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　　摘　要：目的　通过构建急性髓系白血病（ＡＭＬ）小鼠模型，从ｍＲＮＡ水平研究促血管生成素（ＡＮＧＰＴ）１、ＡＮＧＰＴ２、血管内

皮生长因子（ＶＥＧＦ）的表达水平与急性髓系白血病的关系。方法　ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠腹腔接种 ＨＬ６０细胞，建立ＡＭＬ小鼠模型，

称模型组，未经处理的ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠作对照组。用病理组织学及流式细胞学方法鉴定小鼠模型是否成功。实时荧光定量ＰＣＲ

（ＲＱＰＣＲ）技术检测ＡＮＧＰＴ２、ＡＮＧＰＴ１及ＶＥＧＦｍＲＮＡ在ＡＭＬ小鼠肿瘤组织中的表达水平。应用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析法分

析ＡＮＧＰＴ２ｍＲＮＡ表达水平与小鼠生存期的关系。结果　成功构建 ＡＭＬ小鼠模型。ＲＱＰＣＲ结果显示模型组肿瘤组织的

ＡＮＧＰＴ２、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平较正常对照组显著增高，差异有统计学意义（犘＜０．０５），而 ＡＮＧＰＴ１ｍＲＮＡ的表达水平两

组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＡＮＧＰＴ２ｍＲＮＡ表达水平与 ＡＭＬ小鼠生存期呈负相关。结论　ＡＮＧＰＴ２ｍＲＮＡ在 ＡＭＬ

小鼠中高表达且与ＡＭＬ小鼠生存期呈负相关，ＡＮＧＰＴ２表达与ＡＭＬ病情进展及预后相关。
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　　急性髓系白血病（ＡＭＬ）是严重危害人类健康的恶性肿

瘤之一。目前尚缺乏疗效好且不良反应小的治疗方案。研究

发现，血管增生在 ＡＭＬ的致病机理中发挥重要作用，其中促

血管生成素酪氨酸激酶受体（ＡＮＧＰＴＴＩＥ）通路是主要的血

管增生信号通路之一。研究发现，ＡＮＧＰＴ２在实体瘤组织和

血液系统肿瘤患者外周血中高表达。目前发现 ＡＮＧＰＴ２与

ＡＭＬ的预后密切相关。本研究通过构建急性髓系白血病小鼠

模型，从ｍＲＮＡ水平研究 ＡＮＧＰＴ１、ＡＮＧＰＴ２、血管内皮生长

因子（ＶＥＧＦ）的表达水平与 ＡＭＬ的关系，探讨 ＡＮＧＰＴ２对

ＡＭＬ预后的影响，为靶向ＡＮＧＰＴ２治疗 ＡＭＬ提供理论及实

验基础。

１　材料与方法

１．１　动物、细胞与材料　ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠购自北京维通利华

实验动物技术有限公司，雄性，周龄３周（＜５周），体质量约５ｇ

左右，饲养于昆明医科大学ＳＰＦ级实验动物实验室。ＨＬ６０

细胞全称为 ＨＬ６０人原髓细胞白血病细胞，购自中国科学院

上海细胞库。主要实验试剂有ＩＭＤＭ培养基和胎牛血清购自

上海哈灵生物科技有限公司，总 ＲＮＡ 提取试剂盒、Ｑｕａｎｔｉ

Ｔｅｃｔ?ＳＹＢＲ? ＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ购自 ＴａＫａＲａ公司，其他试剂为市售分析纯。ＰＣＲ引物

序列由上海生工生物技术服务有限公司设计及合成。

１．２　方法

１．２．１　ＨＬ６０细胞的培养　细胞用１０％小牛血清，１００Ｕ／

ｍＬ青霉素和 １００ Ｕ／ｍＬ 链霉素、ＲＰＭＩ１６４０ 培 养 液，置

２５ｃｍ２塑料培养瓶内，每瓶培养基的体积为８ｍＬ；培养条件

３７℃，饱和湿度，５％ ＣＯ２，取对数生长期 ＨＬ６０细胞进行
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实验。

１．２．２　ＡＭＬ小鼠模型的构建　取传代后处于对数生长期的

ＨＬ６０细胞株，在倒置显微镜下用细胞计数板进行计数，将

１×１０７ 个细胞在已局部消毒的ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠的左下腹进行

腹腔接种。

１．２．３　急性髓系白血病ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠模型的鉴定

１．２．３．１　观察 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠的一般情况　动态观察小鼠

精神、食欲、体质量、活动能力、毛发情况、腹腔积液、皮下肿瘤

大小、生存时间等情况。

１．２．３．２　流式细胞分析仪检测骨髓细胞ＣＤ３３阳性率　髓系

细胞表面抗原ＣＤ３３在人白血病细胞系 ＨＬ６０上表达的阳性

率可达９９％。将濒临死亡的小鼠脱颈椎处死，小鼠置于７５％

乙醇中浸泡５～１０ｍｉｎ，分离胫骨、股骨，将分离好的胫骨、股骨

放入装有ＰＢＳ的培养皿，剪断干骺端后用１ｍＬ注射器吸取少

许ＰＢＳ反复冲洗骨髓腔，装入有ＥＤＴＡ抗凝剂的离心管中，经

ＰＢＳ洗２次后，加入抗人ＣＤ４５和ＣＤ３３抗体同时加入小鼠血

清，４℃避光染色３０ｍｉｎ，再经ＰＢＳ洗２次，流式细胞仪检测，

Ｍｉｄｆｉｌｔ软件分析细胞分布。

１．２．３．３　病理学检查　取濒死小鼠及死亡小鼠的实体瘤、肝、

脾、肺、脑等脏器用１０％甲醛固定后，常规石蜡包埋、切片、ＨＥ

染色，光镜下观察形态学改变，以明确小鼠的死亡原因。

１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ＰＣＲ，ＲＱＰＣＲ）检测 ＡＭＬ小鼠肿瘤组织中 ＡＮＧＰＴ２、ＡＮ

ＧＰＴ１以及 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平　采用Ｐｒｏｍｅｇａ公司

ＳＶ总ＲＮＡ分离纯化试剂盒提取ＲＮＡ，紫外分光光度计评价

所提取ＲＮＡ的浓度和纯度（Ａ２６０／Ａ２８０＞１．８）。采用Ｐｒｉｍｅ

ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒逆转录

ｃＤＮＡ。利用Ｐｒｉｍｅｒ软件设计扩增引物，由上海生工生物技术

服务有限公司设计及合成，具体序列如下。ＡＮＧＰＴ１基因，上

游引物：５′ＴＧＣＡＣＴＡＡＡＧＡＡＧＧＴＧＴＴＴＴＧＣＴ３′，下

游引物：５′ＣＣＧＧＴＧＴＴＧＴＡＴＴＡＣＴＧＴＣＣＡＡ３′，片段

大小１９７ｂｐ；ＡＮＧＰＴ２基因，上游引物：５′ＣＣＴＣＧＡＣＴＡ

ＣＧＡＣＧＡＣＴＣＡＧＴ３′，下游引物：５′ＴＣＴＧＣＡＣＣＡＣＡＴ

ＴＣＴＧＴＴＧＧＡ３′，片段大小１４６ｂｐ；ＶＥＧＦ基因，上游引物：

５′ＧＣＡＣＡＴＡＧＡＧＡＧＡＡＴＧＡＧＣＴＴＣＣ３′，下游引物：

５′ＣＴＣＣＧＣＴＣＴＧＡＡＣＡＡＧＧＣＴ３′，片段大小１０５ｂｐ；β

ａｃｔｉｎ基因，上游引物：５′ＴＧＣＣＡＴＣＣＴＡＡＡＡＧＣＣＡＣ３′，

下游引物：５′ＴＣＡＡＣＴＧＧＴＣＴＣＡＡＧＴＣＡＧＴＧ３′，片段

大小 ２８９ｂｐ。ＲＱＰＣＲ 反应按 ＱＩＡＧＥＮ 公司 ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒说明书进行。总反应体系为２０．０

μＬ。２×ＳＹＢＲＰｒｉｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ１０．０μＬ，上游及下游引物各

１．０μＬ，ｃＤＮＡ２．０μＬ，Ｈ２Ｏ６．０μＬ。反应条件如下：９４℃预

变性３ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，５５℃２０ｓ，７２℃３０ｓ，４４个循环。扩增

产物行２％琼脂糖凝胶电泳，确定产物特异性。根据目的基因

对比标准品的ＲＱ值作为 ＡＮＧＰＴ１、ＡＮＧＰＴ２、ＶＥＧＦｍＲＮＡ

相对表达水平。

１．３　统计学处理　采用ＳＳＰＳ１７．０统计软件进行数据分析，

计量资料采用狓±狊表示，采用秩和检验（Ｗｌｉｃｏｘｏｎｔｅｓｔ），相关

性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析法，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　成功构建 ＡＭＬ小鼠模型　腹腔接种 ＨＬ６０细胞后约

２０～３３ｄ左右１０只小鼠均有不同程度发病，小鼠出现精神状

态差、活动减少、嗜睡、步态不稳、行动迟缓、进食减少、体质量

不增或下降。通过病理学检查发现小鼠的肝、脾、肺、脑、肾等

全身重要脏器均有肿瘤细胞的广泛浸润，其小血管内亦可见大

量的肿瘤细胞浸润。流式细胞仪检测，结果显示ＣＤ３３在小鼠

骨髓中高表达，表达率为３０．０％～９７．４％，见图１。

　　Ａ、Ｃ：ＣＤ４５／ＳＳＣ射门；Ｂ、Ｄ：ＣＤ３３表达量。

图１　　流式细胞术检测小鼠骨髓ＣＤ３３表达

　　１：ＤＮＡ分子标记物（ＤＬ２０００）；２：正常组织内参βａｃｔｉｎ基因；３：

肿瘤组织内参βａｃｔｉｎ；４：正常组织 ＶＥＧＦ基因；５：肿瘤组织 ＶＥＧＦ基

因；６：正常组织 ＡＮＧＰＴ２基因；７：肿瘤组织 ＡＮＧＰＴ２基因；８：正常组

织ＡＮＧＰＴ１基因；９：肿瘤组织ＡＮＧＰＴ１基因。

图２　　ＰＣＲ扩增产物２％琼脂糖凝胶电泳图

２．２　ＡＮＧＰＴ１、ＡＮＧＰＴ２、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达水平　取１０例

经鉴定成功建模的小鼠的肿瘤组织为模型组，１０例未经任何

处理的小鼠为对照组，ＲＱＰＣＲ法检测ＡＮＧＰＴ１、ＡＮＧＰＴ２及

ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达水平。ＡＮＧＰＴ２、ＶＥＧＦ和βａｃｔｉｎ基因扩

增产物溶解曲线分析显示，溶解浓度均一，可排除非特异性扩

增。目的和内参基因ＰＣＲ扩增产物经２％琼脂糖凝胶电泳可

见，ＡＮＧＰＴ１靠近１９７ｂｐ处，ＡＮＧＰＴ２靠近１４６ｂｐ处，ＶＥＧＦ

靠近１０５ｂｐ处，且条带致密、明亮，无引物二聚体和非特异性

扩增，说明扩增产物正确，引物特异性好，见图２。

２．３　ＡＮＧＰＴ１、ＡＮＧＰＴ２、ＶＥＧＦｍＲＮＡ在模型组和对照组

中的表达　ＡＮＧＰＴ１去掉一个异常值１３．６４２，进行统计学分

析。结果显示模型组与正常组比较，ＡＮＧＰＴ１ｍＲＮＡ表达差

异无统计学意义，而两组间ＡＮＧＰＴ２及ＶＥＧＦｍＲＮＡ的差异
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均有统计学差异，模型组明显高于正常组（犘＜０．０５），结果见

图３。

２．４　ＡＮＧＰＴ２ｍＲＮＡ表达量与小鼠生存期的相关性分析　

研究结果显示小鼠生存期为（３８．６±４．１）ｄ，而 ＡＮＧＰＴ２的

ｍＲＮＡ表达量为４６．９６３±２５．７４２３。为了进一步明确二者之

间是否存在关系，采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，结果显示 ＡＮ

ＧＰＴ２基因ｍＲＮＡ表达量与小鼠生存期呈负相关关系（犘＜

０．０１，狉＝－０．９９７），见图４。

　　Ａ：ＡＮＧＰＴ１；Ｂ：ＡＮＧＰＴ２；Ｃ：ＶＥＧＦ。

图３　　ＡＮＧＰＴ１、ＡＮＧＰＴ２、ＶＥＧＦｍＲＮＡ在两组中的相对表达量

图４　　ＡＮＧＰＴ２ｍＲＮＡ表达量与小鼠生存期的

相关分析图

３　讨　　论

ＡＮＧＰＴ是血管生成的一类因子，是一个家族体系。ＡＮ

ＧＰＴ家族与ＶＥＧＦ在血管的增生、稳定以及退化中具有协同

作用，促进肿瘤性新生血管的形成，并在肿瘤的生长、侵袭、转

移中发挥重要作用［１］。近年研究逐渐发现血管新生的程度可

以成为预测肿瘤预后的一项重要指标。血管新生指的是在原

有血管的基础上形成新的毛细血管网，即内皮细胞增殖、迁移

和毛细血管形成的过程。Ｐａｄｒｏ等
［２］研究发现新确诊的ＡＭＬ

患者的微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）是正常对照组

的２倍，经过化疗达完全缓解且骨髓处于抑制期时骨髓微血管

密度下降了６０％，而未达到完全缓解者仅下降了１７％。对于

完全缓解的骨髓与正常对照组 ＭＶＤ无显著差异。表明血管

新生在ＡＭＬ的发病机制中可能起着重要的作用，而 ＭＶＤ的

增高通常伴随来源于白血病细胞的血管生长因子的分泌，其中

最重要的是ＡＮＧＰＴｓ及ＶＥＧＦ
［３］。Ｍｕｌｌｅｒ等

［４］、Ｔａｒａｉ等
［５］发

现与正常对照组比较，新确诊的和复发的 ＡＭＬ患者中 ＡＮ

ＧＰＴ１、ＡＮＧＰＴ２有较高的阳性表达率，并且与幼稚细胞的数

量呈正相关。Ｓｃｈｌｉｅｍａｎｎ等
［６］用免疫组织化学法分析了ＡＭＬ

患者骨髓活检标本的 ＡＮＧＰＴ１、ＡＮＧＰＴ２、ＴＩＥ２的表达情况，

证实了ＡＮＧＰＴ２在ＡＭＬ患者的骨髓中高表达，而 ＡＮＧＰＴ１

与正常对照组无显著差异，进一步证明了 ＡＮＧＰＴ２与 ＡＭＬ

的预后呈负相关。Ｓｃｈｌｉｅｍａｎｎ等
［７］用ＥＬＩＳＡ检测６８例新确

诊ＡＭＬ患者血浆中ＡＮＧＰＴ２水平，发现高水平 ＡＮＧＰＴ２者

预后不良。

目前临床实验中大多仅限于用 ＡＭＬ患者的骨髓和外周

血等进行相关检测，大量的研究只是证实了ＡＮＧＰＴ２在ＡＭＬ

的骨髓、外周血及血浆中高表达且与 ＡＭＬ患者的预后呈负相

关，但是还没有用ＡＮＧＰＴ２的特异性单克隆抗体进行临床治

疗的报道，并且其相关的实验动物模型研究也很少。

本研究采用ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠成功构建ＡＭＬ模型，并利用

ＲＱＰＣＲ检测建模成功的 ＡＭＬ小鼠的肿瘤组织，研究发现

ＡＮＧＰＴ２、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平较对照组显著增高，差异

有统计学意义（犘＜０．０５），而 ＡＮＧＰＴ１ｍＲＮＡ的表达水平与

对照组无显著差异（犘＞０．０５），这与文献［４６］临床研究的结果

一致，提示ＡＮＧＰＴ２ｍＲＮＡ高表达在 ＡＭＬ的发病中有重要

意义。在研究中同时还发现，高表达 ＡＮＧＰＴ２的小鼠其生存

期比ＡＮＧＰＴ２表达低的小鼠短，采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析显示

ＡＮＧＰＴ２基因ｍＲＮＡ表达量与小鼠生存期有高度的相关关

系，且为负相关，由此可推论出高表达的ＡＮＧＰＴ２与 ＡＭＬ的

预后呈负相关，高表达ＡＮＧＰＴ２的ＡＭＬ预后不良。

针对ＡＮＧＰＴ２的研究在实体瘤中也有大量的报道，研究

发现ＡＮＧＰＴ２高表达与大肠癌
［８］、鼻咽癌［９］、胃癌［１０］等多种

实体瘤侵袭转移及预后相关。但目前研究的热点是靶向治疗

且已取得了初步结果。Ｈａｓｈｉｚｕｍｅ等
［１１］应用 ＡＮＧＰＴ２选择

性地抑制性Ｌ１～Ｌ７ 融合蛋白治疗人结肠癌异体移植的小鼠

模型，发现该方法能有效抑制肿瘤生长和血管增生，当与抗

ＶＥＧＦ合用时其作用更为明显。有学者
［１２１３］应用３．１９．３单克

隆ＡＮＧＰＴ２抗体，有效地抑制了侵袭性的 ＭＭＴＶＰｙＭＴ乳

腺癌和胰腺胰岛瘤的血管增生和疾病进展，局部性地降低了巨

噬细胞（ＴＩＥ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＥＭｓ）的 ＴＩＥ２的表

达，也有效降低了肿瘤的血管增生。

本研究成功建立了ＡＭＬＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠模型，并在ｍＲ

ＮＡ水平利用特异性强、灵敏度高、重复性好、定量准确的ＲＱ

ＰＣＲ进行了 ＡＮＧＰＴ２、ＶＥＧＦ及 ＡＮＧＰＴ１基因的相关检测，
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发现ＡＮＧＰＴ２、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平较正常组显著增高，

而ＡＮＧＰＴ１ｍＲＮＡ的表达水平与正常组无显著差异，且高表

达ＡＮＧＰＴ２的小鼠其生存期比ＡＮＧＰＴ２表达低的小鼠短，说

明了高表达的ＡＮＧＰＴ２与ＡＭＬ的预后呈负相关。作为ＡＮ

ＧＰＴ２靶向治疗的前期试验，这对于下一步的分子靶向治疗研

究奠定了良好的实验及理论基础。接下来需要在 ＡＭＬ小鼠

模型的基础上进一步深入研究用特异性的ＡＮＧＰＴ２单克隆抗

体治疗 ＡＭＬ小鼠，观察小鼠的生存期及肿瘤生长情况，同时

还需进一步探讨ＶＥＧＦ抗体与ＡＮＧＰＴ２抗体在ＡＭＬ中的协

同治疗效果，为临床靶向 ＡＮＧＰＴ２治疗 ＡＭＬ奠定坚实的理

论和实验基础。
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