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摘要 目的
:
本文通过杭 C X CR ;

单 克隆杭体 21 G S 阻断 SDF一 1活性
,

检测 增 殖相 关指标
,

探讨 SD F 一 1 在 维持

H L 一60 细胞存 活
、

增 殖中的作用
。

方法
:
培养 H L 一 6。 细胞并与正常骨髓基质 细胞 共培 养

,

采 用 l 2 G5( l0 林g / m l) 阻

断 SD F 一 1 生物 学活性
`。

孵育 2 4 h 后
,

通过流 式细 胞仪观察 H L 一6 0 细 胞增 殖周 期的 变 化
,

免 疫组化染 色检 测其

P C N A蛋白表达的 变化
,

并通过 台盼蓝拒染观察 白血病细 胞存活
、

增殖的 变化
。

结果
:
l) 实验组 中 G盯G

I

期细胞 比例

为 (5 6
.

7 1士 4
.

9 )%
,

S 期为 ( 3 2
.

4 2士4
.

1 )%
,

G Z/ M 期 为 ( 1 0名7士5
.

2 )% ; 对照组 中 G犷G
;

期细 胞 比例 为 ( 4 3
.

63土 2
.

2 )%
,

S 期

为 ( 4 5
.

86士3
,

7 )%
,

G厂M 期为 ( l a 5 1士 .2 6 )%
。
2 )台盼蓝拒染显示

,

12 GS 抑制 H L一60 细胞的存 活及增殖
。

3) 免疫组化染

色结 果显 示
,

实验组及对照 组中 P C N A 阳性细 胞率分别为 (42
.

1士 3
.

9) % 和 (67 .4 士 8
.

5) %
。

结论
:
SD F一 1 可在一 定程度上

维持 H L一6 0 细 胞的存活及增殖进程
。
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.
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.
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.
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, e o n t or l g or u p G了G
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.

6 3士 2
.

2 )%
,

S (4 5
.
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.
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急性 白血病经化疗诱导缓解后
,

少数残留白血

病细胞仍可在髓内存活
、

增殖
,

成为复发 的重要根

源
,

而髓内残留白血病细胞在基质支持下
,

维持 自身

的存活并进一步增殖是影响髓 内残 留白血病疗效的

重要因素 〔’ 川
。

骨髓基质细胞通过多种复杂的机制影

响白血病细胞恶性克隆的迁移
、

选择
、

增殖
、

分化
、

凋

亡及药物抵抗
。

近年来研究发现
,

骨髓基质细胞分泌

的基质细胞衍生因子
一 l ( s t r o m a l e e l l d e r i v e d af e t o r一

,

S DF一 l) 及其受体 C X C R
4

在 白血病细胞的迁移
、

浸

润
、

粘附于骨髓微环境作用等方面起着重要 的作用
,

可能参与髓内残留病变的形成 3[]
。

抗 CX C R
4

单克隆

抗体 12 G S 最初应用于 H IV 感染相关研究
,

能特异

地与靶细胞膜上 的 C X C R
4

结合
,

有效阻抑 SD F一 l

诱 导产 生 的细胞趋 化效 应及 细 胞 内钙离 子 的增

加 [4 〕。 因此在本实验中
,

我们采用 12 G 5 阻断 SD F一 l

作用
,

观察与正常骨髓基质细胞共培养的 H L一60 细

胞的存活
、

增殖情况
,

阐明 S D F一 1 在髓 内白血病细

胞存活
、

增殖方面的作用
。

1 材料与方法

1
.

1 主要设备
、

试剂及标本来源

流式细胞 仪 ( B e e t o n D i e k i n s o n
公 司

,

FA C S t a r

p l u s 型
,

美国 )
、

二氧化碳培养箱 ( S H E LD 一 M 2 3 0 0 型

美国 )
、

倒置显微镜 ( Ol y m p us 相差显微镜
,

日本 )
,

抗

CX CR
4

单克隆抗体 12 G5 (M A B 1 7 0
,

I g G Z a ) ( R & D 公

司
, 一 2 0℃冻存 )

,

R PM I 16 4 0 ( G i b e o
公 司 )

,

新生小牛

血清 ( H cy lon e
公 司

, 一
20 ℃冻存 )

,

b F G (F 晶美生物试

剂公司 )
,

P C N A 鼠抗人单克隆抗体
、

通用型 S P 试剂

盒 ( S P 90 0 0)
、

DA B 显色盒均购 自北京 中山生物技术

有限公司
。

5 例骨髓标本取 自本科
,

为无骨髓转移的

淋巴瘤或实体瘤患者
、

异基因骨髓移植供者及骨髓

象正常的非 白血病患者 ; H L一6 0 细胞购 自中国科学

院上海细胞库
。

1
.

2 骨髓单个核细胞的分离
、

培养及共培养体系的

建立

基质细胞的细胞培养参照文献 「5」
。

共培养体系的建立
:

胰酶消化上述培养的基质

细胞层后
,

以 l xl o分m l 转移到 12 或 2 4 孔培养板
,

继续 培 养至 基质 细胞 铺满 单 层 时加 人 l xl o勺ml

H L一60 细胞共培养
,

培养基为含 10 %胎 牛血清 的

RP M I 16 4 0 培养液
,

总体积为 2 m l
,

共培养 时间为 4

天
。

1
.

3 实验分组

实验设对照组及实验组
,

对照组不加 12 G S
,

只

加人培养液
。

实验组中 1 2G S 浓度为 10 协g /ml
,

12 GS

加人时间与共培养时间相一致
。

每孔均设 3 个复孔
,

结果取平均值
。

1
.

4 细胞周期分析

取共培养 2 4 h 的 H L一 6 0 细胞用 .0 0 1m ol / L PB S

制成 l xl o勺m l 细胞悬液
,

缓慢加人 2m 1 70 % 的冷乙

醇
,

旋涡振荡器上混合均匀
,

4℃ 固定 30 m in
,

P B s 清

洗 2 次
,

碘化丙陡 ( PI ) 4℃标记 3 Om in
,

上机检测
,

资

料以随机软件 ( S ys et m 2) 收集
、

贮存和分析
。

1
.

5 台盼蓝排染法活细胞计数

分别 收集不同时相 的 H L 一 6 0 细胞进行 台盼蓝

染色
,

血球计数板计数活细胞数
,

不着色及浅染者为

活细胞
,

着色深者为死亡细胞
,

活细胞与细胞总数的

比值为细胞存活率
。

以培养时间为 X 轴
,

细胞总数

为 Y 轴
,

绘制细胞生长曲线
。

1
.

6 P C N A 蛋白表达的检测

24 h 后
,

收集对照组及实验组 H L一60 细胞
,

制

成细胞涂片
,

按试剂盒说明进行 S P 法免疫组化染

色
。

取急性淋巴细胞 白血病细胞为阴性对照细胞
,

用

PB S 液代替一抗
。

阳性结果判断
: PC N A 阳性细胞为

细胞核染成棕褐色颗粒
。

随机取 2 0 0 个细胞高倍视

野观察
,

结果以百分率表示
。

1
.

7 统计学分析

实 验 结 果 以均 值 土标 准差 (二 士、 ) 表 示
,

以

S P SS 1.0 O 软件分析
,
t 检验确定差异显著性 尸0<

.

05

表示差异显著
,

乃 .0 05 表示无显著差异
。

2 结果

2
.

1 12 G5 孵育前后细胞周期的变化

共培养 2 4 h 后
,

采用流式细胞仪观察 H L一60 细

胞周期及凋亡率的变化 (图 1 )
,

结果显示
,

实验组 中

G
`
(/ 子

;

期细胞比例为 (5 .27 1鲜 .9) %
,

S期为 (3 6 .4 2料
.

1) %
,

G了M 期为 ( 10
.

8 7士 5
.

2) % ; 对照组 中 G夕G
,

期细胞 比

例为 ( 41
.

4 2土 2
.

2) %
,

S 期为 (4 .6 0 5士 3
.

7) %
,

G厂M 期为

( 1 .2 5 3士 2
.

6) %
。

统计学分析显示
:

实验组中 ;̀
。 /G

`
期

细 胞 明显 增 多
,

S 期 细胞 明显减 少 (尸 < .0 0 5 )
,

而

G
Z / M 期细胞 比例两组无显著差异 (外.0 05 )

。

.2 2 12 G 5 对 H L一 6 0 细胞存活
、

增殖的影响

通过采用 台盼蓝拒染 法
,

比较共培养体系 中

H L一60 细胞存活率的变化 (表 1 )
,

结果显示
:

12 G S

孵育 24 h 后
,

H L 一60 细胞存活率 明显低于对 照组
,

但组内比较
,

从 24 h 后
,

细胞存活率无明显下降
。

上

述结果显示
,

阻断 SD F 一 1 生物学活性后 H L一 6 0 细

胞存活率下降
。

同时
,

我们通过绘制生长曲线
,

比较

了白血病细胞增殖活性的变化
,

结果显示
,

两条曲线

上升幅度明显不同
,

实验组曲线上升平缓
,

而对照组

较为陡直
,

表明 12 G 5 明显减弱 H L一6 0 细胞的增殖

活性 (图 2)
。
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P CN A 蛋 白的表达情况
。
PCN A 阳性细胞在实验组为

( 42
.

1士 3
.

9) %
,

而对照组为 ( 67
.

4士 8
.

5 )%
,

显著高于前

者 (P< .0 OS )
,

同时
,

细胞染色显示实验组较对照组明

显变浅 (图 3 )
。

对照组

实验组

9 2 3 士 4 5

9 3
.

1士 3
.

7

9 3
.

1士 2
.

4

82
.

4士 2
.

9 *

90 ) 士 5
.

9

80
.

7士 3
.

4 *

9 1
,

7 士 3
.

2

7 9名士 1
.

6 *

8 9 8士 2
.

8

7 5
.

5 土 2
.

7 *

*

与对照组 比较 P< 住05

培养时间 (天 )

图 2 H L 一 60 细胞生长曲线

.2 3 12 G S 孵育后 P C N A 蛋 白表达的变化

2 4 h 后
,

采用免疫组化方法检测了 H L 一 6 0 细胞

B
:

实验组

图 3 12 G S 对与正常骨髓基质细胞共培养的 H L一 6 0 细胞

P CN A 蛋 白表达的影响 ( S P x 4 0 0 )

3 讨论

化疗后
,

髓内残留白血病细胞与骨髓基质之间

的相互作用在残留病变的形成方面有关键作用
,

骨

髓微环境为残 留白血病细胞继续存活
、

增殖提供了

适宜的部位
,

其中
,

趋化因子
、

粘附分子等在这一过

程中起着重要作用
。

S D F一 1属于趋化因子 。 或 CX C

亚家族
,

主要由骨髓基质细胞分泌产生
,

与其表达于

白血病细胞表面的唯一受体 CX C R、
结合在调控骨

髓微环境信号
、

调节髓内白血病细胞与基质细胞相

互作用中起着重要作用 v6[
〕。 SD F一 l/ CX C R

4

系统能

否影响白血病细胞的存活及增殖
,

如何影响
,

对于髓

内残留病变的进一步研究有着重要的意义
。

因此
,

本

研究通过抗 CX C R 4
单克隆抗体 ( 12 G5) 阻断 SD F一 1

活性
,

观察与正常骨髓基质细胞共培养的 H L一60 细

胞的细胞周期
、

增殖活性等的变化
,

以探讨 S D F一 1

在髓 内白血病细胞存活
、

增殖方面的作用
。

口日矛已忍撅镇契男
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有 研 究 表 明
,

SD F 一 1 与 白血 病 细胞 膜 上 的

CX C R
4

结合
,

可诱导 白血病细胞快速转移到骨髓成

纤维细胞层
,

并在其它粘附分子的协同作用下
,

选择

性地定位于骨髓基质层 8[J
,

提示 SD F一 1 能影响 白血

病细胞在骨髓微环境中的定位
,

继而维持 白血病细

胞持续生长
、

增殖的能力
。

阻断 SD F一 1 活性后
,

白血

病细胞失去骨髓基质层的有效支持
,

故推测白血病

细胞 的生长周期及增殖活性将受到一定的影响
,

这

在本实验中得到了证实
。

细胞增殖周期观察结果显

示
,

实验组 中 G 厂G
,

期细胞明显增多
,

S 期细胞减

少
,

表 明阻断 SD F一 1 生物活性后
,

生长静止期细胞

比例增高
,

而处于增殖状态的细胞减少
,

提示 12 G5

的作用机制之一在于 SD F一 1 作用受抑后
,

骨髓微环

境不 能有效 地维 持细胞 增殖 周期
,

促 使 更多 的

H L 一 60 细胞进 人生长 静止 状态
。

这一 结 果表 明

SD F一 1 可维持 白血病细胞的增殖周期
,

与既往研究

相似 9[]
。

通过观察细胞生长曲线
,

实验组曲线上升平

缓
,

而对照组较为陡直
,

表明 12 G S 明显减弱 H L一60

细胞的增殖活性
,

这在细胞存活率比较中也得到证

实
,

表明 S D F一 1 在维持 白血病细胞增殖过程中具有

重要作用
。

增殖细胞核抗原 PC NA 的出现与细胞增殖相联

系
,

G
。
期不表达

,

S 期达最高峰
,

其表达和骨髓 中幼

稚细胞的比例有关
,

反映处于增殖状态的白血病细

胞的多少
,

可以作为细胞增殖的一个指标
〔’ 。 )

。

为了进

一步证实 S D F一 1 在 H L一 60 细胞增殖 中的作用
,

我

们采用免疫组化方法检测 了 H L 一 6 0 细胞 P c N A 的

表达
。

结果显示
,

实验组中 H卜 60 细胞 P C N A 阳性表

达率为 (4 2
.

1幻
.

9) %
,

明显低于对照组 ( 67
.

4 士8
.

5% )%
,

表明 12 G S 可下调 PC N A 的表达
,

抑制白血病细胞

的增殖
,

间接证实了 S D F一 1 在维持 白血病细胞增殖

能力中具有重要作用
。

总之
,

通过本实验证实
,

S D F一 1在维持髓内白血

病细胞存活并进一步增殖过程中具有重要的生物学

作用
。

因此
,

能否通过阻抑 S D F 一 1表达或阻断其活

性来抑制髓内残留白血病细胞存活
、

增殖
,

从而达到

改造骨髓微环境
、

治疗白血病的 目的
,

值得进一步研

究
。

然 而
,

从理论上说
,

处于增殖状态 的白血病细胞

对化疗更加敏感
,

如果从抑制 SD F一 1 活性人手
,

改

变残留白血病细胞动力学特性
,

可能会降低 白血病

细胞的化疗敏感性
。

因此
,

对于 SD F一 1 与残留白血

病增殖动力学及化疗敏感性相互之间的关系
,

还有

待更多研究加以 阐释
。
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