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孤儿受体ＲＯＲ２诱导慢性髓细胞白血病细胞株Ｋ５６２凋亡的研究

高爱君，司维柯，赵　宸，吴韦铷　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院临床血液学教研室 ）

　　［摘要］　目的　研究 ＲＯＲ２抑制慢性髓细胞白血病细胞株 Ｋ５６２增殖并诱导其凋亡的作用，初步
探讨可能的机制。方法　采用重组ＲＯＲ２腺病毒（ＡｄＲＯＲ２）感染Ｋ５６２细胞为实验组，重组ＲＦＰ腺病毒
（ＡｄＲＦＰ）感染Ｋ５６２细胞为对照组。采用ＣＣＫ８法检测细胞增殖，流式细胞仪检测细胞周期变化和细
胞凋亡。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测实验组和对照组促凋亡基因ｃａｓｐａｓｅ３和抗凋亡基因ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达。结果　
与对照组比较，实验组ＲＯＲ２感染Ｋ５６２细胞４８ｈ后，细胞增殖明显受抑（Ｐ＜０．０５），细胞周期主要阻
滞在Ｇ２／Ｍ期（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡增多，４８ｈ凋亡显著（Ｐ＜０．０５），同时促凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３表达升高
（Ｐ＜０．０５），抗凋亡蛋白 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达下降（Ｐ＜０．０５）。结论　过表达 ＲＯＲ２能够抑制 Ｋ５６２细胞的增
殖并诱导其凋亡，其机制可能与上调了促凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３和下调了抗凋亡蛋白ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达有关。
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　　白血病是一类白血病细胞增殖失控，分化障碍，凋
亡受阻，而停滞在细胞发育的不同阶段的恶性血液肿

瘤。化疗曾是治疗急性髓细胞白血病的首选方法，但

白血病细胞的耐药现象常导致化疗失败和疾病复发，

是目前亟待解决的难题，改变耐药的策略已集中在改

变细胞的增殖和促进细胞凋亡的生物治疗方面。Ｗｎｔ
信号是近３０年发现的与胚胎发育、细胞增殖和迁移等
密切相关的信号通路，其经典 Ｗｎｔ信号通路（Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ通路）在白血病中的促癌效应已经得到广泛
认同［１］，但非经典Ｗｎｔ信号在血液肿瘤中的作用不甚
清楚。近年来，国外和我们课题组的一系列研究均充

分证明：非经典 Ｗｎｔ信号的重要起始分子———Ｗｎｔ５ａ
在白血病中是一种抑癌因子，如 Ｗｎｔ５ａ在白血病患者
的骨髓中表达降低，而过表达 Ｗｎｔ５ａ可抑制白血病细
胞的增殖。Ｗｎｔ５ａ抑癌机制与其结合了 ＲＯＲ２受体，
激活非经典信号通路进而抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路有
关。我们进一步研究还发现：Ｗｎｔ５ａ可上调 ＲＯＲ２受
体；ＲＯＲ２在白血病病例中表达降低，而在治疗缓解，
良性病例和正常人中表达较高［２］。那么ＲＯＲ２与白血
病的发生有何关系？其可能的机制是什么？目前尚不

清楚。本研究以慢性髓细胞白血病细胞株 Ｋ５６２为模
型，过表达 ＲＯＲ２后，观察其对细胞生长的影响，并对
可能的机制进行了初步探讨，为深入揭示 ＲＯＲ２在白
血病中的作用机制奠定基础，并为寻找白血病治疗新

靶点提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　Ｋ５６２细胞为本实验室保存，重组 ＲＯＲ２腺病毒、
重组 ＲＦＰ腺病毒由美国芝加哥大学分子肿瘤研究室
何通川教授馈赠。ＲＯＲ２多克隆抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，βａｃｔｉｎ抗体、ＨＲＰ标记羊抗兔
的二抗购自北京中杉金桥公司，增强化学发光显色试

剂盒购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司；７ＡＡＤ染色试剂盒及
ＡｎｎｅｘｉｎＶ购自美国 ＢＤ公司，流式细胞仪 ＡｃｃｕｒｉＣ６
为美国ＢＤ公司生产，Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ促转染试剂（美国Ｓｉｇｍａ
公司），用 ＰＢＳ液配制为 １ｍｇ／ｍＬ的工作液，置于
－２０℃ 保存备用。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及转染　　Ｋ５６２细胞置于含１０％
的胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液中，于３７℃、５％ ＣＯ２培
养箱内培养，将 ＲＯＲ２腺病毒、ＲＦＰ腺病毒、Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ

促转染试剂加入Ｋ５６２中，培养３ｄ收集细胞后进行后
续实验。

１．２．２　ＣＣＫ８法测定细胞增殖能力　　取对数生长
期的Ｋ５６２细胞，ＡｄＲＯＲ２感染 Ｋ５６２细胞为实验组，
ＡｄＲＦＰ感染Ｋ５６２细胞为对照组，每组设３个复孔，分
别于感染后的１、２、３、４、５ｄ收集细胞，向每孔中加入
１０μＬ的ＣＣＫ８溶液，将培养板置于３７℃，５％ＣＯ２培
养箱内孵育，并采用酶标仪在４５０ｎｍ处检测各孔的光
密度值。

１．２．３　流式细胞仪检测细胞周期变化　　取对数生
长期细胞，ＡｄＲＯＲ２、ＡｄＲＦＰ分别感染细胞３０、４８ｈ后
离心收集细胞（１２００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），ＰＢＳ轻轻重悬并
计数，取２×１０６／ｍＬ，ＰＢＳ洗２遍，加入７５％的乙醇，
４℃ 固定过夜，ＰＢＳ再洗２遍，再次离心收集细胞后，
加入１００μＬ的ＰＢＳ，２０μＬ的７ＡＡＤ染液，混匀，室温
避光，反应１０～１５ｍｉｎ，流式细胞仪检测。实验重复
３次。
１．２．４　流式细胞仪检测细胞凋亡　　取对数生长期
细胞，ＡｄＲＯＲ２、ＡｄＲＦＰ分别感染细３０、４８ｈ后离心收
集细胞（１２００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｍ），ＰＢＳ轻轻重悬并计数，取
２×１０６／ｍＬ的细胞密度，ＰＢＳ洗 ２遍，加入 Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ溶液１００μＬ，７ＡＡＤ染色试剂１０μＬ，ＡｎｎｅｘｉｎＶ
２μＬ，室温避光１０～１５ｍｉｎ，于流式细胞仪检测细胞凋
亡。实验重复３次。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＯＲ２对凋亡相关分子表达
的影响　　ＲＯＲ２腺病毒感染 Ｋ５６２细胞为实验组，
ＲＦＰ腺病毒感染 Ｋ５６２细胞为对照组，处理 ３ｄ后，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＲＯＲ２、ｃａｓｐａｓｅ３和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表
达。分别提取实验组和对照组的总蛋白，上样３０μｇ，
５％脱脂奶粉封闭液封闭，室温封闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜后，
加１∶１０００稀释的一抗，４℃ 孵育过夜，ＴＢＳＴ洗去一
抗后，加入１∶２０００稀释的二抗，室温孵育１～２ｈ，
ＴＢＳＴ洗膜后，用增强型化学发光试剂显色。内参选
用βａｃｔｉｎ抗体。用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ图像分析软件对条带
进行分析。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，两样本或两组间的比
较采用两样本ｔ检验，检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　外源性ＲＯＲ２在Ｋ５６２细胞中的表达
　　ＲＯＲ２腺病毒与 ＲＦＰ腺病毒在 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ促转染

７２７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（７）



试剂作用下，成功感染Ｋ５６２细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到
ＲＯＲ２蛋白在ＡｄＲＯＲ２感染的Ｋ５６２细胞中高表达，而
ＡｄＲＦＰ感染的细胞中未检测到（图１）。
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１：ＡｄＲＦＰ感染的细胞；２：ＡｄＲＯＲ２感染的细胞
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测外源性ＲＯＲ２在Ｋ５６２细胞中的表达

２．２　ＲＯＲ２抑制Ｋ５６２细胞增殖
　　ＣＣＫ８法检测结果显示：ＡｄＲＯＲ２感染的细胞明
显受到抑制（Ｐ＜０．０５），ＡｄＲＦＰ感染的细胞没有明显
变化（图２）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图２　ＣＣＫ８法检测ＲＯＲ２对细胞增殖的影响

２．３　ＲＯＲ２对细胞周期的影响
　　流式细胞仪检测结果显示：实验组 ＲＯＲ２感染
Ｋ５６２细胞３０ｈ后，处于Ｇ２／Ｍ期的细胞比例［（３４．９５±
０４１）％］高于对照组［（２１．２６±０．６４）％］，且随着作
用时间的延长，差异更加显著，４８ｈ时实验组处于Ｇ２／
Ｍ期的细胞比例［（５９．８８±０．２５）％］与对照组
［（３４９６±０．１６）％］比较差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５）。提示ＲＯＲ２可抑制 Ｋ５６２细胞增殖，并将其阻
滞在Ｇ２／Ｍ期（图３）。
２．４　ＲＯＲ２对细胞凋亡的影响
　　流式细胞仪检测结果显示：感染３０ｈ，实验组的凋
亡率［（６．９４±０．３４）％ ］略高于对照组［（６．２４±
０４４）％ ］；感染 ４８ｈ，实验组的凋亡率［（１３．５２±
０４８）％ ］明显高于对照组［（１０．７１±０．５０）％ ］，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４）。
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Ａ：ＡｄＲＦＰ感染细胞（对照组）３０ｈ；Ｂ：ＡｄＲＯＲ２感染细胞
（实验组）３０ｈ；Ｃ：ＡｄＲＦＰ感染细胞（对照组）４８ｈ；
Ｄ：ＡｄＲＯＲ２感染细胞（实验组）４８ｈ
图３　流式细胞仪检测ＲＯＲ２对Ｋ５６２细胞周期的影响
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Ａ：ＡｄＲＦＰ感染细胞（对照组）３０ｈ；Ｂ：ＡｄＲＯＲ２感染细胞
（实验组）３０ｈ；Ｃ：ＡｄＲＦＰ感染细胞（对照组）４８ｈ；
Ｄ：ＡｄＲＯＲ２感染细胞（实验组）４８ｈ
图４　流式细胞仪检测ＲＯＲ２对Ｋ５６２细胞凋亡的影响

２．５　ＲＯＲ２对细胞凋亡蛋白表达的影响
　　与对照组比较，过表达 ＲＯＲ２上调了 ｃａｓｐａｓｅ３的
表达［１．１２±０．０３ｖｓ０．５６±０．０４，Ｐ＜０．０５］，但下调
了ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达［０．４５±０．０６ｖｓ１．２２±０．０６，Ｐ＜０．０５，
图５］。

８２７ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：ＡｄＲＦＰ感染的细胞（对照组）；２：ＡｄＲＯＲ２感染的细胞
（实验组）

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＯＲ２对Ｋ５６２细胞中ｃａｓｐａｓｅ３和
ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的影响

３　讨论

　　孤儿受体 ＲＯＲ是酪氨酸激酶样受体（ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｌｉｋｅｏｒｐｈａｎｒｅｃｅｐｔｏｒＲＯＲ），是Ⅰ型酪氨
酸激酶受体（ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＲＴＫ）家族中的成
员，它参与细胞间信号交流和胞内信号传导等，调节细

胞增殖、分化、转移和存活。由于 ＲＯＲ最初发现时配
体未知，所以被定义为孤儿受体［３］。孤儿受体ＲＯＲ家
族含有两大成员———ＲＯＲ１和 ＲＯＲ２。在慢性淋巴细
胞白血病中，ＲＯＲ１被认为具有致癌效应，是一致癌因
子［４］。近来 ＲＯＲ２在多种肿瘤中的作用已有报道，如
在骨肉瘤［５］、宫颈癌［６］、肾细胞癌［７］、黑色素瘤［７－８］中

ＲＯＲ２表达上调，它可促进肿瘤迁移和进展，是一种促
癌因子。但在鼻咽癌、胃癌［８］中表达下调，表现出抑

癌因子的作用。这可能与 ＲＯＲ２能够结合不同的配
体、转导不同的信号通路有关。如在 ２９３细胞中，
ＲＯＲ２与Ｗｎｔ５ａ结合转导Ｗｎｔ５ａ／ＲＯＲ２非经典信号通
路，抑制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号转导，阻断 βｃａｔｅｎｉｎ下游
基因的表达［９］，如 Ｃｍｙｃ和 ＣｙｃｌｉｎＤ１。ＲＯＲ２与
Ｗｎｔ５ａ结合可激活钙离子途径（ＣａｍＫⅡ）来抑制 Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ的途径［１０］。在小鼠体内，敲降 ＲＯＲ２基因
后，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路被激活，充分证明了ＲＯＲ２
对Ｗｎｔ经典通路具有抑制作用。但ＲＯＲ２在白血病中
的作用和机制至今尚未探明。

　　我们前期研究发现 Ｗｎｔ５ａ在白血病中是抑癌因
子［１１］，在Ｋ５６２细胞中Ｗｎｔ５ａ可上调ＲＯＲ２受体，并优
先与之结合，进而转导非经典通路来抑制经典通路，发

挥抑制细胞增殖的作用。随后在髓系白血病骨髓标本

检测中发现ＲＯＲ２表达降低，而在治疗缓解病例、良性

病例和正常人中表达较高。本研究采用 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ增
强重组ＲＯＲ２腺病毒感染细胞的方法［１２］，获得过表达

ＲＯＲ２的细胞模型，研究发现ＲＯＲ２对Ｋ５６２细胞生长
不但具有抑制作用，细胞周期阻滞在 Ｇ２／Ｍ期，而且发
生了细胞凋亡现象，这是我们以前期Ｗｎｔ５ａ抑制Ｋ５６２
细胞增殖中没有观察的［１１］。这似乎提示：ＲＯＲ２比
Ｗｎｔ５ａ有更强的抑癌作用？是否 ＲＯＲ２除了结合
Ｗｎｔ５ａ外，还可募集其他抑癌因子，发挥更强的抗癌作
用呢？还有待进一步研究。我们还对 ＲＯＲ２诱导
Ｋ５６２细胞凋亡的机制进行了初步的探讨。细胞凋亡
可通过死亡受体凋亡途径、线粒体凋亡途径和内质网

凋亡三条途径发挥作用，三条凋亡通路均需ｃａｓｐａｓｅ的
参与，ｃａｓｐａｓｅ家族作为最终执行者，在细胞凋亡过程
中通过对骨架蛋白的剪切，引起细胞核固缩、碎裂等，

其中ｃａｓｐａｓｅ３是以上两种途径的共同交汇点［１３－１５］。

ｓｕｒｖｉｖｉｎ是凋亡抑制因子（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ，ＩＡＰｓ）家族成员，它在抗凋亡效应中具有重要作
用，它主要通过线粒体细胞色素 Ｃ的释放和天冬氨酸
特异的半胱氨酸蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）的激活 ［１６］。本研究

主要选择了这两个靶分子，初步研究表明：ＲＯＲ２上调
了促凋亡蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３的表达，下调了抗凋亡蛋白
ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达，但 ｍＲＮＡ水平变化不明显，这是否提
示ＲＯＲ２参与调控二者的翻译水平，而对转录水平影
响不明显。其具体的机制还待进一步研究。本研究对

寻找白血病新的治疗靶点和研发新的诊断标志物具有

重要价值，也为进一步探讨 ＲＯＲ２抑制白血病的作用
和机制奠定了基础。
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