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siRNA沉默EZH2对HL-60细胞迁移、
增殖能力的影响及其机制*
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  [摘要] 目的 探讨人类同源基因2(EZH2)对人急性早幼粒细胞白血病细胞系 HL-60细胞迁移、增殖能

力的影响及其机制。方法 通过慢病毒转染技术用siRNAs沉默 HL-60细胞的EZH2基因,用实时荧光定量

PCR(qRT-PCR)及 Western
 

blot验证3个不同序列的siRNA敲除EZH2的效果并筛选出最佳序列。随后用

CCK-8和流式细胞术分别检测细胞增殖活性和凋亡,并用Transwell迁移小室试验检测细胞的迁移能力,用

Western
 

blot方法检测细胞迁移、增殖及凋亡相关蛋白的表达水平。结果 在 HL-60细胞中用siRNAs敲除

EZH2后其增殖能力下降(P<0.05),凋亡增加(P<0.05)。Transwell迁移小室试验结果显示,HL-60细胞敲

除EZH2组(siEZH2组)的下室细胞比例比HL-60野生株细胞组(wild组)和空病毒组(NC组)明显降低;苏木

素染色后发现siEZH2组膜上细胞基数明显低于wild组和NC组。Western
 

blot检测显示,siRNA沉默EZH2
后细胞迁移相关蛋白基质金属蛋白酶2(MMP-2)表达下调,E-钙黏蛋白(E-cadherin)上调,增殖及凋亡相关蛋

白B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)基因下调,而半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3(caspase-3)上调。结论 在 HL-60细胞中

敲除EZH2基因后其增殖、迁移能力下降,凋亡增加。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

EZH2
 

on
 

the
 

migration
 

and
 

prolifera-
tion

 

ability
 

of
 

acute
 

promyelocytic
 

leukemia
 

HL-60
 

cells.Methods siRNAs
 

were
 

used
 

to
 

silence
 

the
 

EZH2
 

gene
 

in
 

HL-60
 

cells
 

by
 

lentiviral
 

transfection.The
 

effect
 

of
 

three
 

different
 

sequences
 

of
 

siRNA
 

knocking
 

out
 

EZH2
 

was
 

confirmed
 

by
 

quantitative
 

reverse
 

transcriptase
 

-
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(QRT-PCR)
 

and
 

West-
ern

 

blot,moreover
 

the
 

optimal
 

sequence
 

was
 

screened
 

out.Subsequently,the
 

cell
 

proliferation
 

activity
 

and
 

ap-
optosis

 

were
 

detected
 

by
 

cell
 

counting
 

kit-8
 

(CCK-8)
 

and
 

flow
 

cytometry,the
 

cell
 

migration
 

ability
 

was
 

detec-
ted

 

by
 

Transwell
 

migration
 

assay,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

migration,proliferation
 

and
 

apoptosis
 

associated
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results After
 

siRNAs
 

knocking
 

out
 

EZH2
 

in
 

HL-60
 

cells,the
 

prolif-
eration

 

ability
 

was
 

decreased
 

(P<0.05)
 

and
 

apoptosis
 

was
 

increased
 

(P<0.05).The
 

Transwell
 

migration
 

chamber
 

test
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

ratio
 

of
 

migrated
 

cells
 

in
 

the
 

lower
 

compartments
 

in
 

EZH2
 

group
 

(siEZH2
 

group)
 

was
 

significantly
 

decreased
 

compared
 

with
 

that
 

in
 

the
 

HL-60
 

wild
 

cells
 

group
 

(wild
 

group)
 

and
 

empty
 

virus
 

group
 

(NC
 

group),and
 

the
 

cells
 

base
 

number
 

on
 

the
 

membrane
 

in
 

the
 

siEZH2
 

group
 

was
 

sig-
nificantly

 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

wild
 

group
 

and
 

NC
 

group
 

after
 

Hematoxylin
 

staining.The
 

Western
 

blot
 

de-
tection

 

found
 

that
 

after
 

silencing
 

EZH2
 

by
 

siRNA,the
 

expression
 

of
 

migration-related
 

protein
 

MMP-2
 

was
 

down-regulated
 

and
 

E-cadherin
 

was
 

up-regulated;and
 

the
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

related
 

protein
 

B-cell
 

lymphoma-2
 

(Bcl-2)
 

gene
 

was
 

down-regulated,while
 

caspase-3
 

was
 

up-regulated.Conclusion After
 

EZH2
 

knocking
 

out
 

EZH3
 

gene
 

in
 

HL-60
 

cells,its
 

proliferation
 

and
 

migration
 

ability
 

is
 

decreased
 

and
 

apoptosis
 

is
 

increased.
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  初诊的急性髓系白血病(AML)患者中有30%~
40%可伴有髓外浸润(EMI),EMI主要表现为淋巴结

肿大、皮肤结节、齿龈增生、中枢神经系统的侵犯及肝

脾肿大等[1]。急性早幼粒细胞白血病(APL)占成人

AML的10%~15%,具有特殊的生物学和遗传学特

征。APL常起病较凶险,有10%~20%的患者死于

早期出血。EMI在 APL中发生不少见,且研究显示

EMI与AML患者预后差相关[2]。作为多梳家族蛋

白(PcG)中具有催化活性的亚基,果蝇zeste基因增强

子的人类同源基因2(EZH2)是主要起组蛋白甲基转

移酶的作用,通过甲基化修饰核小体组蛋白 H3K27
位点赖氨酸调节细胞分化、增殖及肿瘤的形成[3-4]。
有研究发现,EZH2在多种恶性实体肿瘤如肾癌、肺
癌及甲状腺癌迁移及预后差相关[5-7],且有研究报道

EZH2抑制剂在体外有抗白血病作用[8]。但是EZH2
在白血病的作用及其参与EMI的机制研究较少。本

课题前期研究证实人APL细胞系 HL-60和Kasumi-
1细胞均高表达EZH2,且已通过实验证实在 Kasu-
mi-1

 

细胞株中EZH2促进其细胞迁移、增殖,抑制其

凋亡[9]。本研究旨在探究EZH2对HL-60细胞迁移、
增殖能力的影响及可能的机制,以为 APL的表观遗

传学治疗提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 材料及试剂

55例初治AML患者骨髓单个核细胞标本来源

于南方医院血液科。HL-60细胞购自天津血液病研

究所。细胞的培养基为含有10%新生牛血清(杭州四

季青 公 司,中 国)的 RPIM-1640培 养 基(Hyclone,
USA),并添加100

 

U/L青霉素、100
 

μg/L
 

链霉素;在
含有37

 

℃、5%
 

CO2 饱和湿度条件进行培养。RNA
 

提取试剂Trizol试剂盒及逆转录试剂盒均购自中国

TaRaRa公司。EZH2和β-actin基因引物均由上海

英俊捷基公司设计并合成。核蛋白/胞浆蛋白试剂盒

购自中国弗德生物公司,半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3
(caspase-3)单 抗、EZH2单 抗、基 质 金 属 蛋 白 酶2
(MMP-2)单抗、H3K27me3单抗、E-钙黏蛋白(E-cad-
herin)单抗、B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)单抗、GAPDH单

抗均购自美国Cell
 

Signaling
 

Technology(CST)公司,
二氨基联苯胺(DAB)显色液购自中国DAKO公司。
能够敲除EHZ2的3种不同序列小干扰 RNA(siR-
NA-1:AAC

 

AGC
 

TGC
 

CTT
 

AGC
 

TTC
 

A,siRNA-
2:AAC

 

AGC
 

TCT
 

AGA
 

CAA
 

CAA
 

A,siRNA-3:
GGA

 

TAG
 

AGA
 

ATG
 

TGG
 

GTT
 

T)
 

及对照组空病

毒(NC:TTC
 

TCC
 

GAA
 

CGT
 

GTC
 

ACG
 

T)购自中

国吉凯基因。
1.2 方法

1.2.1 实 时 荧 光 定 量 PCR(qRT-PCR)方 法 检 测

EZH2表达

qRT-PCR方法检测AML患者骨髓EZH2
 

mR-
NA的表达水平,并分析其表达与临床特征的关系。
1.2.2 建立敲除EZH2的HL-60细胞株

6孔板接种对数生长期的 HL-60细胞,使每个孔

细胞数为1×105 个,HL-60细胞分别用3种不同序

列siRNA 的慢病毒(分别为siRNA-1组、siRNA-2
组、siRNA-3组)及空载体慢病毒(为 NC组,而未转

染的HL-60则为 wild组)转染,培养72
 

h后在荧光

显微镜下拍照。随后流式细胞术用来检测细胞的绿

色荧光蛋白(GFP)转染率,并筛选出GFP阳性的细

胞,用qRT-PCR及 Western
 

blot验证3个不同序列

的siRNA敲除EZH2的效果并筛选出最佳序列记为

siEZH2组,体外扩大培养。
1.2.3 Transwell实验检测细胞迁徙能力

细胞的迁移能力用Transwell迁移小室实验来检

测,小室基底膜的孔径为8
 

μm。HL-60的3个处理

组细胞株(wild、NC和siEZH2组),用磷酸缓冲盐溶

(PBS)分别洗涤细胞2次,RPIM-1640培养基重悬细

胞使细胞浓度为3×106 个/L。分别取3×105 个细

胞接种到Transwell小室的上室。下室加入500
 

μL
各自细胞所需含有血清的正常培养基,在含有37

 

℃、
5%

 

CO2 饱和湿度条件下培养18
 

h后,对迁移到下室

的细胞进行计数。同上处理各组细胞,培养时间为10
 

h。取出小室,用苏木素对小室膜上细胞进行染色,选
择相同位置的5个视野进行计数并拍照。上述实验

均重复3次。
1.2.4 CCK8检测细胞增殖活性

CCK8实验用来检测细胞的增殖活性,将 HL-60
的wild、NC、siEZH2

 

3组对数生长期的细胞接种于

96孔板,调整每孔细胞数为1×104 个,各组设3个复

孔。分别于0、24、48、72、96
 

h后加入CCK8试剂,培
养3

 

h后在酶标仪下测定各孔450
 

nm吸光度(A)值,
以上试验重复3次。
1.2.5 流式细胞术检测细胞凋亡

细胞凋亡用细胞凋亡双标检测试剂盒膜联蛋白

V-异硫氰酸荧光素/碘化丙啶(Annexin
 

V-APC/PI)
检测,用PBS液漂洗wild、NC、siEZH2

 

3组细胞,1×
Binding

 

Buffer漂洗细胞1次离心弃上清液,随后用

100
 

μL
 

1×Binding
 

Buffer重悬3组细胞,加5
 

μL
 

Annexin
 

V-APC,室温光孵育15
 

min。1×Binding
 

Buffer漂洗细胞1次之后离心弃上清液,在200
 

μL
 

1×Binding
 

Buffer重悬的3组细胞中加入5
 

μL
 

PI;
用流式细胞仪来检测细胞凋亡。
1.2.6 qRT-PCR及 Western

 

blot方法检测相关基
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因及蛋白表达

采用qRT-PCR方法检测相关基因表达,具体方

法同本课题组前期研究[10-11]。Western
 

blot方法用

来测定相关蛋白,取HL-60的wild、NC、siEZH2
 

3组

细胞提取蛋白,蛋白浓度用二喹啉甲酸(BCA)法检

测,行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE)之后转膜,加入一抗在4

 

℃冰箱孵育过夜,次
日洗膜之后加入二抗孵育2

 

h。以GAPDH 为内参,
化学发光显色后拍照分析EZH2、组蛋白 H3第27位

赖氨酸上三甲基化(H3K27me3)、MMP-2及E-cad-
herin蛋白表达水平。
1.3 统计学处理

数据用SPSS13.0
 

软件分析,用2-ΔCT 表示EZH2
 

mRNA表达水平,计量资料以x±s表示,符合正态

分布的两组比较采用t检验(方差齐时)或校正t检验

(方差不齐时);多组间比较采用 One-Way
 

ANOVA
检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 AML患者EZH2表达水平与临床特征的关系

55例AML患者EZH2表达与临床特征的关系,
在AML中高表达EZH2患者EMI发生率明显升高

(P<0.01),见表1。
2.2 各组细胞EZH2的表达水平比较

在HL-60细胞中转染载有不同siRNA片段的慢

病毒,培养72
 

h,荧光显微镜下拍照,见图1。qRT-PCR
及 Western

 

blot检测EHZ2基因及蛋白表达均下调。
siRNA-1组EZH2

 

mRNA(0.003
 

0±0.000
 

2)明显低于

siRNA-3组 (0.004
 

3±0.000
 

1)和 siRNA-2 组

(0.006
 

4±0.000
 

6),差 异 均 有 统 计 学 意 义(P<
0.001)。

 

其中以siRNA-1(序列AAC
 

AGC
 

TGC
 

CTT
 

AGC
 

TTC
 

A)下调 HL-60细胞的 EZH2最明显,
Western

 

blot检测结果与PCR结果一致,流式筛选

siRNA-1组GFP阳性细胞体外扩大培养用于后续实

验,随后检测NC、siEZH2、wild
 

3组细胞EZH2的表

达,qRT-PCR及 Western
 

blot结果均显示,siEZH2
组EZH2表达均明显低 于 NC 组 及 wild组(P<
0.001),见图2。
2.3 各组HL-60细胞增殖活性及凋亡率比较

CCK8实验提示在 HL-60细胞中敲除EZH2后

siEZH2组的增殖能力明显下降(P<0.05)。通过流

式细胞术检测细胞凋亡,发现siEZH2组细胞凋亡明

显增加(P<0.05),见图3。

  A:siRNA-1组;B:siRNA-2组;C:siRNA-3组。

图1  荧光显微镜下拍照观察细胞GFP表达(×200)

  a:P<0.001,与wild组比较;bP<0.001,与siRNA-1组比较。

图2  Western
 

blot和qRT-PCR检测EZH2的表达水平

表1  AML患者EZH2表达与临床特征关系

项目 n 低表达(n=23) 高表达(n=32) χ2/Z P
 

性别(男/女) 55 5/18 21/11 10.3400.001

年龄▲ 55 31.09 25.78 1.2130.225

BM%▲ 55 26.39 29.16 -0.6310.526

PB%▲ 54 22.50 31.21 -2.0120.044

WBC▲ 55 22.11 32.23
 

-2.3120.021

LDH(正常/升高) 47 8/12 3/24 3.8590.049

EMI(无/有) 55 18/5 7/25 17.1600.001
核型(正常/复杂) 38 12/2 23/1 0.2420.623

续表1  AML患者EZH2表达与临床特征关系

项目 n 低表达(n=23) 高表达(n=32) χ2/Z P
 

预后(低/中/高) 47 2/15/2 4/22/2 0.278 0.870

诱导(DA/IA)# 55 10/13 18/14 0.873 0.350

巩固(a/b/c) 44 6/6/6 15/1/10 7.495 0.024

  ▲:平均秩;#:诱导方案中8例 HA合并到DA,3例 MA合并到

IA;BM%:骨髓原始细胞比例;PB%:外周血原始细胞比例;a:诱导方

案联合小于4个疗程的中、大剂量阿糖胞苷(MD/HD-Ara-C);b:诱导

方案联合大于或等于4个疗程 MD/HD-Ara-C或自体造血干细胞移植

(auto-HSCT);c:诱导方案联合异基因 HSCT(allo-HSCT)。
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2.4 各组 HL-60细胞敲除EZH2后细胞迁移能力

比较

Transwell迁移实验中siEZH2组的下室细胞比

例[(4.50±0.26)%]明 显 低 于 wild组[(9.05±

0.30)%]和NC组[(9.03±0.27)%],差异有统计学

意义(P<0.001);苏木素染色后发现siEZH2组小室

膜上细胞基数比wild组和NC组明显降低,差异有统

计学意义(P=0.001),见图4。

  a:P<0.05,与siEZH2组比较。

图3  CCK8及流式细胞术检测 HL-60细胞增殖及凋亡

  a:P<0.001,与siEZH2组比较。

图4  Transwell实验检测 HL-60细胞的迁移能力

2.5 各组 HL-60细胞敲除EZH2后 H3K27me3和

MMP-2蛋白水平比较

在HL-60细胞中敲除EZH2,H3K27me3和MMP-
2蛋白均明显下调(P<0.05),而E-cadherin则上调

(P<0.05),同时发现EZH2下调后抗凋亡蛋白Bcl-2
亦下调,而细胞凋亡途径关键蛋白caspase-3上调,见
图5。

图5  Western
 

blot检测相关蛋白表达

3 讨  论

  
 

EZH2作为PcG蛋白家族成员之一,在多种肿

瘤中起原癌基因作用。EZH2参与调节细胞分化、增
殖及肿瘤的形成[3],有研究显示EHZ2与多种实体肿

瘤迁移能力相关[5-7]。APL为白血病中一种特殊类

型,EMI发生率较高,EMI中以中枢浸润较常见,一
旦发生中枢侵犯预后较差。目前国内外有关APL与

EZH2的关系及其EMI机制研究极少。本课题组前

期研究已证实在AML细胞株HL-60及Kasumi-1存

在EZH2高表达,且在 Kassumi-1细胞中证实敲除

EZH2细胞凋亡增加,增殖减慢,机制研究显示EZH2
通过调控E-cadherin蛋白及p-ERK/p-cmyc/MMP-2
通路影响细胞迁移[9-10]。且 TANAKA等[11]研究显

示,在 HL-60细胞中下调EZH2可抑制其增殖。因

此,本研究猜测EZH2与APL细胞增殖、凋亡及迁移

相关。本研究旨在探究在 HL-60中敲除EZH2对细

胞的增殖、凋亡及迁移的影响及其可能的机制。
相对于实体肿瘤的迁移而言,在白血病中则表现

为EMI,白血病一旦发生EMI则预后较差。MMPs、
黏附分子、趋化因子及E-cadherin异常表达均可影响

白血病细胞EMI。当骨髓中白血病细胞表面的黏附

因子表达异常时其黏附能力下降促使细胞趋化黏附

于血管内皮上,进而分泌 MMPs促使细胞外基质降

解,最终细胞迁移至骨髓外导致EMI[12-14]。相关研究
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表明,在AML中EMI的发生亦与 MMPs表达增加

密切相关[15-16]。EZH2可通过甲基化肾癌、口腔癌细

胞核小体组蛋白下调E-cadherin表达从而增强细胞

的转移能力[5,17]。本研究结果显示,在 HL-60细胞中

敲除EZH2后E-cadherin表达上调,MMP-2下调,细
胞迁移能力减弱。因此,本研究认为EZH2可能通过

上调HL-60细胞的 MMP-2降解细胞外基质或通过

下调E-cadherin来增强APL细胞迁移能力。
EZH2主要通过甲基化周期蛋白、抑癌基因等靶

基因参与调节细胞分化增殖及肿瘤的形成[4]。林璐

慧等[18]研 究 发 现,敲 除 EZH2 后 HL-60 细 胞 中

H3K27me3亦下调从而导致Bcl-2下调促进细胞凋

亡。Bcl-2是一种癌基因,具有抑制凋亡的作用。有

研究报道,在HL-60细胞存在Bcl-2过表达,抑制Bcl-
2的表达能够增加细胞凋亡关键基因caspase-3活性,
进而抑制细胞增殖并促进其凋亡[19]。本研究发现,敲
除EZH2后 HL-60细胞的增殖减弱、凋亡增加。本

研究认为,敲除EZH2后对组蛋白
 

H3K27的甲基化

作用减弱,进而其对靶基因抑制作用减弱,从而引起

Bcl-2下调及caspase-3上调。
综上所述,EZH2可能通过上调 Bcl-2及下调

caspase-3促进HL-60细胞增殖并抑制其凋亡。临床

中使用去甲基化药物如地西他滨及阿扎胞苷治疗白

血病可能基于表观遗传学调控,这为将来使用EZH2
抑制剂或其他类型去甲基化药物治疗白血病提供一

定理论基础,更深的机制研究仍需进一步探究。在

APL细胞株(HL-60)中敲除EZH2能有效抑制其增

殖和迁移能力,并促进其凋亡,且 EZH2可能通过

MMP-2及E-cadherin影响 HL-60细胞的迁移能力,
EZH2可能通过调节Bcl-2及caspase-3影响 HL-60
细胞增殖凋亡,这将为 APL表观遗传学治疗提供新

靶点。
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