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干扰 ＣＤ１４７表达抑制白血病
细胞 ＳＨＩ１增殖及移行
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摘要：目的　构建针对细胞外基质金属蛋白酶诱导因子（ＣＤ１４７）的慢病毒干扰载体，探讨干扰ＣＤ１４７表达后对白
血病细胞系ＳＨＩ１细胞体外增殖、侵袭、转移能力的影响。方法　设计针对ＣＤ１４７的干扰序列片段，构建于慢病毒
载体ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ上，重组慢病毒载体与包装载体共转染２９３Ｔ细胞，收集病毒上清，测定病毒滴度。病毒上清感染
ＳＨＩ１细胞，ＲＴＰＣＲ法检测ＣＤ１４７、ＭＭＰ２及ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测ＣＤ１４７蛋白水平；ＭＴＴ
法检测细胞体外增殖能力，体外ＳＨＩ１细胞与骨髓基质细胞共培养跨Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶检测ＳＨＩ１细胞的体外侵袭能
力。结果　成功构建慢病毒干扰载体，获得重组慢病毒，滴度达 １×１０９ＴＵ／ｍＬ。病毒感染 ＳＨＩ１细胞后，
ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ细胞的ＣＤ１４７ｍＲＮＡ较感染阴性对照病毒的ＳＨＩ１／ＮＣ细胞下调８６．７％，ＣＤ１４７蛋白表达下降９１％，
ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ细胞ＭＭＰ２及ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达较 ＳＨＩ１／ＮＣ细胞分别下降７８．３％和７０．６％。ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ
细胞体外增殖能力较ＳＨＩ１／ＮＣ及 ＳＨＩ１细胞明显下降；与骨髓基质细胞共培养 ２４ｈ后，ＳＨＩ１、ＳＨＩ１／ＮＣ、
ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ细胞移行至 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下层的细胞占接种细胞数比例分别为（１８．２±２．５）％、（１６．５±２．７）％、
（４．５±１．２）％，ＳＨＩ１／ＣＤ１４７细胞移行能力显著低于ＳＨＩ１和ＳＨＩ１／ＮＣ细胞。结论　干扰ＳＨＩ１细胞的ＣＤ１４７
表达后，通过下调ＭＭＰｓ表达抑制ＳＨＩ１细胞体内外增殖及移行能力，ＣＤ１４７可能成为治疗急性白血病的靶点。
关键词：急性单核细胞白血病细胞株；细胞外基质金属蛋白酶诱导因子；ＲＮＡ干扰；基质金属蛋白酶；细胞增殖；细
胞移行
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ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ；Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ

　　细胞外基质金属蛋白酶诱导因子（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｉｎｄｕｃｅｒ，ＥＭＭＰＲＩＮ 或

ＣＤ１４７），是一种单链跨膜糖蛋白，具有多种生物学
功能，在肿瘤组织中能诱导基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）的分泌，直接参与了肿瘤
的转移等过程［１２］。白血病及骨髓造血微环境中的

骨髓基质细胞均表达有ＣＤ１４７，而ＣＤ１４７功能阻断
抗体能有效抑制白血病细胞体外移行能力［３］，有关

ＣＤ１４７在急性髓细胞白血病中的作用尚需进一步
研究。本研究构建了针对 ＣＤ１４７的慢病毒干扰载
体，干扰其在人急性单核细胞性白血病细胞株ＳＨＩ１
细胞中的表达，探讨ＣＤ１４７在 ＳＨＩ１细胞体外增殖
及移行能力中的作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　ＳＨＩ１细胞株由江苏省血
液研究所薛永权教授惠赠，胎牛血清及 ＩＭＤＭ培养
基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，Ｔｒｉｚｏｌ及 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＡｇｅＩ和 ＥｃｏＲＩ限
制性内切酶、总 ＲＮＡ逆转录试剂盒及实时定量
ＰＣＲ检测试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司，荧光定量
ＰＣＲ仪为美国 ＡＢＩ公司７３００型，ＰＣＲ引物及 ｓｈＲ
ＮＡ寡核苷酸片段由上海生物工程有限公司合成，
兔抗人 ＣＤ１４７及 ＧＡＰＤＨ抗体购自美国 Ｓａｎｔａ公
司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购自美国 Ｒ＆Ｄ公司，Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ小
室购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＤＮＡ回收试剂盒购自
美国Ｑｉａｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　慢病毒干扰载体的构建
１．２．１．１　ｓｈＲＮＡ片段的设计　依据 ＲＮＡ干扰
（ＲＮＡｉ）序列设计原则选择针对ＣＤ１４７基因的干扰
序列 ＧＴＣＧＴＣＡＧＡＡＣＡＣＡＴＣＡＡＣＴ，根据慢病毒

载体上的多克隆位点设计并合成其 ｓｈＲＮＡ寡核苷
酸片段，正义链：ＣＣＧＧＡＡＧＴＣＧＴＣＡＧＡＡＣＡＣＡＴ
ＣＡＡＣＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＧＴＴＧＡＴＧＴＧＴＴＣＴＧＡＣＧ
ＡＣＴＴＴＴＴＴＴＧ；反义链：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＡＧＴＣ
ＧＴＣＡＧＡＡＣＡＣＡＴＣＡＡＣＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＧＴＴＧＡ
ＴＧＴＧＴＴＣＴＧＡＣＧＡＣＴＴ，经退火形成双链 ＤＮＡ。
同时设计阴性对照序列，构建重组慢病毒。

１．２．１．２　重组载体构建　用限制性内切酶 ＡｇｅＩ
和ＥｃｏＲＩ双酶切使ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ载体线性化，酶切
产物经１％琼脂糖电泳，线性化载体片段用ＤＮＡ回
收试剂盒纯化回收，纯化的载体与双链 ＤＮＡ经 Ｔ４
连接酶连接，连接产物转化大肠杆菌 ＴＧ１，转化后
的 ＴＧ１均匀涂布于含氨苄青霉素的琼脂平板上，
３７℃培养过夜。
１．２．１．３　阳性克隆ＰＣＲ及测序鉴定　取少量转化
产物长出的细菌，溶于１０μＬＬＢ培养基中，混匀取
１μＬ作为模板；引物正义链：５′ＣＣＴＡＴＴＴＣＣＣＡＴ
ＧＡＴＴＣＣＴＴＣＡＴＡ３′，反义链：５′ＧＴＡＡＴＡＣＧＧ
ＴＴＡＴＣＣＡＣＧＣＧ３′，ＰＣＲ反应条件如下：９４℃预
变性３０ｓ，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，循环３０次；７２℃延伸６ｍｉｎ，ＰＣＲ产物于１％琼
脂糖电泳，挑选阳性克隆测序验证。

１．２．１．４　慢病毒包装　取测序正确的慢病毒载体
２０μｇ，ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载体 １５μｇ，ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体
１０μｇ及１００μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００混合，形成转染
复合物，将转染复合物转移至２９３Ｔ细胞培养液中，
混匀，培养８ｈ后弃去含有转染复合物的培养基，加
入含１０％血清培养基培养，４８ｈ后收集２９３Ｔ细胞
上清液，离心收集病毒上清，－８０℃保存。
１．２．１．５　慢病毒滴度测定　将２９３Ｔ细胞接种于
９６孔板中，４×１０４个／孔细胞，体积１００μＬ，将病毒
上清１０倍倍比稀释，吸取９６孔板中培养基９０μＬ，
加入稀释好的病毒９０μＬ培养２４ｈ，加入完全培养
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基１００μＬ，４ｄ后在荧光倒置显微镜计数绿色荧光
的细胞数，将得到的数值除以相应的病毒稀释倍数

为病毒原液的滴度值。

１．２．２　细胞培养及慢病毒感染
１．２．２．１　ＳＨＩ１细胞培养及病毒感染　ＳＨＩ１细胞
于含１０％胎牛血清的ＩＭＤＭ培养基培养，于３７℃、
５％ＣＯ２饱和湿度的条件下培养。取对数生长期
ＳＨＩ１细胞，用高效感染试剂重悬（含 ５％胎牛血
清），１×１０５个细胞接种于６孔板中，加入１μＬ聚
凝胺（１０μｇ／ｍＬ），培养１ｈ，感染复数（Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
ｏｆＩｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为８０加入病毒上清，用重组慢病
毒感染的ＳＨＩ１细胞为ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ细胞，阴性对
照病毒感染 ＳＨＩ１细胞为 ＳＨＩ１／ＮＣ细胞，２４ｈ后
观察细胞状态并传代。

１．２．２．２　骨髓基质细胞培养　经患者知情同意，取
初诊急性非淋巴细胞白血病患者骨髓，用 Ｆｉｃｏｌｌ淋
巴细胞分离液分离单个核细胞，调整细胞密度为１×
１０６个／ｍＬ，接种于含１０％胎牛血清 ＩＭＤＭ培养基
中培养，培养２４ｈ后，去除未贴壁细胞，每２ｄ半量
换液１次，约１０～１４ｄ，用２．５ｇ／Ｌ胰蛋白酶消化传
代，取第１和第２代细胞进行后续实验。
１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ法检测ＣＤ１４７、ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９的表达　按 Ｔｒｉｚｏｌ一步法抽提细胞总
ＲＮＡ。取２μｇ总 ＲＮＡ用逆转录试剂盒逆转录为
ｃＤＮＡ。应用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光法同时检测ＣＤ１４７、
ＭＭＰ２、ＭＭＰ９及 βＡｃｔｉｎ的表达，ＣＤ１４７引物正
义 链：５′ＴＴＣＡＣＴＡＣＣＧＴＡＧＡＡＧＡＣＣＴＴＧＧＣ３′，
反义链：５′ＧＡＣＧＡＣＴＴＣＡＣＡＧＣＣＴＴＣＡＣＴＣＴ３′；
ＭＭＰ２引物正义链：５′ＧＣＴＡＴＧＧＡＣＣＴＴＧＧＧ
ＡＧＡＡ３′，反义链：５′ＴＧＧＡＡＧＣＧＧＡＡＴＧＧＡＡＡＣ
３′；ＭＭＰ９引物正义链：５′ＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＣＣＴＧ
ＡＧＡＡＣＣ３′，反义链：５′ＣＧＧＣＡＡＧＴＣＴＴＣＣＧＡＧ
ＴＡＧＴＴＴ３′；βＡｃｔｉｎ引物正义链：５′ＡＧＣＧＡＧ
ＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ３′，反义链：５′ＧＧＧＣＡＣＧＡ
ＧＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ３′。反应条件为：９５℃预变性
１５ｓ，９５℃变性３ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，
共４５个循环。得到各基因扩增的 Ｃｔ值（各个基因
均设立复孔，取平均值），使用２－ΔΔＣｔ分析法对数据
进行分析。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测 ＣＤ１４７蛋白的表达
　收集ＳＨＩ１、ＳＨＩ１／ＮＣ、ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ细胞，提取
细胞总蛋白，ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度，取 ３０μｇ
蛋白，经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，电转至ＰＶＤＦ膜，
１０％脱脂牛奶封闭过夜；兔抗人 ＣＤ１４７蛋白抗体
（１∶５００）作为一抗室温孵育 ＰＶＤＦ膜 １ｈ，ＴＢＳＴ洗

膜后与辣根过氧化物酶偶联羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００）二
抗结合孵育 １ｈ；洗膜后 ＥＣＬ试剂盒曝光显影，
ＧＡＰＤＨ蛋白作为对照。
１．２．５　细胞增殖能力的检测　ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ、ＳＨＩ１／
ＮＣ、ＳＨＩ１细胞均以１×１０６个／ｍＬ接种于９６孔板
内，每孔１００μＬ，复种５孔，于３７℃、５％ ＣＯ２饱和
湿度条件下培养，于 ２４、４８、７２、９６ｈ加人 １５μＬ
ＭＴＴ，培养 ４ｈ后，可见蓝紫色结晶形成，再加入
１５０μＬ二甲基亚砜充分溶解蓝紫色结晶，于酶联免
疫检测仪４９０ｎｍ波长测定吸光度值（ＯＤ值）。
１．２．６　体外跨 Ｍａｔｒｉｇｅｌ侵袭实验　将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基
质胶用无血清 ＩＭＤＭ以１∶１稀释，取含８μｍ孔径
的Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ小室，将５０μＬＭａｔｒｉｇｅｌ基底胶加入Ｍｉｌ
ｌｉｃｅｌｌ小室的上层，于３７℃孵育３０ｍｉｎ成胶状。再
将Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ小室置于２４孔板内，下层加入０．６ｍＬ
含１０％胎牛血清的 ＩＭＤＭ，上层加入０．３ｍＬ混合
细胞，含２×１０４个 ＢＭＳＣｓ和２×１０５个 ＳＨＩ１细胞
或 ＳＨＩ１／ＮＣ、ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ，设立单独细胞对照，
共培养２４ｈ后，用血球计数板计数跨 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶移
行到下层的细胞数，细胞侵袭比例 ＝（移行至下层
细胞数／接种细胞数）×１００％。
１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进
行统计学分析，实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，两样本均数
比较采用 ｔ检验，多样本均数比较采用方差分析。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　慢病毒载体的构建　ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ质粒经ＡｇｅＩ
和ＥｃｏＲＩ双酶切后被线性化，电泳为一条明亮的条
带，而未酶切的原始载体呈现出２条带，见图 １Ａ。
酶切后的ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ质粒与ｓｈＲＮＡ双链ＤＮＡ连
接，转化大肠杆菌后，取菌落进行ＰＣＲ扩增，阳性克
隆的片断大小为 ３４３ｂｐ，空载体 ＰＣＲ产物片段为
３０６ｂｐ，见图１Ｂ；阳性克隆经测序检测插入片段与
设计相符，质粒构建成功。

２．２　慢病毒包装及滴度测定　将构建成功的重组
ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ载体与包装 ｐＨｅｌｐｅｒ１．０、２．０经脂质
体２０００共转染２９３Ｔ细胞，４８ｈ后收集并浓缩２９３Ｔ
细胞上清，此上清含有具备感染能力的完整病毒。

经逐孔稀释法感染２９３Ｔ细胞，检测病毒滴度，感染
４ｄ后，在加入１Ｅ６μＬ病毒上清的孔中观察到１个
带有荧光的细胞，则该病毒的滴度等于带有荧光的

细胞数除以病毒原液量，为１×１０９ＴＵ／ｍＬ（ＴＵ／ｍＬ
表示具有生物活性的病毒颗粒数）。阴性对照病毒
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滴度为２×１０９ＴＵ／ｍＬ。
２．３　ＣＤ１４７、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ检测　ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ
细胞的ＣＤ１４７、ＭＭＰ２及ＭＭＰ９ｍＲＮＡ较ＳＨＩ１／ＮＣ

细胞表达分别下降８６．７％、７８．３％及７０．６％，ＳＨＩ１
细胞与 ＳＨＩ１／ＮＣ细胞的 ＣＤ１４７、ＭＭＰ２及ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ表达无明显差异（Ｐ＞０．０５）。

图１　ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ质粒酶切电泳图（Ａ）及阳性克隆细菌ＰＣＲ鉴定（Ｂ）
Ａ：Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：未经酶切的质粒ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ；２：经ＡｇｅＩ和ＥｃｏＲＩ酶切后线性化的质粒；Ｂ：Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，
自上而下分别为５００、２５０、１００ｂｐ；１：阴性对照；２：空载体组；３～６：含ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ与ｖｓｈＲＮＡ成功连接产物的ＴＧ１；
７：不含成功连接产物的ＴＧ１。

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｐＧＣＳＩＬＧＦＰ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅＴＧ１（Ｂ）
Ａ：Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＩｎｔａｃｔｐＧＣＳＩＬＧＦＰ；２：ＴｈｅｐＧＣＳＩＬＧＦＰｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＡｇｅＩａｎｄＥｃｏＲＩ；Ｂ：Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；
１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｐＧＣＳＩＬＧＦＰ；３６：ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＴＧ１ｗｉｔｈ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｉｇａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ；７：ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＴＧ１ｗｉｔｈｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｌｉｇａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．

２．４　ＣＤ１４７蛋白的表达　ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ细胞的
ＣＤ１４７蛋白较 ＳＨＩ１／ＮＣ细胞表达下降９１％（Ｐ＜
０．０５），ＳＨＩ１细胞与 ＳＨＩ１／ＮＣ细胞无明显差异
（Ｐ＞０．０５），见图２。

图２　ＣＤ１４７蛋白的表达
１：ＳＨＩ１细胞；２：ＳＨＩ１／ＮＣ细胞；３：ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ
细胞。

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ１４７ｐｒｏｔｅｉｎ
１：ＳＨＩ１ｃｅｌｌｓ；２：ＳＨＩ１／ＮＣｃｅｌｌｓ；３：ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ
ｃｅｌｌｓ．

２．５　细胞增殖能力的检测　见表１。由表１可见，体
外培养４８、７２、９６ｈ时，发现ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ细胞增殖活

力显著低于ＳＨＩ１及ＳＨＩ１／ＮＣ细胞（Ｐ＜０．０５）。
２．６　体外跨Ｍａｔｒｉｇｅｌ侵袭　单独ＳＨＩ１、ＳＨＩ１／ＮＣ、
ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ细胞及 ＢＭＳＣｓ在 Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ小室上层
中均匀分布，均无明显跨ｍａｔｒｉｇｅｌ胶的移行能力，２４ｈ
后小室下层偶见细胞穿过，无法计数。当与 ＢＭＳＣｓ
共培养时，ＳＨＩ１、ＳＨＩ１／ＮＣ、ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ细胞围绕
骨髓基质细胞呈条索状分布，２４ｈ后可见ＳＨＩ１细胞
跨Ｍａｔｒｉｇｅｌ移行至Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ小室下层，移行至下层的
细胞占接种细胞数的比例分别为 ＳＨＩ１＋ＢＭＳＣｓ
１５％～２１％，平均（１８．２±２．５）％，ＳＨＩ１／ＮＣ＋ＢＭＳＣｓ
１３．５％～１９．５％，平均（１６．５±２．７）％，ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ＋
ＢＭＳＣｓ３％～６％，平均（４．５±１．２）％，ＳＨＩ１细胞
和ＳＨＩ１／ＮＣ差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而
ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ细胞跨 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶侵袭能力显
著下降，与 ＳＨＩ１细胞和 ＳＨＩ１／ＮＣ细胞相比差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

表１　干扰ＣＤ１４７表达抑制ＳＨＩ１细胞增殖活性（珋ｘ±ｓ）
细胞 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
ＳＨＩ１ ０．４５±０．０７ ０．７６±０．０１ ０．９２±０．０３ １．１２±０．０４
ＳＨＩ１／ＮＣ ０．５０±０．０６ ０．８２±０．０４ ０．９６±０．０３ １．１３±０．０２
ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ ０．４１±０．０２ ０．６１±０．０８ ０．７３±０．０９ ０．９０±０．１１

　　Ｐ＜０．０５ｖｓＳＨＩ１细胞和ＳＨＩ１／ＮＣ细胞。

３　讨　论

ＲＮＡ干扰是一种反向遗传学手段，常用于基因
功能研究［４５］。体外合成 ｓｉＲＮＡ因转染效率差、半
衰期短、对靶基因抑制时间短等缺点，在使用中受到

一定限制［６７］，而慢病毒干扰载体具有感染能力强、

安全性高、表达稳定及特异性抑制基因表达能力强

等优点，是一种较好的研究基因功能的工具。本实

验成功构建了慢病毒干扰载体，获得高病毒滴度的

慢病毒，高效的感染了ＳＨＩ１细胞，有效敲减了ＳＨＩ１
细胞中ＣＤ１４７表达，为后续实验奠定基础。

本实验结果显示，干扰 ＣＤ１４７表达后，ＳＨＩ１／
ＣＤ１４７ｉ细胞增殖能力较 ＳＨＩ１／ＮＣ及 ＳＨＩ１细胞



涂燕，等．干扰ＣＤ１４７表达抑制白血病细胞ＳＨＩ１增殖及移行 ５　　　　 　

下降，表明ＣＤ１４７是影响ＳＨＩ１细胞增殖的一个重
要因素；而在共培养体外侵袭系统中，单独ＳＨＩ１细
胞并不能跨 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶侵袭到 Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ下层，
当与ＢＭＳＣｓ共培养时，ＢＭＳＣｓ能显著诱导 ＳＨＩ１、
ＳＨＩ１／ＮＣ细胞跨Ｍａｔｒｉｇｅｌ移行。相比之下，ＢＭＳＣｓ
并不能显著提高 ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ细胞侵袭能力，表
明ＣＤ１４７在ＳＨＩ１细胞侵袭中发挥重要作用。前
期实验发现，ＳＨＩ１与 ＢＭＳＣｓ均表达 ＣＤ１４７，ＳＨＩ１
与骨髓基质细胞共培养能诱导 ＭＭＰ２、９的合
成［３］，促进ＳＨＩ１细胞移行。本实验干扰 ＳＨＩ１细
胞 ＣＤ１４７表达后，ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ细胞 ＭＭＰ２、９
ｍＲＮＡ表达下降，是共培养系统中 ＳＨＩ１／ＣＤ１４７ｉ
细胞跨 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶的移行能力下降的重要原
因。黄灵芝等［８］对 Ｕ９３７细胞的研究中发现，
ＣＤ１４７抗体通过抑制 ＭＭＰ２、９的分泌，阻断 Ｕ９３７
细胞移行。肿瘤微环境中的肿瘤细胞与非肿瘤性细

胞如成纤维细胞等均表达 ＣＤ１４７，不同细胞间的
ＣＤ１４７能相互作用诱导ＭＭＰｓ表达，促进肿瘤细胞
的移行［９］。

临床研究发现，ＣＤ１４７参与了多种恶性血液病
的临床过程，急性髓细胞白血病骨髓中 ＣＤ１４７及血
管内皮生长因子表达显著高于正常对照，是急性髓

细胞白血病的独立预后不良因素［１０］。而在初治的儿

童急性Ｂ淋巴细胞白血病患者中 ＣＤ１４７的 ｍＲＮＡ
高表达预示着高复发风险［１１］。高 ＣＤ１４７的表达与
更高的非霍奇金淋巴瘤的分期相关［１２］。骨髓瘤细

胞过度表达ＣＤ１４７，干扰ＣＤ１４７的表达能有效抑制
骨髓瘤浆细胞的增殖［１３］。而以 ＣＤ１４７为靶点的靶
向治疗成为肿瘤转移治疗的新方法，ＨＡｂｌ８单抗通
过阻断ＣＤｌ４７来抑制肝癌细胞的侵袭和转移，并应
用于临床［１４］。

本实验结果显示，干扰 ＳＨＩ１细胞 ＣＤ１４７表达
后，能抑制 ＳＨＩ１细胞的增殖能力，并通过下调
ＭＭＰ２、９表达，抑制体外移行能力，表明 ＣＤ１４７在
白血病的增殖及移行中起重要作用，可能为白血病

治疗的一个新的靶点。
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