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人干细胞标志Ｍｕｓａｓｈｉ２在急性髓系白血病细胞分化中的表达变化
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　　［摘要］　目的　探讨人干细胞标志Ｍｕｓａｓｈｉ２（Ｍｓｉ２）在佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）诱导急性单核白血病细
胞株ＴＨＰ１分化过程中的表达变化。方法　 ＰＭＡ作用ＴＨＰ１细胞０、６、１２、２４ｈ后，倒置显微镜下观察 ＴＨＰ１细胞形态
学改变，计算分化细胞百分数；流式细胞仪检测 ＴＨＰ１细胞表面分化抗原 ＣＤ１１ｂ的表达；定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
Ｍｓｉ２的基因及蛋白表达水平；定量 ＰＣＲ检测 Ｍｓｉ２下游信号分子 Ｎｕｍｂ的 ｍＲＮＡ水平；定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
Ｎｕｍｂ下游分子Ｎｏｔｃｈ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。结果　 ＰＭＡ处理２４ｈ后可诱导 ＴＨＰ１细胞出现巨噬细胞样分化表
型，实验组分化细胞的百分比显著高于未处理组（Ｐ＜０．０５）。同时２４ｈ组 ＣＤ１１ｂ表达量（５９．３０±８．７０）较未处理组
（０．３２±０．０８）显著增加（Ｐ＜０．０５）。实验组白血病细胞经 ＰＭＡ处理２４ｈ后，Ｍｓｉ２的 ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量分别为
（０３３±０．０８）和（０．５０±０．０１），显著低于未处理组 （Ｐ＜０．０５）；ＰＭＡ处理１２ｈ后Ｎｕｍｂ的ｍＲＮＡ相对表达量为（２．９２±
０．３３），较未处理组明显升高（Ｐ＜０．０５）；而ＰＭＡ处理２４ｈ后Ｎｏｔｃｈ１的ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量分别为（０．３１±０．０３）和
（０．２３±００１），较未处理组显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论　干细胞标志 Ｍｓｉ２表达随 ＴＨＰ１细胞分化而下降，Ｍｓｉ２Ｎｕｍｂ
Ｎｏｔｃｈ１通路可能参与白血病细胞的分化调控。
　　［关键词］　 Ｍｕｓａｓｈｉ２；分化；佛波酯；ＴＨＰ１细胞
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　　白血病是血液系统恶性肿瘤，一个重要的发病机
制是白血病细胞分化成熟障碍。若调控造血干细胞分

化的关键基因失调，将导致白血病的发生。Ｍｕｓａｓｈｉ２
（Ｍｓｉ２）是一种 ＲＮＡ结合蛋白，最早在神经干细胞中
发现可参与调控神经干细胞的分化发育［１］。２０１０年
Ｋｈａｒａｓ等［２］在造血干细胞中发现 Ｍｓｉ２高表达，Ｍｓｉ２
可抑制早期粒系和巨核系的分化。同时在慢性粒细胞

白血病（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）中也证实
高表达Ｍｓｉ２，且在ＣＭＬ加速期或急变期显著高于慢性
期，过表达Ｍｓｉ２可以促使 ＣＭＬ由慢性期进入加速期
或急变期［２］。这提示Ｍｓｉ２可能在白血病发生、发展中
发挥重要作用。目前关于Ｍｓｉ２在急性髓系白血病（ａ
ｃｕｔｅｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）中的研究主要限于临
床资料的统计分析，其在 ＡＭＬ发生、发展中的具体作
用机制尚不清楚。因此，本研究以急性髓系白血病细

胞株ＴＨＰ１为细胞模型，观察 ＰＭＡ处理后 Ｍｓｉ２及下
游信号分子 Ｎｕｍｂ和 Ｎｏｔｃｈ１在急性髓系白血病细胞
分化中的表达变化，初步探讨 Ｍｓｉ２在白血病发生、发
展中的重要作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　佛波酯药物购自上海碧云天生物技术有限公司，胎牛血清
购自杭州四季青生物工程有限公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基购自
Ｇｉｂｃｏ公司，ＲＮＡ提取试剂ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ及定量ＰＣＲ试剂ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ均购自 ＴａＫａＲａ公司，ＣＤ１１ｂＰＥ单克隆抗体
购自北京四正柏生物有限公司，兔抗人 Ｍｓｉ２单克隆抗体
（ａｂ７６１４８）购自 Ａｂｃａｍ公司，兔抗人 Ｎｏｔｃｈ１多克隆抗体购自
Ａｎｂｏ公司，鼠抗人βａｃｔｉｎ单克隆抗体，羊抗兔二抗及羊抗鼠二
抗均购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

１．２　细胞培养及ＰＭＡ处理
　　急性单核白血病细胞株ＴＨＰ１购自上海生命科学院，用含
１０％的胎牛血清，青霉素（１００Ｕ／ｍＬ）、链霉素（１００Ｕ／ｍＬ）和Ｌ
谷氨酰胺（２ｍｍｏｌ／ｍＬ）的 ＲＰＭＩ１６４０培养液于３７℃，５％ ＣＯ２
的条件下培养。ＰＭＡ处理细胞终浓度为５０ｎｍｏｌ／Ｌ。

１．３　光镜下细胞形态学观察
　　５０ｎｍｏｌ／ＬＰＭＡ作用ＴＨＰ１细胞０、６、１２、２４ｈ，倒置显微镜
下观察不同处理时间下的细胞形态改变。计数３００个细胞，计

算ＰＭＡ处理不同时间下形态发生改变的ＴＨＰ１细胞占的百分数。

１．４　ＦＣＭ检测ＣＤ１１ｂ的表达
　　ＰＭＡ作用 ＴＨＰ１细胞 ０、６、１２、２４ｈ后，胰酶消化，用含
０２％ ＢＳＡ的ＰＢＳ洗２次，调整细胞数为１０６／１００μＬ的细胞悬
液。加入１０μＬＣＤ１１ｂＰＥ单克隆抗体，避光，冰上孵育３０ｍｉｎ，
再次用含０．２％ ＢＳＡ的ＰＢＳ洗２次，流式细胞仪检测ＣＤ１１ｂ的
表达。

１．５　定量 ＰＣＲ检测 Ｍｓｉ２、Ｎｕｍｂ及 Ｎｏｔｃｈ１的 ｍＲＮＡ
表达

　　用 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂提取总 ＲＮＡ，按 ＴａＫａＲａ试剂盒将
ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，为定量 ＰＣＲ做准备。定量 ＰＣＲ总体系
包括：２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ，去离子水，ＰＣＲ上游引物，
ＰＣＲ下游引物，模板 ｃＤＮＡ。各基因引物及产物长度见表 １。
反应程序如下：预变性９５℃ ３０ｓ；变性９５℃ ３０ｓ，退火２０ｓ
（Ｍｓｉ２为５６℃，Ｎｕｍｂ为５６℃，Ｎｏｔｃｈ１为６１．４℃），延伸７２℃
３０ｓ，７２℃采集荧光，共 ３９个循环。融解曲线条件：（６５～
９５）℃每上升０．５℃采集１次荧光。反应体系在 ＢＩＯＲＡＤ仪

器上进行，结果用２－△△Ｃｔ表示。

表１　引物序列及长度

基因 序列５′－３′ 产物长度（ｂｐ）

Ｍｓｉ２
上游：ＧＴＴＡＴＣＴＧＣＧＡＡＣＡＣＡＧＴＡＧＴＧ

下游：ＡＣＣＣＴＣＴＧＴＧＣＣＴＧＴＴＧＧＴＡＧ
１１０

ｎｕｍｂ
上游：ＧＧＣＴＣＴＴＴＣＣＧＡＧＧＴＴＴ

下游：ＧＴＧＣＴＧＡＡＧＧＣＡＴＴＧＧＴ
１９７

Ｎｏｔｃｈ１
上游：ＣＴＣＣＣＣＧＴＴＣＣＡＧＣＡＧＴＣＴＣ

下游：ＣＡＧＣＣＡＣＴＣＧＣＡＴＴＧＡＣＣＡＴ
１２３

βａｃｔｉｎ
上游：ＴＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣＴＴＧ

下游：ＴＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣ
１５６

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｍｓｉ２和Ｎｏｔｃｈ１的蛋白表达
　　收集 ＰＭＡ诱导０、６、１２、２４ｈ的 ＴＨＰ１细胞并提取蛋白。
各组取１００μｇ，经１２％ ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，将蛋白
转至ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂奶粉封闭液室温封闭３ｈ，加入封闭
液稀释的一抗 （Ｍｓｉ２，１∶２０００；Ｎｏｔｃｈ１，１∶２０００；βａｃｔｉｎ，１∶５００）
４℃过夜。ＴＢＳＴ洗２次，１０ｍｉｎ／次；ＴＢＳ洗１次，１０ｍｉｎ。加入
ＴＢＳＴ稀释的二抗 （ａｎｔｉｒａｂｂｉｔ１∶１０００；ａｎｔｉｍｏｕｓｅ１∶１０００）室
温孵育１ｈ，洗膜。用化学发光显色试剂进行显色，用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ软件分析条带灰度值。

１．７　统计学处理
　　实验数据用ＳＰＳＳ１７．０软件进行分析，计量资料用 珋ｘ±ｓ表
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示。样本之间的比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　白血病细胞诱导分化过程中形态学改变
　　ＰＭＡ未作用时ＴＨＰ１细胞呈悬浮成簇生长，经５０ｎｍｏｌ／Ｌ
ＰＭＡ处理后，随着作用时间的延长，贴壁细胞的数量逐渐增加，
同时细胞形态出现巨噬细胞样分化表型：胞体由圆形转变成椭

圆形、梭形，部分细胞膜开始伸出伪足，甚至呈分枝状（图１箭
头所指）。实验组中细胞经ＰＭＡ处理１２ｈ和２４ｈ后分化细胞
百分比分别为（１．５９±０．１８）％和（３．７７±０．２５）％，显著高于未
处理组（０．１１±０．０５）％，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．２　白血病细胞诱导分化过程中ＣＤ１１ｂ表达的改变
　　ＰＭＡ作用 ＴＨＰ１细胞后，随着 ＰＭＡ处理时间的延长，
ＴＨＰ１细胞表面分化抗原 ＣＤ１１ｂ表达逐渐增高。与未处理
（０３２±０．０８）比较，ＰＭＡ处理 １２ｈ（１２．６６±４．３０）和 ２４ｈ

（５９．３０±８７０）时ＣＤ１１ｂ表达量显著增加，差异具有统计学意
义（Ｐ＜００５）。

２．３　白血病细胞诱导分化过程中Ｍｓｉ２表达的改变
　　ＰＭＡ作用ＴＨＰ１细胞２４ｈ后，Ｍｓｉ２的ｍＲＮＡ相对表达量
为（０．３３±０．０８），较未处理组明显下降（Ｐ＜０．０５）（图２Ａ）。
此外，ＰＭＡ处理ＴＨＰ１细胞２４ｈ后Ｍｓｉ２的蛋白相对表达量为
（０．５０±０．０１），较未处理组显著下降（Ｐ＜０．０５）（图２Ｂ、Ｃ）。

２．４　白血病细胞诱导分化过程中Ｍｓｉ２下游信号分子
的改变

　　定量ＰＣＲ结果显示，ＰＭＡ处理细胞１２ｈ后，ＴＨＰ１细胞的
ＮｕｍｂｍＲＮＡ水平显著升高（２．９２±０．３３），较未处理组有显著
性差异（Ｐ＜０．０５）（图３Ａ）。ＰＭＡ处理细胞２４ｈ后 Ｎｏｔｃｈ１的
ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量分别为（０．３１±０．０３）和（０．２３±
００１），较未处理组明显下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）
（图３Ｂ、Ｃ、Ｄ）。
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Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ：ＰＭＡ作用ＴＨＰ１细胞０、６、１２、２４ｈ时的细胞形态（箭头所指是形态发生改变的细胞）
图１　不同时间ＰＭＡ处理ＴＨＰ１细胞后细胞形态学变化　（倒置显微镜 ×４００）

!"#

!"$

$%&

$%'

$%(

$%#

$

! # ) (

*+,!"#$%!-.&

/

/

+
0
1
#
-
!
"
/
2
3
1
4
5
6
7
,
'
(

+01#%)8!!9

)

&!

!"/2314%()!!9

)

&!

!"#

!"9

9"&

9"'

9"(

9"#

9

! # ) (

*+,!"#$%!-.&

+
0
1
#
-
!
"
/
2
3
1
4
)
*
+
'
(

#

$

%

! # ) (

/

/

Ａ：定量ＰＣＲ检测结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｃ：半定量分析结果
１：０ｈ；２：６ｈ；３：１２ｈ；４：２４ｈ；ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ比较

图２　不同时间ＰＭＡ处理ＴＨＰ１细胞后Ｍｓｉ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达
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Ａ：ＮｕｍｂｍＲＮＡ的表达；Ｂ：Ｎｏｔｃｈ１ｍＲＮＡ的表达；Ｃ：Ｎｏｔｃｈ１蛋白的表达；Ｄ：Ｎｏｔｃｈ１蛋白表达的半定量分析
１：０ｈ；２：６ｈ；３：１２ｈ；４：２４ｈ；ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ比较

图３　不同时间ＰＭＡ处理ＴＨＰ１细胞后Ｎｕｍｂ和Ｎｏｔｃｈ１的表达
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３　讨论

　　具有自我更新、多向分化和无限增殖潜能的白血
病干细胞是形成白血病的“罪魁祸首”。人干细胞分

子Ｍｓｉ２具有维持胚胎干细胞自我更新和多潜能特性，
在胚胎干细胞的早期分化中起着重要的调控作用［３］。

最近发现，Ｍｓｉ２可能参与白血病的发生发展，临床上
发现 ＡＭＬ患者高表达 Ｍｓｉ２，且与患者的生存率呈负
相关，Ｍｓｉ２可作为 ＡＭＬ独立的预后标志之一［４］。然

而，Ｍｓｉ２与ＡＭＬ分化阻滞的关系尚不清楚。
　　为了观察Ｍｓｉ２在ＡＭＬ细胞分化过程中的表达改
变，本研究采用ＰＭＡ处理ＴＨＰ１细胞，发现ＰＭＡ能够
诱导ＴＨＰ１细胞出现巨噬细胞样分化表型的改变，同
时伴有分化抗原 ＣＤ１１ｂ的增加。白血病细胞在 ＰＭＡ
诱导分化的过程中，Ｍｓｉ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显
著下降。Ｋｈａｒａｓ等［２］在研究正常造血干细胞分化时

发现，随着造血干细胞逐渐分化为祖细胞以及成熟的

血细胞，Ｍｓｉ２的表达逐渐下降。ｄｅＡｎｄｒｅｓＡｇｕａｙｏ
等［５］也发现Ｍｓｉ２高表达于造血系统内的原始细胞，并
随原始细胞的分化而急剧下降。

　　研究表明，Ｍｓｉ２可通过调控 ＮｕｍｂＮｏｔｃｈ途径参
与慢性粒细胞白血病的分化［６］。Ｎｕｍｂ是不对称细胞
分裂子，它与细胞的分化有直接的联系［７］。Ｎｏｔｃｈ信
号通路和肿瘤的分化，增殖，凋亡有着广泛联系［８］。

在慢性粒细胞白血病中，Ｍｓｉ２可以阻止 Ｎｕｍｂ蛋白的
表达［６］，而Ｎｕｍｂ可以抑制Ｎｏｔｃｈ信号通路的表达［９］。

因此，Ｍｓｉ２可通过 ＮｕｍｂＮｏｔｃｈ途径上调 Ｎｏｔｃｈ表达，
从而促进慢性粒细胞白血病的进展。但目前 Ｍｓｉ２以
及Ｎｕｍｂ／Ｎｏｔｃｈ信号通路与 ＡＭＬ分化的关系少见文
献报道。为此，我们在观察急性髓系白血病诱导分化

过程中 Ｍｓｉ２改变的同时，首先检测了 ＴＨＰ１细胞中
Ｎｕｍｂ的表达改变。结果表明，Ｎｕｍｂ的ｍＲＮＡ表达的
整体趋势是随着 ＰＭＡ诱导 ＴＨＰ１细胞分化增加而增
加，和Ｍｓｉ２的表达下调刚好相反。Ｉｔｏ等［６］报道在慢

性粒细胞白血病中，Ｍｓｉ２可以抑制Ｎｕｍｂ蛋白的表达，
若Ｍｓｉ２的基因缺失则可以恢复Ｎｕｍｂ的表达，这与本
研究观察到 Ｎｕｍｂ与 Ｍｓｉ２表达呈负相关的结果是相
符的。已知Ｎｏｔｃｈ包含４个亚型，其中只有 Ｎｏｔｃｈ１能
被所有的 Ｎｕｍｂ亚型抑制［１０］。因此本研究重点检测

ＡＭＬ细胞分化过程中 Ｎｏｔｃｈ１的基因和蛋白表达水平
改变。结果发现 Ｎｏｔｃｈ１的表达随着 ＴＨＰ１细胞的分

化而下降，和Ｍｓｉ２表达的改变相一致。
　　本研究探讨了人干细胞标志 Ｍｓｉ２在急性髓系白
血病细胞分化中的表达变化，随着 ＴＨＰ１的诱导分
化，Ｍｓｉ２表达下降的同时伴随着其下游 Ｎｕｍｂ分子的
上调和Ｎｏｔｃｈ１分子的下调。下一步的研究将通过干
预Ｍｓｉ２及其下游Ｎｕｍｂ／Ｎｏｔｃｈ１信号分子的表达，观察
白血病细胞分化表型的相应改变，从而明确Ｍｓｉ２及下
游Ｎｕｍｂ／Ｎｏｔｃｈ信号通路在急性髓系白血病细胞分化
中的重要作用。探讨 Ｍｓｉ２在急性髓系白血病分化中
的调控作用，有助于阐明白血病的发病机制和寻找白

血病治疗的潜在靶点。
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