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ＳＨＰ１基因诱导慢性粒细胞白血病Ｋ５６２细胞凋亡及红系分化
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　　［摘要］　目的　探讨ＳＨＰ１基因在诱导Ｋ５６２细胞凋亡及红系分化中的作用。方法　应用ＲＴＰＣＲ法克隆ＳＨＰ１基因
全长ｃＤＮＡ序列并克隆于真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．０，脂质体转染使其基因在 Ｋ５６２细胞中过表达。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色和

ＦＡＣＳ（ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ双标）分析检测转基因后Ｋ５６２细胞凋亡；联苯胺蓝染色和血型糖蛋白 Ａ（ＧＰＡ）表达检测分析细胞分化

情况。结果　ｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１转染Ｋ５６２细胞，ＲＴＰＣＲ、蛋白免疫印迹分析证实ＳＨＰ１在Ｋ５６２细胞中表达。转染４８ｈ后，
Ｋ５６２细胞出现凋亡，ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ双标ＦＡＣＳ分析细胞凋亡率为１６．８４％，与转染空载体ｐｃＤＮＡ３．０（６．２３％）相比差异有统

计学意义（Ｐ＝０．０００）。联苯胺蓝染色细胞阳性率１４．６７％，ＧＰＡ表达率１９．３８％，与转染空载体组比较差异也有统计学意义

（Ｐ＝０．００５）。结论　ＳＨＰ１能有效地诱导Ｋ５６２细胞凋亡与红系分化。
　　［关键词］　ＳＨＰ１基因；Ｋ５６２细胞；细胞凋亡；红系分化
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＳＨＰ１ｇｅｎｅ；Ｋ５６２ｃｅｌｌｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｅｒｙｔｈｒｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（６）：６５３６５６］

　　慢性髓系白血病（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋａｅｍｉａ，

ＣＭＬ）是一种源自造血干细胞的恶性克隆性疾病，其
标志性的ＢＣＲ／ＡＢＬ融合蛋白具有持续异常激活的
酪氨酸激酶活性，能催化多种原癌蛋白底物发生酪氨
酸磷酸化而异常活化，进而转导一系列细胞信号通路
使细胞增殖失控，凋亡受阻，分化停滞，成为疾病发生
发展的根本动力。近年来ＣＭＬ中关于ＢＣＲ／ＡＢＬ及

相关原癌蛋白的异常酪氨酸磷酸化激活机制已有广

泛报道，但关于去磷酸化即负调控机制的报道相对较
少［１］。ＳＨＰ１是蛋白酪氨酸磷酸酶（ＰＴＰ）家族的重要
成员，能使磷酸化的酪氨酸残基去磷酸化而抑制激酶
活性［２］。我们的前期工作已证实ＣＭＬ急变期患者

ＳＨＰ１表达水平明显下降并构建了ＳＨＰ１真核表达载
体［３］。本研究通过转染慢性粒细胞白血病Ｋ５６２细胞
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使其过表达ＳＨＰ１，来探讨ＳＨＰ１基因在诱导Ｋ５６２细
胞凋亡及红系分化中的作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　细胞培养基、凋亡检测试剂盒、蛋
白提取与定量试剂盒、总ＲＮＡ提取与分析试剂盒、

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司；抗

ＳＨＰ１多克隆抗体购自ＢＤＴｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎＬａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ公司；ＰｒｏｔｅｉｎＤｅｔｅｃｔｏｒＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔＫｉｄＢＣＩＰ／

ＮＢＴ 试剂盒购自 Ｋｉｒｋｅｇａａｒｄ ＆ Ｐｅｒｒｙ 公司；抗

ＣＤ７１ＰＥ、抗ＧＰＡＦＩＴＣ、小鼠同型对照ＩｇＧ１ＰＥ和

ＩｇＧ１ＦＩＴＣ等均购自武汉博士德公司。

１．２　细胞培养与质粒预处理　Ｋ５６２细胞（购自上海
生物研究所）用含１０％ＦＣＳ的ＰＲＭＩ１６４０培养液于

３７℃５％ＣＯ２中培养传代，每２４～４８ｈ传代１次，取
对数生长期细胞进行实验。ｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１（本实验
室前期构建［１］）、对照空载体ｐｃＤＮＡ３（为本实验室前
期保存）、绿色荧光蛋白质粒ｐＥＧＦＰＣ１（ＣｌｏｎＴｅｃｈ公
司）各１５μｇ，溶于１００μｌｄｄＨ２Ｏ；加等体积平衡酚混
匀，室温离心；５０００ｇ×５ｍｉｎ；上清加等体积氯仿：异
戊醇（２４１），混匀，室温离心；５０００ｇ×５ｍｉｎ；上清
加１／１０体积３ｍｏｌＮａＡｃ，再加２倍体积冰冷的无水乙
醇；置冰上２０ｍｉｎ；４℃，１００００ｇ×１０ｍｉｎ离心回收

ＤＮＡ；弃乙醇，留取沉淀，加１ｍｌ７０％乙醇，轻洗去除
残余的盐，４℃，离心２ｍｉｎ；吹干备用。

１．３　脂质体转基因　参照ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００产
品说明书上的方法及相关文献将ｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１和

ｐｃＤＮＡ３．０导入 Ｋ５６２靶细胞中。操作方法如下：
调整细胞终密度为５×１０５／ｍｌ，２ｍｌ／皿接种于３５
ｍｍ培养皿中；用无血清、无抗生素的 ＲＰＭＩ１６４０
培养液稀释４μｇ质粒ＤＮＡ，终体积为２５０μｌ；用无
血清、无抗生素的ＲＰＭＩ１６４０培养液稀释１０μｌＬｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００，终体积为２５０μｌ，室温静置５
ｍｉｎ；将ＤＮＡ 稀释液与ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００稀释
液混匀，室温静置５ｍｉｎ；于对应的各３５ｍｍ培养皿
中加入５００μｌ的 ＤＮＡＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

ＴＭ２０００复合
物，轻摇混匀；３７℃５％ＣＯ２培养箱中培养５ｈ后，换
含２０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０再培养４８ｈ；收集细胞，

ＰＢＳ洗２次，离心并调整密度以进行下述检测。

１．４　转基因鉴定

１．４．１　转染效果鉴定　ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质
体法将ｐＥＧＦＰＣ１质粒转入Ｋ５６２细胞，步骤同１．３
项下，设３个平行皿；３６ｈ后收集细胞；调整细胞密
度为１×１０７／ｍｌ；取细胞悬液滴片，加盖玻片于荧光
显微镜下观察；每皿随机计数１００个细胞并计算荧
光阳性细胞率。

１．４．２　ＲＴＰＣＲ　按 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明进行总

ＲＮＡ的抽提，行ＳＨ１基因ＲＴＰＣＲ检测［１］。

１．４．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹与胞质蛋白活性分析　胞质
蛋白与全细胞蛋白抽提按ＮｕｃｌｅａｒＥｘｔｒａｃｔＫｉｔ（Ａｃ
ｔｉｖｅＭｏｔｉｆ）操作说明进行；Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量法行
蛋白定量，蛋白免疫印迹分析按 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔＫｉｔ
ＢＣＩＰ／ＮＢＴＳｙｓｔｅｍ 操 作 说 明 进 行［１］，在 Ａｄｏｂｅ
Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ软件支持下进行图像扫描存储。

１．５　凋亡检测　根据 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ法检测凋亡，
将ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ法ＦＡＣＳ检测的细胞分为４群，

ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋／ＰＩ－ 为早期凋亡细胞，ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋／

ＰＩ＋为晚期凋亡细胞，ＡｎｎｅｘｉｎＶ－／ＰＩ＋ 为死亡细
胞，ＡｎｎｅｘｉｎＶ－／ＰＩ－为活细胞。细胞总凋亡率＝
（早期凋亡细胞＋晚期凋亡细胞）／总细胞数。两组
间细胞总凋亡率的比较采用四格表资料的χ

２检验。

１．６　红系分化检测

１．６．１　联苯胺蓝染色　细胞用预冷ＰＢＳ洗涤后，
调整密度为１×１０６／ｍｌ，取１００μｌ细胞悬液，离心去
上清后再用５０μｌ预冷ＰＢＳ重悬；０．５ｍｏｌ／Ｌ冰乙酸
配制的质量体积分数为０．２％的联苯胺蓝液０．５ｍｌ
加３０％的Ｈ２Ｏ２液２０μｌ；取１０μｌ联苯胺蓝Ｈ２Ｏ２液
加入到细胞中，室温避光放置１０ｍｉｎ；５ｍｉｎ内显微
镜下计数２００个细胞，计算阳性细胞率，并拍摄图
片。

１．６．２　ＦＡＣＳ检测细胞红系分化标记物　收集细
胞用预冷ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗涤２次；每管分别取１０６

个细胞进行细胞表面抗原标记；其中包括早期红系
表面标志抗原ＣＤ７１和中晚期红系标志血型糖蛋白

Ａ（ｇｌｙｃｏｐｈｏｒｉｎＡ，ＧＰＡ），小鼠ＩｇＧ１ＰＥ和ＩｇＧ１
ＦＩＴＣ作为同型阴性对照；避光标记２０ｍｉｎ后，ＰＢＳ
洗涤，４８８ｎｍ激光激发下进行ＦＡＣＳ分析。

１．７　统计学处理　两个样本率的比较采用四格表
资料的χ

２检验，利用ＳＰＳＳ１０．０软件包进行，检验
水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　转基因结果鉴定

２．１．１　荧光显微镜检测　ｐｃＤＮＡ３．０＋ｐＥＧＦＰＣ１
组表达荧光阳性细胞率为（８３．０±４．６）％（图１Ａ），

ｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１＋ｐＥＧＦＰＣ１组表达荧光阳性细胞
率为（８１．３±６．１）％（图１Ｂ）。

２．１．２　ＲＴＰＣＲ检测　Ｋ５６２和空载体ｐｃＤＮＡ３／

Ｋ５６２ＳＨＰ１结果阴性，转基因组ｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１／

Ｋ５６２可见到长４１４ｂｐ的阳性条带（图２）。

２．１．３　蛋白免疫印迹分析　脂质体转基因后６０ｈ，

ｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１／Ｋ５６２细胞蛋白免疫印迹可以检测
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到相对分子质量为６８０００的阳性条带，Ｋ５６２与

ｐｃＤＮＡ３／Ｋ５６２细胞未检测到ＳＨＰ１蛋白表达。

图１　荧光显微镜观察ｐｃＤＮＡ３．０＋ｐＥＧＦＰＣ１（Ａ）和

ｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１＋ｐＥＧＦＰＣ１（Ｂ）共转染Ｋ５６２细胞

Ｆｉｇ１　Ｋ５６２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｃＤＮＡ３．０＋

ｐＥＧＦＰＣ１（Ａ）ｏｒｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１＋ｐＥＧＦＰＣ１（Ｂ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０

图２　ＲＴＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ２　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＨＰ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｓｉｏｎ

ｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓ４８ｈａｆｔｅｒｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；２：Ｋ５６２ｃｅｌｌｓ；３：Ｋ５６２ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｖｅｃ

ｔｏｒｐｃＤＮＡ３．０；４：Ｋ５６２ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１

２．２　ＳＨＰ１转基因诱导Ｋ５６２细胞凋亡　未转染组
及转染空载体组细胞凋亡率分别为 ４．８２％ 和

６．２３％，转染ｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１组的 Ｋ５６２细胞凋亡
率为１６．８４％，显著高于未转染及转染空载体细胞
组（Ｐ值均为０．０００）。

２．３　ＳＨＰ１转基因诱导Ｋ５６２细胞红系分化

２．３．１　联苯胺蓝染色　如图３所示，转染ｐｃＤＮＡ
ＳＨＰ１组Ｋ５６２细胞经Ｇ４１８筛选４８ｈ后，联苯胺蓝
染色阳性率为（１４．６７±１．２５）％，转染空载体组为
（３．３４±１．２５）％，两组比较差异有统计学意义（χ

２值

为８．７９１，Ｐ＝０．００５）。

２．３．２　红系抗原ＣＤ７１及ＧＰＡ分析　应用ＦＡＣＳ

对各组细胞的红系抗原ＣＤ７１及ＧＰＡ进行分析，结果
可见未转染组Ｋ５６２细胞表面ＣＤ７１与ＧＰＡ阳性率
分别为８０．０％和２．９８％，转染空载体组ＣＤ７１与ＧＰＡ
阳性率分别为８５．６３％和２．７３％，转染ｐｃＤＮＡ３
ＳＨＰ１组则分别为９１．８４％和１９．３８％。统计学分析
显示，转染ｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１组ＣＤ７１和ＧＰＡ阳性率均
明显高于转染空载体组ＣＤ７１和ＧＰＡ阳性表达率（Ｐ
值均为０．０００）。

图３　联苯胺蓝染色分析ｐｃＤＮＡ３．０空载体（Ａ）和

ｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１载体（Ｂ）转染的Ｋ５６２细胞红系分化

Ｆｉｇ３　ＢｅｎｚｉｄｉｎｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｒｙｔｈｒｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＫ５６２

ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｃＤＮＡ３．０（Ａ）ａｎｄｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１（Ｂ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０

３　讨　论

　　ＣＭＬ是起源于造血干／祖细胞的恶性克隆性疾
病，其临床病程具有典型的三阶段性，即慢性期（ＣＰ），
加速期（ＡＰ），急变期（ＢＰ）。在慢性期，受累的ＣＭＬ
造血干／祖细胞能进一步分化为相对成熟的血细胞，
但此类细胞在数量上远超出正常血细胞，而使得正常
造血受抑制。急变期细胞分化显著受阻同时抗凋亡
能力进一步增强，使得原始幼稚细胞大量增多。目前
多数研究认为：Ｐ２１０ＢＣＲＡＢＬ融合基因的形成不仅
是导致ＣＭＬ发生的原因，还是推动肿瘤克隆演进的
根本动力；而ＢＣＲ／ＡＢＬ融合蛋白具有的持续酪氨酸
激酶活性，及其介导的一系列酪氨酸激酶的异常活
化，是ＣＭＬ发生发展的重要机制［４６］。

　　ＳＨＰ１是２０世纪９０年代初从造血细胞中克隆

出来的ＰＴＰ家族重要成员，其在肿瘤的发生发展过
程中可能发挥“抑癌作用”。Ａｍａｒａ等［７］发现ＳＨＰ１
基因高甲基化后表达缺失与弥漫大Ｂ细胞淋巴瘤侵
袭性增强有关，是预后不良的标志之一。Ｋｓｉａａ等［８］

发现ＳＨＰ１的高甲基化可能与胶质细胞瘤的发生发
展及不良预后有关。Ｇａｕｆｆｉｎ等［２］也在儿童急性淋

巴细胞白血病细胞中发现ＳＨＰ呈低水平表达，进一
步提示 ＳＨＰ在肿瘤发生发展中的负调控作用。
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ＳＨＰ１的负调控作用机制，主要是通过与蛋白酪氨
酸激酶（ＰＴＫ）成员结合或使其底物的酪氨酸残基去
磷酸化，从而拮抗ＰＴＫ在多个生长、分化、凋亡等信
号通路中的酶活性［９］。Ｐ２１０ＢＣＲＡＢＬ是导致人类恶性
血液系统肿瘤ＣＭＬ发病的重要ＰＴＫ成员之一，但

ＳＨＰ１在Ｐ２１０ＢＣＲＡＢＬ所介导的各种增殖、抗凋亡中起
何种作用，目前相关资料十分有限。Ｉｔｏ等［１０］发现

ＳＨＰ１能与Ｐ２１０ＢＣＲＡＢＬ结合并负性调节Ｐ２１０ＢＣＲＡＢＬ／

ＳＡＰＫ 通路的信号强度，作者还进一步证实了

ＳＨＰ１在成纤维细胞中过表达可以抑制Ｐ２１０ＢＣＲＡＢＬ

的致瘤作用。最近有研究发现ＳＨＰ１甲基化水平在

ＡＭＬ（急性髓系白血病）中要显著高于 ＣＭＬ，而

ＣＭＬ急变时生物学表现与ＡＭＬ基本一致，因此提
示ＳＨＰ１或许与ＣＭＬ疾病进展有关［１１］。并且我们
的前期研究应用 ＲＴＰＣＲ对１１例 ＣＭＬ原代细胞
中ＳＨＰ１的 ｍＲＮＡ转录本水平进行了半定量检测，
结果７例慢性期患者ＳＨＰ１转录本水平与正常对照
无差异 ，但急变期患者 ＳＨＰ１转录本水平明显下
降［３］。而急变期白血病细胞凋亡及分化较慢性期明
显受抑是ＣＭＬ急变的基本特征，因而我们的前期
工作提示ＳＨＰ１可能在ＣＭＬ急变细胞中的表达水
平降低或缺失与细胞的抗凋亡和分化受抑存在某种

相关性。为了进一步验证这种相关性，我们在建立

ＳＨＰ１基因真核表达载体ｐｃＤＮＡ３ＳＨＰ１后，应用
脂质体转基因技术使得Ｋ５６２细胞过表达ＳＨＰ１，结
果发现过表达ＳＨＰ１确实可以诱导Ｋ５６２细胞一定
程度的凋亡。而事实上本研究未能成功在Ｋ５６２细
胞中建立ＳＨＰ１稳定表达的细胞系，也说明ＳＨＰ１
在Ｋ５６２细胞的增殖、抗凋亡等信号通路中充当重
要负性调节子的可能性。此外，我们的前期研究还
提示ＳＨＰ１参与了正常造血细胞与肿瘤细胞的分
化，因此本研究对ＳＨＰ１转基因后的 Ｋ５６２细胞的
红系分化情况也进行了检测，结果显示细胞联苯胺
染色阳性率上升，提示血红蛋白合成增加；同时细胞
表面中晚期红系抗原标志（ＣＤ７１、ＧＰＡ）也表达上
升，以上结果表明ＳＨＰ１的过表达可以诱导 Ｋ５６２
细胞朝成熟红系分化。

　　需要提出的是，ＳＨＰ１的过表达虽然既诱导Ｋ５６２
细胞凋亡又诱导分化，但两者间并不矛盾。细胞在各
种生存环境中总在不断动态地调整外界与自身的各

种正、负生长信号，启动细胞进入细胞周期，在经过各
个周期检测点时，按照各种信号的最终总和将不可避
免地面临３种主要结局：分裂、分化和死亡（凋亡）。
当以正性生长信号为主时，细胞继续分裂增殖；当以
负性生长信号为主时，按照负性信号的强弱而启动分
化或凋亡通路。例如高浓度的Ａｓ２Ｏ３对早幼粒细胞白

血病的作用为诱导凋亡，但低浓度却是诱导分化［１２］；
即使是细胞毒性药物ＡｒａＣ、三尖杉酯碱在低浓度时
也以诱导肿瘤细胞分化为主。由于细胞个体间存在
异质性或ＳＨＰ１基因在不同细胞中表达程度的差异，
部分细胞以正性生长信号为主而继续生长，部分细胞
负性信号稍占上峰出现分化，另外部分细胞因负性信
号过强而启动凋亡途径，细胞最终死亡。
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