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!"#阻滞剂 $%&’( 对白血病细胞 #)(’ 细胞周期的作用及机制

郭* 晓，潘* 崚* * （河北医科大学第二临床医院血液科，石家庄 "$""""）

* * 摘* 要：目的* 研究细胞外信号调节激酶（+,-./0+1121/. 3456/1#.+521/-+7 846/3+，9:;）阻滞剂 <"!&= 对 ;$=& 细胞周期
的作用及机制。方法* 以逆转录#聚合酶链反应（ .+>+.3+ -./630.4?-4@6#?@1AB+./3+ 0C/46 .+/0-4@6，:D#EF: ）和G+3-+.6 H1@-检
测 <"!&= 处理 ;$=& 细胞后 9:;、FA0146 I&、FA0146 9、E&J B:KL和蛋白的表达；以流式细胞术（ M1@N 0A-@B+-.A，OFP）检测
细胞周期的变化。结果* 处理后 ;$=& 细胞 9:;、FA0146 I&、FA0146 9 B:KL 和蛋白表达降低；E&J B:KL 和蛋白表达增
高。Q" R Q!期细胞增多，S期细胞减少，与用药前相比差异均有统计学意义（! T "U "$）。结论* <"!&= 可能通过 9:; 途
径，影响细胞周期调控蛋白，最终抑制了 ;$=& 细胞的增殖。
* * 关键词：白血病；细胞周期；9:;；;$=& 细胞；<"!&=
* * 中图法分类号：:(&)V &’；:J(#(=!；:J((V J* * * 文献标识码：L

!**+,- .* !"# /0-1203 451464-.7 $%&’( .5 ,+88 ,3,8+ .* 8+9:+;40 #)(’ ,+88 845+<
Q<W X4/@，ELK Y465（I+?/.-B+6- @M Z+B/-@1@5A，-C+ S+0@67 Z@3?4-/1 @M Z+H+4 P+740/1 <64>+.34-A，SC4[4/\C2/65 "$""""，FC46/）

* * =6<-70,-：!"#$%&’($* D@ 3-27A -C+ B+0C/643B @M +,-./0+1121/. 3456/1#.+521/-+7 846/3+（9:;）?/-CN/A
46C4H4-@. <"!&= @6 0+11 0A01+ @M ;$=& 0+11 146+3V )$&*+,-* DC+ B:KL /67 ?.@-+46 +,?.+334@63 @M 9:;，FA0#
146 I&，FA0146 9 46 /67 E&J ;$=& 0+11 146+3 /M-+. !" !B@1 R Y <"!&= -.+/-B+6- M@. !&，&% /67 J& C N+.+ 7+-+0#
-+7 HA :D#EF: /67 G+3-+.6 H1@-，.+3?+0-4>+1AV DC+ 0+11 0A01+ N/3 7+-+.B46+7 HA M1@N 0A-@B+-.AV .$-/0&-*
DC+ B:KL /67 ?.@-+46 +,?.+334@63 @M 9:;，FA0146 I& /67 FA0146 9 46 ;$=& 0+11 146+3 /M-+. <"!&= -.+/-B+6-
N+.+ 7+0.+/3+7，NC41+ -C@3+ @M E&J N+.+ 460.+/3+7V DC+ ?+.0+6-/5+ @M 0+113 46 Q" R Q! ?C/3+ N/3 460.+/3+7 /67
-C/- 46 S ?C/3+ N/3 7+0.+/3+7V L11 7/-/ B+6-4@6+7 /H@>+ 3C@N+7 34564M40/6- 74MM+.+60+ H+-N++6 -C+ ;$=& 0+11
146+3 H+M@.+ /67 /M-+. <"!&= -.+/-B+6-（! T "U "$）V 1+2%0/-’+2* <"!&= ?@334H1A /MM+0-3 0+11 0A01+ .+521/-465
?.@-+463 HA 9:; ?/-CN/A /67 +>+6-2/11A 46C4H4-3 -C+ ?.@14M+./-4@6 @M ;$=& 0+113V
* * #+3 2.7><：1+28+B4/；0+11 0A01+；+,-./0+1121/. 3456/1#.+521/-+7 846/3+；;$=& 0+113；<"!&=

* * 近年来，丝裂原激活蛋白激酶（B4-@5+6#/0-4>/-+7
?.@-+46 846/3+，PLE;）信号转导通路的研究引人注
目。细胞外信号调节激酶（+,-./0+1121/. 3456/1#.+521/-+7
846/3+，9:;）是 PLE;家族重要成员，围绕肿瘤、血液
等领域的研究表明，9:;信号通路是多数生长因子和
细胞因子调控细胞增殖的重要途径［! ] (］。本研究旨在

观察 9:;阻滞剂 <"!&= 处理 ;$=& 细胞后，细胞周期
的变化及 9:;、细胞周期调控因子（FA0146 I&、FA0146
9、E&J）B:KL 和蛋白表达的变化，探讨 9:; 阻滞剂
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<"!&= 对 ;$=& 细胞周期的调控作用机制。

&? 材料与方法

!V !* 细胞培养
* * ;$=& 细胞株由本院中心实验室提供，置于含有 !$_小牛
血清的 :EP‘!=%" 培养液中，在 (J a、含 $_ FW&、饱和湿度的

恒温孵育箱中培养，采用对数生长期细胞进行实验。

!V &* 实验分组
* * 实验分为两组。"实验组：取对数生长期的 ;$=& 细胞，培
养基中加入 !" !B@1 R Y 9:; 阻滞剂 <"!&=，培养 !&、&%、J& C
后，收获细胞备用。#对照组：不加 <"!&=，仅加入同体积的
:EP‘!=%" 培养液。
!V (* :D#EF:检测各组细胞中相关基因的表达水平
* * 分别取各组 ;$=& 细胞 $ b !"=个，检测方法参照文献［%］。
!V %* G+3-+.6 H1@-检测各组细胞中相关蛋白的表达水平
* * 分别取各组 ;$=& 细胞 $ b !"=个，检测方法参照文献［%］。
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!" #$ 流式细胞仪检测细胞周期
$ $ 分别取各组 %#&’ 细胞 # ( !)&个，*+,洗 - 遍，所得细胞用
.)/乙醇固定，不含 012 酶的 312 酶处理，碘化丙啶（*4）染
色后，进行流式细胞仪检测，并对获取数据进行细胞周期分析。

!" &$ 统计学处理
$ $ 实验数据以 !! 5 " 表示。以 ,*,, !!" ) 统计软件进行 # 检
验。

!" 结果

’" !$ 63%阻滞剂 7)!’& 对上述细胞周期相关基因表
达水平的影响

$ $ 用 7)!’& 处理 %#&’ 细胞 !’ 8 后，9:;<=> 0’、9:;<=> 6 和
63% ?312在 %#&’ 细胞中表达水平较对照组表达均降低，而
*’. ?312表达较对照组增加。.’ 8 后 9:;<=> 0’、9:;<=> 6 和
63% ?312 表达显著降低，均在对照组表达水平的 ’#/以下
（$ @ )A )!），*’. ?312 的表达上升至对照组的 ’ 倍（$ @
)A )!）。见图 !、’ 和表 !。
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B：标准；9：对照组
图 #" $%&’($检测 )*#!+ 处理 ,-+! 细胞 #!、!.、/! 0后

1$,和 (23456 1 7$89表达
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B：标准；9：对照组
图 !" $%&’($检测的 )*#!+ 处理 ,-+! 细胞 #!、!.、/! 0后

’!/ 和 (23456 :! 7$89表达

表 #" )*#!+ 处理 ,-+! 细胞 /! 0后细胞周期相关基因的表达

组别 9:;<=> 0’ *’. 9:;<=> 6 63%
实验组 )" !’ 5 )" )!C )" .’ 5 )" !!C )" !& 5 )" !’C )" !! 5 )" )!C

对照组 )" &D 5 )" )& )" -# 5 )" )D )" EF 5 )" ). )" #. 5 )" )#

C：$ @ )" )!，与对照组比较

’" ’$ 63%阻滞剂 7)!’& 对上述细胞周期相关蛋白表
达的影响

$ $ 用 7)!’& 处理 %#&’ 细胞 !’ 8 后，9:;<=> 0’、9:;<=> 6 和
63%的蛋白表达水平较对照组表达明显降低，而 *’. 蛋白表达
较对照组增加。.’ 8后 9:;<=> 0’、9:;<=> 6、63%蛋白表达显著
降低，均在对照组表达水平的 ’)/以下（$ @ )A )!），*’. 表达升
至对照组的 ’" & 倍（$ @ )A )!）。见图 -、D 和表 ’。
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B：标准；9：对照组
图 ;" <=>?=@6 A4B?检测 )*#!+ 处理 ,-+! 细胞 #!、!.、/! 0后

’!/ 和 (23456 :! 蛋白的表达

!"#$%&!
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* + $,- ,) - ", - + $,- ,)-",- + $,- ,) - ", -
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B：标准；9：对照组
图 ." <=>?=@6 A4B?检测的 )*#!+ 处理 ,-+! 细胞 #!、!.、/! 0后

(23456 1和 1$,蛋白表达

表 !" )*#!+ 处理 ,-+! 细胞 /! 0后细胞周期相关蛋白的表达

组别 9:;<=> 0’ *’. 9:;<=> 6 63%

实验组 )" !F 5 )" )-C )" ED 5 )" ’-C )" !# 5 )" )’C )" !- 5 )" )!C

对照组 )" FE 5 )" !E )" -F 5 )" !D )" .. 5 )" !E )" #. 5 )" !D

C：$ @ )" )!，与对照组比较

’" -$ 63%阻滞剂 7)!’& 对细胞周期的影响
$ $ 用 7)!’& 处理 %#&’ 细胞 !’ 8后，%#&’ 细胞株的细胞周期
被阻滞于 G) H G!期，, 期细胞减少，与对照组比较有显著性差
异（$ @ )A )#）。.’ 8后细胞周期被阻滞在 G) H G!期的比例达到

对照组的 !" ’ 倍（$ @ )A )!）。见表 -。

表 ;" )*#!+ 处理 ,-+! 细胞 #!、/! 0后细胞周期的分布（C，"! D "）

组别$ $ $ G) H G! , G’ H B

实验组（!’ 8） .)" - 5 &" #C ’E" & 5 -" DC F" & 5 -" !C

实验组（.’ 8） F)" ’ 5 !’" -I !’" - 5 ’" DI ." . 5 ’" DI

对照组 -!" # 5 D" E &#" ’ 5 D" F !’" D 5 ’" &

C：$ @ )A )#，I：$ @ )A )!，与对照组比较

;" 讨论

$ $ F)/以上慢性粒细胞白血病（ ;8JK>=; ?:L<K;:M=;
<LNOL?=C，9BP）患者骨髓细胞 *8 染色体阳性，即有
M（F；’’）染色体易位，产生 +93 H 2+P 融合基因和
+93 H 2+P融合蛋白，+93 H 2+P 融合蛋白具有异常增
高的酪氨酸激酶活性，与白血病细胞恶性生长和增殖

有密切关系［#］。

$ $ B2*% 途径的组成成分 63% 是决定细胞命运的
关键分子之一，它决定着细胞的分裂增殖、终末分化或

进入凋亡程序。63% 的活化是将分子信号从表面受
体转导至细胞核内的关键步骤，此过程包括癌基因

3CQ、3CRS!，丝 H苏氨酸激酶，B2*% 激酶（B2*% O=>CQL
B2*%% KJ B6%）等［&，.］。当受到生长因子或原癌基因
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的蛋白产物刺激后，$%& 通过一系列酶反应被激活，
促进细胞增殖。若其持续活化则最终可使细胞发生恶

性转化。$%& ,%-. 及蛋白表达下调则可抑制细胞
生长和增殖，同时抑制相关基因的转录过程。

" " 近期有研究证实 $%&阻滞剂可以阻断 $%&的活
化和细胞增殖［/］。$%& 阻滞剂通过 $%& 通路抑制
0$&激酶（0$& 123456 0$&&）活性，从而抑制0.7&5
级联反应参与细胞周期调控，尤其是 8) 9 : 期调
节［; < ))］。’()*+ 为蛋白激酶抑制剂，能选择性抑制
0$&&) 激活，抑制 0.7&5级联反应，逆转因 %45活化
而造成的细胞分化和增殖。

" " 在前期工作中，我们用 =65>6?3 @AB>和 %CD7E%方
法检测 &!+* 细胞和原代 E0F 细胞 EGHA23 I*、EGHA23
$和 7*J 的蛋白和 ,%-. 表达水平，结果显示 EGHA23
I* 和 EGHA23 $ 的表达水平明显升高，而 7*J 表达明显
降低［K，)*］。提示 LE% 9 .LF 可能改变了上游信号转导
途径，使 EGHA23 I*、7*J 等细胞周期调控因子在 E0F
中发生了明显改变。实验还表明：与健康人骨髓单个

核细胞相比，&!+* 细胞和原代 E0F细胞在 EGHA23 I*、
EGHA23 $、7*J 表达异常的同时，$%& 蛋白和 ,%-. 表
达明显上升，且 EGHA23 I* 蛋白的表达与 $%& 蛋白的
表达呈正相关，与 7*J 蛋白的表达呈负相关［K］。说明
$%&途径参与了 E0F细胞周期的调控作用。
" " 在本研究中，我们观察到当使用 $%& 阻滞剂
’()*+ 处理 &!+* 细胞后，不仅 $%&的表达明显下调，
而且相关的细胞周期调控因子 EGHA23 I*、EGHA23 $、
7*J 的表达都有显著的改变：EGHA23 I*、EGHA23 $
,%-.和蛋白表达下降，7*J ,%-. 和蛋白表达上升；
流式细胞仪检测 8( 9 8)期细胞增多，: 期细胞减少，细
胞阻滞于 8( 9 8)期。说明 $%& 阻滞剂 ’()*+ 可能通
过 $%&途径，影响细胞周期蛋白的表达，并最终抑制了
&!+*细胞的增殖。进一步证明了 $%& 途径参与了慢
性粒细胞白血病的细胞周期调控和 E0F的发病。$%&
阻滞剂在治疗 E0F方面可能有良好的应用前景。
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错姓、错名或姓名全错。英、美人姓名的习惯写法是：名D名D姓，“名”可以有 ) 个、* 个或 P 个，但“姓”只有 ) 个。
因此，从书籍或期刊中的姓名转录到文献时，要将次序调整为姓D名D名。姓是不可以简写的；“名”可以缩写，用第
一个字母大写，不用缩写点。数据库在著录作者姓名时，已经调整为姓D名D名，可照录。
" " 例如：OBX3 _U23HG 7U@A2H写为 7U@A2H O _。
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