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　　［摘要］　目的　研究癌基因ＢＣＲ／ＡＢＬＣ末端肌动蛋白结合域（ａｃｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＡＢＤ）蛋白对白血病细胞增殖和
凋亡的影响。方法　构建含有ＡＢＤ基因的重组表达载体，应用蛋白转导结构域（ｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，ＰＴＤ）将蛋白
转入白血病细胞内，应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与免疫荧光法确定蛋白是否进入白血病细胞，然后分别应用流式细胞仪及ＭＴＴ法检
测融合蛋白对白血病细胞凋亡及增殖的影响。结果　成功构建 ＰＴＤＡＢＤ融合表达载体，获得高纯度 ＰＴＤＡＢＤ融合蛋
白。同时构建ＰＴＤ表达载体并获得高纯度表达蛋白。将 ＰＴＤ、ＰＴＤＡＢＤ蛋白与白血病细胞 Ｋ５６２、ＨＬ６０共培养，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ与免疫荧光法确定ＰＴＤ、ＰＴＤＡＢＤ蛋白成功进入细胞内。与阴性对照比较，ＰＴＤＡＢＤ蛋白能显著抑制 ＨＬ６０细胞的
生长，并且对ＨＬ６０细胞的凋亡具有明显的促进作用，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５），但对Ｋ５６２细胞的增殖及凋亡无影
响（Ｐ＞００５）；ＰＴＤ蛋白对Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞的增殖及凋亡无影响，与阴性对照比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论
　ＰＴＤ转导的ＡＢＤ蛋白抑制ＨＬ６０细胞的增殖，并诱导细胞凋亡。
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　　ＢＣＲ／ＡＢＬ基因编码的融合蛋白是慢性粒细胞白
血病（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）的发病原因［１］。

肌动蛋白结合域 （ａｃｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＡＢＤ）是ＢＣＲ／
ＡＢＬ融合蛋白上 Ｃ末端的一个结构域［２］，ＡＢＤ在
ＢＣＲ／ＡＢＬ介导的白血病发生中起重要作用［３－５］，白血

病的发生依赖于碳末端的 ＡＢＤ存在，ＡＢＤ变异可以
降低体外肿瘤细胞的生存活力，在体内则延迟肿瘤的

发病时间［３］。蛋白转导域（ｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｄｏ
ｍａｉｎ，ＰＴＤ）［４－５］可将与之融合的外源物质跨膜转导进
入细胞，本实验室前期研究也证明了 ＰＴＤ可转导多种
蛋白进入细胞内［６］。本研究构建 ＰＴＤ与 ＡＢＤ的融合
表达蛋白，通过高表达外源可溶性 ＡＢＤ，干预内源
ＡＢＤ的作用，影响白血病细胞的增殖和凋亡，期望在
白血病的治疗中探索新的途径。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
　　含有 ｂｃｒ／ａｂｌｐ２１０全长的 ＰＧＤ２１０质粒、Ｋ５６２细胞株、
ＨｅＬａ细胞株为第四军医大学第二附属医院血液科实验室保
存，人早幼粒细胞白血病细胞系 ＨＬ６０细胞株由第四军医大学
基础医学部医学遗传学与发育生物学教研室保存。ｐＥＴ３２ａ质
粒（Ｎｏｖａｇｅｎ公司），组氨酸亲和磁珠、咪唑（Ｐｈａｒｍａｃｉａ），Ｔ４ＤＮＡ
连接酶（大连ＴａＫａＲａ公司），ＩＰＴＧ、ＴＭＢＨ２Ｏ２（华美生物工程
公司），ＡｎｔｉｈｉｓｔａｇｍＡｂ（Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｃｏｍｐａｎｙ），
ＨＲＰ标记的羊抗鼠二抗（丹麦Ｄａｋｏ公司），ＦＩＴＣ及ＰＥ标记的小
鼠同种型ＩｇＧ１（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ公司），ＳＰ免疫组化试剂盒（迈新公
司），Ｈｏｅｃｈｓｔ（Ｓｉｇｍａ公司），ＭＴＴ（ＳｉｎｏＡｍｅｒｉｃａｎＢｉｏｔｅｃ公司）。
１．２　主要仪器
　　ＬｅｉｃａＱ５００ＩＷ 图像分析仪（德国 Ｌｅｉｃａ公司），Ｕ２００１
Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｏｒ核酸蛋白检测仪（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司），ＪＹ９２
２Ｄ超声波细胞粉碎机（宁波新之生物科技股份有限公司），荧
光显微镜（奥林巴斯公司），酶联反应检测仪、流式细胞仪（美

国ＢＤ公司）。
１．３　方法
１．３．１　重组质粒的构建与表达　　ＡＢＤ功能区为 ＢＣＲ／ＡＢＬ
融合基因Ｃ末端１６７～１６３位氨基酸［７］，根据 ＧｅｎＢａｎｋ人 ｖａｂｌ
ｃＤＮＡＮＭ＿００７３１３设计引物，ＡＢＤ反向引物设计终止码，以
ＰＧＤ２１０质粒为模板，扩增５０１ｂｐ的ＡＢＤ片段。合成ＰＴＤ２条
单链，两端加入ＥｃｏＲⅠ 和ＸｈｏⅠ酶切位点［８］，退火形成ＰＴＤ双
链（引物序列见表１），应用分子克隆方法［８］构建 ｐＥＴ３２ａＡＢＤ、
ｐＥＴ３２ａＰＴＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ重组表达质粒，并鉴定。将序列
鉴定正确的质粒进行蛋白表达及纯化，方法见文献［８］。

表１　基因引物序列

目的基因 引物序列 片段大小（ｂｐ）
ＡＢＤ 上游：５′ＡＴＧＡＡＧＣＣＡＣＡＧＴＣＣＧＣ３′ ５０１

下游：５′ＣＴＡＣＣＴＣＴＧＣＡＣＴＡＴＧＴＣＡＣＴＧＡ３′

ＰＴＤ
上游：５′ＡＡＴＴＣＴＡＴＧＧＴＡＧＧＡＡＧＡＡＡＣＧＴＣＧＡ

ＣＡＧＣＧＴＣＧＴＣＧＧＣＣＣ３′
３７

下游：５′ＧＧＧＣＣＧＡＣＧＡＣＧＣＴＧＴＣＧＡＣＧＴＴＴＣＴ
ＴＣＣＴＡＣＣＡＴＡＧ３′

１．３．２　细胞培养　　Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞应用含１０％的小牛血清
的ＲＰＭＩ１６４０培养液，ＨｅＬａ细胞应用含 １０％的小牛血清的
ＤＭＥＭ培养液，在５％的ＣＯ２，３７℃恒温培养箱中培养，常规换
液传代，取对数生长期的细胞进行后续实验。

１．３．３　重组表达蛋白与细胞共培养　　将不同浓度的重组表
达蛋 白 ｐＥＴ３２ａＡＢＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ 加 入
Ｋ５６２、ＨＬ６０培养上清中，与细胞共培养，加等体积培养液的细
胞为阴性对照，收取细胞进行下一步实验。

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　３种重组表达蛋白与
Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞共培养后，收取并裂解细胞获得各组细胞总蛋
白，ＢＣＡ法进行细胞定量。蛋白经８％的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转至
ＰＶＤＦ膜，封闭后，依次加入鼠抗人 Ａｎｔｉｈｉｓ单克隆抗体，ＨＲＰ
标记的羊抗鼠ＩｇＧ孵育，洗膜后应用化学发光试剂盒检测，压
片显影，凝胶成像仪上照相。

１．３．５　免疫荧光技术检测重组表达蛋白细胞内定位情况　　
将ＨｅＬａ细胞爬片，依次加入终浓度相同的 ｐＥＴ３２ａＰＴＤ、
ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ、ｐＥＴ３２ａＡＢＤ，孵育 ４０ｍｉｎ后收集细胞，洗
涤、固定、封闭后，依次加入鼠 ａｎｔｉｈｉｓ单克隆抗体，ＦＩＴＣ标记
的羊抗鼠ＩｇＧ孵育，同时另做３张玻片滴加ｈｏｅｃｈｓｔ进行细胞核
染色。将处理好的玻片在荧光共聚焦显微镜下观察拍照。

１．３．６　ＭＴＴ法检测细胞增殖水平　　取对数生长期的细胞，
实验孔加入不同浓度的 ｐＥＴ３２ａＰＴＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ融合蛋
白共孵育，每孔设３个复孔，加等体积的培养液的细胞为阴性
对照，三尖杉酯碱为阳性对照，分别培养２４、４８、７２、９６ｈ，应用
ＭＴＴ法，在酶标仪４９２ｎｍ波长处测光密度值［Ｄ（４９２）］，绘制
细胞生长曲线。实验重复３次。
１．３．７　细胞凋亡分析　　培养 Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞到对数生长
期，实验孔加入不同浓度的 ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤ融
合蛋白，加等体积的培养液的细胞为阴性对照，只加培养液的

为空白对照，加入三尖杉酯碱的细胞为阳性对照，收集经过处

理４８ｈ的Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞，洗涤固定，４℃放置。加入Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ、ＰＩ染色，避光反应１５ｍｉｎ后，加入４００μＬ结合缓冲液，
流式细胞仪检测，计算机处理分析，实验重复３次。
１．４　统计学处理
　　组间及组内均数比较采用方差分析及 ＬＳＤｔ检验，采用
ＳＰＳＳ１１．０统计软件。

２　结果

２．１　ｐＥＴ３２ａＡＢＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ、
ｐＥＴ３２ａＡＢＤＰＴＤ表达载体构建成功

　　以 ＰＧＤ２１０质粒为模板，应用 ＡＢＤ引物进行 ＰＣＲ扩增，
２％的琼脂糖凝胶电泳可见 １条约 ５０１ｂｐ的特异性条带（图
１Ａ），与预期目的基因 ＡＢＤ片段大小一致。将 ＡＢＤ片段经纯
化后构建重组表达质粒 ｐＥＴ３２ａＡＢＤ，将 ＰＴＤ单链退火为双链
双酶切后回收产物连接，构建 ｐＥＴ３２ａＰＴＤ质粒，将 ＰＴＤ连入
ｐＥＴ３２ａＡＢＤ载体，构建的重组质粒ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ，送测序，
结果回报序列及读码框均正确（图１Ｂ）。
２．２　获得 ｐＥＴ３２ａＡＢＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤ

ＡＢＤ可溶性融合蛋白
　　将质粒ｐＥＴ３２ａＡＢＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ转化

８１４
第３６卷第５期
２０１４年３月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．５
Ｍａｒ．１５　２０１４



! " #

$ %%% &'!

( %%% &'!

)*+ &'!

*%% &'!

$%% &'!

,%% &'!

"*%, &'

!

"

Ａ：ＰＣＲ扩增ＡＢＤ结果　Ｍ：ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００）；１、２：均为ＡＢＤ目的片段；Ｂ：ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ测序结果　红框内为ＰＴＤ序列，红色下划线为
ＡＢＤ部分序列，序列及读码框均完全正确

图１　ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ载体构建结果

Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），接种到１００ｍＬＬＢ中，然后收集全部菌
液，按照实验方法中所示，获得浓缩蛋白。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分别
可见 ｐＥＴ３２ａ２０．９×１０３，ｐＥＴ３２ａＰＴＤ２３７×１０３，ｐＥＴ３２ａＡＢＤ
３３６×１０３，ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ３８８×１０３大小的新蛋白片段，与
预计大小一致（图 ２、３）。ｐＥＴ３２ａＡＢＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤ、ｐＥＴ３２ａ
ＰＴＤＡＢＤ均能从上清中纯化到目的蛋白。
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Ｍ：标准；１：ｐＥＴ３２ａ空载体；２：ｐＥＴ３２ａＡＢＤ表达蛋白（未纯化）；
３、４：纯化过程中蛋白电泳；５：纯化后浓缩蛋白
图２　ＩＰＴＧ诱导ｐＥＴ３２ａＡＢＤ蛋白表达和梯度透析纯化电泳结果

! " # $ % & ' ( ) * !+ !! !" !# !$

Ｍ：标准；１～６：ｐＥＴ３２ａＰＴＤ；１、２：未纯化蛋白；３～６：纯化后蛋白；
７、８：ｐＥＴ３２ａ；９～１４：ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ；９、１０：未纯化蛋白；１１～１４：纯
化蛋白

图３　ＩＰＴＧ诱导ｐＥＴ３２ａＰＴＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ蛋白表达和
梯度透析纯化电泳结果

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫荧光法检测融合蛋白的表达
　　ｐＥＴ３２ａ载体表达 ＨＩＳ标签，应用抗 ＨＩＳ抗体可以特异性
检测融合表达蛋白。将获得的纯化后的 ｐＥＴ３２ａＡＢＤ、ｐＥＴ３２ａ

ＰＴＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ融合表达蛋白加入 Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞上
清中，与 Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞共培养，终浓度分别为 ５０、１００、
１５０ｎｍｏｌ／Ｌ，４０ｍｉｎ后收集细胞，ＰＢＳ清洗后裂解收总蛋白，行
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果除了 ｐＥＴ３２ａＡＢＤ外，３个浓度的
ｐＥＴ３２ａＰＴＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ均能在细胞内检测到，证明两个
融合蛋白已经成功进入细胞内（图４），同时表明，蛋白能成功
进入细胞内是由于融合表达了ＰＴＤ的结果。
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Ａ：与融合蛋白共孵育的 Ｋ５６２细胞　１：ｐＥＴ３２ａ；２：ｐＥＴ３２ａＡＢＤ；
３：ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ；４：ｐＥＴ３２ａＰＴＤ；Ｂ：与融合蛋白共孵育的 ＨＬ６０
细胞　１：ｐＥＴ３２ａＰＴＤ；２：ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测融合蛋白进入白血病细胞的表达

　　收集和３种融合蛋白共孵育４０ｍｉｎ的 ＨｅＬａ细胞，应用抗
ＨＩＳ抗体作为一抗，标记了ＦＩＴＣ的ＩｇＧ作为二抗，染色后，荧光
共聚焦显微镜下观察并拍照。ｐＥＴ３２ａＰＴＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ
组细胞均可以看到绿色荧光，并在细胞浆和细胞核内都有分

布，而ｐＥＴ３２ａＡＢＤ组抗ＨＩＳ抗体无荧光信号，而 Ｈｏｅｃｈｓｔ染色
可见到蓝色荧光信号，提示蛋白没有进入细胞内，证明没有

ＰＴＤ的介导，融合蛋白不能进入细胞内发挥作用（图５）。

２．４　ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ融合蛋白对 Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞
增殖的影响

　　ＭＴＴ法测定结果（图 ６、７）显示，与阴性对照相比，与
ｐＥＴ３２ａＰＴＤ蛋白共培养的Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞生长曲线无明显变
化，而与三尖杉酯碱共培养的 Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞生长明显受到
抑制；与ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ共培养的Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞生长不同
程度受到抑制。统计学分析结果显示，Ｋ５６２细胞各组之间无
统计学差异（Ｐ＞００５，图 ６）；与阴性对照相比，ｐＥＴ３２ａＰＴＤ
ＡＢＤ对ＨＬ６０细胞的生长有明显抑制作用（Ｐ＜００５），且随着
ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ浓度的加大，抑制作用越大（图７）。
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图５　荧光共聚焦显微镜观察融合蛋白在ＨｅＬａ细胞内的定位
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图６　ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ蛋白对Ｋ５６２细胞生长的影响
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ａ：Ｐ＜００５，与阴性对照比较
图７　ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ蛋白对ＨＬ６０细胞生长的影响

２．５　ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ融合蛋白能够促进ＨＬ６０细胞
的凋亡

　　将ｐＥＴ３２ａＰＴＤ、ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ融合蛋白及三尖杉酯碱
处理过的Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞应用流式细胞术进行凋亡分析。三
尖杉酯碱对Ｋ５６２、ＨＬ６０有明显的促凋亡作用，但 ｐＥＴ３２ａＰＴＤ
组细胞的凋亡与阴性对照比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），

证明 ＰＴＤ蛋白本身对细胞的凋亡无影响。经 ｐＥＴ３２ａＰＴＤ
ＡＢＤ蛋白处理的Ｋ５６２细胞与阴性对照比较，凋亡无明显增加
（Ｐ＞００５），但经该蛋白处理的ＨＬ６０细胞与阴性对照比较，凋
亡明显加速，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），且随浓度的增大，
差异越大，１５０ｎｍｏｌ／ＬＰＴＤＡＢＤ融合蛋白与５０μｇ／ｍＬ三尖杉
酯碱的促凋亡作用相当（图８）。
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ａ：Ｐ＜００５，与阴性对照比较
图８　ｐＥＴ３２ａＰＴＤＡＢＤ蛋白对Ｋ５６２、ＨＬ６０细胞凋亡的影响

３　讨论

　　ＢＣＲ／ＡＢＬ融合蛋白是 ＣＭＬ的发病基础，目前针
对该融合蛋白的酪氨酸激酶抑制剂伊马替尼等已经在

临床取得了显著疗效，靶向治疗也因此成为目前白血

病治疗领域最有前景的治疗模式。在国外的研究中发

现，破坏 ＢＣＲ／ＡＢＬ融合蛋白 Ｃ末端的 ＡＢＤ区，能够
明显降低 ＢＣＲ／ＡＢＬ融合蛋白的致癌性［３］，在体内可

以延缓白血病的发病时间。ＡＢＤ同时还是ＡＢＬ激酶的
一部分，在其他白血病及正常细胞中表达，因此，我们设

想构建ＡＢＤ结构蛋白的类似物，将其导入细胞内可能
达到干预ＡＢＤ结构功能的目的，为治疗ＣＭＬ及其他类
型白血病探索新的药物作用靶点和研究方向。ＰＴＤ目
前已经在多个领域研究［９－１２］使用，在蛋白转运、尤其是

药物转运方面有较高的应用价值。我们应用ＰＣＲ的方
法获得目的基因，将ＰＴＤ技术应用于目的蛋白的转导，
应用ＰＴＤ介导ＡＢＤ蛋白进入细胞内，４０ｍｉｎ内即可定
位于细胞核，且ＰＴＤ蛋白对细胞的增殖及凋亡无影响，
比传统的转染方法更迅速、更安全，值得推广。

　　过表达某个蛋白，然后检测相关信号通路变化及
对细胞增殖分化的影响，是目前蛋白功能研究的经典

方法之一。我们预测 ＡＢＤ蛋白进入 Ｋ５６２细胞后，因
为ＡＢＤ蛋白的过表达，会促进细胞的增殖，减少凋亡。
但本研究结果显示，ＡＢＤ融合蛋白和阴性对照相比，
对Ｋ５６２细胞的增殖及凋亡并无明显作用，相反，对另
一白血病细胞系 ＨＬ６０细胞，ＰＴＤＡＢＤ却能抑制细胞
的增殖、促进凋亡，且 １５０ｎｍｏｌ／Ｌ的融合蛋白与
５０μｇ／ｍＬ的三尖杉酯碱作用相当，提示 ＡＢＤ蛋白在
其他类型的白血病中同样起着重要的作用。既往研究

报道抑制ＡＢＤ蛋白可延缓 ＣＭＬ的发病［３］，而本实验

提示ＡＢＤ过表达对 Ｋ５６２细胞的作用不大，对 ＨＬ６０
细胞却有明显的抑制作用，考虑ＡＢＬ基因表达于各种
白血病细胞，当高表达 ＰＴＤＡＢＤ时，ＨＬ６０细胞反应
就比较明显，凋亡增加；而对于 Ｋ５６２细胞，由于其本

身高表达ＢＣＲ／ＡＢＬ，当其被部分抑制后，细胞增殖虽
受影响，但还不足以达到使细胞凋亡的水平增加。

　　总之，本研究应用分子克隆方法成功构建 ＰＴＤ及
ＡＢＤ的融合表达载体，通过直接测序方法验证了载体
的序列及编码完全正确，通过常规的方法即获得了高

纯度的表达蛋白，摒弃了传统的对细胞毒性较大的转

染方法，只需将蛋白与细胞共培养就能达到转染的效

果，使蛋白很容易进入细胞内发挥作用，抑制白血病细

胞的增殖，促进凋亡，对进一步探讨 ＡＢＤ蛋白在白血
病的治疗及发病机制上奠定了基础。
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