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! ! 摘要：目的* 研究抗凋亡蛋白 B9@.CD在巨核细胞分化和成熟过程中的作用。方法 * 采用 E$BF 诱导 GHI- 细胞向

巨核细胞分化，J(! 干扰阻断 B9@.CD在 GHI- 细胞向巨核细胞诱导分化中的表达，J#.E"J 和流式细胞仪技术检测其改

变。采用免疫磁珠从正常骨髓中富集 "$+1 K 细胞，在无血清培养下用 #EL 诱导其向巨核细胞分化，免疫组织化学和流

式细胞仪技术观察分化过程中 B9@.CD的表达改变。结果* E$BF 诱导 GHI- 细胞向巨核细胞分化 -1 : 后，"$I0 K 细胞百

分比迅速增加，并且在 2- : 内维持较高的阳性率；用 M;B9@.CD 干扰后 2- : 内，"$I0 K 细胞百分比只有轻度增加，同时

J#.E"J 检测显示 -1 : 后 B9@.CD ?J(! 表达显著减少，流式细胞检测显示 B9@.CD 蛋白的表达也相应降低。正常骨髓中

"$+1 K 细胞经 #EL 诱导后，在培养 H N -, O 间 B9@.CD蛋白表达阴性的巨核细胞随着培养时间延长逐渐增多，免疫组织化

学检测显示未成熟的巨核细胞 B9@.CD蛋白表达呈强阳性，而在成熟的巨核细胞中表达为阴性。结论* 抗凋亡蛋白 B9@.CD
在巨核细胞分化过程中发挥重要作用，而在巨核细胞发育晚期 B9@.CD蛋白的表达下调可能是巨核细胞成熟的关键，并与

成熟巨核细胞的特殊凋亡发生密切相关。
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( ( 近年来，随着研究的不断深入，人们对血小板

的产生有了更为深刻的认识。多项研究表明，成熟

巨核细胞在产生血小板过程中表现出许多细胞凋亡

的特征，由此推测可能是巨核细胞特殊的凋亡过程

导致了血小板产生［I J E］。!"#$%& 是 !"#$A 凋亡相关蛋

白家族中的一种抗凋亡蛋白，最近研究发现，+",-%.

基因失活或过度表达皆能够破坏血小板产生，!"#$%&
可能在巨核细胞的分化、成熟及血小板产生过程中

发挥重要作用［F］。本研究采用 >?@ 干扰技术使抗凋

亡蛋白 !"#$%&基因沉默，观察 +",-%.基因沉默后对巨

核细胞分化的影响，并同时测定骨髓 KLEF M 细胞在

向巨核细胞诱导分化过程中抗凋亡蛋白 !"#$%&表达变

化，以进一步研究抗凋亡蛋白 !"#$%&在巨核细胞分化

中的作用。

材料和方法

345 干扰( 58>?@ 设计原则：使用双链 58>?@，

>?@ 应带有 I 个 ID4+ 的双链互补域且每个末端带 I
个 A$核苷 E !突出端。干扰的目的片段位于 !"#$%& )>$
?@ 的 第 FH J ND 核 苷 酸（O.4!*40 *"".55824 4,):.-
PAEIIQ），序 列 是 **/*/**+"*"+**""*/*/*，正 义 58>?@
链为：/*/**,"*",**""*/*/*++，反义 58>?@ 链为：,",$
",//,,*/,/*,,","++。使用 R8#.4".-;S 58>?@ K245+-,"+824
T8+（@):824，@,5+84，;U ） 试剂盒合成双链 58>?@，

同 时 设 计 含 有 I 个 碱 基 突 变 的 58>?@ 作 为 对 照 组。

根据 试 剂 盒 所 提 供 的 转 染 指 南 使 用 &8729."+*)84.
;SABBB 将 58>?@ 转入细胞内。采用 @):824 公司生产

的 R8#.4".- 58>?@ K245+-,"8+24 T8+ V-2".6,-. 试剂盒。

-#67 细胞的培养及诱导分化 ( 使用本实验室保

存的 TQNA 细胞，以 I W IBN X CQ ")A 密度种植，采 用

I NFB培 养 基 （IBY ZKR，F ))2# X & 谷 氨 酰 胺，IBB
[ X )# 庆链霉素），置 EC\、QY 的 K]A 孵箱中进行培

养，每隔 A J E 6 I^E 传代。将准备诱导的 TQNA 细胞

以 I W IBN X CQ ")A密度种植，采用 LZIA 培养基（IY
ZKR，F ))2# X & 谷氨酰胺） 培养，同时加入 QB 4)2# X
& 的 VL!, 诱导细胞分化，置 EC\、QY 的 K]A 孵箱

中，在 AF、FH 和 CA < E 个时间点测定细胞改变。

389:%3 检测 培 养 细 胞 中 ;()9<=>345 的 表 达

( 抗凋 亡 蛋 白 !"#$%& 及 内 参 照 （ O@VL_） 引 物 用

O.4.-,44.- 软件 设 计，!"#$%& 正 义 链：*"""*"+""+""*"$
"+++/，反义链：/"+/+*/""***++"/++/，扩增片断长度 QNA
:7，O@VL_ 正 义 链： //*/"+//+//++/*"+++"， 反 义 链：

"**//"+"+*//+//+"*++ ，扩增片断长度 DN :7，由北京生

物技术公司合成。从 TQNA 细胞提取总 )>?@，>;$
VK> 方法扩增检测。>;$VK> 反应条件：DQ\ 预变性

Q )84；DQ\ 变性 EB 5，QN\ 退火 EB 5，CA\ 延伸 EB
5，共 EQ 个循环；最后 CA\ 再延伸 C )84。扩增产物

电泳 后 紫 外 灯 照 相，用 T26*0 L8/8+*# R"8.4". ‘L@R
IAB 软件分析。

骨髓单个核细胞分离( 采集正常成人骨髓 Q J IB
)#，用 @KL$@ 抗凝，标本 采 集 F < 内 进 行 分 离，首

先用 V!R 按 I ^I 体积的比例稀释骨髓，然后缓缓加

至约 I ^ I 体 积 的 淋 巴 细 胞 分 离 液 （ Z8"2##$_17*a,.）

的液面上，I HBB - X )84 离 心 AB )84，吸 取 中 间 的 细

胞，V!R 缓冲液洗涤 A 次，I QBB - X )84 离心 IB )84，

制备 单 个 核 细 胞 （ )2424,"#.*- ".##5，S?K） 悬 液。

若红细胞仍然很多，可用 Q )# V!R 缓冲液重悬细胞，

用 IB 倍体积的低渗氯化铵溶液裂解残留红细胞。

%?!@ A 细胞的纯化及培养( 采用 S848S@KR 免疫

磁性吸附柱分离装置，应用 KLEF M 细胞单选试剂盒

进行细胞的分离和纯化。用无血清培养基将 KLEF M
细胞以 Q’ B W IBF 个 X )# 的密度种植在 AF 孔板中，同

时在培养基 中 加 入 人 重 组 ;V]，浓 度 为 IBB 4/ X )#，
每隔 E 6 换 I 次培养液。分别于培养第 Q、IB、IQ 和

AB 天收 集 细 胞，采 用 流 式 细 胞 技 术 检 测 !"#$%& 和

KLFI*。在培养 IB 6 时收集部分细胞进行免疫组织

化学染色检测 !"#$%&的表达。

免疫组织化 学 技 术 ( 把 培 养 的 悬 浮 细 胞（I W
IBQ X )#） 用涂片机均匀涂到多聚赖氨酸处理过的载

玻片上，冷丙酮固定 IQ )84。采用 R@! 法进行 !"#$%&
抗凋亡蛋白检测，过程如下：EY 过氧化氢孵育后用

血清封闭，先后 滴 加 抗 人 !"#$%& 单 克 隆 抗 体、生 物

素标记的羊抗小鼠 3/O 以及辣根酶标记链霉卵白素
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工作液室温孵育，!"# 显色，苏木素复染，常规脱

水封片。

流式细胞仪检测

双色标记法流式细胞检测：从培养的细胞悬液

中取出 $ % $&’ 细 胞，平 均 分 置 于 两 个 ())*+,-./ 管

中，其中一管 为 阴 性 对 照；加 入 0( 标 记 的 鼠 抗 人

1!2$3 抗体孵育 4& 56+ 后，用 78 多聚甲醛固定细胞

4& 56+，皂素破膜后加入 9:;1 标记的鼠抗人 #<=>?@抗

体孵 育 4& 56+；在 7 A 内 流 式 细 胞 仪 1B13=6CD.（ #>
!） 分析，计数 $&2个细胞，1*==ED*FG 软件分析结果。

阴性对照用 0( 和 9:;1 标记的鼠 :HI$ 孵育。

单色标记流式细胞仪检测：从培养的细胞悬液

中取出 $ % $&’ 细 胞，平 均 分 置 于 7 个 ())*+,-./ 管

中，其中 一 管 为 阴 性 对 照；用 9:;1 标 记 的 鼠 抗 人

1!J$ 抗体 孵 育 后，在 7 A 内 流 式 细 胞 仪 1B13=6CD.
（#>!） 检测，计 数 $&2 个 细 胞，1*==ED*FG 软 件 分 析

结果；阴性对照用 0( 和 9:;1 标记的鼠 :HI$ 孵育。

细胞凋亡检测K 采用 "++*?6+ L 试剂盒检测细胞

凋亡，具体操作过程如下：用冷 0#B 将所收集的细

胞洗 7 次，然后用试剂盒提供的 $ % #6+,6+H #D//*. 把

细胞稀释为 $ % $&J M 5=；加入 ’ != "++*?6+ L>9:;1 和

0:；置室温下避光孵育 $’ 56+；加入 $ % #6+,6+H #D//>
*. 后，$ A 内 用 流 式 细 胞 仪 1B13=6CD.（ #>!） 检 测；

计数 $&2个细胞，1*==ED*FG 软件分析结果。

统计 学 分 析 K 采 用 B0BB$$N & 软 件 处 理 数 据，

BGD,*+G ! 检验试验组和对照组的差别，" O &N &’ 表示

差异有显著性。

结! ! 果

%&’() 干 扰 对 *+#, 细 胞 诱 导 分 化 的 影 响 K
P’J7 细胞用 ’& +5-= M @ 0!#D 诱导 72 A 后，1!J$ Q
细胞 从 （&N R’ S &N $7）8 上 升 到 （ JRN 2 S 2N T）8 ，

并在 R7 A 内 维 持 较 高 阳 性 率。在 诱 导 同 时 采 用 F6>
#<=>?@ 干 扰，72 A 后 1!J$ Q 细 胞 仅 从 （ &N 2& S
&N TR）8 上 升 到 （ $4N R S 2N ’ ）8 ，R7 A 后 升 高 到

（4RN T S ’N 2）8 （ 图 $）。

%&’() 干扰诱导分化的 *+#, 细胞 -./0123’()
和蛋白的表达改变 K 在干扰后 72 和 2T A，#<=>?@5U>
V" 表达显著减低，而在 R7 A 后 #<=>?@5UV" 转录开始

恢复（图 7）。流式细胞检测 #<=>?@蛋白在诱导分化的

P’J7 细胞中的表达与 5UV" 表达相一致，72 和 2T A
蛋白表达很低，在 R7 A 蛋白表达有所升高（ 图 4）。

! "# #$ %"

&!’
$!’
%!’
(!’
)!’
#!’
*!’
"!’
+!’

!

,-
(+

.!
"
#
$
%
&
’

/0
12
13
45

6,
-(

+.
21
778

()*+!,*"
,974901 4:;1 <=590>

-./ ,534057 ?059@
8:ABC D27!E+ / :8ABC D27!E+ ?059@

图 4$ P’J7 细胞诱导分化过程中 1!J$ Q 细胞数的变化
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图 ,$ F6#<=>?@干扰后 #<=>?@5UV" 的表达
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图 !$ F6#<=>?@干扰后 #<=>?@蛋白的表达

5&6 !$ ;A* *?).*FF6-+ -/ ).-G6*+ #<=>?@3/G*. F6#<=>?@ 6+G*./*.*+<*
K
K K %&’() 干扰诱导分化的 *+#, 细胞凋亡的改变 K
干扰组在 &、72、2T 和 R7 A 的凋亡率分别为（$N 7 S
&N 7）8 、（$YN 4 S $N 2）8 、（7’N ’ S 7N ’）8 和（7RN ’ S
7N J）8 ，对照组细胞（$ 个碱基突变的 F6UV" 作为对

照组）则为（$N 4 S &N $）8、（$’N ’ S $N 7）8、（7&N 7 S
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)’ *）+ 和 （))’ , - *’ .）+ ，干 扰 组 轻 度 高 于 对 照

组，但差异无显著性（! / 0’ 01）。

$%& 诱导的 正 常 骨 髓 ’(!) * 细 胞 向 巨 核 细 胞

分化过程中 +,-./0表达( 用 ,00 23 4 5# 的 678 诱导分

选的正常骨髓 9:*. ; 细胞，分别于第 1、,0、,1 和

)0 天检测 9:.,< ; 细胞 !"#$%& 蛋白 的 表 达，结 果 显

示，在培养的第 1 天，（=1’ ) - 1’ 0）+ 的 9:.,< ; 细

胞高度 表 达 !"#$%& 蛋 白；随 着 培 养 时 间 的 延 长，第

,0 和 ,1 天 9:.,< ; 细胞中 !"#$%&蛋白表达阴性的细

胞逐 渐 增 多，分 别 为（*0’ , - ))’ ,）+ 和（>0’ 1 -
*0’ )）+ 。到第 )0 天，（=>’ * - ,0’ ,）+ 9:.,< ; 细

胞为 !"#$%&蛋白阴性（ 图 .）。
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图 )# 正常骨髓 9:*. ; 细胞向巨核细胞分化过程中 !"#$%&表达
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( ( +,-./0在未成熟和成熟巨核细胞中的表达( 用无

血清培养基培养正常骨髓的 9:*. ; ，并用 678 诱导

分化，在培养 ,0 G 左右时，将培养的细胞涂片，进

行免疫组织化学染色，结果显示，未成熟的巨核细

胞形 态 规 则，细 胞 膜 完 整，细 胞 核 较 大，胞 浆 中

!"#$%&表达强阳性（ 图 1M）；成熟的巨核细胞体积较

大，细胞膜边缘不规则，细胞核大，胞浆中 !"#$%&表

达很弱（ 图 1!）。

讨! ! 论

近来研究表明，成熟巨核细胞在产生血小板过

程中表现出了许多细胞凋亡的特征。体外研究显示，

在培养的上清液中血小板的释放与这些细胞的凋亡

同步发生，这种时间的相关性暗示了血小板的产生

和巨 核 细 胞 的 凋 亡 可 能 存 在 密 切 关 系［1］。!EKKE2

等［>］研 究 发 现，成 熟 巨 核 细 胞 内 特 定 局 部 细 胞 浆

"<CA<C@ 激活导致了血小板产生。

N<2O 等［.］研究了 !"#$) 家族凋亡相关蛋白在巨核

细胞分化成熟中的作用，发现在 678 诱导脐血 9:*. ;
细胞向巨核细胞分化的过程中以及用 7PM 诱导原始

巨核细胞系 Q6R 分化过程中，抗凋亡蛋白 !"#$%& 逐

渐增多，而 其 他 凋 亡 相 关 蛋 白，如 !"#$)、!M: 和

!MS 未有明显改变，而成熟晚期的巨核细胞抗凋亡

蛋白 !"#$%&显著减少。另外一些学者也发现 7PM 诱

导 T1>) 细胞向巨核细胞分化过程中抗凋亡蛋白 !"#$
%&表达升高［R］。在 "#$%%&基因突变小鼠模型中，虽然

骨髓中巨核细胞的数量有所增加，但循环中血小板

数量减少 U1+ 。作者认为循环中血小板数量的减少

导致骨髓巨核细胞反应性增加，且体外培养基因突

变小鼠的造血干细胞显示细胞凋亡率显著增加，巨

核细胞生成减少，表明 "#$%%&基因突变导致了巨核细

胞的分化 发 育 缺 陷，造 成 了 循 环 中 血 小 板 减 少［U］。

另一项研究显示 "#$%%& 基因过度表达的转基因小鼠

中，!"#$%&蛋白的过度表达损坏了成熟巨核细胞产生

血小板的能力［=］。

VWM 干扰可导致转录后基因沉默，能在低于反

义核酸几个数量级的浓度下，使目标基因表达降低

到极低水平甚至完全“ 剔除”［,0］。本研究采用 VWM
干扰的方法瞬时干扰了 7:!H 诱导的 T1>) 细胞 "#$%
%&基因表达，发现在 CD!"#$%&干扰后 ). 和 .U ? !"#$%&
5VWM 表达显著减低，而在 R) ? 后 !"#$%&5VWM 转录

开始恢复，说明 VWM 干扰只是瞬时影响了 5VWM 表

达。!"#$%&蛋 白 的 表 达 与 5VWM 表 达 相 一 致，). 和

.U ? 蛋白表达很低，而在 R) ? 表达有所升高。为了

检测 !"#$%&抗凋亡蛋白在 T1>) 细胞向巨核细胞分化

过程中的作用，本研究以 9:>, 作为巨核细胞特异标

记对 T1>) 细 胞 的 分 化 进 行 了 检 测，结 果 显 示，当

T1>) 细胞用 10 25E# 4 & 7:!H 诱导 ). ? 后，9:>, ;
细胞 从 （0’ R1 - 0’ ,)）+ 上 升 到 （>R’ . - .’ U）+ ，

并且在 R) ? 内维持了较高的阳性率；而在 T1>) 细胞

用 10 25E# 4 & 7:!H 诱 导 同 时 采 用 CD!"#$%& 干 扰 ). ?
后，9:>, ; 细 胞 仅 从 （ 0’ .0 - 0’ UR ）+ 上 升 到

（,*’ R - .’ 1）+ ，R) ? 后 升 高 到 （*R’ U - 1’ .）+ ，

CD!"#$%&干扰组中 T1>) 细胞向巨核细胞的分化显著减

少。考虑到 !"#$%& 为抗凋亡蛋白，本研究用 XY69 Z
M22D@%2$[ 和 7Y 双染法检测了干扰后的 T1>) 细胞凋

亡，结果发现干扰组的细胞凋亡率轻度高于对照组，

但无统计学意义。推测其原因可能为：（,）T1>) 细
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!"#$$ $ ()*+, $--.

胞抗凋亡蛋白不仅只有 !"#$%& 蛋白，!"#$’ 等抗凋亡

蛋白同时也起着抗细胞凋亡的作用；（’） ()*+, 干

扰只是瞬时干扰，并不是真正的基因剔除。因此在

()!"#$%&干扰后，-./’ 细胞向巨核细胞分化显著减少

并不是由于 ()!"#$%&干扰后细胞大量凋亡造成的。上

述结果表明抗凋亡蛋白 !"#$%&在巨核细胞分化过程中

具有重要作用。

为了进一步研究 !"#$%&在巨核细胞分化和成熟过

程中的作用，本 研 究 观 察 了 !"#$%& 在 012 诱 导 的 正

常骨髓 3456 7 细胞向巨核细胞分化过程中的表达变

化。结果显示，未成熟的巨核细胞形态规则，细胞

膜完整，细胞核较大，胞浆中 !"#$%&表达强阳性；而

成熟的巨核细胞体积较大，细胞膜边缘不规则，细

胞核大，胞浆中 !"#$%&表达很弱。同时，本研究在诱

导培养的第 .、89、8. 和 ’9 天检测了 3468: 7 细胞

!"#$%&蛋白 的 表 达。结 果 发 现， 在 培 养 的 第 . 天，

3468: 7 细胞几乎全部为 !"#$%&阳性，随着培养时间

的延长，第 89 天和第 8. 天 3468: 7 细胞中 !"#$%&阴

性的细胞逐渐增多，而到第 ’9 天，大多数 3468: 7
细胞为 !"#$%&阴性。这些结果证实抗凋亡蛋白 !"#$%&
在未成熟的巨核细胞中高度表达，而在成熟的巨核

细胞中表达下降。

综上所述，抗凋亡蛋白 !"#$%&可能在造血干细胞

向巨核细胞分化过程中，尤其在维持未成熟巨核细

胞发育过程中具有重要作用；而在达到成熟的巨核

细胞中表达明显降低，则可能与巨核细胞成熟后发

生特殊的凋亡以至血小板形成有关。未成熟的巨核

细胞生存必须依赖于 012 的存在，而成熟的巨核细

胞失去了对 012 的反应能力，即使在足量 012 存在

的培养条件下，成熟晚期的巨核细胞仍然发生不可

避免的凋亡，因此有学者认为成熟晚期的巨核细胞

可能发 生 了 “ 自 发 性 凋 亡 ”［88］。然 而 抗 凋 亡 蛋 白

!"#$%&在成熟的巨核细胞中是通过何种机制下调并可

能诱导巨核细胞“ 自发性凋亡” 有待于进一步研究。

（ 本文图 . 见插图第 . 页）

参! 考! 文! 献

［8］ 1:;<# =*，>:?;@)A B>，C;:#):DE BF B?G 0H< I)EA<D<()( EJ

K#:;<#<;( J?EL L<A:M:?NE"N;< K?EK#:;<#<;(［ B］G B 3#)D CD$
O<(;，’99.，88.（8’）：556P$55.6G

［’］ -:#QRHDN S，*:O)T -G *E#< EJ :KEK;E;)" K?E"<((<( )D K#:;<$
#<; I)EA<D<()(［ B］G ,";: >:<L:;E#E，’996，888（8$’）：

/U$UUG
［5］ VE?TA< W1G W<A:M:?NE"N;< :KEK;E()(：(E?;)DA EQ; ;H< ()A$

D:#(［ B］G !? B 1H:?L:"E#，’99.，86.（5）：’U8$’U5G
［6］ =:DR 3，!<D<; C，*)"H:?T 3，!" #$G ,D;):KEK;E;)" K?E;<)D

!"#$%（&）)( QK$?<AQ#:;<T TQ?)DA L<A:M:?NE"N;)" T)JJ<?<D;)$
:;)ED EJ 3456（ 7 ）K?EA<D);E?( IQ; )( :I(<D; J?EL (<D<($
"<D; L<A:M:?NE"N;<(［ B］G F%K ><L:;E#，’998，’X（/）：

U’P$U5.G
［.］ Y:Q#) V，Z);:#< W，[:#")<?) F，!" #$G %& ’(")* (<D<("<D"<

:DT :KEK;E;)" "<## T<:;H EJ HQL:D L<A:M:?NE"N;<(［ B］G
!#EET，8XXU，X9（/）：’’56$’’65G

［/］ 4< !E;;ED =，=:I?) =，4:QA:( F，!" #$G 1#:;<#<; JE?L:;)ED )(
;H< "ED(<\Q<D"< EJ ":(K:(< :";)O:;)ED @);H)D L<A:M:?NE"N;<(

［ B］G !#EET，’99’，899（6）：8589$858UG
［U］ YH:DA &，YH:E >，=QD ,，!" #$G F:?#N TE@D$?<AQ#:;)ED EJ

!"#$%& <%K?<(()ED TQ?)DA L<A:M:?NE"N;)" T)JJ<?<D;):;)ED EJ
;H?ELIEKE)<;)D$)DTQ"<T 3456 7 IED< L:??E@ "<##( )D <((<D$
;):# ;H?ELIE"N;H<L): >:<L:;E#EA)":［ B］G ’996，PX（89）：

88XX$8’9/G
［P］ ]:AD<? -^，3#:QT)E F，*Q"M<? F! 5?T，!" #$G 3EDT);)ED:#

T<#<;)ED EJ ;H< !"#$% A<D< J?EL <?N;H?E)T "<##( ?<(Q#;( )D H<$
LE#N;)" :D<L): :DT K?EJEQDT (K#<DEL<A:#N［ B］G 4<O<#EK$
L<D;，’999，8’U（’’）：6X6X$6X.PG

［X］ -:#QRHDN S，SQ V，=QD =，!" #$G !"#%& EO<?<%K?<(()ED )D
L<A:M:?NE"N;<( #<:T( ;E )LK:)?<T K#:;<#<; J?:AL<D;:;)ED

［ B］G !#EET，’99’，899（.）：8/U9$8/UPG
［89］ 1<??)LED +，W:;H<N$1?<OE; !G ,KK#)":;)ED( EJ H)AH$;H?EQAH$

KQ; *+, )D;<?J<?<D"< ("?<<D( ;E K?EI#<L( )D "<## :DT T<O<#$
EKL<D;:# I)E#EAN［ B］G V<D<;)"(，’99U，8U.（8）：U$8/G

［88］ 4<Q;("H Z*，0EL<? ,G W<A:M:?NE"N;< T<O<#EKL<D; :DT
K#:;<#<; K?ETQ";)ED［ B］G !? B >:<L:;E#，’99/，856（.）：

6.5$6//G

（’99/$9/$’9 收稿）




