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·论　著·
游离的白血病抑制因子受体α亚基胞内功能片段对ＨＬ６０细胞的生长调节

王　静，杨　玲，刘厚奇

（第二军医大学基础医学部组织胚胎学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：探讨白血病抑制因子（ＬＩＦ）受体α亚基胞内区在细胞内游离存在时，对 ＨＬ６０细胞增殖分化的调节及相关信

号转导机制。方法：鉴定已构建的重组质粒ｐＣＤＮＡ３．０１９０ＣＴ２＋３和ＰＣＤＮＡ３．０１９０ＣＴ３；用脂质体将质粒转染 ＨＬ６０细

胞，细胞培养基中加入Ｇ４１８来筛选阳性克隆。用免疫细胞化学和免疫印迹法检测转染组细胞中目的蛋白的表达。绘制细胞

生长曲线。免疫印迹法检测各组细胞增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）的表达和信号分子ＳＴＡＴ３的磷酸化水平。结果：免疫印迹法

检测及目的蛋白条带，获得稳定表达目的蛋白的细胞株。与野生组细胞相比，１９０ＣＴ２＋３和１９０ＣＴ３组的细胞体积增大，分叶

核细胞占总细胞数的比例增加，细胞增殖减慢，ＰＣＮＡ的表达减少，ＳＴＡＴ３的磷酸化水平升高。结论：ＬＩＦ受体α亚基胞内区

游离片段促进了 ＨＬ６０细胞的分化，抑制了增殖，激活了信号分子ＳＴＡＴ３。
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　　白血病抑制因子（ＬＩＦ）是一种作用广泛的因子，
因人们最早发现它有促进小鼠单核白血病 Ｍ１细胞
分化并抑制其增殖的作用，所以把它命名为白血病
抑制因子［１］。随着研究的不断深入，人们了解到

ＬＩＦ在不同的环境中发挥着不同的生物学效应，ＬＩＦ
的生物效应是通过结合靶细胞膜上的ＬＩＦ受体α亚
基（ｇｐ１９０），并使之与另一亚基ｇｐ１３０（亦为ＩＬ６信
号转导子）形成异源性二聚化，从而启动细胞内信号
分子的活性以完成ＬＩＦ的信息从细胞膜至核的传
递，使细胞产生一系列生理或病理的变化［２］。ｇｐ１９０
和ｇｐ１３０胞内区都含有相似的重要功能域ＢＯＸ１、

ＢＯＸ２和ＢＯＸ３［３］；研究表明，它们各自在细胞增殖

分化过程中的作用不同［４］。通过我们前期研究发现

ｇｐ１９０细胞内区的多个功能域成为游离多肽存在于
细胞内时，对细胞分化有不同的影响［５］。１９０ＣＴ２＋
３（ＢＯＸ２＋３）激活ＲａｓＭＡＰＫ途径，而不含ＢＯＸ２
的Ｃ端多肽１９０ＣＴ３（ＢＯＸ３），可使白血病细胞 ＨＬ
６０中ＳＴＡＴ３激活，膜表面ＣＤ１５表达增加。

　 　 基于以上研究，我们将已构建好的重 组

ＢＯＸ２＋３、ＢＯＸ３的真核表达质粒，即ｐｃＤＮＡ３．０
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１９０ＣＴ２＋３、ｐｃＤＮＡ３．０１９０ＣＴ３ 转染人白血病

ＨＬ６０细胞，得到稳定表达目的基因的 ＨＬ６０细胞
株。观察转染ｇｐ１９０胞内区不同功能域后，游离的
目的片段对 ＨＬ６０细胞生长特性的影响，细胞的形
态变化，并检测与细胞增殖及分化相关的抗原和信
号分子，以探讨游离功能域ＢＯＸ２＋３和ＢＯＸ３对

ＨＬ６０细胞增殖分化的调节及其分子机制。

１　材料和方法

１．１　材料的来源　ＨＬ６０细胞株购自中国科学院
上海细胞研究所；１６４０培养基（Ｇｉｂｃｏ）；限制性内切
酶ＢａｍＨⅠ和ＸｂａⅠ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；脂质体Ｆｕ
Ｇｅｎｅ６ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ（Ｒｏａｃｈｅ）；兔多克隆抗
体ＬＩＦ受体α亚基（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；辣
根过氧化酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔ＩｇＧ（华美生物工
程有限公司）；增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）多克隆抗体
（北京中山生物技术）；ＳＴＡＴ３Ｔｙｒ７０５磷酸化多克
隆抗体（Ｐｈａｒｍａｇｅｎｅ）；槽式转膜仪（ＴＥ５２Ｘ，Ｐｈａｒ
ｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ）；ＰＶＤＦ 膜 （Ｗｈａｔｍａｎ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇｌｕｍｉｎｏｌｒｅａｇｅｎｔ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）。

１．２　细胞培养　ＨＬ６０细胞株用含１０％小牛血清的

１６４０培养基３７℃，５％ＣＯ２条件下培养。

１．３　重组质粒ｐｃＤＮＡ３．０１９０ＣＴ２＋３、ｐｃＤＮＡ３．０
１９０ＣＴ３的鉴定　以ＢａｍＨⅠ、ＸｂａⅠ双酶切并测序。

１．４　重组质粒的 ＨＬ６０细胞转染　将重组质粒

ｐｃＤＮＡ３．０１９０ＣＴ２＋３、ｐｃＤＮＡ３．０１９０ＣＴ３用脂质体
转染法分别转染于ＨＬ６０细胞，设转染ｐｃＤＮＡ３．０空
质粒载体和野生型ＨＬ６０细胞为对照实验细胞。

１．５　 免疫组化法检测转染细胞 １９０ＣＴ２＋３、

１９０ＣＴ３的表达　转染的细胞在培养瓶中生长至

１×１０７／ｍｌ时，收集细胞。４％多聚甲醛室温固定１０
ｍｉｎ，均匀涂布于覆有铬矾明胶的载玻片上，３７℃过
夜。检测前以３％Ｈ２Ｏ２封闭２０ｍｉｎ，一抗兔多克隆
抗体ＬＩＦＲα４℃过夜，二抗 ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ
４℃过夜。随后ＤＡＢ显色。显微镜观察３～１０ｍｉｎ，
显色适当后自来水冲洗，烘干，树胶封片。

１．６　 免疫印迹法检测转染细胞 １９０ＣＴ２＋３、

１９０ＣＴ３的表达　细胞生长至１×１０７／ｍｌ后，收集细
胞，每１×１０７细胞加入１００μｌ细胞裂解液，冰浴３０
ｍｉｎ，４℃１００００～１２０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，取上清加
等体积２×ＳＤＳ混合，沸水煮５ｍｉｎ，１０００×ｇ离心５
ｍｉｎ，取上清进行１５％ＳＤＳ凝胶电泳，用槽式转膜仪
将蛋白转移到ＰＶＤＦ膜，兔多抗ＬＩＦＲα与膜蛋白结
合，ＨＲＰ结合的羊抗兔ＩｇＧ与一抗结合，等体积混
合 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｌｕｍｉｎｏｌｒｅａｇｅｎｔ中Ａ液和Ｂ液

适量（０．５～１ｍｌｅａｃｈ），滴加在膜上，使均匀覆盖，静
置１ｍｉｎ；除去多余液体，将膜封在两层塑料薄膜之
间，暗室Ｘ线胶片曝光、显影、定影。

１．７　免疫印迹法分析转染细胞 ＰＣＮＡ 表达和

ＳＴＡＴ３磷酸化水平　方法同上。

２　结　果

２．１　重组质粒的鉴定　ＢａｍＨⅠ、ＸｂａⅠ双酶切。
紫外灯下观察，酶切１９０ＣＴ２＋３组可见５００～７５０
ｂｐ间的１条特异性电泳条带；酶切１９０ＣＴ３组可见

２５０～５００ｂｐ间的１条电泳条带，均与目的片段大小
相符 （图 １）。生工测序重组质粒 １９０ＣＴ２＋３、

１９０ＣＴ３：与ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数据库中ＬＩＦＲ序列
比对，序列一致（ＧｅｎＢａｎｋＸ６１６１５）。

图１　酶切质粒图

Ｆｉｇ１　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ３．０１９０ＣＴ２＋３

ａｎｄｐｃＤＮＡ３．０１９０ＣＴ３
１：ｐｃＤＮＡ３．０；２：ｐｃＤＮＡ３．０１９０ＣＴ２＋３；３：ｐｃＤＮＡ３．０１９０ＣＴ３；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．２　转染细胞目的基因的表达　免疫细胞化学检
测ＬＩＦＲ表达，结果显示实验组（ｐｃＤＮＡ３．０１９０ＣＴ２＋
３、１９０ＣＴ３）较对照组（ｐｃＤＮＡ３．０、野生型）黄褐色阳
性加强；实验组杆状核、分叶核增多（图２）。分别计数

１９０ＣＴ２＋３和１９０ＣＴ３组１０个视野下分叶核细胞和
总细胞数，１９０ＣＴ３组分叶核细 胞／总 细 胞 数 为

３４．８８％，１９０ＣＴ２＋３组为２７．５２％，两组间差别有统
计学意义（Ｐ＜０．０１），说明１９０ＣＴ３组分叶核的比例
大于１９０ＣＴ２＋３组，转染１９０ＣＴ３的细胞更趋向于成
熟分化；免疫印迹法检测ＬＩＦＲ，转染组分别于１５０００
处见１９０ＣＴ３片段、２００００处见１９０ＣＴ２＋３片段，均
于１９００００处见全长的跨膜受体ｇｐ１９０（图３）。

２．３　生长曲线的绘制　４组细胞每天计数３孔，可
见转染目的基因１９０ＣＴ２＋３和１９０ＣＴ３后，细胞增
殖明显减慢，峰值下降，证明目的基因对 ＨＬ６０细
胞的增殖具有抑制作用，生长曲线见图４。
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图２　ＬＩＦＲ免疫组化（ＨＥ染色）

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＬＩＦＲＣｔｅｍｉｎａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ａ１Ｄ１：×２００；Ａ２Ｄ２：×４００）

Ａ１，Ａ２：ＨＬ６０ｗｉｄｅｔｙｐｅ；Ｂ１，Ｂ２：ｐｃＤＮＡ３．０；Ｃ１，Ｃ２：ｐｃＤＮＡ１９０ＣＴ２＋３ＨＬ６０；Ｄ１，Ｄ２：ｐｃＤＮＡ１９０ＣＴ３ＨＬ６０

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＬＩＦＲ

Ｆｉｇ３　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｅｄＬＩＦＲ
１：ＷＴＨＬ６０；２：ｐｃＤＮＡ３．０；３：１９０ＣＴ２＋３；４：１９０ＣＴ３

图４　４组细胞生长曲线

Ｆｉｇ４　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎ４ｇｒｏｕｐｓ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　免疫印迹法检测ＰＣＮＡ和ＳＴＡＴ３磷酸化水
平　实验组（１９０ＣＴ２＋３和１９０ＣＴ３转染组）ＰＣＮＡ
的表达量较对照组（空质粒和野生型）明显减少，证
明目的基因抑制了 ＨＬ６０细胞的增殖（图５Ａ）。

　　运用ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ软件分析条带的积分光密度
值，计算各组ＰＣＮＡ与βａｃｔｉｎ密度值的比值。结果
如下：ＷＴＨＬ６０组为５８．１７％，ｐｃＤＮＡ３．０ＨＬ６０
组 为５４．３３％，１９０ＣＴ２＋３ＨＬ６０组 为２０．８３％，

１９０ＣＴ３ＨＬ６０组为１７．８３％。方差分析及ＳＮＫ检
验表明，１９０ＣＴ２＋３和１９０ＣＴ３转染组ＰＣＮＡ与对

照组比较表达下降（Ｐ＜０．０５）。

　　转染目的基因组（ｐｃＤＮＡ３．０１９０ＣＴ２＋３、ｐｃＤ
ＮＡ３．０１９０ＣＴ３）的ＳＴＡＴ３磷酸化水平较空质粒转
染组和野生型细胞的表达升高，ｐｃＤＮＡ３．０１９０ＣＴ３
组明显升高。说明转染目的基因 １９０ＣＴ２＋３、

１９０ＣＴ３后，ＨＬ６０细胞内信号分子ＳＴＡＴ３激活
（图５Ｂ）。

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＰＣＮＡ（Ａ）和ＳＴＡＴ３（Ｂ）

Ｆｉｇ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄＰＣＮＡ（Ａ）ａｎｄＳＴＡＴ３（Ｂ）

１：ＷＴＨＬ６０；２：ｐｃＤＮＡ３．０ＨＬ６０；３：１９０ＣＴ２＋３ＨＬ６０；４：１９０ＣＴ３ＨＬ６０

　　计算各组ＳＴＡＴ３Ｐ与βａｃｔｉｎ密度值的比值，
结果如下：ＷＴＨＬ６０ 组为 ６．５０％，ｐｃＤＮＡ３．０
ＨＬ６０ 组 为 １０．６７％，１９０ＣＴ２＋３ＨＬ６０ 组 为

１４．１７％，１９０ＣＴ３ＨＬ６０组为２６．８３％。方差分析及

ＳＮＫ检验表明，ｐｃＤＮＡ３．０１９０ＣＴ３组与其余３组
比较表达增加（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　ＬＩＦ的生物效应是通过结合靶细胞膜上的受体
完成。ＬＩＦ受体包括１个α亚基（ｇｐ１９０）和１个
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ＩＬ６、ＯＳＭ、ＣＮＴＦ等受体共有的β亚基（ｇｐ１３０）。

ＬＩＦ首先结合于ＬＩＦ受体α亚基（ｇｐ１９０），并使之与

ｇｐ１３０形成异源性二聚体，启动下游信号转导通路，
完成ＬＩＦ的信息传递。ｇｐ１９０和ｇｐ１３０均存在与细
胞增殖分化相关的３个结构功能域ＢＯＸ１、ＢＯＸ２、

ＢＯＸ３，含有酪氨酸的活性中心 ＹＸＸＱ（Ｙ 为酪氨
酸，Ｑ为苯丙氨酸，Ｘ为任意氨基酸），这种官能体是
下游分子酪氨酸磷酸化的必需序列。ＬＩＦ激活信号
通路 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ，ＹＸＸＱ 基 团 可 与 信 号 分 子

ＳＴＡＴ３的ＳＨ２位点相识别［６，７］。通过ＪＡＫ激酶的

作用，酪氨酸磷酸化，磷酸化的ＳＴＡＴ３通过核孔复

合物进入细胞核激活细胞增殖分化相关蛋白的转

录，信号分子的磷酸化和脱磷酸化调控细胞内ＤＮＡ
的合成和细胞的增殖［８］。实验证实，ＬＩＦ受体与

ＳＴＡＴ３的关系密切，ＬＩＦ抑制白血病细胞增殖与

ＳＴＡＴ３激活的关系已被确定［９］。ＬＩＦ 通过激活

ＳＴＡＴ３在不同的细胞发挥不同的生物效应，如在胚

胎干细胞中，抑制分化维持其自我复制的能力；在髓

样白血病细胞中，促进分化，抑制其增殖［１］；在

ＣＤ３４＋的造血干细胞中，促进其向粒细胞和巨噬细

胞分化和成熟［１０］；ＨＬ６０人早幼粒白血病细胞，其

表面存在ＬＩＦ受体，在ＬＩＦ的刺激下可抑制细胞的

增殖［１１］。ＬＩＦ生物效应的不同可能与其受体有多个

功能域有关。近来，Ｈｅｒｍａｎｎｓ等［１２］证实ｇｐ１９０近

膜端与ＳＴＡＴ３结合，远膜端激活ＳＴＡＴ３。进一步

研究发现ｇｐ１９０远膜端的第３个 ＹＸＸＱ官能体是

ＳＴＡＴ３磷酸化的必需结构。通过我们以往的研究

得知，高表达ｇｐ１９０亚基时无需ＬＩＦ的诱导便可以

使白血病细胞ＳＴＡＴ３激活而分化［５］。

　　在本研究中，我们将设计的２种小分子———

１９０ＣＴ２＋３（含 ｇｐ１９０ＢＯＸ２＋３）和 １９０ＣＴ３（含

ｇｐ１９０ＢＯＸ３）转染 ＨＬ６０细胞，通过免疫印迹法和

免疫细胞化学法检测转染后细胞内ＬＩＦＲ的表达，

结果表明成功获得稳定表达重组子的 ＨＬ６０细胞

株。免疫组织化学显色显示转染后细胞体积增大，

杆状核与分叶核的出现增多，经统计学分析分叶核

占总细胞数的百分数，转染 １９０ＣＴ３ 组较转染

１９０ＣＴ２＋３组的分叶核比例高，组间差别有统计学

意义。ＰＣＮＡ的表达水平可以反映细胞的增殖情

况，通过对细胞生长曲线和增殖核抗原ＰＣＮＡ的分

析，转染目的基因的细胞生长减缓，ＰＣＮＡ的表达减

少，以上结果证明，转染基因后，ＨＬ６０细胞的增殖

受到抑制。免疫印迹法检测磷酸化的信号分子

ＳＴＡＴ３，转染目的基因组表达增加。因此，我们认

为ｇｐ１９０细胞内区的不同功能域成为游离多肽在细

胞内存在时，对 ＨＬ６０细胞有促进分化抑制增殖的

作用，且１９０ＣＴ３（即ｇｐ１９０ＢＯＸ３）促分化能力较

１９０ＣＴ２＋３（即 ｇｐ１９０ＢＯＸ２＋３）更强，ＢＯＸ３ 是

ｇｐ１９０胞内区的重要功能域；且胞内游离功能域均

能激活信号分子ＳＴＡＴ３。
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ｓｔｅｐｉｎｇｐ１３０ｍｅｄｉａｔｅｄｔｅｒｍｉｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｇｒｏｗｔｈａｒ
ｒｅｓｔｏｆａｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｌｉｎｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉ，１９９６，９３：

３９６３３９６６．
［１０］ｄｅＫｏｎｉｎｇＪＰ，ＳｏｅｄｅＢｏｂｏｋＡＡ，ＷａｒｄＡＣ，ｅｔａｌ．ＳＴＡＴ３ｍｅｄｉ

ａｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｏｆｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｓｉｎｒｅ
ｓｐｏｎｓｅｔｏｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ：ｒｏｌｅｆｏｒｔｈｅｃｙ
ｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｐ２７（Ｋｉｐ１）［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，

２０００，１９：３２９０３２９８．
［１１］ＭａｅｋａｗａＴ，ＭｅｔｃａｌｆＤ．ＣｌｏｎａｌｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＬ６０ａｎｄＵ９３７ｃｅｌｌｓ

ｂｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈＧＭＣＳＦｏｒＧＣＳＦ［Ｊ］．Ｌｅｕｋｅｍｉａ，１９８９，３：２７０２７６．

［１２］ＨｅｒｍａｎｎｓＨＭ，ＲａｄｔｋｅＳ，ＨａａｎＣ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆｌｅｕ
ｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｄｏｎｃｏｓｔａｔｉｎＭｒｅｃｅｐｔｏｒｔｏ
ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｉｎｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒｉｃｃｏｍｐｌｅｘｅｓｗｉｔｈｇｌｙｃｏｐｒｏ
ｔｅｉｎ１３０［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，１９９９，１６３：６６５１６６５８．

［收稿日期］　２００６０５２５　　 ［修回日期］　２００６１１０８
［本文编辑］　尹　茶


