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摘 要!#目的$ 通过人神经母细胞瘤
;<=:>?>!@A<B

细胞的体外实验"观察小剂量阿糖胞苷
;CD0!A:

对
<=

细胞的诱导分化作用%#方法$

?E>

法检测小剂量
CD0!A

对
>?>!@A<B

细胞增殖
的影响&观察小剂量

CD0!A

处理后
>?>!@A<B

细胞的形态变化&流式细胞仪检测小剂量
CD0!A

处理后
>?>!@A<B

细胞的细胞周期分布&

FGHIGDJ K29I

检测
EDLC

'

<!/63

蛋白的表达"

BE!MAB

检测
EDLC

及
?NA< /B<C

水平的变化%#结果$ 小剂量
CD0!A

对
>?>!@A<B

细胞的增殖具有
抑制作用"诱导

>?>!@A<B

细胞周期停滞于
>

期"

O

!

P?

期细胞比例下降 !

MQ&8&%

(% 经小剂量
CD0!A

处理后
>?>!@A<B

细胞形态与正常神经节细胞类似"并使
EDLC

的表达上调!

MQ&8&%

("

?NA<

的表达下调!

MQ&8&%

(% #结论$ 小剂量
CD0!A

对
>?>!@A<B

细胞具有诱导分化作用"该
作用可能与

EDLC

表达上调"

?NA<

表达下调有关%

关键词!神经母细胞瘤&
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细胞&小剂量阿糖胞苷&诱导分化
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神经母细胞瘤
;JG4D9K20HI9/0

"

<=:

是儿童最常见

的恶性颅外实体肿瘤" 发病率占儿童恶性肿瘤的

)de#&d

"但病死率却达
#%"

#

#

$

% 其预后与患者的年

龄'分期'分型及
<=

细胞的分化程度密切相关#

!

$

%研

究表明
%&d

以上的高危及晚期
<=

患儿出现化疗耐

药并复发" 使
<=

成为婴幼儿期放弃治疗率最高的

肿瘤#

+

$

% 然而
<=

细胞具有自行分化成熟'逆转和消

退的独特生物学特性" 这为
<=

的诱导分化治疗提

供了可靠的理论依据% 研究发现大剂量阿糖胞苷

!

CD0!A

( 对肿瘤细胞主要起细胞毒作用" 而小剂量

CD0!A

则以诱导细胞分化为主 #

-

"

%

$

% 因此"本研究用

小剂量
CD0!A

对
>?>!@A<B

细胞进行处理"探讨小

剂量
CD0!A

对
<=

细胞的诱导分化作用"为
<=

的治
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疗寻求新途径!

#

材料与方法

!"! &'&!()*+

细胞培养

人
*, &'&!()*+

细胞株由美国国立卫生研究

所
)-./0121345606

博士惠赠 !

78"

水浴复苏
&'&!

()*+

细胞并接种于培养瓶中 " 培养液为
+9':

;$<"

#含
;"=

优质胎牛血清 $

#>> :?@A0

青霉素 $

;>>:?@A0

链霉素%"置于
78"

$

%=)B

!

$饱和湿度的细

胞培养箱中培养!

!"# '3&

法检测
&'&!()*+

细胞增殖! 筛选诱导

&'&!()*+

细胞分化的
C.-!)

浓度

将对数生长期
&'&!()*+

细胞分成
;>

组"每

组设
$

个复孔"接种于
D$

孔板&每孔
!#;>

< 个细胞$

;>>!0

培养液%' 各组细胞培养
!<4

后"对照组换以

新鲜培养液&

;>>!0

%"处理组分别加入
C.-!)

"使其

终浓度为
>

$

%EF@A0

$

#>EF@A0

$

#%EF@A0

$

!>EF@A0

$

!%EF@

A0

$

7>EF@A0

$

%>EF@A0

$

8%EF@A0

$

#>>EF@A0

! 培养
8!4

后

加
'3&

混匀"避光反应
!4

"酶标仪&波长
<D%EA

%测

BG

值!

!"$ &'&!()*+

细胞形态的观察

取对数生长期
&'&!()*+

细胞接种于
$

孔板

&每孔细胞为
%##>

< 个%" 培养
!<4

后加药处理! 将

&'&!()*+

细胞分为
<

组(实验组&

C.-!) !>EF@A0

$

C.-!) 7>EF@A0

%$对照组&以新鲜培养液替代%$阳性

对照组&全反式维甲酸
!C3+C #!A/0@H

%) 隔天换液"

每日于显微镜下观察
&'&!()*+

细胞的增殖情况

及形态变化!

!"%

流式细胞仪检测
&'&!()*+

细胞周期分布

将
&'&!()*+

细胞分为
<

组"培养
!<4

后进行

加药处理!

$I

后分别收集实验组&

C.-!) !>EF@A0

$

C.-!) 7>EF@A0

%"阳性对照组&

C3+C #!A/0@H

%"对照

组&以新鲜培养液替代%共
<

组细胞进行以下操作(

#>>> .@A5E

"离心
%A5E

"弃上清
!

加
!A0 9,&

混匀"

调整细胞至
###>

$ 个" 再次离心" 重复
!

次
!

加

#>>!0 9,&

混匀细胞
!

加
!A0

预冷的
8>=

乙醇"

<"

固定
#4!#>>> .@A5E

" 离心
%A5E

" 弃上清
!

加

!A0 9,&

混匀"离心"重复
!

次
!

加
#>>!0 +*-J6

和

9:

"摇匀"避光反应
7>A5E!

应用流式细胞仪检测细

胞周期分布"实验重复
7

次!

!"& K6JL6.E M0/L

检测
3.NC

"

*!AOP

蛋白表达

收集加药处理
$I

的
&'&!()*+

细胞进行以下

操作(蛋白裂解液提取细胞总蛋白
!

测蛋白
BG

值"

计算浓度
!

蛋白电泳
74

&上样蛋白量相等%

!

转膜(

3.NC

&

;<" NGQ

湿转过夜 $

*!AOP R$! NGQ

半干转

<>A5E!%=

脱脂奶封闭
;4

&摇床上%

!3,&3

洗膜

;>A5E#7

次&摇床上%

!

一抗孵育(

<"

过夜&摇床上%

!3,&3

洗膜
;>A5E#7

次&摇床上%

!

二抗孵育(室温

!4

&摇床上%

!3,&3

洗膜
;>A5E#7

次&摇床上%

!

发

光仪发光
!

测各组蛋白条带灰度值
!

统计$分析!

!"' +3!9)+

检测
3.NC

"

'S)*

基因的表达

提取总
+*C

(收集经培养处理
$I

的
&'&!()!

*+

细胞"用
3.5T/0

提取细胞总
+*C

"测定
+*C

的

BG!$>

值和
BG!U>

值" 计算提取
+*C

的纯度及浓

度! 逆转录合成
PG*C

(根据逆转录试剂盒操作步骤

合成
PG*C

!

9)+

扩增(引物序列(

3.NC

上游引物
%$

V))C)C)V)CC)3V3)3CV37$

"下游引物
%$V))3)!

))C)C)VV3CC3CV37$

*

'S)*

上游引物
%$V)C!

VCCC))C)CC)C3))3V7$

" 下游引物
%$V)VV)!

)33)3)C33)333C)7$

*

VC9GW

上游引 物
%$CVC!

CVV)3VVVV)3)C333V7$

" 下游引物
%$CVV!VV)!

)C3))C)CV3)33)7$

)反应体系为
!>!0

*反应条件(

预变性
RD%" 7>JQ

"

9)+

反应&

D%" %J

"

$>" 7<J

%"融

解反应&

D%" #%J

"

$>" #A5E

"

D%" #%J

"

$>" #%J

%)

!"(

统计学处理

应用
&9&& #D1>

统计软件对所有实验数据核对后

进行分析"将所得变量作单因素方差分析"结果以均

数
%

标准差
R!%JQ

表示"

9X>1>%

为差异具有统计学意义)

!

结 果

#"!

不同浓度
C.-!)

对
&'&!()*+

细胞增殖的影响

经处理
8!4

后"对照组
&'&!()*+

细胞基本长

满 ) 处理组中
C.-!) %EF@A0

+

C.-!) #>EF@A0

$

C.-!)

#%EF@A0

可抑制
&'&!()*+

细胞增殖" 但无明显杀

伤作用 " 细胞形态无改变 *

C.-!) !>EF@A0

$

C.-!)

!%EF@A0

$

C.-!) 7>EF@A

抑制细胞生长" 同时细胞还

表现出树突$轴突增多的形态学变化"未见细胞杀伤

作用*

C.-!) %>EF@A0

$

C.-!) 8%EF@A0

$

C.-!) #>>EF@A0

则表现为明显的细胞毒作用 &见
Y5FZ.6 #

%! 提示

C.-!)

浓度在
!>EF@A0

至
7>EF@A0

时有明确的诱导
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分化作用!

!"!

小 剂 量
&'(!)

对
*+*!

,)-.

细胞形态的影响

光镜下"对照组
*+*!,)!

-.

细胞为形态不规则" 呈小

梭形#类圆形或不规则多边形"

胞体大"树突及轴突相对较少#

且短"瘤细胞基本长满!而分别

经 小 剂 量
&'(!)

$

!"/0123

#

45/0123

%#

&6.&

$

#!27383

%处理

后
49

的实验组和阳性对照组

相似" 观察到细胞形态发生变

化"细胞开始逐渐变小#变圆"

细胞边缘不断有树突# 轴突的

出现!第
$9

时细胞形态改变更

加明显" 与对照组相比细胞胞

体相对更小#更圆"树突及轴突

增多#增长#变细"延伸明显"部

分轴突长度超过胞体直径两倍

以上"甚至交织成网状"部分肿

瘤细胞变得细长"与周围树突#

轴突融合成神经节" 而细胞增

殖明显抑制$见
:;0<'= !

%!

!"#

小剂量
&'(!)

对
*+*!,)-.

细胞周期的影响

如
:;0<'= 4

所示 " 经小剂量
&'(!)

$

!"/0123

#

4"/0123

%处理
$9

后即实验组主要作用于
*+*!,)!

-.

细胞的
>-&

复制期$

*

期%! 经
&6.&

$

#!27383

%

处理后
$9

即阳性对照组主要作用于
>-&

复制前

期$

?

5

8?

#

期%! 实验组和阳性对照组的
?

!

8+

期细胞

均较对照组减少$

@A5B"%

"见
6(C3= D

%! 说明小剂量

&'(!)

和
&6.&

均可阻滞
*+*!,)-.

细胞的有丝分

裂"使其有机会分化成熟!

!"$

小剂量
&'(!)

对
6'E&

!

-!2FG

蛋白表达的影响

H=IJ='/ C37J

结果显示" 用小剂量
&'(!)

$

!5/08

23

#

45/0823

%#

&6.&

$

#!2738K

%处理
*+*!,)-.

细胞

%&'()* + ,*-- .&/0&-&12 34 565!7,89 :*--; 1)*/1*< 02 =)/!, &> <&44*)*>1 :3>:*>1)/1&3>

5 % #5 #% !5 !% 45 %5 L% #55

&'(!) G7/G=/J'(J;7/M/0123N

O % D" D% !" !% 4" %" L% D""

&'(!) G7/G=/J'(J;7/P/0823Q

D%O

DOO

%O

O

6'F 4 9(FI

*
<
'
R
;
R
(
3
'
(
J
=
M
D
O
O
S

7
T
G
7
/
J
'
7
3
N

D%O

DOO

%O

O

6'F 4 9(FI

*
<
'
R
;
R
(
3
'
(
J
=
P
D
O
O
S

7
T
G
7
/
J
'
7
3
N

%&'()* ! ?@* A3)B@3-3'2 34 565!7,89 :*--; 1)*/1*< C&1@ -3C <3;*

=)/!, 3) =?9= 43) D </2;

"

"!EF

#

U3(/E G7/J'73 &'(!) !O/0123

&'(!) 4O/0123 &6.& D!27313
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&'()* &

!

+,

-(./'(0 12#3!421$

5'6"- !4.7+80 921#!#2!3

:

5'6"- ;4.7+80 ;21<!42$<

:

5=>5 ?!8(0+@ ;2!%!42%$

:

A(/B

!

-(8*6'BC DE/F G(./'(0 7'()*

"

:

!

H#424%

$C

!将实验组和阳性对照组分别与对照组比较!

='"

I5

蛋白表达增强 "

H$424%

#!

A"8JG

蛋白表达下降

"

H$424%

$!实验组与阳性对照组的实验结果一致%见

KE7)'B 9

$&

!"#

小剂量
5'6"-

对
='I5

#

,L-A!

基因表达的影响

>="H->

结果显示!实验组"小剂量
5'6"-

$和阳

性对照组"

5=>5

$

='I5

的相对表达量均高于对照组

"

H$424%

$!提示实验组和阳性对照组
M,M"N-A>

细

胞内
='I5

的表达均明显上调&

,L-A

的相对表达

量则相反!均低于对照组"

H$"2"%

$!说明实验组和阳

性对照组使
M,M"N-A>

细胞内
,L-A

的表达均下

调"见
KE7)'B %

$&

;

讨 论

AO

在恶性肿瘤中存在最高比例的自然退化率!

即在没有任何干预的情况下!

AO

可自行缩小甚至消

失& 因此!许多学者认为
AO

可作为恶性肿瘤细胞诱

导分化治疗的理想模型& 本研究用不同浓度的
5'6"

-

处理
M,M"N-A>

细胞! 发现
5'6"-

对
M,M"N-A>

细胞增殖的影响随其浓度的不同而出现相应的变

化&

5'6"-

浓度为
%.7+80
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?".7+80

'
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M,M"N-A>
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无改变&

5'6"-

浓度在
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时

可抑制细胞生长!同时细胞形态发生了变化!但无明

显细胞杀伤作用&
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则表现为明显细胞毒作用! 理想的诱导分

化剂是在不杀伤肿瘤细胞的基础上" 能够最大限度

地抑制细胞增殖"诱导其分化成熟! 因此"本实验中

选取了
!&'()*+

和
,&'()*+

的小剂量
-./!0

进行诱

导分化研究!

恶性肿瘤细胞的特点在于其
12-

复制迅速"

3

!

)4

期细胞数量增加明显" 出现无限增殖的情况"

肿瘤细胞没有机会分化成熟" 呈现不分化或低分化

的恶性状态!因此"考察药物对肿瘤细胞增殖活动的

抑制和细胞周期分布的影响是判定其诱导分化作用

的重要指标! 本实验发现小剂量
-./!0

主要作用于

545!6027

细胞的
5

期" 阻滞
12-

的复制与转录"

使
3

!

)4

期的细胞明显减少"其结果与
-87-

作用一

致! 说明小剂量
-./!0

抑制
545!6027

细胞的生长

和增殖"阻止细胞周期进程"使诱导细胞分化成为可

能!

细胞的形态与其分化程度密不可分"良性#恶性

细胞在形态上的差异很明显! 恶性细胞多表现为胞

体大而不规则#多核#核仁明显等低分化形态"细胞

恶性程度越高"其形态与正常细胞的差异越明显!神

经源性细胞中因其有轴突# 树突等与细胞分化相关

且易于观察的形态学特点!因此"细胞形态的观察是

鉴定
29

细胞诱导分化的重要参考指标! 本实验中

545!6027

细胞经小剂量
-./!0

处理后"第
,:

即可

观察到细胞形态发生改变"第
$:

时同组细胞间形态

差异缩小"胞体变得更规则#更小#更圆"呈极性状"

周围伸出多个轴突#树突状突起"部分轴突长度超过

胞体直径两倍以上"交织成网状"细胞变得细长"与

周围树突#轴突融合在一起形成类似神经节样结构"

表现为成熟神经节细胞的形态! 而对照组仍呈现胞

体大而不规则"细胞间差异明显"轴突#树突相对少

而短的低分化形态! 因此" 本实验结果表明小剂量

-./!0

具有促
545!6027

细胞分化成熟的能力!

小剂量
-./!0

发挥诱导分化作用的机制可能是

通过使分化相关基因得以表达" 干扰增殖相关基因

的转录"而不影响分化相关基因的转录 $

$

%

!

8.;-

是

酪氨酸激酶受体家族&还包括
8.;9

#

8.;0

'的成员之

一"是神经生长因子的高亲和性功能受体!神经生长

因子对神经# 血管和肿瘤有多种病理生理功能 $

<

%

!

8.;-

基因的表达上调可介导神经元的分化" 降低

29

的恶性程度和
)

或促进
29

的自然消退率 $

=

"

>

%

! 而

4?02

属于
4?0

基因家族" 是恶性肿瘤细胞所固

有"对细胞增殖#分化意义重大"是实体恶性肿瘤中

第一个被发现具有扩增现象的原癌基因$

@"

%

! 研究证

实
29

最严重的亚型是由
4?02!

基因过度表达引

起的$

@@

%

!

4?02

基因的高扩增及过度表达与
29

细

胞的无限增殖#低分化及
29

预后不良密切相关! 本

实验结果显示小剂量
-./!0

能够上调
8.;-

的表达

&

AB"C&%

'"并下调
4?02

的表达&

AB&C&%

'"与阳性对

照组的结果相一致 ! 提示小剂量
-./!0

对
545!

6027

细胞的诱导分化作用可能与
8.;-

表达上调"

4?02

的表达下调有关!

综上所述" 小剂量
-./!0

能够调控
545!6027

细胞的
12-

复制"改变细胞的周期分布"抑制细胞
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无限增殖! 使细胞向着良性" 成熟的神经节细胞分

化# 此结果为
&'(!)

用于
*+

诱导分化治疗提供了

依据$
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"中国肿瘤#编辑部关于启用稿件远程处理系统的通知

本刊已启用稿件远程处理系统!该系统包括作者在线投稿
!

查询"主编办公"专家审稿"编辑

办公等功能!通过网上投稿"网上查稿"网上审稿!实现作者"编辑"审稿专家的一体化在线协作处

理!从而构建一个协作化"网络化"角色化的编辑稿件业务处理平台# 对于广大作者而言!该系统

最大的优点是支持在线投稿!方便作者及时了解稿件处理进程!缩短稿件处理时滞$

使用过程中具体注意事项如下%

&

"

'第
"

次使用本系统投稿的作者!必须先注册!才能投稿$ 注册时各项信息请填写完整$ 作

者自己设定用户名和密码!该用户名密码长期有效$

&

#

'已注册过的作者!请不要重复注册!否则将导致查询稿件信息不完整$ 如果遗忘密码!可以

致电编辑部查询$

&

$

'作者投稿请点击(作者登录)!登录后按照提示操作即可$投稿成功后!系统自动发送回执

邮件!作者投稿后请随时关注邮箱提示!也可随时点击(作者登录)!获知该稿件的审理情况"处理

进展"审稿意见等$

&

%

'网上投稿成功
"

周内!请将以下文件邮寄至编辑部%

!

单位介绍信*

"

文章若属于基金项

目资助!附上基金项目批文的复印件$ 编辑部收到上述文件后!稿件将进入审稿程序$

稿件远程处理系统启用后!我刊只接受网上投稿!不再接收电子邮件投稿和纸质稿$

"中国肿瘤$网址!

!""#$%%&&&'()*+,-+(-.-/0'(+

如有任何问题!请与编辑部联系+ 联系电话%
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