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摘要：目的　探讨早幼粒细胞白血病（ＰＭＬ）蛋白在髓系白血病中的表达情况及其对慢性粒细胞白血病细胞增殖的抑制作用。
方法　收集髓系白血病患者（髓系白血病组）６０例，非肿瘤性血液病患者（对照组）１５例，患者骨髓制备石蜡切片，采用免疫荧
光技术观察ＰＭＬ在细胞内的分布和表达；提取骨髓单核细胞总ＲＮＡ，采用逆转录聚合酶链反应观察ＰＭＬｍＲＮＡ的表达情况；
提取骨髓总蛋白，采用蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）观察ＰＭＬ蛋白的表达情况；Ｋ５６２细胞分别转染空质粒（ＭＳＣＶ组）、截短失
活ＰＭＬ（ＤＮ组）和野生型ＰＭＬ（Ｗｔ组），测定ＰＭＬ基因对Ｋ５６２细胞增殖和集落产生的影响。结果　非肿瘤性血液病患者的
ＰＭＬ表达聚集在细胞核内，而髓系白血病患者的 ＰＭＬ分散表达在细胞核和胞质内；髓系白血病组 ＰＭＬｍＲＮＡ水平０．３５６±
０．０９２显著低于对照组的表达０．５３６±０．０６６（ｔ＝７．１１，Ｐ＜０．０１）；髓系白血病组ＰＭＬ蛋白相对表达水平０．１８９±０．０３２显著低
于对照组０．３２３±０．０２５（ｔ＝１６．１０，Ｐ＜０．０１）；ＤＮ（转染截短失活ＰＭＬ）组，ＭＳＣＶ（转染空质粒）组和Ｗｔ（转染野生型ＰＭＬ）组
在４５０ｎｍ波长下吸光度值（ＯｐｔｉｃａｌＤｅｎｓｉｔｙ４５０，ＯＤ４５０）和集落生成单位（ＣｏｌｏｎｙＦｏｒｍｉｎｇＵｎｉｔｓ，ＣＦＵ）的数据均差异有统计学意
义（Ｆ＝３４．２８，２５．３９，Ｐ＜０．０５），ｑ检验结果显示，均为 Ｗｔ组的数值低于 ＤＮ组和 ＭＳＣＶ组。结论　髓系白血病患者中 ＰＭＬ
蛋白表达水平下降导致细胞异常增殖可能是其发病机制。
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　　髓系白血病是一个有着不同种类的染色体异
常和基因突变的克隆性疾病。针对该种疾病的分

子学研究，目前是全球的热点之一。在人体的正常

细胞内，早幼粒细胞白血病（ＰＭＬ）蛋白以一种不连
续的点状方式分布在细胞核内，被称之为核体（ｎｕ
ｃｌｅａｒｂｏｄｉｅｓ），而且 ＰＭＬ蛋白也是细胞生长和转化
的抑制蛋白［１２］。研究表明ＰＭＬ蛋白具有抗肿瘤特
性，它在许多肿瘤的形成中起重要作用［３４］。ＰＭＬ
蛋白在急性早幼粒细胞白血病中发挥了重要作用，

但ＰＭＬ是否在其他髓系白血病在也发挥了类似作
用，尚没有明确证明。本研究分别通过免疫荧光、

逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）、蛋白质印迹法
（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）和转染等方法观察 ＰＭＬ在髓系白血
病中的作用。

１　资料与方法
１．１　资料　所有样品均来源于 ２０１２年 １月至
２０１３年１２月黄冈市中心医院收治的髓系白血病的
样品，所有的病例均经过临床、细胞形态学、免疫学

及组织化学染色等方法确诊。髓系白血病患者共

６０例，其中初治患者 ４１例，完全缓解患者 １９例。
髓系白血病患者中男性３８例，女性患者２２例，年龄
范围１７～６８岁，中位年龄为３９岁。Ｍ２患者２１例，
Ｍ３患者２５例，Ｍ５患者１４例。对照组选取黄冈市
中心医院非肿瘤性血液病患者（如溶血性贫血、缺

铁性贫血等）１５例，其中男性１０例，女性５例，年龄
范围２０～５９岁，中位年龄为３６岁。所有患者均签
署了知情同意书，并通过黄冈市中心医院医学伦理

委员会审核。

Ｋ５６２细胞来源于慢性粒细胞白血病病人的细
胞系，培养于３７℃ ５％二氧化碳培养箱。
１．２　主要仪器和试剂　ＰＭＬ兔抗人单克隆抗体
（美国 Ａｂｃａｍ公司）；梯度聚合酶链式反应（Ｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增仪、细胞计数试剂
盒８（ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８，ＣＣＫ８）（美国 Ｓｉｇｍａ公
司）；禽类成髓细胞瘤病毒（ＡｖｉａｎＭｙｅｌｏｂｌａｓｔｏｓｉｓＶｉ
ｒｕｓ，ＡＭＶ）逆转录试剂盒、ＤＮＡ标记（Ｍａｒｋｅｒ）、预混
合水生栖热菌（ＰｒｅｍｉｘＴｈｅｒｍｕｓＡｑｕａｔｉｃｕｓ，Ｐｒｅｍｉｘ
Ｔａｑ）酶及热启动水生栖热菌（ＨｏｔｓｔａｒｔＴｈｅｒｍｕｓ

Ａｑｕａｔｉｃｕｓ，ＨｏｔｓｔａｒｔＴａｑ）酶（美国 Ｔａｋａｒａ公司）；辣
根过氧化物酶标记羊抗二抗（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司）；ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ抽提试剂盒、洛斯维·帕克纪念研
究所（ＲｏｓｗｅｌｌＰａｒｋＭｅｍｏｒｉａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＲＰＭＩ）１６４０培
养基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；石蜡切片机（德
国ＳＭ公司）；荧光显微镜ＥＸ６０（日本ＯＬＹＭＰＳ）；贝
克曼ＤＵ８００紫外分光光度计（美国贝克曼公司）；
电泳仪（北京六一仪器厂）；电泳槽（北京六一仪器

厂）。

１．３　方法
１．３．１　免疫荧光　所有患者的骨髓均制备成厚度
２μｍ至３μｍ的石蜡切片，６０℃烤片，脱蜡，复水，
抗原修复后封闭，一抗孵育过夜（１∶５０），再荧光二
抗（ＤｙＬｉｇｈｔ５９４红色荧光二抗）避光孵育１ｈ，封片，
观察。

收集所有患者的骨髓单核细胞并提取细胞总

ＲＮＡ，采用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ。依据文献［３］

设计 ＰＭＬｍＲＮＡ引物，上海生工工程公司合成。
ＲＴＰＣＲ扩增基因。见表１。反应结束后，取５０μＬ
ＰＣＲ产物于１．５％琼脂糖凝胶中电泳分离，紫外灯
下观察并照相。

表１　引物序列

类型 ５′端引物 ３′端引物 长度

ＰＭＬ
５′ＣＴＣＡＧＡＴＧＣＣ

ＧＡＡＡＡＣＴＣＧ３′

５′ＣＣＴＧＣＡＣＴ

ＴＣＴＴＴＴＴ３′
２３８ｂｐ

βａｃｔｉｎ
５′ＣＣＣＴＧＧＡＣＴＴＣＧＡ

ＧＣＡＡＧＡＧＡＴ３′

５′ＧＴＴＴＴＣＴＧＣＧ

ＣＡＡＧＴＴＡＧＧ３′
５３１ｂｐ

１．３．２　蛋白质印迹法检测　所有样本裂解 １ｈ，
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１、４℃离心３０ｍｉｎ，收集上清。总蛋
白进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉ
ｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＳＤＳｐａｇｅ）分离，蛋白电转移聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉ
ｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜上，５％脱脂牛奶封闭，一
抗室温孵育１ｈ，Ｔｒｉｓ缓冲吐温 ２０生理盐水（Ｔｒｉｓ
ｂｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅｗｉｔｈＴｗｅｅｎ２０，ＴＢＳＴ）缓冲液洗膜 ３
次，每次１０ｍｉｎ，二抗孵育１ｈ，ＴＢＳＴ缓冲液洗膜３
次，每次 １０ｍｉｎ，通过增强化学发光法（ｅｎｈａｎｃｅｄ
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ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）方法显色。
１．３．３　ＰＭＬ对Ｋ５６２细胞增殖和集落形成的影响
ＭＳＣＶ组为转染空质粒，ＤＮ组为转染截短失活
ＰＭＬ，Ｗｔ组为转染野生型 ＰＭＬ，ＭＳＣＶ／ｐｕｒｏＰＭＬ
ＷＴ和 ＭＳＣＶ／ｐｕｒｏＰＭＬＤＮ真核表达质粒；以
ｐＤＯＮＲ２２３ＰＭＬ质粒为模板，分别以 Ｐ１／Ｐ２和 Ｐ１／
Ｐ３为引物，通过ＰＣＲ扩增获得全长ＰＭＬ（ｆｇｆｒ３ＷＴ）
和ＰＭＬＤＮ；按ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）说明
书操作转染，通过 ＰＣＲ和蛋白质印迹法检测 ＰＭＬ
的表达情况［４］。将稳定转染的ＰＭＬＷＴ和ＰＭＬＤＮ
的 Ｋ５６２细胞的细胞浓度调整为 ５×１０６·Ｌ－１，
ＣＣＫ８法测定细胞的增殖情况。将对数生长期的稳
定转染 ＰＭＬＷＴ和 ＰＭＬＤＮ的 Ｋ５６２细胞接种于６
孔板中，恒温孵育７ｄ，瑞氏姬姆萨试剂染色，光镜
下计数，总集落形成率 ＝（总细胞集落数／接种细胞
数）×５００。
１．４　统计学方法　本组研究中所有数据采用ＳＰＳＳ
１７．０统计学软件进行分析，计量资料用 ｘ±ｓ表示，
两组间比较采用成组 ｔ检验，三组及以上比较采用
方差分析，若结果阳性，则利用 ｑ检验进行两两比
较，以Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＰＭＬ蛋白在髓系白血病患者和非肿瘤性血液
病患者的免疫荧光染色　ＰＭＬ蛋白主要表达在细
胞核内，髓系白血病患者核内及胞质内可见大量弥

散分布的针尖样细小荧光颗粒，非肿瘤性血液病患

者ＰＭＬ蛋白主要表达在细胞核内，聚集表达，荧光
较为明显，胞质内原有的针尖样颗粒消失。

２．２　ＰＭＬ蛋白在对照组和髓系白血病患者中的表
达差异　ＰＴＰＣＲ结果显示：６０例髓系白血病均表
达ＰＭＬ蛋白。Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件对ＰＭＬｍＲＮＡ表达
水平进行量化，对照组１５例 ＰＭＬｍＲＮＡ表达相对
量（Ａ值）为 ０．５３６±０．０６６，髓系白血病组 ６０例
ＰＭＬｍＲＮＡ表达相对量为０．３５６±０．０９２，髓系白血
病组 ＰＭＬｍＲＮＡ水平显著低于对照组（ｔ＝７．１１，
Ｐ＜０．０１）；初诊组４１例 ＰＭＬｍＲＮＡ表达相对量为
０．２８４±０．０２２。

采用ＢａｎｄＬｅａｄｅｒ软件计算ＰＭＬ蛋白相对表达
水平，以最大灰度值作为１，其它条带与其灰度值比
值为其相对表达量。对照组 ＰＭＬ蛋白相对表达水
平为０．３２３±０．０２５，髓系白血病组 ＰＭＬ蛋白相对
表达水平为０．１８９±０．０３２，髓系白血病组 ＰＭＬ蛋
白相对表达水平显著低于对照组（ｔ＝１６．１０，Ｐ＜
０．０１）；初诊组 ＰＭＬ蛋白相对表达水平为０．１３９±
０．０４１，完全缓解组 ＰＭＬ蛋白相对表达水平为

０．１８６±０．０１７，初诊组ＰＭＬ蛋白相对表达水平显著
低于完全缓解组（ｔ＝４．４０，Ｐ＜０．０１）。
２．３　ＰＭＬ对 Ｋ５６２细胞增殖的影响　ＭＳＣＶ组，
ＤＮ组和Ｗｔ组在４５０ｎｍ波长下吸光度值（Ｏｐｔｉｃａｌ
Ｄｅｎｓｉｔｙ４５０，ＯＤ４５０）和集落生成单位（ＣｏｌｏｎｙＦｏｒｍ
ｉｎｇＵｎｉｔｓ，ＣＦＵ）的数据均差异有统计学意义（Ｆ＝
３４．２８，２５．３９，Ｐ＜０．０５），ｑ检验结果显示，均为 Ｗｔ
组的数值低于ＤＮ组和ＭＳＣＶ组。见表２。

表２　ＰＭＬ对Ｋ５６２细胞增殖和克隆的影响／ｘ±ｓ

组别 例数 ＯＤ４５０ ＣＦＵ／５００细胞

ＭＳＣＶ ６ １．１２±０．２３ｂｃ ２５６±２３ｂｃ

ＤＮ ６ １．０７±０．３１ｂｃ ２４７±３４ｂｃ

Ｗｔ ６ ０．６８±０．２６ａ １５８±１７ａ

Ｆ值 ３４．２８ ２５．３９

Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：ＭＳＣＶ组为转染空质粒，ＤＮ组为转染截短失活 ＰＭＬ，Ｗｔ组

为转染野生型ＰＭＬ；ｑ检验结果：与 ＭＳＣＶ组相比，ａＰ＜０．０５；与 ＤＮ

组相比，ｂＰ＜０．０５；与Ｗｔ组相比，ｃＰ＜０．０５

３　讨论
髓系白血病是成人急性白血病中最常见的类

型，由于白血病细胞的增殖失控、分化障碍、凋亡受

阻，使细胞停滞在较早的发育阶段，最终导致白血

病的发生。目前化疗可以使７０％ ～８０％的患者病
情得到缓解，但大多数患者缓解后会复发，进展为

难治性白血病［５６］。因此寻找对预后分析评价有意

义的基因及蛋白具有重要意义。随着基因芯片、

ＰＣＲ等生物学技术的发展，多种蛋白、基因的过度
表达与急性髓细胞性白血病发展及预后不良相关，

如ＢＡＡＬＣ、ＭＮＩ、乳腺癌耐药蛋白、ＥＲＧ等［７８］。

ＰＭＬ是近年来研究较多的凋亡相关蛋白，ＰＭＬ
参与了多个凋亡途径，ＰＭＬ基因敲除后的小鼠细胞
在受到Ｆａｓ、ＩＦＮ、ＴＮＦ、神经酰胺（ｃｅｒａｍｉｄｅ）和电离
辐射诱导后均无法凋亡［９１１］。ＰＭＬ蛋白是一种十分
稳定的蛋白，控制着细胞的增殖、肿瘤基因及造血

细胞的分化过程［１２］。在多种研究中表明，ＰＭＬ在
肿瘤形成中有重要的作用，转染ＰＭＬ将导致肿瘤的
凋亡［１３］。在早幼粒细胞白血病中，ＰＭＬＲＡＲα融合
蛋白与ＰＭＬ蛋白形成二聚体，而干扰了其功能而导
致了疾病的发生［１４］。骨髓髓系祖细胞中 ＰＭＬ高表
达，ＰＭＬ在细胞核内呈现分散的斑点状分布，在本
研究中发现正常人的ＰＭＬ表达与该研究类似，ＰＭＬ
荧光大量表达且分散分布，而髓系白血病患者 ＰＭＬ
表达下降，且呈针点状分布［１５］。

本组研究中，６０例髓系白血病患者均表达ＰＭＬ
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蛋白，髓系白血病组ＰＭＬｍＲＮＡ水平显著低于对照
组，并且初诊组ＰＭＬｍＲＮＡ水平显著低于完全缓解
组。通过比较正常人和患者之间的 ＰＭＬ蛋白含量
可以发现，髓系白血病患者ＰＭＬ蛋白的表达显著下
降，完全缓解组ＰＭＬ蛋白相对表达水平显著低于完
全缓解组，提示ＰＭＬ蛋白对髓系白血病的诊断和病
情评估具有重要的参考价值。髓系白血病中 ＰＭＬ
扮演了何种生物功能，为此我们将ＰＭＬ基因转染入
Ｋ５６２白血病细胞株，观察转染和未转染的 Ｋ５６２细
胞增殖和克隆能力，结果显示转染 ＰＭＬ基因后，
Ｋ５６２的增殖和克隆能力显著下降。由此可推断
ＰＭＬ基因高表达于正常骨髓髓系祖细胞中，可抑制
细胞的异常增殖，而 ＰＭＬ的异常表达减少，可能会
导致髓系原始细胞克隆性恶性增殖，其作用机制可

能类似于早幼粒细胞白血病中 ＰＭＬＲＡＲα融合蛋
白与ＰＭＬ蛋白二聚体的形成。

总之，髓系白血病患者中ＰＭＬ蛋白表达水平下
降导致细胞异常增殖可能是其发病机制。ＰＭＬ是
一种潜在的抑癌基因，可以通过调节相关功能蛋白

的活性而影响髓系白血病及慢性粒细胞性白血病

细胞的增殖和凋亡。对 ＰＭＬ蛋白的调控机制进行
深入研究，可以进一步阐明白血病的发病机制。
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胞白血病患者ＰＭＬ／ＲＡＲα融合基因的临床意义［Ｊ］．山东医

药，２０１４，５４（１）：３４３６．

［７］　邓守恒，李林均，蔡晓军，等．硒化壳聚糖通过下调ＰＭＬＲＡＲα
融合蛋白对急性早幼粒白血病 ＮＢ４细胞增殖和凋亡的作用

［Ｊ］．中国老年学杂志，２０１１，３１（６）：１０００１００１．

［８］　李娜，蓝祖连，何焱玲，等．早幼粒细胞白血病基因在寻常性银

屑病患者外周血淋巴细胞中表达的研究［Ｊ］．中华皮肤科杂

志，２０１２，４５（１１）：７９６７９８．

［９］　韩兰秀，林江，周剑波，等．５１例 ＡＰＬ患者 ＰＭＬ／ＲＡＲαｍＲＮＡ

转录本的检测及其意义［Ｊ］．重庆医学，２０１２，４１（１）：１３，７．

［１０］谢杏仪，黎毓光，韩泽平，等．ＨｓａｍｉＲ２０３联合伊马替尼对慢

性粒细胞白血病 Ｋ５６２细胞的作用［Ｊ］．安徽医药，２０１３，１７

（１０）：１７６４１７６６．

［１１］陆伟，秦燕，丁润生，等．实时定量ＲＴＰＣＲ检测ＰＭＬＲＡＲα融

合基因诊断ＡＰＬ的临床价值［Ｊ］．山东医药，２０１１，５１（３３）：１３

１５．

［１２］陈莹莹，曾庆曙．ＴＫＩ治疗慢性粒细胞白血病慢性期的新目标

转换［Ｊ］．安徽医药，２０１４，１８（１１）：２０２１２０２４．

［１３］夏亮，夏瑞祥，曾庆曙，等．二代酪氨酸激酶抑制剂治疗慢性粒

细胞性白血病继发 Ｔ３１５Ｉ突变１例报道及分析［Ｊ］．安徽医

药，２０１３，１７（５）：８４３８４４．

［１４］郑全辉，张爱红，郑爱华，等．ＤＮＡ甲基化通过锌指蛋白１８５调

控慢性粒细胞白血病细胞的增殖［Ｊ］．生物化学与生物物理进

展，２０１３，４０（１）：６４７１．

［１５］成志勇，王亚丽，王凤云，等．ＰＴＥＮ对髓系白血病细胞 ＶＥＧＦ

及ＭＭＰ表达的影响［Ｊ］．基础医学与临床，２０１４，３４（２）：１９０

１９５．

（收稿日期：２０１７０３２３，修回日期：２０１８０４１６）

☆　　☆　　☆　　☆　　☆　　☆　　☆　　☆　　☆　　☆　　☆　　☆　　☆　　☆　　☆　　☆

《安徽医药》关于文稿中法定计量单位的书写要求

　　本刊法定计量单位实行国务院１９８４年２月颁布的《中华人民共和国法定计量单位》，并以单位符号表
示，具体使用参照１９９１年中华医学会编辑出版部编辑的《法定计量单位在医学上的应用》一书。注意单位
名称与单位符号不可混合使用，如ｎｇ·ｋｇ－１·天 －１应改为 ｎｇ·ｋｇ－１·ｄ－１；组合单位符号中表示相除的斜线
多于１条时，应采用负数幂的形式表示，如ｎｇ／ｋｇ／ｍｉｎ应采用ｎｇ·ｋｇ－１·ｍｉｎ－１的形式；组合单位中斜线和负
数幂亦不可混用，如前例不采用ｎｇ／ｋｇ·ｍｉｎ－１的形式。

·１８０１·安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１８Ｊｕｎｅ，２２（６）


