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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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胞 ， 根据一些 EC 细胞人工培液需补充血清脂

蛋白成份 ， 从而推论并证实早期胚胎细胞的体

内微环境同样存在着这些成份 [ 5 ] 。

3. 化学诱导物 维生素 A 酸 (RA) 首 先

被用于处理 F 9 EC 细胞， 结果产生表型上类

似早期小鼠胚胎脏壁内胚层的分化细胞[ 6]。以

后证明许多 EC 细胞系或克隆株 能被 RA 诱导

分化 [ 7 ] 。所以在 EC 细胞体外诱导分化的研究

中， RA 是常用的化学诱导物之一。 另外发现

六亚甲基双乙眈胶(HMBA) 也能诱导一些 EC

细胞分化[ 8 ， 9 ]。 二甲亚枫 (DMSQ) ， 二甲乙耽

胶(DMA ) ， 环腺呀!岭核背酸 (c-AMP) 以及

Polybrene 等也是诱导 EC 细胞分化的 物质。

PCC 4 aza 1 EC 细胞经 Polybrene 处理 7 天 ，

有 99%细胞分化[10 ] 。单独使用 polybrene 不诱

导 PC 13 EC 细胞分化， 但和 RA 合并使用 ，

则促进 RA 对 EC 细胞的诱导分化效应。几种

化学诱导物综合处理往往改变 EC 细胞 的分化

方向。 RA 和 c-AMP 合并处理 F9 EC 细胞，

则分化为神经样细胞[11]。培液中 一 些因子和

细胞支持介质等环境的改变， 也会使同一系或

克隆株 EC 细胞分化为不同类型的组织[ 1 2 ] 。

二、分化细胞的表型和生化特性

1.内胚层细胞形成 常规培 养的 未分化

F 9 EC 细胞经 RA 处理后 ， 其形态和超微结构

均产生明显的分化， 类 似于胚 胎内脏、层 细

胞 [ 1 3 ， 1飞 处理 6→8 天， 形成拟胚体，外层脏

璧内胚层能合成甲胎蛋白，也产生和分泌与内

胚层相关的 基 膜蛋白 ， 包 括 层粘 连 蛋白

(laminin) , W型胶原蛋白和血浆纤维蛋白榕

酶原激活因子等生物大分子， 甚至在脏壁内胚

层下衬有基!民层 ， 发育成典型的上皮结构[13J 。

F9 EC 细胞对 RA 反应存在着差异 性[1 5 J :从

F g EC 细胞克隆出 F 9-1 和 F 9-3 株， 经 RA

作用后， F 9-1 株对 RA 反应敏感， 易被诱导

分化， 表达 H-2 抗原， 而花生凝集素 (PNA)

受体减少; 但 F 9-3 株则对 RA 不太敏感， 不

易被诱导分化， H-2 抗原和 PNA 受体没有相

应变化[1 ß , 1 7 ] 。 实验证明 ， F 9 EC 细胞经 RA

诱导!在的分化细胞类型包括内胚层、脏壁内胚

层和体壁内 脏、层 [ 1 3 ] 。 同样， PC 13 EC 细 胞

经 RA 处理后 ， 分化细胞 (END 细胞)也类似

于早期小鼠胚胎内胚层，表达 I 型胶原蛋白和

甲胎蛋白。就生化等表型而言， PC 13 END细

胞属于脏壁内胚层类型的细胞。但是， PC 13 

EC 细胞用 RA 处理 5 天，换以正常培液继续

培养 2 周 ， 发现除 END 细胞外， 还有类神经

样细胞。 目前还不知道， 这些细胞是直接来自

残存的 EC 细胞， 还是来自尚未达到终极分化

的 END 细胞?与小鼠胚泡的内细胞团 (ICM)类

似， 首先出现分化的是原始内胚 层 ， EC 细胞

体外诱导的最初分化， 也总是内胚层或内胚层

样细胞，能表达和分泌与内胚层相关的大分子。

不仅 RA 诱导如此，还发现 HMBA 也能诱导

B 7-2 克隆 EC 细胞分化 为原始内胚层样细

胞[9]。因此， 应过化学诱导物的作用 ， EC 细

胞可作为研究早期胚胎内胚层分化的模型。

2. EC 组胞增殖减缓和生宿率降低 许多

实验证明，不论 RA 或 HMBA 诱导的分化细

胞， 其增殖速率都比亲代 EC 细胞慢得多。 RA

对增殖速率的影响并不立即显示出来， 而是在

处理 48 小时以后，其增殖速率才明显减缓 ， 并

出现新的生长表型。同时， 细胞恶性生长性质

降低或消失。通常接和11 2 X 105 PC 13 EC 细胞

至同系宿主皮下，长瘤率达 100 % ， RA 处理 4

天后的 EC 细胞则不形成肿瘤[18]。如果把 EC

细胞接种至预先给以 RA 的动物，瘤块生长也

十分缓慢。

3. 生长因子及其受体 EC细胞合成和分

;主、一些能剌激成纤维细胞生长的多肤生 长因

子。 随着诱导分化， 生长因子的合成和分泌大

幅度降低。同时，分化细胞还表达另一些新的

生长因子。从 EC 细胞的条件培液中， 已经分

离到一些多肤生长因子，能刺 激早期胚胎细

胞、 EC 细胞和成纤维细胞增生[1 0 ， 20] 。 我们也

直接从 F 9-3 EC 细胞的实体瘤细织分离到能

使正常大鼠肾(NRK )细胞增生并转化的多J1*转
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化因子(未发表资料 )0 PC 13 EC 细 胞经 RA

诱导分化为 END 细胞，并 表达膜岛素样生长

因子 IGF- lI。撤除 RA 后，在特定成份的无

血清培液中加入表皮生长因子(EGF)，则EGF

与 END 细胞结合并剌激其生长。已经证明，

PC 13 END 细胞表面的 EGF 受体 比 未分 化

PC 13 EC 细胞的高二倍。 F 9 EC 细胞仅结合

很低的血小板生长因子 (PDGF) ， RA 处理 3

天的细胞，结合二年1比亲代细胞高 30 倍;处理

6 天，则高达 80 倍 [ 2 1 J。这种现象 同 样在 PC

13 END 细胞中也观察到。 值得注意的是 EC

细胞和其公化细胞共培养 时， 3H一胸11:喘嘘在

分化细胞 rl q示记扣数 1~1显增力1] ; EC 细胞条件

培液培养分化细胞， 也显示同样效应。另一方

面， EC 细胞在有分化细胞 存在时，细胞总数

也比仅有 EC 细胞时多[2 2 J 。 这些实验表明 EC

细胞和其分化细胞之间存在着生民协同作用 ，

细胞的增殖受异源或内源生长调节多肤分子的

控制。也表明这些多肤分子的合成、 分泌和细

胞对这些分子的反应在发育中是受调节的。 小

鼠胚胎发生可能也存在着类似的机制z 细胞增

殖和分化受特异性生长因子以及细胞对这些因

子的反应系统来控制的。

4. 磷蛋白 各种转化细胞的磷蛋白含量

比正常细胞Ï{~得多。聚丙烯眈!皮凝胶电泳分析

EC 细胞和分化 END 细胞的 3 2p_标记蛋白，发

现 EC 细胞本来具有的许多磷蛋 白 (例如分子

量 21k ， 24k , 29k , 36k 和 53 的在 END 细

胞中检测不出来，表明 EC 细胞分 化 为 END

细胞后， 一些磷蛋白分子消失或减少。 用抗分

子量 34 K 蛋白 (一种与磷酸转移酶活性相关的

底物)的抗血清免疫沉淀 EC 细胞和 END 细胞

32p_标记物， EC 细胞有 2 0 k, 34 k 和 50 k 的

几种分子，而在 END 细胞 中却检测不到这些

物质。 EC 细胞有较高含量的磷酸化酶氨酸，

RA 处理 5 天，磷酸化酶氨酸明显降低。已经

知道 Src 相关蛋白激阳的活性对酷氨酸残基是

专一的。 有证据表明 EC 细胞表达致癌病毒相

关的酶氨酸磷酸化激酶活性， 同时也发现小鼠

胚胎和 EC 细胞存在着类似许多致癌病毒基因

的 mRNA[ 23 J 。 最近 ， 我们发现 B 7-2 和 F 9-3 

EC 克隆株表达 C-rasH • ， C-rasK飞〈

my忡b ， C一斗abl ， C-sis 和 C-fos 癌基因。有趣的是

B 7-2 细胞经 HMBA 诱导分化后， C-sis 癌基

因表达的产物明显降低〈未发表资料 )。 因此 ，

EC 细胞的恶性生长表型很可能与某些癌基因

的表达有关。

三、语导分化的作用机制

维生素A类药物 RA 作用于把细胞的分子

基础目前还不清楚。但有证据表明， 3H-RA 标

记物与 PCC 4 aza RI EC 细胞质制品温育后 ，

在黑糖密度梯度的 2 S 区域可检测到高放射性

物质， 显然 EC 细胞 j员中存在 着 RA 结合蛋

白。 RA 作用于把细胞的过程很 可能类似于糖

皮质激素的作用模式 ， 即 RA 与细胞质中相应

受体蛋白结合，成为受体-配体复合物， 然后被

转移到细胞核与染色质蛋白起作用，从而使某

些与细胞分化有关的基因被激活并表达。 3H_

RA 标记物参入 EC 细胞， 与高分子量 物质相

结合的标记复合物集中在细胞核和线粒体处。

RA 集中在线拉体上的原因还不洁楚， 可能与

线粒体具有脂化维生素A类似物的功能有关。

RA-结合蛋白作用模式的另一证据是用 MNN

(N_:methy-N-nitrosoguanidine) 处 理 PCC 4 

aza RI EC 细胞 ， 得到二种不能被 RA 诱导分

化的突变株，它们的细胞质制品都缺乏 2 S RA 

结合峰[ 2 4 ] 。 然而，也有突变株 (NulIi RA - 株

和 PCC 4 HMBA- 株)虽不能被诱导分化，但有

细胞质 RA一结合蛋白。也发现另一些 细胞系

统， 例如 HL 60 和 10 Tl /2 成纤维细胞并不存

在 RA-结合蛋白 [叫，但 RA 类药物 对这些细

胞癌变和分化有着明显的作用。看来， RA 类

药物对细胞分化的控制并不一定通过 RA-结

合蛋白的途径。

HMBA 的化学结构和 RA 极不相似， 是否

通过类似机制致使 EC 细胞分化还不明确。一

些实验证明，用下列不同方法处 理 OC 15 Sl 
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60 细胞生物学杂志 年

EC 细胞?均能在体夕|、分化为内胚居住质的细

胞: 50-100 个 EC 细胞聚集培养; 1 x 10- 7M 

RA 处理F 细胞培养在 纤维凝结蛋白的支持介

质中 ， 以膜岛素、 转铁蛋白和高密度脂蛋白代

替牛血请或纤维凝结蛋白作支持介质的血清培

液。因此， EC 细胞诱导分化似乎存在着多种

触发机制。

四、结语

多能 EC 细胞用比较简单的方法处理就能

被请导分化 ， 1旦分化细胞的类型有很大的异质

性， 难以作深入研究。一些 EC 细胞克隆株经

化学诱导物处理后有限分化为较均一的细胞，

可作为 EC 细胞体外诱导分化的 实验系统。近

年来，从具有一定分化的 EC 细胞中 分离和建

立了一些细胞系 ， 在-定条件下，能够继续终

极分化成特殊类型的细胞， 使有可能研究某些

特殊组织的分化。例如神经细胞[26]、骨组织和

滋养层细胞等[1] 。

同一系或克隆株 EC 细胞在不同的诱导条

件下产生属于不同胚层的组织，体外细胞的环

境包括培液中一些因子和细胞支持介质的改

变， 都会影响 EC 细胞的分化途径s 体内不同

的微环境对同一克隆株 EC 细胞的分化方向也

有显著影响[27]。环境因子和 EC 细胞分化关系

的研究是值得探索的一个领域。

胚胎发育过程中，细胞对大量微环境的信

号具有高度的专一性反应。已经注意到细胞表

面糖脂和糖蛋白中的碳水化合物对细胞识别起

着重要作用 。 EC 细胞和早期胚胎细胞的表面

都具有丰富的、 由半乳糖和 N一乙酷葡糖胶组

成核心结构的高分子糖肤， 这与许多正常和恶

性细胞有所不同。这类大分子糖肤对细胞间的

信息传递， 稳定表面抗原结构以及植物凝集素

受体的作用都是十分重要和必需的[叫。、 若从

细胞识别观点来了解胚胎发生机制，则这种识

别的可能作用是选择细胞分化的方向。因此，

研究 EC 细胞表面碳水化合物将直接关联到细

胞识别和细胞分化的关系 。

EGF 和 PDGF 等主长因子对细胞增殖和

分化起着重要作用 。 EC 细胞不仅能产生和分

泌 PDGF 等促有丝分裂因子 ， 而且随着被诱导

分化，细胞对 PDGF 和 EGF 等生长因子的结

合能力也发生变化。这种现象与癌细胞通过自

泌作用 (autocrine) 而增殖的假设是完 全一致

的。 有证据表明 EC 细胞恶性生长表型可能与

某些癌基因活动有关。 RA 类药物和一些生长

因子在控制细胞生长和分化中具有类似的功能

关系 [切 ]。因此 ， 今后的研究可能会澄清正常和

恶性细胞中生长因子及其受体相互作用与癌基

因表达的关系 。
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