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摘　要:【目的】观察全反式维甲酸(ATRA)和 1 , 25-二羟维生素 D3对大肠癌细胞株 LoVo 细胞周期的影响。【方法】流式

细胞术测定细胞周期的分布。【结果】ATAR和 1 , 25-二羟维生素 D3 使 LoVo阻止在 G0/ G1 期 ,未发现明显的亚 G1 峰。【结

论】单独或联合使用 ATRA和 1 , 25-二羟维生素 D3均具有诱导分化 LoVo细胞的作用 , 这种诱导分化与细胞凋亡无关。
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Abstract:【Objective】To observe the effects of all- t rans-retinoic acid(AT RA)and 1 ,25-dihydroxy vita-

min D3 on cell cycle of large intestinal cancer cell line LoVo.【Method】The dist ribution of cell cy cle w as deter-

mined by f low cytometry .【Results】The LoVo cells were arrested in the G0/G1 phase by ATRA and 1 ,25-dihy-

droxy vitamin D3 , the sub-G1 peak w as not found.【Conclusion】The differential ef fects of LoVo cells are ob-

served not only in the combination of using ATRA and 1 , 25-dihydroxy vitamin D3 but also in using one inducer

only .These kinds of differentiation are not related w ith apoptosis.
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　　传统化学治疗是治疗恶性肿瘤的主要方法之

一 ,但由于它的基本原理在于杀死细胞 ,这无疑也

会对增殖旺盛的正常细胞(例如 ,骨髓细胞 、生殖细

胞等)产生杀伤作用而具有严重的副作用 。诱导分

化是治疗肿瘤的一种有效方法 ,它不是杀伤肿瘤细

胞而是使其向正常细胞分化 ,因而对正常细胞的毒

副作用低[ 1] 。本课题组实验证实全反式维甲酸

(All- t rans-retinoic acid , ATRA)和 1 , 25-二羟维

生素 D3[ 1 , 25-(OH)2VD3] 可诱导大肠癌细胞株

LoVo向正常细胞分化[ 2] 。为进一步探讨诱导分化

的作用机制 , 本文作者观察了 ATRA 和 1 , 25-

(OH)2VD3 对 LoVo细胞周期的影响 。

1　材料和方法

1.1　材　料

ARTA(Sigma)和 1 , 25-(OH)2VD3(Roche)用

无水乙醇溶解后无菌过滤 ,避光保存。

1.2　细胞株与细胞培养

LoVo细胞株由本校动物中心提供 ,常规培养

于含体积分数为 10%小牛血清的 RPM I 1640培养

液(Gibco)中 , 37 ℃,体积分数为 5%CO2 培养。48

h弱光下换液 1次 ,取对数生长期细胞进行实验。

1.3　药物作用
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实验分成 3组:第 1组 , 10μmol/L ATRA;第 2

组 ,0.1μmol/L 1 , 25-(OH)2VD3;第 3组 ,10 μmol/

L ATRA +0.1 μmol/L 1 , 25-(OH)2VD3 。对照组

加入等体积的无水乙醇 , 终体积分数不超过

0.1%,此浓度的无水乙醇对细胞生长无明显影

响[ 2] 。实验全过程均在无菌避光条件下进行。

1.4　细胞周期测定

经药物作用 2 、4和 6 d收集细胞(10-6),加体

积分数为 70%冷乙醇 3 mL 固定过夜(4 ℃),然后

用磷酸盐缓冲液(PBS)把乙醇洗干净 ,加入 DNA-

Prep Reagent Ki t(Coulter公司)中的碘化丙啶(pro-

pidium iodide , PI)染液 0.5 mL ,染色 30 min ,用美

国Coulter公司 ELITE 型流式细胞仪测定细胞周

期(波长 488 nm ,功率 15 mW)。用鸡红细胞作为

标准并调至通道数为 100±2 ,计数 10 000个细胞 ,

测出的直方图用 Multicycle 软件(Phoenix 公司)处

理 ,算出细胞各周期的 DNA 相对含量和百分数。

2　结　果

在诱导剂的作用下 , G0/G1 期的细胞比例增

高 , G2+M 和 S 期比例下降 ,并随作用时间的增

加而变化更明显 ,说明细胞被阻滞于 G1 期(图 1 ,

表1)。无论是单独用药还是联合用药均未见有明

显的亚 G1峰(图 1)。

表 1　ATRA和 1 , 25-(OH)2VD3 对 LoVo

细胞周期分布的影响(%)

Table 1　Effects of retinoic acid and 1 , 25-dihydro xy

vitamin D3 on cell cy cle of LoVo cell line

t(G0/ G 1)/ d

2 4 6

t(G2+ M)/d

2 4 6

t(S)/d

2 4 6

Contro l 37.7 32.0 35.4 11.6 18.5 17.8 50.7 49.5 46.8

G roup 1 43.4 52.8 75.5 19.1 14.3 9.6 37.5 32.9 14.9

G roup 2 44.8 54.0 69.7 14.2 13.9 8.1 41.1 32.1 22.2

G roup 3 59.2 54.1 63.9 22.3 10.5 10.2 18.5 35.3 25.9

3　讨　论

细胞通过分裂而增殖 ,从细胞前一次分裂结束

到下一次分裂结束的间隔时间称为细胞周期(cell

cycle)。通过 DNA荧光染料 PI 等染色后可以用流

式细胞仪测定细胞周期 G0/ G1 、G2+M 和S 等各

期的分布情况 ,发现细胞增殖的变化。

正常细胞和肿瘤细胞的主要差别之一是后者

具有无休止分裂的特点。生长抑制取决于增殖周

期的延长或/和细胞死亡的增多。在流式细胞仪检

测术的直方图中 ,细胞凋亡具有特征性的亚二倍体

(亚 G1)峰
[ 3]
,而从图 1可知无论是单独还是联合

使用 ATRA 和 1 , 25-(OH)2VD3 均未见有亚 G1

峰。细胞周期长短主要决定于 G1 期 , G1 期阻滞

可使细胞增殖周期延长 ,导致细胞增殖减慢[ 4] 。本

实验结果表明 ,在 AT RA 和 1 , 25-(OH)2VD3 的作

用下 , LoVo 细胞被阻滞于 G1 期 ,这说明 LoVo 细

胞的生长抑制不是由于细胞凋亡而是由于细胞增

殖减慢所致。从实验结果可知 ,两药单独使用时随

作用时间延长 , G1期阻滞作用更明显。

目前认为AT RA和 1 ,25-(OH)2VD3通过相应

受体(分别为维甲酸受体 retinoic acid receptor ,

RAR和维生素 D3 受体 vitamin D3 receptor , VDR)

介导的核内信号传递途径激活某些基因表达 ,引起

G1期细胞生长阻滞而产生诱导分化作用的
[ 5] 。用

某些药物(如腺苷酸环化酶激活剂)与 1 , 25-

(OH)2VD3联合使用可使人原始巨核白血病细胞

株的 G1 期细胞百分数升高得比单独使用 D3 的更

明显
[ 6]
。

有人用合成的第三代维甲类化合物 Ro13-

7410诱导白血病细胞株 HL-60发现诱导分化同时

伴有细胞凋亡的发生[ 7] 。但本实验用 ATRA 、1 ,

25-(OH)2VD3和两者联用对大肠癌 LoVo 细胞进

行诱导分化均未见明显的细胞凋亡的发生 。这说

明使用不同的诱导剂对不同的肿瘤细胞进行诱导

分化的机制有所不同。由于细胞调控机制非常复

杂 ,这些变化与细胞分化 、凋亡的关系值得进一步

深入研究 。

前文 研 究 已 证 实 , 在 AT RA 和 1 , 25-

(OH)2VD3的作用下 , LoVo 的碱性磷酸酶活性升

高 ,表现出具有正常大肠上皮细胞的功能
[ 2]
。本实

验结果说明ATRA 和1 ,25-(OH)2VD3 使细胞阻滞

在 G1期是诱导分化的机制之一 ,为大肠癌的防治

提供了一种新途径。
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图 1　ATRA和 1 , 25-(OH)2VD3 对 LoVo细胞周期分布的影响

Fig.1　Effects of retinoic acid and 1 , 25-dihydroxy vitamin D3 on cell cycle of LoVo cell line

A.Control;B.10μmol/ L ATRA;C.0.1μmol/ L 1 , 25-(OH)2VD 3;D.10μmol/ L ATRA+0.1μmol/ L 1 , 25-(OH)2VD3.The cells were in-

cubated for four days.Fluorecence in tensity(A , B, C , D)F PI (DNA)/ (1)　indicate DNA content
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