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[摘要 〕 神经生长因子的研究是 目前医学生物学研究的热点之一
,

其诱导瘤细胞的分化更引人注

目
。

我们的研究发现
,

神经生长 因子仅能诱导具有短神经突起的 N 型瘤细胞分化成神经元样的细

胞
。

这些细胞均无 N
一

m cy 扩增
,

均具有高
、

低亲和性神经生长因子受体
。

而对神经生长因子无反

应的细胞系或为 S 型细胞
,

或缺少神经生长因子受体的表达
,

或有 N
一

m y C
扩增

。

进一步研究发现
,

不同细胞类型代表着瘤细胞的不同分化方向
。

神经生长因子仅能诱导向神经元方向分化的细胞分

化
。

分化的瘤细胞中
,

C
一

m y 。
的表达明显下降

,

提示神经生长因子可能通过抑制 C
一

m y 。
的表达而

促进分化
。

用基因重组技术
,

恢复瘤细胞中神经生长因子受体的表达
,

可部分恢复其对神经生长

因子的反应
。

针对 N
一

m y c
的反义基因调控

,

可促进其分化过程
。

对瘤细胞原位凋亡检测和细胞凋

亡相关基因的研究表明
:

诱导分化过程中伴随着 cb 卜2 表达的下降和瘤细胞凋亡的增加
。

仁关橄词〕 神经生长因子
,

神经母细胞瘤
,

诱导分化

神经生长因子 ( N G F ) 的研究是当今医学生物学界的热点之一
。

N G F 是分子量为 26 0 00

道尔顿的多肤
,

它能介导多种生物学反应
,

对感觉神经元和交感神经元的发育
、

分化及生存

是必不可少的因子
。

对中枢神经系统的胆碱能神经元亦具有某种神经营养的作用
。

恶性肿瘤的分化和逆转是人们梦寐以求的宿愿
。

神经母细胞瘤的细胞与神经母细胞相似
,

具有神经母细胞的形态及生化特点
,

有神经原纤维的表达
,

能合成肾上腺素能神经递质酶并常

有 N
一

m y c
癌基因的扩增

。

神经上皮瘤的细胞亦与神经母细胞相似
,

可视为神经母细胞瘤的一

种亚型
,

在形态上同神经母细胞瘤很难区别
。

神经上皮瘤的细胞能合成胆硷能神经递质酶
,

并

常有特征的 t l l :

22 染色体易位
。

由于这些肿瘤具有神经母细胞的特点并常有自发分化的倾

向
,

从而推测神经母细胞瘤的发生可能为神经母细胞向神经元分化的过程 中发生了某种阻滞

的结果
。

因此推测 N G F 可能促进这些肿瘤的分化
。

国外文献中仅有 N G F 促进神经母细胞瘤

分化的零星报道
,

且结果亦多不一致 l[, 幻
。

人们对 N G F 促进神经母细胞瘤细胞分化的基础与

机理以及 N G F 诱导分化的规律与癌基因表达等之间的关系均不清楚
。

国内尚无此方面的研

究
。

鉴于此
,

我们以 18 个神经母细胞瘤系和神经上皮瘤系作为基本材料
,

进行了系统研究
。

1 N G F 诱导分化规律的研究

为了研究 N G F 是否能诱导这些人神经母细胞瘤系和神经上皮瘤系的细胞出现分化
,

我
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们在不同的培养平面上培养这些细胞系
,

包括 rP im a ir a
培养平面

、

铺以 P ol y lys in 的培养平面

和铺以 M at ir ge l 人工基底膜的培养平面
,

用 N G F 处理这些瘤细胞系
。

结果发现
,

在这三种培

养平面上
,

N G F 仅能诱导三个神经母细胞瘤系的细胞出现分化
。

分化的细胞出现神经元样的

形态特征
,

表现为神经突起的明显延长
。

N or t h er n bl ot 结果显示神经原纤维轻链 m R N A 表达

的明显增加
。

而全部 9 个有 N
一

m y 。 扩增的神经母细胞系及三个神经上皮瘤系均未出现 N G F

诱导的分化反应
。

无 N
一

m y c
扩增 的 6 个神经母细胞系中

,

所有 3 个上皮样细胞 (S 型 ) 构成

的细胞系亦对 N G F 处理无反应
,

而仅 3 个 由神经母细胞 ( N 型 ) 构成的细胞系对 N G F 处理

出现 明显的分化反应
〔3 〕 。

我们的研究揭示 了 N G F 诱导神经母细胞瘤细胞分化的如下规律
:

( 1) N G F 诱导分化依 赖细胞膜表面两 种 N G F 受体的 同时存在
。

N G F 受体的化学交联
,

cS at hc ar d 分析以及 1F 0 w cy ot m et yr 结果表 明
:

有反应的细胞系均含有一定数量的 N G F 受

体
,

包括高亲和性受体和低亲和性受体两种
; 而无反应细胞系中或者没有 N G F 受体的表达

,

或仅有单一一种受体的少量表达
。

N G F 受体 m R N A 表达亦显示
:

有反应的细胞系均有 N G F

受体 m R N A 的表达
,

反之则没有或很少 N G F 受体 m R N A 的表达
。

( 2) N
一

m y c
的扩增是影响

N G F 诱导分化的主要因素之一
。

因 3 个 N G F 诱导分化 的细胞系均 为无 N
一

m yc 扩增的细胞

系 ; 9个有 N
一

m yc 扩增的神经母细胞瘤系
,

虽形态上多为 N 型
,

且有明显的 N F
一

L 的表达
,

但

多无 N G F 受体的表达
,

亦均对 N G F 处理无明显反应
。

这表明
,

在 N
一
m y C

扩增
、

N G F 受体表

达以及 N G F 诱导分化之间有一定联系
。

( 3) 在无 N
一

m y C 扩增的神经母细胞瘤系中
,

N G F 是

否能诱导分化
,

主要与细胞形态有关
。

3 个有反应细胞系均为神经母细胞型 ( N 型 ) 或中间型

(I 型 ) ; 而 3 个无反应细胞系均为上皮样细胞型 (S 型 )
。

所有 3 个神经上皮瘤系亦均为 S 型
,

因而对 N G F 无反应川
。

这些规律的阐明
,

对 N G F 诱导神经母细胞瘤细胞分化的研究具有重

要的指导意义
。

l

2 神经母细胞瘤系中细胞类型与 N G F 诱导分化的关系

神经母细胞瘤系中
,

瘤细胞一般均 由两种不同形 态的瘤细胞构成
:

一种具有短神经突起
,

称为 N 型细胞
;
一种为扁平的瘤细胞

,

称为 S 型瘤细胞
。

这两种瘤细胞可来源于不同的肿瘤

或同一种瘤的不同克隆
。

为什么 N G F 仅能诱导 N 型瘤细胞分化 ? 我们通过用 N or t h er n b lot

技术
,

研究这些细胞系中多种神经标志物 m R N A 的表达
,

发现 3 个神经上皮瘤系中均无神经

原纤维轻链 ( N F
一

I
一

)
,

C h r o m o g r a n i n A ( C G A )
,

N e u r o p e p t id e Y ( N P Y )
,

P e r i p h e r i n ,

S y n a p s i n

及 N eu or et sn io n ( N T ) m R N A 的表达
,

而所有 9 个神经母细胞瘤系中均有 N F
一

I
J

m R N A 的表

达
。

3 8/ 神场母细胞瘤系有 C G A 和 /或 N P Y 的表达
。

比较不同类型的细胞中的基因表达
,

我

们发现
,

N 型的神经母细胞瘤系表达的 N G F 受体要 比 S 型的多得多
。

N F
一

L m R N A 的表达亦

比 S 型要高得多
; 而 S 型细胞中则有较多表皮生长因子受体 ( E G F R ) 的基因表达

。

这些结果

表明
,

瘤细胞的不同形态可能代表着瘤细胞的不同分化方向或不同分化阶段
。

S 型细胞可能代

表着神经母细胞瘤细胞向黑色素细胞或雪旺氏细胞的方向分化
; 而 N G F 只能诱导那些具有

向神经元方向分化潜能的细胞 ( N 型 ) 分化叫
。

这与向神经胶质或雪旺氏细胞分化 的细胞多表

达 E G F 受体的现象一致圈
。

3 N G F 诱导分化过程中癌基因表达的变化

在 N G F 诱导分化的过程中是否伴有基因的变化 ? 我们用 N or ht e r n b lot 和核酸杂交技术
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研究 n 个人神经母细胞瘤细胞系在 N G F 处理后的癌基因表达的变化
,

发现一个有趣的规

律
,

即除一个细胞系既没有 N
一

m yc 的表达
,

也没有 C
一

m y c
表达外

,

5 个有 N
一
m y c

扩增的细胞

系中均无 C
一

m y 。
癌基因的表达

。

相反
,

5个有 C
一

m yc 过度表达的细胞系
,

则均无 N
一

m y 。 的表

达
。

在 20 例神经母细胞瘤的原位核酸杂交的研究中发现
,

在 60 %的肿瘤 ( 12 例 ) 中也有相

似的负相关关系
。

免疫组化在 55 %的病例中也发现这种规律
。

在 N G F 诱导分化的细胞中
,

其

C
一

m y C
的表达明显降低

。

时间曲线表明
,

这种基因表达的改变可见于 N G F 处理后 6 小时
,

到

2 4 小时已相当明显
,

4 天时则更明显
。

其时间曲线与形态学分化出现的时间非常一致 6[]
。

核酸

原位杂交也得到同样结果川
。

这些结果表明
,

c
一

m y C
癌基因的过度表达可能阻滞着神经母细胞

瘤细胞的自然分化进程
,

很有可能 N G F 是通过抑制 C
一

m y 。
的表达而促进细胞的分化

。

我们的

结论得到美国专家 R os s
博士的实验的支持 sj[

。

4 N G F 受体与 N G F 诱导分化的关系

N G F 的作用是通过同其受体结合而实现的
。

因此
,

N G F 受体的研究是 N G F 功能研究的

重要方面
。

直到 80 年代中期
,

R os s
等研制的单克隆抗体才明确 p 75 蛋白是 N G F 受体的重要

组成成分之一叫
。

为探讨 N G F 受体与 N G F 诱导瘤细胞分化的关系
,

我们应用受体的化学交

联技术
、

免疫沉淀技术
、

S ca t o h ar d 分析
、

荧光抗体标记细胞表面 N G F 受体的流式细胞术
,

以

及 N or t he m bl ot 技术
,

研究了 N G F 诱导分化的细胞系和对 N G F 无反应的细胞系
。

发现
,

对

N G F 有分化反应的细胞均有高亲和性和低亲和性两种受体 (神经母细胞瘤系 S H S Y S Y
,

高亲

和性 74 0 00 结合位点 /细胞
,

低亲和性 29 0 00 个结合位点 /细胞
;
神经母细胞瘤系 G IC A N

,

高

亲和性 53 0 00 个结合位点 /细胞
,

低亲和性 13 0 00 个结合位点 /细胞户〕
。

这表明
,

在 N G F 诱

导分化的过程中
,

N G F 受体是必不可少的
,

而且需要高亲和性和低亲和性 N G F 受体的共同参

与
。

这一提法 已逐渐由高亲和性 N G F 受体的基因转染所证实 8[,
` 。〕

。

我们所检测的神经上皮瘤

系虽有一定数量的高亲和性和低亲和性受体
,

但因其均为 S 型细胞
,

故无 N G F 诱导分化出

现
。

检测的其余两个无 N
一

m y 。 扩增的神经母细胞瘤系
,

因主要是由 S 型细胞构成的细胞系
,

以

及 3个 N
一

m yc 有扩增的细胞系中
,

仅两个中有少量低亲和性 N G F 受体
,

而均无高亲和性受

体的表达
,

故 N G F 不能诱导其向神经元方向分化
。

N or t h e m b lot 分析
,

亦发现类似结果
。

5 表达 N G F 受体基因的逆转录病毒载体的重组及其在缺少 N G F 受体的神经母

细胞瘤系中的表达

为了进一步阐明 N G F 受体在 N G F 诱导分化过程中的作用
,

我们用逆转录病毒载体与

N G F 受体基因进行重组
,

重组体经 P A 3 17 包被细胞系包被
,

用其上清分别转染 4 个缺少 N G F

受体表达的人神经母细胞瘤细胞系
,

其中 3个 (L A N
一

5
,

C H P 4 04
,

IM R
一

32 ) 有 N
一

m yc 扩增
,

形态均为 N 型 ; 1 个虽无 N
一

m yc 扩增
,

但形态为 S 型细胞系 ( S H E )P
。

细胞经 G 41 8 筛选后
,

分别建成了转化细胞系 L A N
一

5 / N G F R
,

C H P 4 o 4 / N G F R
,

xM R
一

5 2 / N G F R 和 s H E P / N G F R
,

以及相应的空病毒转化细胞系 L A N
一 5 / N E O

,

e H P 4 o 4 / N E O 和 IM R
一

3 2 / N E O
。

经 s e a t e h a r d

分析
,

流式细胞术细胞受体测定
,

受体化学交联
,

N or t h er n bl ot 分析等技术
,

从蛋白及 m R N A

水平均证实
,

表达 N G F R 病毒载体的转化细胞系有大量重组 N G F 受体的表达 l[ ` l 。

用 N G F 处

理这些细胞系
,

发现仅有部分对 N G F 的反应
,

表现为与分化有关的癌基因 C
一

f os 的表达增强
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和神经原纤维的表达也明显增强
,

但形态上尚未见明显的分化
〔` ’ 〕

。

因为这些神经母细胞瘤多

为有 N
一

m yc 扩增的细胞系
,

并且 N
一

m yc 癌基因在 N G F R 基因转染前后及 N G F 处理前后均未

见 明显改变
〔“ 〕

。

这些结果均说明
:

恢复 N G F 受体的表达
,

可部分恢复细胞系对 N G F 诱导分

化的反应
。

N
一

m y C
癌基因的扩增和过度表达可能为阻滞分化的重要因素

。

6 表达反义 N
一

m yc 基因的逆转录病毒载体的重组和其对 N G F 诱导分化的影响

大约 30 %神经母细胞瘤的病例有 N
一

m y C
癌基因的扩增

。

晚期神经母细胞瘤的一半左右

和大多数神经母细胞瘤系中均有 N
一

m y c
癌基因的扩增和过度表达

。

有 N
一

m y c
扩增的细胞系

均对 N G F 的处理无反应
。

这些提示
,

N
一

m yc 扩增与 N G F 诱导分化有一定关系
。

R os ol e n
等 口 2 」

应用反义寡核昔酸处理无 N
一

m y C
扩增的神经上皮瘤系

,

观察到一定的促分化反应
,

但 由于反

义寡核昔酸容易被降解
,

持续时间短
,

且其研究的细胞系无 N
一

m yc 的扩增
,

因此尚不能直接说

明 N
一

m yc 与 N G F 诱导分化的关系
。

我们用逆转录病毒重组了表达反义 N
一

m y c
的重组体日 3〕

,

经磷酸钙
、

脂质体
、

T ar sn fe o at m er a g e nt
,

P A 3 17 细胞包被
,

再用其上清感染等多种基因转移技

术
,

转染曾经表达重组 N G F 受体基因的人神经母细胞瘤系
,

其中 T ar sn fec at m r ea g e nt 转染的

细 胞
,

已经相应抗生素 ( p盯 o m yc in )筛选
,

建立了表达反义 N
一

m yc 的神经母细胞瘤系 ( IM R
-

32 / N G F R / A s
一

N
一

m y C )
。

用 N G F 处理此神经母细胞瘤系
,

瘤细胞出现了明显的分化反应
,

表现

为神经突起的明显延长
〔“ 〕

。

结果表明
,

通过抑制 N
一

m y C 癌基因的表达
,

可明显促进 N G F 诱导

神经母细胞的分化
,

同时说明 N
一

m yc 在 N G F 诱导瘤细胞分化中起着一定的阻滞作用
。

7 细胞凋亡相关基因与神经母细胞瘤细胞凋亡的关系

恶性肿瘤的发生与发展
,

除与癌基因及抑癌基因改变有关外
,

凋亡调节基因的意义正 日

益受到重视
。

我们应用原位杂交和免疫组织化学检测 20 例人神经母细胞瘤中 bc l
一

2 的表达
,

发现人神经母细胞瘤中有很高比率的 bc l
一

2 的表达
。

应用细胞原位凋亡检测技术检测不同 bc l
-

2 表达强度的神经母细胞瘤中的细胞凋亡情况
,

发现瘤细胞的凋亡与 bc l
一

2表达强度呈明显的

负相关关系
,

即随着 b d
一

2 表达的增强而凋亡细胞数明显减少
。

这表明
,

bc l
一

2 作为重要的凋

亡抑制基因
,

在神经母细胞瘤的发生中可能起重要作用
。

针对这些凋亡抑制基因进行基因调

控
,

可能恢复肿瘤的 自我生长平衡调节机制
,

甚至出现 良性逆转
。
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捷克科学院简介

捷克科学院成立于 1 9 9 2 年
,

其前身是捷克斯洛伐克科学院
。

由 59 个研究所和 5 个下属

单位组成
。

其中近 1 2/ 是具有大学以上学历的科学家和研究人员
。

其主要决策机构是科学院

全委会
,

全委会中 2/ 3 的成员是各学科的代表
,

其他代表有大学学者
、

政府官员和公众人物
。

执行机构是科学院理事会
,

理事长 由科学院院长担任
。

理事会成员由选举产生
,

每届任

期 4 年
。

为了对各研究所的工作进行评估
,

科学院设评审委员会
,

由其任命评审委员
。

委员

会成员都是来自其它学术机构和各大学的著名科学家
,

其 中一半是 国外专家
。

科学院的主要 目标是在自然科学
、

技术科学
、

社会科学和人文科学等领域进行基础和战

略性的应用研究
,

尤其是学术水平高
,

又涉及交又学科领域或高度专业化的研究
。

科学院预算由议会批准
,

主要经费由国家财政拨款
。

其它经费来源包括科技项 目竞争中

获益单位按合同提供的支持
。

科学院的研究所也具有教育功能
,

主要是指导博士论文
,

同时也提供给年轻学者函授教

育和大学进修的机会
。

捷克科学院具有培养研究生的任务
,

许多理学硕士和博士生在相关研究所从事研究工作

并撰写论文
。

另外
,

也参与科学院各所的科研工作
。

研究所与大学的科学家共同指导研究生的

工作
。

国际合作研究项 目系统地分别通过三种形式的协议渠道受到资助
:

( l) 科学院所属研究

所同国外的科学院所和研究机构或专业学院的协议
; ( 2) 捷克科学院同国外对应机构的协议

;

( 3) 政府间的科技及文化协议
。

1 9 9 6 年
,

捷克科学院共签署 23 0 项协议
,

其中 56 项为捷克科学院同其它 33 个 国家的合

作伙伴签署的协议
。

这些协议主要用于支持科技创新研究项 目和科学院涉及的新兴学科领域

的技术发展项 目
。

另一个有影响的国际合作渠道是通过政府间或非政府间组织的合作
。

捷克科学院也是国际科学院联盟的成员
。

科学院所属 的各研究所和科研小组还分别参加

欧盟的各种研究计划
,

同时也同国家科学技术委员会和全欧科学院密切的合作
。

( 国际合作局美大东欧处 陈淮 张巍 供稿 )


