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ATRA诱导分化的 NB4细胞浸润裸鼠肺组织模型的建立 *
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摘要 目的：建立全反式维甲酸(ATRA)诱导分化的 NB4细胞浸润裸鼠肺组织模型，为探讨诱导分化综合征(DS)的发生机制、预防

和治疗提供研究平台。方法：首先，取对数生长期的 NB4细胞在 ATRA诱导下、在 RPMI 1640培养基中、在 37℃和 5% CO2的条

件下培养，72 h后收获诱导分化后的 NB4细胞接种裸鼠尾静脉。然后，30天后处死裸鼠取肺组织，用 G显带方法检测裸鼠肺组织

的染色体核型，HE染色观察裸鼠肺组织学，电子显微镜观察超微结构，RT-PCR法和 FISH技术检测裸鼠肺组织 PML-RARa mRNA

转录本及 PML-RARa基因的表达。结果：实验组染色体核型符合 NB4细胞特征，在组织学和超微结构上明显见到分化的 NB4细

胞浸润裸鼠肺组织，检测到 PM L-RARa mRNA转录本和 PML/RARa融合基因；对照组未见到分化的 NB4细胞浸润裸鼠肺组织，

PML-RARa mRNA转录本和 PML/RARa融合基因检测阴性。结论：用 ATRA诱导分化的 NB4细胞成功的建立了浸润裸鼠肺组

织模型，为探讨诱导分化综合征(DS)的发生机制、预防和治疗提供了研究平台。
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Establishment of a Nude Mice Model with Differentiated NB4
Infiltration into the Lung Tissue*

To establish a nude mice model of differentiated NB4 infiltration into the lung tissue, and provide approach

for the study on differentiation syndrome (DS). Firstly, logarithmic growth NB4 cells in RPMI 1640 medium containing 0.5

滋mol/L ATRA were cultured at 37℃ in a humidified 5% CO2 incubation and were induced differentiation by ATRA. Then the cells in-

duced differentiation by ATRA were harverted at 72 h after incubation and were injected into the tail vein of BALB/c-nu female nude

mice(SPF level, 6 weeks old). Then, after 30 days, the rats were sacrificed, the pathology, ultructure and chromosome karyotype of rats lung

tissue were examined, PML-RARa mRNA and PML-RARa gene of rats lung tissue were measured by RT-PCR and by FISH. In

the trial group, the chromosome karyotype of lung tissue was the same with the NB4 cells specialized by ATRA. In the trial groups, the

infiltration of NB4 cells specialized by ATRA into the lung tissue was observed by HE staining and electron microscope, but not in the

control group. In the trial group, the PM L-RARa mRNA and PML-RARa gene expressed in the lung tissue, but not in the control group.

A nude mice model of BN4 differentiated by ATRA infiltration into the lung tissue was established, which may contribute

to the study on the pathogenesis, prevention and treatment of DS.
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前言

由于蒽环类化疗药物的使用，特别是全反式维甲酸

(All-trans retinoic acid, ATRA) 和三氧化二砷注射液(Arsenious

acid) 的应用，急性早幼粒细胞白血病 (Acute promyelocytic

leukemia, APL)患者的预后取得了突破性进展[1-3,29,30]，完全缓解

率和长期无病生存率高达 94.6%和 80%[4,31]。三氧化二砷注射液

也因此成为实体肿瘤和恶性血液病的临床和基础研究热点，在

肝癌、肺癌、食道癌、胃癌、骨髓增生异常综合征、骨髓瘤和慢性

粒细胞白血病等领域得到了广泛的研究。但三氧化二砷注射液

也是举世公认的剧毒药物，以往因误食引起的急性砷中毒和职

业暴露引起的慢性砷中毒已为人们所熟知。已有研究表明在

ATRA和 ATO诱导分化治疗 APL的过程中，约 16%的患者出

现以呼吸衰竭为主要表现的维甲酸综合征或分化综合征(Dif-

ferentiation syndrome, DS)，是导致患者早期死亡的主要原因之

一[5]。因此，进一步研究 DS的发生机制以降低 APL诱导治疗

中的早期死亡率和进一步提高 APL患者的缓解率和治愈率十

分重要。本研究采用 ATRA诱导分化的 NB4细胞接种裸鼠建

立裸鼠肺浸润模型，以期为探讨诱导分化综合征(DS)的发生机

制和防治提供研究基础。

1 材料与方法

1.1 NB4细胞株的培养

人急性早幼粒细胞白血病细胞株 NB4由中国医学科学院

血液病研究所王建祥教授回赠。用 RPMI 1640培养基 (美国

Gibco公司)，加入 10%胎牛血清(杭州四季青生物有限公司)于

37℃、5% CO2饱和湿度的培养箱(德国 heal force)中培养，将培

养好的悬浮细胞轻轻吹打均匀分配至 3-6个含有新鲜培养液

的培养皿中，轻轻摇匀后放入培养箱中培养。每 3天传代一次，

实验时取体积适中、折光率强的原代细胞用于实验。

1.2 ATRA诱导分化的 NB4细胞的制备

分为对照组(不加 ATRA，仅加同体积的生理盐水)和实验

组(加 0.5 滋mol/L的 ATRA：美国 Sigma公司)。取对数生长期

的 NB4细胞用于实验。细胞浓度调整为 1× 105/ml，按上述三

组分别加入 96板孔的培养板中，每组设 6个复孔，于 37℃、5%

CO2饱和湿度的培养箱中培养，每 24 h、48 h和 72 h观察细胞

分化的指标(如下：细胞形态学和 NBT还原实验)。

1.3 ATRA诱导分化的 NB4细胞获取和鉴定

1.3.1 细胞形态学观察 各组取 1 mL细胞悬液、离心涂片、吉

姆萨染色，光线显微镜下观察分化后的 NB4细胞(简称分化的

NB4细胞)，细胞核出现分叶或凹陷的细胞为阳性细胞，计数

200个细胞，计算出分化的 NB4细胞的阳性百分率(%)。

1.3.2 NBT还原实验 2 mg的 NBT加热溶解后，加入 10 mL

无 Ca2+、Mg2+的 PBS制成 0.2 mg/mL NBT(硝基四唑淡蓝)等渗

溶液，与佛波酯(10 mg/mL)20 滋L混合后加入等量的细胞悬液，
37℃温育 20分钟，在光镜下观察，胞浆内含有灰蓝色颗粒细胞

为阳性细胞，计数 200个细胞计算出阳性细胞百分率(%)。

1.4 裸鼠的饲养、预处理和实验分组

取 16只雌性 BALB/c-nu裸鼠在 SFP层流柜中饲养，饮用

水中加入庆大霉素，饲料为复合维生素 B标准饲料。饲料、垫料

及其它与裸鼠接触的物品均经过钴 60辐射消毒。预处理：环磷

酰胺注射液每天、每只 2.5 mg腹腔注射，连续 3天。分为实验

组(8只)和对照组(8只)，实验组照射后经尾静脉接种诱导分化

后的 NB4细胞 1× 107/只，对照组只注射等体积的生理盐水。

饲养 30天后乙醚麻醉处死，取肺组织等进行下列检测。

1.5 裸鼠肺组织细胞的遗传学检测

取裸鼠的肺组织研磨制备单个核细胞悬液，进行 G显带

染色体核型分析。单个核细胞加入秋水仙碱，在 37℃培养箱中

培养 48 h，离心 10 min后弃上清液，加入 0.075 滋mol的氯化
钾，吹打均匀，37℃培养箱中 10 min，以甲醛冰醋酸固定液(3:1)

固定 3次，离心弃上清液后滴片，染色老化，光镜下观察是否有

核分裂像，每个细胞分析 20个分裂期细胞，异常核型按《人类

细胞遗传国际命名体制[ISCN(1995)]》描述。将剩余的备单个核

细胞悬液，储存于 -200℃冰箱保存，以供于 PML/RARa融合基

因的 FISH检测。

1.6 裸鼠肺组织学

全部裸鼠肺组织标本用 10%甲醛固定，行石蜡包埋、切片

(厚度 2 滋m)和 HE染色，显微镜下观察是否有分化的 NB4细

胞浸润裸鼠肺组织。

1.7 裸鼠肺的电子显微镜标本的制作

1.7.1 标本的收集、固定和保存 将裸鼠肺组织块用 3%戊二

醛固定，4℃冰箱保存，收齐后制作电镜标本。

1.7.2 电镜标本的制作和观察 将电镜标本依次进行固定

(2.5%的戊二醛 2 小时前固定，1.0%的四氧化俄 2 小时后固

定)、脱水(逐级酒精脱水)、渗透和包埋(进口环氧树脂包埋)、超

薄切片(半薄切片光学显微镜定位，超薄切片机切片)、染色(醋

酸铀、硝酸铅、双重染色)、电镜观察(投射电镜仪观察)。

1.8 裸鼠肺组织细胞 PML/RARa融合基因 mRNA的 RT-PCR

检测

按文献[6]采用 RT-PCR方法检测裸鼠肺组织的 PML/RARa

融合基因的 mRNA表达。

1.8.1 提取总 RNA 无菌取肺组织 100 mg在液氮中磨碎，加

入已盛放 1 mL TRIzol的离心管中，12000× g离心 5分钟弃沉

淀，上清加入氯仿 0.2 mL混匀充分震荡后，室温静置 2-3分钟

以沉淀 DNA和蛋白质，4℃ 12000× g离心 15分钟，取上清液加

入 0.5 mL异丙醇，室温静置 10分钟以沉淀 RNA，4℃ 10000× g

离心 10分钟，弃上清液保留白色沉淀，加入用 DEPC水配制的

75%乙醇 1 mL震荡摇匀，充分洗涤沉淀，去除有机溶剂和盐

类，4℃ 7000× g离心 5分钟，弃上清，将 RNA倒置于滤纸上，

室温晾干 30-60分钟，待乙醇挥发干净。用高压 DEPC水 10 滋L
溶解 RNA。取上述产物 2滋L稀释至 200 滋L，测 OD值，10.0 OD

值相当于 40 滋g/mL单链 RNA。

1.8.2 引物设计 其引物序列为 PML/RARa正义链5'-AAGTG-

AGGTCTTCCTGCCCAA-3'，正义链 5'-CGCTGGGCACTAT-

CTCTTCAGA-3'；B-Action 正 义 链 5'-AGCGAGCATCCCC

CAAAGTTT-3' 反义链5'-GGGCACGAGGGCTCATCATT-3'。

1.8.3 PML/RARa 融合基因 mRNA 的 RT-PCR 检测 RNA

的逆转录体系：20 滋L 的反应体系，模板 RNA 含量 -1 滋g；
dNTP-8 滋L；5 × buffer-4 滋L；RNase Inhibitor-0.5 滋L； 引物
(25pmol)-2 滋L；AMV(逆转录酶)-2 滋L。室温 10分钟 -42℃ 1小
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时 -冰浴 2分钟。逆转录产物置于 4℃备用。

PCR反应体系：5× PCR buffer 2.5 滋L，dNTP 0.75 滋L,引物
各 0.5 滋L，Tag DNA聚合酶 0.15 滋L，cDNA模板 2.0 滋L。

反应条件为：变性 96℃ 60 s；复性 58℃ 60 s；延伸 72℃ 60 s，

40个循环，所取得样品 4℃储存备用。

1.8.4 扩增产物分析 取 10 滋L PCR产物和 2 滋L上样和缓
冲液缓和均匀后点样，在 2%琼脂糖凝胶上进行电泳，电泳结果

排成黑白照片，在凝胶图像扫描仪上扫描，其扩增产物为 244

pb大小的条带即为阳性。

1.8.5 PML/RARa融合基因 mRNA的 RT-PCR检测

1.9 裸鼠肺组织细胞的 PML/RARa融合基因的 FISH检测

按文献[6]采用 RT-PCR方法检测裸鼠肺组织的 PML/RARa

融合基因的 mRNA表达。

1.9.1 PML/RARa 融合基因探针 光谱橘红色直接标记的

PML探针显红色，光谱绿色直接标记的 RARa探针显绿色，均

购买于美国的 Vysis公司。

1.9.2 PML/RARa 融合基因的 FISH 检测 取出剩余储存于

-20℃冰箱保存的单个核细胞悬液，更换新鲜配制的甲醇冰 /醋

酸固(3:1)定液，冰片滴片，气干，标本在室温下静置一夜，在

70%的甲酰胺 /2× SSC的变性液中 72℃变性 2 min，乙醇脱水

(70%、85%、100%) 室温下各 2 min每张片子加 10 滋L探针液，
加上盖玻片，橡胶胶水封片，75℃变性 2 min，37℃湿盒杂交

16-20 h后洗片，0.4× SSC (pH 7.0) 72 ℃ 2 min，2× SSC/0.05，

Tween-20℃室温下 30 s，空气中晾干。杂交结果经荧光显微镜

(Olympus BX51)下分析荧光信号，用全自动数码照相机(Nikon

coolpix 995)照相。

1.10 统计学分析

所以数据均采用 SPSS18.0统计学软件处理，计数资料用

率(%)来表示，两组间数据比较用× 2 检验；剂量资料用均数

(x± s)标准差表示，两组间数据比较采用 t检验，以 P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 ATRA诱导分化的 NB4细胞的获取和鉴定

2.1.1 ATRA诱导分化后的 NB4 细胞形态学变化 经过 A-

TRA诱导培养后 48 h，实验组 NB4细胞开始现分化(29.10%)，

72 h后分化最为显著(89.60%)，而对照组 NB4细胞未见明显分

化(9.80%)，与 ATRA组比较差异有统计学意义(P<0.01)。分化

的 NB4细胞表现为细胞核及核浆比例变小，出现明显的核凹

陷、甚至出现和分叶(见图 1见和图 2)。

Note: Compared with the control group, *P<0.01.

表 1 ATRA诱导 NB4细胞后细胞形态分化率(%)

Table 1 The differentiation rate of NB4 induced by ATRA(%)

图 1 对照组 NB4细胞形态(未加 ATRA诱导培养)(放大率，× 1000)

Fig.1 The morphology of NB4 in the control group

(magnification, × 1000)

图 2 实验组 ATRA诱分化后的 NB4细胞形态(放大率，× 1000)

Fig.2 The morphology of NB4 induced by ATRA in the testing group

(magnification, × 1000)

2.1.2 ATRA 诱导分化的 NB4 细胞的 NBT 还原率 由表 2

可知，经过 ATRA诱导培养 48 h后，实验组 NB4细胞 NBT还

原率增高(23.10%)，72 h后达高峰(39.60%)，而对照组 NB4 细

胞 NBT还原率未见明显变化(7.80%)，组间差异有统计学意义

(P<0.05)。

2.1.3 ATRA诱导分化后的 NB4细胞获取和鉴定 如表 1和

表 2、图 2和图 3所示，经过 0.5 滋mol/L ATRA 诱导培养 72 h

后，NB4细胞分化最为明显。因此，我们将 0.5 滋mol/L ATRA诱

导培养 72 h后的 NB4细胞作为 ATRA诱导分化后的 NB4细

胞，用于接种经过预处理的裸鼠以建立浸润裸鼠肺模型。

2.2 裸鼠肺组织学结果

实验组裸鼠肺组织可明显见到分化后的 NB4细胞浸润，

对照组肺未见分化后的 NB4细胞浸润(见图 3和图 4)。组织学

水平实验结果显示 ATRA诱导分化后的 NB4细胞已经浸润到

了裸鼠肺组织。

2.3 裸鼠肺的超微结构

Groups n 24 h 48 h 72 h

Control Group 8 7.6 7.9 9.8

ATRA Group 8 8.9 29.1 89.6
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实验组可见到分化后的 NB4细胞浸润肺，对照组肺未见

分化后的 NB4 细胞浸润 (见图 6 和图 7)，以上结果也提示

ATRA诱导分化后的 NB4细胞已经浸润到裸鼠肺组织。

Groups n 24 h 48 h 72 h

Control Group 8 6.8 7.5 7.8

ATRA Group 8 8.3 23.1 39.6

Note: Compared with the control group, #P<0.05.

表 2 ATRA诱导的 NB4细胞 NBT的还原率(%)

Table 2 The NBT rate of NB4cell induced by ATRA(%)

图 3 实验组裸鼠肺组织 HE染色 (放大率,× 400)

Fig.3 The HE staining in nude mice lung tissue of the testing group

(magnification, × 400)

2.4 裸鼠肺组织的遗传学

将裸鼠肺组织制备的单个核细胞进行 G显带染色体核型

分析，实验组裸鼠肺组织染色体核型分析均为亚四倍体，均可

见到特异性的 t(15；17)染色体移位，与 NB4细胞株特征性的核

型基本一致(见图 7)，诱导分化后的 NB4细胞仍然具有 NB4细

胞的细胞遗传学特征。结果从细胞遗传学水平说明，ATRA诱

导分化后的 NB4细胞已经浸润到了裸鼠肺组织。

2.5 裸鼠肺组织细胞 PML/RARa融合基因 mRNA的 RT-PCR

检测结果

将裸鼠肺组织细胞用 RT-PCR 方法扩增得到的产物，在

2.0%琼脂糖凝胶上进行电泳，结果如图 .8 所示，实验组在

244pb大小左右均出现了 DNA条带, 与预期的片段大小一致，

说明 PML/RARa融合基因在实验组裸鼠肺组织已经被扩增出

来，在实验组裸鼠肺组织已经有 PML/RARa融合基因的 mR-

NA转录本的表达；而对照组为阴性，裸鼠肺组织未见

PML/RARa融合基因 mRNA转录本的表达，从而在分子生物

学水平提示模型建立成功。

2.6 裸鼠肺组织细胞 PML/RARa融合基因 FISH检测结果

PML基因探针标记为橘红色荧光信号，RARa基因探针标

记为绿色荧光信号，PLM-RARa融合基因探针标记为黄色荧光

信号或橘红色和绿色重叠荧光信号。正常的间期细胞

(PLM-RARa融合基因为阴性的)FISH检测的结果为在同一个

细胞内有 2个橘红色的荧光杂交信号和 2个绿色的荧光杂交

信号，而 PLM-RARa融合基因(为 NB4和 APL细胞所特有的)

阳性的异常间期细胞显示为同一个细胞内有黄色荧光杂交信

号或橘红色和绿色重叠荧光杂交信号。把裸鼠肺组织细胞经过

图 4 对照组鼠肺组织 HE染色(放大率,× 400)

Fig.4 The HE staining in nude mice lung tissue of the control group

(magnification, × 1000)

图 5 对照组鼠肺组织投射电镜(放大率, × 2000)

Fig.5 Lung tissue of nude mice by electronic microscopy in the control

group (magnification, × 2000)

图 6 实验组鼠肺组织投射电镜(放大率,× 2000)

Fig.6 Lung tissue of nude mice by electronic microscopy in the testing

group (magnification, × 2000)
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图 9 实验组裸鼠肺组织 PML/RARa融合基因的表达

Fig.9 Expression of PML/RARa by FISH in lung tissue of testing group

图 10 对照组裸鼠肺组织 PML/RARa融合基因的表达

Fig.10 Expression of PML/RARa by FISH in lung tissue of control group

图 7 含有 t(15；17)移位的裸鼠肺组织细胞的染色体核型

Fig.7 Chromosome karyotype of lung tissue by G banding in the testing

group

图 8 实验组 PML/RARa融合基因 mRNA的表达，而对照组为阴性

Fig.8 Expression of PML/RARa mRNA by TR-PCR in Lung tissue of

each group

lane 1和 lane5为Maker,lane3和 lane4为 Testing clonal gene, lane 2为

Polyclonal control gegn

变性、与 PML基因探针和 RARa基因探针杂交、封片，上荧光

显微镜分析荧光杂交信号，用全自动数码照相机照相，结果(见

图 9、图.10)显示实验组均检测到了黄色的荧光杂交信号或橘

红色和绿色重叠荧光杂交信号，说明实验组裸鼠肺组织已经有

了PML/RARa融合基因的表达；而在对照组未检测到了黄色的

荧光杂交信号,而检测到了 2个橘红色的荧光杂交信号和 2个

绿色的荧光杂交信号，说明对照组裸鼠肺组织未见 PML/RARa

融合基因的表达。以上结果表明应用 ATRA 诱导分化后的

NB4细胞地浸润到了裸鼠肺组织。

3 讨论

蒽环类化疗药物联合或序贯 ATRA和或 ATO治疗方案

的成功应用彻底改变了 APL的临床预后，使其从预后最为凶

险、死亡率最高的急性白血病类型一跃变为预后最好、治愈率

最高亚型 [1-3]。ATRA或 ATO联合蒽环类药物的治疗方案使

APL的完全缓解率和五年无病生存率显著提高。然而，由于

ATRA或 ATO诱导分化治疗过程中引起的、以呼吸衰竭为特

征的诱导分化综合征(DS)导致的早期死亡和高危患者晚期髓

内或髓外的复发是导致 APL治疗失败和影响预后的两个主要

因素[5,7-9]。

目前，关于 DS发生机制的研究还不十分明确，可能与下

列因素有关：1)粘附分子与 DS：中性粒细胞的抗炎作用依赖于

中性粒细胞的移行、迁袭、粘附和吞噬功能，而中性粒细胞分泌

的粘附分子与血管内皮细胞的相互作用又是其移行、迁袭、粘

附的重要的生理基础。粘附分子受体 CD11b主要分泌于各阶

段中性粒细胞表面，它既是粒细胞分化的重要标志，同时也是

粒细胞发挥其的移行、迁袭、粘附和吞噬功能基础。有研究表明

APL患者受体 CD11b的表达与 DS发病有关 [10]，早期的 APL

细胞受体 CD11b表达阴性，随着诱导分化治疗后早幼粒细胞

的逐渐分化、成熟，分化的早幼粒细胞 CD11b表达逐渐上调，

其分泌的速度和 DS临床进展速度一致，最后出现了以严重通

气功能障碍为主要表现的急性呼吸窘迫综合征，推测可能与诱

导分化治疗过程中分泌大量的 CD11b招致分化的早幼粒细胞

阻滞于肺泡组织有关。细胞间粘附分子(ICAM-1)也是调节中性

粒细胞的移行、迁袭、粘附和吞噬功能的重要分子。还有研究表
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明[11]，ATRA可以诱导 APL和 NB4细胞分泌 ICAM-1分子，导

致分化的早幼粒细胞阻滞于肺泡组织，引起分化综合征。也

有研究提示[12]，ATRA诱导 APL细胞 ICAM-1分子表达增加，而

ICAM-1分子又促使炎症细胞因子大量分泌引起肺毛细血管内

皮细胞通透性增强、血细胞渗透到肺泡组织，促进了分化综合

征的发生。2)炎症细胞因子与 DS：有研究揭示[13]，维甲酸综合征

患者诱导治疗后患者白介素 -1、白介素 -6、白介素 -8、肿瘤坏

死因子 -a、干扰素和集落刺激因子等炎症细胞因子分泌大量增

加，与诱导分化治疗过程出现的急性呼吸窘迫综合征发生机制

有关。其中，分泌的肿瘤坏死因子、白介素 -1、白介素 -6和干扰

素等炎症细胞因子风暴，可以引起高热、低血压和肺毛细血管

渗出和急性呼吸窘迫综合征；而大量分泌的粒细胞集落刺激因

子又会加重患者分化后的早幼粒细胞阻滞、浸润于肺泡组织，

加重分化综合征。3)趋化因子与 DS：最新的研究显示[14]ATRA

诱导分化治疗可以促使 APL细胞和肺上皮细胞分泌大量的

CCL2、CCR1、CCR2、CCR3、CXCR1、CXCR2、CXCR4、CXCL 8

和 CXCL12等细胞趋化因子，细胞趋化因子会导致 APL细胞

和分化的 APL细胞在患者肺泡大量集聚而引起维甲酸症的发

生。我们的前期体外研究表明[15]ATRA诱导 NB4和 APL细胞

分泌大量的 CXCR4与人体的肺组织的 SDF-a衍生因子相互

作用，使诱导分化后的 APL和 NB4细胞在人体肺组织广泛浸

润。然而，目前的文献报道多为体外研究，缺少能更好地反映分

化综合征发生机制的体内、整体动物实验研究。

由于 BALB/c-nu裸鼠的 8号染色体上 nu纯合基因突变，

使其具有先天性无胸腺、先天性缺乏 T细胞免疫功，是目前建

立实体肿瘤和白血病体内模型的理想动物之一[16,17]。因此，我们

选择了 BALB/c-nu裸鼠作为全反式维甲酸(ATRA)诱导分化的

NB4细胞肺浸润模型的体内实验动物。虽然 BALB/c-nu裸鼠

具有先天性缺乏 T细胞免疫能力，但其仍然具有 B细胞和 NK

细胞免疫活性[18]，对肿瘤细胞和白血病细胞具有敏感性的和天

然的杀伤活性进而影响白血病细胞株的种植和建立模型的成

功性。而环磷酰胺作为一种细胞毒性化疗药物，对 NK细胞、B

细胞和 T细胞均有广泛的杀伤作用，将其作为建立诱导分化的

NB4细胞浸润裸鼠肺模型的预处理方案可能进一步抑制裸鼠

的全面免疫系统，又显著提高接种白血病细胞株建立全反式维

甲酸(ATRA)诱导分化的 NB4细胞进而建立浸润肺裸鼠体内

模型的可能性、高效性。本实验通过环磷酰胺对 NK细胞、B细

胞和 T细胞的广泛杀伤作用，作为建立诱导分化的 NB4细胞

浸润裸鼠肺模型的预处理方案以提高建立裸鼠白血病体内模

型的成功性和高效性。

1991年，法国圣.路易医院的 Lanotte教授在实验室建立了

NB4细胞株[19]，其来源于第二次复发的一个 APL患者的骨髓，

是体外研究急性早幼粒细胞白血病的病理机制、疗效和耐药与

否的理想细胞模型。NB4细胞株在细胞遗传学上具有特征性的

t(15；17)的亚四倍体染色体核型和在分子生物学上具有特异性

的 PML/RARa融合基因，是导致 APL发病的分子基础，也是维

甲酸诱导分化和对亚神酸的诱导分化、诱导凋亡等治疗 APL

高度敏感的作用靶点[20]。有研究表明[21]APL的发病的分子基础

是 APL患者机体内的 PML/RARa融合基因表达的 PML/RARa

蛋白增多使患者骨髓的原始粒细胞分化受阻于早幼粒细胞阶

段，导致异常的早幼粒细胞不能向下分化为中幼粒细胞、晚幼

粒细胞至成熟的分叶和杆状叶粒细胞，引起异常的早幼粒细胞

在骨髓异常增生、浸润肺和中枢神经系统等髓外组织而导致急

性早幼粒细胞白血病的发生。

ATRA和 ATO都是通过降解 PML/RARa 融合基因而发

挥其诱导分化和凋亡作用。然而，其降解的途径有所不同，ATRA

是通过 RARa 靶点而 ATO 是作用于靶 点 PML 降解

PML/RARa，从而发挥它们的诱导早幼粒细胞分化和凋亡的机

制[22]。t(15；17)染色体核型和 PML/RARa融合基因，是急性早幼

粒细胞白血病精准诊断、分型和判定疗效及其预后的靶向基

础，不但使 APL的诊断精确到 WHO要求的 MICM(细胞形态

学、免疫学、细胞遗传学和分子生物学分型)分型，而且也是判

定 APL患者是否存在残留病的金标准。NB4细胞株在体外同

样显示出具有白血病对人体组织的的浸润能力和致瘤性。以往

体外研究显示[16,17]经过 ATO或 ATRA诱导分化后的异常 NB4

和 APL细胞仍然保留着 NB4 和 APL细胞 t(15；17)的细胞遗

传学特征，而且其通过 CXCR-4和 SDF-1这一路径增强了对人

体脑组织和肺等组织的粘附和侵袭能力。本实验就是采用 A-

TRA诱导分化的异常 NB4细胞接种经过环磷酰胺注射液预处

理的裸鼠以建立诱导分化的 NB4细胞浸润裸鼠肺模型，为进

一步研究诱导分化综合征的发病机制、预防和治疗提供平台。

为了进一步研究 ATRA和 ATO诱导缓解治疗急性早幼

粒细胞白血病(APL)过程中出现的分化综合征(DS)发生机制，

以降低 APL诱导治疗中的早期死亡率和进一步提高 APL患者

的缓解率和治愈率,我们用全反式维甲酸(ATRA)诱导分化后的

NB4细胞接种经过环磷酰胺注射液预处理的裸鼠并建立了裸

鼠肺浸润模型。首先，获取了 ATRA诱导分化的细胞 NB4。用

处于对数生长期的 NB4于 37℃、5% CO2饱和湿度的培养箱中

培养，每 24 h、48 h和 72 h观察细胞分化的结果。结果显示经

过 0.5 滋mol/L的 ATRA诱导培养 48 h后 NB4细胞开始出现

分化，72 h后 NB4细胞分化最为明显，表现为 NB4细胞 NBT

还原率明显增高和细胞核及核浆比例明显变小，核凹陷明显、

甚至出现核分叶。

我们前期[23-25]用经过 0.5 滋mol/L的 ATRA诱导分化培养

后的 NB4细胞和 APL细胞已经成功地建立了分化的 NB4细

胞和分化的 APL细胞浸润人体肺组织的体外模型。因此，本研

究把经 0.5 滋mol/L的 ATRA诱导培养 72 h后的 NB4细胞作

为 ATRA诱导分化的 NB4细胞目标细胞，用于接种经过预处

理的裸鼠以建立浸润裸鼠肺模型。然后，再用上述培养获取的

ATRA诱导分化的细胞 NB4 接种经过环磷酰胺预处理的裸

鼠。虽然，由于 BALK/c-nu裸鼠天然缺乏 T细胞免疫功而成为

建立白血病体内模型的理想动物[16,17]，但由于仍然保留天然的

B细胞和 NK细胞免疫能力[18]，可能会降低建立模型的成功性。

因此，我们用环磷酰胺作为预处理方案裸鼠以希望进一步提高

建立分化的 NB4细胞浸润裸鼠肺模型成功性。研究结果表明

用环磷酰胺作为预处理方案建立诱导分化的 NB4细胞浸润裸

鼠肺模型确实取得了成功。首先，把在 SFP层流柜中饲养 30天

后的实验组和对照组裸鼠乙醚麻醉处死，然后，取肺组织分别

进行组织学、超微结构、特异的染色体核型、标志性的融合基因

检测。组织学结果显示，实验组裸鼠肺组织可明显见到分化后
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的 NB4细胞浸润，对照组肺未见分化后的 NB4细胞浸润。组

织学水平结果表明 ATRA诱导分化后的 NB4细胞已经浸润到

了裸鼠肺组织。同时，电子显微镜的检测结果显示实验组可见

到分化后的 NB4细胞浸润肺，对照组肺未见分化后的 NB4细

胞浸润，这从超微结构角度又进一步证实了 ATRA诱导分化

后的 NB4细胞浸润到了裸鼠肺组织。

接下来，我们进行了裸鼠肺组织单个核细胞细胞遗传学的

检测。G显带结果显示实验组裸鼠肺组织的单个核细胞染色体

核型分析均为亚四倍体，并且含有 NB4细胞和诱导分化后的

NB4细胞所特有的细胞遗传学特征，特异性的 t(15；17)染色体

移位。这从比较特异的细胞遗传学水平证实 ATRA诱导分化

后的 NB4细胞已经浸润到了裸鼠肺组织。最后，采用 RT-PCR

方法和目前最灵敏、最特异、最直观的 FISH新技术分别检测了

裸鼠肺组织的 PML/RARa 融合基因 mRNA 转录本和

PML/RARa融合基因的表达。发现实验组裸鼠肺组织检测到了

诱导分化的 NB4 细胞所特有的 PML/RARa 融合基因 mRNA

转录本和 PML/RARa融合基因，而对照组均为阴性。以上结果

均表明我们已经建立了比较接近 ATRA诱导分化治疗 APL过

程并发的、引起 APL早期死亡的 DS的诱导分化 NB4细胞浸

润裸鼠肺的体内动物模型。

综上所述，ATRA诱导分化的 NB4浸润裸鼠肺体内模型

的建立，可能为 APL诱导分化治疗过程中并发的 DS发生病理

机制、临床防治，特别是对可能作为 APL治疗新的靶点 micro

RNA的研究[27,28]提供新的研究基础。
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