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[ 摘要 ] 目的：初步探讨 MYETS1 基因在多发性骨髓瘤细胞系 ARH-77 及 KM3 中表达下调机制及进行 MYETS1

基因原核表达分析。方法：运用 FISH 技术检测两株 ARH-77 和 KM3 细胞系染色体 13q14.3 区域缺失情况；RT-PCR

扩增 MYETS1 基因 , 并构建 pGEX-4T-MYETS1 重组载体。结果：ARH-77 和 KM3 细胞系中 MYETS1 基因所在染色

体 13q14.3 区域获得未缺失阳性信号；生物信息学分析 MYETS1 基因与 LECT1 基因序列同源，但通过 RT-PCR 实验

证实 MYETS1 基因开放阅读框与 LECT1 基因开放阅读框不一致；成功获得 MYETS1 基因原核表达蛋白产物。结论：

ARH-77 和 KM3 两株骨髓瘤细胞系中 MYETS1 基因所在染色体 13q14.3 区域未发生缺失，其在多发性骨髓瘤细胞中

表达下调可能存在其他机制。

[ 关键词 ]   多发性骨髓瘤；13q14.3 缺失；MYETS1 基因；重组表达
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Objective: To explore the down-expression mechanism of MYETS1 gene in multiple myeloma cell 
lines ARH-77 or KM3, and express MYETS1 gene in prokaryotic express system.
Methods: The region of chromosome 13q14.3 in ARH-77 and KM3 was detected by FISH.
MYETS1 gene was amplified by RT-PCR and cloned into prokaryotic expression vector pGEX-4T.
Results: Positive consequence was acquired in 13q14.3 where MYETS1 located by FISH in ARH-
77 and KM3 cell lines. Bioinformatics indicated highly sequence homology between MYETS1 and 
LECT1, but excluded the homology of open reading frame between MYETS1 and that of LECT1 by 
RT-PCR. Myets1 protein was expressed and harvested successfully
Conclusion: The region of chromosome 13q14.3 ,where MYETS1 gene located, was not defected in 
ARH-77 and KM3 cell lines. Down-expression of MYETS1 might be regulated by other mechanisms 
in multiple myeloma cell lines.

multiple myeloma; 13q14.3 deletion; MYETS1; recombinant expression
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多发性骨髓瘤 (multiple myeloma, MM) 是以骨
髓中克隆性浆细胞恶性增殖和异常积累为特征的
肿瘤，在中老年中发病率较高。MM 发病机制尚未
完全清楚 , 肿瘤在发生发展过程中伴随着多种瘤基
因的扩增、过度表达及抑瘤基因的缺失、突变或低
表达 [1-2]。多发性骨髓瘤病人的 13 号染色体 14.3
区缺失的概率很高，具有独立的预后判断价值 [3]。
大量研究表明在 13q14.3 区域存在众多的抑癌基
因，如 Rb 等 [4]。Zojer 等 [5-6] 使用针对 13q14 常见
缺失位点 RB-1 和 D13S319 的探针进行检测 , 两者
缺失率分别为 46.2% 和 38.9%。汤立军等 [7] 通过
疾病基因定位分析锁定了 MM 患者位于 13q14.2-
13q14.3 及 13q21.1 缺 失 热 点 区， 通 过 生 物 信 息
学分析找到了这段缺失热点区内的表达序列标签
(expressed sequence tags，ESTs)；半定量 RT-PCR
方法分析表明缺失热点区内的 EST H86826 在正常
人骨髓、多发性骨髓瘤细胞系 ARH-77 和 KM3 中
存在表达差异；然后利用 EST H86826 搜索到美国
Invitrogen 公 司 IMAGE223589 克 隆 并 测 序 得 到 一
条长 1495 bp 的核苷酸序列，Genbank 注册被命名
为 MYETS1。本研究应用荧光原位杂交 (fluorescent 
in situ hybridization, FISH) 技术检测 2 株多发性骨
髓瘤细胞系 ARH-77 和 KM3 染色体 13q14.3 区域
的缺失情况，进一步验证了 MYETS1 基因的表达，
并原核重组表达了 MYETS1 基因的开放阅读框。

1 材料与方法

1.1 材料
ARH-77 细胞系、KM3 细胞系为中南大学生

物科学与技术学院分子生物学研究中心自存，用含
10% 小牛血清的 RPMI1640 培养基，在 5% CO2，
37℃条件下培养；分离单个核细胞的正常人外周
血，来自中南大学湘雅第三医院。

1.2 探针
检 测 探 针 为 BAC 探 针 库 中 针 对 13q14.3 区

域 序 列 的 特 异 性 DNA 探 针 chr13-321 RP11-
457D13；对照探针为 BAC 探针库中针对 13q22.1

序列特异性 DNA 探针 chr13-64 RP11-142F15, 探
针于 -20℃保存备用。BAC 探针由中南大学医学
遗传国家重点实验室提供。

1.3 引物
根据已报道的 MYETS1 基因及 Genbank 中注

册的 LECT1 基因 7 个外显子序列设计引物见表 1。

1.4 主要试剂
正 常 熔 点 琼 脂 糖、低 熔 点 琼 脂 糖 和 碘 化 丙 啶

购于美国 Sigma 公司；RPMI1640 干粉和小牛血清
购 于 美 国 GIBCO 公 司；Taq DNA 聚 合 酶，dNTPs，
Eco RI， 5′ RACE 试剂盒购于中国大连宝生物工程
有限公司（TaKaRa )；RNA 提取试剂盒、少量提取质
粒试剂盒和 PCR 产物回收试剂盒购于美国 Qiagene
公司。

1.5 RNA 提取
按 照 TRIzol 试 剂 盒 说 明 书 进 行 提 取 细 胞 总

RNA，-80℃保存备用。

1.6 RT-PCR 及产物凝胶电泳
30 μL 反转录体系中含 30 pmol/L oligo(dT)15 1 μL，

2.5 mmmol/L dNTPs 混 合 物 4 μL，RNA 酶 抑 制 剂
30 U，AMV 反转录酶 10 U，5×RT 缓冲液 6 μL，
1 μg 模板 RNA，37 ℃水浴 1 h 合成 cDNA；50 μL 
PCR 体系中含 cDNA 5 μL, TaqDNA 聚合酶 2.5 U，
10  μmol/L 上 游 引 物 1 μL，  10  μmol/L 下 游 引 物
1 μL，2.5  mmol/L  dNTPs  4 μL, 无 核 糖 核 酸 酶
水 33 μL，10×PCR 缓冲液 5 μL，预变性 94℃ 2 
min，然后 94℃变性 30 s，  52 ℃退火 30 s,  72℃
延伸 35 s，共 30 个循环，最后 72 ℃延伸 5 min。
1.0% 琼脂糖凝胶电泳分析 PCR 产物。

1.7 MYETS1 基因原核表达分析
将 MYETS1 基因编码 114 个氨基酸的开放阅

读 框 克 隆 到 pGEX-4T 原 核 表 达 载 体， 利 用 限 制
性内切酶酶切及 DNA 序列测定鉴定阳性重组子。
取 10 μL 重 组 菌 菌 液， 接 种 入 1 mL 含 氨 苄 青 霉

表 1  MYETS1 基因及 LECT1 基因相关引物
Table 1  Related primers of MYETS1 and LECT1 genes

引物名称           引物序列           扩增产物大小

MYETS1 P1 5′ -CCCTTTAGGTCAGCTAATTAGTGGC-3′ —

MYETS1 R1 5′ -CTGTCCATCCATAGTCTAACCAGAG-3′ MYETS1P1 与 MYETS1R1 扩增产物 146 bp

MYETS1 P2 5′ -TGGTTAGACTATGGATGGACAGGAG-3′ —

MYETS1 R3 5′ -CAGTTACCATTTGGATGTGTGTGAG-3′ MYETS1P2 与 MYETS1R3 扩增产物 1221 bp

LECT1e2e3R1 5′ -GGTCTCCAAGTTGTTCCCAGCGTCT-3′ —

LECT1e2e3P1 5′ -AGGTGGGAGCCGTGGTCCTCATTTC-3′ e2e3P1 与 e2e3R1 扩增产物 179 bp

LECT1e2e3P2 5′ -GAAGGGGAGCGACAGTCACATTTAC-3′ e2e3P2 与 e2e3R1 扩增产物 106 bp

LECT1e3e4LP1 5′ -GGAAATAGACGCTGGGAACAAC-3′ —

LECT1e3e4LR1 5′ -TAAGCCAGAAAATAGGAAGGTC-3′ e3e4LP1 与 e3e4LR1 扩增产物 335 bp

LECT1e1e7P1 5′ -CTCCGACAAAGTTCCCATTGCCCTG-3′ —

LECT1e1e7R1 5′ -CTTCTGGCAGTGGGTGTAGCTCCGC-3′ e1e7P1 与 e1e7R1 扩增产物 871 bp
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素（50 μg/mL）的 LB 培养液，37 ℃培养过夜 , 取
50  μL 过夜培养物接种入 5 mL  含氨苄青霉素（50 
μg/mL）的 LB 培养液，37 ℃振荡培养 2 h 以上至
对 数 生 长 中 期（OD600nm=0.8）； 加 入 IPTG  至 终
浓度 0.5  mmol/L 继续培养 4 h 后， SDS-PAGE 凝
胶电泳鉴定表达产物。以转 pGEX-4T 质粒的 E.coli  
BL21 (DE3) 在同等条件下诱导作为阴性对照。

1.8 FISH 分析
分别取1×106 个ARH-77和KM3细胞离心去

上清,加入5 mL  0.075%  KCl低渗液,置37 ℃  水浴
箱中孵育20 min，缓慢加2 mL固定液(甲醇∶冰醋
酸=3∶1)于试管中混匀,  离心后去上清,  重悬细胞,
室温下缓慢加入5 mL固定液固定30 min，气干法
滴片,晾干后置37℃预温的2×SSC  30  min，70%，
85%，100%乙醇室温梯度脱水,每梯度2  min ,晾
干,加入70%甲酰胺72℃变性2  min，70%，85%，
100%乙醇室温梯度脱水,每梯度2  min ,晾干；采
用BAC探针库特异性DNA探针chr13-321  RP11-
457D13和chr13-64  RP11-142F15，暗环境下取
4 μL探针与8 μL  杂交缓冲液混匀,72℃水浴变性5 
min后,加入于37℃预杂交2  min的玻片杂交区域内, 
随即盖上盖玻片，37℃湿盒内杂交过夜,杂交后的
标本经50%甲酰胺/2  ×SSC于45℃洗片,避光晾干
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图 1  PCR 产 物 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 结 果。1：100 bp DNA 
ladder；2：MYETS1 P1 与 MYETS1 R1 引 物 扩 增 产 物 (146 
bp)；3：MYETS1 P2 与 MYETS1 R3 引 物 扩 增 产 物 (1221 
bp)；4：LECT1 e2e3 P1 与 e2e3 R1 引物扩增结果 (179 bp)；
5：LECT1 e2e3 P2 与 e2e3 R1 引物扩增结果 (106 bp)；6：
LECT1 e3e4 LP1 与 e3e4 LR1 引 物 扩 增 结 果 (335 bp)；7：
LECT1 e1e7 P1 与 e1e7 R1 引物扩增结果 (871 bp)。
Figure 1  Agarose gel electrophoresis analysis of PCR product. 
1:100bp DNA ladder;2:Amplified fragment with MYETS1 P1 and 
MYETS1 R1 primers (146 bp); 3:Amplified fragment with MYETS1 
P2 and MYETS1 R3 primers (1221 bp); 4:Amplified fragment 
with LECT1 e2e3 P1 and e2e3 R1 primers (179 bp); 5:Amplified 
fragment with LECT1 e2e3 P2 and e2e3 R1 primers (106 bp); 
6:Amplified fragment with LECT1 e2e3 LP1 and e2e3 LR1 primers 
(335 bp); 7:Amplified fragment with LECT1 e1e7 P1 and e1e7 R1 
primers (871 bp).

后加DAPI复染;用配有DAPI/FITC/Texas三色滤光
镜(  OLYMPUS-BX51)激发下观察细胞或染色体荧
光杂交信号。对照探针信号标示为橘黄色，检测
13q14.3区域的特异性DNA探针信号标示为绿色。

2  结  果

2.1 RT-PCR 扩 增 验 证 MYETS1 基 因 与 LECT1
同源基因的关系

搜 索 NCBI 数 据 库（http://ncbi.nlm.nih.gov/
nucleotide）, 获得一条与 MYETS1 基因高度同源的
cDNA 序列 LECT1。RT-PCR 验证分析 MYETS1、
LECT1 在外周血单个核细胞中的表达。凝胶电泳
结果如图 1, MYETS1 基因在外周血单个核细胞中
表达，而 LECT1 基因在外周血单个核细胞中未检
测到表达。

2.2 MYETS1 基因的原核表达
    SDS-PAGE 分析结果显示，经 IPTG 诱导的含重
组 质 粒 pGEX-4T-114aa 的 E.  coli  BL21 与 含 空 载
体 pGEX-4T 的对照菌的蛋白相比，在相对分子质
量约 37 kD 位置上出现一条新条带 , 与目的蛋白的
相对分子质量大小基本一致 ( 图 2 )。
2.3 FISH 技 术 分 析 ARH-77 和 KM3 细 胞 系

图 2 SDS-PAGE 分 析 MYETS1 基 因 在 E.coli  BL21 中 的

重 组 表 达 蛋 白。1:Protein marker；2:pGEX-4T 载 体；3：

pGEX-4T-114aa 重组子。
Figure 2 SDS-PAGE analysis of MYETS1 recombinant protein 
in E.coli BL21. 1:Protein marker; 2:pGEX-4T vector; 3:pGEX-4T-
114aa.
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13q14.3 区域缺失
    对照探针为针对 13q22.1 区域特异性 DNA 探针
即 chr13-64 RP11-142F15， 在 ARH-77 和 KM3
细胞均有 2 个橘黄信号信号，说明对照探针所针
对 的 区 域 检 测 正 常； 检 测 13q14.3 区 域 的 特 异 性

DNA 探 针 为 chr13-321 RP11-457D13， 在 ARH-
77 和 KM3 细胞均有 2 个绿色信号，表明 13q14.3
区域无缺失（图 3）。

3  讨  论

图 3  ARH-77 与 KM3 细胞 FISH 结果图。A:ARH-77 细胞；B:KM3 细胞。
Figure 3  FISH results of ARH-77 and KM3 cells.   A:ARH-77; B:KM3.

     Shaughnessy等 [8-10]研究发现: 采用多种涵盖
1 3 号 染 色 体 长 臂 的 探 针 研 究 1 3 号 染 色 体 缺 失 , 发
现多发性骨髓瘤患者存在13号染色体缺失,  两个
最 多 见 的 丢 失 位 点 是 位 于 1 3 q 1 4 的 染 色 体 片 段
D13S272(13q14.1)和D13S31(13q14.21)。亦有报道
认为丢失13号染色体整个长臂或13号染色体完全
缺失在多发性骨髓瘤患者中最常见[11]。Königsberg
等[12-13]研究表明染色体13q14缺失是与多发性骨髓
瘤患者生存期相关的独立预后因素。本研究中以
多发性骨髓瘤细胞系ARH-77和KM3为研究对象对
13q14.3区域的缺失进行研究，发现这两个多发性
骨髓瘤细胞系中13q14.3区域未出现缺失，表明多
发性骨髓瘤发病不存在染色体13q14.3缺失因素。

研究 [4] 发现在 13q14 存在大量的抑瘤基因，
故我们推测该区段可能存在多发性骨髓瘤抑瘤候
选基因。从荧光原位杂交结果和 RT-PCR 的结果
综合分析，多发性骨髓瘤细胞系 ARH-77 和 KM3
的 13q14.3 未 发 生 缺 失， 而 MYETS1 在 多 发 性 骨
髓 瘤 细 胞 系 ARH-77 和 KM3 中 表 达 下 调， 可 能
提示 MYETS1 在多发性骨髓瘤细胞系 ARH-77 和
KM3 中表达下调与 13q14.3 缺失并无直接关系。
MYETS1 表达下调可能与其 5 ′ 端启动子甲基化有
关，其与多发性骨髓瘤的相关性及其发病机制还
有待进一步研究。

通过生物信息学分析发现与 MYETS1 基因高
度同源的 Genbank 注册基因 LECT1。LECT1 是一
种能编码糖基化跨膜蛋白 , 促进软骨细胞生长并抑
制血管生成的基因 [14-15]。本研究考虑 MYETS1 基
因是否就是 LECT1 基因，但两者的开放阅读框并
不一致，LECT1 基因只有预测的外显子 3 存在于
MYETS1 基因的开放阅读框内。基于此，本研究针
对 MYETS1 基因与 LECT1 基因的 cDNA 序列设计

了多对引物进行 RT-PCR 验证，经多次的实验重
复，结果表明 MYETS1 基因在人外周血中单个核
细胞表达，而人外周血中单个核细胞表达中未检
测 到 LECT1 cDNA。 最 后 本 研 究 将 MYETS1 基 因
的开放阅读框克隆到原核表达载体 pGEX-4T 中，
成 功 地 表 达 出 MYETS1 蛋 白。MYETS1 蛋 白 的 表
达将为后续 MYETS1 抗体制备及多发性骨髓瘤发
病机制研究打下坚实基础。
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