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Abstract:Objective　Tostud ytheex pressionofc ytokine patterninme gakaryoblasticleukemiccellsandthe

possibleinvolvementofc ytokinesinme gakaryoblasticleukemo gesis. Methods 　RT2PCRandSouthernblot

wereusedtodetectc ytokinemRNAex pressioninfourme gakaryoblasticcelllines:Me g201,Dami,CHRF 2
288211andM 207eandalsocom parethedifferencesofc ytokineex pression. Results　CytokineIL 21β,IL 23,

andIL 26wereuniversall yex pressedinalloffourme gakaryoblasticcelllines.Thesec ytokinesma ybeinvolved

asautocrine growthfactorsforme gakaryocytopoiesis.Interestin gly,inflammator yc ytokineIL 21α,IL 25,and

IL212p40,wereonl ydetectedinMe g201,whicharemorematureme gakaryoblasticcells.Theex pressionof

otherc ytokine patternwasalsoshoweddifferencesinthefourme gakaryoblasticleukemiccelllines. Conclusion

　Thedataobtainedsu ggestthatme gakaryocyticleukemo genesisma yberelatedtotheabnormalitiesofc y2
tokinenetworkex pressedintheseleukemiacells.Theseobservationscould provideaclueforfurtherstud yin

megakaryoblasticleukemia.

Keywords: Megakaryocyte;Leukemia;C ytokine

摘 　要 :目的 　了解巨核细胞白血病细胞因子的表达谱系。方法 　用 RT2PCR 方法结合 Southern 印迹

检测 4 个分化程度不同的巨核细胞株 Meg201、Dami、CHRF2288211、与 M207e 的多个细胞因子表达情况 ,

并比较它们之间的差异性。结果 　4 个巨核细胞白血病细胞株均表达自分泌生长因子 IL21β、IL23、IL2
6, 涉及免疫炎症反应的细胞因子 IL21α、IL25 和 IL212p40 仅在细胞分化程度高的 Meg201 中表达 ,而且 4

个巨核细胞株也存在不同的细胞因子表达谱系。结论 　巨核细胞白血病的发生与细胞因子网络的失衡

可能具有密切的关联性 ,值得今后在巨核细胞白血病病人的临床诊疗过程中进一步关注。
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0 　引言

有报道白细胞介素 1、2、3、6 及 GM2CSF、G2CSF、

及 M2CSF等细胞因子可由白血病细胞自发产生 ,通

过自反馈机制促进细胞本身的增殖[1,2] 。为此 ,我们

采用细胞分化程度不同的 4 个巨核细胞株 Meg201、

Dami、CHRF2288211、与 M207e 作为研究对象 ,分别检

测它们的细胞因子 mRNA 的组成性表达情况 ,试图

了解巨核细胞白血病的细胞因子表达谱系。

1 　材料与方法

1.1 　细胞株与培养条件

巨核细胞细胞株 ( Meg201,Dami,CHRF 22882

11 和 M207e ) 由澳大利亚新南威尔士大学 BH

Chong 教授实验室赠送。该细胞株培养于 IMDM (

Iscove′smodifiedDulbecco ′smedium ) 加 10%FCS

及青霉素 (100U/ml ) 、链霉素 (50mg/ml ) 中 ,每 2～3

天换液 1 次 ,对细胞因子依赖型细胞株 M207e 需加

入 IL23 (20ng/ml ) 。培养瓶置于 37 ℃、100% 湿度、

5%CO 2 培养箱中培养。

1.2 　外周血单核细胞制备

外周血单核细胞来源于一成年健康志愿者。无

菌状态下应用淋巴细胞液按常规方法分离静脉血中

的单个核细胞 ,置于 IMDM 加 10%FCS 及青霉素

(100U/ml ) 、链霉素 (50mg/ml ) 中培养 ,并用刀豆蛋

白 A (concanavalinA )( 10ng/ml )激活 6 小时 ,作为细

胞因子表达的阳性对照。

1.3 　逆转录2聚合酶链反应 (RT2PCR)
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使用 RT2PCR 方法[4] 检测 IL21 至 IL218、

TNF2α、TNF2γ和 IFN2γ在 4 个巨核细胞株的表达。

简要的步骤如下 :收集生长状态良好的细胞 5

×106 用来抽提总 RNA, 使用 RNeasy (QIAGEN ) 试

剂盒 ,操作步骤按说明书进行。mRNA 的逆转录反

应按下列方案进行 :RNA1 μg,d ( N) 6 18100n g ,

200UMMLV, 0.1M DTT2μl, 10mμdNTPs1 μl, 总

体积 20μl,42 ℃孵育 50 分钟。RT2PCR 的反应体系

由下列组成 :1μlcDNA, 2.5μl10 ×PCRbuffer, 0.5U

Taq polymerase, 0.2mM dNTP 及每对引物 30pmol,

总反应体积为 20μl。总反应循环为 30 周期 ,细胞因

子 IL21α,IL 22,IL 24,IL 26,IL 27,IL 29,IL 213,IL 2
12p35,IL 212p40,IL 215,IL 218 和 TNFα检测的退

火温度为 60 ℃,而 IL21β,IL 23,IL 25,IL 28,IL 210,

TNFγ 及 IFNγ 检测的退火温度为 58 ℃。以

GAPDH 作为内参照 ,每次实验均设阳性、阴性及空

白对照。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳 ,凝胶图像分

析仪分析。

1.4 　Southern 印迹

将电泳后的琼脂糖凝胶上的 PCR 产物转移到

尼龙膜上过夜 ,用标有荧光色素的相应细胞因子寡

核苷酸探针与尼龙膜上的 PCR 产物杂交 ,通过放射

性自显影法验证电泳阳性结果。

2 　结果

2.1 　Meg201 的细胞因子表达 　该细胞株表达大部

分细胞因子 ,如 IL21α、IL21β、IL23、IL25、IL26、IL27、

IL28、IL212p40 、IL218 和 TNFα等 ,反映了 Meg201

趋于分化成熟。

2.2 　Dami 的细胞因子表达 　该细胞株表达的细胞

因子少于 Meg201。

2.3 　CHRF2288211 的细胞因子表达 　该细胞株表

达的细胞因子相似于 Dami, 但特征性地表达 IL22

和 IL215, 值得关注。

2.4 　M207e 的细胞因子表达 　该细胞株表达的细

胞因子明显减少 ,仅表达 IL21β、IL23、IL24、IL26、

IL28、IL218 和 TNFα,也是这 4 株细胞株中唯一表

达 IL24 的细胞株。

以上结果均祥见图 1 及表 1。

3 　讨论

巨核细胞白血病发生机制的研究较其他类型的

白血病而言进展缓慢 ,其主要原因不仅在于本病临

床少见、普通光镜和组织化学染色条件下不易做出

诊断 ,而且巨核细胞在正常骨髓中的数量也相当稀

少、不便于采集 ,给科研带来了一定的难度。我们采

用细胞分化程度不同的 4 个巨核细胞株 Meg201、

Dami、CHRF2288211、与 M207e 作为研究对象 ,探讨

细胞因子的表达谱系 ,初步结果显示了巨核细胞白

血病存在细胞因子网络失衡状态 ,表现为多个正调

节的自分泌生长因子在 4 个细胞株表达 ,而多个炎

症免疫调节因子仅出现在分化程度好的细胞株中 ,

　　表 14 个巨核细胞白血病细胞株的细胞因子基因表达

Meg201 Dami CHRF2288211 M207e PBMCS GENOMI WATER RtaseNe getive

IL21α + -- -- -- + -- -- --

IL21β + + + + + -- -- --

IL22 -- -- + -- + -- -- --

IL23 + + + + + -- -- --

IL24 -- -- -- + + -- -- --

IL25 + -- -- -- + -- -- --

IL26 + + + + + -- -- --

IL27 + + + -- + -- -- --

IL28 + + + + + -- -- --

IL210 -- -- -- -- + -- -- --

IL212p35 -- -- -- -- + -- -- --

IL212p40 + -- -- -- + -- -- --

IL213 -- -- -- -- + -- -- --

IL215 -- -- + -- + -- -- --

IL218 + + + + + -- -- --

IFNγ -- -- -- -- + -- -- --

TNFα + + + + + -- -- --

TNFγ -- -- -- -- + -- -- --

GAPDH + + + + + -- -- --

　　+: 表达 ;--: 不表达
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图 1 　4 个巨核细胞白血病细胞株的细胞因子基因表达

较少表达在分化程度最差的 M207e 细胞株中。

　　研究发现 ,许多实体肿瘤和白血病存在自分泌/

旁分泌调节机制 ,涉及了大量的细胞因子[1,3] 。本

研究结果与其他相关报道同样也显示了巨核细胞白

血病存在多个正调节的自分泌生长因子 ,如 IL21β、

IL23,IL 26 等。

巨核细胞在免疫网络中的作用和地位 ,近年来

逐步得到认识[5] 。我们与其他学者的研究显示 ,巨

核细胞能够合成和表达黏附蛋白和细胞因子 ,参与

免疫反应 ,对机体具有一定的保护作用。本实验结

果显示 ,涉及免疫炎症反应的细胞因子 IL21α、IL25

和 IL212p40 仅在细胞分化程度高的 Meg201 中表

达 ,而在分化程度最差的 M207e 细胞株中则很少表

达。这提示了巨核细胞白血病发生过程中 ,可能存

在巨核细胞的免疫调节功能受损。

由此可见 ,巨核细胞白血病的发生与细胞因子

网络的失衡可能具有密切的关联性 ,值得今后在巨

核细胞白血病病人的临床诊疗过程中进一步关注。
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