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ＬＩＦ受体胞内功能域调节白血病细胞增殖分化

姚　云，王　静，刘厚奇

（第二军医大学基础部组织胚胎学教研室，发育生物学研究中心，上海２００４３３）

［摘要］　目的：探讨白血病抑制因子受体（ＬＩＦＲ）ɑ亚基胞内游离功能域ｇｐ１９０ＣＴ３对启动靶细胞内信号转导通路（ＪＡＫ／

ＳＴＡＴ３），使白血病细胞 ＨＬ６０向粒细胞方向分化的作用。方法：采用免疫细胞化学、ＲＴＰＣＲ以及流式细胞术等技术和方

法，观测ｐｃＤＮＡ３．０ｇｐ１９０ＣＴ３重组质粒稳定转染ＣＨＯ细胞中靶基因的表达；以及稳定转染的ＣＨＯ细胞与 ＨＬ６０细胞共培

养后，ＨＬ６０细胞的形态学、ＳＴＡＴ３磷酸化水平、细胞表面抗原ＣＤ１５表达的变化。结果：（１）重组质粒转染的ＣＨＯ细胞表达

目的基因ｇｐ１９０ＣＴ３，并获得稳定表达目的基因的细胞株；（２）重组质粒转染的ＣＨＯ细胞与野生型 ＨＬ６０细胞共培养可使

ＨＬ６０细胞体积变大，形态不规则，ＳＴＡＴ３磷酸化水平和细胞表面抗原ＣＤ１５表达升高。结论：ＬＩＦ受体α亚基胞内游离片

段表达的功能蛋白ｇｐ１９０ＣＴ３能够启动靶细胞内ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号转导通路，从而发挥其调节白血病细胞增殖分化的效能。
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　　白血病抑制因子（１ｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，

ＬＩＦ）是一种功能多样，作用广泛的细胞因子［１］。

ＬＩＦ的生物学效应是通过结合靶细胞膜上的ＬＩＦ受
体（ＬＩＦｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＩＦＲ）完成的。在 ＬＩＦ的诱导
下，ＬＩＦＲ 形成ｇｐ１９０、ｇｐ１３０异源性二聚体启动细
胞内信号转导通路［２］。Ｔｏｍｉｄａ等［３］研究发现，ＬＩ
ＦＲｇｐ１９０亚基胞内区具有转导信号的作用。

　　我们以前的实验研究也表明，ＬＩＦＲα亚基胞内
区功能域ＢＯＸ３（ｇｐ１９０ＣＴ３）在 ＨＬ６０细胞内表达
时具有明显的抑制白血病细胞增殖并促进其分化的

生物学效应［４５］。那么ｇｐ１９０ＣＴ３表达的功能多肽是
否能够启动靶细胞内ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号转导通路，从
而发挥其调节白血病细胞增殖分化的效应呢？为此，

本实 验 采 用 细 胞 共 培 养 的 方 法，进 一 步 探 讨

ｇｐ１９０ＣＴ３功能多肽对白血病细胞增殖分化的影响。

１　材料和方法

１．１　材料　ｐｃＤＮＡ３．０ｇｐ１９０ＣＴ３重组质粒由本
室构建与保存。ＨＬ６０细胞株购自中国科学院上海
细胞生物学研究所。限制性内切酶ＢａｍＨⅠ和Ｘｂａ
Ⅰ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），小牛血清（杭州四季青生物公
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司），ＲＰＭＩ１６４０培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），脂质体（Ｓｉｇ
ｍａ 公 司 ），Ｇ４１８ （博 光 生 物 科 技 公 司 ），

ＳＴＡＴ３Ｔｙｒ７０５磷酸化多克隆抗体（Ｐｈａｒｍａｇｅｎｅ）。

１．２　细胞培养　ＨＬ６０细胞株用含１０％小牛血清
的ＲＰＭＩ１６４０培养基，３７℃、５％ＣＯ２条件下培养。

ＣＨＯ细胞用含１０％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０／ＤＭＥＭ
（１∶１）混合培养基，３７℃、５％ＣＯ２条件下培养。

１．３　重组质粒ｐｃＤＮＡ３．０ｇｐ１９０ＣＴ３和质粒ｐｃＤ
ＮＡ３．０的转染　将重组质粒ｐｃＤＮＡ３．０ｇｐ１９０ＣＴ３
和质粒ｐｃＤＮＡ３．０用脂质体转染法分别转染入

ＣＨＯ细胞中。４８ｈ后换成含２０００ｍｇ／ＬＧ４１８的
培养基筛选，筛选２周。挑出单克隆继续加压扩大
培养，进行ＲＴＰＣＲ及免疫荧光检测。

１．４　稳定转染的 ＣＨＯ细胞与 ＨＬ６０细胞共培
养　将稳定转染的ＣＨＯ细胞接种于６孔板内，待
生长至６０％时，分别与１×１０４、１×１０５、１×１０６／ｍｌ
密度的ＨＬ６０细胞共培养。每３ｄ换液、传代１次，
将 ＨＬ６０细胞轻轻吹打使之悬浮，移入离心管８００
ｒ／ｍｉｎ３ｍｉｎ，弃上清，调整细胞密度分别为１×１０４、

１×１０５、１×１０６／ｍｌ与前１ｄ提前准备好的稳定转染
的ＣＨＯ细胞继续共培养，倒置显微镜下观察其形
态学改变。

１．５　免疫组织化学法检测共培养 ＨＬ６０细胞磷酸
化ＳＴＡＴ３的表达　稳定转染的ＣＨＯ细胞与 ＨＬ
６０细胞共培养２４ｈ后收集共培养 ＨＬ６０细胞。

４％多聚甲醛室温固定。均匀涂布于覆有铬钒明胶
的载玻片上，３７℃烤片过夜。片子从烤箱中取出后，
用０．３％Ｈ２Ｏ２封闭内源性的过氧化物酶活性，室温

３０ｍｉｎ。一抗（兔抗人ＳＴＡＴ３ｐ多克隆抗体，１∶
１００抗体稀释液）４℃，过夜，二抗（ＨＲＰ标记的羊抗
兔ＩｇＧ，１∶１００抗体稀释液）３７℃，３０ｍｉｎ。ＤＡＢ显
色试剂盒避光显色（镜下观察控制显色时间）。终止

显色。烘干，封片保存。

１．６　流式细胞仪检测共培养 ＨＬ６０细胞ＣＤ１５的
表达　收集不同密度共培养的 ＨＬ６０细胞，一抗
（小鼠抗人ＣＤ１５，１∶２００抗体稀释液），室温孵育

６０ｍｉｎ；阴性对照以ＰＢＳ孵育。二抗（ＦＩＴＣ标记的
羊抗鼠ＩｇＧ，１∶２００抗体稀释液），室温避光４０ｍｉｎ。
加入３００μｌＰＢＳ悬浮细胞，流式细胞仪检测各组细
胞ＣＤ１５的阳性率。

２　结　果

２．１　获得稳定高表达ｇｐ１９０ＣＴ３的ＣＨＯ细胞株　
重组质粒转染ＣＨＯ细胞后４８ｈ加入Ｇ４１８进行筛
选，在Ｇ４１８终浓度为２０００ｍｇ／Ｌ时，加压筛选，显
微镜下可见形成单克隆细胞，克隆化培养后进行

ＲＴＰＣＲ在基因转录水平上的鉴定，可检测到

ｇｐ１９０ＣＴ３ｍＲＮＡ的表达（图１）。挑取高表达的细
胞株继续扩大培养。细胞免疫荧光化学检测显示胞
质内明显阳性信号，而转染ｐｃＤＮＡ３．０空载体的

ＣＨＯ细胞没有检测到阳性信号（图２）。

图１　ＲＴＰＣＲ结果

Ｆｉｇ１　ＲｅｓｕｌｔｏｆＲＴＰＣＲ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１，２：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｃｌｏｎｅ；３：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

图２　免疫荧光检测ｇｐ１９０ＣＴ３表达

Ｆｉｇ２　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｐ１９０ＣＴ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（×４００）

Ａ：ＣＨＯｐｃＤＮＡ３．０ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｂ：ＣＨＯｐｃＤＮＡ３．０ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｃｏｎｔｒｏｌ）；Ｃ：ＣＨＯｇｐ１９０ＣＴ３

ｃｅｌｌｓ
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２．２　共培养后 ＨＬ６０细胞的形态学改变　稳定高
表达ｇｐ１９０ＣＴ３的ＣＨＯ细胞株与 ＨＬ６０细胞共培
养１周后，共培养 ＨＬ６０细胞与单独培养的 ＨＬ６０

细胞相比细胞体积变大，形状变得不规则。而与转
染空质粒的ＣＨＯ细胞共培养１周的ＨＬ６０细胞的
形状规则，变化不明显（图３）。

图３　共培养后ＨＬ６０细胞形态学改变

Ｆｉｇ３　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｏｆｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄＨＬ６０ｃｅｌｌｓ（×２００）

Ａ：ＷｉｌｄｔｙｐｅＨＬ６０ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＨＬ６０ｃｅｌｌｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＣＨＯｇｐ１９０ＣＴ３ｃｅｌｌｓ（１ｄ）；Ｃ：ＨＬ６０ｃｅｌｌｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＣＨＯｇｐ１９０ＣＴ３ｃｅｌｌｓ
（５ｄ）；Ｄ：ＨＬ６０ｃｅｌｌｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＣＨＯｇｐ１９０ＣＴ３ｃｅｌｌｓ（７ｄ）；Ｅ：ＨＬ６０ｃｅｌｌｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＣＨＯｐｃＤＮＡ３．０ｃｅｌｌｓ（７ｄ）

２．３　共培养后 ＨＬ６０细胞磷酸化ＳＴＡＴ３的表达

　免疫细胞化学检测结果显示，单独培养的 ＨＬ６０
细胞与ＣＨＯ和ＣＨＯｐｃＤＮＡ３．０共培养组的 ＨＬ

６０细胞 ＳＴＡＴ３磷酸化水平明显低于与 ＣＨＯ
ｇｐ１９０ＣＴ３共培养组的 ＨＬ６０细胞（图４）。

图４　ＳＴＡＴ３磷酸化免疫细胞化学检测

Ｆｉｇ４　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＴＡＴ３ｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（×４００）

Ａ：ＷｉｌｄｔｙｐｅＨＬ６０ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＨＬ６０ｃｅｌｌｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＣＨＯｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＨＬ６０ｃｅｌｌｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＣＨＯｐｃＤＮＡ３．０ｃｅｌｌｓ；Ｄ：ＨＬ６０ｃｅｌｌｓ

ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＣＨＯｇｐ１９０ＣＴ３ｃｅｌｌｓ

２．４　共培养后 ＨＬ６０细胞 ＣＤ１５表达　野生型

ＨＬ６０细胞表达 ＣＤ１５的阳性率为２１．９３％，与

ＣＨＯ细胞共培养组的 ＨＬ６０细胞表达ＣＤ１５的阳

性率为３３．９６％，而与转染ｇｐ１９０ＣＴ３的ＣＨＯ细胞

共培养组１×１０４、１×１０５、１×１０６ ＨＬ６０细胞ＣＤ１５
表达的阳性率分别为５４．５２％、５３．９５％、４３．２４％，

高于野生组。这提示ｇｐ１９０ＣＴ３能够促进 ＨＬ６０
细胞向粒细胞方向分化。

３　讨　论

　　白血病是起源于造血干细胞的恶性疾病，俗称

血癌。白血病细胞具有肿瘤细胞的生长特点：增殖

失控、分化障碍、凋亡受阻，白血病细胞大量增生累

积，而使得正常造血功能受到抑制。目前，科学家提

出人体所有疾病都可以从信号转导异常的角度重新

认识，而细胞信号转导机制和各种疾病发生机制的

阐明，使很多信号分子可以作为治疗这些疾病的药

物筛选靶位，由此产生了信号转导药物。

　　ＬＩＦ的生物学作用是通过与ＬＩＦ受体相结合完

成的，ＬＩＦ受体包括２个亚基ｇｐ１９０和ｇｐ１３０，ＬＩＦ
首先与ＬＩＦ受体的ｇｐ１９０亚基结合并使之与ｇｐ１３０
形成异源性二聚体，启动下游信号转导通路，使细胞

发生形态和功能改变。ｇｐ１９０和ｇｐ１３０胞内区均含

有与细胞增殖分化相关的 ３ 个结构域 ＢＯＸ１、
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ＢＯＸ２、ＢＯＸ３，含有 ＹＸＸＱ（Ｙ为酪氨酸，Ｑ为苯丙

氨酸，Ｘ为任意氨基酸）官能体，ＹＸＸＱ是下游分子

酪氨酸磷酸化的必需结构。ＬＩＦ 激活信号通路

ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３，ＹＸＸＱ 基团可与信号分子 ＳＴＡＴ３
的ＳＨ２位点相识别［７８］，从而激活ＳＴＡＴ３信号分子

使其发生磷酸化。信号分子是通过磷酸化和脱磷酸

化来调控细胞内ＤＮＡ的合成和细胞的增殖分化，

磷酸化的ＳＴＡＴ３信号分子通过核孔复合体进入细

胞核，从而激活与细胞增殖分化相关蛋白的转录［９］。

同时，研究［１０］证明了相关受体细胞内区功能域与

ＳＴＡＴ３的作用是白血病细胞分化和功能成熟的关

键。但是，受体细胞内区的多个功能域同时作用起

不到抑制白血病细胞增殖的效果，其促进白血病细

胞分化的作用也十分有限［５］。科学家发现［１１］，真核

细胞存在着一些非常规蛋白分泌现象，因其是不依

赖于内质网／高尔基体的蛋白分泌，也被称为非常规

蛋白外运（ｎｏｎｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｏｒｔ），利用这

些外运途径的有血管生成因子、与炎症有关的细胞

因子、调控细胞分化增殖和凋亡的细胞外基质组分、

病毒蛋白、参与感染宿主的寄生虫表面蛋白等，但其

分子机制至今不清。本实验把其中单一功能域

（ｇｐ１９０ＣＴ３）分离出来，转染哺乳动物细胞ＣＨＯ，通

过细胞共培养的方法，以考察其是否能够以非常规

蛋白分泌方式出胞，并被白血病细胞吞噬而启动细

胞内ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号转导通路，发挥其调节细胞

功能的效应。实验结果显示信号转导分子ＳＴＡＴ３
的磷酸化水平有所增高；流式细胞术也检测到细胞

表面抗原ＣＤ１５表达的升高，而ＣＤ１５是成熟粒细胞

的主要标志物。证明ｇｐ１９０ＣＴ３在一定程度上可以激

活ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号转导通路，使ＨＬ６０细胞向正常

粒细胞方向分化。由此推测ｇｐ１９０ＣＴ３蛋白可以部分

出胞其功能的获得与其进入白血病细胞有关。

　　信号转导干扰药物是否可以用于疾病的治疗同

时仅引起较少的不良反应，主要取决于两点：一是它

所干扰的信号转导途径在体内是否广泛存在，如果

该途径广泛存在于各种细胞，其不良反应很难得以

控制；二是药物自身的选择性，对信号转导分子的选

择性越高，不良反应就越小［１２］。根据ＬＩＦＲ（亚基细

胞内区第三个功能域（ＢＯＸ３）设计的小分子———

ｇｐ１９０ＣＴ３（含ＢＯＸ３），具有以下特点：利用自身受

体 成 分 制 备 功 能 多 肽 无 免 疫 原 性 和 无 毒 性；

ｇｐ１９０ＣＴ３多肽主要在白血病等病态细胞中发挥作

用，对成熟细胞无影响；ｇｐ１９０ＣＴ３多肽作用位点明

确，功能专一，需要的剂量小。本实验为信号转导分

子机制研究转向临床应用研究的一次尝试，以期为

临床白血病的治疗提供一条新的途径。
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