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!"#$% &#’()对人白血病 *+,- 细胞增殖的影响及其机制

朱* 勇，胡义德，胡中华* * （第三军医大学新桥医院全军肿瘤诊治研究所，重庆 %"""+)）

* * 摘* 要：目的* 探讨 ,-.#! /.012对人白血病 3$4& 细胞增殖的影响及其作用机制。方法* 通过脂质体将化学合成
针对 ,-.#! 基因的 /.012转染 3$4& 细胞，采用 566法观察 ,-.#! /.012对 3$4& 细胞增殖的抑制作用；流式细胞术分析
细胞周期变化；78/98:; <=>9检测 ,-.#! /.012对 3$4& 细胞中 ,-.#! 和 ?!4 蛋白表达的影响。结果* ,-.#! /.012能明显
延长 3$4& 细胞的倍增时间、@!期比例增加；下调 ,-.#! 表达的同时上调 ?!4 蛋白表达。结论 * 体外化学合成的 ,-.#!
/.012对 3$4& 细胞的体外增殖具有明显的抑制作用，下调 ,-.#! 蛋白表达的同时上调 ?!4 蛋白表达。
* * 关键词：,-.#! 基因；小分子干扰 012；人白血病 3$4& 细胞；?!4 蛋白
* * 中图法分类号：0+(%A +；0)+#+$%；0)++A )* * * 文献标识码：2
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* * )7&8:518：!"#$%&’($* 6> 8TQ=>:8 9H8 /.=8;L8 >M ,#L8== /Q8L.M.L 5>=>;8R -I:.;8 =8IUJ8-.J S.:I/ .;/8:9.>;
/.98 !（,-.#!）<R 012 .;98:M8:8;L8 >; 9H8 Q:>=.M8:J9.>; >M HI-J; =8IU8-.J L8== =.;8 3$4& J;G .9/ -8LHJ;./-/A
)$&*+,-* V-J== .;98:M8:.;F 012（/.012）9J:F89.;F ,-.#! F8;8 WJ/ G8/.F;8G J;G G>I<=8#/9:J;G8G /.012 WJ/
LH8-.LJ==R /R;9H8/.X8GA 2M98: G>I<=8#/9:J;G8G /.012 WJ/ 9:J;/M8L98G .;9> 3$4& L8==/ W.9H Y.Q>M8L9J-.;8 &"""，
9H8 Q:>=.M8:J9.>; >M 3$4& L8==/ WJ/ G898L98G <R 566 L>=>:.-89:R，L8== LRL=8 WJ/ G898:-.;8G <R M=>W LR9>-89:R，
J;G 9H8 8TQ:8//.>; >M ,-.#! J;G ?!4 W8:8 J;J=RX8G <R 78/98:; <=>99.;FA .$-/0&-* 6H8 /.012 9J:F89.;F HI-J;
,-.#! F8;8 8MM8L9.S8=R Q:>=>;F8G 9H8 G>I<=8 9.-8 >M 3$4& L8==/，.;L:8J/8G 9H8 Q8:L8;9JF8 >M L8==/ J9 @! QHJ/8，
J;G 9H8 8TQ:8//.>; >M ,-.#! WJ/ /.F;.M.LJ;9=R G>W;#:8FI=J98G <I9 9H8 8TQ:8//.>; >M ?!4 WJ/ IQ#:8FI=J98GA 1+23
%0/-’+2* 6H8 /.012 9J:F89.;F HI-J; ,-.#! F8;8 .;H.<.9/ 9H8 Q:>=.M8:J9.>; >M 3$4& L8==/，J;G IQ#:8FI=J98/ 9H8
8TQ:8//.>; >M ?!4 .; 9H8 L8==/A
* * */> ?;:2&：,#L8== /Q8L.M.L 5>=>;8R -I:.;8 =8IUJ8-.J S.:I/ .;/8:9.>; /.98#! F8;8；/-J== .;98:M8:8;L8

012；HI-J; =8IU8-.J L8== =.;8 3$4&；?!4 Q:>98.;

* * ,-.#! 基因（,#L8== /Q8L.M.L ->=>;8R -I:.;8 =8IUJ8#
-.J S.:I/ .;/8:9.>; /.98 !）最初被作为 L#5RL 基因的协
同基因而发现，其编码由 +&4 个氨基酸组成的 ,-.#!
蛋白是 ! 个核蛋白，属于 ?L@ 家族的转录抑制因子之
一，在细胞核中通过与染色质结合后抑制其下游

N13%J#20Z基因，减少 ?!4 蛋白表达而发挥生物学作
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用［! ^ +］。,-.#! 基因的适量表达是正常造血干细胞和
白血病干细胞维持自我更新能力所必需的。进一步研

究表明造血干细胞分化能力丧失的过程中常伴随

,-.#! 基因表达的减少［%，$］。不仅如此，,-.#! 基因在
胃肠道肿瘤干细胞、成神经瘤细胞、间充质细胞起源的

肿瘤中均发挥了重要作用［4 ^ ’］。最近研究还表明，

,-.#! 基因的表达水平还可以作为部分肿瘤患者预后
指标之一［(］。_>;=J;9H8; 等［!"］采用免疫组化研究证
实 ,-.#! 基因在人白血病细胞株 3$4& 中呈高水平表
达。这些研究均提示，在具有完整 ,-.#!#?!4 通路的
3$4& 细胞中筛选出有效沉默 ,-.#! 基因的小干扰
012（ /-J== .;98:M8:8;L8 012，/.012）将可能为针对肿
瘤干细胞进行基因治疗提供 ! 个新的有效靶点。为初
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步探讨 !"#$% &#’() 对 *+,- 细胞增殖的影响及其作
用机制，本实验通过脂质体将化学合成的 !"#$% &#’$
()转染 *+,- 细胞，采用 .//法观察 !"#$% &#’()对
*+,- 细胞增殖的抑制效应，计算出该有效序列的 01+2

浓度；用流式细胞术分析细胞周期变化；34&5467 89:5
检测 !"#$% &#’() 对 *+,- 细胞中 !"#$% 和 ;%, 蛋白
表达的影响，以筛选出针对 !"#$% 基因进行干扰的有
效序列，旨在为针对 !"#$% 基因进行 ’()干扰提供实
验依据。

!" 材料与方法

%< %= 材料及其来源
= = *+,- 细胞由本实验中心保存。!"#$% 一抗购自 >?75? 16@A
公司，;%, 一抗购自 !#:B:"C?64 公司，D)! 显色试剂盒购自北
京金杉中桥公司，;1’引物设计和合成由上海生工完成。根据
E47!?7F中人 !"#$% 基因 "’() 序列（)11G>>0H(22+%I2）自
行设计 J 条 !"#$% &#’()，!"#$% &#’()% 位于 *’’’ 结构与
K/K/结构之间，!"#$% &#’()- 位于 K/K/ 结构与 ;G>/ 结构
之间，!"#$% &#’()J 位于 ;G>/结构之外，然后由广州锐博公司
化学合成 JL带 M/M/的双链 &#’()。
= = !"#$% &#’()% 正义链 +L$N1NN1)NN)E)E11)NNEEM/$
M/$JL，反义链 +L$11))NEE1N1N))NE))E)M/M/$JL；!"#$%
&#’()- 正义链 +L$EN)NN)EEN)NEN11)NNNM/M/$JL，反义链
+L$)))NEE)1)N)11N))N)1M/M/$JL；!"#$% &#’()J 正义链
+L$N)EEN1E))1N1NEN)NNNM/M/$JL，反义链 +L$)))N)1)$
E)ENN1E)11N)M/M/$JL 。

%< -= 细胞培养及转染方法
= = *+,- 细胞用含体积分数 %2O胎牛血清的 ’;.0%,P2 培养
基，于 JQ R、体积分数为 +O 1H-条件下培养。取对数生长期

的 *+,- 细胞配制细胞悬液，加入 S, 孔板内（1::&":，美国），每
孔加入 2< , T %2P个细胞，补培养基至终体积为 %22 !9 U孔。于
次日弃上清，按脂质体 V#C:W4B5?"#74 -222 说明进行转染实验，
脂质体用量为每孔 2< - !9。

%< J= 脂质体对 !"#$% &#’()的转染效率
= = 按照 %< - 转染方法，用带荧光标记的 !"#$% &#’() 转染
*+,- 细胞，实验中设置 +2、%22、%+2、-22 7":9 U V P 个浓度组，转
染 , X后在同一视野中分别用白光和荧光照相，然后观察具有荧
光信号的细胞在总细胞中的比例，求出该转染方法的转染效率。

= = 转染效率（O）Y相同视野内具有荧光的细胞数
总细胞数

T %22O

%< P= 采用 .//法初步筛选出有效序列
= = !"#$% &#’()%、!"#$% &#’()-、!"#$% &#’()J 均设置 + 个浓
度，分别为 ,2、Q2、I2、S2、%22 7":9 U V（广州锐博公司转染指导
中提示常规工作浓度为 %22 7":9 U V）及空白对照。按照 %< - 方
法进行转染，于 PI X后分别加入 .//液 -2 !9（+ "Z U "9），培养
J X，弃去上清，每孔中加入 %-2 !9 二甲基亚砜（D.>H），振荡
%+ &，酶标仪 PS2 7"处（,J2 7"为参考）读出绝对吸收光度值

（.//值）。根据各个浓度组的 .// 值绘制曲线，根据该曲线
变化趋势筛选出相对最有效序列。按照公式求出各个浓度的

抑制率，并计算出有效序列的 +2O抑制浓度（ 01+2）。

= = 抑制率（O）Y % [实验组 .//值
空白对照组 .//值 T %22O

%< += 有效序列对 *+,- 细胞倍增时间的影响
= = 将 *+,- 细胞铺于 - 张 S, 孔板中，每张中均设空白对照
组、% T 01+2浓度组、- T 01+2浓度组，各剂量组重复 %2 孔。分别
于转染后 -P、P2 X测各组细胞的 .//值。然后按照公式 D/ Y
/ T 9Z - U 9Z（) U !）计算细胞的倍增时间（D/为细胞倍增时间，/
为前后 - 次测细胞 .// 值的间隔时间，)、! 分别为所测细胞
的 .//值）［%%］。

%< ,= 流式细胞仪检测细胞周期
= = 转染 PI X后收集各组细胞，细胞用 2< 2% ":9 U V 的 ;!> 洗
涤 J 次，Q2O乙醇固定，加入 % "9 碘化丙锭（;0，%22 "Z U V）染
色，流式细胞仪检测。

%< Q= 半定量 ’/$;1’方法检测转染前后细胞中 !"#$%
"’()表达情况

= = 将 %< 2 T %2+个细胞接种于 , 孔板，-P X后弃去上清，按 %< +
方法分组进行转染实验，-P X 后 ;!>（2< 2% ":9 U V）冲洗 J 次。
按照 /6#C@64说明书提取各组细胞总 ’()，取 J !Z总 ’()按照
’/$;1’试剂盒说明书进行 ’/$;1’ 反应。取 % !9 BD() 产物
进行 ;1’反应：!"#$% 正义链 +L$/)111)/))11/)/E//E/E1$
1/$JL，反义链 +L$)/)E11))/EE))))//))E)1E$JL，反应条
件：SP R J "#7，SP R J2 &，++ R J2 &，Q- R % "#7，Q- R - "#7，
JI个循环，扩增产物为 -%+ 8C；内参 E);DK（甘油醛磷酸脱氢
酶）正义链 +L$1EEE)))1/E/EE1E/E)$JL，反义链 +L$1)))E$
E/EE)EE)E/EEE$JL，反应条件：SP R J "#7，SP R J2 &，
+,< + R J2 &，Q- R % "#7，Q- R - "#7，JI 个循环扩增产物为
J%% 8C。将 ;1’扩增产物在 -2 Z U V 琼脂糖凝胶上进行电泳并
照相，然后应用图像分析软件对条带进行灰度计算。检测各组

!"#$% 基因 ;1’ 产物和与其对应的内参 E);DK 基因 ;1’ 产
物的灰度值，计算出 !"#$% U E);DK值，依据各组的比值初步估
计该 !"#$% &#’()对细胞中 !"#$% "’()表达量的影响。

%< I= 34&5467 89:5检测有效 !"#$% &#’()转染后 *+,-
细胞中 !"#$% 和 ;%, 蛋白的表达

= = 转染 !"#$% &#’() PI X 后用 2< 2% ":9 U V ;!> 反复冲洗细
胞 J 次，离心收集细胞，用 ;’H$;’G./.提取蛋白，用 ’-+2 测
蛋白浓度。每个孔上样蛋白量为 %22 !Z，经 >D>$;)EG 电泳分
离后，将蛋白转移到 ;\D] 膜上。用 +O !>)（ /!>，2< %O
/^447$-2）封闭 - X，加 !"#$%、;%, 多克隆抗体（%_ +22）和
E);DK 抗体（% _ +22），室温孵育 - X，/!>/（2< %O /^447$-2
/!>）漂洗 J 次，加 K’;标记的二抗（%_ - 222）室温孵育 - X，常
规 D)!显色。

%< S= 统计学方法
= = 采用 >;>> %%< 2 统计软件进行分析，计量资料用 !! ‘ " 表
示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用 # 检验，
计数资料采用 "-检验。
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第 ! 期" 朱" 勇，等# $%&’( )&*+,对人白血病 -./0 细胞增殖的影响及其机制"

!! !"!# !$
,：.1 2%34 5 6组；$：(11 2%34 5 6组；7：(.1 2%34 5 6组；8：011 2%34 5 6组

图 !" 不同浓度的 #$%&! ’%()*转染 +,-. 细胞后观察结果"（荧光显微镜 9 (11）

." 结果

0# (" 不同浓度荧光标记的 $%&’( )&*+,在 -./0 细胞
中的分布情况

" " 从图 ( 中我们可以看出随着荧光标记的 $%&’( )&*+,浓度
增大，细胞中荧光信号强度逐渐增强，同 ( 个视野中，荧光镜下
带有荧光标记的细胞在总细胞中的比例约为 :.;，且荧光信号
逐渐增强，说明转染效率高，可以按此方法进行后续实验。

0# 0" $%&’( )&*+,有效序列的筛选
" " 根据转染结果所作的 < 条“浓度’=>>值”曲线（图 0）可以
看出 $%&’( )&*+,( 相对最好。随着 $%&’( )&*+, 浓度逐渐增
大，细胞 =>>值逐渐减小，提示 $%&’( )&*+,( 对细胞的抑制作
用呈浓度依赖性，故选 $%&’( )&*+,( 进行后面实验。同时根据
不同浓度对应的细胞抑制率计算出 $%&’( )&*+,( 在 -./0 细
胞中的 ?7.1浓度为 :@# /! 2%34 5 6。

!"#
!"$
$"%
$"&
$"’
$"#

$ &$ ($ %$ )$ !$$

*+,!! -,./0!
*+,!! -,./0#
*+,!! -,./01

2
33
值

*+,!! -,./0浓度（4+56 7 8）

图 ." 细胞/00值随转染 #$%&! ’%()*浓度变化曲线

（=>>值为绝对吸收光密度值）

0# < " $%&’( )&*+,( 转染前后对 -./0 细胞倍增时间
的影响

" " ( 9 ?7.1组细胞倍增时间（0@# /( A）较空白对照组延长 ( 5 <
左右，差异有统计学意义（! B 1C 1.）；0 9 ?7.1组细胞倍增时间

（<1# .@ A）较 ( 9 ?7.1组再延长 ( 5 (1 左右，差异有统计学意义
（! B 1C 1.）。

0# D" 细胞周期变化
" " 结果显示，( 9 ?7.1组和 0 9 ?7.1组与空白对照组比较其 E(

期细胞比例明显上升（! B 1# 1.，表 (）。

0# ." $%&’( )&*+,转染前后细胞中 $%&’( %*+,表达
水平的变化

" " 电泳结果显示，空白对照组可见一 0(. FG 的高亮目的条
带，见图 <。应用图像系统分析结果，分别得出各组 E,H8I 和

$%&’( 的灰度值，结果显示，转染 $%&’( )&*+,( 0D A 后 ( 9 ?7.1

组和 0 9 ?7.1组 $%&’( %*+,的量仅为空白对照组的 .0# .(;和
<0# D!;［分别为（D 0(0 J <(<）、（0 !(0 J 0!D）、（(1 !<! J
0 ./D）］。

表 !" . 个浓度组及空白对照组细胞周期分析结果（" K <，!# J $）

组别 E1 5 E( L E0 5 =

空白对照组 .!# ( J 0# !: <0# /< J (# .1 :# 0D J 0# 0/
( 9 ?7.1组 @.# ! J 0# D/M (!# 0! J :# /< D# :1 J /# (.
0 9 ?7.1组 :.# 1< J (# 1(M !# 0D J @# 0/ .# @. J /# <!

M：! B1C 1.，与空白对照组比较

! " # $

!%&’()（$"" *+）
!,-.!"（#"/ *+）

# 000 *+"
" 000 *+"
100 *+"
/00 *+"
200 *+"
$00 *+"
#00 *+"

=：8+,标准（86 0111）；(：空白组；0：( 9 ?7.1组；<：0 9 ?7.1组

图 1" 半定量 (0&23(方法检测各组细胞中 #$%&! $()*
水平变化

0# / " NO)POQ2 F43P 检测 $%&’( )&*+, 转染前后 -./0
细胞株中 $%&’( 蛋白和 H(/ 蛋白的表达

" " NO)POQ2 F43P检测结果可见，与空白对照组比较，( 9 ?7.1组

$%&’( 蛋白下降 D.# .<;，H(/ 蛋白表达上升 <.# /!;；0 9 ?7.1

组 $%&’( 蛋白下降 /!# 0.;，H(/ 蛋白表达上升 /.# /!;，差异
有统计学意义（! B 1C 1.）。即转染 $%&’( )&*+,( 有效序列后
-./0 细胞中 $%&’( 蛋白表达明显减少，相反 H(/ 表达上调，见
图 D。

! " #

!$%&!!

!’!(

!)*’+,

-!.!/#"

!(.!/#"

#(.!/#"

(：空白对照组；0：( 9 ?7.1组；<：0 9 ?7.1组

图 4" 56’7689 :;<7检测各蛋白的表达

1" 讨论

" " $%&’( 基因是 RM2’63AS&TO2等［(］在研究 US’%VW转
基因小鼠感染 =3432OV %SQ&2O 4OSXMO%&M R&QS) 的插入

<!@



突变位点时首次发现。!"# 个氨基酸组成的 $%&’( 蛋
白主要由 ) 端的富含半胱氨酸的锌指结构（ *&+, -&+’
,.*，/0），两端的 1/// 和 1/21 信号蛋白结构，中
间的旋’转角’螺旋重复结构（3434），5 末端的一个富
含脯氨酸!谷氨酸!丝氨酸!苏氨酸的 6784 结构所
组成，其中 /0 结构是 $%&’( 蛋白均匀分布在细胞核
边缘异染色质集中区域和 $%&’( 基因能引起细胞恶性
转化的关键因素，在此基础上 $%&’( 蛋白借助其
3434结构与染色质结合而抑制下游 9)1:;’</0基因
表达［(，"，("］。

= = $%&’( 基因的适量表达是维持生物个体正常生长
发育所必需的，但 $%&’( 基因的过度表达则参与了肿
瘤的形成［(!］。>?+@;+AB.+ 等［(C］运用免疫组化等方法
研究发现 $%&’( 基因在人白血病 1D#" 细胞株中呈高
水平表达。在人肺癌标本中呈差异性表达且与 6(# 的
表达量呈负相关，再次证实 $%&’( 基因可通过抑制其
下游的 9)1:;’</0基因而参与肿瘤的形成［"］。
= = 我们通过采用 244法在 1D#" 细胞中筛选出针对
$%&’( 基因进行 /)<& 的有效 E&/)< 序列，发现 $%&’(
E&/)<( 的基因沉默效果较好，而且发现 $%&’( E&/)<(
对 1D#" 细胞的抑制效率呈浓度依赖性［(:］。$%&’(
E&/)<( 位于 $%&’( 蛋白 /0’1/// 结构与 3434’
6784结构之间，其中 /0 结构是保证 $%&’( 蛋白均匀
分布在细胞核边缘异染色质集中区域而发挥转录抑制

作用的限制性因素之一。1///结构是保证 $%&’( 蛋
白能进入细胞核的信号蛋白。3434 结构是 $%&’( 蛋
白结合在染色质的中介。进一步研究表明，不同浓度

的 $%&’( E&/)<( 可以引起细胞倍增时间不同程度延
长，以及细胞群体中 F(期比例上升，这与前期研究结

果是一致的。前期研究发现 $%&’( 基因通过抑制其下
游 9)1:;’</0基因而延长细胞寿命并参与肿瘤形成，
而 9)1:;’</0基因位点编码的 6(# 蛋白是细胞周期
由 F(期进入 8期的监视器，一旦过量表达的 $%&’( 蛋
白解除 6(# 蛋白对 /G蛋白的抑制作用则促进细胞由
F(期进入 8 期，加速细胞周期进程，促进细胞增殖［"］。
同时我们在免疫印迹实验中也观察到 $%&’( E&/)<(
转染后 1D#" 细胞中 6(# 蛋白表达上调，这同转染
$%&’( E&/)<( 后 1D#" 细胞群中 F(期比例增加的流式

分析结果一致。前期研究发现上调细胞中 6(# 蛋白的
表达将促进细胞去分化和加速凋亡［(D，(#］，那么通过转

染 $%&’( E&/)<( 后在 1D#" 细胞中增加的 6(# 是否也
会引起同样的去分化和加速凋亡呢，这值得进一步研

究。结合最近有关 $%&’( 基因调节通路在正常及肿瘤
干细胞中的重要作用，本研究将为针对白血病和肿瘤

干细胞的基因治疗提供一个新的参考。
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