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霍奇金淋巴瘤细胞ＳＨＰ１表达与ＣＤ９９表达的关系
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（１．南方医科大学基础医学院病理学系，广州５１０５１５；２．南方医科大学中西医结合医院病理科，广州５１０５１５）

　　摘　要：目的　探究霍奇金淋巴瘤（ＨＬ）细胞ＳＨ２结构域酪氨酸磷酸化酶（ＳＨＰ１）表达与ＣＤ９９表达的关系。方法　荧光定

量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＬ淋巴瘤细胞株Ｌ４２８细胞、Ｂ淋巴母细胞株ＩＭ９细胞、浆母细胞株 ＫＭ３细胞及上调

ＣＤ９９的稳定细胞株Ｌ４２８ＣＤ９９细胞中ＣＤ９９和ＳＨＰ１ｍＲＮＡ、蛋白水平的表达；荧光共聚焦观测Ｌ４２８细胞中ＣＤ９９与ＳＨＰ１的

表达及其共定位；ＩＭ９细胞瞬时干扰ＣＤ９９在基因和蛋白水平检测ＳＨＰ１的表达。结果　Ｌ４２８和ＫＭ３细胞ＣＤ９９和ＳＨＰ１ｍＲ

ＮＡ呈现低表达，Ｌ４２８ＣＤ９９细胞ＳＨＰ１基因和蛋白水平较Ｌ４２８细胞表达增高，其蛋白表达与基因转录水平表达趋势相一致；随

着ＣＤ９９的上调，ＳＨＰ１基因和蛋白水平表达升高；ＣＤ９９为细胞膜表达，ＳＨＰ１为细胞质表达；瞬时干扰ＣＤ９９后，ＳＨＰ１在基因和

蛋白水平表达均降低。结论　ＳＨＰ１在 ＨＬ中低表达可能与其ＣＤ９９缺失有关，其机制仍有待于研究。
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犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犌狌犪狀犵狕犺狅狌，犌狌犪狀犵犱狅狀犵５１０５１５，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＳＨＰ１ａｎｄＣＤ９９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨｏｄｇｋｉｎｌｙｍｐｈｏｍａ（ＨＬ）．犕犲狋犺狅犱狊　

ＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ９９ａｎｄＳＨＰ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＩＭ９、ＫＭ３、Ｌ４２８、Ｌ４２８

ＣＤ９９ｃｅｌｌｓ；ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｃｏｎｆｏｃａｌｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＣＤ９９ａｎｄＳＨＰ１；ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＣＤ９９ｉｎ

ＩＭ９ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｎｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｏｆＳＨＰ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ．犚犲狊狌犾狋狊　ＳＨＰ１ｍＲＮＡｗａｓｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＬ４２８、

ＫＭ３ａｎｄｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＩＭ９；ｇｅｎｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｔｒｅｎｄ；ｉｎＬ４２８ＣＤ９９ｃｅｌｌＳＨＰ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎＬ４２８ｃｅｌｌ；ＣＤ９９ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄＳＨＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｃｅｌｌｐｌａｓｍａ；ｔｒａｎｓｉｅｎｔｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

ＣＤ９９，ＳＨＰ１ｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＩｎＨＬｃｅｌｌｓ，ＳＨＰ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｍｉｓｓｉｎｇ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ９９，ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｒｅｍａｉｎｓｔｏｂｅｓｔｕｄｉｅｄ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＳＨＰ１；ＣＤ９９；Ｈｏｄｇｋｉｎｌｙｍｐｈｏｍａ

　　ＳＨ２结构域酪氨酸磷酸化酶（ＳＨ２ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏ

ｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＳＨＰｌ），主要表达于造血细胞的细

胞质，是白血病、淋巴瘤细胞的抑癌基因，其异常表达与淋巴瘤

的增殖、分化、凋亡有密切关系，表达缺失会导致淋巴瘤的发

生［１３］。霍奇金淋巴瘤（ｈｏｄｇｋｉｎｌｙｍｐｈｏｍａ，ＨＬ）是淋巴造血系

统的一类肿瘤，ＳＨＰ１表达在 ＨＬ情况，尚未见文献报道，国外

和本课题组之前研究发现 ＨＬ的发生与ＣＤ９９蛋白表达缺失

密切相关，ＣＤ９９表达缺失是 ＨＬ 形成的一个重要分子事

件［４５］，但ＳＨＰ１表达与ＣＤ９９表达的关系如何，非常值得探

讨，为此本文在以往研究基础上，检测ＳＨＰ１在 ＨＬ中的表达

及其与ＣＤ９９的作用关系，探讨ＳＨＰ１表达在 ＨＬ中的作用及

意义。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞与细菌　Ｂ淋巴母细胞株ＩＭ９细胞、浆母细胞株

ＫＭ３细胞、ＨＬ细胞株Ｌ４２８细胞和Ｌ４２８ＣＤ９９（上调ＣＤ９９的

Ｌ４２８细胞）细胞，由南方医科大学病理学系保存。采用澳洲进

口胎牛血清（无需额外灭活），ＲＰＭＩ１６４０培基配制成含１０％

胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，３７℃恒温，５％ＣＯ２ 培养箱中

孵育。

１．１．２　试剂与材料　ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清购自南美

洲Ｇｉｂｅｃｏ公司；蛋白裂解液 ＲＩＰＡ、蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ和

ＢＣＡ１００蛋白质定量测定试剂盒购自凯基公司；βａｃｔｉｎ抗体、

二抗购自北京中衫金桥生物技术有限公司；十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶配制试剂盒购自碧云

天公司，试剂盒组成：３０％ ＡｃｒｏＢｉｓ、１ｍｏＬＴｒｉｓＨｃｌ（ｐＨ８．８）、

１０％ＳＤＳ、过硫酸铵、ＴＥＭＥＤ、１ｍｏＬＴｒｉｓＨｃｌ（ｐＨ６．８）；ＳＤＳ

ＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（５×）、蛋白预染 Ｍａｒｋｅｒ、ＰＶＤＦ膜、脱

脂奶粉购自广州斯佳公司；ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ发光试剂盒购自凯

基公司。人ＳＨＰ１抗体购于美国ＣＳＴ公司，ＣＤ９９抗体购于

Ｅｐｉｔｏｍｉｃ公司。

１．２　方法

１．２．１　荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）　Ｔｒｉｚｏｌ、ＲＴＰＣＲ提纯试剂

盒、逆转录试剂盒（日本 Ｔａｋａｒａ公司），７５００Ｓｏｆｔｗａｒｅｖ２．０．１，

引物构建于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＧＡＰＤＨ上游引物：５′ＡＣＡＧＴＣ

ＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴ３′，下游引物：５′ＧＡＣＡＡＧＣＴＴ
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ＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧ３′；ＣＤ９９上游引物：５′ＧＣＣＣＡＧＣＡＡ

ＣＡＡＧＣＡ ＡＡＧＣＡＣＡＴ３′，下游引物：５′ＣＣＣＡＡＣＣＡＣ

ＣＣＴＡＧＴＴＣＣＴＣＣＧ３′９２℃２ｍｉｎ３０ｓ、７２℃４０ｓ、５５℃

退３２ｓ４０ｓ；ＳＨＰ１上游引物：５′ＡＴＣＴＧＡＧＧＣＴＴＡＧＴＣ

ＣＣＴＧＡＧＣ３′，下游引物５′ＣＴＧＡＧＧＴＣＴＣＧＧＴＧＡＡＡＣ

ＣＡＣ３′，９２℃２ｍｉｎ３０ｓ、７２℃４０ｓ、５５℃３２ｓ４０ｓ。２０μＬ

体系。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ培养的细胞收集各

样本蛋白（蛋白裂解液购自碧云天），ＳＤＳＰＡＧＥ电泳：配置

１０％浓度的分离胶，５％的积层胶；取５０μｇ蛋白质与５×ＳＤＳ

ＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液混合上样量，积层胶８０Ｖ３０ｍｉｎ，分离

胶１００Ｖ１２０ｍｉｎ；冰浴下转膜１００ｍＡ１２０ｍｉｎ。５％ ＴＢＳＴ

封闭１．５～２．０ｈ；ＳＨＰ１兔抗人单抗（１∶２０００稀释），ＣＤ９９兔

抗人单抗（１∶５０００稀释），４℃孵育过夜，二抗（１∶５０００稀

释）室温孵育１ｈ，荧光成像仪内曝光。

１．２．３　荧光共聚焦实验　６孔板培养Ｌ４２８细胞４８ｈ，再用无

血清培养２４ｈ，收取对数生长期的细胞，细胞悬液密度为１×

１０６ 个／ｍＬ，１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，细胞沉淀０．０１ｍｏｌ／Ｌ，

ＰＢＳ洗涤２～３次；１０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃去上清液；９５％

乙醇固定１５ｍｉｎ，ＴｒｉｔｏｎＸ１００破膜１０ｍｉｎ。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ

洗涤３次，５ｍｉｎ，３％ Ｈ２Ｏ２８ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤３次，

５ｍｉｎ，血清封闭５ｍｉｎ，甩去血清，分别用鼠抗人ＣＤ９９、ＳＨＰ１

抗体孵育，４℃过夜；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤３次滴加相应的二

抗，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗；ＤＰＡＩ复染，观察拍照。

１．２．４　ＳｉＲＮＡ片段瞬时干扰　６孔板细胞培养，细胞密度为

１×１０６ 个／ｍＬ，实验组加入１０μＬ干扰片段＋２４０μＬＯＰＴＩ

ＩＭＥＮ，静置２０ｍｉｎ，２４０μＬＯＰＴＩＩＭＥＮ＋１０μＬＬｉｐ２０００，混合

后静置２０ｍｉｎ，加入细胞中；对照组加入５００μＬ培基；３７℃孵

育，分别于４８、７２ｈ进行细胞相关检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析；采用

两个独立样本的非参数检验进行组间比较。以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｌ４２８、ＩＭ９、ＫＭ３淋巴瘤细胞ＳＨＰ１和ＣＤ９９ｍＲＮＡ表

达　ＩＭ９ 中 ＳＨＰ１ ｍＲＮＡ 高表达，而 ＫＭ３、Ｌ４２８ 细胞中

ＳＨＰ１ｍＲＮＡ表达较低；且与ＣＤ９９的表达趋势相一致，差异

有统计学意义（犘＜０．０１）。见图１。

　　Ａ：ＣＤ９９ｍＲＮＡ表达；Ｂ：ＳＨＰ１ｍＲＮＡ表达。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测ＩＭ９、ＫＭ３、Ｌ４２８细胞中

ＳＨＰ１和ＣＤ９９ｍＲＮＡ表达

２．２　Ｌ４２８细胞和 Ｌ４２８ＣＤ９９细胞 ＳＨＰ１ｍＲＮＡ 表达　

Ｌ４２８ＣＤ９９细胞较 Ｌ４２８细胞ＳＨＰ１ｍＲＮＡ表达要高，且与

ＣＤ９９的表达趋势相一致，且差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

见图２。

２．３　Ｌ４２８、Ｌ４２８ＣＤ９９、ＩＭ９、ＫＭ３淋巴瘤细胞ＳＨＰ１和ＣＤ９９

蛋白表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果与 ｍＲＮＡ基因表达水平相一

致，ＩＭ９、ＫＭ３、Ｌ４２８ＣＤ９９细胞中ＳＨＰ１表达较Ｌ４２８细胞中

高，且与ＣＤ９９的表达趋势相一致。见图３。

　　Ａ：ＣＤ９９ｍＲＮＡ表达；Ｂ：ＳＨＰ１ｍＲＮＡ表达。

图２　　ＲＴＰＣＲ检测Ｌ４２８ＣＤ９９（Ｌ９９）与Ｌ４２８细胞

株中ＳＨＰ１与ＣＤ９９ｍＲＮＡ的表达

　　Ａ：ＣＤ９９蛋白水平表达；Ｂ：ＳＨＰ１蛋白水平表达。

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＭ９、ＫＭ３、Ｌ４２８、Ｌ４２８ＣＤ９９

中ＳＨＰ１与ＣＤ９９的蛋白水平表达

　　Ａ：ＳＨＰ１；Ｂ：ＣＤ９９；Ｃ：ｍｅｒｇｅ。

图４　　在Ｌ４２８细胞中荧光共聚焦检测ＣＤ９９与

ＳＨＰ１的表达

　　Ａ：ＣＤ９９ｍＲＮＡ表达；Ｂ：ＳＨＰ１ｍＲＮＡ表达；Ｃ：ＩＭ９细胞瞬时干

扰ＣＤ９９后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＨＰ１蛋白水平的表达。：犘＜０．０５，与

细胞瞬时干扰ＣＤ９９前比较。

图５　　瞬时干扰ＣＤ９９后ＳＨＰ１在基因和蛋白水平的表达
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２．４　Ｌ４２８细胞ＣＤ９９与ＳＨＰ１的表达及其共定位　采用荧

光共聚焦实验在Ｌ４２８细胞中检测ＣＤ９９与ＳＨＰ１的表达部

位，同时对其进行共定位，结果显示ＣＤ９９主要表达于细胞膜，

ＳＨＰ１主要表达于细胞质，紫色为共定位部分。见图４。

２．５　瞬时干扰ＣＤ９９后ＳＨＰ１在基因和蛋白水平的表达　在

ＩＭ９细胞中ＳｉＲＮＡ瞬时干扰ＣＤ９９后，用ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＨＰ１在基因和蛋白水平的表达。结果发现下调

ＣＤ９９后，ＳＨＰ１ｍＲＮＡ表达降低（图５Ａ、Ｂ），且差异有统计学

意义（犘＜０．０１）；蛋白水平表达趋势与基因水平相一致（图

５Ｃ）。

３　讨　　论

ＳＨＰ１主要表达于造血细胞的细胞质，是调节细胞内磷酸

化水平的关键调控因子，在多数淋巴瘤和白血病细胞系（如

ＮＫＹＳ２、ＩＷＡ３、ＭＴ１、ＥＤＳ、ＡＴＬＩＫ等）中低表达，其启动子高

甲基化状态导致的基因沉默是淋巴瘤、白血病发生、发展的重

要机制之一［６７］。相反，ＳＨＰ１蛋白在正常细胞中可以表现为

正常表达或过度表达。ＳＨＰ１调节机能障碍可导致细胞的过

度增长，从而导致肿瘤的发生［８９］。ＨＬ是一种淋巴造血系统

的恶性肿瘤，１８３２年由英国的ＴｈｏｍａｓＨｏｄｇｋｉｎ最早描述，该

疾病的典型形态特点是在大量的炎性反应背景细胞中浸润少

数的肿瘤性 Ｈ／ＲＳ（ｈｏｄｇｋｉｎ／ｒｅｅｄｓｔｅｒｎｂｅｒｇ）细胞
［５１０］。人

ＣＤ９９（Ｍｉｃ２）是一种相对分子质量为３２×１０３ 的跨膜糖蛋白，

是 ＨＬ的潜在致瘤基因，参与造血细胞的分化等。研究报道

Ｈ／ＲＳ细胞的形态特征及免疫表型的变化与ＣＤ９９蛋白表达

缺失有关，ＣＤ９９是 ＨＬ形成的一个重要机制
［１１］。本研究荧光

共聚焦检测也发现ＳＨＰ１为细胞质表达，ＣＤ９９为细胞膜表达，

且二者有共定位部分。

Ｏｋａ等
［１２］通过表达谱芯片及组织微阵列技术证实ＳＨＰ１

基因在恶性淋巴瘤中表达明显下降。本研究在转录和翻译水

平检测３株Ｂ系淋巴细胞ＩＭ９、ＫＭ３、Ｌ４２８中ＳＨＰ１的表达，

结果显示ＳＨＰ１在 ＨＬ细胞株Ｌ４２８中表达最低；与ＣＤ９９的

基因和蛋白水平表达趋势有一致性。

ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号转导途径参与细胞增殖、分化、凋亡生物

学作用的相关调控。研究发现，该途径异常激活是 ＨＬ形成的

一个重要分子机制，但其异常激活的具体机制尚未完全明

确［１３１４］。ＳＨＰ１基因为存在于细胞质中的一种酪氨酸磷酸酶，

是ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号转导途径负性调控因子之一。ＳＨＰ１基因

沉默可以导致ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号转导分子活性增强，从而促进

肿瘤发生、发展。本研究在课题组前期构建的上调ＣＤ９９稳定

细胞株Ｌ４２８ＣＤ９９中同样在转录和翻译水平检测ＳＨＰ１基因

和蛋白水平的表达，发现ＳＨＰ１随着ＣＤ９９的上调而基因和蛋

白水平表达升高。证实ＳＨＰ１在 ＨＬ中低表达可能与其ＣＤ９９

缺失有关，荧光共聚焦实验以及在ＩＭ９细胞株中瞬时干扰

ＣＤ９９时，均发现 ＣＤ９９与 ＳＨＰ１有相互关系。而 ＣＤ９９与

ＳＨＰ１的相互关系是否与ＳＨＰ１基因表达下调从而导致ＪＡＫ／

ＳＴＡＴ信号转导途径失调有关，有待于进一步研究。
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