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格列卫对Ｋ５６２细胞中ｍｉＲ１４６ａ、ｍｉＲ２９ｂ及３种甲基化酶表达的影响
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　　摘　要：目的　观察ＢＣＲ／ＡＢＬ抑制剂格列卫作用后Ｋ５６２细胞中ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ）１４６ａ及ｍｉＲ２９ｂ的表达水平变化及ＤＮ

ＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ、ＤＮＭＴ３ｂ３种甲基化酶水平的改变。方法　ＭＴＴ法检测格列卫作用于Ｋ５６２细胞时的ＩＣ５０浓度。通过茎环引

物法及荧光定量ＰＣＲ的方法检测ｍｉＲＮＡｓ以及甲基化酶基因的水平。结果　格列卫作用于 Ｋ５６２细胞时的ＩＣ５０浓度为４０．８５

μｍｏｌ／Ｌ。格列卫作用后ｍｉＲ２９ｂ表达出现了上升的趋势而３种甲基化酶基因表达水平均有所降低，ｍｉＲ１４６ａ的水平显著升高

（犘＜０．０５）。结论　格列卫能影响Ｋ５６２细胞中ｍｉＲ１４６ａ、ｍｉＲ２９ｂ和３种甲基化酶的表达水平。
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　　慢性粒细胞白血病（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）是造

血干细胞水平发生的获得性恶性血液肿瘤。染色体异位ｔ（９；

２２）（ｑ３４；ｑ１１）形成ＢＣＲ／ＡＢＬ融合基因，其编码的特异性融合

蛋白ＢＣＲ／ＡＢＬ具有强烈酪氨酸激酶活性，异常调控多种生物

学行为，引发宿主细胞恶性转化。ＢＣＲ／ＡＢＬ调节的主要信号

通路有ＮＦκＢ、ＳＴＡＴｓ、ＰＩ３Ｋ、ＲＡＳＭＡＰＫ等。ＮＦκＢ二聚体

对靶启动子的结合启动了多种免疫调节基因的转录激活。

通过抑制ＢＣＲ／ＡＢＬ融合蛋白的活性，进而逆转其下游信

号通路来治疗 ＣＭＬ已有数年的历史，其中最有代表性的

ＢＣＲ／ＡＢＬ抑制剂就是格列卫。格列卫是特异性的ＢＣＲ／ＡＢＬ

酪氨酸激酶抑制剂。用格列卫抑制ＣＭＬ细胞的ＢＣＲ／ＡＢＬ活

性会抑制ＮＦκＢ的转录活性
［１］，受 ＮＦκＢ调控的基因表达也

将受到抑制［２］。

Ｓｔａｒｃｚｙｎｏｗｓｋｉ等
［３］研究了急性白血病细胞系 ＨＬ６０细胞

中ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ）１４６ａ的表达情况，发现 ＨＬ６０细胞在用

５ａｚａ处理后，ｍｉＲ１４５及ｍｉＲ１４６ａ的水平呈３倍以上的升高。

但对于ＣＭＬ细胞中ｍｉＲ１４６ａ表达情况的研究尚未见报道。

本研究目的是观察格列卫作用后，ＮＦκＢ的下游靶基因

ｍｉＲ１４６ａ的表达情况，检测能够抑制甲基化酶表达的ｍｉＲ２９ｂ

水平的变化，并且检测３种甲基化酶基因的表达水平，为分析

ｍｉＲ１４６ａ的调控机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　胎牛血清（ＦＢＳ）购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司，台盼蓝、

ＭＴＴ试剂分别为ＢＢＩ公司及上海生工产品。格列卫（１００ｍｇ

相对分子质量５８９．７）为瑞士诺华公司产品。Ｔｒｉｚｏｌ试剂购于

东盛生物公司，ＢｉｏＲａｄＳｓｏｆａｓｔＥｖａＧｒｅｅｎＰＣＲｋｉｔ购于美国

ＢｉｏＲａｄ公司，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ逆转录 ＰＣＲ试剂盒购于法国 Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓ公司，Ｕ６、ｍｉＲ１４６ａ、ｍｉＲ２９ｂ逆转录及正、反向引物为

广州锐博公司产品，ＤＮＭＴｓ引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，

ＧｏｌｄＶｉｅｗ核酸染料为赛百胜公司产品。所用的３种甲基化酶

（ＤＮＭＴｓ）引物序列如下，ＤＮＭＴ１上游：５′ＧＡＧＧＡＡＧＣＴ

ＧＣＴＡＡＧＧＡＣＴＡＧＴＴＣ３′，下游：５′ＡＣＴＣＣＡＣＡＡＴＴＴ

ＧＡＴＣＡＣＴＡＡＡＴＣ３′，产物大小：１９０ｂｐ；ＤＮＭＴ３ａ上游：

５′ＣＡＧＣＴＴＣＣＡＣＧＴＴＧＣＣＴＴＣＴ３′，下游：５′ＣＡＴＣＴＧ

ＣＡＡＧＣＴＧＴＣＴＣＣＣＴＴＴ３′，产物大小：６６ｂｐ；ＤＮＭＴ３ｂ

上游：５′ＴＡＣＡＣＡＧＡＣＧＴＧＴＣＣＡＡＣＡＴＧＧＧＣ３′，下

游：５′ＧＧＡＴＧＣＣＴＴＣＡＧＧＡＡＴＣＡＣＡＣＣＴＣ３′，产物大

小２００ｂｐ。
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１．２　Ｋ５６２细胞培养及格列卫ＩＣ５０确定

１．２．１　Ｋ５６２细胞培养　使用含１０％胎牛血清（使用前于５６

℃恒温水浴箱中放置３０ｍｉｎ以灭活补体）的ＲＰＭＩ１６４０培养

基，细胞置于３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱中，适时换液及传代，

取对数生长期的细胞进行实验。

１．２．２　格列卫配置　母液Ａ，浓度为１０ｍｍｏｌ／ｍＬ；母液Ｂ，浓

度为３．３３μｍｏｌ／ｍＬ；母液Ｃ，浓度为５００μｍｏｌ／Ｌ。

１．２．３　４％的台盼蓝母液配置　１ｇ台盼蓝，加入少量蒸馏水

研磨，加０．９％ＮａＣｌ至２５ｍＬ，用滤纸过滤，４℃保存。染色

时，将２μＬ染液及１８μＬ细胞悬液混合，充入计数池，立即于

显微镜下计数，计算细胞抑制率（％）＝死细胞数／细胞总数×

１００％。

１．２．４　配置５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ试剂　使用时于１８０μＬ细胞培

养体系中加入上述 ＭＴＴ 溶液２０μＬ（即 ＭＴＴ 终浓度为

１ｍｇ／ｍＬ）。按每孔１０００个细胞接种至９６孔板（总体积为

１８０μＬ）置于３７℃、５％ＣＯ２，饱和湿度条件下培养２４ｈ后，加

入不同浓度的格列卫，每一浓度设３个平行孔，阴性对照加入

等量的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）。继续培养４８ｈ后每孔加入 ＭＴＴ

试剂，继续培养４ｈ，将培养板进行离心，吸弃上清液，每孔中加

入１５０μＬＤＭＳＯ，在４９２ｎｍ（检测波长）／６３０ｎｍ（参比波长）

处进行检测。以不加药物的对照孔吸光度ＯＤ值在０．８～１．２

为佳。

１．３　荧光定量ＰＣＲ检测ｍＲＮＡ

１．３．１　总ＲＮＡ提取　分别取格列卫处理的Ｋ５６２细胞、及生

理盐水处理（阴性对照）的Ｋ５６２细胞各１×１０６ 个。用ＰＢＳ洗

涤一次，置于１．５ｍＬＥＰ管中，加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ试剂，充分混

匀。加入０．２ｍＬ氯仿，盖紧后剧烈振荡１５ｓ，室温静置５ｍｉｎ，

４℃１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ。取上层水相置于一新ＥＰ管中，

加入０．５ｍＬ异丙醇，轻轻颠倒，充分混合均匀后，室温静置１０

ｍｉｎ。４℃１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ。弃上清液，加入１ｍＬ７５％

乙醇，漩涡混匀，４℃７５００×ｇ离心５ｍｉｎ。弃上清液，室温干

燥１０ｍｉｎ，加２０μＬ焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水溶解。在 Ｎａｎｏ

ｄｒｏｐ核酸定量分析仪上测定ＲＮＡ浓度。

１．３．２　逆转录　ｍｉＲＮＡｓ的逆转录反应步骤如下：首先加入

ＲＴＰＣＲ反应体系的试剂并进行变性退火：ＲＴＰＣＲ 引物

（６２．５ｎＭ）２μＬ，ＲＮＡ２μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至１９μＬ。放入ＰＣＲ仪

７０℃１０ｍｉｎ进行变性退火反应。之后继续加入反应体系：

５×缓冲液（Ｂｕｆｆｅｒ）１０μＬ，２．５ｎＭｄＮＴＰ２μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ

ＲＴａｓｅ２００Ｕ／μＬ２．５μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ 至５０μＬ，按３０ ℃ １０

ｍｉｎ，４２℃６０ｍｉｎ，７０℃１５ｍｉｎ的反应条件进行逆转录反应。

１．３．３　荧光定量ＰＣＲ　依照说明书操作ＡＢＩ７５００ＲｅａｌＴｉｍｅ

ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ，反应体系如下：ＳｓｏＦａｓｔＥｖａＧｒｅｅｎｓｕｐｅｒｍｉｘｗｉｔｈ

ｌｏｗＲｏｘ９μＬ，正向引物２μＬ，反向引物２μＬ，ＲＴＰＣＲ反应液

２μＬ，无ＲＮＡ酶的ｄｄＨ２Ｏ５μＬ。扩增过程如下：９５℃预变性

２０ｓ；９５℃１０ｓ，６０℃３４ｓ；扩增４０个循环后进行熔解曲线分

析。数据采用２－△△ＣＴ法进行分析，以阴性对照为参照进行

计算。

１．４　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学处理。各指标

的结果采用狓±犛狓表示，组间比较用方差分析，当方差齐时组间

两两比较用ＬＳＤ，当方差不齐时，组间两两比较用Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓＴ３，

格列卫ＩＣ５０的确定，采用 ＭＴＴ法，并参考文献［４］进行。

２　结　　果

２．１　格列卫最适浓度的选择　由于本实验采用的是未经纯化

处理的格列卫，因此需要重新确定其作用于 Ｋ５６２的ＩＣ５０浓

度。台盼蓝染色结果显示，生理盐水以及系列浓度（１０、２０、３０、

４０、５０μｍｏｌ／Ｌ）的格列卫作用于 Ｋ５６２细胞，细胞抑制率结果

如图１所示。ＭＴＴ实验确定ＩＣ５０浓度为４０．８５μｍｏｌ／Ｌ，后续

实验中格列卫的浓度选用３０、５０μｍｏｌ／Ｌ两种浓度。

　　：犘＜０．０５，与 ＮＳ组比较；＃：犘＜０．０５，与５０μｍｏｌ／Ｌ浓度组

比较。

图１　　不同浓度格列卫作用于Ｋ５６２细胞的

细胞存活率（狓±犛狓）

２．２　ｍｉＲ１４６ａ、ｍｉＲ２９ｂ表达水平改变　ｍｉＲ１４６ａ水平在格

列卫作用后显著升高（犘＜０．０５），ｍｉＲ２９ｂ水平在格列卫作用

后上升，结果见表１。

表１　　格列卫作用后Ｋ５６２细胞中ｍｉＲ１４６ａ及

　　　　　ｍｉＲ２９ｂ表达水平改变

项目
格列卫浓度△

（μｍｏｌ／Ｌ）
狀

表达水平

（狓±犛狓）＃
９７．５％犆犐

ｍｉＲ１４６ａ ３０ ３ １．４２３±０．０９３★ （０．８４４，２．００３）

５０ ３ １．７００±０．５６７ （－１．８２０，５．２１０）

ｍｉＲ２９ｂ ３０ ３ ０．３９７±０．２４６ （－１．１３２，１．９２５）

５０ ３ ０．９０３±０．４４５ （－１．８５６，３．６６３）

　　△：相对荧光定量的结果，实验组的结果为对照组表达水平的倍

数，对照组的表达水平设为１；＃：数值以ｌｏｇ（２－ｄｄＣｔ）表示。★：犘＜０．０５，

与对照组比较（９５％犆犐不包括０）。

表２　　格列卫作用后Ｋ５６２细胞中甲基化酶的表达水平改变

项目
格列卫浓度△

（μｍｏｌ／Ｌ）
狀

表达水平

（狓±犛狓）＃
９７．５％犆犐

ＤＮＭＴ１ ３０ ３ －４．２４５±１．６３７ （－１４．４００，５．９１２）

５０ ３ －２．７１５±０．５３９ （－６．０６５，６．３４８）

ＤＮＭＴ３ａ ３０ ３ －２．１９７±１．０８４ （－８．９２０，４．５２７）

５０ ３ －１．５８７±０．６８１ （－５．８１３，２．６３９）

ＤＮＭＴ３ｂ ３０ ３ －１．８１０±１．４０３ （－１０．５２０，６．８９６）

５０ ３ －２．０１５±１．９８９ （－１４．３６０，１０．３３）

　　△：相对荧光定量的结果，实验组的结果为对照组表达水平的倍

数，对照组的表达水平设为１；＃：数值以ｌｏｇ（２－ｄｄＣｔ）表示。

２．３　格列卫作用后 Ｋ５６２细胞甲基化酶表达水平改变　３０、
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５０μｍｏｌ／Ｌ格列卫作用后，Ｋ５６２细胞中甲基化酶基因 ｍＲＮＡ

的变化呈下降趋势，见表２。

３　讨　　论

ＭｉＲ１４６ａ在造血及免疫反应中具有重要作用
［５７］。格列

卫是特异性的 ＢＣＲ／ＡＢＬ酪氨酸激酶抑制剂。格列卫抑制

Ｋ５６２细胞中ＢＣＲ／ＡＢＬ活性后，导致系列生物学行为的改变，

其中包括ＮＦκＢ、ｃＭｙｃ的抑制等
［８］。作为 ＮＦκＢ的下游靶基

因之一，ｍｉＲ１４６ａ的表达在ＳＴＩ５７１作用后却并未受到抑制。

本研究在临床患者（结果未显示）及体外细胞研究中均发现，格

列卫作用后，患者外周血单个核细胞中 ｍｉＲ１４６ａ水平无显著

变化，格列卫作用于Ｋ５６２细胞，可使其细胞内 ｍｉＲ１４６ａ水平

升高，与ＳｔéｐｈａｎｅＦｌａｍａｎｔ等
［９］的研究结果相互印证。但本研

究选取的病例均为慢粒加速期的患者，而ＳｔéｐｈａｎｅＦｌａｍａｎｔ

等［９］的研究中纳入为初诊慢粒患者，并且均为首次接受ＩＭ 治

疗。Ｗａｎｇ等
［１０］的研究结果显示 ｍｉＲ１４６ａ的表达水平与

ＡＬＬ和ＡＭＬ患者的生存呈相反的关系，高表达 ｍｉＲ１４６ａ的

患者临床预后相对差。但 Ｗａｎｇ等
［１０］的研究对象为急性白血

病，与ＣＭＬ不可比较，无论细胞遗传学分型还是疾病的治疗

方面均有显著差异。因此，本研究结果为全面理解 ｍｉＲ１４６ａ

在ＣＭＬ中的调控及作用机制提供了新的证据和线索。

ＭｉＲ２９ｂ可以通过直接下调 ＤＮＭＴ３Ａ、ＤＮＭＴ３Ｂ，以及

通过ｓｐ１间接下调ＤＮＭＴ１，从而导致大部分ＤＮＡ的去甲基

化，进而使得急性白血病细胞中多种肿瘤抑制基因得以重新表

达［１１１２］。本研究结果也显示了格列卫作用后 ｍｉＲ２９ｂ的水平

升高。

本研究结果表明，格列卫作用后，三种甲基化酶的水平降

低，结合Ｓｔａｒｃｚｙｎｏｗｓｋｉ等
［３］对ｐｒｅｍｉＲ１４６ａ启动子区进行甲

基化分析的结果，本研究认为甲基化酶水平降低是格列卫作用

后ｍｉＲ１４６ａ升高的原因之一，也就是说，Ｋ５６２细胞中甲基化

酶水平升高导致ｍｉＲ１４６ａ前体启动子区的甲基化，这是Ｋ５６２

细胞中ｍｉＲ１４６ａ维持在较低水平的原因之一。

在今后的实验中将继续探讨升高 ｍｉＲ１４６ａ对Ｋ５６２细胞

的作用，并进一步从转录因子的结合能力等方面，探讨格列卫

作用后ｍｉＲ１４６ａ不降反升的可能作用机制。
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