
!论
!!

著!

B,])

)

!

对白血病
f,)!

细胞株
,57!

表达的影响

李
!

哲!潘
!

静

"辽宁医学院附属第一医院血液科!辽宁锦州
!"!$$$

%

!!

摘
!

要"目的
!

证明在白血病
f,)!

细胞株中存在
B,])

)

信号通路对
,57

的调控作用&方法
!

"

!

%用
$#!

(

!

(

!$3

8

'

:;B,])

)

!

分别作用于
f,)!

细胞!时间分别为
&

(

!"

(

"AC

&处理结束后收集细胞!提取
:W_+

!检测
,57!

的表达&"

"

%

93

8

'

:;B,])

)

!

(

93

8

'

:;B,])

)

!

联合
9

!

:65'P'%

分别作用于
f,)!

细胞
"AC

&处理结束后收集细胞!提取
:W_+

!检测
,57!

的表达&结果
!

"

!

%

!

$

!$3

8

'

:;B,])

)

!

分别作用于
f,)!

细胞
&

(

!"

(

"AC

!从
!"C

起并至少持续至
"AC

!其
,57!

的
:W_+

表达较对照组明显减

少$"

"

%

93

8

'

:;B,])

)

!

(

93

8

'

:;B,])

)

!

联合
9

!

:65'P'%

分别作用于
f,)!

细胞
"AC

!其
,57!

的
:W_+

表达与对照组比较#

9

3

8

'

:;B,])

)

!

组较对照组降低!而
93

8

'

:;B,])

)

!

联合
9

!

:65'P'%

组较对照组明显增高&结论
!

应用
B,])

)

!

可以降低
f,)!

细

胞
,57!

的表达!

B,])

)

!

降低
f,)!

细胞细胞
,57!

的表达是通过
B,])

)

'

':E<%

途径介导的!可被
'P'%

所抑制!不依赖于
*1JC

'

':6

途

径&

关键词"

f,)!

细胞$

B,])

)

!

$

'P'%

$

,57!

<67

!

!$#%=&=

"

>

#7003#!&?!)@%A@#"$!"#"$#$$A

文献标识码"

+

文章编号"

!&?!)@%A@

"

"$!"

%

"$)"$!@)$%

!""#$%&"HEP4

!

!

&,E(/!#L

5

.#33/&,/,>E4!$#(((/,#

9$01"

#

?%&#$&

)

$

-"

@

%/4="&4.

8

!"=%4.7.

)3

#

41"A$/*4!.*

@

$4%7

#

9$%.&$&

)

("C$:%76.77"

)

"

#

#$&P1.,

#

9$%.&$&

)

!"!$$$

#

61$&%

&

603%.+$%

!

70

8

#$%/9#

!

B6

D

26I/1CE11C/2/OE0J26001E5M4/1O//3LC07

8

3E573

8D

E1COE

F

E3<B,])

)

07

8

3E573

8D

E1COE

F

73f,)!

J/550573/#:#%-&23

!

$

!

&

f,)!J/550O/2/12/E1/<O71C$#!3

8

"

:;

#

!3

8

"

:;

#

E3<!$3

8

"

:;B,])

)

!

G62&C

#

!"C

#

E3<"AC2/0

D

/J)

17I/5

F

#K/550O/2/J655/J1/<EG1/2017:H5E1763#B61E5:W_+OE0/N12EJ1/<#,57!/N

D

2/00763OE0</1/J1/<4

F

2/E5)17:/*KW#

$

"

&

f,)!

J/550O/2/12/E1/<O71C93

8

"

:;B,])

)

!

E3<93

8

"

:;B,])

)

!

i9

!

:65'P'%2/0

D

/J17I/5

F

G62"AC#K/550O/2/J655/J1/<EG1/2017:H)

5E1763#B61E5:W_+OE0/N12EJ1/<#,57!/N

D

2/00763OE0</1/J1/<#;#3<(%3

!

$

!

&

.C/3!)!$3

8

"

:;B,])

)

!

EJ1/<631C/f,)!J/550

2/0

D

/J17I/5

F

G62&C

#

!"CE3<"AC

#

07

8

37G7JE312/<HJ17636G,57!:W_+732/0

D

630/16B,])

)

!

OE0640/2I/<73f,)!J/550

#

/:/2

8

73

8

E1!"CE3<5E0173

8

E15/E01"AC

#

56O/21CE31CE16G1C/J631265

8

26H

D

#

$

"

&

.C/393

8

"

:;B,])

)

!

E3<93

8

"

:;B,])

)

!

i9

!

:65

'P'%EJ1/<631C/f,)!J/5502/0

D

/J17I/5

F

G62"AC2/0

D

/J17I/5

F

#

,57!/N

D

2/007636G:W_+6GJ631265

8

26H

D

OE0C7

8

C/21CE31CE16G

B,])

)

!8

26H

D

#

OC75/:HJC56O/21CE31CE16GB,])

)

!

i'P'%

8

26H

D

#=&,$(<3/&,

!

B,])

)

!

07

8

37G7JE315

F

</J2/E0/<,57!/N

D

2/0076373f,)!

J/550#,57!73<HJ176373f,)!J/5504

F

B,])

)

!

OE0E':E<%)</

D

/3</31:E33/2#BC70/GG/J1OE073</

D

/3</31G26:1C/*1JC

"

':6EN70#

>#

)

?&.23

!

f,)!J/55

%

B,])

)

!

%

'P'%

%

,57!

!!

L/<

8

/C6

8

$

LL

&信号通路在组织的损伤与修复中可以促

使正常干细胞自我更新#因其过度激活可诱使正常干细胞向肿

瘤干细胞转化#并最终导致肿瘤的发生'

!

(

#近年来备受关注)

最近的研究认为#

LL

信号通路是白血病干细胞所需的功能性

通路#这一通路的失活将阻碍白血病的进展'

"

(

)

,57

是
LL

信号通路的最后效应阶段#一直以来
,57

都作

为
LL

通路的下游基因参与肿瘤发生)最近关于
,57

非经典

激活机制的研究表明#

,57

分子可能是几种信号通路所共同整

合交织的平台#多种机制可以调控
,57

的活性'

%

(

)最近研究表

明#在正常成纤维细胞和角质形成细胞以及多种肿瘤细胞系#

,57

不仅受
LL

"

':6

信号的调控#也受其他途径的调控#比如

B,])

)

信号转导通路#这种调控是独立于
*1JC

"

':6

途径

的'

A

(

)

B,])

)

作为非常重要的肿瘤抑制因子#对多种恶性肿瘤

细胞的增生有明显的抑制作用)

È:/0

等'

9

(研究证实#

B,])

)

对白血病细胞的增生具有抑制作用#可以诱导白血病细胞分化

成熟#而在急性白血病患者中
B,])

)

水平降低#促使肿瘤细胞

过度增生#对急性白血病的发生起促进作用)

为了寻找白血病治疗的新的靶点#笔者假设在白血病中同

样存在有
B,])

)

信号通路对
,57

的调控#进行了
B,])

)

!

对

f,)!

细胞
,57!

表达影响的研究#现报道如下)

@

!

材料与方法

@#@

!

材料
!

f,)!

细胞由中国医学科学院血液研究所惠赠)

细胞培养应用
"$U

胎牛血清的
PX(X

培养基#培养环境为

9U KY

"

*

%?V

恒温培养箱中培养)

@#A

!

仪器与试剂
!

重组人细胞因子
B,])

)

!

$

*/

D

26B/JC

&%

'P'%

$

X/2JMK6:

D

E3

F

&%

*KW

引物合成$大连宝生物公司&%

WB)*KW

试剂盒$杭州博日科技有限公司&%

W/E5B7:/WB)

*KW

试剂盒$

BEfEWÈ E

D

E3

&%

W6162),/3/&$$$

实时定量
*KW

仪$德国
Q7E

8

/3

公司&%凝胶成像系统$美国
'

F

3

8

/3/

公司&)

@#B

!

方法

@#B#@

!

W/E5B7:/*KW

检测
f,)!

细胞
,57!:W_+

的表达
!

J(_+

合成!所培养的
f,)!

细胞总
W_+

的提取按照
B27a65

W/E

8

/31

说明书进行操作#按逆转录试剂盒$

*26:/

8

E

公司&说

明书进行逆转录合成
J(_+

)反应体系如下!

9[WB

缓冲液

"

!

;

#

<_B*X7N1H2/

$

!$::65

&

!

!

;

#

WE3<6:L/NE:/2*27:/2

$#9

!

;

#

W_E0/73C747162

$

A$ b

"

!

;

&

$#9

!

;

#

+X\ W/I/20/

B2E30J27

D

1E0/$#9

!

;

#实验样品
W_+!

!

;

#

W_E0/]2//L

"

Y

A#9

!

;

#于
"9V

静置
!$:73

#

A9VA9:73

#

=9V9:73

#

AV

9:73

)

W/E5B7:/*KW

反应体系及反应参数!采用
'TZW*2/:7N

@!$"

重庆医学
"$!"

年
?

月第
A!

卷第
"$

期



-NBE

c

BX

f71

$

BEfEWE

公司&进行定量
*KW

#反应体系如下!

'TZW*27:N-NBE

c

!"#9

!

;

#

*KW]62OE2<*27:/2

$

!$

!

:65

&

$#9

!

;

#

*KWW/I/20/*27:/2

$

!$

!

:65

&

$#9

!

;

#

J(_+"

!

;

#

<L

"

Y=#9

!

;

#总体积
"9

!

;

)反应条件如下!

=9V!:73

预变

性
!

次#

=9V!$0

#

&$V%$0

#循环反应
A$

次)待测样品每管

重复
%

次)在
W6162),/3/&$$$

实时定量
*KW

仪$德国
QP+)

,-_

公司&上进行)

*KW

引物的序列#

,57!

$

0/30/9h)KKK

++BK+K++,BK+,,BBKKB)%h

#

E3170/30/9h)KKB+B,

B,++,KKKB +BBB,KK)%h

&#

+Z;

$

0/30/9h)K,+ ,+,

KKB,,KKB+ K++ K++)%h

#

E3170/30/9h)KB+ ,K+ ,KB

K+B+K+KKB,,,+K+)%h

&)采用
K6:

D

E2E17I/(/51E)</51E

K1

法计算
,57!

的表达)

@#B#A

!

*KW

反应判定
f,)!

细胞是否表达
*1JC

和
':6

!

提

取
f,)!

细胞的
:W_+

进行反转录#并应用
*1JC

和
':6

的引

物进行扩增#

*KW

引物的序列#

*1JC

$

0/30/9h)KB,BB,,K+

B+, ,+, B,, +,B BK+ KK)%h

#

E3170/30/9h)KB, KB,

,,KKBK,B+ ,B,KK, ++,K)%h

&#

':6

$

0/30/9h)K+,

++K+BK++,BBK++K+,BBK+,,K)%h

#

E3170/30/9h)

+B+,,B,+,,+KK+K+++KK+++KK+K+KK)%h

&#

反应体系如下!

!$[*KW

缓冲液$含
X

8

"i

&

"#9

!

;

#

<_B*

X7N1H2/

$

!$::65

&

$#9

!

;

#上游特异性引物$

9

!

:65

&

$#9

!

;

#

下游特异性引物$

9

!

:65

&

$#9

!

;

#

BE

c

:7N(_+

D

65

F

:/2E0/

$#9

!

;

#

WB

产物
"#9

!

;

#

<<L

"

Y!@

!

;

#总体积
"9

!

;

)

*KW

反应条件!

=AV%:73

%

=AV%$0

#

9@V%$0

#

?"V&$0

#

%9

循

环%

?"V9:73

)反应结束后#取
!$

!

;

产物进行琼脂糖凝胶

电泳)电泳条件!电流
!&$:+

#电泳
"9:73

后#并通过凝胶图

像分析仪观察是否有相应的
*KW

产物)

@#C

!

统计学处理
!

采用
'*''!%#$

软件进行分析#组间比较

用单因素方差分析#多个样本的均数比较用
;'(

方法)以
?

%

$#$9

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A#@

!

B,])

)

!

对
f,)!

细胞
,57!

表达的影响
!

$#!3

8

"

:;

B,])

)

!

作用于
f,)!

细胞
&

*

!"

*

"AC

后#

W/E5B7:/)*KW

结果

显示
f,)!

细胞的
,57!

表达与对照组相比没有明显变化%而

!3

8

"

:;B,])

)

!

和
!$3

8

"

:;B,])

)

!

分别作用于
f,)!

细胞

&

*

!"

*

"AC

后#

W/E5B7:/)*KW

结果显示#

f,)!

细胞的
,57!

表

达与对照组相比#明显低于对照组%而且随作用时间的延长#作

用更加明显%

!3

8

"

:;B,])

)

!

和
!$3

8

"

:;B,])

)

!

对
f,)!

细胞
,57!

表达的影响没有明显差异#因此#后续实验应用两组

间近似平均浓度
93

8

"

:;B,])

)

!

作用于
f,)!

细胞#见图
!

)

!!

"

!与对照组相比#

?

%

$#$9

)

图
!

!!

不同浓度
B,])

)

!

作用于
f,)!

细胞后不同

时间
,57!

的
:W_+

表达变化

A#A

!

B,])

)

!

*

'P'%

对
f,)!

细胞
,57!

表达影响
!

因
!

$

!$3

8

"

:;B,])

)

!

作用于
f,)!

细胞后可引起
,57!

的表达减

少#且
!3

8

"

:;B,])

)

!

组和
!$3

8

"

:;B,])

)

!

组之间没有明

显差异#故应用其近似平均值
93

8

"

:;B,])

)

!

作用于
f,)!

细胞#

W/E5B7:/)*KW

结果显示#

93

8

"

:;B,])

)

!

作用于
f,)

!

细胞
"AC

#

,57!

的
:W_+

及蛋白表达较对照组明显降低%

./01/234561173

8

结果显示#

93

8

"

:;B,])

)

!

联合
9

!

:65'P'%

作用于
f,)!

细胞
"AC

后#其
,57!

的
:W_+

及蛋白表达较对

照组明显增高#见图
"

)

!!

+

!

B,])

)

!

组
,57!:W_+

表达较对照组降低%

B,])

)

!

联合
'P'%

组
,57!:W_+

表达较对照组明显增高)

"

!

?

%

$#$9

#与空白对照组相

比)

Z

!

B,])

)

!

组
,57!

蛋白表达较对照组降低%

B,])

)

!

联合
'P'%

组

,57!

的蛋白表达较对照组增高)

图
"

!!

B,])

)

!

#

'P'%

对
f,)!

细胞
,57!:W_+

和

蛋白表达的影响

A#B

!

*KW

反应判定
f,)!

细胞是否表达
*1JC

和
':6

!

见

图
%

)

图
%

!!

f,)!

细胞与对照组的白血病患者相比较'均

没有
*1JC

和
':6

基因的表达

B

!

讨
!!

论

LL

基因的作用涉及细胞的增生分化和组织发育)众多

研究表明该通路与包括白血病在内的多种肿瘤性疾病相关#因

此#抑制该通路有可能成为肿瘤预防和治疗的新靶点)

LL

信

号分子首先作用于受体蛋白
*1JC

家族#并激活
':6

#进而促使

,57

转变成催化剂形式#进入细胞核启动下游基因转录)

,57

包

括
%

个同源基因#

,57!

*

,57"

*

,57%

#其中
,57!

起激活作用'

&

(

)

,57

分子本身与肿瘤细胞的发生*发展并没有直接关系#但直接

调控肿瘤细胞增殖*分化*转移的分子基因转录水平则受到

LL

信号通路调控#可能是该通路导致肿瘤的关键因素)

在造血系统中#

LL

的家庭成员在体外和体内的干或$祖&

细胞扩增中起重要的调节作用)在一些白血病细胞系中对

LL

信号的成分进行检测#如
*1JC

和
':6

可在
H̀2ME1

细胞中

表达'

?

(

#

,57!

可在
L;)&$

细胞和
f,)!

细胞中表达#

,57"

在

f,)!

细胞和
L;)&$

细胞中表达'

@

(

)类似于
LL

信号通路#

B,])

)

在炎症*组织修复*血管生成和调节细胞生长和分化等

复杂过程中发挥了重要作用#其中
B,])

)

!

生物活性最为强#

在造血调控方面起重要作用'

=

(

)

虽然有许多的研究表明#

LL

通路的异常活化在许多恶性

肿瘤里存在#但在结肠癌细胞系的研究却发现很多
LL

通路

=!$"
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的关键分子并没有检测到表达#表明在结肠癌细胞系中没有

LL

通路普遍激活'

!$

(

)这表明
LL

通路所激活的一些靶基因

可能同样被其他通路所调控)最近的研究表明#

B,])

)

通路可

以调控
,57

的功能'

!!

(

#也就是说存在由
B,])

)

通路调控的

LL

信号传导通路的非经典调控途径)为了证明在白血病中

同样存在由
B,])

)

通路介导的
LL

通路的调控#笔者进行了

目前的研究)

本研究选取的
f,)!

细胞株属于急性髓系白血病细胞#有

研究表明在这种白血病细胞上存在
LL

信号转导通路中
*1JC

和
':6

分子的缺失#而
,57

则有表达'

!"

(

)对于这类细胞传统

的阻断
LL

通路的做法将不起作用#但是因为存在
,57

的表

达#因此#阻断
,57

的表达将可能成为治疗急性白血病的方法

之一)对于阻断
,57

的表达#特异性的
07W_+

可以起作用#但

是对于白血病细胞#

07W_+

干扰往往比较困难)本研究应用

B,])

)

!

成功地减少了
f,)!

细胞
,57!

的表达)本研究结果显

示#

!

$

!$3

8

"

:;B,])

)

!

作用于
f,)!

细胞后的
"AC

内#

,57!

的表达较对照组明显减少#且较少程度随作用时间的延长而显

著#但是
!3

8

"

:;B,])

)

!

组和
!$3

8

"

:;B,])

)

!

组之间没有

明显差异)分析
B,])

)

!

降低
f,)!

细胞的
,57!

表达的机制#

B,])

)

!

下游的信号是
':E<"

和
':E<%

)对于成人#

':E<%

是

B,])

)

!

最主要依赖的下游信号#而
':E<"

则在胚胎发育形成

时发挥关键作用'

!%

(

)因此#本研究应用
'P'%

'

!A

(

#一种特异性

的
':E<%

的阻断剂#来阻断
B,])

)

!

的作用并观察效果#结果

表明
'P'%

可以有效阻断
B,])

)

!

引起的
,57!

的表达降低)因

为
f,)!

细胞不表达
*1JC

和
':6

'

!"

(

#这一点在本研究中已经

验证#所以
B,])

)

!

降低
f,)!

细胞
,57!

的表达#是不依赖于

*1JC

"

':6

这一途径的#而是依赖于
':E<%

途径的)

综上所述#本研究应用
B,])

)

!

可以降低
f,)!

细胞的

,57!

的表达#其作用机制不依赖于
*1JC

"

':6

这一途径的#而

是依赖于
':E<%

途径的%提示可以应用
B,])

)

!

#并通过

':E<%

途径调控
,57!

基因#作用于其下游与细胞增殖分化有

关的基因#进而对白血病起到治疗的作用)
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