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自 1 951 年 Howard 等川首先提出细胞周

期的概念以来，经过许多学者的共同努力， 人

们对细胞周期的本质有了越来越深刻的认识。

本文主要讨论细胞周期 中有关物质的 分子变

化， 进而初步阐述一些细胞周期阻断刻作用的

分子基础。

近年来，流式细胞光度术(Flow Cytome­

try , FCM)的使用 ， 为辨别细胞周期各阶段的

不同功能状态及相互变 迁提供了有力于段。

FCM 测定主要根据 DNAjRNA 或 DNAj 染色

质的变化。
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图 1 细胞生长的各种不同功能

状态及其可能的相互蛮迂

(寻|自 Darzynkiewicze ， Z. et a l., 1982, 
Genetic Expression in the Cell cycle , 
104 , Padilla G. M. and McCarty K 
S . (时的， Academic Press , NewYork.) 

由图 1 可以看出，有丝分裂细胞(M)先进

入 DNA 合成前期的 G 1久亚期 ， 还可以从 G1A
进入分化途径(G1D )或通过转变期 (GIT ) 进入静

止期 (G1Q ) 。 此时，这些细胞在它们进入 DNA

合成期之前， 某些物质如 rRNA、 蛋白质等必

需成分需要累积到-定的阔值， 才能顺利地进

入 DNA 合成期 (S) o R l 、 R2 是限制l点 ， 可能

与这些关键阔值有关。 细胞通过 G1B 亚期需要

较长的时间。在某些体系中 ， S 期细胞可能经

S 期的转变期 (ST) 到静止期 (SQ) 。 同样 Gz 期

细胞也可以离开周期成为静止期细胞。

对细胞周期阻断剂〈主要是抗癌药)作用分

子基础的研究， 不仅使人们能够进一步认清这

些抗癌药作用机制 ，为临床合理用药提供依据，

而且在理论上对分子生物学和分子药理学Tûl 'J'L:

也具有重要意义 。 近年来， 人们对许多抗癌药

物对细胞周期的影H向进行了详细研究， 发现许

多药物能使细胞阻断于不同时相。如三尖杉醋

碱， 高三尖杉醋碱及半 合成三尖杉醋碱能使

P388 白 血病 小鼠细胞 G1 期向 S 期的过渡受

阻[ 2 ); 癌前预防药维生素甲酸能使 S91 细胞阻

断于 G1 期 ; 在体外用 5 微克/毫升浓度顺铀能

使产生癌胚抗原的人腺癌细胞 (LOVO) 阻断于

G1 期或 G1jS 交界处[ 3 ]p 挠基腮、 问糖胞音能

使 CHO 细胞阻断于 G1 jS 交界处[4 ) ; 问霉

素[町、 博莱霉素 As l6 J 、 阿克拉霉素[7)能使细

胞阻断在 G2 期 F 氟)睬哺腔、 问糖1包音能分别

使 CCRF-CEM 和 HLC 细胞阻断于 S f~J[8) ; 秋

水仙碱、 长春花碱能使细胞停止于有丝分裂中

期。

1.蛋白质合成抑制剂的作用

人们现已知道， 细胞周期中蛋白质不断合

成对于细胞完成周期是必不可少的。 Taylor [9 1

·本文得到籍秀娟指教， 特此致谢。
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在研究l熙 |哈霉素对人肿瘤细胞的作用时指出，

在加入 l熙岭莓素后大约 1 小时，细胞则不能进

入有 丝分裂。 Terasima 手IJ Highfied[IO ， II]也指

出， 在 G 1 期向 S 期的移行中 ， 蛋白质合成是

不可缺少的先决条件，抑制此期的蛋白质合成

能延迟 G1 期细胞向 S 期进行。 Huang[12] 的实

验表明， 三尖杉醋碱能抑制蛋白质合成的起

始阶段，使多聚核糖体降解为单核糖体，是

一较强的蛋白质合成抑制剂。徐煌庭等 [ 13]研

究表明 ， 三尖杉醋碱在 1/5LD5o 剂量下，能使

[ 3HJ-TdR 掺入 DNA 抑制达 72%0 Huang[1 2] 

认为， 这种对 DNA 合成抑制可能是由于抑制

最初蛋白质合成所致。 Baaske 等 [14]也报道 ，三

尖杉醋碱能抑制 G1 期蛋白质合成的 70% ， G z 

期 45% 。 薛绍白等认为三种三尖杉醋类生物

碱阻断细胞于 G1 期， 其对蛋白质合成的抑制

是主要原因。

此外， 对细胞蛋白质代谢的干扰，还表现

在对其结构的化学修饰，而其结构变化，特别

是组蛋白结构的变化导致细胞内许多生命过程

改变。有人认为，组蛋白乙耽化，中和了核小

体组蛋白氨基末端的正电荷，降低了组蛋白和

DNA 之间相五作用，进而使核体结构松散，特

别是组蛋白 H3 和日4 乙酷化，使具有转录活性

的染色质活化了。 D'Anna 等人[ 15]指出，组蛋

白的高度乙酷化使细胞阻断于 G1 期。在正丁

酸盐存 在下对 LI 2 10 细胞周期动力学的详细分

析表明， 在加入正丁酸盐后第 1 小时 ，各期细

胞生长随加入剂量增加而不同程度减慢。与正

丁酸盐进一步共同温育，则越来越多的细胞停

止于 G1 A。这些细胞染色质中的 DNA 对 DNA

酶敏感性增加，对酸耐受性下降，顺铀也是;院

化剂，它不仅可损伤 DNA 模板功能， 也能使

DNA-蛋白质交叉联接， 并伴有抑制 DNA 修

复酶作用[le] 。 Houssier[l7]等人证明顺铀能使

核小体和染色质二级结构发生改变，对酸变性

和热变性的耐受性下降。这很可能与组蛋白的

;院化有关。因此不难理解顺铀为什么也能使细

胞阻断于 G1 或 GdS 交界址。

2 . RNA 合成抑制剂的作用

RNA 代诗!在整个细胞生长中占 有重要地

位。早在 1965 年， Killander 等 [18 ， 1 9 ]采用扫描

显微分光光度计与缩时电影术，测定了细胞周

期中 RNA 含量变化， 发现细胞周期中出现

RNA 的不断累积， 但在细胞分裂时， 子细胞

中 RNA 含量是不相等的。

根据 DNA 含量变化，细胞可分为 G1 、 S

和 G2 +M 期。 而 RNA 在细胞问期逐渐增加 ，

Gz +M 期几乎是 G1 期的两倍。 G 1 期细胞中

RNA 含量是非常不相等的。图 2 是采用 FCM

同时测定 LI21 0 细 胞中 DNA 和 RNA 含量差异

而确定各期细胞。其中A是各期细胞散点图，

B 和 C是根据 DNA 和 RNA 含量而表示的指

数生长的 L1z1o 细胞分布的双参数等高图。 由

图 2A容易看出， 在 G1 期细胞中只有 G1 B 细

胞才能直接进入 S 期，而 G1A 则不能。

图 2 采用流式细胞光度术，根据 DNA 和

RNA 含量差异对 L12 I O 细胞周期分析。

A ， 散点图 ， B 和 C， 指数生长的 L1 l1 0
细胞分布的双参数等高图。

〈 引 自 Darzynkiewicz Z. et a l., 1981 , 
Expt Cel l. Res. 136 , 279-293 .) 

用同步化细胞进行实验表明 ， {民 RNA 含

量的 G1A 期代表了有丝分裂后的早 G1 期细胞 ，

而 GjB 期则代表进入 S 期之前的晚 Gj 期细胞。

可见在 Gj 期细胞进入 S 期之前， RNA 必须达

到一个阙值。对于细胞周期速率与 RNA 含量

相互关系， 有人进行了广泛研究。 Danzylde....:

wicze 等和 Fujikawa ， Yamamoto[20 ， Z I ，叫用最

初同步于M期的 CHO 细胞实验， 发现RNA 含

量与 G j 和 S 期的间隔时间具有良好的相关性，
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即有 丰富 RNA 的 G 1 期细胞通过 S 期比 含

RNA 较少的那些细胞要快。许多抗癌药物正

是由于干扰了 RNA 代谢而阻断细胞生长的。

Taylor [盯在 小鼠细胞中加入 0 . 075 微克/毫升

的放线菌素D抑制 RNA 合成， 结果 2 小时内

引起细胞分裂活动停止。 Tr吨anos 等 [8]发现阿

克拉霉素 (ACM)能使细胞阻断于 G2 十 M 期，

认为 ACM 对细胞进入并通过 S 期的作用可能

是由于其对 RNA 合成抑制。在 ACM 作用后，

G1 期细胞中 RNA 含量降低 35%到 50% ，这种

抑制不仅使必需的 RNA 缺失， 而且有可能影

响细胞分裂所必需的蛋白质合成，进而阻断细

胞周期。另外， 细胞通过 S 期也与 RNA 含量

有关， 所以 RNA 合成的抑制也能阻止 S 期细

胞进入 G1 期。

3 . 干扰 DNA 代谢

染色质是细胞生长分裂的物质基础，于是

任何影响染色质的因素都能导致基因表达受

阻， 以致细胞生长停止， 甚至死亡。临床应用

的抗癌药， 有许多是通过损伤染色质，抑制

DNA 复制而发挥阻断细胞周期作用的。 Trag­

anos[ 23 ]等报道， 玫瑰树碱在 1 微克/毫升浓度

下，能使 L1210 细胞阻断于 Gz 期，并且阻断在
Gz 期的细胞与无药物作用下的 矶和 S 期细胞

相比， 原位 DNA 对酸变性敏感性下降， 染色

体浓缩程度降低。作者认为由于有丝分裂细胞、

分化的成红细胞以及 GO 期淋巴细胞都具有高

度浓缩的染色体，它们比未分化的及周期细胞

对酸变性更敏感，所以上述现象都是由于药物

直接与原位 DNA 相互作用的结果。 Rao 等 [Z4 ]

为了考察这类干扰 DNA 代谢的细胞周期阻断

剂的作用机理， 随机地用许多已知引起 Gz 期
阻断的药物处理 HeLa 细胞， 24 至 48 小时后，

借助于早熟染色体浓缩(Pl'emature Chromoso­

me Condensation , PCC)法进行细胞周期分析。

用仙台病毒将药物处理的细胞与同步于M期的

HeLa 细胞融合， 根据形态学特征， 画出各种

类型的早熟浓缩染色体图。结果表明，所试药

物都能引起飞期阻断。人们还观察到，大多

数 G2 期细胞出现染色体畸变，如缺失、断裂

或交换。另一有意义的事实是 G2 期 PCC 量与

停止在 G2 期细胞的百分比之间呈正相关， 即

药物引起 DNA 损伤能力越大(以染色 体的畸

变表示)，则 Gz 期阻断的频率越高。至于染色

体的损伤是如何引起飞 期阻断的问题， 重要

因素之一是蛋白质合成抑制Jó 即由于 DNA 的

损伤导致其转录的翻译发生障碍。将细胞暴露

于 X 射线或其它染色体损伤物如抗癌药，则

可能引起基因或基因调节的特殊蛋白质 (染色

体开始浓缩及有丝分裂所必需的蛋白质)的丢

失或修饰。染色体损伤越显著， 这种丢失或修

饰的可能性就越大。有人[Z5 ] 为了证明这种假

设，采用聚丙酌胶l疑胶双向电泳比较了同步。z

期细胞、 S 期细胞及药物作用后阻断于 Gz 期

细胞的蛋白质情况， 结果表明这三种细胞总的

蛋白质具有时相特异性。作者假设了药物引起

Gz 期阻断的分子模型z 在染色质损伤的药物

如;民化剂作用下，由于对 DNA ;境化作用， 造

成染色体损伤，出现 DNA 链断裂、 重排， 最

终可能引起染色单体或染色体断裂、 缺失或交

换，进而引起某些基因变性或失活， 导致基因

表达受阻。 由于 S 期细胞的基因损伤严重，细

胞由 Gz 期进入M期所必需的 RNA 和蛋白质

合成也就受到影响 ，进而使细胞不能进入M期。

事实上，人们发现因药物作用而阻断于 G2 期

的细胞比同步于 Gz 期细胞至少缺少九种不同

的蛋白质。若将药物诱导而阻断于 Gz 期细胞

与同步于 G2 期细胞融合， 则后者因提供了缺

失蛋白质，使前者也能进入M期[叫。

4. 干扰 cAMP 的作用

有关cAMP 在细胞周期中的调节作用，已

引起了人们注意。许多学者研究表明在哺乳动

物细胞周期中，细胞内 cAMP 浓度是不恒定

的， G1 期和 S 期出现峰值。有人测 定了细胞

中环核昔酸磷酸二醋酶 (cyclic nucletide pho"": 

sphodiesterase , PDE)的活性，表明在细胞周
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期中 ， cGMP-PDE 和 cAMP-PDE 都有明显的

峰俏，分别在 S 期及有丝分裂剧。 将同步于M

j明的 HeLa 细胞加入 3一异丁基 1一甲 基黄 l票岭

(MIX)而使 PDE 抑制 ， 可导致 85%细胞停止

于 G 1 期。然而若将 S 期细胞中加入 MIX，对

S 期的完成无影响，但这 些细 胞有 86 %停止

于 Gz 期 。 由此可见，细胞内 cAMP 水平变化，

直接影响细胞周期。至于 cAMP 作用于细胞周

期那一时相， 取决于细胞类型和实验方法。 许

多实验表明， 高浓度的 cAMP 主要使细胞阻断

在 Gj 和 G2 月]，及个另IJ被阻断在 S 期 [叫。 cAMP

对细胞周期的阻断作用 ， 原因之一可能与它调

节 DNA 合成有关。人们已注意到， 在加入能

使 Go 期细胞进入周期的药物后，随着 DNA合

成增加和分裂增殖， 细胞内 cAMP 浓度迅速下

降。 反之当细胞维持高浓度的 cAMP 时 ， 其生

长剌激受到在P 1IjlJ。于树玉等 [ 27 ] 给腹水 型肝癌

小鼠腹腔注射磷酸二醋酶抑制剂亚晒酸îJ!1( 1 

毫克/公斤 ) ， 给药后两小时，发现癌细胞 cAMP

含量升高 2 . 7 倍。 Tisdale 等 [叫发现苯丁酸氮

芥 5 微克/毫升使组织培养的 W 25 6 癌细胞内

cAMP 提高二倍，且癌细胞内 cAMP 增高发生

在该药抑制 [ 3HJ-TdR 掺入之前， 故认为苯丁

酸氮芥对 DNA 合成的影响是通过 cAMP 调节

的。 此外， cAMP 尚可促进细胞进入 分化途
径[ 29 ] 。

总之 ， 细胞周期阻断剂之所以能发挥对细

胞生长的阻断作用，是由于干扰了细胞内许多

与生民分裂有关的重要物质如 DNA 、 RNA、蛋

白质及 cAMP 的正常代谢。然而， 由于许多药物

作用是多方而的 ，如三尖杉醋碱，既是蛋白质合

成抑制剂 ， 又能直接干扰 DNA 复制 ， 同时还能

使细胞 cAMP 含量升高 ， 促进细胞分化。 因此

很难以某一方面来解释其对细胞周期的阻断作

用，很可能是所有作用的综合效应。目前对分子

水平的细胞周期变化中的许多环节如组蛋白修

饰作用与基因调控间的相互关系 ， 药物对 基因

调控的影响等方面的知识了解得还很少， 所以

对有些药物作用的分子基础的认识也很肤浅。

这些尚待以分子生物学和l分子药理学知识， 结

合现代先进的分析技术而作深入的。| 究。
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胚胎癌细胞体外诱导分化

施 i肖尿

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

小鼠胚胎癌细胞 (embryonal carcinoma 

cells ， 简称 EC 细胞) 与早期多能性胚胎细胞

具有许多生物学共性。 目前巳分离和克隆了许

多 EC 细胞株， 其中大多数移植到同系宿主体

内后 ， 形成癌块巾除了 EC 细胞外， 常混杂有

各种类型的分化组织， 这种癌块称为畸胎癌

(tera to carci noma) ;有些癌块中 EC 细胞增

殖不占优势，几乎全是各种分化组织，成为非

移植性畸胎瘤 (teratoma); 也有些 EC 细胞分

化能力在体内受到限制 ， ;窟块全由 EC 细胞组

成， 无任何类型的分化组织，成为很恶性的胚

胎癌 (embryonal carcinoma ) 。这三种恶性和

分化程度不同的肿瘤组织的形成主要取决于

EC 细胞生长和分化的净平衡。这种性质不仅

表明 EC 细胞能在一定的条件下分化成不同类

型的非恶性细胞;也表明恶性畸胎癌的发生是

由于细胞正常增殖控制的失调。鉴于 EC 细胞

这种特性， 不少实验室已用以研究细胞异常增

殖、 恶性表型的发育调节以及哺乳类早期胚胎

生长和分化的基因表达调控等问题。近年来，

这些问题的研究大多借助于 EC 细胞体外诱导

分化实验。现根据有关文献和我们自己的工作

结果， 对 EC 细胞体外诱导分化问题作一简单

的综述。

-、体外语导细胞分化的条件

1; EC细胞许多EC细胞象在体内一样，

在体外也具有分化能力， 要保指未分化表型得

依赖于滋养层细胞 (feed cell) 或白明胶一类支

持介质 ， 培养条件改变往往使 EC 细胞分化。大

多数 EC 细胞具有分化和发育多能性等共同特

点，但所形成的分化细胞存在着很大的异质性，

性。这难以分析特定分化细胞的基因表达和生

物学特种异质性可能是由于胚胎多能细胞在

转化成 EC 细胞时所处的不同发育阶段而造

成[1]。因此通常选用在常规条件下不分化，但

通过化学物质诱导或改变细胞环境而进行有限

分化的克隆 EC 细胞作为实验模型。

2. 无血清培渡 由于血清因子本 身 的复

杂性， 近年来常用一些特定的物质替代血清加

入基础培液，配成人工培液研究体外细胞分化。

根据现有一些 EC 细胞和其它细胞的无血清培

养资料， 表明大多数细胞的增殖需要激素、生

长因子和转运蛋白。例如 FgEC 细胞可在含

膜岛素、 纤维凝结蛋白和转铁蛋白的基础培液

中生长[ 2]; PC 13 EC 细胞需要转 铁 蛋白和人

血浆脂蛋白 [3]。不同类型的细胞需要不同的补

充物， 甚至无机盐。因此， 目 前还没有一种对

较多细胞(包括 EC 细胞)都适用 的无血清培

液，也没有一种只对某一种特定细胞适用的无

血清培液。至少有 4 种不同系统的无血清培液

适于 BHK-21 肾上皮细胞生长[付。人工培液的

应用和发展， 促进了体内微环境的一些物质分

子的研究。由于 EC 细胞性质类似早期胚胎细
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