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下调 Ｎｒｆ２及 ＴｒｘＲ表达对慢性髓性白血病
细胞增殖的影响及机制探讨
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　　【摘要】　目的　研究核因子ＮＦＥ２相关因子２（Ｎｒｆ２）及硫氧还蛋白还原酶（ＴｒｘＲ）基因表达对慢
性髓性白血病（ＣＭＬ）细胞增殖的影响并初步探讨其作用机制。方法　根据 ｓｉＲＮＡ序列设计原则，设
计并合成四条针对Ｎｒｆ２的小分子干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）及一条阴性对照ｓｉＲＮＡ，并构建慢病毒载体，转染
ＣＭＬ细胞系Ｋ５６２细胞，以未转染的细胞作为空白对照；应用激光共聚焦显微镜观察转染效果，流式细
胞术检测转染效率；实时荧光定量ＰＣＲ检测 ｓｉＲＮＡ的抑制效应；ＣＣＫ８法检测细胞增殖抑制率；膜联
蛋白Ａ５（ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＥ）／碘化丙锭（ＰＩ）双染法流式细胞术检测细胞凋亡率，激光共聚焦显微镜观察
细胞凋亡状态。结果　慢病毒转染效率达６５％，实时荧光定量ＰＣＲ检测显示明显抑制Ｎｒｆ２表达的细
胞克隆为Ｋ５６２Ｃ３，其Ｎｒｆ２相对表达水平（１．００３±０．０９３）高于对照组（０．３４４±０．０３２）；ＴｒｘＲ相对表
达水平（１．０９０±０．５４９）高于对照组（０．３９５±０．０２９），差异均有统计学意义（Ｐ值均

!

０．００１）；ＣＣＫ８
法检测显示转染 Ｎｒｆ２特异 ｓｉＲＮＡ２４、４８、７２ｈ细胞的 Ｋ５６２Ｃ３细胞增殖抑制率分别为（４．７４±
０．３９）％、（６．１３±１．７８）％和（２５．３６±３．７７）％；转染７２ｈ的 Ｋ５６２Ｃ３细胞凋亡率（２９．９％）与对照组
（７．９％）比较明显提高；激光共聚焦显微镜显示ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＥ标记阳性细胞出现核固缩、核碎裂及凋
亡小体形成等凋亡特征。结论　在细胞水平上，Ｎｒｆ２特异的ｓｉＲＮＡ转染Ｋ５６２细胞可抑制Ｎｒｆ２表达并
引起下游调控的抗氧化酶如ＴｒｘＲ表达下调，抑制Ｋ５６２细胞增殖，促进细胞凋亡。

【关键词】　Ｋ５６２细胞；　ＮＦＥ２相关因子２；　硫氧还蛋白还原酶；　ＲＮＡ干扰；　细胞凋亡
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　　目前研究表明，细胞氧化还原失衡与多种疾病
有关［１３］。当细胞受到外界氧化应激等因素刺激时，

核因子 ＮＦＥ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２
ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２）作为抗氧化反应的转录因子被
激活，导致其下游调控的抗氧化酶表达增高，可维持

细胞氧化还原反应的平衡，使细胞免受氧化损伤，从

而减少细胞凋亡，导致肿瘤的发生发展。本课题组

前期研究发现 Ｎｒｆ２及硫氧还蛋白原酶（ＴｒｘＲ）在慢
性髓性白血病（ＣＭＬ）患者骨髓细胞中高表达［４］，为

进一步研究两者对 ＣＭＬ细胞增殖的影响及其作用
机制，我们设计了针对Ｎｒｆ２基因的４条ｓｉＲＮＡ，并构
建慢病毒载体，以 ＣＭＬ细胞系 Ｋ５６２细胞为研究对
象，观察阻断Ｎｒｆ２基因表达后对细胞增殖和凋亡的
影响，以期通过此研究为ＣＭＬ患者的基因治疗提供
新的思路。

材料和方法

　　１．主要材料：Ｋ５６２细胞株购自中国科学院上
海生命科学研究院细胞库。总 ＲＮＡ提取试剂、反转
录ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒及ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司，引物设
计及合成由上海生工生物工程技术服务有限公司完

成，ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛
血清购自四季青生物工程材料有限公司，ｓｉＲＮＡ由
上海吉凯基因化学技术有限公司合成，ＣＣＫ８溶液
购自武汉博士德生物工程有限公司，膜联蛋白 Ａ５
（ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＥ）／碘化丙锭（ＰＩ）细胞凋亡检测试剂
盒购自南京凯基生物科技发展有限公司。

２．ｓｉＲＮＡ序列设计及合成：查找 ＧｅｎＢａｎｋ中人
Ｎｒｆ２基因的 ｍＲＮＡ序列 （ＮＭ＿００６１６４．３），并按照
ｓｉＲＮＡ序列设计原则从 ｍＲＮＡ的 ＡＵＧ起始密码下
游７５～１００碱基位置开始，寻找“ＡＡ”二连序列，并
记下其３′端的１９个碱基序列，分析获得的序列，选
择ＧＣ比在０．４０～０．５５之间的靶基因序列作为潜
在的ｓｉＲＮＡ靶位点。将潜在的序列在 ＧｅｎＢａｎｋ用
ＢＬＡＳＴ软件和相应的基因组数据库进行比较，排除
和其他编码序列／ＥＳＴ同源的序列，最后共选取４条
ｓｉＲＮＡ序列及１条随机的阴性对照序列进行干扰试
验。选取干扰效率最高的序列进行后续实验。４条
目的ｓｉＲＮＡ序列如下。

序列 １正义链：５′ＧＣＡＧＣＡＡＡＣＡＡＧＡＧＡＴＧ

ＧＣＡＡ３′，反义链：５′ＴＴＧＣＣＡＴＣＴＣＴＴＧＴＴＴＧＣＴＧＣ
３′；序列２正义链：５′ＧＣＡＣＣＴＴＡＴＡＴＣＴＣＧＡＡＧＴＴＴ
３′，反义链：５′ＡＡＡＣＴＴＣＧＡＧＡＴＡＴＡＡＧＧＴＧＣ３′；序
列 ３正义链：５′ＣＣＧＧＣＡＴＴＴＣＡＣＴＡＡＡＣＡＣＡＡ３′，
反义链：５′ＴＴＧＴＧＴＴＴＡＧＴＧＡＡＡＴＧＣＣＧＧ３′；序列４
正义链：５′ＣＣＣＴＧＴＴＧＡＴＴＴＡＧＡＣＧＧＴＡＴ３′，反义
链：５′ＡＴＡＣＣＧＴＣＴＡＡＡＴＣＡＡＣＡＧＧＧ３′。非特异对
照序列：靶序列：５′ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ３′。
３．细胞培养：Ｋ５６２细胞用含有１％青链霉素混

合液和１５％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基进行培
养，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱内常规培养，每２ｄ换
液传代１次。取对数生长期细胞进行实验。
４．ｓｉＲＮＡ转染Ｋ５６２细胞：①实验分为三组：分

别将４条针对 Ｎｒｆ２的 ｓｉＲＮＡ转入 Ｋ５６２细胞，相应
细胞命名为 Ｋ５６２Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４；②非特异 ｓｉＲＮＡ
对照（ＮＣ）组：转入非特异ｓｉＲＮＡ；③空白组：不进行
任何转染处理。实验前１ｄ给细胞换液，细胞以４×
１０５个／孔接种于６孔板中，培养液为含１５％ 胎牛血
清、１％青链霉素混合液的 ＲＰＭＩ１６４０，所加培养基
体积为９００μｌ；稀释病毒：用吉凯转染增强液将各组
病毒原液稀释为１×１０８ＴＵ／ｍｌ，加入１００μｌ于细胞
中并混匀；把培养板放入３７℃、５％ ＣＯ２培养箱孵
育；８～１２ｈ以后观察各组细胞状态，并更换新鲜培
养基培养；转染３～４ｄ后观察荧光表达情况，期间
依据细胞状态换液１～２次。
５．转染效率检测：病毒载体带有绿色荧光蛋白

（ＧＦＰ）用以检测转染效率。按照上述方法转染７２ｈ
后用激光共聚焦显微镜观察各组细胞的转染效果。

６．实时荧光定量 ＰＣＲ检测 Ｎｒｆ２、ＴｒｘＲ、ＧＡＰＤＨ
基因表达：用总ＲＮＡ提取试剂盒提取各组 Ｋ５６２细
胞 ＲＮＡ；取 ２μｌ总 ＲＮＡ，按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒进行反转录，合成相应的 ｃＤＮＡ；
取反转录反应液 ２μｌ，按照 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ试剂盒操作说明，于实时荧光定量ＰＣＲ仪
（ＡＢＩ７３００）进行扩增，以 ＧＡＰＤＨ作为内参。反应
条件：两步法ＰＣＲ扩增程序：第一步：预变性 ９５℃、
３０ｓ；第二步：ＰＣＲ反应 ９５℃、５ｓ变性，６０℃、３１ｓ
退火延伸并检测荧光信号强度，４０个循环；生成熔
解曲线：９５℃、１５ｓ，６０℃、１ｍｉｎ，９５℃、１５ｓ，６０℃、
１５ｓ，１个循环。每个标本重复３次，反应完成后用
ＳＤＳ软件进行分析，Ｃｔ值为荧光信号强度达到阈值
时所经历的循环数，比较分析各组 ＰＣＲ产物与
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ＧＡＰＤＨ的 Ｃｔ值之差，各基因相对表达量（ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ＲＱ）按公式２－ΔΔＣｔ计算［５］。各基因引物

序列见表１。
ΔΔＣｔ＝（Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ内参）实验组 －（Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ内参）对照组

　　７．ＣＣＫ８法检测细胞增殖活力：各组 Ｋ５６２细
胞以１×１０４／孔接种于 ９６孔培养板，培养体积为
１００μｌ，３７℃、５％ ＣＯ２培养箱培养１ｄ。按实验要
求分别在Ｋ５６２细胞中加入终浓度为１×１０８ＴＵ／ｍｌ
载有Ｎｒｆ２特异ｓｉＲＮＡ序列３（基因表达水平检测证
实该序列干扰效率最高）的病毒液１０μｌ。检测转染
２４、４８、７２ｈ的Ｋ５６２细胞增殖活力，中止培养２ｈ前
每孔加入１０μｌＣＣＫ８溶液，应用酶标仪（ＢｉｏＲａｄ）
检测４５０ｎｍ处的吸光度（Ａ）值。按公式计算细胞
增殖抑制率。每组实验重复３次。
细胞增殖抑制率（％）＝（１－Ａ实验组／Ａ对照组）×１００％

　　８．流式细胞术检测细胞凋亡：收集各组细胞
２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，下同），弃上
清。用 ＰＢＳ洗涤 ２次（每次 ２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ），收集（１～５）×１０５细胞；加入 ５００μｌ的
Ｂｉｎｄｉｎｇ缓冲液悬浮细胞；加入１μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＥ、５
μｌＰＩ混匀；室温、避光反应５～１５ｍｉｎ；激光共聚焦
显微镜观察细胞形态，流式细胞术检测凋亡率。

９．统计学处理：采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分
析，定量数据以 珋ｘ±ｓ表示，满足正态性及方差齐性
的多组定量资料进行 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ分析，组间
比较采用 ＬＳＤ检验，Ｎｒｆ２与 ＴｒｘＲ表达水平的相关
性用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意
义。

结 果

　　１．转染效率测定：激光共聚焦显微镜观察显示
慢病毒感染 Ｋ５６２细胞７２ｈ后 Ｎｒｆ２特异 ｓｉＲＮＡ和
非特异ｓｉＲＮＡ转染的Ｋ５６２细胞均可见到ＧＦＰ荧光
分布（图 １）。流式细胞术分析显示转染效率为
６５％。

ａ：实验组；ｂ：空白组

图１　激光共聚焦显微镜与光学显微镜观察转染 ｓｉＲＮＡ的 Ｋ５６２细

胞转染效率（×１００）

　　２．特异性ｓｉＲＮＡ转染的Ｋ５６２细胞Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ
表达水平：经ＳＤＳ软件分析处理后，Ｎｒｆ２和 ＴｒｘＲ基
因的熔解曲线呈单峰分布，提示引物设计特异性良

好。各组细胞中 Ｎｒｆ２和 ＴｒｘＲ基因扩增曲线的
ΔΔＣｔ值及ＲＱ值见表２。荧光定量 ＰＣＲ检测结果
显示，转染特异 ｓｉＲＮＡ序列３的 Ｋ５６２细胞（Ｋ５６２
Ｃ３细胞）Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ表达明显受抑，相对表达水平
较非特异 ｓｉＲＮＡ对照组下降约６６％，且其 ＴｒｘＲ表
达水平也随之降低，差异有统计学意义（Ｐ值均

!

０．００１）；非特异 ｓｉＲＮＡ对照组 Ｋ５６２细胞 Ｎｒｆ２及
ＴｒｘＲｍＲＮＡ表达水平与空白对照组比较差异无统
计学意义（Ｐ＝０．０５３、０．４２９）；将 Ｎｒｆ２和 ＴｒｘＲ的表
达水平进行Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析，结果表明两者具有
明显的相关性（ｒ＝０．８４７，Ｐ＜０．００１）（表２）。
　　３．Ｎｒｆ２ｓｉＲＮＡ转染对 Ｋ５６２细胞增殖的影响：
Ｎｒｆ２ｓｉＲＮＡ序列３转染７２ｈ的Ｋ５６２细胞与空白组
和非特异性ｓｉＲＮＡ转染组相比细胞增殖抑制率明

表１　用于实时荧光定量ＰＣＲ的各基因引物序列

基因名称　　 基因库序号
引物序列（５′→３′）

正向 反向
产物大小（ｂｐ）

Ｎｒｆ２ 　ＮＭ＿００６１６４．３ ＡＣＡＡＴＧＡＧＧＴＴＴＣＴＴＣＧＧＣＴＡＣ ＣＴＣＴＡＡＡＴＣＡＡＣＡＧＧＧＧＣＴＡＣ １４１
ＴｒｘＲ 　ＮＭ＿００３３３０．２ ＴＡＴＣＡＧＧＡＧＧＧＣＡＧＡＣＴＴＣＡＡ ＧＡＣＣＡＴＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧＣＣＡＴＡ １５３
ＧＡＰＤＨ 　ＢＣ００４１０９ ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ ２５８

　　注：Ｎｒｆ２：核因子ＮＦＥ２相关因子２；ＴｒｘＲ：硫氧还蛋白还原酶；ＧＡＰＤＨ：甘油醛３磷酸脱氢酶
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表２　实时荧光定量ＰＣＲ检测各转染组Ｋ５６２细胞Ｎｒｆ２、ＴｒｘＲｍＲＮＡ表达水平（珋ｘ±ｓ）

组别
Ｎｒｆ２

ΔΔＣｔ 相对表达量

ＴｒｘＲ

ΔΔＣｔ 相对表达量

空白组 ０．８４２±０．２３０ ０．７６７±０．１１６ ２．１８５±０．１０５ ０．８６０±０．０６２
阴性对照组 ０．４４８±０．１３７ １．００３±０．０９３ １．９６４±０．７４０ １．０９０±０．５４９
Ｋ５６２Ｃ１ －０．０８８±０．１４３ １．４５５±０．１４８ ０．９２８±０．１５７ ２．０５９±０．２３０
Ｋ５６２Ｃ２ －０．５６１±０．１７４ ２．０２２±０．２３５ １．５０８±０．１６４ １．３７８±０．１６１
Ｋ５６２Ｃ３ １．９９１±０．１３６ ０．３４４±０．０３２ａ ３．３０７±０．１１０ ０．３９５±０．０２９ａ

Ｋ５６２Ｃ４ ０．６４３±０．４０１ ０．８９６±０．２３６ ２．５８８±０．１８３ ０．６５２±０．０８１

　　注：Ｎｒｆ２：核因子ＮＦＥ２相关因子２；ＴｒｘＲ：硫氧还蛋白还原酶；ａ多组之间比较，Ｐ＜０．０５

显增高（Ｐ＜０．０５），而阴性对照组与空白组相比差
异无统计学意义（Ｐ＝０．６７６）（表３）。

表３　ＣＣＫ８法检测各转染组不同时间段对 Ｋ５６２细胞增殖
抑制率（％，珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

实验组　　 ４．７４±０．３９ ６．１３±１．７８ ２５．３６±３．７７
阴性对照组 １．８２±０．１８ ３．０８±１．７５ 　６．９９±２．３９
空白组　　 ０ ０ ０

　　４．Ｎｒｆ２ｓｉＲＮＡ对Ｋ５６２细胞凋亡的影响：流式细
胞术检测结果显示，Ｋ５６２Ｃ３细胞凋亡率 ７２ｈ为
２９．９％，与空白组（５．４％）和阴性对照组（７．９％）比
较明显提高，而阴性对照组与空白组相比无明显差

异。激光共聚焦显微镜发现 Ｋ５６２Ｃ３组细胞具有
核固缩、核碎裂及凋亡小体形成等凋亡特征。

讨 论

　　Ｎｒｆ２是一种含有高度保守碱性亮氨酸拉链结构
的蛋白，属于 ＣＮＣ（ｃａｐ’ｎ’ｃｏｌｌａｒ）转录因子家族成
员［６］。当细胞受到氧化应激等外界因素刺激时，可

使Ｎｒｆ２从复合物释放而转移到胞核，调控其下游基
因表达。硫氧还蛋白（Ｔｒｘ）、ＴｒｘＲ与还原型辅酶Ⅱ
（ＮＡＤＰＨ），构成了细胞中一组重要的氧化还原体
系［７］。ＴｒｘＲ可使 Ｔｒｘ保持还原状态，还原型的 Ｔｒｘ
结合并抑制凋亡信号调节激酶１（ＡＳＫ１）及随后的
ＪＮＫ／ｐ３８活化，抑制细胞凋亡。有研究发现，Ｎｒｆ２与
肺癌等实体肿瘤的发生发展有关［８１０］，但在 ＣＭＬ中
的作用未见报道。本课题组前期研究发现在 ＣＭＬ
中 Ｎｒｆ２表达增高，经伊马替尼治疗后其表达下
降［４］，伊马替尼治疗可使 ｂｃｒａｂｌ阳性的细胞减少。
但有研究报道Ｎｒｆ２的表达不会影响 ｂｃｒａｂｌ激酶活
性［１１］，提示ＣＭＬ发生发展可能与氧化应激相关的
细胞增殖有关，因此我们就 Ｎｒｆ２对 ＣＭＬ细胞是否

有促增殖作用做了进一步研究。有研究报道［１２１３］

在肺组织及神经细胞中发现 ＴｒｘＲ是 Ｎｒｆ２调控的下
游抗氧化酶的主要组成成分，可抑制细胞凋亡，使细

胞无限增殖，进而促进肿瘤的发生发展。但在 ＣＭＬ
中两者关系尚未见报道，本研究结果显示在 Ｋ５６２
细胞两者表达均增高。

基因治疗已成为ＣＭＬ研究的重要方向，慢病毒
被认为是进行活体 ＲＮＡｉ的最佳载体，其具有能在
靶细胞中长期表达及转染效率高等优点［１４］。将合

成的 ｓｉＲＮＡ经慢病毒载体转染 Ｋ５６２细胞，探讨
ＣＭＬ患者基因治疗的新途径。

我们在４条 ｓｉＲＮＡ中筛选出 Ｎｒｆ２基因抑制效
率最高的干扰序列，与对照组相比，其干扰 Ｋ５６２细
胞后Ｎｒｆ２ｍＲＮＡ表达下降约６６％，且伴随 ＴｒｘＲ基
因的表达下降，并且两者呈正相关，下调 Ｎｒｆ２基因
表达，即可降低其下游调控基因ＴｒｘＲ的表达。我们
采用 ＣＣＫ８法及 ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＥ／ＰＩ双染法检测抑
制Ｎｒｆ２基因后对 Ｋ５６２细胞增殖的影响，结果显示
干扰效率最高的序列转染的 Ｋ５６２细胞（Ｋ５６２Ｃ３）
在转染７２ｈ后细胞凋亡率为２９．９％，细胞增殖抑制
率为２５．３６％，且激光共聚焦显微镜观察到该组细
胞出现典型的凋亡形态。提示抑制 Ｎｒｆ２基因表达，
能使其下游调控抗氧化应激的基因如 ＴｒｘＲ表达降
低，从而引起细胞增殖能力下降，达到促进细胞凋亡

的作用。
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（收稿日期：２０１２１１３０）

（本文编辑：徐丽娟）

艾争第一·２０１３血液肿瘤临床经验交流项目征文通知

　　为鼓励临床医师对血液肿瘤相关性疾病开展临床经验分享，提高学术水平和专业能力，《中华血液学杂志》杂志社决定自
２０１３年起，在全国范围内开展“２０１３血液肿瘤临床经验交流项目”学术征文活动。

一、征文内容

１．病例类别一：急性白血病观察病例
·初次诊断急性髓系白血病（ＡＭＬ），欲行诱导治疗（第１个疗程）和巩固治疗的感染已得到良好控制（体温正常３ｄ），肝、
肾功能正常的患者

·临床诊断及疗效资料完整

２．病例类别二：急性白血病治疗优秀分享病例
·ＡＭＬ病例，诊断疑难或治疗曲折
·符合白血病诊治原则 ，充分运用循证医学

·临床疗效、安全性及随访资料完整

·治疗成功与否不作为病例入选必需条件

二、征集时间及方式

１．征稿截止时间：２０１３年８月３１日截止
２．投稿方式：发送邮件至：ＩＤＡ＠ｃｈｉｎａｄｏｃｔｏｒｓ．ｏｒｇ，请标注主题词：艾争第一
三、奖项设置

１．所有参与者将获得精美纪念奖１份；
２．提交的论文经过《中华血液学杂志》编委会评审将有机会参与各级别学术会议交流并有机会在《中华血液学杂志》上

刊登。

《中华血液学杂志》杂志社
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