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"摘 要# 背 景 与 目 的!MOSQ 基 因 主 要 表 达 于 造 血 细 胞 ! 通 过 降 解 QSQ5 抑 制

QS5T U VW< 信 号 通 路 而 在 造 血 细 胞 增 殖 和 存 活 中 起 重 要 负 调 控 作 用( 本 研 究 通 过

慢 病 毒 载 体 介 导 MOSQ 基 因 转 染 T960 细 胞 ! 探 讨 MOSQ 基 因 改 变 及 功 能 丢 失 与

白 血 病 发 病 的 关 系( 方 法! 将 携 带 MOSQ 基 因 的 慢 病 毒 感 染 T960 细 胞!NX>Q.Y
法 检 测 MOSQ 转 录 水 平!Z%&<%*$ P,(< 法 检 测 转 染 后 MOSQ 蛋 白 表 达 及 VW< 磷 酸 化

水 平 的 变 化)比 较 MOSQ 基 因 表 达 前 后 细 胞 增 殖*形 态 的 变 化( 结 果!T960 细 胞 中

MOSQ 蛋 白 阴 性( 以 携 带 MOSQ 基 因 的 慢 病 毒 载 体 转 染 T960 细 胞 后!细 胞 增 殖 抑

制 率 升 高!T960>[<MOSQ>NS\>] 细 胞 的 增 殖 抑 制 率 由 转 染 第 5 天 的%2C2^DC9&_升

到 第 9 天 的%41C6^0C5&‘)伴 有 VW< 磷 酸 化 水 平 明 显 减 弱 )转 染 后 !T960>[<MOSQ>
NS\>a 组 细 胞 :>VW< 的 表 达 水 平 由 1B955 降 低 到 1B049%Bb1B1D&!细 胞 增 殖 明 显

被 抑 制( 此 外!MOcQ 蛋 白 还 能 使 T960 细 胞 出 现 凋 亡 特 征 !O(%/"&<55540 染 色 结

果 转 染 [<MOcQ 基 因 组 T960 细 胞 第 9 天 早 期 凋 亡 率 "%53B5^4B5&‘#明 显 高 于

T960>Nc\>a 组 细 胞 "%3B0^1B2&‘ #和 未 转 染 组 T960 细 胞 "%8B8^1B3&‘ #( 结

论 !MOcQ 基 因 具 有 重 要 的 抑 制 细 胞 增 殖 和 促 进 凋 亡 的 能 力 !MOcQ 基 因 缺 失 导

慢病毒载体介导 <=>? 基因抑制 9@AB 细胞增殖
及对 ?>C9 D E)$ 信号通路的调控
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人类 !"#$ !!%& ’()*+, -(,.*+,+,/ +,(0+.(1 234
56(056*.*07" 基 因 是 肌 醇 83磷 酸 酶 家 族 的 一 个 成

员# 主要表达在造血细胞$ 该基因定位于染色体

&9:;49:<=># 其编码的 >?8 @A 的蛋白含 有 !%B 区

域# 能 选 择 性 地 去 除 肌 醇C>#:#D#8E四 磷 酸 和 肌

醇E:#D#8E三磷酸的 83E磷酸# 在免疫受体活化或

生长因子刺激下发生磷酸化 %>#&&$ 研究显示#!%#$
是造血细胞增殖和存活的重要负调控因子$ !%#$4 F4

的小鼠会出现外周血白细胞异常增高’脾脏增大及

肺部中性粒细胞浸润#与人类慢性粒细胞性白血病

相似 %:&#已发现急性白 血 病 细 胞 中 存 在 !%#$ 基 因

突变%D#8&$ 我们前期研究表明#在 G8;& 细胞中 H-I F
*H1 抑制 !"J$ 基因表达#应用甲磺酸伊马替尼或针

对 H-I F *H1 基因 0+KLM 技术封闭 NOK F MNP 的作用

后#!"J$ 基 因 表 达 水 平 升 高# 同 时 54M@. 水 平 下

降 %;#<&(这些都提示 !"J$ 基因可能与白血病发病有

关$ 本研究中我们利用慢病毒载体将 !J"$ 基因转

入 G8;B 细胞# 建立可稳定表达 !"J$ 基因的细胞

模型# 进一步探讨 !"J$ 基因改变及功能的丢失在

白血病发病中的作用$

! 材料与方法

!"! 材料

>=>=> 质粒和细胞 采用三质粒慢病毒载体系统#
载体质粒 5K7-7+Q7I4PQR> 含巨细胞病毒 !OST"启

动子及绿色荧光蛋白!UV$"(包装质粒 VJT 和包膜

蛋白 T!U 由广州复能生物公司合成并鉴定$ 人胚

肾细胞系 BWRX 包装细胞由中国医学科学院微生物

所 馈 赠 # 用 于 慢 病 毒 扩 增 # 用 含 >YZ胎 牛 血 清

!VN!"的高糖 [S\S 培养基培养$ 人慢性粒细胞白

血病急变细胞系 G8;B 为本室长期保存#用含 >Y]
VN! K$SJ4>;DY 培养基# 加入 >YY A F )P 青霉素和

>YY !/ F )P 链霉素的培养体系#在 :<^’8]O_B 饱

和湿度环境下培养$
>=>=B 主要试剂和材料 小量质粒提取试剂盒购

自天根生物公司( 细胞培养基 [S\S’K$SJ4>;DY
购自 U+H-( 公司(VN! 购自 %‘-1(,7 公司(胰蛋白酶

购自上海生物工程技术服务有限公司(绝对荧光定

量 $OK 试剂盒 !针对 !%#$" 由达安基因公司设计

合成!基 因 序 列 来 自 基 因 库#获 取 号 S<<B<:"$ 54
M@. 抗 体 ’M@. 抗 体 ’!%#$ 抗 体 ’"4*-.+, 抗 体 购

自 !*,.* OIAa 公 司 $ P+5(b7-.*)+,7BYYY 购 自 美 国

J,.I(Q+/7, 公 司$ 全 自 动 酶 标 仪 为 美 国 的 N+(4K*’
S(’71 88Y$ 四甲基偶氮唑蓝!SXX"为美国 !+/)* 公

司产品$
!"# 慢病毒包装和病毒滴度测定

>=B=> 慢病毒包装 采 用 脂 质 体P+5(b7-.*)+,7BYYY
将 R 种质粒共转染 BWRX 包装细胞# 其中载体质粒

5K7-7+Q7I4PQR>4!%J$ >Y !/’VJT >Y !/’T!U >Y !/#
R; 6 后荧光显微镜下观察 UV$ 表达情况#Dcd<B 6
离心取细胞加入 >e$N! 在液氮中反复冻融 :dD 次#
&8Yf! 离心取上清#过滤并保存于EcYg冰箱备用$
>=B=B 病毒滴度测定 冻存的病毒上清用无血清

[S\S 作 >f>YE>d>f>YE; 倍稀释#当 BWRX 包装细胞

融合度达 cY]dWY]时#分别吸取 > )P 稀释病毒液

与 BWRX 细 胞 !Bf>Y; F 孔 "混 合 #R<g’2]O_B 培 养

R 6#加 BdR )P [S\S 继续培养 ?c 6#荧光显微镜

观察各浓度孔 UV$ 表达#并计数比例在 >Y 左右的

荧光细胞数和病毒稀释比例$ 病毒滴度!Jh F )P"i
每毫升细胞 悬 液 中 表 达 UV$ 的 细 胞 个 数f相 应 的

稀释倍数$
!"$ 慢病毒感染 %&’# 细胞系

常规将细胞悬浮于含 B !/ F )P $"M’BY] VN!
的 K$SJ4>;?Y 培 养 基 中 #R<g’2]O_B 培 养 <B 6$
取密度为 ;f>Y; F )P 的对数生长期的 G2;B 细胞与

病 毒 液 按 感 染 指 数!S_J">) R 共 同 培 养 ? 6#加 入

含 BY] VN! 的 K$SJ4>;?Y 培养液继续培养$ 实验

分 R 组# 转染携带野生型 !"J$ 基因慢病毒载体的

细 胞 !G2;B4j.!%J$4VJT4U"为 实 验 组#转 染 空 载 体

的 细 胞!G8;&4VJT4U"和 未 转 染 组!LO"作 为 对 照$
Dc 6 后荧光显微镜下观察 UV$ 表达情况# 上流式

细胞仪检测表达 UV$ 的细胞比例#计算转染效率$
!"( 实时荧光定量 )*+!,-.)*+"检测 /01) 在

%&’# 细胞表达

收集转染的 G8;& 细胞# 提取细胞总 KLM 分

光光度计测量 &;Y 光密度值 !_[ 值"$ 取 D !P 加

入试剂盒逆转录#取 8 !P 进行定量扩增$ !%J$ 上

游 引 物*8k4OUM OMM UMM UOX UMU XOO OXX X4
Rk # 下 游 引 物 *2k4UUX MUX XMM UMX OOO OMM
MOO MUM M4Rk#探针*2k4VMS4MOM XOM OXO MOO
UOX XOM OUO MOO4XMSKM4Rk$ 参数为 WR^预变

性 B )+, > 个 循 环(WR^变 性 ?2 0#22^退 火 ?2 0#

致 G2;B 细 胞 $JRG F M@. 信 号 途 径 失 调 # 促 进 G2;B 细 胞

增 殖$

关 键 词#基 因#肌 醇 2k磷 酸 酶(慢 病 毒 载 体(细 胞 增 殖(磷 酸

化蛋白激酶 N(细胞凋亡

中图分类号#K<RR=<(K<RY=BR 文献标识码#M
文章编号#>YYYE?;<l!BYYW"Y?EYR;;EY<

杨 琳!等= 慢病毒载体介导 !%J$ 基因抑制 G2;B 细胞增殖及对 $JRG F M@. 信号通路的调控 !"#
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共 !" 个循环! #$%$&’"" 软件分析结果! 结果计算

按公式"拷贝数 (!) 总 *%+,拷贝数 (!- ./%+0样

本 *%+ 的 1/23" 值456"&! 实验重复 7 次!
!"# $%&’%() *+,’ 法 检 测 转 染 后 -#./ 细 胞 内

0123 蛋白和 45’ 磷酸化水平

取 &45"3 个细胞# 加入 2"" !- 预冷的蛋白裂

解液 !8裂解 5 9$冰浴下超声裂解 5& :;<% 5"""4!
!8离心 2" :;<$ 取上清用考马斯亮蓝试剂盒测定

蛋白浓度$分装后置=2"8保存! 取 &" !) 样品蛋白

质按 >?@A?B< CDEA 试剂盒说明书步骤操作! 蛋白质

条 带 用 扫 描 仪 扫 描 后 $F:G)?HI?<A&65 软 件 对 蛋 白

质条带灰度进行相对定量分析$ 并以 "JG.A;< 条带

作为参照! 取目的蛋白条带对相应的 "JG.A;< 相对

灰度比值进行动态比较!
!". 677 法检测转染后细胞的增殖情况

取各组细胞调整密度为 &45"! ( :-$ 接种于 K3
孔无菌培养板中$每孔 2"" !-! 每个时段下设 7 个

复孔$实验重复 7 次!以未转染组作为对照$每日取

出 一 板 $加 入 LMM 液 5" !-&5" :) ( :-’$孵 育 ! 9
后用平板离心机 2&"4! 离心 5" :;<$弃上清$再加

入 2"" !- 二 甲 基 亚 砜&/LN1’终 止 反 应 $应 用 全

自动酶标仪测 !K" <: 处吸光度值&" 值’$计算增

殖抑制率$ 根据时间及增殖抑制率值绘制生长曲

线% 增殖抑制率,&5=" 实 验 组 (" 对 照 组’45""O%
!"8 细胞形态学观察

收 集 转 染 & 天 的 P&32JQANRFSJTFUJ#(P&32J
TFUJ# 细胞和未转染组细胞$离心$SVN 洗 2 次$涂

片 >B;)9AW@ 染色$光镜下观察细胞形态变化% 同时

用透射电镜观察细胞超微结构变 化"!O戊 二 醛 固

定过夜$5O锇酸固定 5 9$SVN 充分清洗% 梯度乙醇

脱水$丙酮浸透$包埋$超薄切片$醋酸双氧铀=柠檬

双染$RFM+XRF 52""$N 型透射电镜观察并拍照%
!"9 荧光染色检测细胞凋亡改变

将 545"3 个细胞接种于 3 孔细胞培养板中$按

前述分组进行转染$!Y 9 后常规细胞涂片$ 固定$
RE?.9@A777!2 染 色 后 封 固$ 荧 光 显 微 镜 下 观 察 结

果% 正常细胞和中早期凋亡细胞均可被 RE?.9@A 着

色$正常细胞核 RE?.9@A 的着色呈淡蓝色弥散均匀

荧光$内有较深的蓝色颗粒)而凋亡的细胞核则表

现为浓染致密的亮蓝色颗粒块状荧光%观察后进行

数码照 相 并 通 过 F:G)? SBEJSDI@&L?Z;G X[C?B<?A;.@
公司产品’ 图像分析软件自动计数 &"" 个细胞核$
计算凋亡细胞百分率% SF 检测中晚期凋亡"SF 染色

呈黄色$棕色或红色为中晚期凋亡或坏死细胞%

!": 统计学处理

N+NY6" 统计软件分析处理$ 组间比较采用二

因素二水平析因设计方差分析&TG.AEB;GD +%1U+’%
以 #\"6"& 为差异有统计学意义%

/ 结 果

/"! 慢病毒包装!感染及鉴定

荧光显微镜 下 可 观 察 到 转 染 !Y 9 的 2K7M 细

胞和感染慢病毒 !Y 9 的 P&32 细胞中有较强的绿

色荧光% 将转染 !Y]’2 9 后的包装细胞反复 冻 融

7]! 次离心取上清后再感染 2K7M 靶细胞 !Y 9$测

定病毒滴度为 !45"’ F^ ( :-% 荧光显微镜下计数感

染阳性细胞达 &’!63_&6Y’O% 感染细胞经 THJSX*
扩增出 NRFS :*%+ 表达明显增强$>?@A?B< CDEA 法

检测 P&32 细胞中 NRFS 蛋白也呈阳性表达$ 而在

未 转 染 组 P&32 细 胞 和 转 染 空 载 体 的 P&32JTFUJ#
细胞中$NRFS 表达始终很低)上述结果证明慢病毒

成功感染 P&32 细胞&图 5$图 2’%

/"/ 0123 蛋白对细胞增殖的影响

转染野生型 NRFS 基因使 P&32 细胞增殖明显

减慢$与转染空载体组和未转染组相比差异有统计

学意义&$\"6"5’$后两组间差异无统计学意义&$ ‘
"6"&’% 转 染 第 7 天 细 胞 增 殖 开 始 出 现 明 显 区 别$
P&32JQANRFSJTFUJ# 细胞的增殖抑制率由第 7 天的

&K6Ka56&’O升到第 & 天的&!"63a267’O$见图 7%
转染前细胞透明$折光性好$边缘光滑完整$细

图 5 不同转染组 NRFS 基因表达情况

T;)IB? 5 $bcB?@@;E< Ed NRFS :*%+ ;< P&32 .?DD@ GdA?B
ABG<@d?.A;E<

+" P&32 .?DD@ ABG<@d?.A?Z Q;A9 QANRFS &P&32JQANRFSJTFUJ#’)

V" P&32 .?DD@ ABG<@d?.A?Z Q;A9 ?:cA[ e?.AEB &P&32JTFUJ#’)

X" I<ABG<@d?.A?Z P&32 .?DD@6

杨 琳!等6 慢病毒载体介导 NRFS 基因抑制 P&32 细胞增殖及对 SF7P ( +fA 信号通路的调控!"#
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! "

胞大小均一!胞核完整均匀!荧光显微镜下细胞无

荧光标记!透射电镜下染色质细致均匀!核仁清晰!
细胞器完整!细胞微绒毛清晰可见!无凋亡的形态

学改变" 转染后的 #$%&’()*+,-’.,/’0 细胞出现凋

亡形态#包括细胞皱缩$出芽及胞核固缩$碎裂$少

量凋亡小体形成等%透射电镜还可观察到细胞核染

色质聚集$浓缩!细胞器结构不完整!核边集$核破

碎$胞膜出泡等" #$%&’.,/’0 组和空白组细胞未见

明显凋亡形态" 见图 1!图 $"

图 & 不同转染组 *+,- 蛋白表达情况

.23456 7 89:56;;2<= <> *+,- :5<)62= 2= #$%7 ?6@@; A>)65
)5A=;>6?)2<=

BA=6 C# #$%&’()*+,-’.,/’0 ?6@@;% @A=6 &# #$%&’.,/’0 ?6@@; % @A=6
D# 4=)5A=;>6?)6E #$%& ?6@@;F

图 D 不同时间各组细胞的增殖情况

.23456 D -5<@2>65A)2<= <> #$%& ?6@@; A>)65 *+,- )5A=;>6?)2<=

图 G 转染 *+,- 基因和空载体的 #$%& 细胞形态的变化 !H523I)"; JCKKK#
.23456 G L<5:I<@<3M <> #$%7 ?6@@; A>)65 *+,- )5A=;>6?)2<= &H523I)’; JCKKK(

!# NI6 =4?@6A5 ?I5<OA)2= 2; ?<=E6=;6E A=E A:<:)<;2; P<E26; ?A= P6 ;66= 2= #$%7 ?6@@; (I6= )5A=;>6?)6E (2)I ()*+,- ><5 $ EAM;F
"# #$%7 ?6@@; )5A=;>6?)6E (2)I 6O:)M Q6?)<5 E6O<=;)5A)6 =< 2=E2?A)2<= <> A:<:)<;2;F

+<6?I;)RRRG7 及 +<6?I;)RRRG7 S -, 双标检测转

染慢病毒载体 $ E 后细胞凋亡情况&图 %(!结果发

现 #$%7’()*+,-’.,/’0 组 早 期 和 中 晚 期 凋 亡 细 胞

数 量 明 显 高 于 未 转 染 组 和 #$%7’.,/’0 组 &! T
GDFUV!"WKFK$(!后两组之间差异无统计学意义&"X
KFK$(!见表 C"
!"# $%&’ 蛋白对 ()*! 细胞中磷酸化 +,- 的影响

转 染 R E 后!#$%7’()*+,-’.,/’0 细 胞 中 !Y)’
RKZ 和 !Y)’GUR 的磷酸化水平均出现明显下降 &图

U(! 在表达 *+,- 的 #$%7’()*+,-’.,/’0 细胞中磷

酸化 !Y)’RKZ 水平&KFC7%(显著低于不表达 *+,- 的

#$%7’.,/’0 细胞&KFRK7(和未转染组&KFR7R(!差异

有统计学意义&!T$%FCZ!"WKFKC(%后两组间磷酸化

!Y) 水平差异无统计学意义 &"XKFK$(" 比较转染

第 K$C$R$$ 天 的 *+,- 蛋 白 $:’!Y)RKZ$:’!Y)GUR 及

!Y) 表 达 水 平! 发 现 随 着 *+,- 蛋 白 重 新 表 达 !:’
!Y)RKZ 和 :’!Y)GUR 水平均呈下降趋势! 而 !Y) 水

平无明显变化&图 Z("

# 讨 论

已证实 -,R# S !Y) 信号路径异常在造血细胞的

恶性转化中发挥重要作用" -,R# 接收生长信号被

激活!催化磷脂酰肌醇的肌醇环上 R 位羟基发生磷

酸化反应生成 -,-R" 后者作为多种生长因子在细

胞中重要的第二信使! 导致丝氨酸 S 苏氨酸蛋白激

酶 !Y) 募集到胞浆膜上进一步被磷酸化 而 主 要 调

杨 琳!等F 慢病毒载体介导 *+,- 基因抑制 #$%7 细胞增殖及对 -,R# S !Y) 信号通路的调控 !"#
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! " #

图 $ 转染 %&’( 基因 $ 天后 )$*+ 细胞的超微结构改变 !,-..."
/01234 - 564 27839:832;8234 ;69<14: => )-?+ ;477: 9>843 %&’( 14<4 839<:>4;80=< !,-..."

!# )-?+ ;477: 69@4 0<841308A <2;7493 B4BC39<4D
"# 564 <2;7493 ;63=B980< 0: ;=<E4<:4E$ 911341984E 8= 864 B9310<F
## !G=G8=80; C=E04: ;9< C4 :44< 0< :=B4 ;477:F

控细胞存活信号通路$ 促进白血病细胞的生长%极

度增殖和永生$并对抗各种因素引起的细胞凋亡&H’(
细 胞 中 对 (’(I 的 调 节 有 两 方 面 # 一 是 生 成

(’(I 的 (’I)$ 另一方面就是降解它的磷酸肌醇脂

磷酸酶!(’(9:4"%&’(J 和 (5KL&J.’) (5KL 是第一个

被证实的具有抑癌基因作用的磷酸肌醇脂磷酸酶$
它对磷酸酪氨酸和磷酸酯底物具有双重磷酸酶作

用) 在造血系统恶性肿瘤中$(5KL 基因主要表现

为不同程度的低表达和表达缺失$ 而基因突变%重

排少见 &J.$JJ’$且研究表明 (5KL 只能负性调节细胞

的基础 !M8 活性$而不能调节造血生长因子刺激后

引起的 !M8 的活化 &N’) 最近研究显示$含 %&+ 结构

域 的 肌 醇 -O磷 酸 酶P%&’( 的 作 用 逐 渐 受 到 重 视 $
%&’( 作为另一个 (’(9:4$ 在生长因子调节细胞存

杨 琳!等F 慢病毒载体介导 %&’( 基因抑制 )-?+ 细胞增殖及对 (’I) Q !M8 信号通路的调控

图 ? 转染慢病毒 $ 天后不同组细胞的凋亡情况 !,J.."
/01234 ? K937A 9G=G8=:0: => )$?+ ;477: 9>843 %&’( 14<4 839<:>4;80=< !,J.."

)$?+P/’RPS )-?+PT8%&’(P/’RPS

&
=4
;6
:8I

II
U+

Q(
’

&
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:8I
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表 ! 各组细胞不同时间的早期凋亡率比较

"#$%& ! ’()*#+,-(. (/ &#+%0 #*(*1(-,- +#1& (/ 2345 6&%%- #/1&+ 7&.& 1+#.-/&61,(.

!"#$%

&’()
&*(+,-./,0

&*(+,12.3,-./,0

456 7
89:;79(
89:;79<
89:;79(

456 8
)9=;79)
)9>;798
?9>;798

456 )
@9>;79(
@9>;79(
=9@;79=

456 @
@9A;79=
=98;79(
>9);79(5!B

456 =
’9>;79@
C98;79>

+@9@;+9@5!B

456 ’
>9>;79:
:9+;79A
@:9@;=9@5!B

D5"E6 5%F%GFHIH "5GJ "K#

LEE M5E$JH 5"J %"JHJNGJO 5H PJ5N Q 14 FR GS"JJ JT%J"IPJNGH9 5!U797<! MH9 VFNG"FE &<(+ VJEEH$ B!U797<! MH9 &<(+,-./,0 VJEEH9

图 > 转染 @ 天时各组 &<(+ 细胞 %,LWG 的表达变化

-IX$"Y > ZFP%["IHFN FR LWG %SFH%SF"6E[GIFN HG[G$H IN &’C+ VJEEH [RGJ" G"[NHRJVGIFN
\[NJ 8% &’C+,]G^2._,-./,0 VJEEH$ E5NJ +% &<C+,-./,0 VJEEH$ E5NJ ?% $NG"5NHRJVGJO &<C+ VJEEH9

5!U797<! "#$ &<C+,-./,0 VJEEH$ B!U797<! "%$ &<C+ VJEEH9

活的 LWG 活化中是一个关键负性调节蛋白& ^2._
仅限于造血细胞特异性表达!人类 ^2._8 基因位于

染色体 +‘?>! 在造血细胞增殖和生存的信号转导

途径中起着关键的负性调控作用!其主要功能是特

异性降解 _._? 的 <a磷酸基而使 _._@ 降解为 _.’@!
=(_+!从而确保 _._@ 介导的信号通路的下调!尤其

是抑制 LWG 的活化& 罗建民等 )=!’*报道了白血病患

者存在 ^2._ 基因的功能结构域遗传学突变! 并且

有些突变在疾病完全缓解后消失$张苏江等 )8+*也在

急性髓系白血病患者中发现了两种 ^2._ 突变’Lb
c!d88<=\ d88<@\#+ ^2._ 基因在白血病发病中的

作用尚不明了& 我们前期研究 表 明!&<C+ 细 胞 中

BV" e 5BE 的表达对 ^2._ 基因的功能有抑制作用!应

用 甲 磺 酸 伊 马 替 尼 及 fgLI 技 术 封 闭 BV" e 5BE 后!
细胞 ^2._ 蛋白水平上调! 同时 LWG 磷酸化水平下

降!细胞增殖率下降!凋亡率增加 )C!>*!这 些 研 究 都

表明 ^2._ 基因在抑制白血病细胞生长的信号转导

途径中可能起着重要的作用&
目前!有关基因功能的研究最直接有效的方法

就是建立转基因和,或(基因敲除的动物模型&而在

细胞水平上!采用的策略通常是通过转染目的基因

使其在细胞株中过表达或利用 fgL 干扰技术使目

图 : 转染 ^2._ 基因不同时间细胞 ^2._ 和 %,LWG 的表达变化

-IX$"J : LWG %SFH%SF"6E5GIFN IN &<C+ VJEEH ]SJN G"5NHRJVGJO ]IGS ^2._ RF" OIRRJ"JNG GIPJ

杨 琳!等9 慢病毒载体介导 ^2._ 基因抑制 &<C+ 细胞增殖及对 _.@& e LWG 信号通路的调控 !"#
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的基因沉默! 近来的研究表明"以人免疫缺陷病毒!
"##$%!&$为 基 础 构 建 的 慢 病 毒#’()*+,+-.$载 体 因

具有可感染非分裂细胞% 实现目的基因稳定表达%
转移基因片段容量较大"转染所需的病毒滴度可达

&/"012&3&04 $5 6 7’% 不易诱发宿主免疫反应等优

点而弥补了逆转录病毒载体和腺病毒载体的缺陷!
我们前期研究结果表明"89:; 细胞中 <=$> 蛋白阴

性"因 此 本 研 究 选 用 89:; 细 胞 为 研 究 对 象"构 建

了慢病毒转染质粒"与包装质粒和包膜质粒一起构

成三质粒慢病毒载体系统"通过稳定转染 89:; 细

胞进一步探讨 <#$> 在白血病发病中的作用! 结果

发现"野生型 <#$> 基因具有明显的增殖抑制作用"
转 染 野 生 型 <#$> 基 因 能 明 显 抑 制 89:; 细 胞 增

殖" 光 镜 和 透 射 电 镜 进 一 步 观 察 到 转 染 <#$> 后

89:; 细胞出现凋亡的特征性改变"可见大量的凋亡

细胞和凋亡小体形成" 通过 #?(@A.*BBBC; 6 >$ 双染

检测凋亡发现"转染 <=$> 组细胞凋亡率明显增加!
因此 <=$> 蛋白具有明显的抗增殖和促凋亡作用!

蛋白激酶 D&>8E"FG*$处 于 >$B8 H FG* 信 号 转

导通路的核心部位" 在 >$B8 的作用下发生 ; 个位

点磷酸化"一个是催化结构域 IAJBK4 位点"另一个

是 调 节 结 构 域 <(JC1B 位 点 ’&B()以 上 位 点 磷 酸 化 后

FG* 被激活"从而参与白血病发生%发展’&C(* 本研究

对 IAJBK4 和 <(JC1B 位点的 FG* 磷酸化水平检测结

果显示"89:; 细胞中存在 L!FG*BK4 和 L!FG*C1B 的

表 达 " 转 染 野 生 型 <=$> 基 因 可 以 使 细 胞 的 L!
FG*BK4 和 L!FG*C1B 水 平 显 著 降 低 )89:; 细 胞 的

<=$> 和 L!FG* 表达呈负相关)因此我们认为"89:;
细胞中 <=$> 基因表达缺失是其 L!FG* 高表达的关

键因素之一" 而且这种作用与 <=$> 的磷酸酶活性

密切相关* <=$> 基因可能通过降解 >$>B"下调 FG*
磷酸化水平而使细胞周期阻滞+生长受抑,

我们 的 研 究 证 实"<=$> 基 因 具 有 重 要 的 增 殖

抑制和促进凋亡的功能" 并由此推测 <=$> 基因缺

失在白血病发病机制中可能具有重要作用" 由于

<=$> 基因突变或表达缺失" 不能负调控 >$B8 H FG*
信号转导通路" 从而 FG* 激酶磷酸化水平上调)为

研究 <=$> 基因在白血病中抑癌作用的分子机制奠

定了基础,对其影响哪些下游信号转导通路等等仍

有待进一步研究,
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