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摘 要: 构建含 bcr /abl ＲNAi 慢病毒重组质粒载体并包装病毒，转染 K562 细胞，通过 Ｒeal-time PCＲ 及 West-

ern blotting 验证干扰效应。采用 CCK － 8 法、软琼脂细胞集落形成实验检测 ＲNAi 对 K562 细胞的增殖影响

作用。结果表明，慢病毒介导 bcr /abl 基因 ＲNAi 明显下调 K562 细胞中 bcr /abl mＲNA 及 P210bcr /abl融合蛋白，

显著抑制了 K562 细胞的增殖，这说明靶向 bcr /abl 融合基因的 ＲNAi 有望成为治疗慢性粒细胞白血病的有效

方法。
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CML( 慢性粒细胞白血病 Chronic myelogenous leukemia) 是一种源于多能造血干细胞的血液系统常见

恶性肿瘤，以 bcr /abl 融合基因为特征，并产生具有 t( 9; 22) ( q34; q11) 染色体异位的费城染色体［1］。bcr /
abl 融合基因编码的 p210bcr /abl蛋白具有酪氨酸激酶活性，它可以改变细胞信号传导，导致细胞恶性增殖，

在 CML 发病中起到重要作用［2］。临床上通常选用具有选择性的酪氨酸激酶抑制剂( imatinib) 对 CML 进

行治疗，但一些患者通过治疗会出现耐药性［3］，所以需要更有效的手段来治疗 CML。ＲNAi( ＲNA interfer-
ence) 是体外沉默特定基因的有效手段［4］，具有高效性和序列特异性。它通过一种双链 ＲNA 与一种核酶

复合物结合成 ＲNA 诱导沉默复合物( ＲNA-induced silencing complex，ＲISC) ，ＲISC 能够通过序列互补识

别并与特定的 mＲNA 结合，在 Dicer 酶的作用下将 mＲNA 降解。SCHEＲＲ 等［5］最先报道慢病毒介导的

ＲNAi 能实现 bcr /abl 基因的长期沉默。慢病毒可感染非分裂期和分裂期的细胞，将目的基因整合到靶细

胞的基因组中，并能长期表达，具有免疫反应小、感染率高等优点，因此，有望成为理想的基因转移载

体［6］。笔者通过慢病毒载体介导靶向 bcr /abl 融合基因的体外的 ＲNAi，研究 ＲNAi 对 K562 细胞增殖活性

的影响，旨在为治疗慢性粒细胞白血病提供更有效的方法。

1 材料与方法

1． 1 细胞培养 K562 细胞购自中国典型培养物保藏中心，用含 10% ( V /V) 胎牛血清( Gibco) 的 ＲPMI －
1640 培养基( Gibco) ，在 φ = 5% CO2，37 ℃的条件下培养。

1． 2 慢病毒的包装 转染前 24 h，将 293T 细胞［( 4 ～ 5) × 106 cfu·mL －1］接种到直径 10 cm 的平皿中。
用 Polyfect-V 转染试剂将 pMDLg /pＲＲE，pＲSV-Ｒev，pCMV-VSVG 和慢病毒载体质粒一同转染 293T 细胞
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中。培养 4 ～ 6 h 后，用 10 mL 新鲜的 293T 培养基换液。转染后 24 h，用 10 mL 病毒培养基换液。转染后

48 h 收获病毒上清。1 000 r·min －1离心 10 min 去除细胞碎片，－ 80 ℃保存。共收获 4 种病毒，实验分 3
组，分别为 B /A1，B /A2 和 B /A3，空病毒阴性对照组为 GFP。

1． 3 感染细胞 于直径 10 cm 平皿中接种 K562 细胞( 5 × 106 cfu·mL －1 ) ，在常规培养条件下培养 24 h
后，分别用 10 mL B /A1，B /A2，B /A3 和 GFP 病毒液给细胞换液，空白对照为 K562，用 10 mL 完全培养基

换液。继续培养 12 h 后，用新的完全培养基换液，再培养 48 h 后进行检测。
1． 4 bcr /abl mＲNA 表达水平的检测 常规方法抽取 B /A1，B /A2，B /A3，GFP 及 K562 组细胞总 ＲNA。根

据 Tiangen FastQuant cDNA 第一链合成试剂盒合成 cDNA，以 cDNA 为模板，进行 PCＲ 反应。BCＲ /ABL 上

游 aaatggactgcacccgagag，下游 ctcatggtccagaggatcgc。PCＲ 产物经 w = 1． 5% 琼脂糖凝胶电泳分析，凝胶成像

仪下观察并拍照。
1． 5 bcr /abl 融合蛋白 p210bcr /abl表达水平的检测 收集 B /A1，B /A2，B /A3，GFP 及 K562 组细胞，提取蛋

白。用酶标仪( Bio-Ｒad，USA) 检测蛋白浓度，并将所有样品稀释至同一浓度。蛋白样品与等量的上样缓

冲液煮沸 10 min 后，取 10 μL 上样。SDS-PAGE 分离胶浓度 8%，于 4 ℃冷室，100 V，300 mA 转膜 1． 5 h。
转移后于封闭液( 10%脱脂奶粉，TBST 配制) ，37 ℃封闭 45 min，与 bcr 一抗( Cell Signaling Technology) 和

β-actin 一抗 4 ℃孵育过夜。TBST 溶液室温洗膜 3 次，每次 15 min，然后与辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

二抗( Santa Cruz) 室温孵育 2 h。TBST 溶液室温洗膜 3 次，每次 10 min，压片显影。
1． 6 CCK －8 法检测增殖抑制率 将 B /A1，B /A2，B /A3，GFP 及 K562 组细胞分别接种于 96 孔培养板

内。每孔含培养液 100 μL，含细胞 1 × 104 个。均至少设 3 复孔，每块板上另设一组调零孔( 加培养液，不

加细胞和病毒) ，培养 24 ～ 48 h，每孔加入 10 μL CCK － 8 溶液作用 2 ～ 4 h，采用酶联免疫检测仪 450 nm
处测量各孔的光密度值( D 值) 。细胞增殖抑制率( % ) = 100% × ( A 对照组 － A 实验组) /A 实验组

1． 7 软琼脂细胞集落形成实验 配置含 w = 0． 6% 琼脂糖的 DMEM 完全培养基作为下层胶，含 0． 3% 琼

脂糖的 DMEM 完全培养基作为上层胶。现在 6 孔板中每孔加入 1． 5 mL 下层胶冷却凝固。收集 B /A1，B /
A2，B /A3，GFP 及 K562 组细胞，把细胞加到含 0． 3%琼脂糖的 DMEM 完全培养基中，调整细胞浓度为 1 ×

103·mL －1的细胞悬液。分别在 6 孔板的下层胶上加入 1 mL 含有细胞的上层胶( 每组至少 3 个重复) ，室

温凝固。然后移 6 孔板于 CO2 培养箱 37 ℃培养 14 d，向每孔加入 400 μL 0． 1%结晶紫染色液，染色 15 ～
30 min。观察并计数细胞集落。集落的计数和计算: 集落数 = n 孔中细胞集落数总和 /n 孔; 集落形成率 =
集落数 /接种培养细胞总数 × 100%。
1． 8 统计学处理 实验结果用 SPSS17． 0 统计软件分析处理。两样本均数采用 t 检验，多样本间比较用

单因素方差分析，以 P ＜ 0． 05 为差异具有显著性意义。

2 结果与分析

2． 1 慢病毒的成功制备 4 个质粒共转染 293T 细胞 48 h，细胞生长良好，荧光度强。表明病毒包装成

功，离心收集含病毒上清。用 B /A1，B /A2，B /A3 和 GFP 病毒上清感染 293T 细胞，共培养 48 h，约 90%
293T 细胞呈绿荧光，B /A1，B /A2，B /A3 和 GFP 组病毒感染 K562 细胞 72 h 后，绿荧光细胞比例约为 50%。

bcr/abl

茁鄄actin

k562 GFP B/A1 B/A2 B/A3

图 1 bcr /abl mＲNA 表达

Fig． 1 bcr /abl mＲNA expression

证明包装的慢病毒具有感染能力。
2． 2 bcr /abl mＲNA 表达水平的检测 实验结果显示，

阴性对照组比空白组细胞 bcr /abl mＲNA 表达略有降低，

而 B /A1，B /A2，B /A3 组比空白组细胞 bcr /abl mＲNA 表

达有明显的下降( 见图 1 ) 。说明慢病毒介导的 ＲNAi 明

显降低 bcr /abl 基因表达。
2． 3 bcr /abl 融合蛋白 p210bcr /abl表达水平的检测
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实验结果显示，阴性对照组比空白组细胞 P210bcr /abl蛋白表达略有降低，而 B /A1，B /A2，B /A3 组较空白组

细胞 P210bcr /abl蛋白表达有明显的降低( 见图 2 ) 。这说明慢病毒介导的 ＲNAi 明显降低 P210bcr /abl 蛋白

表达。
2． 4 ＲNAi 对 K562 细胞增殖抑制作用 CCK －8 法检测结果见图 3，结果显示: 阴性对照 GFP 组培养 24
h 和 48 h 后，与空白组相比变化不大，而实验组 B /A1，B /A2 和 B /A3 组对 K562 细胞的增殖均有不同程度

的抑制作用。培养 24 h 后，B /A1，B /A2，B /A3 组可使细胞活力分别降至空白组的 46． 4%，41． 5% 和

33． 0% ( P ＜ 0． 01，均值) 。培养 48 h 后，B /A1，B /A2 和 B /A3 组可使细胞活力分别降至空白组的 80． 8%，

63． 3%和 59． 8% ( P ＜ 0． 05，均值) 。

P210bcr/abl

茁鄄actin

k562 GFP B/A1 B/A2 B/A3

图 2 P210bcr /abl蛋白表达

Fig． 2 P210bcr /abl protein expression

图 3 ＲNAi 24 h，48 h 对 K562 细胞的影响

与对空白组相比，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

Fig． 3 Effect of ＲNAi 24 h，48 h on K562 cells

Compared with the blank group，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

2． 5 细胞集落形成试验 K562 细胞集落形成数见表 1，软琼脂培养 14 d 后细胞集落见图 4，5，从表 1 和

图 4 可见，空白组、GFP 组、B /A1 组、B /A2 组和 B /A3 组的克隆形成率分别为 17． 6%，16． 6%，9． 8%，

12． 3%和 11． 5%。从图 5 可见，与空白组相比，阴性对照组几乎没有影响，B /A1 组、B /A2 组和 B /A3 组抑

制率分别为 44． 3%，30． 1%和 34． 7%。B /A1 组、B /A2 组、和 B /A3 组的克隆形成率低于对照组( P ＜0． 05) 。

表 1 K562 细胞集落形成数

Tab． 1 Colony formation efficiency of K562 cell

组别

Group
细胞集落数 /个

Colony formation units
集落形成率 /%

Colony formation efficiency /%

K562 176 ± 6 17． 6 ± 0． 6

GFP 166 ± 4 16． 6 ± 0． 4

B /A1 98 ± 3 9． 8 ± 0． 3＊＊

B /A2 123 ± 4 12． 3 ± 0． 4*

B /A3 115 ± 7 11． 5 ± 0． 7＊＊

注: 与空白组相比，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

Note: Compared with blank group，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01
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图 4 空白组、GFP 组、B /A1 组、B /A2 组、和 B /A3 组细

胞集落图
Fig． 4 Cell colonies of the blank group，GFP group，B /A1

group，B /A2 group，and B /A3 group

图 5 空白组、GFP 组、B /A1 组、B /A2 组和 B /A3 组细胞

克隆形成率
Fig． 5 Clone formation rates of the blank group，GFP

group，B /A1group，B /A2 group，and B /A3 group

3 讨 论

K562 具有特征性的融合基因 bcr /abl 产生的 p210bcr /abl 融合蛋白，该融合蛋白可激活 Ｒas，JAK-STAT

等多条信号途径，导致细胞异常增殖［7］。临床上使用治疗 CML 药物的主要机制是药物与 p210bcr /abl 融合

蛋白竞争 ATP 上的结合位点，使 p210bcr /abl 融合蛋白无法被激活，如酪氨酸激酶抑制剂伊马替尼( Ima-
tinib) 、酪氨酸激酶抑制剂 Nilotinib 和 Dasatinib。其中 Imatinib 是一种可以使 CML 达到分子效应的药

物［8］。但是使用 Imatinib 药物的病人会对其产生耐药性，不宜长期使用。研究结果表明，siＲNA 能有效抑

制多药耐药白血病 K562 细胞 mdr1 基因 mＲNA 的表达，可阻断 JAK-STAT 等多条信号途径，JAK2 和

STAT5 蛋白表达水平下降，说明 JAK-STAT 信号途径对 p210bcr /abl 融合蛋白作用起着关键作用［9 － 10］。siＲ-
NA 瞬时转染，可使 bcr /abl 的 mＲNA 水平降低约 80%，P210bcr /abl蛋白也明显减少，但是 72 h 后 siＲNA 作用

逐渐消失［11 － 12］。慢病毒载体( lentivirus) 慢慢成为基因治疗的工具［13］，慢病毒具有容量大、安全性高等优

点，并且可以感染分裂期和非分裂期的细胞，在 ＲNAi、基因治疗及转基因等领域极具应用前景［14］。MI-
CHAEL 等［15］联合运用 siＲNA，Imatinib 和 Nilotinib 抑制酪氨酸激酶抑制剂抗性细胞的生长，结果表明，对

K562 细胞的抑制效果特别明显。张雪涛等［16］利用 siＲNA 直接转染 K562 细胞，转染后 48 h 干扰效果明

显，转染 72 h 后逐渐减弱，这是脂质体介导的 ＲNA 转染中，siＲNA 未经保护从而被 ＲNA 酶降解的缘故。

在本研究中笔者使用了第 3 代“四质粒”共转染慢病毒载体系统，结果显示，实验组较空白组细胞

bcr /abl mＲNA 表达和 P210bcr /abl蛋白表达均有明显的降低; 增殖抑制实验结果表明，ＲNAi 能够显著地抑制

K562 细胞的增殖; 软琼脂细胞集落形成实验进一步证明 ＲNAi 可以抑制 K562 细胞集落形成能力，证明构

建的慢病毒介导的 ＲNAi 可以实现 bcr /abl 基因的长期沉默，并显著抑制 K562 细胞的增殖。笔者下一步

将进行体内试验，验证慢病毒介导的 ＲNAi 在动物体内的治疗效果。
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The Effect of ＲNAi Targeting bcr /abl Fusion Gene on the Proliferation
Activity of the Chronic Myelogenous Leukemia K562

PAN Yanpeng1，CAO Xianying1，WU Zhaoying2，CHANG Zhijie2，WANG Yinyin2，TIAN Bo3，HAO Xinbao
( 1． College of Materials Sciences and Chemical Engineering，Hainan University，Haikou 570228，China; 2． School of

Medicine /State Key Laboratory of Biomembrane and Membrane Biotechnology，Tsinghua University，Beijing 100084，Chi-

na; 3． Department of Surgical Oncology，Affiliated Hospital of Shaanxi University of Chinese Medicine，Xianyang 712083，

China; 4． Affiliated Hospital of Hainan Medical College，Haikou 570228，China)

Abstract: bcr /abl ＲNAi lentivirus vector was constructed and used to transfect K562 cells ( the first human im-
mortalised myelogenous leukemia line to be established) ，and the stable transfectants were selected． ＲNAi effi-
ciency was assessed by Ｒeal-time PCＲ and Western blotting． The viability of the K562 cells was detected by
CCK-8 assay and clonogenic assay． The results showed that bcr /abl ＲNAi significantly down regulates the a-
mount of bcr /abl mＲNA and P210bcr /abl fusion protein，and inhibits the proliferation of the K562 cells． The meth-
od of ＲNAi targeting bcr /abl fusion gene highlights a new way of chronic myelogenous leukemia treatment．
Key words: lentivirus; bcr /abl gene; P210bcr /abl ; proliferation
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