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　　摘　要：目的　探讨腺病毒介导的ＳＤＨＡ融合蛋白表达对慢性粒细胞白血病（ＣＭＬ）细胞增殖和凋亡的影响。方法　外源

性融合蛋白表达的检测采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；细胞经免疫荧光染色后用激光共聚焦显微镜观察ＳＤＨＡ融合蛋白在细胞中的定位；

采用 ＭＴＴ法检测细胞增殖的情况；采用流式细胞仪检测细胞周期和细胞凋亡。结果　ＳＤＨＡ、ＳｍＤＨＡ融合蛋白能在ＣＭＬ细

胞株中有效表达，且定位于胞浆。重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ感染ＣＭＬ细胞后能特异性阻滞ＣＭＬ细胞周期由Ｇ０／Ｇ１ 期向Ｓ

期推进，具有抑制细胞的增殖效应，且对照组比较早期凋亡细胞明显增多（犘＜０．０５）。结论　腺病毒介导的ＳＤＨＡ基因转染对

ＣＭＬ细胞有抑制增殖和诱导凋亡的双重效应。
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　　慢性粒细胞白血病（ＣＭＬ）以持续表达具有强酪氨酸激酶

活性的ＢＣＲＡＢＬ癌蛋白为重要特征
［１］。针对ＢＣＲＡＢＬ癌蛋

白酪氨酸激酶的特异性抑制剂如伊马替尼、尼罗替尼和达沙替

尼等对ＣＭＬ慢性期及急变期患者显示出良好的治疗效果，但

不能解决耐药、免疫抑制、骨髓抑制、复发等问题［２３］。因此，研

究人员需要寻找新的治疗靶点和治疗方法。外源性的ＳＨ２

ＤＥＤ（ＳＤ）融合肽在ＣＭＬ细胞中表达时，一方面含ＳＨ２结构

域的多肽可以竞争性的抑制ＢＣＲＡＢＬ融合蛋白的第１７７位

酪氨酸磷酸化位点与生长因子受体连接蛋白２（Ｇｒｂ２）的结合；

同时，ＤＥＤ可以激活ｃａｓｐａｓｅ８诱导细胞凋亡，是ＣＭＬ基因治

疗研究中新的切入点［４６］。本研究使用了基于 ＡｄＥａｓｙ系统构

建的 新 型 Ａｄ５Ｆ３５ 腺 病 毒 表 达 系 统
［７８］，将 重 组 腺 病 毒

Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ、Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤＨＡ、Ａｄ５Ｆ３５ＧＦＰ分别感染人

源性ＣＭＬ及其他细胞株，采用免疫荧光染色，并使用激光共

聚焦显微镜观察表达的外源性蛋白在ＣＭＬ细胞中的定位，采

用 ＭＴＴ法检测细胞增殖情况，流式细胞术检测细胞增殖和凋

亡，旨在探讨融合蛋白ＳＤＨＡ对ＣＭＬ细胞恶性表型的影响，

为深入研究其发挥治疗效应的机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　细胞株及重组腺病毒来源　Ｋ５６２、ＫＵ８１２细胞株购自中

国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心；人早幼粒白血病

细胞株ＨＬ６０、人脐静脉内皮细胞株ＥＣＶ３０４由重庆医科大学

临床检验诊断学教育部重点实验室提供。在前期的研究中，本

课题组成功构建并制备了高滴度的Ａｄ５Ｆ３５重组腺病毒，其对

ＣＭＬ细胞株的感染效率明显优于 Ａｄ５腺病毒，达８５％以上，

有的甚至可以达到９０％
［９１０］。为了便于后续实验进行免疫学

检测，本课题组在构建的重组病毒载体时，加入了表达

ＧＦＰ
［１１］、ＨＡ标记蛋白的基因序列。

１．２　仪器与试剂　德国ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ５激光共聚焦显镜、日

本ＮｉｋｏｎＴｅ２０００Ｕ倒置荧光显微镜、美国ＢｉｏＲａｄ凝胶成像

系统ＧｅｌＤｏｃ１０００；ＲＰＭＩ１６４０、ＤＭＥＤ培养基购自美国 Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ公司；鼠抗 ＨＡ单克隆抗体购自美国Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌ公司，

ＨＲＰ耦联及Ｃｙ３标记的羊抗鼠ＩｇＧ二抗购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ

公司。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养及实验分组　细胞用含１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ完全培养基于３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱培养。根据不

同的处理方式将两种ＣＭＬ细胞分为：不加入病毒仅加入ＰＢＳ

缓冲液的ＰＢＳ组（作为空白对照），经重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ３５ＳＤ

ＨＡ感染的 Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ组，经 Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤＨＡ感染的

Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤＨＡ组（作为突变对照），经Ａｄ５Ｆ３５ＧＦＰ感染的

Ａｄ５Ｆ３５ＧＦＰ组（作为空载对照）。

·２２９１· 国际检验医学杂志２０１３年８月第３４卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１５



１．３．２　细胞免疫荧光染色　在经重组腺病毒转染４８ｈ后，细

胞经胰酶消化后，将其浓度调整至２×１０５ 个／毫升，接种于６

孔板，培养２４ｈ后，经４％多聚甲醛固定，０．５％Ｔｒｉｔｏｎ１００透

膜，５％牛血清清蛋白封闭，然后分别用鼠抗人 ＨＡ抗体（１∶

１００稀释）４℃孵育过夜。第２天，用Ｃｙ３标记山羊抗小鼠抗体

（１∶１０００稀释）作为二抗为孵育，经ＤＡＰＩ染色，加抗荧光淬

灭封闭液封片后用激光共聚焦显微镜观察拍照，分析ＣＭＬ细

胞中外源性表达的目的蛋白的定位情况。

１．２．３　外源性蛋白表达的验证　腺病毒转染ＣＭＬ细胞４８ｈ

后收集细胞，提取蛋白，按常规方法采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目

的蛋白的表达。

１．２．４　ＭＴＴ法检测细胞增殖抑制率　病毒感染细胞后１２

ｈ，离心收集各组细胞作活细胞计数，调整细胞浓度为１×１０５

个／毫升，每孔１００μＬ，加入９６孔板中，每个浓度均做３个复

孔，于饱和湿度、５％ＣＯ２ 的３７℃恒温培养箱中培养１０ｄ。于

培养１、３、４、５、６、７、８、１０ｄ各个时间点取细胞进行试验。每孔

中加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液１０μＬ，并以无血清１６４０培养基

作为试剂空白对照，３７℃保温４ｈ后每孔中加入１００μＬ二甲

基亚砜裂解细胞，酶标仪读数（波长５４０ｎｍ）后取平均值，与对

照组比较，按照以下公式计算抑制率：抑制率＝［１－（处理ＯＤ

值－试剂对照 ＯＤ 值／非处理细胞 ＯＤ 值－试剂对照 ＯＤ

值）］×１００％。

１．２．５　流式细胞术检测细胞增殖周期及凋亡　细胞周期的检

测：病毒感染细胞后９６ｈ，离心收集细胞，ＰＢＳ洗３次后，７０％

乙醇中固定过夜，上机前用ＰＢＳ洗去乙醇，离心去上清，加入

终浓度为５０μｇ／ｍＬＰＩ染液（含５０μｇ／ｍＬＲＮａｓｅ）室温避光孵

育３０ｍｉｎ，然后使用流式细胞仪进行检测。凋亡的检测：病毒

感染细胞后９６ｈ，离心收集细胞，４℃预冷的ＰＢＳ洗３次后按

ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ凋亡检测试剂盒说明，用流式细胞仪检测各实

验组细胞中的早期凋亡细胞。

１．３　统计学处理　实验数据采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学

分析，计量数据以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＳＤＨＡ和ＳｍＤＨＡ融合蛋白在细胞中的表达　重组腺

病毒感染两种人源性ＣＭＬ细胞株（Ｋ５６２和ＫＵ８１２细胞）４８ｈ

后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测表明两种融合蛋白在Ｋ５６２和ＫＵ８１２细

胞中均能有效表达，见图１。

　　１：Ｋ５６２细胞 Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ组；２：Ｋ５６２细胞 Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤＨＡ

组；３：ＫＵ８１２细胞 Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ组；４：ＫＵ８１２细胞 Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤ

ＨＡ组。

图１　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定ＳＤＨＡ、ＳｍＤＨＡ融合

蛋白在ＣＭＬ细胞的表达

２．２　ＳＤＨＡ和ＳｍＤＨＡ融合蛋白在 Ｋ５６２细胞内的定位　

融合蛋白在细胞中主要定位于细胞胞浆中；观察到目的蛋白表

达在视野内绝大部分细胞内，而对照组细胞胞浆内仅观察到微

弱的荧光背景，见图２（结果图见《国际检验医学杂志》网站主

页“论文附件”）。

２．３　重组腺病毒Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ感染对ＣＭＬ细胞的增殖能

力的影响　随着感染时间的延长，人源性表达ＢＣＲＡＢＬ蛋白

的ＣＭＬ细胞株（Ｋ５６２、ＫＵ８１２）增殖抑制效应逐渐增强，在感

染病毒后１０ｄ，Ｋ５６２细胞抑制率为（３９．２±２．３８）％，ＫＵ８１２

细胞抑制率为（３５．９±５．４７）％；对不表达ＢＣＲＡＢＬ蛋白的细

胞株（ＨＬ６０、ＥＣＶ３０４）无明显的抑制效应（犘＜０．０５）。同时，

以Ｋ５６２细胞为实验模型，在第１０天抑制率达到峰值，增殖抑

制率分别为（３８．９１±３．１）％，（１５．７±２．３）％，（９．９±３．３）％，

（８．４±２．１）％（犘＜０．００１），见图３。

　　Ａ：Ｋ５６２细胞 Ａｄ５Ｆ３５ＧＦＰ组；Ｂ：Ｋ５６２细胞 Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ组；

Ｃ：Ｋ５６２ 细 胞 Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤＨＡ 组。：犘＜０．０５，分 别 与 ＨＬ６０、

ＥＣＶ３０４细胞比较；：犘＜０．０１，分别与 ＨＬ６０、ＥＣＶ３０４细胞比

较；：犘＜０．００１，分别与 Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤＨＡ 组、Ａｄ５Ｆ３５ＧＦＰ组、

ＰＢＳ组比较。

图３　　ＭＴＴ法检测不同感染时间的细胞增殖抑制率

２．４　重组腺病毒Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ感染对ＣＭＬ细胞周期的影

响　 腺病毒 Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ 分别处理人源性 ＣＭＬ 细胞

（Ｋ５６２、ＫＵ８１２细胞）７２ｈ后，细胞各周期时相改变见表１。与

ＰＢＳ组比较，两种ＣＭＬ细胞的 Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例增高，Ｓ期

细胞比例下降（犘＜０．０５），而 Ｋ５６２细胞 Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤＨＡ组

及Ａｄ５Ｆ３５ＧＦＰ组细胞周期无明显改变（犘＞０．０５）。

表１　　腺病毒Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ感染对Ｋ５６２细胞

　　周期的影响（狓±狊，％）

细胞类型 组别
细胞周期

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

Ｋ５６２ ＰＢＳ组 ３５．７４±６．９ ５２．３０±５．７７ ８．８５±２．０３

Ａｄ５Ｆ３５ＧＦＰ组 ３８．１３±４．２５ ４８．１５±５．６２ ８．０５±１．５６

Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤＨＡ组 ４０．４１±４．８０ ４５．４８±４．３５ ６．０５±１．１５

Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ组 ７１．１９±２．１４ ２３．６２±１．９５ ３．７６±１．２１

ＫＵ８１２ ＰＢＳ组 ３６．７４±４．５ ５０．６８±４．９２ ８．４５±１．２３

Ａｄ５Ｆ３５ＧＦＰ组 ４０．５４±４．６７ ４７．１５±５．２１ ７．３４±１．６６

Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤＨＡ组 ４４．２２±５．３２ ４２．９７±４．２６ ６．２２±１．４７

Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ组 ６９．３９±３．２４ ２５．１９±１．５６ ２．８０±１．４５

　　犘＜０．０５，分别与Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤＨＡ组、Ａｄ５Ｆ３５ＧＦＰ组、ＰＢＳ组

比较。

２．５　重组腺病毒Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ感染对ＣＭＬ细胞凋亡的影

响　Ｋ５６２细胞ＰＢＳ组绝大部分都是活细胞，ＰＢＳ组早期凋亡

细胞占（４．０８±０．７６）％，Ａｄ５Ｆ３５ＧＦＰ组的凋亡率为（４．６２±

１．５６）％，Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤＨＡ组的凋亡率为（６．１９±２．５６）％，而

Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ组的凋亡率为（３２．０８±４．３０）％，与各对照组

相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）。同样，Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ感

染ＫＵ８１２细胞９６ｈ后凋亡率为（３０．１０±４．１４）％，与 ＫＵ８１２

细胞各对照组的凋亡率相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

本课题组构建的Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ、Ａｄ５Ｆ３５ＳｍＤＨＡ重组

腺病毒在感染Ｋ５６２和ＫＵ８１２细胞４８ｈ后能有效表达外源性

融合蛋白ＳＤＨＡ、ＳｍＤＨＡ。作为ＳＤ融合肽在细胞内作用的

靶蛋白，ＢＣＲＡＢＬ是一种胞浆蛋白。而本研究中表达的外源

性融合蛋白ＳＤＨＡ、ＳｍＤＨＡ均定位于胞浆，与实验预期相

符合。

本研究以ＢＣＲＡＢＬ阳性的ＣＭＬ细胞株：Ｋ５６２细胞和
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ＫＵ８１２细胞，为研究模型，初步评价ＢＣＲＡＢＬ融合蛋白的第

１７７位酪氨酸磷酸化位点作为慢性粒细胞白血病治疗新靶点

的可行性。重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ能明显抑制ＣＭＬ细

胞的恶性增生程度。流式细胞术对细胞周期的分析表明，重组

腺病毒Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ可使ＣＭＬ细胞的细胞周期进程受到

特异性阻滞，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例明显增加，Ｓ期相对减少，ＤＮＡ

的合成减少，增殖受到抑制。流式细胞术检测发现了早期凋亡

细胞，表明重组腺病毒Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ可使ＣＭＬ细胞发生特

异性凋亡。

重组腺病毒 Ａｄ５Ｆ３５ＳＤＨＡ具有特异性的抑制ＣＭＬ细

胞增殖，诱导ＣＭＬ细胞凋亡的双重效应，本研究为后续实验

进一步阐明融合蛋白ＳＤＨＡ抗肿瘤作用的机制，深入研究其

发挥生物学活性的功能结构域奠定了基础。
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响　见图１，与对照组相比，在５ｍＷ／ｃｍ２、１０ｍＷ／ｃｍ２、２０

ｍＷ／ｃｍ２ 三个辐照组中，辐照３ｄ以后新西兰兔血尿素氮水平

明显增加（犘＜０．０５），且增加的程度与辐照时间呈现正相关。

分别经５、１０、２０ｍＷ／ｃｍ２ 强度的电磁辐射后，新西兰兔肌酐水

平明显增加（犘＜０．０５）。同样的，辐照３ｄ以后新西兰兔体血

尿酸水平明显增加（犘＜０．０５），且增加的程度与辐照时间呈现

正相关。

图１　　电磁辐射照射后各生化指标随时间变化情况

３　讨　　论

本实验采用了随机、平行、独立的动物实验，系统地研究了

５、１０、２０ｍＷ／ｃｍ２ 三种强度的电磁辐射对新西兰兔肾脏功能

的影响。在以往的研究中，电磁辐射对肾脏功能的影响虽有报

道，但其辐射强度的设置均为低强度，且辐射的时间较短，无法

体现长时间辐射对肾脏功能的影响［５］。笔者采用心脏采血法

采集新西兰兔血液标本，然后进行检测，排除了感染、疾病、焦

虑等因素对血象和肾功能指标的影响［６］。本实验为排除热效

应的干扰，采用了间歇暴露法，即每辐射３０ｍｉｎ，间歇１０ｍｉｎ，

每天辐射２次，即１ｈ。新西兰兔肛温在辐射前后基本没有变

化，证实该方法可以排除热效应的干扰。

本研究表明，新西兰兔经电磁辐射１、３、５、１０、２０、３０ｄ后

尿素氮、肌酐、尿酸这三项指标均发生了明显变化，提示新西兰

兔肾功能有不同程度的损伤，在一定强度范围内，电磁辐射对

肾脏损伤的效应与强度呈正相关，即电磁波以量子能量方式向

外辐射，强度越大、时间越长，该辐射的量子能量越大，其生物

学作用也越强。本研究的结果提示，电磁辐射的强度与其对人

体的伤害呈正相关。该结果与国内外的研究结果相似，长期处

于电磁辐射环境下，还可能造成儿童白血病，诱发癌症并加速

人体的癌细胞增殖［７］，影响人的生殖系统，导致儿童智力残缺，

对心血管系统和视觉系统造成损害［８］。本研究表明该实验条

件下三种平均强度的电磁辐射均能对新西兰兔的肾脏功能产

生不良影响，且平均强度越大损伤的作用越强。
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