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小鼠红白血病细胞分化的诱导圈
幽
…

报告人: C. Friend 教授

美国 Mount Sinai医学院实验细胞学中心主任

报告日期: 19'1'11. 6. 6. 

在岛1i1 ~甘实验里，立主iL了小鼠戒毒〈按UP

Friend 诵 JJ;~il*J )邱·诱发的红白血如 {1L织

培养细胞;惊，从而有可能研究肿瘤发生与正常

细胞生长的调节讯i!itl之间历涉及的复杂的范互

关系。"j nÜ H许多人从耳边项工作。这种细胞在
某些情况下能接受剌激， jit行分，比，因此使详尽

的研究尖;工血细胞分他的分子控制成为4能。

j巳Friend 病」二诱友白血fkì版于!现期的小鼠

的脾)]tii宇~J~ f乍皮 1了接种，可以形成种瘤， {;1肿

瘤细胞并没在类红血细Il包的特征，而是类似网

织细胞;勾姻。只在旦这时1细胞接种到经致死刑

量照光过的小鼠，或者在组织培养中生长时，

其类红血细梅的来源才变得明显。在这些培养

的细胞或生瘤小鼠的脾脏细胞群落里，可以看

到这种白血病历特有的恶性细胞，以及处于不

同成熟水平的成红血细胞。这些细胞是受到了

f匠活力的白血病病毒的匿性感染。在移植于E

常小鼠目它们回复未分化状态，并形成网织细

胞内瘤。白血病小鼠的血象，显示类红血细胞

疾病的性状，组织培养的细胞也保持相同的特

征，存在苦大的幼稚型白血病细胞，核仁显

著，以及分化较为成熟的、直至者色正常的正

成纽血细胞等小型细胞。

当友现了二币基甲嗣 (DMSO) 能剌激红白

血痛细胞的分化之后，我们的研究工作得到了

很大的动力。把这种比合铀加到j培养白血病的

生长液里，调节正常分化机理的开关就被打开

了。对于指导它们远行分化的信号变为有反应

性，并合成血红蛋白一一-类红血细胞的功能性

蛋白。在含20%DMSO培i夜里，生民的细胞在

进入对数级生长之前，先出现一个20小时的停

浦期，这是由于细抱周期受阻子G 1期，不过县

四天fr u勺的古度接近~lt照组。使用现正己知

的、打;舌寻物作用的共他各类化合铀生t理时，
也看到 0 1 期延长的现象。可是这似乎并不能

作为关注血细胞分化的先决条件，因为使用强

诱军事?如放线菌素D或次黄瞟岭，就不出现此

种自况，而对DMSO有抗性的细胞株则发生此

种现象。号l人兴趣的是Gamba町等的工作他
们发现;]~r合尚的mRNA吉先足在同步化的细胞
培养她的G 1 }坷细胞中检测到的。

用 11t规的联苯股染色方法检查合成血红蛋
白的细胞。 II足苯 i1主[lg 性( B+ )细胞在DMSO处

理后两天出现，以后随时间的延长而迅速增

加。第闯天时85~95%凶细胞都呈 B(+) 反应，
未注DMSO处理的细胞呈 B(+) 反应者约为1% 。
把经DMSO处理 4 天的细胞，再接种到相同品

系小鼠，其恶性 i豆豆比未受足理的差， .接种功
物的(f-活;胡明显远长。恶性减弱或民二是由于

85刊的接梓细j边已经达到正成红血细胞阶段，

在生去停止 i面只不过百能进行少数JL次分裂，
而肿嬉可能来源于 15% 仍保持 B(-) 反应的未
受累及的烟也。

诱飞于毛却处理的细施还产生与正常红细胞生

成期;可许多相似的生化变化。一般来说， DMSO

处理的细胞中大分子的合成是沿循其生长模式

的。在整个培养期间标记前体参入DNA、RNA

和蛋白质的绝对量均较未处理的对照组减少。

此外，处理的细胞也发生磷酸盐代谢的变化。
Haretfll Laceur的实验表明，细胞暴露于DMSO

30分钟之后，磷酸盐参入磷脂的受抑制达39% 。
这种减少并非归国于前体库的改变，因为磷酸

盐的摄入手~ I .. J梅性有机化合物的磷酸化只抑制
工1::) /0 0 1自 i词崎i旨合成友;生在 RNA 和蛋白质
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的受抑制之前，后者是在处理一小时后的细胞

先检测到的。这种效应或许是在复杂的分化过

程中所表达的早期步骤的信号，因为磷脂是膜

的重要成分，据认为诱导扮对其流动性有影响。

:Ø: ;ilîGazitt 曾测定了分化的红白血病细胞

不同部分的蛋白质合成的积累卒。含有或不含

i芳平怖的组织培养细胞，每日以 35S_ 蛋氨酸

陈冲标;己 3 小时，然后JÆ行细胞成分的分部，

分离质!良、胞液及微粒体一线粒体部分，并用

聚丙献牍凝胶电泳把蛋白分开。我们追踪了红

细胞的 spectrin (红细胞的一种膜蛋白一一译

者)和肌功蛋白的出现。特别引人兴趣的是，

大部分 spectrin 与胞液相伴随，只有一小部分

与质膜和微粒体相联系。肌动蛋白则等量地存

在于胞坡和质膜部分，少量存在于微粒体部

分。另一项重要的观察是，肌动蛋白(分子量

45K) 和 spectrin (分子量22 0........Z4OK、复式结

构)两者均以等量聚集在受诱导的和未受诱导

的细胞里。最氨酸的参入率在凝胶电泳放射自

显术中显示，无论在受诱寻的还是未经诱导的

细胞中， spectrin 和肌动蛋白合成的速率相同，

证实了前述的马果。

把细胞用'32p脉冲标记，在所有部分磷酸

盐的参入均降低。凝肢电旅放射自显术表明，

在质膜蛋白方面肌功蛋白是磷酸化的，而

spectrin 则没有。这种情况在胞被部分所见尤

为明显。用双抗体间接荧光技术所获得的结果

恰好相反， spectrin 集聚在膜J::.面。两项结果

的不同可能由于细胞暴露于诱导物中不久就体

积缩小，因此spectrin 或许在较小的分化中的

细胞里较为集中，而其总含景并没有增加。

DMSO也使受处理细胞的DNA结构发生

改变。从不f照组和受处理组的细胞提取DNA.

经碱性蔚糖梯度离心进行比较 p 在哨-胸腺唔

盹标记后暴露于DMSO 24小时的细胞，再DNA

在密度梯度中有两个峰，主峰为140S，较小峰

在17S左右。 JJ对照组相比， DMSO处理样品

的沉降值和主峰大小都有所下降。细1m在标记

后暴露于 DMSO 30 小时，主峙的S(高峰至阵

到约120S (用噬菌体制05的DNA 、 37S为标

志物)。但上述实验处于两个峰区之间沉降比

较缓慢的DNA却在量上有所增加。这些变化

是同实验材料中单链DNA断裂的累集相一致

的。对剂量与时间存在者依赖性的效应，在使用

其他诱寻物时也都可以看到。不过单链DNA

的断裂是否就同控制细胞分化有关则尚待确

定，因为抑制细胞分化和血红蛋白合成的化产

物，例如皮质醇 (HC) 以及地塞米松 (DEX)

等简体激素似乎并不能阻遏上述现象。生长在

含DMSO和HC (lmM) 培液中的细胞，血红

索及珠蛋白的抑制率达90%，珠蛋白mRNA含

量也受到同样程度的抑制。与单用DMSO处理

的细胞相比，在DMSO及HC共同处理姐中珠

蛋白mRNA含量降低很多。这一情况表明HC

是作用于转译前的阶段。除去珠蛋白外，其他

任何主要蛋白均无变化。在DMSO与HC共同

处理的细胞中单链DNA的断裂未见消除，可

是数量上减少了，因此这种现象在分化中的作

用还是不清楚的。

简体激素抑制DMSO诱导细胞分化这一事

实，促使我们测远了这种细胞糖皮质激素受体

的存在，并发现在未经处理的细胞上存在对

DEX 有高度亲和性的受体。 3H-DEX的特异性

结合是剂量依硕性的，在10- aM浓度下几乎所

有结合点均被占位，而用 DMSO 处理后导致分

化中的细胞结合位点数目减少。脱氧皮质索

(10-9M)成孕酣(10-6M)有阻遏 DEX 的效用。

已知这类化合物都能特异地阻遏DEX结合到糖

皮质激素的受体 t。证实了未受处理的红白血

病细胞 _t存在者糖皮质激素受体，以及经DMSO

处理后其数目的减少，从而提示简体激素对

诱罕介化的阻拥作用可能是通过受体的介导。

瞟岭的代谢也出现变化。这种细胞失去了

从小分子贾新合成蛋白的能力，可是仍象正常

红细胞生成一样，保搏着酶的扑救支路( 5<11-

vage pathway) 。一种与类红血细胞分化有安:

如11喝一碳自主肝酶有增加，并出现红细胞膜抗

j京。用荧光抗体捷术检测的 spectrin 和血型糖
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蛋白( glycopbrin )似也见增加，但鉴于我们
在这些蛋白的合成和累积方面所获得的新的资

料，上项结果仍待讨论。细胞体积的破小，只

具有有限的自我更新能力。

DMSO调节红白血病细胞基因表述的机理

仍属未知。不同类别的许多其他化舍物也有在

这一细胞模式系统中诱导血红蛋白合成的相同

效力。这些诱导物中的大多数都引起细胞膜的

改变。象DMSO这样的极性静剂和双乙酿股，

都能引起受处理细胞的膜的流动性和通透惶诚

弱，以及单链 DNA 的断裂。脂肪酸和瞟岭是天

然存在的产物，还没有证据表明这些化合物对

红白血病细胞有生理功能。丁酸和次黄嘿岭能

使DNA结构发生变化，并可能影响细胞表面

组份。血红素本身并不是→种特殊有效的诱导

物，但同DMSO-起确起着协同作用。对细胞

膜Na+-K+腺苦酶有特异结合作用和抑制作用

的强心背( cardiac glycoside ) ，即箭毒 (ou

abain) ，在抑制摄入 K+的泼皮时，是一种

很好的诱导物，可是这种对K+的依赖并不象是

其他诱导物所共有的一种特性。另外，放线菌素

D是具有诱导能力的代谢抑制物的一个例证。

诱导细胞分化的抑制物也来源于类别很不相

同的化合物。特别使人感兴趣的是一些抑制物

对某些细胞株也能起诱导物作用。我们最近曾

就有激发一拮抗作用的密切相关的简单生物性

化合物进行了实验研究。这些结果或许可能有

助于阐明各种无关联的诱导物和抑制物在触发

红白血病细胞复杂的调节过程中的一些问题。

自从Gusdla和Housman证明了一些瞟岭

及其类似物属强诱导物之后， Lacour 和 Harel

又研究了瞟岭素的氨基核昔 (AMS) 的效用。

在结构上这种化合物是腺瞟岭和次黄瞟岭核背

结构的上面部分。细胞培养后不同时间加以浓

度各异的AMS，在96小时后对培养细胞作B C+) 

细胞计数，结果是剂量依赖性的。AMS浓度为5

微克/毫升时，超过90%的细胞呈B C+)反应。象

在受DMSO处理的细胞所看到的一样，与对照

组相比AMS也寻|起细胞繁殖辑庭的延滞，不

过在实验终了时两组细胞又相近似。没有键导
物作用的次黄醺岭核昔能抑制AMS所萌导的

细胞分化。两次实验结果均表明，细胞培养开

始时 (To ) 同时加入次黄瞟睁核背和 AMS ，

96小时后作BC+)细胞计数，在20微克次黄瞟

岭核昔和AMS一起加入时，细胞分化完全受到

抑制。但是次黄瞟岭含量提高至2毫克/i毫升时

也不产生细胞毒性.倘使在开始先用AMS处

理24小时，随后再加入次黄瞟岭核背，抑制分化

的效用就见、减弱。另外又检测了许多其他瞟岭

衍生物对AMS诱导细胞分化的抑制作用。腺瞟

岭核背几乎象次黄瞟岭核昔同样有效，鸟瞟岭

核背对细胞有毒性作用，无抑制效用 z但次黄核

背酸(次黄瞟岭核苦的衍生物)却有抑制作用。

由于次黄背酸也是腺昔酸及鸟昔酸的前体，因

此也把这两种核背酸的混合物作了检测，结果

只观察到微弱的抑制括性。单用多聚次黄瞟岭

核营酸就能抑制 :~O%AMS 诱导的细胞分化。

用AMS处理细胞培养物，也抑制RNA的合

成。 To 时在培养物中只加AMS( 5 微克/毫升)，

或加 AMS再加次黄瞟岭核昔(20 微克/毫升〉

温育24小时后分别用 32p 标记 1 小时或唱一

尿暗脆标记 2小时的细胞测定 RNA 的合成。

与 AMS 处理的细胞相比较，在有次黄瞟哈

!核音存在时， RNA 合成有些增加，不过在有

次汗瞟岭核背存在时 AMS 的效用也从未完全

恢托。单用AMS处理或结合次黄瞟岭核昔共

同作用的细胞，其RNA含量与抑制RNA 合成

的门果是相平行的。除加以AMS 之外，再加

以以贯喋岭核背虽导致RNA含量增加，不过其

水)!~仍远于未经处理的对照组细胞。此项结果

是! ì, ，tudinski和Ellem 所报道的次黄瞟岭核苦

不Í'1!' -l通AMS的摄入相符合。

AMS 和次黄瞟岭核背两者都是在低浓度

时拭具有高度活性的物质，而且没有细胞毒性

作用，所以它们的作用很可能是特异性的。它们

之间相互作用造一步的生化研究，有可能弄清

这个模式系镜中与细胞分化有关的机制。
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