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雷帕霉素对急性髓系白血病细胞株Ｋａｓｕｍｉ１的

ｍＴＯＲ／ｐ７０Ｓ６Ｋ信号通路的影响

柳光芬

（重庆消防总队医院检验科，重庆４０００６０）

　　摘　要：目的　探讨雷帕霉素对急性髓系白血病（ＡＭＬ）细胞株 Ｋａｓｕｍｉ１ｍＴＯＲ／ｐ７０Ｓ６Ｋ通路的影响。方法　免疫荧光检

测雷帕霉素处理前后Ｋａｓｕｍｉ１细胞中ｍＴＯＲ和ｐ７０Ｓ６Ｋ的光密度变化，再逆转录ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别从ＲＮＡ和蛋白水平研

究雷帕霉素对该信号通路的影响。结果　经雷帕霉素处理后ｍＴＯＲ的ｍＲＮＡ和蛋白水平均下调，而其下游靶点ｐ７０Ｓ６Ｋ的ｍＲ

ＮＡ和蛋白水平表达增加。结论　雷帕霉素对细胞增殖和凋亡产生的影响可能是通过ｍＴＯＲ／ｐ７０Ｓ６Ｋ信号通路发生作用。
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　　雷帕霉素又叫西罗莫司，最初是一种抗真菌和免疫抑制

剂。有研究发现雷帕霉素能够抑制多种肿瘤细胞株的增殖，并

导致细胞凋亡。该药物对多种癌症如非小细胞性肾细胞癌、乳

腺癌、卵巢癌等有治疗作用。哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（ｍＴＯＲ）和其下游的核糖体蛋白Ｓ６激酶（ｐ７０Ｓ６Ｋ）可以调控

基因转录、蛋白翻译、细胞凋亡等多项功能，是调控细胞生长、

分化和增殖的重要因子。雷帕霉素对白血病的治疗还处于探

索阶段，本文拟通过 ｍＴＯＲ／ｐ７０Ｓ６Ｋ信号通路研究雷帕霉素

对急性髓系白血病（ＡＭＬ）细胞株 Ｋａｓｕｍｉ１增殖和凋亡的影

响，以期揭示其在白血病治疗中的分子机制。

１　材料与方法

１．１　细胞培养和处理　ＡＭＬ细胞株Ｋａｓｕｍｉ１购自上海细胞

所。培养基使用加入１０％胎牛血清和１００Ｕ／ｍＬ双抗的ＲＰ

ＭＩ１６４０，３７℃、５％ＣＯ２，饱和湿度的培养箱中开放培养，每

隔７２ｈ传代１次。取对数生长期的Ｋａｓｕｍｉ１细胞，ＰＢＳ洗涤

后重悬，调整密度后重新铺板。用最适浓度１００ｎｇ／ｍＬ的雷

帕霉素处理细胞３６ｈ
［１］，并设立空白对照。

１．２　逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）　Ｋａｓｕｍｉ１细胞经雷帕霉素处

理后，胰酶消化收集，Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ，紫外分光光

度计检测ＲＮＡ纯度，选择合格的ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ备用。

Ｓｙｂｅｒｇｒｅｅｎ法检测处理组和对照组的ｃＤＮＡ表达情况。ＰＣＲ

引物 为：ｍＴＯＲＳ５′ＣＧＣ ＴＧＡ ＴＣＣ ＣＴＴ ＴＡＴ ＣＧ３′，

ｍＴＯＲＡ５′ＡＴＧＣＴＣＡＡＡＣＡＣＣＴＣＣＡＣＣ３′，引物长度

为１９３ｂｐ。ｐ７０Ｓ６ＫＳ５′ＴＡＧ ＡＧＣＣＴＧ ＴＧＧ ＧＡＣ ＡＣＴ

ＡＴＧＡ３′，ｐ７０Ｓ６ＫＡ５′ＴＴＴＣＧＣＡＣＣＴＧＧＡＡＣＡＣＣ３′，

引物长度为１４２ｂｐ。使用 ＧＡＰＤＨ 为内参，ＧＡＰＤＨＳ５′

ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３′，ＧＡＰＤＨＡ５′ＧＡＡ

ＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ３′，引物长度为１６８ｂｐ。

１．３　细胞免疫荧光　处理细胞３６ｈ后，多聚甲醛固定细胞爬

片，正常山羊血清封闭，同时加入 ｍＴＯＲ和ｐ７０Ｓ６Ｋ一抗４℃

孵育过夜。随后加入ＦＩＴＣ（ｍＴＯＲ）和ＴＲＩＴＣ（ｐ７０Ｓ６Ｋ）荧光

二抗，３７℃孵育１ｈ后ＤＡＰＩ染液染色３０ｍｉｎ，抗淬灭封片剂

封片。激光共聚焦显微镜观察并照相。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ　对照和实验组的蛋白上样量均为５０μｇ，

聚丙烯酰胺凝胶电泳后，转至硝酸纤维素膜，脱脂牛奶封闭抗

原，１∶２００加入 ｍＴＯＲ和ｐ７０Ｓ６Ｋ抗体，４℃过夜。洗膜，随

后加入二抗，３７℃杂交１ｈ，洗涤后 ＤＡＢ显色。ＧＡＰＤＨ 为

内参。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行分析，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　雷帕霉素处理后细胞后 ｍＴＯＲ和ｐ７０Ｓ６Ｋ的 ｍＲＮＡ表

达变化　经ＲＴＰＣＲ检测实验组和对照组 Ｋａｓｕｍｉ１细胞中

ｍＴＯＲ和ｐ７０Ｓ６Ｋ的ｍＲＮＡ的表达情况发现：和对照组相比

经１００ｎｇ／ｍＬ的雷帕霉素处理后，实验组中 ｍＴＯＲ人表达水

平显著下降（０．５３±０．０６８），差异有统计学意义（犘＜０．０５），而

ｐ７０Ｓ６Ｋ的表达水平则显著上升（１．６８±０．１１５），差异有统计学

意义（犘＜０．０５），见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论

文附件”）。提示经雷帕霉素可以抑制 ｍＴＯＲ的 ｍＲＮＡ表达，

同时上调ｍＴＯＲ下游靶点ｐ７０Ｓ６Ｋ的ｍＲＮＡ表达水平。
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２．２　素处理后细胞前后 ｍＴＯＲ和ｐ７０Ｓ６Ｋ免疫荧光结果　

和对照组相比，１００ｎｇ／ｍＬ雷帕霉素处理组细胞，表示 ｍＴＯＲ

的绿色荧光表达水平下降，而ｐ７０Ｓ６Ｋ的红色荧光表达却相对

增加，见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　雷帕霉素处理细胞前后 ｍＴＯＲ和ｐ７０Ｓ６Ｋ的 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，１００ｎｇ／ｍＬ雷帕霉素处理

后，实验组细胞中表示ｍＴＯＲ表达显著下降，和预计结果相符

合，而ｍＴＯＲ下游靶蛋白ｐ７０Ｓ６Ｋ的表达显著增加，见图３。

图３　　雷帕霉素处理Ｋａｓｕｍｉ１细胞前后ｍＴＯＲ和

ｐ７０Ｓ６Ｋ的蛋白表达情况

３　讨　　论

ＡＭＬ是一种由于多种因素所引起的骨髓性白细胞异常

增殖从而阻滞了正常造血细胞而产生的恶性肿瘤。目前常用

的化学治疗法虽然可以使病情得到暂时缓解，但其复发率高，

患者５年后的生存率仅仅为２０％
［２］。信号通路的异常往往是

导致正常造血祖细胞过度增殖，转录因子功能出现异常而分化

为白血 病 细 胞 的 重 要 原 因［３］。有 报 道 指 出 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ、

ｍＴＯＲＣ１、ＥＲＫ／ＭＡＰＫ、ＳＴＡＴ３／５、Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ和 ＮＦｋＢ

等信号通路均和ＡＭＬ相关。因此，针对上述信号通路的研究

逐渐成为近年来 ＡＭＬ治疗的热点。本文拟采用雷帕霉素为

ｍＴＯＲ的抑制剂，研究用药前后 ｍＴＯＲ 和其下游靶基因

ｐ７０Ｓ６Ｋ的变化情况，以探索治疗ＡＭＬ的新途径。

本研究发现，使用早先实验中确定的可以达到最大抑制率

的雷帕霉素浓度１００ｎｇ／ｍＬ处理Ｋａｓｕｍｉ１细胞后，ｍＴＯＲ的

ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均受到有效抑制。ＭＴＯＲ是一种保守

的丝／苏氨酸蛋白激酶，其在细胞的增殖、生长、凋亡和血管生

成过程中发挥着重要作用。有研究结果显示 ｍＴＯＲ在超过

７０％的ＡＭＬ病例中都表现为高表达
［４５］，通过调节其下游

ｐ７０Ｓ６Ｋ和４ＥＢＰ１两个和翻译过程相关的蛋白来调控细胞的

增殖过程［６７］。

雷帕霉素处理 Ｋａｓｕｍｉ１ 细胞后，ｍＴＯＲ 下游靶基因

ｐ７０Ｓ６Ｋ的ｍＲＮＡ和蛋白水平均显著上升，提示两者的表达变

化呈负相关。有研究证实 ｍＴＯＲ被ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号传导通路

介导的增生信号激活后从胞浆进入胞核，并且直接使其下游的

ｐ７０Ｓ６Ｋ的Ｔｈｒ３８９位点磷酸化，ｐｐ７０Ｓ６Ｋ的促翻译活性是未

磷酸化的１００倍左右
［８］，ｐｐ７０Ｓ６Ｋ使４０Ｓ核糖体蛋白Ｓ６磷酸

化，Ｓ６磷酸化使４０Ｓ亚单位参与活跃的多核糖体翻译，从而增

加包括编码核糖体蛋白、延长因子、胰岛素生长因子在内的含

有５末端寡聚嘧啶的ｍＲＮＡｓ的翻译
［９］，抑制该通路可以使细

胞周期停滞，从而导致细胞凋亡。本实验中雷帕霉素处理组

ｍＴＯＲ表达下调，则使ｐ７０Ｓ６Ｋ的磷酸化过程减弱
［１０］，因而

ｐ７０Ｓ６Ｋ非磷酸化的ｐ７０Ｓ６Ｋ表达上调。

本研究结合前期实验基础，发现雷帕霉素可能是通过

ｍＴＯＲ／ｐ７０Ｓ６Ｋ途径调控ＡＭＬ细胞株Ｋａｓｕｍｉ１的增殖并使

其发生凋亡。研究者认为在对进作用的分子机制进一步研究

后，雷帕霉素有望成为ＡＭＬ靶向治疗的新药物
［１１１６］。
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·８５６· 国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．６


