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摘要 　目的 :探讨维甲酸对胎鼠面突外胚间充质细胞的作用和 Cyclin D1 变化之间的关系。方法 :原代培养 GD1215

(妊娠第 12 天第 15 小时) 胎鼠面突的外胚间充质细胞 ,原代培养细胞后 ,观察维甲酸处理前后细胞生长曲线的变

化 ,采用免疫组织化学和图像分析仪对维甲酸处理后 Cyclin D1 蛋白的表达变化进行定量分析。结果 :维甲酸处理

后 ,外胚间充质细胞的生长受到抑制 ,正常的外胚间充质细胞中 ,Cyclin D1 的表达量较高 ,维甲酸处理后 ,其表达量

显著降低。结论 :维甲酸所引起的细胞生长抑制与 Cyclin D1 的表达降低之间密切相关 ,外胚间充质细胞的正常分

裂需要 Cyclin D1 的正常表达。
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Abstract
Objective : To elucidate the alteration of Cyclin D1 protein between RA2treated and the non2RA2treated ectomesenchymal

cells in embryonic mice. Methods : Ectomesenchymal cells in the developing orofacial processes were explanted from embryonic

BALBΠc mice on generation day 1215 (the 15th hour of the 12th day) . Primary cells were cultured using the tissue mass method.

The variants of growth curves were examined in the RA2treated and normal groups. Protein of Cyclin D1 was detected using immu2
nohistochemistry. The positive degree of Cyclin D1 staining was analyzed using image analysis. Results : The findings showed that

the growth of ectomesenchymal cells was inhibited dramatically. Cyclin D1 expressed strongly in normal ectomesenchymal cells.

However , its expression decreased evidently after RA2treated. There was significant difference between the test group and the nor2
mal group ( P < 0101) . Conclusion : Low expression of Cyclin D1 may contribute to the inhibition of ectomisenchymal cells. It is

necessary for Cyclin D1 to express appropriately during the normal meiosis of ectomesinchymal cells.
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　　细胞周期是细胞生命活动的基本过程 ,细胞在

周期时相的变迁中进入增殖、分化、衰老、死亡等生

理状态。Cyclin D1 是重要的细胞周期调控蛋白 ,参

与细胞周期的精确调控 ,维持细胞的正常生长发育

平衡。一旦 Cyclin D1 基因发生改变 ,就可能使细

胞生长发生异常 ,引起细胞生长属性的改变 1 。在

正常的腭部形成过程中 ,外胚间充质 ( EMS) 细胞的

生长对腭的正常发育至关重要 ,如果这些细胞的细

胞周期受阻 ,则可能导致腭突的体积变小 ,引发腭

裂的形成。对细胞周期的研究表明 ,细胞周期不同

时相 ( G1、S、G2、M) 之间存在着限制点 ( restriction

point) ,这些限制点受细胞周期素依赖蛋白激酶

(CDK) —细胞周期素 (Cyclin) —细胞周期素依赖性
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蛋白激酶抑制因子 (DKI) 网络系统所调节 2 。维生

素 A 的衍生物 ———维甲酸 (retinoic acid ,RA) 可诱发

胎鼠形成腭裂 ,本文就它对胎鼠面突外胚间充质细

胞的作用与 Cyclin D1 的改变之间有无关系进行了

初步的探讨。

1 　材料和方法

1. 1 　细胞培养

未分化外胚间充质细胞的培养见参考文献 3 。

1. 2 　RA 诱导

每次将 RA 现加入培养液中 ,终浓度分别为 5μmolΠL ,

对照组中加入等量的无水乙醇溶剂。每 48 h 换 1 次培养液

(内含等量的 RA 或无水乙醇) 。收集对数生长期细胞 ,并调

整细胞浓度接种于 24 孔培养板 (细胞数 3 ×104 个Π孔) ,每

次收集 RA 处理组和对照组各 3 孔 ,计数后取平均数 ,绘制

细胞生长曲线 ,比较两组细胞的倍增时间。

1. 3 　免疫组织化学染色

细胞在 40 gΠL 的多聚甲醛中固定 20 min ,215 mlΠL 的

Triton2X2100 和 25μgΠml 的蛋白酶 K37 ℃分别处理 10 min ,然

后用 3 mlΠL 双氧水封闭内源性酶 30 min ,20 mlΠL 正常羊血

清封闭背景 30 min ,加入 Cyclin D1 (1∶100 ,DAKO 公司) 后 ,

42 ℃孵育过夜 , PBS 振洗 5 min ×3 次 ,生物素标记的二抗

37 ℃孵育 1 h ,随后加入生物素 —抗生素复合物 ,37 ℃孵育

30 min ,015 mgΠL 的 DAB 显色 5 min ,苏木精未衬染核。

114 　图像分析和统计分析

每组选取不重复的视野对外胚间充质细胞中 Cyclin D1

的阳性程度进行测量 ,每组的细胞总数为 10 个。用平均光

度值来表示阳性程度的强弱。采用第四军医大学统计学教

研室开发的 SPLM统计软件进行分析 ,处理组和对照组比较

时采用 t 检验 , P < 0101 认为有显著差异。

2 　结 　　果

2. 1 　RA 处理后未分化外胚间充质细胞生长曲线

的变化

RA 处理后 ,未分化外胚间充质细胞生长受到

抑制 ,其抑制作用始于处理后 2 d。计算两组的倍

增时间可得知 ,正常组的倍增时间为 29104 h ,而

RA 处理组为 47134 h (图 1) 。

2. 2 　免疫组化染色及图像分析

阳性信号为棕黄色颗粒 ,Cyclin D1 的染色结果

位于胞核内。正常组中 ,Cyclin D1 蛋白的表达水平

较高 (图 2) ,RA 处理之后 ,其表达水平下降 (图 3) 。

Cyclin D1 蛋白表达水平的变化用图像分析仪进行

的平均光度值之间有显著差异 ( P < 0101) 。
表 1 　RA处理前后各组 Cyclin D1 蛋白

的平均光度值( �x ±s)

编号 正常组 RA 处理组

1 0. 239 ±0. 012 0. 128 ±0. 010

2 0. 252 ±0. 006 0. 135 ±0. 013

3 0. 221 ±0. 014 0. 101 ±0. 011

4 0. 193 ±0. 008 0. 092 ±0. 006

5 0. 258 ±0. 007 0. 113 ±0. 012

6 0. 204 ±0. 009 0. 107 ±0. 008

7 0. 185 ±0. 010 0. 126 ±0. 010

8 0. 237 ±0. 006 0. 135 ±0. 008

9 0. 246 ±0. 012 0. 089 ±0. 006

10 0. 188 ±0. 011 0. 107 ±0. 007

11 0. 203 ±0. 009 0. 110 ±0. 011

12 0. 247 ±0. 013 0. 104 ±0. 009

13 0. 210 ±0. 005 0. 099 ±0. 008

14 0. 211 ±0. 007 0. 111 ±0. 006

15 0. 183 ±0. 008 0. 108 ±0. 013

16 0. 199 ±0. 006 0. 097 ±0. 005

17 0. 251 ±0. 010 0. 124 ±0. 007

18 0. 237 ±0. 011 0. 106 ±0. 011

19 0. 196 ±0. 009 0. 116 ±0. 006

20 0. 195 ±0. 012 0. 102 ±0. 008

图 1 　RA 处理后 EMS细胞生长曲线的变化

　　图 2 正常 EMS细胞 ,Cyclin D1 蛋白表达较高
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　　图 3 　RA 处理后 ,EMS细胞中的 Cyclin D1

阳性染色明显减弱　ISH　×200

3 　讨 　　论

现在常用 RA 来治疗急性早幼粒细胞性白血

病 ,RA 同时也是一种致畸因子 ,动物实验中已发现

RA 可诱发腭裂的发生 ,但 RA 的致畸机理一直不

甚清楚。生长曲线测定结果表明 ,RA 处理后 ,细胞

的群体倍增时间由 29104 h 延长至 47134 h ,提示外

胚间充质细胞的生长受到抑制 ,正常分裂的细胞数

量大大减少。目前对细胞周期的研究表明 ,细胞周

期的 G1、S、G2 和 M 期之间均存在着限制点。这些

限制点受 CDK2Cyclin2DKI 网络系统的调节1 ,2
,细

胞周期各限制点如果受到负调节 ,就会导致细胞分

裂停滞于细胞周期的各个时相。

Cyclin 和 DKI对 CDK可进行正负调节。Cyclin

D1 是在研究甲状腺癌时发现的 ,整个基因有 5 个

外显子 ,全长 15 kb
4

,位于 6 q21 的 CCDN3 基因编

码区。Cyclin D1 对细胞周期进行正调控 ,与细胞生

长、发育及肿瘤的发生关系密切。Cyclin 可分为 G1

期和 M 期两种类型 ,Cyclin D1 属于 G1 期 ,在调控

细胞由 G1 期向 S 期过渡中具有关键性的作用 5 ,6 。

本研究中 ,RA 处理前 ,外胚间充质细胞正常生长 ,

Cyclin D1 的表达较高 ;RA 处理后 ,外胚间充质细胞

的生长受到严重抑制 ,同时 Cyclin D1 的蛋白表达

水平也明显降低 ;上述结果表明 :高水平的 Cyclin

D1 表达为外胚间充质细胞的正常生长所必须。在

对细胞周期限制点的调节中 ,Cyclin D1 与 CDK4Π6

结合后可激活 CDK4Π6 ,引起视网膜母细胞瘤 ( reti2
noblastoma ,RB)蛋白的磷酸化 ,解除 RB 对 E2 启动

子结合因子 ( E22promotor binding factor , E2F) 抑制效

应 ,使 E2F 游离出来。E2F 是一种转录因子 ,可调

节一系列具有特殊序列的基因启动子区 (如 c2myc、

b2myc、二氢叶酸还原酶基因、TK基因及 E2F21 基因

的启动子区) ,促进这些基因的表达 ,这些基因产物

能促使细胞通过 G1 期至 S 期的细胞周期限制点 ,

顺利进入细胞的自主分裂程序 7 ～9 。外胚间充质

细胞中 Cyclin D1 蛋白表达含量的降低 ,可使间充

质细胞的细胞周期停滞于 G1 期 ,不能进入合成期 ,

阻碍细胞的正常分裂。如果这种情况存在于体内 ,

则可能会使正常分裂的外胚间充质细胞数目减少 ,

腭突的体积也会因此而减小 ,最终可诱发腭裂。

综上所述 ,Cyclin D1 可使细胞通过 G1 期至 S

期之间的限制点 ,使外胚间充质细胞正常分裂 ,

Cyclin D1表达降低 ,使得细胞周期停滞于 G1 期 ,抑

制细胞的生长。
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