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  摘 要:目的 探讨谷胱甘肽S-转移酶 Mu
 

5(GSTM5)基因在骨髓增生异常综合征(MDS)细胞SKM-1中

的表达及意义。
 

方法 采用去甲基化药物地西他滨(DAC)、GSTM5过表达质粒(SKM-1ovGSTM5)和谷胱甘

肽抑制剂丁硫氨酸亚砜亚胺(BSO)分别处理SKM-1细胞。采用实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测GSTM5
 

mRNA表达水平,Western
 

blotting检测GSTM5蛋白表达水平,CCK-8试验检测SKM-1细胞的增殖能力,流

式细胞术检测SKM-1细胞凋亡率和细胞周期分布,另 采 用 谷 胱 甘 肽(GSH)检 测 试 剂 盒 测 定 GSH 水 平。
 

结果 与对照相比,过表达GSTM5质粒后SKM-1细胞增殖能力降低(P<0.05),而细胞凋亡率和细胞周期分

布情况差异无统计学意义(P>0.05)。DAC处理及过表达 GSTM5的SKM-1细胞 GSH 水平均显著降低

(P<0.05)。与对照相比,BSO处理SKM-1细胞后,细胞增殖能力显著降低(P<0.05)。结论 GSTM5可通

过调控GSH水平抑制SKM-1细胞的增殖,并具有作为 MDS诊断标志物的潜力。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

glutathione
 

S
 

-transferase
 

Mu
 

5
 

(GSTM5)
 

gene
 

in
 

myelodysplastic
 

syndromes
 

(MDS)
 

cells
 

(SKM-1
 

cells).Methods SKM-1
 

cells
 

were
 

trea-
ted

 

with
 

demethylated
 

drugs
 

decitatine
 

(DAC),GSTM5
 

overexpressed
 

plasmids
 

(SKM-1ovGSTM5)
 

and
 

glu-
tathione

 

inhibitor
 

buthionine
 

sulfoximine
 

(BSO)
 

respectively.Real-time
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expression
 

level
 

of
 

GSTM5,Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expres-
sion

 

level
 

of
 

GSTM5,CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

SKM-1
 

cells,and
 

flow
 

cytom-
etry

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

cell
 

cycle
 

distribution
 

of
 

SKM-1
 

cells.In
 

addition,glutathione
 

(GSH)
 

assay
 

kit
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

GSH
 

level.Results Compared
 

with
 

blank
 

control,the
 

proliferation
 

a-
bility

 

of
 

SKM-1
 

cells
 

was
 

decreased
 

after
 

overexpression
 

of
 

GSTM5
 

plasmid
 

(P<0.05),but
 

there
 

was
 

no
 

sta-
tistical

 

significance
 

in
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

cell
 

cycle
 

distribution
 

(P>0.05).The
 

GSH
 

level
 

of
 

SKM-1
 

cells
 

treated
 

with
 

DAC
 

and
 

overexpressed
 

with
 

GSTM5
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

proliferation
 

ability
 

of
 

SKM-1
 

cells
 

significantly
 

decreased
 

after
 

BSO
 

treatment
 

(P<0.05).Conclusion GSTM5
 

could
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

SKM-1
 

cells
 

by
 

regulating
 

GSH
 

level,which
 

has
 

the
 

potential
 

as
 

a
 

diagnostic
 

marker
 

of
 

MDS.
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  骨髓增生异常综合征(MDS)是一组异质克隆造

血干细胞疾病,主要表现为造血细胞发育不良、不同

程度的造血功能低下、外周血细胞减少,并伴有进展

为急性髓系白血病(AML)的风险[1-5]。DNA甲基化

在细胞的分化、增殖、凋亡等方面起着不同的作用,启
动子区域的高甲基化水平会导致基因的表达沉默,进
而基因功能受到抑制。在临床治疗中,高危患者更多

地选用表观遗传学疗法,比如去甲基化药物[6-7]。本

研究中所使用的地西他滨(DAC)即为去甲基化药物,
在过去几年中被广泛用作老年高危 MDS患者的一线

治疗方案[8]。谷胱甘肽S-转移酶 Mu
 

5(GSTM5)主
要通过与谷胱甘肽(GSH)特异性结合,降低机体氧化

应激损伤及致癌因素的易感性,从而在一定程度下保

护机体。相关研究显示,GSTM5基因的多态性与患
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者的预后存在相关性[9]。本课题组前期关于 MDS的

研究发现,临床骨髓样本GSTM5基因启动子区域存

在高甲基化的状态,使用1、2、10
 

μmol/L
 

DAC处理

MDS细胞SKM-1后,相较于对照组,GSTM5基因

mRNA表达水平均显著升高,GSTM5基因甲基化水

平显著降低,但目前尚缺乏关于GSTM5在 MDS发

病机制中作用的报道[10]。本研究建立了 MDS细胞

SKM-1的GSTM5过表达模型,并检测了SKM-1细

胞的增殖、凋亡、细胞周期及GSH水平变化,以期为

GSTM5基因在 MDS发生中的作用机制研究及 MDS
的靶向治疗提供实验依据。
1 材料与方法

1.1 材料来源 MDS细胞SKM-1细胞系由中国中

医科学院西苑医院周庆兵主任课题组赠送。RPMI
 

1640完全培养液和无血清细胞冻存液均购自武汉普

诺赛公司。去甲基化药物 DAC
 

购自美国 MedChe-
mExpress(MCE)公司,谷胱甘肽抑制剂丁硫氨酸亚

砜亚胺(BSO)购自美国SIGMA公司。CCK-8细胞

增殖检测试剂盒购自东仁化学公司。RNA提取试剂

盒购自新英格兰NEBiolabs公司。DNA
 

提取试剂盒、
实时荧光定量PCR(RT-qPCR)mix试剂盒均购置于上

海凯杰生物科技有限公司。RIPA蛋白裂解液、浓缩胶

缓冲液、分离胶缓冲液、十二烷基硫酸钠(SDS)、甘氨

酸、ECL化学发光检测试剂盒均购自索莱宝公司。
BCA蛋白定量试剂盒购自碧云天公司。Lipofectamine

 

3000、蛋白Marker购自美国Thermo
 

fisher公司。
1.2 细胞培养和转染 将SKM-1

 

细胞培养于RP-
MI

 

1640完全培养液中,将培养瓶置于
 

37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养。取对数生长期细胞接种于六孔

板,按说明书配制转染体系,转染24
 

h后提取细胞

RNA 和 蛋 白。SKM-1细 胞 分 组:SKM-1(对 照)、
SKM-1-NC(空白载体)、SKM-1ovGSTM5(GSTM5
过表达)。
1.3 DAC和BSO处理 取对数生长期细胞接种于

六孔板,每组3个复孔,分别加入
 

0、1、2、10
 

μmol/L
 

DAC
 

200
 

μL,药物作用72
 

h,此为本课题组前期试验

所用药物浓度[10];40
 

μmol/L
 

BSO
 

200
 

μL,药物作用

24
 

h,此为本课题组预试验BSO处理所选用的浓度。
1.4 RT-qPCR 用试剂盒法提取RNA,利用Nano-
Drop仪器对 RNA 进行检测后,将 RNA 逆转录为

cDNA,采用荧光染料法进行PCR反应,每组设置3
个复孔。GSTM5基因的 mRNA 相对表达量采用

2-ΔΔCt计算。引物序列:GSTM5正向引物为5'-AT-
GCCCATGACACTGGGGTACTG-3',反 向 引 物 为

 

5'-CCATGTGGTTATCCATAACCTGG-3'; GAP-
DH 正 向 引 物 为 5'-CAGGAGGCATTGCTGAT-
GAT-3',反 向 引 物 为 5'-GAAGGCTGGGGCT-
CATTT-3'。
1.5 Western

 

blotting试验 使用蛋白裂解液提取

蛋白后采用BCA法测定蛋白浓度,取20
 

μg蛋白上

样,经电泳后转至PVDF膜上,用5%脱脂奶粉室温

封闭
 

1
 

h后分别加入GSTM5一抗(1∶5
 

000)、GAP-
DH一抗(1∶10

 

000),4
 

℃过夜,TBST洗膜后摇床孵

育相应的二抗1
 

h,TBST洗膜后使用ECL超敏发光

液进行曝光显影,条带灰度值使用Image
 

J
 

分析。
1.6 CCK-8试验检测细胞增殖能力 将处于对数生

长期的SKM-1细胞加入96孔板内,每孔加培养体系

100
 

μL,每组设置6个复孔,分别于培养第0、1、2、3
天避光加入10

 

μL
 

CCK-8
 

试剂,培养箱中孵育
 

2.5
 

h。
采用酶标仪检测

 

450
 

nm
 

处的吸光度(A)值。
1.7 流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡 将

SKM-1细胞培养48
 

h后离心收集,用PBS清洗细胞

2遍,加入预冷的75%乙醇,4
 

℃固定过夜。加入含
 

RNA
 

酶(100
 

μg/mL)的碘化丙啶(PI,50
 

μg/mL),室
温避光孵育30

 

min
 

后用流式细胞仪检测细胞周期。
另加入

 

Annexin
 

V-APC
 

和
 

PI,避光孵育15
 

min,采
用流式细胞仪检测细胞凋亡率。
1.8 GSH检测试剂盒检定细胞GSH水平 用PBS
清洗细胞1次,弃上清取细胞沉淀,使用试剂盒内检

测缓冲液重悬细胞后,转速10
 

000×g,4
 

℃离心10
 

min取上清液,稀释后加入96孔板中,按说明书添加

检测试剂,室温孵育25
 

min后,采用酶标仪检测
 

420
 

nm
 

处的A值。
1.9 统计学处理 采用SPSS19.0、Excel及Graph-
pad

 

Prism
 

9.0.0软件处理所得数据,实验均重复3次

或3次以上,呈正态分布的计量资料以x±s表示,多
组比较采用单因素方差分析,两组比较采用t检验。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

 

2.1 SKM-1细胞GSTM5基因 mRNA及蛋白表达

水平 在SKM-1细胞中,过表达GSTM5基因组的

GSTM5
 

mRNA及蛋白表达水平均显著升高(P<
0.05),过表达GSTM5细胞模型构建成功。见图1。
2.2 过表达GSTM5基因对

 

SKM-1细胞增殖能力

的影响 对SKM-1细胞系过表达GSTM5处理后,
SKM-1细胞的增殖能力显著降低(P<0.05)。见

图2。
2.3 过表达GSTM5基因处理对细胞周期和凋亡的

影响 与对照相比,SKM-1细胞瞬时转染GSTM5质

粒48
 

h后,细胞凋亡率和细胞周期分布情况差异无统

计学意义(P>0.05)。见图3。
2.4 过表达GSTM5基因处理及DAC处理SKM-1
细胞后的 GSH 水平 过表达 GSTM5基因处理的

SKM-1细胞GSH水平显著降低(P<0.05);在DAC
处理组中,1、2、10

 

μmol/L浓度DAC处理的SKM-1
细胞GSH水平差异均无统计学意义(P>0.05),但
相较于0

 

μmol/L
 

DAC处理,SKM-1细胞GSH水平

均出现显著降低(P<0.05)。见图4。
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  注:A为GSTM5
 

mRNA表达水平;B、C为GSTM5蛋白表达水平;**P<0.01。
 

图1  SKM-1细胞GSTM5基因的 mRNA及蛋白表达水平

  注:*P<0.05,**P<0.01。

图2  过表达GSTM5基因对
 

SKM-1细胞增殖能力的影响

  注:A为过表达GSTM5对SKM-1细胞周期的影响;B为过表达

GSTM5对SKM-1细胞凋亡的影响。

图3  过表达GSTM5对SKM-1细胞凋亡和细胞周期的影响

  注:A为过表达GSTM5对SKM-1细胞GSH水平的影响;B为不

同浓度DAC处理对SKM-1细胞GSH水平的影响;**P<0.01。

图4  过表达GSTM5基因和DAC处理对SKM-1细胞

GSH水平的影响

2.5 BSO处理对SKM-1细胞GSH水平和增殖能力

的影响 GSTM5处于高水平表达时,细胞GSH水平

显著降低(P<0.05),在40
 

μmol/L
 

BSO处理SKM-
1细胞的第1、2、3天细胞的增殖均受到显著抑制

(P<0.05)。见图5。

  注:A为40
 

μmol/L
 

BSO处理SKM-1细胞后 GSH 水平的变化;B为40
 

μmol/L
 

BSO处理SKM-1细胞后对细胞增殖能力的影响;*P<

0.05,**P<0.01。

图5  低水平GSH细胞模型的验证和对细胞增殖能力的影响

3 讨  论

  目前 MDS的早期鉴别诊断体系尚未建成,可应

用的诊疗指标有限。在一定程度上,MDS可以理解

为介于不明原因血细胞减少症与AML之间的过渡状

态。MDS涵盖了较为广泛的病态表现,比如单系或

多系的病态/无效造血、染色体核型异常、基因突变

等。在 MDS的早期,患者通常与健康人群血细胞指

标无明显差异,这使得疾病的早期诊断较为困难[11]。
有研究发现,在接受DAC治疗的患者中,MDS组达

到缓解的比例尚为可观,总体显著高于 AML组[12]。

DAC作为甲基化相关研究的药物,主要用于疾病潜

在治疗靶点与耐药的验证。
谷胱甘肽S-转移酶(GSTM)通常被认为是参与

致癌活性代谢物失活转化的解毒酶,参与亲电化合物

的解毒,包括致癌物、治疗药物、环境毒素和氧化应激

产物,这表明这些酶可能在致癌中发挥作用[13]。在胃

癌相关研究中,GSTM5的mRNA高表达水平与患者

的低总体生存率密切相关[14]。在Barrett's发育不良

和Barrett's腺癌中,转录GSTM5基因启动子区域甲

基化和 mRNA表达水平之间存在显著的反向相关
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性,并且该病的发生可能与活性氧不良累积造成的氧

化应激损伤有关[15]。在非小细胞肺癌中,GSTM5基

因变异与患者总体生存率具有相关性,并且GSH 水

平也与患者总体生存率具有相关性[15]。本研究采用

MDS细胞SKM-1成功构建了GSTM5基因过表达细

胞模型。本研究结果显示,上调GSTM5
 

基因表达对

MDS细胞SKM-1的增殖能力起到了显著抑制的作

用,但对细胞凋亡和细胞周期的影响却不明显。
在膀胱癌的研究中,GSTM5在膀胱癌细胞中表

现为启动子区域高甲基化,过表达 GSTM5处理后,
不仅膀胱癌细胞的增殖能力受到明显抑制,细胞

GSH 水平也明显降低[17-18]。在本项研究中,同对照

相比,过表达GSTM5与基因的SKM-1细胞GSH水

平显著下降(P<0.05)。此外,利用BSO处理SKM-
1细胞,在降低GSH水平后,SKM-1细胞的增殖能力

也受到了抑制。本研究结果在一定程度上说明了

GSH水平会影响SKM-1细胞的增殖能力。本项研

究仍有一定的局限性,但提示 GSTM5在SKM-1细

胞中发挥抗癌作用,并且由GSTM5导致的GSH 水

平降低可能介导这种抗癌作用。
综上所述,上调 GSTM5表达可显著抑制 MDS

细胞的增殖。因此,GSTM5可能参与 MDS的发病,
并具有作为 MDS诊断标志物的潜力。临床医生或可

根据GSTM5对疾病进行早期评估。
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