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!!'摘要(!目的!将已构建验证成功的重组腺病毒 C8A4.B(M9M"感染至 :9A%&细胞中&探讨其对 :9A%&细

胞增殖及全反式维甲酸!CIVC"诱导的 :9A%&细胞分化的影响及机制)方法!将验证正确的腺病毒经D*-32.01+

465H23+辅助感染 :9A%&细胞&检测感染效率&用VIAD(V和 ?+43+*1/5-3检测目的基因在 :9A%&细胞中的表达情

况)GII法检测细胞增殖情况)病毒感染:9A%&细胞"'L后&用"$K#.-5*9CIVC处理&流式细胞术!F(G"检

测细胞表面分化抗原()!!/的表达)VIAD(V和 ?+43+*1/5-3检测A(G&A 基因在 .VJC和蛋白水平的表达)

结果!在D*-32.01+465H23+辅助感染作用下&重组腺病毒 C8A4.B(M9M"和阴性对照腺病毒 C8A<E对 :9A%&细

胞的感染效率可达W&[%B&[)4.B(M9M"基因的VIAD(V和 ?+43+*1/5-3结果显示&感染了重组腺病毒 C8A

4.B(M9M"的 :9A%&细胞的4.B(M9M"基因的.VJC及蛋白表达水平明显增高!!$&$&K")GII法检测表明

感染了重组腺病毒C8A4.B(M9M"的细胞增殖能力增高 !!$&$&K")F(G检测结果显示&经CIVC处理后&感染

C8A4.B(M9M"重组腺病毒的 :9A%&细胞&()!!/表达较阴性对照组和未感染组下调!!$&$&K")A(G&A 基因的

VIAD(V和 ?+43+*1/5-3检测结果表明&经CIVC处理后&感染C8A4.B(M9M"重组腺病毒的细胞A(G&A基因的

.VJC和蛋白水平均高于其他两组!!$&$&K")结论!重组腺病毒C8A4.B(M9M"可以促进 :9A%&细胞的增殖&

并通过上调A(G&A基因的表达&抑制CIVC诱导的 :9A%&细胞分化)

'关键词(!重组腺病毒!J9;AVCV!!:9A%&细胞!CIVC!细胞增殖!细胞分化
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'E=B>F'$>(!H=I,$>#*,!I-+R@5-*+3L++HH+,3218.+,L2104.-H*+,-./01+828+1-O0*64,2**P0174.B(M9M"

7+1+-1@*-50H+*230-1-H:9A%&,+5542183L+80HH+*+130230-1-H:9A%&,+5540186,+8/PCIVCN+,>%;-B!:9A%&,+554

Q2401H+,3+8Q03LC8A4.B(M9M"218,-13*-5O0*64C8A<ENIL++HH0,0+1,P-H01H+,30-1Q248+3+,3+8/PF(GNIL+

.VJC218 @*-3+015+O+54-H 4.B(M9M" Q+*+244+44+8 /P V+25A30.+ D(V !VIAD(V"218 ?+43+*1 /5-3&

*+4@+,30O+5PNGII2442PQ+*+2@@50+83-8+3+*.01+@*-50H+*230-1-H:9A%&,+554N(+5546*H2,+80HH+*+130230-121307+1

()!!/-H01H+,3+8:9A%&,+550186,+8/PCIVCQ24+R2.01+8/PF(GNIL+.VJC218@*-3+015+O+54-H(AGc(

-H01H+,3+8:9A%&,+550186,+8/PCIVCQ+*+8+3+*.01+8/PV+25A30.+D(V !VIAD(V"218?+43+*1/5-32442PN

:,B&?>B!IL++HH0,0+1,P-H01H+,30-1-HC8A4.B(M9M"218C8A<E-1:9A%&,+55Q24W&[AB&[NIL+.VJC218

@*-3+015+O+54-H4.B(M9M"7+1+-H:9A%&,+554QL0,L01H+,3+8Q03LC8AJ9;AVCV!Q+*+/-3L-/O0-645PL07L+*

3L213L23-H3L+,+554QL0,L01H+,3+8Q03LC8A<E2181-1A01H+,3+8!!$&N&K"NIL+@*-50H+*230-12/0503P-H:9A%&,+55

01H+,3+8Q03LC8A4.B(M9M"Q2440710H0,2135P01,*+24+8!!$&N&K"NIL+5+O+5-H()!!/-H:9A%&,+5501H+,3+8Q03L

C8A4.B(M9M"2180186,+8/PCIVC Q24,5+2*5P8+,*+24+83L21,-13*-57*-6@4!!$&N&K"NIL+.VJC218

@*-3+015+O+54-H(AGc(7+1+-H:9A%&,+55401H+,3+8Q03L C8A4.B(M9M"2180186,+8/P CIVC Q+*+/-3L

-/O0-645PL07L+*3L213L23-H3L+,+554QL0,L01H+,3+8Q03LC8A<E2181-1A01H+,3+8!!$&N&K"N8;($?&B#;(!IL+

*+,-./01+828+1-O0*64 C8A4.B(M9M" ,2101,*+24+3L+@*-50H+*230-12/0503P-H :9A%&,+55&21801L0/033L+

80HH+*+130230-1-H:9A%&,+553L*-67L*+86,+3L++R@*+440-15+O+5-HA(G&A7+1+N

'J,GK;F-B(!!V+,-./01+828+1-O0*64!!J9;AVCV!!!:9A%&,+554!!CIVC!!(+55@*-50H+*230-1!!

(+5580HH+*+130230-1
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!!急性早幼粒细胞白血病!2,63+@*-.P+-50,

5+6S+.02&CD9"是急性髓细胞白血病的一个特殊

类型&其特征性的3!!K#!W"!!Kj""#!Wj"!"的染色

体易位&导致!G.(M9M"融合基因的形成
/!0&表达
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DG9AVCV!融合蛋白)该融合蛋白在CD9的发生

发展中起着重要作用
/"0&但并非始终以整体的形式

发挥作用)921+等
/#0
发现&/,*!型DG9AVCV!可

被中性白细胞弹性蛋白酶!1+63*-@L05+524324+&JM"

切割成相对分子质量分别约为K# !̂&#
和%X^!&#

的两种变异蛋白&分别为缺失核定位信号的DG9

和带核定位信号的VCV!!J9;AVCV!")该切割作

用对野生型VCV!的细胞内定位与功能必定会产

生影响)本研究通过过表达4.B(M9M"基因&观察

其对CD9细胞增殖分化的影响)由于悬浮细胞采

用脂质体转染比较困难&故前期构建了重组腺病毒

C8A4.B(M9M"&以提高转染效率)

:9A%&细胞是急性早幼粒白血病细胞&是血液

疾病研究中理想的细胞模型&因此本研究采用重组

腺病毒感染 :9A%&细胞&观察细胞增殖情况&及其

对全反式维甲酸!CIVC"诱导的 :9A%&细胞分化

的影响&并检测分化相关基因A(G&A 转录及翻译

水平的变化&初步探讨J9;AVCV!的生物学功能及

其机制)

1!材料与方法

1L1!材料

:9A%&细胞株购自中国科学院上海生命科学

研究院细胞资源库)高保真 K1))JC 多聚酶+

D(V.0R36*++总VJC提取试剂盒+逆转录试剂盒

购自 日 本 I2<2V2 公 司#琼 脂 糖 购 自 美 国

U1O03*-7+1公司#质粒小抽试剂盒购自美国 =.072

公司#VDGU!%'&培养基+胎牛血清!FY;"购自美国

ZUY(=公司#D*-32.01+465H23+购自9P.@L-.+8

公司#鼠抗人(AGc(抗体和兔抗人VCV!抗体均

购自美国;2132(*6T公司#羊抗兔和羊抗鼠二抗均

购自北京中杉金桥生物技术有限公司#抗()!!/单

抗购自德国Y)公司#所有引物均由上海生工生物

工程有限公司合成)

1L/!方法

1L/L1!重组腺病毒感染:9A%&细胞感染效率检测

在D*-32.01+465H23+辅助作用下!具体步骤参考说

明"&用重组腺病毒 C8A4.B(M9M" 和阴性对照腺

病毒C8A<E感染:9A%&细胞&'BL后收集细胞&上

流式细胞仪检测感染效率)

1L/L/!VIAD(V 检 测 感 染 细 胞 中 4.B(M9M"

.VJC的表达!取对数生长期的 :9A%&细胞分别

感染C8A4.B(M9M"重组腺病毒及阴性对照腺病

毒C8A<E&'BL后提取细胞总 VJC&逆转录为

,)JC&取!#9,)JC进行D(V&4.B(M9M"上游

引 物 序 列$KhACIZIC(Z((II(I((CI(CCCA

#h&下游引物序列$KhAI(C(ZZZZCZIZZZIZA

#h&扩增片段为!K&%/@)D(V反应条件$XK\预

变性K.01&XK\变性#&4&%K\退火#&4&W"\延

伸!&&4&共#&个循环#W"\再延伸K.01)内参$A

2,301基因引物序列$上游D#$KhA(C((C(C((II

(IC(CCIZCZ(A#h&下游D'$KhAZIZCI(I((I

I(IZ(CI((IZIA#h&扩增片段长度为W&&/@)

D(V反应条件$XK\预变性K.01#XK\变性#&4&

K%\退火#&4&W"\延伸'K4&共"B个循环#W"\

再延伸K.01)D(V产物经!&7*9琼脂糖凝胶电

泳检测&用 i621303P-1+软件进行灰度分析&以目

的条带灰度值与内参条带灰度值比值作为目的基因

.VJC相对表达量)以未感染病毒的细胞为对照)

1L/L2!?+43+*1/5-3检测感染细胞中J9;AVCV!

蛋白的水平!取对数生长期的 :9A%&细胞分别感

染C8A4.B(M9M" 重组腺病毒及阴性腺病毒 C8A

<E&'BL后提取细胞总蛋白)测定蛋白浓度&取

!&&#7进行;);ADC)M电泳)以半干转法转至

D>)F膜上&用含K[脱脂奶粉的 IY;I封闭%L

后&孵兔抗人VCV!多克隆抗体!K[脱脂奶粉!_

K&&稀释"'\过夜&IY;I洗"次&每次!&.01&再

用IY;洗!&.01$ 后二抗!!_!&&&稀释"孵育&

"L后洗膜!步骤同上"&于暗室化学发光显影)用

i621303P-1+软件进行灰度分析&以目的条带灰度

值与内参条带灰度值比值作为目的蛋白相对表达

量)以未感染病毒的细胞为对照)

1L/L3!细胞增殖能力检测!GII法"!对数生长

期的:9A%&细胞"^!&'*.9均匀接种于X%孔板

中&每孔"&&#9&每组设'个复孔)感染病毒后分

别于"'+'B+W"+X%L加入"&#9浓度为K.7*.9

的 GII&#W\+K[(=" 培养箱中培养'L&用平板

离心机!&&&**.01+!&.01离心&弃上清&每孔加

"&&#9二甲基亚砜!)G;="显色!&.01&酶标仪

'X&1.测定吸光度)以未感染病毒的细胞为对照)

1L/L6!流式细胞术检测细胞表面分化抗原()!!/

的表达!取对数生长期 :9A%&细胞&感染病毒"'L

后&均用"$K#.-5*9CIVC 处理&'BL后收集细

胞&预冷的DY;洗!次!!&&&**K.01"&然后按照

!&#9 抗体*!^!&%
个细胞的比例加入鼠抗人

()!!/抗体&加DY;至!&&#9&' \避光孵育#&

.01&用"[Y;C洗"次!每次!&&&**K.01"&!&7*

9多聚甲醛#&&#9固定&上流式细胞仪检测细胞表

BXB
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面()!!/)以未感染病毒的细胞为对照)

1L/L4!VIAD(V检测A(G&A 基因 .VJC水平的

表达!:9A%&细胞分别感染重组腺病毒 C8A4.B(

M9M"和阴性对照腺病毒 C8A<E"'L后&均用

"$K#.-5*9CIVC处理'BL&分别提取细胞的总

VJC&逆转录为,)JC&以,)JC为模板进行D(V

检 测)A(G&A 基 因 上 游 引 物 序 列$KhA

((IC(((I(I(CC(ZC(CZ(A#h&下 游 引 物 序

列$KhA(I(IZC((IIIIZ(CCZZCZA#h&扩增片

段长度为"'B/@)内参$A2,301上游引物序列$KhA

(C((C(C((II(IC(CCIZCZ(A#h&下游引物

序列$KhAZIZCI(I((II(IZ(CI((IZIA#h&扩

增片段W&&/@)D(V反应条件$XK\预变性K.01&

XK\变性#&4&K%\退火#&4&W"\延伸'K4!内

参%&4"&共#&个循环#W"\再延伸K.01)D(V产

物经!K7*9琼脂糖凝胶电泳检测&用i621303P-1+

软件进行灰度分析&以目的条带灰度值与内参条带

灰度值比值作为目的基因 .VJC相对表达量)以

未感染病毒的细胞为对照)

1L/LM!?+43+*1/5-3检测A(G&A基因蛋白水平的

表达!:9A%&细胞分别感染重组腺病毒 C8A4.B(

M9M"和阴性对照腺病毒 C8A<E"'L后&CIVC

"$K#.-5*9处理'BL&分别提取细胞的总蛋白&

Y(C法测定蛋白浓度&取!&&#7进行;);ADC)M

电泳)以半干转法转至D>)F膜上&用含K[脱脂

奶粉的IY;I封闭%L后&孵鼠抗人一抗!K[脱脂

奶粉!_"&&&稀释"'\过夜&IY;I洗"次&每次

!&.01&再用 IY;洗!&.01)孵羊抗鼠二抗!!_

"&&&稀释"&"L后洗膜!步骤同上"&于暗室化学发

光显影)用i621303P-1+软件进行灰度分析&以目

的条带灰度值与内参条带灰度值比值作为目的蛋白

相对表达量)以未感染病毒的细胞为对照)

1L/L5!统计学方法!率的比较用9
"
检验&均数的

比较用@检验&!$&$&K为差异有统计学意义)

/!结果

/L1!病毒感染a@D40细胞感染效率测定

感染病毒'BL后&经流式细胞术检测显示&感

染效率达到W&[%B&[)

/L/!病毒感染后a@D40细胞(240$-$"<:SE和

蛋白的表达

VIAD(V分析结果!图!C"$#组细胞 4.B(

M9M" .VJC*$A2,301灰度比值分别为 &$&B%a

&$&&K!未感染组"+&$&BWa&$&&#!阴性对照组"+

&$'X#a&$&&#!重组腺病毒组"#?+43+*1/5-3分析

结果!图!Y"$#组细胞 J9;AVCV!*$A2,301灰度比

值分别为$&$&B"a&$&&%!未感染组"+&$&X#a&$&&#

!阴性对照组"+&$K"#a&$&&'!重组腺病毒组")重

组腺病毒组 4.B(M9M" .VJC*$A2,301灰度比值

及J9;AVCV!*$A2,301灰度比值均高于未感染组和

阴性对照组!!均$&$&K")

图1!(240$-$"基因表达的:QDX8:检测!E"和 C,B>,F(=?;>检测

!U"

T#A1!:QDX8:>,B>;R>%,?,*,?;R(240$-$" <:SE !E"'(-

C,B>,F(=?;>'BB'GR;F>%,,YWF,BB#;(;RS@"D:E:"WF;>,#(

!U"#(a@D40$,??B

G$G2*S+*#!$f101H+,3+87*-6@#"$C8A<E7*-6@##$C8A

4.B(M9M"7*-6@

/L2!病毒感染对a@D40细胞增殖能力的影响

结果见图")感染腺病毒 C8A4.B(M9M"'B+

W"+X%L后&:9A%&细胞吸光度值!'X&1."均较阴

性对照组和未感染组增高!!$&$&K"&表明感染了

C8A4.B(M9M"重组腺病毒的细胞增殖能力明显上

调)

图/!细胞增殖曲线

T#A/!XF;?#R,F'>#;($&F*,;R$,???#(,B

" !$&$&K&O4$C8A<E7*-6@2186101H+,3+87*-6@

/L3!病毒感染对EQ:E诱导后a@D40细胞表面分

化抗原8911=表达的影响

结果见图#)CIVC处理'BL后&感染重组腺

XXB
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图2!流式细胞术检测各组细胞8911=的表达情况

T#A2!9,>,$>#;(;R8911=,YWF,BB#;(#(a@D40$,??B;R*'F#;&BAF;&WB

C$f101H+,3+87*-6@#Y$C8A<E7*-6@#($C8AJ9;AVCV!7*-6@

病毒C8A4.B(M9M"的 :9A%&细胞()!!/阳性率

6!!K$XXa&$&"#"[7低于阴性对照组6!#%$#Wa

&$&"X"[7和未感染组6!#X$##a&$&#""[7!!$

&$&K"&表明重组腺病毒 C8A4.B(M9M" 能抑制细

胞分化)

/L6!病毒感染对EQ:E诱导后a@D40细胞50"65

<:SE和蛋白表达的影响

VIAD(V分析结果!图'C"$#组细胞A(G&A

.VJC*$A2,301灰度比值分别为&$&#Wa&$&!"!未

感染组"+&$&'"a&$&&B!阴性对照组"+&$'%Ka

&$&!K!重组腺病毒组"#?+43+*1/5-3分析结果!图

'Y"$#组细胞 (AGc(*$A2,301灰度比值分别为$

&$&"Ba&$&&X!未感染组"+&$&##a&$&!!!阴性对照

组"+&$%&#a&$&!B!重组腺病毒组")重组腺病毒组

A(G&A .VJC*$A2,301灰度比值及(AGc(*$A2,301

灰度比值均高于未感染组和阴性对照组!! 均$

&$&K")

图3!各组细胞中8D+e8的:QDX8:检测!E"和 C,B>,F(=?;>检测

!U"

T#A3!:QDX8:>,B>;R>%,?,*,?;R50"65 <:SE !E"'(-C,B>,F(

=?;>'BB'GR;F>%,,YWF,BB#;(;R8D+e8WF;>,#(!U"#(a@D40

$,??B

G$G2*S+*#!$f101H+,3+87*-6@#"$C8A<E7*-6@##$C8A

4.B(M9M"7*-6@

2!讨论

CD9是造血干细胞的克隆性恶性疾病&为干细

胞分化过程异常&其克隆的早幼粒细胞失去进一步

分化成熟的能力而停滞在细胞发育的较早阶段
/'0)

XK[的 CD9有特征性的3!!K#!W"!!Kj""#!Wj"!"

染色体易位&形成!G.(M9M"融合基因&表达异常

的DG9AVCV!融合蛋白
/K0)该融合蛋白的形成干

扰了野生型 VCV!的信号传递和DG9及其核体

!JY4"的正常结构与功能
/%0&并通过诱导染色质结

构的改变
/W0&导致某些基因的转录沉默和)JC的

损伤修复障碍&从而促进了 CD9 的发生)921+

等
/B0
研究发现DG9AVCV!融合蛋白被 JM切割&

使J9;与DG9分离&而与后半段的VCV!融合在

一起&形成了相对分子质量约K"^!&#
和%!^!&#

大小的两种变异蛋白)JM的这一特异性切割在

CD9的发生发展中起到了非常重要的作用
/X&!&0)

其中&VCV!所带的这个J9;信号区域对蛋白质的

细胞核定位有很重要的作用&对VCV!的功能必定

会产生影响)我们推测 J9;AVCV!可能有促进

CD9细胞增殖+抑制CD9细胞分化+促进肿瘤生成

的作用)

目前基因治疗载体中&慢病毒和逆转录病毒载

体存在转染效率低+易整合至宿主基因组等问题&而

腺病毒具有较高的转染效率&且不易整合到宿主基

因中)另外&腺病毒载体构建+制备+扩增相对简便&

且病 毒 滴 度 较 高
/!! !#0)本 课 题 组 前 期 采 用

C8M24PA!腺病毒载体系统构建了携带4.B(M9M"

基因的腺病毒载体&以提高转染效率)其穿梭质粒

@C8I*2,+AI='A4.B(M9M"可以表达红色荧光蛋

白&便于简便+直观评估病毒包装感染是否成功&观

察腺病毒的感染效率
/!'&!K0):9A%&细胞是急性早

&&X
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幼粒白血病细胞&是血液疾病研究中理想的细胞模

型)故本研究用已构建成功的重组腺病毒 C8A

4.B(M9M"感染:9A%&细胞&通过 GII检测细胞

增殖情况):9A%&细胞对CIVC的诱导分化作用

比较敏感&故本研究用CIVC处理感染过腺病毒的

:9A%&细胞&检测细胞表面抗原()!!/的表达&观

察细胞分化的情况)结果表明&重组腺病毒 C8A

4.B(M9M"可以促进 :9A%&细胞的增殖&抑制

:9A%&的细胞分化)有研究证明&抑制A(G&A 基

因&可以促进 :9A%&细胞向粒细胞分化
/!%0)本研

究结果表明&过表达 J9;AVCV!可以上调(AGc(

基因的表达&表明重组腺病毒C8A4.B(M9M"可能

通过上调A(G&A 基因的表达&抑制 :9A%&细胞的

分化)

综上&4.B(M9M"基因可以促进 :99A%&细胞

的增殖&抑制其分化&在CD9的发生发展中起到了

重要作用)但这只是研究基因功能的一个方面&本

课题组将从VJC干扰这一方面继续探讨该基因的

功能)
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