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f细旧 JJl扫2υJ ~ (; h μ(白'!山j ~L七:长 忖草裂1}讨i 1?七V-飞')jμ， r引 t此七t J戊 j斗l~ι/人人 fiJ

Jj览 |内句切J~立; f细10 I)í也仙|川L仙í:J J川川i川jυ)1比七 j力方}j右J川e)jυiiιi当L J 品 ; 卡λX对{住归[1'、 jυ、" )J戈 J)jμ， 绍细i川川j)归包 刁不4 白能E 
达 3!rJ .密骂:状态 。 J飞 (1' ) ，.:， ;，. 将 bfi养的人角膜内皮~1n

III忡忡肖干除共内皮细胞的兔角膜他片上，再将

此梢 j '1'移 f~f 平IJ兔 rj~ 叫'1 ， 获得成功[ 4 ， 5 ] ，恪植的角

)院内皮细胞具有正常的形态特征和!生理功能 ，

能价抖角膜的正常厚度夜透 11月度。

摘 要

水文机有~' T )t:j 带:对H、 : 1 环的明胶tt1养膜附养

角 Ij克内皮细胞和开l膜上皮细胞的结果。 Wî种细

，也在达到生长密集状态后，均具有正常眼内角

膜内皮和角膜上皮细胞的形态特征。此方法可

用于各 N1Ji'~'养细胞的研究， 特别是需分隔细胞

层顶面军11底而培养环境的实验及药物毒性等研

究 ， 使'实阶条件更接近于正常眼内的环境条件。
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夜苓紊对人白血病细胞系 HL-60 的诱导分化作用

;也 另杜德林李: 秀品/是佩弦

(军事医学冽学院基础民午'研究所)

夜苓素是从1犬苓多梢的粗提物中得到的一

细小分子化合物。它的抗肿瘤活性已被吕丁等

和我们以前的工作所证实 [1]。在体外，夜苓素

可以 日JJ 1二l地问 市!)小鼠 LI210 和人白血 病细胞系
HL-60 的增殖。 才 J'， 才λ文 rj l ，我们以 HL-60 细

胞 h模型， 对:庆写在京的诱弓分化?iEi生进行了研

究。结 'A~ :h-~~坷. ， 在培养体系 rl-I 加入 12.5一100

μg/ml 的在苓素 ， HL-fìO 细胞分化为鸟~!.核一一

巨!览细胞。{íì'j )L~ j匠四附 ( NBT ) 阳性不明显高于

对照组， 细胞形态 、 细胞化学染色及吞噬功能

均发生刃，著变化。

材料与方法

1 . 细胞

由中国医学科学院药物研究所韩锐教 授提供 HL-

60 细胞系。 RPMI 1640 j者养液 jJ日 20 %经 56 0C30 分钊1

灭活的小牛JÍIL7育， 再加入青霉素 、 链霉素、 卡那每素

各 100 Ujml ， 在 5%C02 、 370C饱和温度条件下培养 。

每 3 -4 天传代 1 次。 实验时 』仅对数生长期的细胞，

离心 1500 rpm , 7 分钟 ， 齐上请， 细胞 l号:毯子新鲜战

养液内，力u入 12. 5 一 100 μgjml 在苓素进行培·养。

2. lÇ~何与试剂

在苓素由中国民学科学院医药生物技术研究所生
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化室许津教i时511飞 回?，Ji可才:溶液和乙，醇溶液。小牛血

ì,'i ( 术 IR; 放 月、1 r' . ''/: 6Jr '),: )，肘， RPMI 1610 'jÍ可养书

( ( j ibco) , NJ\T O},; i , FJu ka) , ;;，(é.~皮 AS-D 茶 t~~i ( 址:

J;( 1-巳工 J ) , 平UJ交 1:Yl t，i:U~ìí非(巳 'γi式主 Ij J 丁 ， . 1-叩 Ij~ 甘白 j[:;

IiFrH涛向泣 ， 4 - l fi ，民撒 J0i~~;F{1扫萄糖占15民 CSi事ma ) o

3 . 观察指部

(])用 74心涂 J '1- ;); ;I,IJ IJ肝阳也涂片 ， Wrigh t-Giemsa 

f公色 ， fH:nJKt! )j .;~:气 ~:ßI[!. ，(~~:。

(:! ) NBT ， ì五 fi;I ;ÁI\,': 收获 J x J 06 f田胞， JiiOO rpm 

离心 7 分钟， 另|沽 ， :Jm 入新鲜合 20%小牛且1 洁的

1640 m养液 O. S 1 门 1 ， ! . 1 mg/ m l. NBT ì'i平 液 0. 5 ml , 

3 . 2 /1 μM 的 TP~. (1~1; ð是阱双 t~~1) 0 . 05 m1, 37 0CS% C0 2 

川、i;{;~箱孵育 2~ 分 If'!l ，冰浴终止反应. 离心 û;J 'I" 作

Wrigh t-G i C Il1 S:1 守主己 ， ì山镜 F'Ì;!数阳性细胞 ， ]才数 20 0

个细胞、 得 liH作宅。

(3) il'1斗片" 1 主黯酶(α-NAE ) 、再发t'f磷酸酶 (ACP) 、

茶盼 AS-D 氯珩酸陆的 (CE)染色采明本实验室吊观方

1去 { 2 10 

(4) 溶酶休盹汩1):，1:: : 用荧光比色?共识IJ酸性 r:i.i酸酶

(八CP) 年! I 自-葡萄糖腔酸附(自-G 1uc) 合;旨。用 。 .0 5mo1 /

L pH 11 . 0 的内!\~S:缓冲液自己;，jIJ 4- Ff1基敝形酣- {件自发和4-

印 军;撇开3自同一葡萄糖酸酸作为j民物 ，用。 . 1 % 的Tl' iton-

100 x 将j击养 斗Iì.j- 间的细胞;书IJ )ï\(裂解液 . 与 j市物作用

1 5 分钟后 ， 用。 . 1 mol/ L pH 10 . G (句甘氨酸缓冲液终

止反!币。用荧光分光光度;-"(，1;古?在 RF- 540 型)测定生

成的荧光产物， '~交产物乓映着告知IJ芹的含量y
(5) 容吨功能测定: 将 2 μ] 的手L胶颗粒 (ì农j卫 5 x

10 8 / ml ， 、I' j~JJ'f i芒[-- 1. 2 μ ) ， }m 币 1. 0 ml ';72 Ifnì青 j.ti

养液 11 1 ， 价 15细胞 1 x J 06 , !j I-.i岳乳胶颗粒号;夜共问

孵育， 37 'C 1 小 n J ，用 PßS ì纹 3 次 ， 去除细胞表[lï; 1:11i 

附 (I (j乳胶刺q毡，附心论片 ， Wright-Giemsa 染色， 显

微镜下 ìi 数 r~~ ! 'jg :细胞， 每个细胞以吞噬 5 个颗粒以上

者为 líF1 tt o H个 f('. r'， i，计数 300 个细胞， 得阳性率。

结 果

1 .形态学变化

1夫苓京失i: 到:3 天)币 ， fflJ'Jtt. {J)_微镜下 Il j"见部

分细胞贴 ，ntf ， :ff-_枚形 ， 7~!j 浓度乡11尤若。 但细胞

贴歧不年 ， JAi商管吹打便可使其Jl5~落。 flj~在 4-

0 天， 细胞形态发生明显7变化。主要表现为胞

体增大 ， Jj包!有丰富 ， 染色变没(由深蓝变设灰

蓝〉 。 胞t参。所 !t {自缩小。使自 11]1:!形变为椭圆、肾

Jl二、马蹄快形等多种 )f;:!犬 ， 个 ~j ij细胞核旦分叶

:忧。核染色质浓集，里条 |对状，核仁仍可见，

但远不 J这对 n~，组清晰。 从形态学者， zti苓素作

用后的细胞类似单核巨噬细胞(图版图 1 、 2 ) 

2. NBT 反应

}lL-6 0 细胞与 12 . 5-1 00μgjml 夜苓素一

起培养 4 天 ， 50-80 %以上的细胞获得还原

NB1 染料 的能j] 0 líFl 性细胞质巾出1见 蓝黑色

甲腊颗粒: ( 四版图 3 、 4 )。 刊第 6 夭 IH ， f5r1 性

半响军 7 0一ι90% 归上(见罔)。 用 50μgjm l 夜

苓索处理细胞， 分别于1在 ] 、 2 、 3 、 4 、 6

天做 NBT 还原测定， 观察细胞I-!-j l日，还原 NBT

fiE力 的动态 。 结果于11~ 't写 的第三天出现阳性细

胞， 约 !s% ， 第 3 天;增 j在 50%。第 6 天 达

90 ?;8 。 而对 ft~，组未发现阳1''1=细 胞，可~ 3 天仅

2 % ， 寄~ 6 天 11. 5% 。

3. 酶组织化学里应

分别干 iJli 药 的第 4 、 6 天观察了 αNAE 、

ACP、 CE 反应的变化， 结果见表 l 。

4. 湾酶体酶潮定

用荧光比色?去测定了夜苓素处理前后两种

司是 1 HL-60 细胞经获苓素处理后几种面组织化学反应
甲一

{}:芥素 ì~~ P'i. α-NAE lilj性率(%) ACP ')副主 CE 才:g'tJ豆
_. -- ←- 一一 一嘈E

(μg/m1 ) 4 天 6 7;号 4 天 6 天 4 天 6 天

一一一一一一一一一-←一←一 一一
100 84 . 6 士 1 0 . 5 89.6 士 16 . 8 十阳 t\十|

75 81 .8 士 6 . 1 82.4 土 12 . 5 H# 十件i + 
50 67.6 士 5 . 6 80 . 0 士 4 . 4 十}十 性t\ r 」→

25 28 . 8 士 J 2 .2 61 . 8 士 12.3 m 刊} ..L 

• 
12 . 5 2 3. 5 士 11 . 3 ，~ 58 . 5 圭 11.4 +十 十十十 + .._ 

。 2 . 0 士 0 . 4 5.4 士 3.7 「 + HH 件ti
『 -…二-、
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表 2 日L-60 细胞与不同浓度较:每:萦 孵育后 4 及 6 天酸性硝酸酶 CACP ) 与归一葡萄糖筐

宫室酶 (自-Gl l!C)活性变化

';-}、 J;京1农民 ACP(ng j '、吨忽lmill / I OS细胞 ) 自-CTluc( ng j_.' : t~f} /m in / L0 5细胞)

4 天 6 天 4 夭 6 大

JOO 32 . 0 士 8 . 5忖 3 1. 0 :.:: g . 8忖 1. 1 6 土 0.58 ' 0 . 88 土 0 . 2 11
辛 格 n 悔 ! 75 35.6 土 8 . 3~ ' 36 . 2 士 19.1~ 0 . 85 土 0 . 55 ‘ 彤 ! . 3 日 _::: O. Q8 

υ o • ， 1 1. 7 :_I : 7 . 6' 喉 3D , /) :: - 1!J.'l*' J . JG j二 C e52 布告 J. 8[ ,:: 1. :)5 ‘ 

~~5 :J .) ~2 土，1 2 . ，) I 事 ，1 1. (l :~~ ! 8 . 7H 1. 06 l-: 0 . 1GH i. 7,J ': 1. 0:: ‘ 

J2 . 5 2 6.8 工 Jl .俨，19 . 0 士 19 . 2' 0 . 9 6 土 0 . 57' 1. 3G _': J. JJ 

o ]:).1 土 3 . 9 19 . 6 土 1. 2 0.:;1 士 ] . 80 0. 57 " 0. ::2 

_l_j (J'I !I: 牛 í llt ; 'p < 0. 05 • ' P< O. Ol 
王 : SD

Wg/ ml ) 

HL-SO 细胞经，在苓紫处理后吞噬功能的

获得及与 NBT 阳性翠的比较

市 ~ J李云 ( [ 0 pg/ ml l ,IJ W, 
') 1 . ,j _1 

,_) !'" ι J 吨 ) / , I /'-

NßT iíL;i'IJ l! i li I:'! C % ) 1/ . J 乙 U.O 0 :; . 0 

-{ t= ii;j';:μ~~iu iJj包( ; ，~ ) ::; J • Ll ï :"J ~ (-) 0 J • (j 

J骂 5

~n 

ÌÝ\: 去，药物 . f.HI J归牛耳记、 ~J ' / 1、. -(~~ {)、主主 的 ，i~ 1 缸( J{'i 'j;:: 

iì!二 l:ij ， j ' 0'6 j\ l! .j (1'& N 13 '1' ì企 后r， ì式 4伫。绍 ，禾 ，t之 I j} j ，

1'i : : 二A 卜 ; ;~_jijUi元 二、、王 j j仇 ::iH iJél NßT 1 ; 11 性 千元]t

( 己。 1 吕 小 }I ; ljt: :) :", j , N ß1' j; j [ fi 斗、 l 叫 '，J :'"J I

i:1 鸣 达 'i 0- 0 (\ % j; U '" . kj I! ;: 什 l 1}. :: 1 /J、 i: J lèíf 

此主I 三 J 牧(斗二i l[ i l iU二户均手I G%~、 J， i'- 0 

1 8 、 72 小 I IJ....1 '.~ 、6 、f 1J ii 纠 )['í 3 、1") , 

反映 'p.朽_ ， [二 Itrt:' t斗的斗~j' iIF. i白 白白艺 作出 ACP 军11 í3 

Gluc 江 串 的变化。加药第七 6 天刊号中酶j川:[:

IYj:u\,1:1j '::'f ,\'.1 q!-: ~fl ( p < 0 , 05 :J1: O. 01), 当夜二号:素

i农 j主 i主呐 ):j '，'5 、 1 00 μg /ml 时日jJ失 去剂需一效

应 1'1<.1 +f~ )、↑'1:(失::: ) ., 

5 ， 吞晦功能耐定

快二等主K处ftl 3 3' IJ 4 太阳 ， HL-60 3诀何在iz­

乳 Jj立粉，1 tj'.r~台t 6\J ;11:1 iJ包 二、 Jj lJ 工J 31 . -1 ~~反'? :~ . 6 ~/6 。

与 王V h 汗! NB1' 1;ll t l, +也、近 ， 后者 JU 」7 . 5 % 和 1

8 0.0 ~币 。\Í1 j .'\、jjIifH有 l民主fì l 胞泣 NB1' I~!! 忖 z i门均 /个

}回过 :~~ . o ? 6( 卢:3 ， i冬i J~.z I ~{ ! :; 、 6 ) v 

6 . 夜苓素谣导分化的时闹及写fìi!.: 1坚试险

li! ;)() pε/ illl ， (:i:、 苓」本土 HL" f，(J .月包 lj~ jJ ù 

一(
/
古/
;

在

f

」
民

叶
|
l
!
|

咔

1
1
J

J

O

(
汉
〉
a
tzc
罕
E
LF
国
Z

'1:台

上i才::J: '~与 ir' i C,,- i!1 j ， 伏斗才:~ '; J" I_布 l， j HL- 60 

分化「点i fjuv 千向 七!..I毡抖 ~ilj Jj/::. < ' :工I -IJi'; ~- ':~的 J!]" i;j 

J寻 HL-6ü ilF 汁化的 ìA!:} 方 I J L_~ ',{-j' l-~- . .~~和1 1 ， ~ç ， :J'tc 
Ptì射 ij ， 问 币:~t H臼昔 (Ara-C )" ， 1二 、 !斗 ， 先 HC í由 主 ，

如 1 衣!瓦多1门JjI.P ~fM 负~t-z 剂 ， 3'; 1 1~1; i;，主的汉阳 (TPA) ; 

t& 'i'!化{~.. :!'~::i , Ý U二 Eil ~~ :;W ; ìf ' !' J- ' ~共手f /! 

i寸

xn:. rifi '!lL Ff~J 斗 :/j J员乡 i; U 二1t ~:l-: ;.笑~ A 股 ( R A) ， J ,25 

(OH) iD3 和i ' ;' 归因子， ~i i + :j亢宗 (lFN ) ， 11中' j自

坏矶山子 (1'NF) ， 白兰ilj IJ也介芳U IL- 3 ) 等。农7苓

京作「!i13 的 HL-6 0 细 ii[i NBT I斗 i 性 半 边高 ~r

1'PA , 1) J O- umol/L (:<1 T<; A ~二近。 !f I)f、 Jr~ .?[5 吃亿

来在 9 在 ~/~: 5~ (I ~) -J;"i' \ J' 作 f[l 刁:如 ! T~八 、 1'1'八 ';1 i工飞L

,..J..._ 

HL-S O 细胞与夜苓萦孵育 4、 5 天时 NßT Ilfl 
性细胞的百分率

.一--.4天

L 
75 

。一 -…0 6元

获i!;..~京i'/iI(t <μ gjml>
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:\ 0 细胞生物 字 杂 志 1990 年

剂立全lZjo 炭现为细胞核仁还隐约可见。 收苓

it;诱导 HL-60 细胞分化至少需持续作用 48 小

n.j以J.:， lirÎ TPA ) ~需 :3 -- - 6 小 11;]-[3 J ， RA 12 

-2 4 小 H、].[4) ， 1 ,25( OH) 2D 3 4小时便可访导 HL

-60 细胞 汁化 [ G ] 。 快苓案与 RA 等 ì1H于 齐1] 一

十 i . - -纠 ì}} J:.3:分化，细胞 (贞不依柿子药物的存

fl HIi继吹 沙化)ι弘 ‘ 民 i先 J导分化作用工J 个可逆

l~ I J(U. 'hj.,i t'1 ~ J 攻宅 ， 芮 )i~: 足半 山j 细胞分化障隅，

J( 有 ~r ~:!: J\~Y.I! ~d i_'，占i: ) J j'j(_) ( j I(J L jJj ，i 细 ij包在组织|人l 古i积

;f! ! 屉 jiEJ 等 ， j'\Iíii I:UJll~…系列临床航状。用诱 导

分化的~h 洼 〉的~ .， f~ ' !(lL :i ，~J ;立近年来 -- . :}':1 -~韧的尝

i儿 i先 -s手分化 H:) M[' 究噎 )9 1iH元 WI !l也;?化的调

控， r:- i lÎll 峭 的发病机用也提快 了有益的实验模

型。目前 . 虽然 J亚来跑多，的分化诱导齐1] 相结I~ 问

i_'-': , {li r!J 灼的的导兮化作用去fJtIÆJ1i在~:少。右斗骂:

京的 呼 ~'[n %1 .'j' 化 h';‘ t': :rý') 发现 ， _/'} "i先导剂的来il1\

_ ~; rIH~ J二在新的 阳东途径:。此外?根:苓!~ frií 手f

1111 ;il'liHJi自Li.H 胞 i抖的 . 增强机体2'1ft，疫的作用 [ lJ] ，

如果同样叮 1;) ì无导原代 J:r "\: .)f; 的白 .: lll病细胞分

化， 经临床 ilír兰'~ Jlll，实验 )r:;- ，布吁台告肘子髓东 l可

JlU. ~i:"j 人的辅助治疗 手段。

摘 要

:尔文出::.草了校苓素川人急忙阜幼粒臼，fu 州

ff8}j也系 HL-(iO 的 诱导))' 化 作用。 FþJ 12 . iJ -

100μg/ml 挟苓素处理 4 天， 50- - 80 %以上的

HL-60 纠1! JJ& ~f)E1~}if二 !!且 NBT 染料的能力。 细胞

形态及ii El H l:i 化学反应五生 :' 1).若变化。附体鸭

山、 ;主 与 1 \句 i辛苦增加，并获;与乔!哎莉.n悦目~i '1'>'1 (1斗 的力 ，

分化为 !-i气愤巨毗 ~;Y:~I刊的 。 0: 苓采访 HL-S O

细胞 分 化:指 ijj 织 竹，: FH 43 ;J'\' II 以 … L ， 说 1444j、 化

作用为不可逆性。
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钙离子与激素对小麦黄:化幼苗离休核转录活性的影晌

共- I~l ~毛五r i手 :f_址 .{;f}._ ~r: 

f 北京 l]Jji范~~~:院主Lj勿系 )

近年来，随J向 hi! '先 ]1段的 ;; I:I::t ， X、 : 1'0 习E i主

_. . 业 因表达 jJ: t~_~ (l\J 'çr: 安才、 : 'j 'î :pf -{ ì且 一 学的了

俐 。 j旦 司、]-t自 1匆习。 )J 6i. I}斗 j'均这一 ' iJt:~ 以及各种[犬! 东

对转录的 ì)，~ 拉达;在还了解q'J不够。目 前， 人们

普遍承认，恼'出激京刘转录有调控作用。问友

现洋jE根尖细胞核经激动京处卫一" 30 分钟后 ， LW

可看到J RNA :.I(.J ','4)]:;[IJ ; I手汗 、 豌 I:i才民主1'1织以

及梢;于 、 问}，-r~ ?J 的内休细胞校等都能在 KT来束IJ

i~J. 干. 7JII边 RNA 的 f!( .;\~[ 2 - 5 J o ~i _ ;. 山。.'\ ;主，:ì Ji . l l.可

KT J- f:无 f!i: .r 生 H.NA 合成的 f/l. ~) l-J l ~ J 。

Ca 2 + 右斗I\ :!;如 体 JFl 有不同于 民{[lJ二 f{j 肉 j立

的特殊作用 以及钙 i!可 蛋白 (CaM)的飞 JII~. 使人

们 ~，;'Ca 2 + 1烦 !岳 飞飞趣 。 目 前 Jl主 ;:'1] -~j、;: 1旧 JJ法是 :

KT: if\'k")J 紊; IAA: 叼 11~~ ，- 3- (:. i'钞 $

". t\ll ;'仪 乙J巴i Ftrf-N ， N'- Vlj 乙段 。

E(;TA. 乙

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志




