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和
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后!效果更加明显&克隆形成试验结果显示!
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能力%结论
!

-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

融合肽可以特异性抑制
6)&#

细胞的增殖!并增加
;HG?;=;K

的敏感性%

关键词#慢性粒细胞白血病&

!

融合肽&

!

细胞增殖&

!

"-.0,"V

!"#

!

%(1$5&5

"

:

1;<<=1%&2$0'%$(1#(%21%'1((#

文献标识码#

,

文章编号#

%&2$0'%$(

"

#(%2

#

%'0%42&0($

G*%/,7-3%,)%+7@G:4"!%4H<',5@G:4"!#4H<73&/+,

9

%

9

./5%&+()+20/,%1/.*/2'./,/0+,

9

(+-/7%('./+,+78)&#)%--&

&,$-=40

1

%

#

@A%#(0<'0

#

#

#$%BC/'7'0

1

%

#

C=-DE/+

F

'4

%

#

#,%;4'

%

#

G,%C/'74'

%

#

&D;'0

1

%

#

;,E/)+H'(

%

#

$

%I34

5

("67406)

8

.9'0':(9;(<)"(6)"

*

&

#I34

5

("67406)

8

J+0:6')0

#

=(0K(0.406"(9=)>

5

'6(9

#

=(0K(0

#

=4<4'()&(((

#

./'0(

%

<0&.(').

!

"0

=

%)./>%

!

/><?@A

B

?CD;=EJ@D=FD>E-/!0\*%0],G=A-/!0\*#0],E@<;>=

L

D

L

?;AD<G=AF>HK;=DAM;?C;HG?;=;K

>=

L

9>J;ED9G?;>=>E6)&#FDJJ<1?%.*+5&

!

6)&#FDJJ<MD9D?9DG?DAM;?C-/!0\*%0],G=A-/!0\*#0],

L

D

L

?;AD<>9?>

I

D?CD9M;?C

;HG?;=;K1/CD

L

9>J;ED9G?;>=>EFDJJ<MD9DAD?DF?DAG=AF>H

L

G9DAK

B

T//G=AFJ>=DE>9HG?;>=HD?C>A<1$%&3-.&

!

T//DNGH;=G?;>=

ADH>=<?9G?DA?CG?-/!0\*%0],G=A-/!0\*#0],

L

D

L

?;AD<F>@JA;=C;K;??CD

L

9>J;ED9G?;>=>E6)&#FDJJ<

#

G=A?CDDEEDF?MG<H>9D

>KP;>@<MCD=GF?DAGJ>=

I

M;?C;HG?;=;K

&

-J>=DE>9HG?;>=<C>MDA?CG?-/!0\*%0],G=A-/!0\*#0],

L

D

L

?;AD<<@

LL

9D<<DA?CD

F>=?;=@>@<F>J>=

B

E>9H;=

I

GK;J;?

B

>E6)&#FDJJ<1@+,)-3&/+,

!

-/!0\*%0],G=A-/!0\*#0],F>@JA<

L

DF;GJJ

B

;=C;K;??CD

L

9>J;ED9G0

?;>=>E6)&#FDJJ<

#

G=A;=F9DG<D?CD<D=<;?;P;?

B

>E;HG?;=;K1

8%

A

1+(5&

!

FC9>=;FH

B

DJ>;AJD@ZDH;G

&

!

E@<;>=

L

D

L

?;AD

&

!

FDJJ

L

9>J;ED9G?;>=

&

!

"-.0,"V

!!

慢性粒细胞白血病$

-TV

%是一种以形成
"-.0,"V

融合

基因为特征的造血干细胞恶性克隆性疾病'

%

(

#其编码生成的

"-.0,"V

融合蛋白具有高酪氨酸激酶活性#而激活下游多条

信号通路'

#

(

#导致细胞发生癌性转化'

$

(

)目前#临床上主要依

靠
;HG?;=;K

等酪氨酸激酶抑制剂进行治疗#且疗效显著'

'

(

)但

近年来#由于点突变及白血病干细胞等原因'

)0&

(

#耐药情况日趋

严重#亟待寻找新的治疗靶点)寡聚化结构域$

\*

%是位于

"-.

蛋白
+

端的重要结构域)已有研究表明#通过病毒载体

将外源性
"-.%02#

载入
-TV

细胞中#可对
-TV

起到较强的

抑制作用'

204

(

)

]@G=

I

等'

5

(制备的含
"-.%02#

结构的外源性

融合肽
-/!0\*0],

#可通过与
"-.0,"V

竞争结合形成异源

二聚体抑制
-TV

细胞的增殖#但因其相对分子质量较大而受

到局限)近年来
"-.%02#

的晶体结构研究发现
"-.$(0&$

在

\*

域中起关键作用'

%(

(

#因此#本研究在前期分别制备了含

"-.$(0&$

的融合肽
-/!0\*#0],

和含
"-.%0#5c&'02#

的

融合肽
-/!0\*%0],

#拟以
-/!0\*0],

融合肽为阳性对照#

不含
\*

域的
-/!0],

和
!"8

为阴性对照#体外观察融合肽

对
6)&#

细胞株及
-TV

慢性期患者骨髓细胞增殖的影响#以

及与
;HG?;=;K

联用的作用效果#为开发新的
-TV

治疗药物提

供依据)

B

!

材料与方法

B1B

!

细胞株及融合肽
!

6)&#

细胞株由重庆医科大学临床检

验诊断学教育部重点实验室保存)

)

例
-TV

患者和
$

例健康

人骨髓细胞由重庆医科大学附属第一医院血液科提供#取得重

庆医科大学伦理委员会的批准#受试者签署知情同意书)

-/!0\*0],

*

-/!0\*%0],

*

-/!0\*#0],

和
-/!0],

融合

肽为本课题组前期制备)

B1C

!

仪器与试剂
!

二氧化碳细胞培养箱为美国
/CD9H>

公司

产品#

.!TO%&'(

培养液和胎牛血清为
R;KF>

公司产品#细胞

增殖及细胞毒性$

T//

%检测试剂盒购自美国
!9>HD

I

G

公司

$

!"8

溶解#配制终浓度为
#H

I

"

HV

%#甲基纤维素购自美国

8;

I

HG

公司$无菌
.!TO%&'(

溶解#配制终浓度为
#123

%)

B1D

!

细胞培养
!

6)&#

细胞使用含
%(3

小牛血清$

S-8

%的

.!TO%&'(

培养液#置于
$2`

#

)3-\

#

孵箱中培养#取对数生

长期的细胞进行试验)

B1E

!

T//

检测融合肽细胞增殖抑制率
!

试验分为
-/!0\*0

],

*

-/!0\*%0],

*

-/!0\*#0],

*

-/!0],

和
!"8

共
)

个

组#其中
-/!0\*0],

为阳性对照组#

-/!0],

融合肽和
!"8

为阴性对照组)取对数生长期的
6)&#

细胞及采用单个核细

胞分离技术分离新鲜骨髓标本$

)

例
-TV

慢性期患者骨髓标

本和
$

例健康人骨髓标本%中的单个核细胞#分别加入
5&

孔板

中#每孔
%((

$

V

#同时加入终浓度为
&(

$

H>J

"

V

的融合肽)细

胞株在
$2`

#

)3-\

#

培养箱内分别培养
#'

*

'4

*

2#C

#

-TV

慢

性期患者和健康人的骨髓细胞培养
'4C

)到达设定时间时#加

入
T//

试剂并继续培养
'C

#离心弃去上清#加入
*T8\

裂

解细胞
)H;=

#在酶标仪波长为
'5(=H

处读取吸光度值#以

%((

$

V

无血清
%&'(

中加入与试验组等体积的融合肽作为空

白对照组)取上述读数的平均值#与
!"8

组相比#用下述公式

求增殖抑制率!增殖抑制率
7

'

%a

$融合肽处理组
a

空白对照

组%"$

!"8

组
a

空白对照组%(

d%((3

)

+

&24%

+

国际检验医学杂志
#(%2

年
2

月第
$4

卷第
%'

期
!

O=?UVGKTDA

!

U@J

B

#(%2

!

W>J1$4

!

+>1%'



B1F

!

T//

检测融合肽联合
;HG?;=;K

对细胞增殖抑制率
!

试

验分 为
-/!0\*0],c;HG?;=;K

#

-/!0\*%0],c;HG?;=;K

#

-/!0\*#0],c;HG?;=;K

#

-/!0],c;HG?;=;K

和
;HG?;=;K

组)

取对数生长期的
6)&#

细胞进行试验)在
$2`

#

)3-\

#

培养

箱内培养
#'C

后#在上述细胞培养基中分别加入
;HG?;=;K

并

继续培养
#'C

#

;HG?;=;K

浓度为
%

$

H>J

"

V

)后续操作步骤同

上#增殖抑制率
7

'

%a

$融合肽联合
;HG?;=;K

处理组
a

空白对

照组%"$

!"8

组
a

空白对照组%(

d%((3

)

B1I

!

克隆形成试验检测细胞的增殖能力
!

试验分为
-/!0

\*0],

*

-/!0\*%0],

*

-/!0\*#0],

*

-/!0],

和
!"8

组#

其中
-/!0\*0],

为阳性对照组#

-/!0],

和
!"8

为阴性对

照组)取对数生长期的
6)&#

细胞株进行试验)用含
#(3

S"8

的
.!TO%&'(

培养液将
6)&#

细胞调整为每毫升
#((

个#

分别将上述细胞悬液与甲基纤维素混合后加入
&

孔板内#使甲

基纤维素终浓度为
(153

)充分搅匀后#

$2`

#

)3-\

#

培养箱

内静置培养
%

#

#

周)经常观察#当培养皿中出现肉眼可见的

克隆时#终止培养)将其在倒置显微镜下观察并计数克隆形成

数#按下列公式计算克隆形成率!克隆形成率
7

$处理组克隆形

成数"
!"8

组克隆形成数%

d%((3

)

B1J

!

统计学处理
!

采用
R9G

L

C!GA!9;<H)

软件进行数据处

理及统计学分析#呈正态分布的计量资料以
He>

表示#组间比

较采用单因素方差分析中的多重比较检验#以
!

$

(1()

为差

异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C1B

!

T//

检测融合肽对
-TV

细胞株的增殖抑制作用
!

6)&#

分别与终浓度为
&(

$

H>J

"

V

的
-/!0\*0],

*

-/!0\*%0

],

*

-/!0\*#0],

和
-/!0],

融合肽作用
#'

*

'4

*

2#C

后#各

细胞增殖抑制率见表
%

)

-/!0\*0],

*

-/!0\*%0],

*

-/!0

\*#0],

与
6)&#

细胞株作用
'4C

时#对其增殖抑制作用最

强)此时#这
$

种融合肽处理组分别与
-/!0],

组比较#差异

有统计学意义$

!

$

(1()

%&而
-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

组分别与
-/!0\*0],

组比较#差异无统计学意义$

!

%

(1()

%#对
-TV

细胞株的增殖抑制能力相当)

#'C

和
2#C

时

各组间的细胞增殖抑制率明显下降)

-/!0\*%0],

和
-/!0

\*#0],

融合肽与
-/!0\*0],

在
'4C

时发挥抑制
6)&#

细

胞株增殖的作用#且
$

种融合肽具有相似的抑制
6)&#

细胞株

增殖的作用)

表
%

!!

-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

在不同时间对
6)&#

!!!

细胞株的增殖抑制作用%

He>

&

时间

$

C

%

-/!0

\*0],

-/!

\*%0],

-/!

\*#0],

-/

!0],

#' 51&&e#1&2 %(1%)e#1'' 21&%e#1%( #15(e%152

'4 $'1((e'1(( $%1&2e$1)% $%1((e#1&) 21&2e%1)$

2# 21&2e%12' %#1%5e$1$) '1#5e%1'' #145e%1%2

C1C

!

T//

检测融合肽对
-TV

患者骨髓细胞的增殖抑制作

用
!

&(

$

H>J

"

V

的
-/!0\*0],

*

-/!0\*%0],

*

-/!0\*#0

],

和
-/!0],

分别与
)

例
-TV

患者慢性期骨髓细胞作用

'4C

后#与
-/!0],

比较#差异均有统计学意义$

!

$

(1()

%#

对其增殖均有抑制作用)对
$

例健康人骨髓细胞增殖抑制率

取均值#与
-/!0],

比较#融合肽
-/!0\*0],

*

-/!0\*%0

],

*

-/!0\*#0],

对其均无明显的抑制作用$

!

%

(1()

%)各

组中
)

例患者标本增殖抑制率的平均值与
$

例健康人标本增

殖抑制率的平均值分别进行比较#结果显示融合肽
-/!0\*0

],

*

-/!0\*%0],

*

-/!0\*#0],

对
-TV

患者慢性期骨髓

细胞的增殖有抑制作用$

!

$

(1()

%#而对健康人骨髓细胞的增

殖无明显抑制作用#且
$

种融合肽处理组之间两两比较#差异

无统计学意义$

!

%

(1()

%)融合肽能够特异性抑制
-TV

患者

骨髓标本的增殖#且
#

种融合肽的增殖抑制能力相当)见

表
#

)

表
#

!!

-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

对
-TV

患者慢性期骨髓细胞和健康人骨髓细胞的增殖抑制作用%

He>

)

3

&

受试者
0 -/!0\*0], -/!0\*%0], -/!0\*#0], -/!0],

-TV

患者
) $#14#e'14& $$1((e&1)' #$15%e&1'$ '15'e%15#

健康人
$ 21#4e%1'4 )1%)e%1(4 '1&%e(1&' $1)2e%1((

C1D

!

T//

检测融合肽分别与
;HG?;=;K

联用对
-TV

细胞株

6)&#

*

6)&#R(%

细 胞 增 殖 的 影 响
!

与 单 独 使 用
;HG?;=;K

$

%)1$$e$12$

%比较#分别联合
-/!0\*0],

$

)&14$e'12$

%*

-/!0\*%0],

$

$41&2e)14#

%*

-/!0\*#0],

$

'(1#)e&1)5

%

处理后#

6)&#

细胞增殖抑制率均明显提高#差异有统计学意义

$

!

$

(1()

%#但
;HG?;=;K

联用
-/!0\*0],

与联用
-/!0\*%0

],

或
-/!0\*#0],

比较#对
6)&#

细胞增殖抑制率差异无

统计学意义$

!

%

(1()

%)

;HG?;=;K

与
-/!0\*%0],

或
-/!0

\*#0],

联合使用#可增加对
6)&#

细胞的增殖抑制率)

C1E

!

-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

融合肽对
-TV

细胞株

克隆形成能力的影响
!

经
-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

处理

的
6)&#

细胞
#

周时的克隆体积较
-/!0],

和
!"8

处理后细胞

的克隆体积明显减小)通过与
!"8

相比得出克隆形成率#与

-/!0],

组$

)(1)(e%51$&

%比较#

-/!0\*%0],

$

%)1((e)1&(

%

和
-/!0\*#0],

$

#%1)e'1&)

%处理后的细胞克隆形成率均下

降#差异有统计学意义$

!

$

(1()

%)而
-/!0\*%0],

和
-/!0

\*#0],

分别与
-/!0\*0],

$

%'1)e'1$&

%两两比较#差异无

统计学意义$

!

%

(1()

%)见图
%

#融合肽
-/!0\*%0],

和

-/!0\*#0],

对
6)&#

细胞株及耐药细胞株的增殖抑制能力

与
-/!0\*0],

相同)

图
%

!!

-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

与
6)&#

细胞

株作用后的克隆形成率

D

!

讨
!!

论

!!

"-.0,"V

激酶的异常活化可激活下游多条信号转导通

路#导致细胞无限增殖#凋亡被抑制#促使
-TV

的发病和病情

的进展'

%%

(

)目前#治疗
-TV

的靶点多是针对
"-.0,"V

蛋白

的酪氨酸激酶结构域#但点突变等原因使得这类药物的耐药情

况较普遍'

%#

(

#此外#残留的白血病干细胞也是导致
-TV

复发

的另一重要原因'

%$

(

)而
"-.0,"V

蛋白
+

端的寡聚化结构域

+
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+
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在
"-.0,"V

蛋白酪氨酸激酶活性中起重要作用'

%'

(

#因此#靶

向
"-.0,"V

融合蛋白的寡聚化结构域并采用联合治疗成为

治疗
-TV

的另一条新途径)

有研究将含有
\*

结构域$

"-.%02#

%的外源性融合肽导

入
-TV

细胞#通过抑制
"-.0,"V

激酶的活性#从而抑制了

-TV

细胞的增殖并诱导其凋亡'

5

#

%)

(

#证明了
"-.

的
\*

结构

域对于活化
"-.0,"V

激酶具有重要的作用)小分子多肽药

物在治疗肿瘤方面具有较高的有效性*特异性#以及低毒性等

特点#靶向
"-.0,"V

的小分子多肽药物也将会成为具有临床

应用价值的新型抗癌药物)鉴于
"-.$(0&$

在
"-.%02#

活化

"-.0,"V

过程中的关键性作用#本试验研究了前期已成功构

建并表达的含有
"-.$(0&$

和
"-.%0#2c&'02#

的可溶性融合

肽
-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

对
6)&#

细胞增殖的影响)

试验结果表明#

-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

可以抑制

6)&#

细胞株#以及
-TV

患者慢性期骨髓细胞的增殖)

-/!0

\*%0],

和
-/!0\*#0],

的生物学活性较含有
"-.%02#

结

构的阳性对照
-/!0\*0],

融合肽低#其原因可能与
#

种融合

肽的分量过小导致有效生物学浓度低有关)

综上所述#

-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

融合肽均可抑

制
6)&#

细胞株的增殖#且与
;HG?;=;K

联合用药后#可有效增加

;HG?;=;K

对它的敏感性)同时#

#

种融合肽对
-TV

慢性期患者

骨髓细胞也可起到有效抑制增殖的作用#证明了
-/!0\*%0

],

和
-/!0\*#0],

在治疗
-TV

中的潜力#为今后通过靶向

"-.%02#

开发新型小分子多肽药物治疗
-TV

奠定了基础)
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