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甲胎蛋白 (AFP ) 是一种糖蛋白 [ 1. z] ， 在胚

胎发育阶段先由卵黄囊合成，以后由胚胎肝合

成，成年肝细胞不再合成或合成甚微，但是肝

细胞癌变后又重新合成，并分泌到血液中，故

属于癌胚性蛋白，是肝癌临床诊断和实验研究

的重要标志物之一。

F 9-1EC 细胞是一种分化潜能很低的胚胎

癌细胞， 不分泌甲胎 蛋 白叫 Strickland [4 J使

用维生素 A 酸(RA)诱导 F9 细胞， 使该 细胞

发生分化产生脏壁内胚层细胞，即能分泌甲胎

蛋白 。 我们实验室曾从 F9 细胞株中克隆筛选

出 F 9-1 和 F 9-3 EC 细胞株， F 9一1 EC 细胞对

RA 反应敏感，分化后能 分泌 AFP; 而 F9-3

EC 细胞对 RA反应不敏感， 不被诱导分化，也

不产生 APP。 本文，采用原位分子杂交技术，观

察了 F 9- 1 EC 细胞 AFP 基因在 RA 诱导前后

的表达情况， 进一步证实了以往用免疫酶标洁

的分析结果。

材料 和方法

1.细胞 F 9-1EC 细胞按常规用含有 10 %小斗二

血清的 RPMI-1640 培养液培养， 作为对照组， 在

培养液中加入 10- 7MRA 为实验组。 分别培养五天后 ，

离心收集细胞，使用 0 . 5%膜酶-0. 25%乙二胶囚乙般

二铀(EDTA)溶液加等量生理盐水消化细胞， 使细胞

分散， 制成细胞悬浮液， 待用 。

2 . 甲胎蛋白基因探针 甲 IJ台蛋白 cDNA 来自美国

TiIghman 构建的小鼠 AFP 基因 (5' 端〉克隆 pBR322 、

AFPt ， 比重组质粒由中国科学院上海生物化学研究所

];';:1)'(.宁教搜赠送 。 含有叮IJJ~' .é后 白 cDNA 的nn粒， 经过

大肠杆扇的扩增， 抽提质粒 DNA， Hind lII 酶 切 ， 电泳

分离，切出插入片段的J疑胶， 月j 电洗脱 以及 DES2 桩

层析， 得到高纯度的甲j治蛋白 cDNA。

甲月台蛋白 cDNA 探针的同位素标记按 Maniatis[ S ]

方法稍加修改，反应液的 总体积为 10μ1 ， 反应液上

Sephadex Gso 柱后 ， 用含有 0 . 1 %十 二 烧基硫酸 铀

(SDS)的 TE 洗脱 液， 把结合 的与非结合的同位素分

开。 每管收集 0 . 5 毫升 ， 取出其中 10μl 做液闪检测，

收集第一个峰〈结合峰 )，贮于一般冰箱待ffl . 比放射

性强度为> 1 x 10 7dpm/微克。

3 .细胞处理 按 Saber i去 [6]进行 ， 此法是在 Bra­

hic(7]方法的基础上省掉蛋白酶K步骤， 能保持较完整

的细胞形态。细胞经甲醇/乙酸以 3:1 混合固定后 ， 0. 2 

N 盐酸和70'C的 2 x SSC溶液处理，不同浓度乙醇脱水，

加入预杂交溶液 ， 50 0C保持一小时 ， 换上 3HcDNA... J'P

的杂交溶液， 30 'C保持 3 - 6 夭。 j 目 50 % 甲戳胶溶液

洗涤 5 -8 小时， 换上 2 x SSC 溶液， 洗二次， 不同

浓度乙醇脱水， 以上均在小管中进行 ， 最后从管中取

出细胞漓于载玻片上凉干待用。

4 .放射自显影 按高;宫、[8 )方法进行， 将有细胞的

载玻片涂上核4 乳胶后，阴凉干燥， 政 4 'C冰箱 爆光

3 -4 周后 ， 取出显影和定影。

5 .染色与观察 用吉姆萨染色?夜以 1:40 的稀释，

染色 10 分钟，用水冲洗后在光学显微镜下观察 ， 统计

细~中黑色银独子， 此银粒子:就 是 3HcDNAAFP 与碱

基互补的甲胎蛋白 mRNA 分子杂交的结果。

结果和讨论

常规培养的 F 9-1 EC细胞，多为细胞团块，

陆壁力弱; RA 诱导后细胞生长缓慢，贴壁很

F 9-1 EC 细胞由季闻行网 ，ι培养挺供
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对照组 (RA-组〉

10 

F9-1EC 细胞经 RA 诱导后 AFPmRNA 的原位杂交分析

。

表 1

银粒数

实 验组 (RA+组 )

| 0 1 ! ! ? ! 飞1 1 1,6 i 2,1 1 气6 I 平 ! 气6 1 4l l l 4l6 4
| i e lio 白 I 210 ! 25 l 310 | 35 I 4'0 I 布 1 5'0 I 

8 ( 28 I 28 1 61 i 40 1 15 i 10 1 7 I 1 i 1 1 1 11 

每个细胞

53 细胞 数

占总测定细胞% 97 

牢。以上两组细胞经过膜酶消 化和固定液固定

后 ， 直接同含有 讪cDNAA FP 杂交液进行杂交，

细胞未经过酸、 热等步骤的变性处理 ， 结果对

照组和实验组细胞均无杂交反应。 f

拉.: Saber 方法 ， 细胞经过固定， 变性 ， 和

~HcDNA AFP 探针·杂交以及放射自显影等步骤，

观察到实验组的细胞分布很多银粒子，如图 1 , 

对照组细胞没有或仅有极少银粒子， 、 如图 2 所

示。 说明在未分化的 F 9-1 EC 细胞，甲胎蛋白

基因处于不活动状态 ， 细胞经过 RA 诱导分化

后甲胎蛋白基因被激活并进行了表达。

有银粒。被诱导分化的每个细胞所含有银粒的

数目各不一样，一般含有 6 一20 个银粒 ， 最多

为 46 个银粒。这种差异的原因还不清楚， 一种

可能是细胞处于不同的细胞周期，其甲胎蛋白

合成速率不一样，如 甲胎蛋白量在阜 S 期高于

晚 S 期，而 S 期又明显地高于晚 G 1期 刊]。另一

种可能为每个细胞被诱导分化的程度不一致，

甲胎蛋白基因被激活的状态也不一样， 从而有

可能直接影响真转录水平。 对 H~组每个细胞含

有 0-5 个银粒的占 97% ， 6 一15 个银粒的

占 3%，说明绝大多数细胞为未分化，只有极

少数细胞甲胎蛋白基因有限表达。根据统计学

处理， 实验组与对照组相比 P 值< 0. 001 ， 差异

显著。此结果与 Buc-Caron等 [10 )人的点杂交相

似， 不过原位分子杂交较之更为敏感和准确。

本文从甲胎蛋白 mRNA 角度证 明了丛笑

倩等报告的诱导组 AFP 免疫酶染色呈现细胞

质阳性反应， 对照组为阴性或弱阳性反应的结

果。

对照组细胞用 3HcDNAAFl' 探针

杂交，细胞未见到银粒

图 2

F 9-1 EC 细胞经 RA ~露导分化后，

用3H cDNAAFP 探针杂交细胞显
出黑色银位子

甲月ff蛋白基因被激活后， 每个细胞表遗能

力不一样。我们统计了每组 200 个细胞， 因为

细胞是因球形的， 所以需要不断调节光学显微

镜的焦距， 尽可能数清楚每个细胞所含有的银

颗粒，如表一。 从表中可以看到实验组有82%

左右 F 9-1EC 细胞被 RA 诱导分化， 18%左右

细胞未被请导分化 ， -1 8%细胞中有 4%细胞没

圈 1
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小鼠红白血病细胞被诱导向终末期定向分化的观察

I嗓子兴 吴伟林谢丈洁

(苏州医学院血液病研究室 )

小鼠病毒性红白血病细胞(Murine Eryth­

roleuklmia CelL 以下简称 MEL 细胞) 在红系

祖细胞分化过程中相当于 CFU-e 阶段 [ 1 ] 。在体

外培养的条件下， MEL 细胞能被一些 化学物

质诱导而向终末期定向分化[ 2 1 ， 表现在逐渐丧

失无限增殖能力[町 ， 并合成和积累血红蛋白 [ 4j 。

这种定向分化是一项复杂的多步骤过程[ 5 ] 。 细

胞在诱导剂作用下先发生向终末期的定向 ， 然

后经过有限次数的分裂达到终末期 ， 这个过程

中存在着一定的动力学规律。 本文 对 MEL 细

胞在液体培养基中被诱导后的增殖和分化现象

和在半固体培养基上形成集薄的过程进行细致

的动态的观察和分析，来研究 MEL 细胞从定

向到表达出终末期表现型的规律。

材料与方法

1. 细胞 书!; : MEL 细 胞株 DS 19 由 美国纽约

Sloan-Kettering 癌症中 心 Marks 博士提供并引 入本

实验室。 该细胞株悬浮培养子含 1 0 %小牛血清和青、

链霉 素 各 100 单位/毫升的 α-MEM 培养 液 (美国

GIBCO 产品)中。细胞在 37 'C 、 含 5 %二氧化碳饱和

潮温空气的培养箱内培养， 每三 天由 2 X 1 06 细胞/毫

升稀释到 1 X 10 5 细胞/毫升定量传代。

2. MEL 细胞向终末期定 IÎ可分化的检测 : MEL 细

胞经与诱导剂环己亚甲萃，二乙目光胶 ( HMBA ， Marks 博

士赠与 )5 mM 共同培养特定时间后， 转移到不含有

HMBA 的盛有 1 毫升1. 8% 甲基纤 维素(Fisher 公司

产品 ， CPS 4000 )半固体培养恭的价养肌中 ， :(ï= J:.述 j~1

养箱中 37 'C下培养特定时间后 ， 以 0 . 2 %二盐酸联苯

胶和 3 %过氧化氢染色 5 分钟，在你l置显 微镜下观察

集落的大小平IJ联苯胶反应米确定"定向"细胞的百分

比。

3 . 细胞集落内细胞组成的分析 : 在倒 置显微镜

下， 用微!反管将巳染色的集洛脱出漓于玻璃j干上， 以

盖片压开集蓓， 在普通光学显微镜下观察和计数单个

集落叶1的细胞数。

实验 结 果

1 . HMBA 诱导 MEL 细胞向终末期分化

为了显示被 HMBA 诱导而向终末期定向

分化的细胞逐渐丧失了增殖能力 ， 1 . 0 X 105/毫

升的 DS 19 细胞在含有 5 mM HMBA 的 培养

液中培养 4 天后， 将增殖起来的细胞再稀释到

1.0 x 10ô /毫升， 分别在含有 HMBA 和不含有

HMBA 的新鲜培养液中进行第二轮培养。培养
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