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ＭＬＬ在ＨＯＸＡ１０表达调控中作用的实验研究

姚　婕，方立超，郑峻松　　（４０００３８重庆，第三军医大学医学检验系临床检验学教研室）

　　［摘要］　目的　通过研究在急性髓性白血病细胞中ＨＯＸＡ１０表达调控机制，探讨ＨＯＸＡ１０调控作为ＡＭＬ防治新靶
点的可能性。方法　 以不同剂量雌二醇（Ｅ２）在不同时间点刺激急性粒细胞白血病细胞株（ＨＬ６０），以不刺激的ＨＬ６０细
胞作参照应用ＲＴＰＣＲ检测ＨＯＸＡ１０基因表达活性的差异明确Ｅ２对ＨＯＸＡ１０表达的活化作用，并在Ｅ２刺激下以反义寡
核苷酸转染技术分别敲除ＥＲα、ＥＲβ和 ＭＬＬｓ（ＭＬＬ１４）后再检测 ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ和蛋白表达的变化确定哪一种雌激素
受体的活化与ＨＯＸＡ１０的表达相关，哪一种ＭＬＬ对ＨＯＸＡ１０表达有调控作用。以ＣｈＩＰ实验检测ＭＬＬ和ＨＯＸＡ１０的相
互作用，再以Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅ２刺激前后组蛋白Ｈ３Ｋ４甲基化状态以明确ＭＬＬ是否通过表观遗传学途径调控ＨＯＸＡ１０
的表达。结果　 在Ｅ２５０ｎｍｏｌ／Ｌ６ｈ刺激下ＨＯＸＡ１０表达明显升高，ＥＲα和ＥＲβ反义寡核苷酸转染后ＨＯＸＡ１０表达均有
下降，ＭＬＬ１表达沉默时 ＨＯＸＡ１０表达明显降低（Ｐ＜００５），ＭＬＬ１可以结合到 ＨＯＸＡ１０启动子上的 ＥＲＥ区域而组蛋白
Ｈ３Ｋ４甲基化状态在Ｅ２刺激后明显高于刺激前（Ｐ＜００５）。结论　 急性髓性白血病细胞的 ＨＯＸＡ１０基因表达受 ＭＬＬ１
蛋白调控，可能为急性髓性白血病的致病机制分析提供了一个新的方向，ＭＬＬ１介导的 ＨＯＸＡ１０表达的改变有可能成为
急性髓性白血病的防治新靶点。
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ｃｏｕｌｄｅｌｅｖａｔｅＨＯＸＡ１０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＥＲαａｎｄＥＲβ．ＨＯＸＡ１０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｕｌｄｂｅｄｏｗｎ
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　　急性白血病是严重危害人类健康的造血系统恶性
肿瘤，占全国各年龄段恶性肿瘤死亡率的第６位，占儿
童和３５岁以下人群恶性肿瘤死亡率的第 １位。研
究［１－３］结果表明：同源盒基因 ＨＯＸＡ１０基因在造血发
育过程中具有双重调节作用，ＨＯＸＡ１０基因过表达阻

止髓细胞的分化最终导致急性髓细胞白血病，其下调

有助于髓细胞进一步分化，允许细胞进入成熟过程。

ＭＬＬｓ（ｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｌｅｕｋｅｍｉａ）蛋白可通过结合到ＨＯＸ
基因启动子区域定向调控 ＨＯＸ基因的表达因其具有
Ｈ３Ｋ４甲基转移酶的功能［３］。ＨＯＡ１０启动子区域包
含几个雌激素反应元件（ＥＲＥ），并且 ＥＲＥ在 ＨＯＡ１０
启动子区域的位置靠近转录起始位点，提示 ＨＯＸＡ１０
的表达与 Ｅ２依赖的雌激素受体的活化相关

［４］。但

ＭＬＬ对ＨＯＸＡ１０基因的表达调控机制及 ＥＲ在 ＭＬＬ
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调控ＨＯＸＡ１０表达中的作用尚不清楚。为了探讨急
性髓性白血病的发病机制，我们以髓性白血病细胞

ＨＬ６０为样本，探讨了 ＨＯＸＡ１０在髓性白血病中的表
达调控机制。

１　材料与方法

１．１　细胞培养与Ｅ２处理白血病细胞株
　　ＨＬ６０和 ＴＨＰ１（ＡＴＣＣ公司产品）细胞培养方法见文献
１２，用５０ｎｍｏｌ／Ｌ和１００ｎｍｏｌ／Ｌ的雌二醇Ｅ２（Ｓｉｇｍａ公司产品）
分别刺激细胞，并在０、４、６、８、１２ｈ和２４ｈ的时间点收获细胞。
１．２　ＲＮＡ的提取和ＲＴＰＣＲ检测
　　ＲＮＡ提取方法见文献［５］，引物序列见表１。

表１　ＨＯＸＡ１０各ＰＣＲ反应引物及反义寡核苷酸序列

引物　　　　 序列 （５′→３′）
ＲＴＨＯＸＡ１０Ｆ ＣＣＣＴＡＣＡＣＧＡＡＧＣＡＣＣＡＧＡＣＡＣＴ
ＲＴＨＯＸＡ１０Ｒ ＧＣＧＴＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＴＴＣＡＴＣ
βａｃｔｉｎＦ ＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＣＧＡＧＡＡＧＡＴ
βａｃｔｉｎＲ ＴＣＧＧＴＧＡＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＡＧ
ＭＬＬ１ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＧＣＣＡＧＴＣＧＴＴＣＣＴＣＴＣＣＡＣ
ＭＬＬ２ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＡＣＴＣＴＧＣＣＡＣＴＴＣＣＣＧＣＴＣＡ
ＭＬＬ３ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＣＣＡＴＣＴＧＴＴＣＣＴＴＣＣＡＣＴＣＣＣ
ＭＬＬ４ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＣＣＴＴＣＴＣＴＴＣＴＣＣＣＴＣＣＴＴＧＴ
ＥＲαａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＣＡＴＧＧＴＣＡＴＧＧＴＣＡＧ
ＥＲβａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＧＡＡＴＧＴＣＡＴＡＧＣＴＧＡ
Ｓｃｒａｍｂｌｅａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＣＧＴＴＴＧＴＣＣＣＴＣＣＡＧＣＡＴＣＴ

１．３　反义寡核苷酸转染
　　严格按照ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）试剂说明书进
行转染，于转染前１ｄ用无抗生素的含１００ｍＬ／Ｌ胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０调整细胞密度为 １×１０６／ｍＬ，接种于 １２孔板，
１０００μＬ／孔。转染当天换为 ５００μＬ无 抗 生 素 无 血 清
ＲＰＭＩ１６４０。取荧光标记的寡核苷酸链 １．０μｇ加到 ５０μＬ的
ＲＰＭＩ１６４０中，混匀。再取 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００２μＬ，加到
５０μＬ的ＲＰＭＩ１６４０中混匀。室温放置５ｍｉｎ后，将分别混有寡
核苷酸链和 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００的 ＲＰＭＩ１６４０混合，室温放置
２０ｍｉｎ，寡核苷酸链与脂质体比值为１．０μｇ∶２μＬ。将上述混合
物加入 １２孔板中，轻轻混匀，培养 ６ｈ后，将培养基换为
５００μＬ含１００ｍＬ／Ｌ胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０，继续培养至２４ｈ，
继续培养２４ｈ后收获细胞。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　细胞经各因素处理后，收集细胞，加入蛋白裂解液 ＲＩＰＡ
９０μＬ／孔，冰上静置３０ｍｉｎ后，４ｅ１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ取
上清液。总蛋白浓度用 ＢＣＡ法进行测定。每个样本取６０μｇ
蛋白在１２％的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶中电泳，电泳结束后转 ＰＶＤＦ
膜，分别与ＨＯＸＡ１０抗体（１Ｂ２００）、ＧＡＰＤＨ抗体（１Ｂ２０００）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

的含量。

１．５　染色体免疫共沉淀
　　严格按照Ｔｈｅｒｍｏ公司ＣｈＩＰ试剂盒说明书进行操作：第一
步：用甲醛在体内将 ＤＮＡ结合蛋白与 ＤＮＡ交联。第二步：分
离染色体（质），剪切后的 ＤＮＡ小片段与结合蛋白结合。第三
步：用特异性抗体与 ＤＮＡ结合蛋白结合，用沉淀法分离复合

体。反向交联操作释放出 ＤＮＡ，并消化蛋白质。以得到的
ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增。

２　结果

２．１　白血病细胞株在不同浓度不同时间点 Ｅ２刺激后
ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ和蛋白表达分析

　　以ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＬ６０在Ｅ２刺激后不同时
间点检测 ＨＯＸＡ１０的 ｍＲＮＡ表达活性的变化。在 ５０ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｅ２６ｈ和８ｈ刺激下，ＨＯＸＡ１０的表达和对照组比较明显升高，
同样在１００ｎｍｏｌ／ＬＥ２６ｈ和８ｈ刺激下ＨＯＸＡ１０的表达也有明
显提高 （图１）。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；Ｃ：ＲＴＰＣＲ表达量；Ｄ：Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ表达量　Ｍ：ＤＬ２０００标准；１～１１：分别代表 ＨＬ６０无刺激
质控、５０ｎｍｏｌ／ＬＥ２刺激４ｈ，５０ｎｍｏｌ／ＬＥ２刺激６ｈ，５０ｎｍｏｌ／ＬＥ２刺
激８ｈ，５０ｎｍｏｌ／ＬＥ２刺激１２ｈ，５０ｎｍｏｌ／ＬＥ２刺激２４ｈ，１００ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｅ２刺激 ４ｈ，１００ｎｍｏｌ／ＬＥ２刺激 ６ｈ，１００ｎｍｏｌ／ＬＥ２刺激 ８ｈ，
１００ｎｍｏｌ／ＬＥ２刺激１２ｈ，１００ｎｍｏｌ／ＬＥ２刺激２４ｈ　ａ：Ｐ＜０．０１，
ｂ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ比较
图１　ＲＴＰＣＲ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＬ６０在Ｅ２刺激后不同

时间点ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ和蛋白的表达

２．２　反义寡核苷酸转染技术敲除 ＨＬ６０和 ＴＨＰ１细
胞株的 ＥＲα和 ＥＲβ后 ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ和蛋白
表达分析

　　以ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＬ６０和 ＴＨＰ１以反义寡
核苷酸转染技术敲除激活后的ＥＲα和ＥＲβ后检测ＨＯＸＡ１０的
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ｍＲＮＡ表达活性的变化。从图２可以看出雌激素受体 ＥＲα和
ＥＲβ的活化都具有促进ＨＯＸＡ１０表达的作用 （图２）。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；Ｃ：ＲＴＰＣＲ表达量；Ｄ：Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ表达量　Ｍ：ＤＬ２０００标准；１～１０：分别代表 ＨＬ６０细胞
Ｓｃｒａｍｂｌｅａｎｔｉｓｅｎｓｅ转染阴性对照，ＨＬ６０＋ＥＲα，ＨＬ６０＋ＥＲα＋Ｅ２，
ＨＬ６０＋ＥＲβ，ＨＬ６０＋ＥＲβ＋Ｅ２，ＴＨＰ１细胞 Ｓｃｒａｍｂｌｅａｎｔｉｓｅｎｓｅ转
染阴性对照，ＴＨＰ１＋ＥＲα，ＴＨＰ１＋ＥＲα＋Ｅ２，ＴＨＰ１＋ＥＲβ，ＴＨＰ１＋
ＥＲβ＋Ｅ２　 ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｃｒａｍｂｌｅ比较
图２　ＲＴＰＣＲ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅ２刺激敲除ＥＲα和

ＥＲβ对ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ和蛋白的表达

２．３　反义寡核苷酸转染技术敲除 ＨＬ６０和 ＴＨＰ１细
胞株的ＭＬＬ１、ＭＬＬ２、ＭＬＬ３和 ＭＬＬ４后 ＨＯＸＡ１０
ｍＲＮＡ和蛋白表达分析

　　以ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＬ６０和 ＴＨＰ１分别敲除
ＭＬＬ１、ＭＬＬ２、ＭＬＬ３和ＭＬＬ４后检测 ＨＯＸＡ１０的 ｍＲＮＡ表达活
性的变化。从图３可以看出 ＭＬＬ１都对 ＨＯＸＡ１０的表达有调
节作用。

２．４　Ｈ３Ｋ４组蛋白甲基化分析
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＬ６０，ＴＨＰ１用Ｅ２刺激前后组蛋白甲基
化状态，可以看出刺激后Ｈ３Ｋ４组蛋白甲基化程度明显高于无
刺激组 （图４）。
２．５　Ｅ２刺激前后 ＭＬＬ蛋白与 ＨＯＸＡ１０启动子的相

互作用

　　以 ＣｈＩＰ检测 ＨＬ６０、ＴＨＰ１用 Ｅ２处理前后 ＭＬＬ蛋白与
ＨＯＸＡ１０启动子上 ＥＲＥ元件的结合，急性髓性白血病细胞株
ＨＬ６０，ＴＨＰ１用Ｅ２处理后ＭＬＬ蛋白与ＨＯＸＡ１０启动子上ＥＲＥ
元件的结合明显高于无刺激对照组 （图５）。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；Ｃ：ＲＴＰＣＲ表达量；Ｄ：Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ表达量　Ｍ：ＤＬ２０００标准；１～１２：分别代表 ＨＬ６０细胞无
转染阴性对照，ＨＬ６０细胞转染 ｓｃｒａｍｂｌｅ，ＨＬ６０＋ＭＬＬ１，ＨＬ６０＋
ＭＬＬ２，ＨＬ６０＋ＭＬＬ３，ＨＬ６０＋ＭＬＬ４，ＴＨＰ１细胞无转染阴性对照，
ＴＨＰ１细胞转染ｓｃｒａｍｂｌｅ，ＴＨＰ１＋ＭＬＬ１，ＴＨＰ１＋ＭＬＬ２，ＴＨＰ１＋
ＭＬＬ３，ＴＨＰ１＋ＭＬＬ４　ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图３　ＲＴＰＣＲ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测敲除ＭＬＬ１～ＭＬＬ４后

ＨＯＸＡ１０ｍＲＮＡ和蛋白的表达
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１～４：代表ＨＬ６０细胞＋Ｅ２组蛋白Ｈ３Ｋ４甲基化表达，ＨＬ６０细胞无
Ｅ２刺激组蛋白Ｈ３Ｋ４甲基化表达，ＴＨＰ１细胞＋Ｅ２组蛋白Ｈ３Ｋ４甲
基化表达，ＴＨＰ１细胞无Ｅ２刺激组蛋白Ｈ３Ｋ４甲基化表达
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅ２刺激对组蛋白Ｈ３Ｋ４甲基化状态的影响
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Ｍ：ＤＬ１０００标准；１～８：代表Ｅ２处理前ＴＨＰ１细胞ＭＬＬ１和 ＥＲＥ１
的结合，Ｅ２处理后ＴＨＰ１细胞ＭＬＬ１和ＥＲＥ１的结合，Ｅ２处理前
ＴＨＰ１细胞ＭＬＬ１和ＥＲＥ２的结合，Ｅ２处理后ＴＨＰ１细胞ＭＬＬ１和
ＥＲＥ２的结合，Ｅ２处理前ＨＬ６０细胞ＭＬＬ１和ＥＲＥ１的结合，Ｅ２处
理后ＨＬ６０细胞 ＭＬＬ１和 ＥＲＥ１的结合，Ｅ２处理前 ＨＬ６０细胞
ＭＬＬ１和ＥＲＥ２的结合，Ｅ２处理后ＨＬ６０细胞ＭＬＬ１和ＥＲＥ２的结合

图５　ＭＬＬ和ＨＯＸＡ１０启动子序列相互作用分析
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３　讨论

　　同源盒基因“ＨＯＸ基因”家族是一类在进化过程
中高度保守的基因。其发现源于果蝇。现研究证明存

在于酵母至人类的几乎所有真核细胞中，均含有１个
１８３个核苷酸序列编码的多肽区域———同源域，产物
为一类转录因子。正常造血过程依赖于造血调控因子

在细胞不同分化阶段有效的活化与失活，同源盒基因

与造血调控有关。每一种因子都有其独特的功能，在

造血发育过程中表现出多样性和重复性的调控作

用［６］。近来随着对白血病细胞分子生物学和细胞遗

传学的特征深入研究，发现 ＨＯＸＡ１０基因定向表达于
髓细胞，并且 ＨＯＸＡ１０基因在造血过程中起双重调节
作用。持续过表达可增加早期造血细胞的增殖能力而

诱发急性髓细胞白血病（ＡＭＬ）［７］。
　　研究［８］报道用逆转录病毒介导的方法观察过表

达ＨＯＸＡ１０的人脐血或胎肝造血祖细胞的增殖和分
化情况。发现ＨＯＸＡ１０过表达使髓系分化明显受阻，
原始细胞明显增多，原始集落的产率也明显增高，且可

封闭红系克隆的形成，使髓系祖细胞形成一个具有竞

争性优势的群体。这些结果提示，ＨＯＸＡ１０高表达有
助于维持髓系细胞的高增殖能力，使其处于未分化的

状态。故ＨＯＸＡ１０的表达失衡可增加早期细胞的增
殖能力而诱发白血病。对 ＨＯＸＡ１０启动子区域的结
构分析表明，ＨＯＸＡ１０启动子区域包含２个雌激素反
应元件（ＥＲＥ），ＥＲＥ１５′ＧＣＣＣＡＧＡＧＴＧＡＡＣ３′，ＥＲＥ２
５′ＧＧＴＣＣＣＴＴＡＧＡＡＧ３′并且 ＥＲＥ在 ＨＯＡ１０启动子
区域的位置靠近转录起始位点，提示 ＨＯＸＡ１０的表达
可能与雌激素受体的活化相关［９］。目前对在白血病

方面的研究主要集中在 ＨＯＸＡ１０本身表达异常对
ＡＭＬ白血病的致病作用。例如有实验［１０－１１］表明

ＨＯＡ１０启动子ＣｐＧ岛在ＡＭＬ患者中呈低甲基化或不
甲基化状态，导致 ＨＯＡ１０基因持续过表达，而在正常
人中ＨＯＡ１０启动子ＣｐＧ岛呈甲基化状态导致ＨＯＡ１０
基因低表达或不表达，提示 ＨＯＸＡ１０的表达是通过其
启动子 ＣｐＧ岛甲基化修饰调控。ＭＬＬ具有组蛋白
Ｈ３Ｋ４特异性甲基化转移酶（ＨＭＴ）的功能，能特异性
调控组蛋白 Ｈ３Ｋ４甲基化，而 Ｈ３Ｋ４的甲基化可导致
基因启动子ＣｐＧ岛低甲基化并且研究报道：ＭＬＬ家族
作为雌激素受体的辅调节因子调控Ｅ２介导的Ｅ２敏感
基因的活化［５］。

　　本实验在以不同浓度的Ｅ２处理白血病细胞并在不
同时间点运用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测
ＨＯＸＡ１０的表达，发现在 Ｅ２１００ｎｍｏｌ／Ｌ６ｈ刺激下
ＨＯＸＡ１０的表达会明显升高，再以反义寡核苷酸转染技
术在有Ｅ２刺激和无Ｅ２刺激情况下敲除ＥＲα和ＥＲβ后
检测ＨＯＸＡ１０的表达，实验结果显示 Ｅ２可以同时和
ＥＲα和ＥＲβ结合并导致ＨＯＸＡ１０的表达升高。为了进
一步研究ＨＯＸＡ１０启动子低甲基化导致ＨＯＸＡ１０在白

血病细胞中持续高表达与雌激素受体活化的关系，我们

以反义寡核苷酸转染技术分别敲除ＭＬＬ１、ＭＬＬ２、ＭＬＬ３
和ＭＬＬ４后检测ＨＯＸＡ１０的表达改变，发现ＭＬＬ１的敲
除导致ＨＯＸＡ１０表达明显下降，表明ＭＬＬ１对ＨＯＸＡ１０
有调控作用，并且以ＣｈＩＰ技术分别检测白血病细胞在
Ｅ２刺激前后ＭＬＬ１与ＨＯＸＡ１０启动子上ＥＲＥ１和 ＥＲＥ２
的相互作用，结果在Ｅ２刺激后ＭＬＬ１与ＨＯＸＡ１０启动
子上ＥＲＥ１和 ＥＲＥ２的结合明显高于无Ｅ２刺激组，表明
雌激素依赖的ＥＲ活化对ＭＬＬ１蛋白的招募作用，促进
ＭＬＬ１结合到 ＨＯＸＡ１０启动子上的 ＥＲＥ１和 ＥＲＥ２序
列。并且Ｅ２刺激前Ｈ３Ｋ４的甲基化程度明显高于无Ｅ２
刺激对照组，证明ＭＬＬ１可能是通过结合到ＨＯＸＡ１０启
动子上ＥＲＥ１和 ＥＲＥ２上并导致组蛋白Ｈ３Ｋ４甲基化的
途径来调控ＨＯＸＡ１０的表达，此实验结论还需进一步研
究。在急性髓性白血病细胞中 ＭＬＬ１作为雌激素受体
的辅调节因子以表观遗传学途径调控ＨＯＸＡ１０的表达
为白血病的致病机制分析和内分泌药物治疗提供了一

个新的方向，同时提示ＨＯＸＡ１０启动子ＣｐＧ岛的异常
甲基化状态有可能成为临床检测白血病一个新的分子

生物学上的诊断标志。
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