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探讨外源性核仁磷酸蛋白
5

型突变体"

234 85

$对蛋白激酶
9

"

567

$的亚细胞定位的影响及其对白血病

细胞增殖的意义%方法
!

免疫共沉淀实验检测
23485

与
567

的相互作用#免疫荧光实验观察
23485

与
567

的亚细胞定

位!

::6./

法检测细胞增殖能力%结果
!

6;)1

细胞中!

234 85

能够与
567

结合%免疫荧光显示!

234 85

主要分布于细胞

质!当共同转染
234 85

和
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到
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细胞后!
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由弥散分布转移至细胞胞质%另外!
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组"突变组$细胞在
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时较
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$处理
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核仁磷酸蛋白$
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&主要定位于细胞的

核仁颗粒区#属核质穿梭蛋白#它广泛存在于各种组织细胞中#

结构高度保守#是一种重要的伴侣分子'
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型突变$
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8KAH,A5

#

23485

&是
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最为常见的突变类型#占
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)白血病是一组造血干细胞的恶性克隆增殖性疾病#在

治疗上具有明显的异质性#

234

突变在临床上与白血病发生

发展密切相关'
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)研究表明#突变后的
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蛋白可携带抑癌
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(等核内蛋白发生胞质

移位#通过影响其稳定性从而促进白血病细胞的恶性增殖)白

血病发生*发展中存在蛋白激酶
9

$

N

C"AF#,O#,H+F9

#
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&信

号通路的过度激活#与白血病细胞存活*转化和黏附等生物学

功能密切相关'

-
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)本研究旨在探讨外源性
234 85

与
567

的相互关系#以及
234 85

对
567

的亚细胞定位的影响#并

进一步观察
234 85

与
567

对白血病细胞增殖的意义#从

而深入认识
234

突变蛋白在白血病发生*发展中的机制)
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材料与方法
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<5.567

*
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=,EFL"

N

F

和
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<FL

N

质粒由美国安德森癌症研

究中心惠赠#人慢性粒细胞白血病细胞株
6;)1

和人胚肾
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细胞株购于中国科学院上海细胞库)
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药品与试剂
!
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"

V

BFH!+

$

SH,AH:CKM

公司&%小鼠抗
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G
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标
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*
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$北京中杉金桥公司&%苯甲基磺酰氟$
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$德国
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细胞培养
!
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细胞用含
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的
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细胞用含
$%Q R9S

的
D34U$)0%

培养基#培养

于
;Q :\

1

的
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恒温培养箱中#取对数生长期的细胞进行

实验)

D&F&E

!

细胞转染
!

已知
234$

基因是杂合性突变#人
6;)1

和
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细胞株均存在野生型
234

蛋白#不存在
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)本研究中
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细胞设立空载体转染对照组$

6;)1?$

&*

野生组$

6;)1@A

&和突变组$
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&)采用
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"IF?AH8#.
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$
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&连同
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=,EFL"

N
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及
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<FL

N
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辅助载

体分别共转染
<=61('7

细胞)培养
)>

后更换含有
$%Q

R9S

的
W4=4

培养基#于
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*

0/>

收集上清液#经
%&0;

%

8

滤

器过滤收获病毒液)将
6;)1

细胞接种于
)

孔板#加入制备好

的病毒液#同时加入终浓度为
/8

G

"

8X

的聚凝胺#扩大培养进

行后续实验)

D&F&F

!

F̂+AFC,BL"A

!

收集细胞#用含
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X34SR
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"
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G

蛋白用
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十二烷基

硫酸钠
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&分离#通过湿转法
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3TWR

&膜上#

;Q

脱脂奶粉常温

封闭
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$̀ 1%%%

稀释&

0]

孵育过夜#

7C#+

盐酸吐

温缓冲液$

79S7

&洗涤
$%8#,a1

次#
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盐酸缓冲液$
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&
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#加二抗$

$̀ $%%%
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#洗涤后用

化学发光显色试剂进行显色)实验设
#

.

肌动蛋白$
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.H?A#,

&为

内参#结果采用
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\,F

软件进行分析)
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(定至
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入
$
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G

抗
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的单克隆抗体#
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缓慢旋转孵育过夜)次日
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"
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磁珠$
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#
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"
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离心至管底后弃上清)用

=$5
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BFH!+

#

'%%%C

"
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去除上清

液#再用
'%

%

X1

倍浓度的上样缓冲液重悬#

(;]

煮沸
;8#,

使蛋白复合物变性#

$'%%%C

"

8#,
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取上清进行
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)
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免疫荧光
!

取转染后的
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细胞制备成
$a$%

)

的单细胞悬液#取
$%%

%

X

接种于
$1

孔板中的灭菌盖玻片上#

于
;Q :\

1

的
'-]

恒温培养箱中培养
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后弃去培养液#用
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轻轻洗
'
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1% 8#,

#
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洗
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透膜
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&置
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洗
'
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洗
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&避光染色
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#最后用甘油封片)荧光显微镜下观察荧光信号的分布

情况)
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法检测细胞增殖能力
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收集转染后的各组
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细胞#分别用低剂量
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!

或者等剂量二甲基亚砜

$

W4S\

&处理白血病细胞#制成细胞悬液接种于
()

孔细胞培

养板中#每组设
'

个复孔#

;Q :\

1

的
'-]

恒温培养箱孵育#

培养
%

*
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*
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*
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*
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*

)%

*

-1>

每孔加入
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%
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"
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&溶液#继续培养
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#在
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波长处测量各孔的光密

度$

I7

&值)以
I7

值为纵坐标#时间为横坐标用
S#

G

8H.

3L"A$1&%

软件绘制生长曲线)

D&G

!

统计学处理
!

采用
S3SS$)&%

软件进行数据分析#计量

资料用
JcC

表示#比较采用配对样本
;

检验#以
!

#

%&%;

为差

异有统计学意义)

E

!

结
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果
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!

6;)1

细胞中
234 85

与
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的相互关系
!

分别转染

EF?A"C

*

RLH

G

.234 @A

*

RLH

G

.234 85

于
6;)1

细胞中#采用

:".U3

检测
23485

与
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的结合作用)用抗
567

的单克

隆抗体沉淀蛋白复合物后电泳转膜#用
RLH

G

抗体进行免疫印

迹分析)

F̂+AFC,BL"A

结果表明#

6;)185

组在相对分子量

'1a$%

' 附近检测到
234 85

蛋白#见图
$

)上述结果提示

6;)1

细胞中
234 85

蛋白能与
567

结合)

!!

F̂+AFC,BL"A

检测
:".U3

蛋白复合物中的
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G

.234 85

蛋白#
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!全细胞裂解液

图
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外源性
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$

234 85

与
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的相互作用

E&E

!

外源性
234 85

对
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亚细胞定位的影响
!

在

<=61('7

细胞中分别转染
<5.567

和
RLH

G

.234 85

#荧光

染色后观察目标蛋白在细胞中的分布情况)结果显示#转染

<5.567

的
1('7

细胞#细胞核和细胞浆可见很强的
<5.
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特异性荧光#转染
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G
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的
1('7

细胞在细胞核

和细胞浆均可见荧光信号#而荧光信号主要集中于细胞胞质区

域#见图
15

)此外#共同转染
RLH

G

.234 85

和
<5.567

到

<=61('7

细胞#发现带红色荧光的
234 85

主要分布于细

胞胞质区域#而带绿色荧光的
567

蛋白也在细胞的胞质区域

)0$
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年
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!!

5

!

<=61('7

细胞中
RLH

G

.234 85

和
<5.567

蛋白的亚细胞定位%

9

!共同转染后
RLH

G

.234 85

和
567

蛋白的亚细胞定位%

<5.567

*

RLH

G

.234 85

呈红色荧光#

567

呈绿色荧光#细胞核
W53U

染色呈蓝色荧光#

4=DV=

为融合图像

图
1

!!

外源性
234 85

与
567

的亚细胞定位%

a0%%

&

累积#提示移位到胞质的
234

突变蛋白可能与
567

蛋白共

同定位于胞质中#见图
19

)

!!

5

!

::6./

法检测转染后各组
6;)1

细胞的体外增殖能力#

F̂+A.

FC,BL"A

图为转染后
6;)1

细胞中
234

和
234 85

的表达情况%

H

!

!

#

%&%$

#与
6;)1?$

组和
6;)1@A

组比较%

9

!

::6./

法检测
567

!

处理后各组
6;)1

细胞的体外增殖能力%

B

!

!

#

%&%$

#与
6;)1?$d

567

!

组和
6;)1@Ad567

!

组比较

图
'

!!

过表达
234 85

联合
567

!

对
6;)1

细胞体外

增殖的影响

E&F

!

外源性
234 85

与
567

对白血病细胞增殖的意义
!

图
'5

中结果显示#

6;)185

组和
6;)1@A

组与
6;)1?$

组相

比
234

表达量上升#仅
6;)185

组表达
234 85

)

::6./

法检测转染后
6;)1

细胞不同时间的生长曲线变化情况)结

果显示#

-1>

后
6;)185

组相对于
6;)1?$

组和
6;)185

组

细胞体外增殖能力明显增强$

!

#

%&%$

&#见图
'5

)观察
567

!

处理后各组细胞的体外增殖能力#结果发现#

0/>

后
6;)1

@A

组和
6;)1?$

组体外增殖能力明显被抑制#

6;)185

组细

胞仍能维持生长#差异有统计学意义意义$

!

#

%&%$

&#见图
'9

)

F

!

讨
!!

论

234

基因突变对白血病细胞的恶性转化具有重要调控作

用'

/

(

)

2565V5^5

等'

(

(提出#

234 :

末端色氨酸对
234

的核仁定位起主要作用#突变的
234:

末端存在额外的
2=S

核输出序列#可导致
234

移位到细胞胞质)

234

突变并胞

质移位后#

5DR

"

N

;'

的稳定性降低#癌蛋白
?.8

P

?

活性增强从

而导致细胞恶性增殖'

$%.$$

(

)目前的机制研究多集中于
234

突变后对核仁蛋白活性的改变#聚积在胞质中的
234

对胞质

蛋白的影响少有报道)

567

是调节造血的中央枢纽#可以通

过多种途径影响白血病细胞的增殖与凋亡)既往研究发现#

\:U

"

54X'

细胞中天然携带的
234 85

能够与
567

相互结

合#并可能参与调控细胞的增殖'

$1

(

)本研究进一步探讨外源

性的
234 85

与
567

的相互作用#观察外源性
234 85

对

567

的亚细胞定位的影响#进一步检测外源性
234 85

与

567

对白血病细胞增殖的意义)

采用
:".U3

检测
234 85

与
567

的结合作用#结果显

示#

6;)185

组在相对分子质量
'1a$%

' 附近检测到了
234

85

的蛋白条带#说明
234 85

能与
567

结合)

R5XU2U

等'

$'

(将突变的
234

转染到
2U<'7'

细胞发现#突变的
234

蛋白主要聚集在胞质中)本研究荧光染色结果显示#

234

85

主要集中分布于胞质#此结果与
R5XU2U

等'

$'

(研究一致)

-0$
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年
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而
567

弥散分布于细胞中#当共同转染
234 85

和
567

到

<=61('7

细胞后#

567

的定位发生改变#由弥散分布转移至

细胞胞质)此结果说明#

234

发生突变后#突变的
234

蛋白

可能携带
567

发生了转移并最终改变了
567

的亚细胞

定位)

为了观察外源性
234 85

与
567

对白血病细胞生物学

效应的影响#本研究选择不携带
234

突变基因的
6;)1

细胞

作为研究载体#通过慢病毒转染使
6;)1

细胞表达
234 85

蛋白)

::6./

法检测转染后
6;)1

细胞的体外增殖能力#结果

发现
6;)185

组细胞相对于
6;)1?$

组和
6;)1@A

组细胞体

外增殖能力明显增强#此结果在本课题组以往的研究中亦有阐

述'

$0

(

)

567

!

可抑制
567

的磷酸化激活)本研究中#采用

低剂量
567

!

处理
0/>

后#

6;)1@A

组和
6;)1?$

组体外增

殖能力被明显抑制#

6;)185

组细胞仍能维持生长#提示

234 85

能通过
567

调控
6;)1

细胞的体外恶性增殖)

综上所述#本研究证实外源性的
234 85

能够与
567

结合并改变
567

的亚细胞定位#且
234 85

能通过
567

调

控
6;)1

细胞的体外恶性增殖)进一步研究将继续探讨胞质

234 85

对
567

活性的调控方式及对
567

下游信号分子

的影响#而
234 85

对胞质中其他蛋白活性的影响亦是值得

研究的方向)深入探讨
234

突变蛋白在白血病发生*发展中

的机制#将为阐明白血病的致病机制提供新的理论依据)
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