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·基础检验研究论著·

Ｃ／ＥＢＰαＰｅｒ２信号通路对Ｋ５６２细胞相关基因的调控机制
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　　摘　要：目的　探索Ｐｅｒ２在ＣＣＡＡＴ增强子结合蛋白α（Ｃ／ＥＢＰα）参与调控的慢性粒细胞白血病（ＣＭＬ）发生、发展中的作

用。方法　通过脂质体介导将真核表达载体ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ＳｉＰｅｒ２和空载体ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ＨＫ转染到ｐＥＧＦＰＣ／ＥＢＰαＫ５６２细胞，利用

新霉素筛选稳定干扰Ｐｅｒ２的ｐＥＧＦＰＣ／ＥＢＰαＫ５６２单克隆细胞株。利用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测转染组、空载组、对

照组细胞ｐ５３、ｃｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平的改变。结果　成功构建稳定干扰Ｐｅｒ２表达的ｐＥＧＦＰＣ／ＥＢＰαＫ５６２

细胞株。与对照组和空载组细胞相比，转染组ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ＳｉＰｅｒ２Ｋ５６２细胞的ｐ５３ｍＲＮＡ及蛋白表达水平明显降低，差异有统计

学意义（犘＜０．０１），而ｃｙｃｌｉｎＢ１和ｃｍｙｃ基因的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平则显著升高，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　Ｐｅｒ２

基因在Ｃ／ＥＢＰα参与调控的ＣＭＬ发生发展中起重要作用，该通路的发现对于研究ＣＭＬ的发生及调控机制具有重要意义。
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　　ＣＣＡＡＴ 增强子结合蛋白α（ＣＣＡＡＴｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎα，Ｃ／ＥＢＰα）是一种转录因子，在慢性粒细胞白血病

（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）的发生和分化增殖中具有重

要调控作用［１３］。作者前期研究表明转染外源性Ｃ／ＥＢＰα能够

增加节律基因———Ｐｅｒ２基因的表达，并降低ｃｙｃｌｉｎＢ１、ｃｍｙｃ

的表达水平，从而抑制白血病细胞恶性增殖，促进细胞分化，进

而逆转Ｋ５６２细胞的恶性表型
［４５］。为进一步探讨是否存在Ｃ／

ＥＢＰα经由Ｐｅｒ２基因进行相关基因调控的信号通路。本课题

在成功转染Ｃ／ＥＢＰα的 Ｋ５６２细胞中转入Ｐｅｒ２基因ＲＮＡ干

扰质粒，通过干扰 Ｋ５６２细胞中 Ｐｅｒ２基因的表达，观察 Ｃ／

ＥＢＰα下游靶基因的表达水平，进而分析Ｐｅｒ２基因在Ｃ／ＥＢＰα

参与调控的ＣＭＬ发生发展中的重要作用。

１　材料与方法

１．１　材料　胎牛血清购于美国Ｇｉｂｃｏ公司，质粒提取试剂盒

购于Ｏｍｅｇａ公司，总ＲＮＡ提取试剂、反转录酶（ＭＭＬＶ）及限

制性内切酶购自ＴａＫａＲａ公司，脂质体（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）购

自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，鼠抗人ｃｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎＢ１、ｐ５３、Ｐｅｒ２单抗

购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，羊抗鼠二抗购自武

汉博士德公司。

１．２　质粒和细胞系　空载体（ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ＨＫ）、Ｐｅｒ２干扰质粒

（ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ＳｉＰｅｒ２）由武汉晶赛公司构建，ｐＥＧＦＰＣ／ＥＢＰα

Ｋ５６２细胞由本室构建保存，按常规方法培养。

１．３　方法

１．３．１　筛选稳定干扰Ｐｅｒ２的细胞株　ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ＨＫ、ｐＧｅｎ

ｅｓｉｌ３ＳｉＰｅｒ２质粒分别经ＳａｌⅠ酶切鉴定，同时作ＤＮＡ序列分

析。采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ＨＫ、ｐＧｅｎｅｓｉｌ３Ｓｉ

Ｐｅｒ２分别转染ｐＥＧＦＰＣ／ＥＢＰαＫ５６２细胞，设立ｐＧｅｎｅｓｉｌ３

ＳｉＰｅｒ２转染组（转染组）、ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ＨＫ 转染组（空载组）、

ｐＥＧＦＰＣ／ＥＢＰαＫ５６２未处理组（对照组），每组设５个复孔。

转染４８ｈ，荧光显微镜下观察细胞转染效果，并以新霉素筛选

阳性克隆，采用有限稀释法筛选获得稳定转染的单克隆细胞，

确定靶细胞中Ｐｅｒ２的表达明显降低之后扩大培养用于后续实
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验。ＲＴＰＣＲ检测Ｐｅｒ２ｍＲＮＡ水平：提取细胞总ＲＮＡ，逆转

录合成ｃＤＮＡ，进行ＰＣＲ检测。Ｐｅｒ２及βａｃｔｉｎ引物序列见表

１，扩增片段分别为４４４ｂｐ和２４７ｂｐ。ＰＣＲ扩增条件为９４℃

３ｍｉｎ；９４℃４０ｓ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃５

ｍｉｎ。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测。实验重复３次以确保

结果准确性。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐｅｒ２蛋白水平：取２０μＬ细胞

裂解液用１０％的分离胶分离蛋白质，湿转转移到聚偏二氟乙

烯膜（ＰＶＤＦ）膜上，５％ 脱脂奶粉４℃封闭过夜，先后与鼠抗人

Ｐｅｒ２单克隆抗体（１∶１００稀释）和羊抗鼠抗体（１∶２０００稀释）

孵育２ｈ，洗涤后用化学发光进行显色。实验重复３次以确保

结果准确性。

１．３．２　ＲＴＰＣＲ检测ｐ５３、ｃｙｃｌｉｎＢ１和ｃｍｙｃ基因的表达　同

时提取转染组、空载组、对照组细胞总 ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤ

ＮＡ，进行ＰＣＲ检测，实验重复３次以确保结果准确性。ＰＣＲ

反应条件：９４℃３ｍｉｎ；９４℃４０ｓ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，

３０个循环；７２℃５ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物５μＬ上样于１．６％的琼

脂糖凝胶中，８０Ｖ电压，电泳１ｈ。用ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统自

带ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析结果。以目的条带和内参条带的密

度之比表示。

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ５３、ｃｙｃｌｉｎＢ１和ｃｍｙｃ蛋白表达　

同时收集转染组、空载组、对照组细胞提取细胞总蛋白，并测定

蛋白含量。取８０μｇ蛋白进行电泳、电转膜、封闭后，加一抗鼠

抗人单克隆抗体孵育过夜，抗体稀释度为１∶１００，漂洗后加二

抗羊抗鼠（１∶２０００）抗体，室温下孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗３次后化

学发光显示试剂盒显色并成像分析，βａｃｔｉｎ作为内参。实验重

复３次以确保结果准确性。

表１　　检测引物序列及预期产物长度

基因名称 引物序列 产物长度（ｂｐ）

βａｃｔｉｎ（ＢＣ００１３０１） ５′ＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＡＣＣＴＣＡＴＧＡＡＧＡＴＣ３′

３′ＧＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴＧ５′ ２４７

ｐ５３（ＮＭ＿０００５４６．３） ５′ＡＧＡＡＴＣＴＣＣＧＣＡＡＧＡＡＡＧＧ３′

５′ＧＣＡＡＧＣＡＡＧＧＧＴＴＣＡＡＡＧＡＣ３′ ４１７

ｃｍｙｃ（ＮＭ＿００２４６７） ５′ＣＡＡＣＣＣＴＴＧＣＣＧＣＡＴＣＣＡＣ３′

５′ＣＣＴＣＣＴＣＧＴＣＧＣＡＧＴＡＧＡＡ３′ ３１８

ｃｙｃｌｉｎＢ１（ＮＭ＿０３１９６６．２） ５′ＴＴＴＣＴＧＣＴＧＧＧＴＧＴＡＧＧＴＣ３′

５′ＡＧＧＴＴＣＴＧＧＣＴＣＡＧＧＴＴＣＴ３′ ４０７

Ｐｅｒ２（ＮＭ＿０２２８１７） ５′ＴＧＴＡＴＴＴＴＴＡＧＴＡＧＡＧＡＣＡＧＧＧＴ３′

５′ＣＡＴＡＡＣＡＧＣＡＧＡＧＴＡＡＧＡＴＴＴＴＧ３′ ４４４

１．３．４　统计学处理　采用ＳＡＳ８．２软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，组间比较采用方差分析，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＮＡ 干扰质粒的鉴定 　 质粒 ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ＳｉＰｅｒ２ 和

ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ＨＫ经ＳａｌⅠ单酶切分别得到４００ｂｐ左右的目的

片段和４８００ｂｐ的骨架片段，见图１（见《国际检验医学杂志》

网站主页“论文附件”）。质粒测序结果正确，见图２～３（见《国

际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　稳定干扰Ｐｅｒ２的ｐＥＧＦＰＣ／ＥＢＰαＫ５６２细胞株的构建

　转染后４８ｈ，倒置荧光显微镜下观察到转染组有明显的荧光

信号，见图４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

利用新霉素筛选阳性克隆７ｄ，采用有限稀释法获得稳定转染

的单克隆细胞，扩大培养。ＲＴＰＣＲ检测结果发现，转染组细

胞相对于对照组和空载组，Ｐｅｒ２ｍＲＮＡ水平表达分别下降

（７５．０９±３．９８）％和（７８．３４±５．０７）％，差异有统计学意义

（犘＜０．０１），见图５（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示相对于对照组，转染组细胞

Ｐｅｒ２蛋白表达水平明显降低 （犘＜０．０１），说明Ｐｅｒ２干扰成功，

见图６（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　ＲＴＰＣＲ检测ｐ５３、ｃｙｃｌｉｎＢ１和ｃｍｙｃ基因的表达　ＲＴ

ＰＣＲ检测结果发现，以各目的条带和内参βａｃｔｉｎ的光密度相

比，相对于对照组Ｋ５６２和空载组ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ＨＫＫ５６２细胞，转

染组ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ＳｉＰｅｒ２Ｋ５６２的ｐ５３基因的ｍＲＮＡ表达水平明

显下调，差异具有统计学意义（犘＜０．０１）；而ｃｙｃｌｉｎＢ１和ｃｍｙｃ

基因的ｍＲＮＡ表达水平则明显升高，差异具有统计学意义（犘＜

０．０１），见图７（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ５３、ｃｙｃｌｉｎＢ１和ｃｍｙｃ蛋白的表达　

为了进一步分析在Ｐｅｒ２干扰后，Ｃ／ＥＢＰα对相关基因的蛋白

水平的调控作用。作者做了 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的检测，以各目的条

带和内参βａｃｔｉｎ的光密度相比，相对于对照组和空载组，转染

组ｐ５３蛋白的表达水平明显降低，ｃｙｃｌｉｎＢ１和ｃｍｙｃ蛋白的表

达水平则显著增加，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图８（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

ＣＭＬ是由ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因及其编码的融合蛋白引起的

造血干细胞恶性增殖性血液系统肿瘤［６］。随着耐药现象的发

生，寻找新的治疗靶点已成为白血病治疗工作中的新方向。已

知，Ｃ／ＥＢＰα与Ｐｅｒ２基因在白血病中发挥重要调控作用
［７９］。

临床资料显示，ＣＭＬ急变期患者的骨髓细胞中野生型 Ｃ／

ＥＢＰα的ｍＲＮＡ表达水平降低，且无Ｃ／ＥＢＰα蛋白的表达
［１０］。

研究发现，Ｃ／ＥＢＰα主要在转录水平调控粒系和单核系的分

化，Ｃ／ＥＢＰα的突变可以阻滞ＣＭＬ来源的Ｋ５６２细胞的粒系分

化［１１］。以上资料均提示，Ｃ／ＥＢＰα可能作为一种抑癌基因参与

调控ＣＭＬ的发生发展，然而Ｃ／ＥＢＰα调控ＣＭＬ的具体机制

尚不明确。为此，作者在前期研究发现Ｃ／ＥＢＰα明显上调Ｐｅｒ２

表达水平的基础上［４］，进一步探讨Ｐｅｒ２在Ｃ／ＥＢＰα参与调控

ＣＭＬ过程中的作用。

实验中，作者在成功转染 Ｃ／ＥＢＰα的 Ｋ５６２细胞中转入

Ｐｅｒ２基因的ＲＮＡ干扰质粒，通过干扰细胞中（下转第８０７页）

·２０８· 国际检验医学杂志２０１４年４月第３５卷第７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．７



哌拉西林／他唑巴坦和头孢吡肟的耐药率虽然低，但有逐年上

升趋势，应引起注意。

鲍曼不动杆菌已成为医院感染的重要致病菌，对多种常用

抗菌药物耐药，极易引起临床传播，虽然近年来国内外报道临

床分离率及耐药率越来越高［１０］，但本院分离率及耐药率均有

下降的趋势，与文献［１１１２］报道不一致。提示这一变迁趋势

可能与本院院感科等相关部门重视对ＩＣＵ的监控、指导，以及

在加强医院感染的控制与预防有关。

综上所述，掌握细菌分布及变迁的药敏情况，对及时发现

个别菌种耐药性的变化、合理应用抗菌药物及控制感染性疾病

有重要的指导作用。
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Ｐｅｒ２的表达，分析Ｐｅｒ２在Ｃ／ＥＢＰα的下游所扮演的重要角色。

由于转入Ｋ５６２细胞中的Ｃ／ＥＢＰα是带绿色荧光标记，为了鉴

别，作者特意合成了带有红色荧光标记的ｓｉＲＮＡＰｅｒ２进行实

验。在本研究中采用的ｐＧｅｎｅｓｉ３质粒含有红色荧光蛋白表

达基因及新霉素选择性抗性标记基因，适用于阳性克隆细胞株

的筛选。通过干扰Ｐｅｒ２的表达，作者发现细胞周期中的重要

调控基因ｃｍｙｃ和ｃｙｃｌｉｎＢ１明显恢复表达，而ｐ５３的表达出现

下调，说明Ｐｅｒ２在Ｃ／ＥＢＰα的下游对基因的调控具有重要的

作用，存在Ｃ／ＥＢＰα调控Ｐｅｒ２基因进而影响细胞周期进程的

信号通路。

Ｃ／ＥＢＰα在Ｋ５６２细胞中的促分化和诱导凋亡功能提示其

将在ＣＭＬ的治疗中发挥较强的作用，对其表达水平的检测有

可能成为肿瘤监测和预后评估的新指标。但Ｃ／ＥＢＰαＰｅｒ２信

号通路在ＣＭＬ中的具体调控机制仍需深入研究。
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ｆａｃｔｏｒＣＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎａｌｐｈａａｎｄｃｒｉｔｉｃａｌｃｉｒｃａｄｉ

ａｎｃｌｏｃｋｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｔａｒｇｅｔｇｅｎｅＰＥＲ２ａｒｅｈｉｇｈｌｙｄｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎ

ｄｉｆｆｕｓｅｌａｒｇｅＢｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ［Ｊ］．ＬｅｕｋＬｙｍｐｈｏｍａ，２０１２，５３（８）：

１５７７１５８５．

［９］ ＹａｎｇＭＹ，ＹａｎｇＷＣ，ＬｉｎＰＭ，ｅｔａｌ．Ａｌｔｅｒｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｉｒｃａｄｉ

ａｎｃｌｏｃｋｇｅｎｅｓｉｎｈｕｍａｎｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌ

Ｒｈｙｔｈｍｓ，２０１１，２６（２）：１３６１４８．

［１０］ＷａｇｎｅｒＫ，ＺｈａｎｇＰ，ＲｏｓｅｎｂａｕｅｒＦ，ｅｔａｌ．Ａｂｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＣＣＡＡＴｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎαｒｅｓｕｌｔｓｉｎｌｏｓｓ

ｏｆｍｙｅｌｏｉｄｉｄｅｎｔｉｔｙｉｎｂｃｒ／ａｂｌｉｎｄｕｃｅｄｍａｌｉｇｎａｎｃｙ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌ

ＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００６，１０３（１６）：６３３８６３４３．

［１１］ＦｅｒｒａｒｉＡｍｏｒｏｔｔｉＧ，ＭａｒｉａｎｉＳＡ，ＮｏｖｉＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

ｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣ／ＥＢＰａｌｐｈａｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓｄｅｐｅｎｄｏｎｔｈｅｐｏｔｅｎｃｙｏｆｔｈｅ

Ｎｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｅｇｉｏｎ，ｎｏｔｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅＤＮＡｂｉｎｄ

ｉｎｇｄｏｍａｉｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１０，２８５（４０）：３０８３７３０８５０．

（收稿日期：２０１３１０２３）
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