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　　【摘要】　目的　研究尼洛替尼对Ｋ５６２细胞活性和转录因子ＰＵ．１的影响。方法　以不同浓度的尼洛替尼分

别处理Ｋ５６２细胞４８ｈ后，采用ＣＣＫ８法观察Ｋ５６２细胞增殖活性的变化；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＰＵ．１的表达

情况。结果　ＣＣＫ８法显示细胞存活率随尼洛替尼浓度的升高而下降，尼洛替尼对 Ｋ５６２细胞株的半数抑制量

（ＩＣ５０）为５１．９ｎｍｏｌ／Ｌ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法显示尼洛替尼处理后ＰＵ．１的蛋白表达水平未见明显差异（犘＞０．０５）。结

论　尼洛替尼可抑制Ｋ５６２细胞活性，但其作用方式非依赖于ＰＵ．１。
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　　尼洛替尼是人工合成的新型酪氨酸激酶抑制剂（ＴＫＩ），可

竞争结合断裂点簇集区艾贝尔逊白血病病毒（ＢｃｒＡｂｌ）融合

蛋白三磷腺苷（ＡＴＰ）结合位点，抑制ＢｃｒＡｂｌ蛋白的酪氨酸激

酶活性，阻断下游多条信号传导通路，达到有效治疗慢性粒细

胞白血病（ＣＭＬ）的目的
［１］。但由于信号传导通路的复杂性，

尼洛替尼通过ＢｃｒＡｂｌ调节下游信号通路的机制尚未完全明

确。ＰＵ．１蛋白是调控粒系分化的转录因子，不仅在造血干细

胞向髓系分化的早期过程中起作用，还与细胞增殖活性有关。

有研究表明，ＢｃｒＡｂｌ在ｍＲＮＡ翻译水平通过多聚胞嘧啶结合

蛋白Ｅ２（ｈｎＲＮＰＥ２）抑制转录因子 Ｃ／ＥＢＰα的表达
［２］，而

ＰＵ．１与Ｃ／ＥＢＰα有协同作用，可共同调节粒细胞分化增殖
［３］。

因此，本研究拟探讨尼洛替尼作用于 Ｋ５６２细胞株后对ＰＵ．１

的影响，进一步探索尼洛替尼治疗ＣＭＬ的分子机制。

１　资料与方法

１．１　细胞株来源　Ｋ５６２细胞株由南方医科大学附属珠江医

院血液病实验室提供。

１．２　仪器与试剂　尼洛替尼由诺华制药公司提供。ＣＣＫ８

试剂盒购自日本同仁化学研究所；细胞裂解液ＲＩＰＡ和电化学

发光（ＥＣＬ）显影试剂购自美国Ｐｉｅｒｃｅ公司；丙烯酰胺和双丙烯

酰胺均购自美国Ｓｉｇｍａ公司。二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白定量试

剂盒购自上海百赛生物技术有限公司；聚偏二氟乙烯膜

（ＰＶＤＦ膜）和磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）购自上海生工；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ

购自北京赛百盛公司。ＰＵ．１单克隆抗体和βａｃｔｉｎ单克隆抗

体均购自美国ＣＳＴ公司。

１．３　方法

１．３．１　Ｋ５６２细胞株的培养　将复苏后的 Ｋ５６２细胞株在含

有终浓度为１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，于３７℃、

饱和湿度、５％ＣＯ２ 的培养箱中培养，每３～４天换液传代，细胞

接种密度为每毫升１×１０５ 个。

１．３．２　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　将对数生长期的０．５×１０
４

Ｋ５６２细胞接种于９６孔板（每孔总体积为２００μＬ），加入不同

终浓度的尼洛替尼（０～１００ｎｍｏｌ／Ｌ）作用４８ｈ，相同体积的二

甲基亚砜（ＤＭＳＯ）为阴性对照组，空白组为不含细胞和尼洛替

尼，每组设５个复孔。３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度下共计培养

４８ｈ后，取出９６孔板，每孔加１０μＬ的ＣＣＫ８溶液，培养箱中

继续培养４ｈ后，酶标仪下测定各孔在４５０ｎｍ波长处的吸光

度值（Ａ４５０值）。按公式计算存活率：存活率（％）＝（Ａ实验

组－Ａ空白组）／（Ａ对照组－Ａ空白组）×１００％；根据公式计

算半数抑制量（ＩＣ５０）：ＩＣ５０＝ｌｇ
－１［Ｘｍ－ｉ（ΣＰ－０．５）］

［４］。Ｘｍ

为设计的最大浓度的对数值，ｉ为各浓度倍比浓度的对数值，

ΣＰ为各组生长抑制率之和，０．５为经验常数。

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＵ．１的蛋白表达　用ＲＩＰＡ细胞

裂解液裂解待测细胞，提取总蛋白质，用ＢＣＡ法测蛋白含量。

等量蛋白质采用ＳＤＡＰＡＧＥ垂直电泳进行分离，然后转至

ＰＶＤＦ膜上，用封闭液［（含５％牛血清蛋白（ＢＳＡ）的磷酸盐吐

温缓冲液（ＰＢＳＴ）］４℃下封闭１ｈ后，加入ＰＵ．１单克隆抗体

（１∶１０００）４℃孵育过夜，室温下洗膜后加相应辣根过氧化物

酶（ＨＲＰ）偶联羊抗兔二抗（１∶４０００）室温孵育１ｈ，ＥＣＬ显

·５４７·检验医学与临床２０１５年３月第１２卷第６期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｒｃｈ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．６

 基金项目：广东省自然科学基金（Ｓ２０１２０１０００８９１６）。

　　作者简介：李有强，男，硕士，主管技师，主要从事临床生化和临床血液检验。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｌａｂｏ９＠１２６．ｃｏｍ。



影。以βａｃｔｉｎ作为内参对照。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据处理和

统计学分析，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计

数资料以百分率表示，组间比较采用χ
２ 检验；以α＝０．０５为检

验水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｋ５６２细胞增殖活性　比较各处理组细胞增殖抑制率，

ＣＣＫ８法检测结果显示尼洛替尼对Ｋ５６２细胞增殖有明显的抑

制作用，随尼洛替尼浓度的增加，Ｋ５６２细胞增殖明显下降。尼

洛替尼对Ｋ５６２细胞株的ＩＣ５０为５１．９ｎｍｏｌ／Ｌ。见表１。

表１　不同浓度尼洛替尼对Ｋ５６２细胞增殖活性的影响

组别 Ａ４５０值（狓±狊） 存活率（％） χ
２ 犘

阴性对照组（ＤＭＳＯ） ２．５８±０．１４ １００．００ － －

处理组（ｎｍｏｌ／Ｌ）

　０．０ ２．５６±０．１６ ９９．４２ ０．０３ ＞０．０５

　５．０ ２．３６±０．０８ ９１．８２ ０．４３ ＞０．０５

　１０．０ ２．５１±０．１５ ９７．４８ ０．１３ ＞０．０５

　１５．０ ２．４５±０．２３ ９５．２１ ０．２５ ＞０．０５

　２０．０ ２．５５±０．０４ ９９．１７ ０．０４ ＞０．０５

　２５．０ ２．４９±０．０６ ９６．７２ ０．１７ ＞０．０５

　３０．０ ２．４９±０．０８ ９６．７０ ０．１７ ＞０．０５

　３５．０ ２．５６±０．１５ ９９．２６ ０．０４ ＞０．０５

　４０．０ ２．１９±０．０９ ８４．８９ ０．８２ ＞０．０５

　４５．０ ２．１２±０．１５ ８２．３３ ０．９７ ＞０．０５

　５１．９ １．４４±０．０８ ５５．９２ ２．８３ ＜０．０５

　５５．０ ０．４８±０．０３ １８．５４ ６．８７ ＜０．０５

　６０．０ ０．４１±０．０１ １５．８１ ７．２７ ＜０．０５

　１００．０ ０．４０±０．０５ １５．５３ ７．３１ ＜０．０５

　　注：χ
２、犘分别表示各处理组与阴性对照组比较的统计量；－表示

无数据。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＵ．１蛋白表达结果　不同浓度的尼

洛替尼 （４０．０、４５．０、５１．９ｎｍｏｌ／Ｌ）作用于 Ｋ５６２细胞４８ｈ后

ＰＵ．１的蛋白表达量与尼洛替尼处理后比较未见明显差异，差

异无统计学意义（犘＞０．０５），见图１。

　　注：１～３号泳道分别为４０．０、４５．０、５１．９ｎｍｏｌ／Ｌ尼洛替尼；４号泳

道为ＤＭＳＯ对照组。

图１　尼洛替尼对ＰＵ．１蛋白表达的影响

３　讨　　论

　　分子靶向药物尼洛替尼能够特异性地竞争抑制ＢｃｒＡｂｌ

酪氨酸激酶活性，且具有较高的反应率和良好的耐受性，已成

为ＣＭＬ的一线治疗方案。相对于第１代酪氨酸激酶抑制剂，

第２代尼洛替尼具有选择性更强、耐药率更低的优势
［１］。同

时，由于酪氨酸激酶能催化多种底物蛋白质酪氨酸残基磷酸

化，进而启动下游不同的信号转导分子。因此，寻找ＢｃｒＡｂｌ

的下游作用蛋白，对进一步阐明尼洛替尼治疗ＣＭＬ的分子机

制具有重要意义。然而，本实验发现采用不同浓度的尼洛替尼

处理Ｋ５６２细胞后，与Ｋ５６２细胞增殖和分化密切相关的转录

因子 ＰＵ．１的表达量并未出现明显差异，表明尼洛替尼对

Ｋ５６２细胞的调节作用非依赖于ＰＵ．１。

ＰＵ．１是Ｅｔｓ转录因子家族的成员之一，其具有的“螺旋

转角螺旋”结构的ＤＮＡ结合区能识别１个富含嘌呤ＧＧＡＡ／

Ｔ（ＰＵｂｏｘ）基因序列的核心 ＤＮＡ 元件，并与之结合，故名

ＰＵ．１
［５］。ＰＵ．１不仅在造血干细胞向髓系分化的早期过程中

起作用，还在后续的髓细胞和Ｂ淋巴细胞的增殖分化中发挥

作用。ＰＵ．１通过与造血相关基因启动子上的ＰＵ．１位点特异

性结合，调节靶基因转录表达，如巨细胞集落刺激因子受体

（ＭＣＳＦＲ）、粒细胞集落刺激因子受体（ＧＣＳＦＲ）、ＣＤ１１ｂ、粒细

胞过氧化物酶、白细胞介素７（ＩＬ７）、ＩＬ１８和环氧化酶２

（ＣＯＸ２）等。同时，ＣＭＬ转归与ＰＵ．１基因功能的恢复有关，

ＰＵ．１基因功能恢复是ＣＭＬ治疗好转的一个重要指标
［６８］。

目前，有研究表明ＰＵ．１与转录因子Ｃ／ＥＢＰα存在协同作

用，可共同调节粒细胞分化［３］，而且ＢｃｒＡｂｌ可通过ｈｎＲＮＰＥ２

抑制Ｃ／ＥＢＰα的表达
［２］。另外，在髓系细胞分化过程中，ＰＵ．１

的发挥作用比Ｃ／ＥＢＰα更早，且在干扰素α（ＩＦＮα）或ＳＴＩ５７１

治疗好转的ＣＭＬ患者身上发现ＰＵ．１表达上调
［９］。另有研究

表明，降低小鼠ＰＵ．１基因的表达能够导致小鼠白血病的发

生。因此本研究探讨了在 Ｋ５６２细胞株中，ＢｃｒＡｂｌ抑制剂尼

洛替尼是否对ＰＵ．１的表达有调节作用。在本实验中，通过

ＣＣＫ８法探索尼洛替尼对Ｋ５６２细胞株增殖活性的影响，发现

随着药物浓度的升高，细胞存活率下降，说明尼洛替尼作用于

Ｋ５６２细胞后细胞增殖活性发生改变，可促进细胞的死亡。另

外，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示尼洛替尼不影响Ｋ５６２细胞中ＰＵ．１

的表达，表明尼洛替尼未通过ＢｃｒＡｂｌ调节ＰＵ．１的表达，证

实转录因子ＰＵ．１并不是ＢｃｒＡｂｌ的作用底物。

本实验阐明尼洛替尼可明显影响Ｋ５６２细胞株的活性，但

其作用方式并不依赖于转录因子ＰＵ．１，对进一步探索Ｂｃｒ

Ａｂｌ下游相关分子具有一定的借鉴作用。
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