
!论
!!

著!

+AA"

和
V7

&

结合共同调控
;,f3"'

表达的研究"

华
!

川"

!姚
!

婕$

#

"

":

中国人民解放军第二五二医院检验科!河北保定
'("'''

'

$:

第三军医大学西南医院检验科!重庆
%'''&?

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨急性髓性白血病"

3+A

$细胞中研究同源异型基因
"'

"

;,f3"'

$表达调控途径以及
;,f3"'

表达作为

3+A

防治新靶点的可能性&方法
!

以免疫共沉淀"

!B6<8

$和染色质免疫共沉淀"

!5<8

$实验检测混合系谱白血病蛋白
"

"

+AA"

$

和
V7

&

的相互作用!以确定
+AA"

是通过和
V7

&

形成蛋白质复合物结合到
;,f3"'

的启动子上!甲基化特异
8!7

"

+98

$检测

;,f3"'

启动子
!8S

岛甲基化状态'

[H2EHIK6L-BE

检测雌二醇"

V$

$刺激前后和
+AA"

表达沉默前后组蛋白
;&̂ %

甲基化状态!

以明确
+AA"

是否通过表观遗传学途径调控
;,f3"'

的表达'流式细胞技术检测组蛋白去甲基化酶"

A9*"

$处理白血病细胞前

后细胞凋亡改变&结果
!

+AA"

和
V7

&

与
;,f3"'

启动子上
V7V

区域结合在
V$

刺激后和
+AA"

表达沉默后明显增强!并且

;,f3"'

表达明显降低!

V$

刺激后组蛋白
;&̂ %

甲基化状态在明显高于刺激前!且
A9*"

可明显诱导白血病细胞凋亡&结论
!

+AA"

通过和
V7

&

形成蛋白复合体和
;,f3"'

启动子序列结合并通过表观遗传学途径调控
3+A

细胞的
;,f3"'

基因表达!

+AA"

介导的
;,f3"'

表达的改变有可能为
3+A

的治疗提供了一个新的方向&

关键词"同源异型基因
"'

'

!

混合系谱白血病蛋白
"

'

!

V7

&

'

!

急性髓性白血病
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)BDKNH2ED

C

JEHE5HHU

0

IH22DBKIH

C

1-JEDBKBO5B/HBEDF

C

HKH2"'

$

;,f3"'

%

DK

0

JE5B

C

HKH2D2BOJF1EH/

.

H-B6

F

.

EDF-H1̀H/DJ

$

3+A

%

FH--2

#

JKGEI

.

EBODKGE5HIH

C

1-JEDBK/HF5JKD2/BO;,f3"'DKJF1EH/

.

H-BF

.

EDF-H1̀H/DJFH---DKH2:@5;47?,

!

[DE5FB6D//1KB

0

IHFD

0

DEJEDBK

$

!B6<8

%

JKGF5IB/JEDKD//1KB

0

IHFD

0

DEJEDBK

$

!5<8

%#

E5HDKEHIIHJFEDBKLHEMHHK/DUHG-DKHJ

C

H-H1IH/DJ

5D2EBKH/HE5

.

-J2H2"

$

+AA"

%

JKGV7

&

MJ2EH2EHGEBFBKODI/ +AA"LDKG

0

IB/BEHIBO;,f3"'E5IB1

C

5OBI/DK

C0

IBEHDKFB/

0

-HU

MDE5V7

&

:+98MJ212HGEBF5HF̀ E5H/HE5

.

-JEDBK2EJE12BO;,f3"'

0

IB/BEHI:[H2EHIK6L-BEMJ212HGEBF5HF̀ E5HGDOOHIHKFHBO

;&̂ %/HE5
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-JEDBK2EJE12MDE5JKGMDE5B1EH2EIJGDB-

$

V$

%#

MDE5JKGMDE5B1E+AA" K̀BF̀GBMK:I5,E9;,

!

+AA"LDKGDK

C

EBV7V2

IH

C

DBKBO;,f3"'

0

IB/BEHI2H

#

1HKFHDKFIHJ2HGJKG;,f3"'HU

0

IH22DBKMJ2GBMKIH

C

1-JEHGMDE5V$2ED/1-JEDBKJKG +AA"

K̀BF̀GBMK:A9*"DKG1FHGJ

0

B

0

EB2D2BO3+AFH--2:=7-69E,+7-

!

<E5J2LHHKF-HJI-

.

GH/BK2EIJEHGE5JE;,f3"'D2EIJK2FID

0

EDBKJ--
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IH

C

6

1-JEHGL

.

+AA"

#

M5DF5

#

DKFBBIGDKJEDBKMDE5V7

&

#

0
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.

2JFIDEDFJ-IB-HDKE5D2

0

IBFH22MDE5H

0

D

C

HKHEDFMJ

.

JKG21

CC

H2E2J

0

BEHKEDJ-JKED6V$

EIHJE/HKEBO3+A:

J5

B

A78?,

!

5B/HBEDF

C

HKH2"'

&

!

/DUHG-DKHJ

C

H-H1IH/DJ5D2EBKH/HE5

.

-J2H2"

&

!

V7

&

&

!

JF1EH/

.

H-BF

.

EDF-H1̀H/DJ

!!

同源盒基因
;,f3"'

基因的表达与雌二醇$

V$

%依赖的

雌激素受体的活化相关#主要由于
;,3"'

启动子区域包含几

个雌激素反应元件$

V7V

%#且靠近
;,3"'

转录起始位点(

"

)

'

有研究结果表明#

;,f3"'

基因的表达不仅与
V$

依赖性肿瘤

发病相关还能在造血发育过程中具有双重调节作用#

;,f3"'

基因的高表达能诱导髓细胞的增殖而导致急性髓性白血病

$

3+A

%'混合系谱白血病蛋白$

+AA2

%可调控
;,f

基因的

表达#通过结合到
;,f

基因启动子区域#并且
+AA2

具有

;&6̂ %

甲基转移酶的功能(

$6&

)

'本课题组前期实验证明在白

血病细胞中#

+AA"

可结合到
;,f3"'

的启动子区域
V7V

上

并调节
;,f3"'

的表达'但
+AA

调控
;,f3"'

表达的具体

途径 尚 不 清 楚'为 了 探 讨
+AA"

在
3+A

中 如 何 调 控

;,f3"'

的表达#本研究以
3+A

细胞
;A6@'

和
);86"

为样

本#进一步探讨了
;,f3"'

在
3+A

中的具体表达调控机制'

$

!

材料与方法

$:$

!

材料来源
!

;A6@'

和
);86"

细胞均来自
3)!!

公司'

$:/

!

方法

$:/:$

!

细胞培养与
V$

处理白血病细胞株
!

;A6@'

和
);86"

细胞培养方法见卢圣栋主编的0现代分子生物技术1#用
"''

K/B-

"

A

的
V$

$

9D

C

/J

公司%刺激细胞#并在
?5

的时间点收获

细胞'

$:/:/

!

甲基化特异
8!7

$

+98

%检测
;,f3"'

启动子甲基化

引物序列
!

引物序列见表
"

'

$:/:'

!

反义寡核苷酸转染
!

严格按照
AD

0

BOHFEJ/DKH

)+

$'''>

$

<KNDEIB

C

HK

%试剂说明书进行转染#于转染前
"G

用无抗菌药物

的含
"''/A

"

A

胎牛血清的
78+<"@%'

调整细胞密度为
"Y

"'

@

"

/A

#接种于
"$

孔板#每孔
"'''

%

A

'转染当天换为
4''

%

A

无抗菌药物无血清
78+<"@%'

'取荧光标记的寡核苷酸链

":'

%

C

加到
4'

%

A

的
78+<"@%'

中混匀#再取
AD

0

BOHFEJ/D6

KH

)+

$'''$

%

A

#加到
4'

%

A

的
78+<"@%'

中混匀'室温放置

4/DK

后#将分别混有寡核苷酸链和
AD

0

BOHFEJ/DKH

)+

$'''

的

78+<"@%'

混合#室温放置
$'/DK

$寡核苷酸链与脂质体比值

+

4("$

+
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?
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!
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!
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为
":'

%

C

"

$/A

%'将上述混合物加入
"$

孔板中#轻轻混匀#

培养
@5

后#将培养基换为
4''

%

A

含
"''/A

"

A

胎牛血清的

78+<"@%'

#继续培养
$%5

后收获细胞'

表
"

!!

;,f3"'+98

引物序列

引物 序列$

4a

&

&a

%

;,f"'6+O 3)33S)))3))33)!SS!S33S))!

;,f3"'6+I 33)33333333!33333333!!S3)

;,f"'6\O 33S)))3))33))SS)S33S))

;,f3"'6\I !!33)33333333!33333333!!3

$:/:1

!

蛋白质印迹试验$

[H2EHIK6L-BE

%

!

细胞经各因素处理

后#收集细胞#加入蛋白裂解液
7<83

每孔
>'

%

A

#冰上静置
&'

/DK

后#

%g"$'''I

"

/DK

离心
&'/DK

#取上清液'总蛋白浓

度用二喹啉甲酸$

R!3

%法进行测定'每个样品取
@'

%

C

蛋白

在
"$b

的
9*9683SV

凝胶中电泳&电泳结束后转聚偏二氟乙

烯膜#分别与
;,f3"'

抗体$

"R$''

%*

S38*;

抗体$

"R$'''

%

孵育#然后与相应二抗孵育#最后应用化学发光试剂检测各蛋

白水平'

$:/:2

!

染色质免疫共沉淀
!

严格按照
)5HI/B

公司
!5<8

试

剂盒说明书进行操作!$

"

%用甲醛在体内将
*T3

结合蛋白与

*T3

交联&$

$

%分离染色体$质%#剪切后的
*T3

小片段与结

合蛋白结合&$

&

%用特异性抗体与
*T3

结合蛋白结合#用沉淀

法分离复合体&反向交联操作释放出
*T3

#并消化蛋白质'以

得到的
*T3

为模板进行
8!7

扩增'

$:/:)

!

免疫共沉淀
!

严格按照
)5HI/B

公司
!,6<8

试剂盒说

明书进行操作!取
"'

%

A

蛋白质
3

琼脂糖珠#用适量裂解缓冲

液洗
&

次#每次
&'''I

"

/DK

离心
&/DK

'将预处理过的
"'

%

A

蛋白质
3

琼脂糖珠加入到和抗体孵育过夜的细胞裂解液中#

%g

缓慢摇晃#孵育
$

"

%5

#使抗体与蛋白质
3

琼脂糖珠耦联'

免疫沉淀反应后#在
%g

以
&'''I

"

/DK

速度离心
&/DK

#将琼

脂糖珠离心至管底&将上清液小心吸去#琼脂糖珠用
"/A

裂

解缓冲液洗
&

"

%

次&最后加入
"4

%

A

的
$Y9*9

上样缓冲液#

沸水煮
4/DK

'

$:/:.

!

流式细胞技术检测细胞凋亡
!

收集细胞#约
"Y"'

@

"

4Y"'

@

"

/A

#

4''

"

"'''I

"

/DK

离心
4/DK

#弃去培养液'

&/A

磷酸盐$

8R9

%缓冲液洗涤后离心去
8R9

#加入预冷的
('b

乙醇

固定#

%g

#

%

"

?5

'离心弃去固定液#

&/A8R9

重悬
4/DK

'

&''

目尼龙网过滤
"

次#

4''

"

"'''I

"

/DK

离心
4/DK

#弃去

8R9

'加
"/A

碘化丙啶染液#

%g

避光染色
&'/DK

'流式细

胞仪检测碘化丙啶#用氩离子激发荧光#激发光波长为
%??

K/

#发射光波波长大于
@&'K/

'

/

!

结
!!

果

/:$

!

免疫共沉淀技术检测
V$

刺激前后
+AA"

和
V7

&

的结合

情况
!

以
!B6<8

检测
;A6@'

和
);86"

在
V$

刺激后
+AA"

和

V7

&

的结合情况#结果显示#

+AA"

和
V7

&

结合在
V$

刺激后

明显升高#见图
"

'

/:/

!

;A6@'

和
);86"

细胞株在
V$

刺激
?5

后的
V7

&

*

+AA"

与
;,f3"'

启动子
V7V

结合分析
!

以
!5<8

检测
;A6@'

和

);86"

以
V$

激活后的
V7

&

#

+AA"

和
;,f3"'

启动子
V7V

结合的变化'从图
$

可以看出#

V$

刺激后#

V7

&

#

+AA"

和

;,f3"'

启动子
V7V"

和
V7V$

的结合明显增强'

/:'

!

V$

刺激和
V7

&

表达降低后
;&̂ %

甲基化水平变化
!

以

[H2EHIKL-BE

检测
;A6@'

和
);86"

在
V$

作用后以及敲除

V7

&

后
;&̂ %

甲基化状态的变化#

;&

作为上样质控'从图
&

可以看出#

V$

刺激后
;&̂ %

甲基化增强#而
V7

&

敲除后
;&̂ %

甲基化明显减弱'

图
"

!!

!B6<8

检测
;A6@'

和
);86"

在
V$

刺激

后
+AA"

和
V7

&

的结合情况

图
$

!!

!5<8

检测
V$

刺激前后
V7

&

%

+AA"

和

;,f3"'

启动子
V7V

和
V7V$

结合

!!

注!

3

为
;A6@'

和
);86"

在
V$

作用后甲基化状态的变化&

R

为

V7

&

敲除后
;&̂ %

甲基化状态的变化

图
&

!!

[H2EHIKL-BE

检测
V$

依赖的
V7

&

的表达

对
;&̂ %

甲基化状态的影响

/:1

!

;,f3"'

启动子甲基化分析
!

+98

检测
+AA"

表达沉

默前后
;,f3"'

启动子甲基化状态#可以看出
+AA"

表达沉

默后
;,f3"'

启动子为高甲基化状态#见图
%

'

!!

注!

+

为
*A$'''

标准&

$

"

&

代表
;,f3"'

启动子甲基化状态#

%

"

4

代表
+AA"

表达沉默后
;,f3"'

启动子甲基化状态#

@

代表空白

图
%

!!

+98

检测
+AA"

敲除后
;,f3"'

启动子甲基化变化

/:2

!

组蛋白去甲基化对白血病细胞的致凋亡作用
!

以流式细

胞技术检测白血病细胞株组蛋白去甲基化后凋亡作用#

;A6@'

和
);86"

组蛋白去甲基化后可导致细胞凋亡#见图
4

'
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#
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0
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!

HNJ-1JEDBKBOJE5HIJ6

0

H1EDFB

0

EDBKDKE5H/JKJ

C

H/HKEBOJKEDF5B-DKHI

C

DFIHOIJF6

EBI

.
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(

_

)

:<KE\IB

C.

KHFB-_

#

$'"%

#

$4

$

?

%!
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(

4

) 胡浩#许克新#张晓鹏#等
:

伴有膀胱过度活动症症状的前

列腺增生患者尿液中脑源性神经营养因子的表达(

_

)

:

北

京大学学报$医学版%#

$'"%

#

%@

$

%

%!

4">64$&:

(

@

)

3KE1KH26AB

0

H2)

#

8DKEB7

#

RJEEB29!
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处理后细胞凋亡作用
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;,f3"'

基因在激素依赖的肿瘤例如卵巢癌中被证明是

低表达#说明它可能是一类新的抗癌基因#而在血液系统里

;,f3"'

发挥致癌作用'本研究前期实验发现
+AA"

可调控

;,f3"'

的表达但是具体途径不清楚#进一步研究发现

+AA"

具有组蛋白
;&̂ %

特异性甲基化转移酶的功能#能特异

性调控组蛋白
;&̂ %

甲基化#而
;&̂ %

的甲基化可导致

;,f3"'

基 因 启 动 子
!

0

S

岛 低 甲 基 化#证 明
+AA"

对

;,f3"'

的调控是通过表观遗传学途径(

%

)

'

本研究在前期研究的基础上经一步 证 实
+AA"

对

;,f3"'

的调控作用是通过表观遗传学途径'

3+A

细胞以

"''K/B-

"

A

的
V$

处理后以免疫共沉淀技术检测
+AA"

和

V7

&

的相互作用#发现在
"''K/B-

"

AV$

刺激下
+AA"

和
V7

&

的结合会明显升高'为了进一步研究
+AA"

#本研究运用染色

质免疫共沉淀技术分别检测
3+A

细胞在
V$

刺激前后

+AA"

#

V7

&

分别与
;,f3"'

启动子上
V7V"

和
V7V$

的结

合改变#发现在
V$

刺激后
V7

&

与
;,f3"'

启动子上
V7V"

和
V7V$

的结合明显高于无
V$

刺激组#且
+AA"

与
;,f3"'

启动子上
V7V"

和
V7V$

的结合也明显高于无
V$

刺激组#表

明雌激素依赖的
V7

&

活化对
+AA"

蛋白的招募作用#而
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通过与
V7

&

的相互作用结合到
;,f3"'

启动子上的

V7V"

和
V7V$

序列并调控
;,f3"'

的表达'并且
V$

刺激

后
;&̂ %

的甲基化程度明显高于无
V$

刺激组#而
V7

&

敲除后

;&̂ %

的甲基化程度明显低于无
V$

刺激组#说明
+AA"

对

;,f3"'

的表观遗传学调控作用'上述结果表明
V7

&

和
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在
;,f3"'

调控的
3+A

发病机制中的重要作用'在

组蛋白去甲基化酶
A9*"

处理细胞后发现
3+A

细胞的凋亡

明显增加#为白血病的致病机制分析和治疗提供了一个新的
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