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FOXO3a转录因子对自血病 HL60细胞增殖和凋亡 
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【摘 要】目的：研究转录因子FOXO3a对急性粒细胞白血病HL60细胞株增殖、凋亡的影响及可能的分子机制。方法：将 FOXO3a 

表达质粒 pcDNA3．1一FOXO3a及空载对照质粒 pcDNA3．1分别经阳离子脂质体介导转染 HL60细胞，用 G418筛选出 FOXO3a稳 

定表达细胞株。台盼蓝拒染法和MTT法检测HL60细胞增殖 ，流式细胞仪分析细胞周期和凋亡，RT—PCR及 Westernblot方法检 

测基因 Bim和 bcl一2的表达。结果：筛选到稳定表达 FOXO3a基因的细胞株 HL60／FOXO3a细胞，与空载体转染组(HL60／empty) 

及未处理对照组(HL60／untreated)细胞相比，转染组 FOXO3a明显抑制 HL60细胞生长与增殖，导致 G。期阻滞 ，细胞凋亡明显增 

加。RT—PCR及 Western blot显示 FOXO3a明显上调 Bim基因的mRNA和蛋白表达，而抑制 bcl一2基因 mRNA和蛋白的表达。结 

论：FOXO3a转录因子能抑制 HL60细胞的生长和增殖，并诱导其发生凋亡，其机制可能是通过对凋亡相关基因的调控并阻止细 

胞周期进程来实现的。 
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The research On the effect of transcription factor F0X03a On proliferation and 

apoptosis of acute myeloblastic leukemia HL60 cell line 
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【Abstract】Objective：To study the effect of transcription factor FOXO3a on acute myeloblastic leukemia HL60 cell line proliferation， 

apoptosis and the possible molecular mechanism．Methods：The FOXO3a expression plasmid pcDNA3．I-FOXO3a and the no-load 

control plasmid pcDNA3．1 were separately transfected to HL60 ceils mediated by cationic lipid body．The FOXO3a stable expression cell 

line was screened with G418．HL60 cell proliferation was assayed by Trypan blue exclusion staining and MTr．Cell cycle and apoptosis 

were analyzed by flow cytometry．The expressions of Bim and bel-2 genes were detected by RT-PCR and Western blot method．Results： 

The stable cell lines HL60／FOXO3a cells were screened，which significantly inhibited the growth and proliferation ability of HL60 ceils 

compared with the empty vector transfeetion group (HL60／empty)and untreated control group (HL60／untreated)cells，and were 

accompanied with G1 phase block and apoptotie cell increase．The gene FOXO3a significantly up—regulated Bim gene mRNA and protein 

expression，while inhibited the bcl一2 gene mRNA and protein expression．Conclusion：Transcription factor FOXO3a could inhibit HL60 

cell growth and proliferation，an d induce apoptosis．Its possible mechanism may be involved in the regulation of apoptosis-related genes 

and prevention of cell cycle progression． 
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急性粒细胞白血病(Acute myeloblastic leukemia，AML)是 

骨髓造血干细胞的恶性增殖性疾病，在 AML的治疗中，许多 

药物包括维甲酸的应用很大程度缓解了AML的进程『II，但是临 

床耐药和复发的现象越来越明显 。白血病干细胞(Leukemia 

stem cell，LSCs)的自我更新和生长潜能可以导致白血病恶变[41， 
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因此从白血病干细胞水平发现新的治疗靶点是解决临床耐 

药现象以及复发的关键环节。 

国外研究表明，转录因子 Forkhead家族重要成员 FOXO3a 

在白血病干细胞中处于低表达水平[41，在慢性粒细胞白血病 

细胞中 FOXO3a的外源性表达能够抑制细胞的增殖并诱导 

凋亡[51。转录因子 FOXO3a在白血病干细胞或急性粒细胞白 

血病中低表达可能改变了白血病的恶性表型，因此本课题以 

AML的 HL60细胞为研究对象 ，观察 FOXO3a对 HL60细胞 

增殖和凋亡的影响 ，并探讨其可能机制，为 AML的临床治疗 
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提供新的药物作用靶点。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试 剂 

急性粒细胞白血病 HL60细胞株为本室冻存，胎牛血清为 

杭州四季青生物工程材料有限公司产品；质粒 peDNA3．1一FOX一 

03a由 Nofio Komatsu馈赠(Department of Biochemistry．，Jichi 

Medical School，Tochigi)，空载 pcDNA3．1质粒由本室保存。质 

粒提取试剂盒 、胶回收试剂盒、总 RNA提取试剂 、逆转录酶 

M—MLV及限制性内切酶、脂质体 Lipofectamine 2000等分别购 

肉TaKaRa、Promega、invitrogen公司；鼠抗人 bcl一2单抗购 自 

Santa CruzBiotechnology公司，兔抗鼠二抗购自博士德公司。 

1．2 细胞培养 

HL60细胞用含 10％灭活胎牛血清、100 U／ml青霉素和 

100 U／ml链霉素的 RPMI1640培养液，于 37℃、5％ CO 、饱和 

湿度的恒温培养箱中培养，常规传代换液，取对数生长期细 

胞进行后续实验。 

1．3 质粒转染及稳定 筛选 

阳离子脂质体介导的质粒转染参照脂质体(Lipofec— 

tamine 2000)说明书中悬浮细胞转染操作步骤进行：将质粒 

与脂质体按照 l：l比例在 2管中以无血清 RPMI1640稀释， 

两者轻轻混合后静置30 rain。加人以无血清 RPMI1640洗涤 

并与调整好细胞数 5 X 10s的 HL60细胞悬液 ，轻轻混匀 ， 

置37℃培育 5 h后加入含 15％ 胎牛血清的 RPMI1640培养 

液继续培养。稳定表达筛选转染后 24 h进行细胞传代，第 2 

天开始将转染的细胞在含 800 Ixg／ml G418的培养基中培养， 

G418的浓度经浓度反应分析后确定，含抗生素的培养基每 

周换液2次。10～14 d后，观察到抗性克隆，通过有限稀释法 

筛选获取单克隆抗性细胞，培养增殖，进行后续实验。同时以 

转染 pcDNA3．1空载质粒 HL60细胞为对照组 ，HI 0细胞为 

非处理组。 

1．4 细胞生长曲线制作 

采用台盼蓝拒染法 ，取对数生长期细胞以 1×10 个／孑L 

接种于 24孑L培养板中，连续培养 5 d，每天取 3孔细胞，以台 

盼蓝拒染法计算活细胞数，取均值绘制生长曲线。 

1．5 M ITI1法检测细胞增殖 

收集对数生长期的实验组 pcDNA3．1一FOXO3a—HL60、 

空载 pcDNA3．1-HL60对照 HI O组 ，接种于 96孔培养板 

(3×104个，L)，细胞铺板处理 5 d。每组设 5个平行孑L。每孑L 

加入 Mrrr后孵育 4 h，于 595 Hill波长测吸光度值(OD)计算 

细胞增殖抑制率：(处理组吸光度值 一空白组吸光度值)÷空 

自组吸光度值 X 100％ 

1．6 流式细胞仪检测 细胞周期 

离心收集转染后 48 h的细胞，将转染组和未处理组HL60 

细胞 ，经 PBS洗涤 ，70％乙醇固定 ，加入 PBS溶液室温处理 

30 rain，离心去上清 ，加入 50~g／ml Rnase A消化 30 rain，再 

加入终浓度为 50 I~g／ml的碘化丙啶染色 30 min，上流式细胞 

仪检测。 

1．7 流式细胞仪检测 细胞凋亡 

离心收集转染后 48 h的细胞，将转染组和空载组细胞 

经 PBS洗涤后，按照凋亡试剂盒说明处理细胞，以 HL60细 

胞为对照组，在流式细胞仪检测细胞凋亡。 

1．8 RT—PCR检测相关基因表达 

收集稳定表达的转染组细胞和未处理 HL60细胞，RNA 

提取用 Trizol试剂(Invitrogen)按说明书进行，取 2 g RNA， 

用 M—MLV逆转录酶制备 eDNA，取 2 txl cDNA进行 PCR扩 

增。实验中用到的所有引物序列如表 l所示。 

PCR反应体系4×dNTP each 2．5mmoH )2 l，10×bufier 

4 l，上游引物(5 I．tmol／L)2 t*1，下游引物(5 txmol／L)2 Ixl，反 

转录产物 4 Ixl，Taq DNA聚合酶(5 1．5／~1)0．4 l，加水至 4O l。 

PCR反应条件为 94℃ 3 min；94cc 40 s，55℃ 1 min，72℃ l 

min，30个循环 ；72qc 5 min一4qc保存。取 PCR产物 5 l上 

样于 1．6％的琼脂糖凝胶中，80 V电压，电泳 I h。凝胶分析系 

统观察 、分析。 

1．9 Western blot检测蛋 白袁 达 

收集稳定表达的转染组细胞和未处理 HL60细胞，细胞 

裂解液提取细胞总蛋白，并测定蛋白含量。取 8O g蛋白质， 

进行 12％SDS--PAGE电泳 、电转膜 ，BSA封闭后，加一抗鼠 

抗人抗体孵育过夜，抗体稀释度为 1：2 000，漂洗后加二抗羊 

抗鼠(1：2 0oo)室温下孵育 2 h，TBST洗 3次后化学发光显示 

试剂盒显色并成像分析。GAPDH作为内参。 

1．10 统计学分析 

采用 SPSSI3．0软件进行分析，计量资料用X±s表示，多 

组之间比较采用单因素方差分析，差异有统计学意义再进行 

q检验，方差不齐采用 Kruskai—Wallis检验，两组间比较采用 

表 1 R丁一PCR实验中合成的引物序列厦预期产物长度 






