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摘要：目的　 探讨 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在 １，２５⁃二羟基维生素 Ｄ３［１，２５⁃（ＯＨ） ２ ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３，１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３］诱导人

急性早幼粒细胞 ＨＬ⁃６０ 向单核系分化中的作用。 方法　 分别采用不同浓度的 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 在不同时间诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞向

单核系分化，确定最佳药物浓度和诱导时间；使用最佳药物浓度 ０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞 ７２ ｈ，采用流式细

胞技术、细胞化学染色技术检测并观察 ＨＬ⁃６０ 细胞的分化方向、分化程度及细胞增殖受抑情况；ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＣＡＴ、ＴＣＦ１、
ｃ⁃Ｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的表达水平及 ｐＲＢ 蛋白的磷酸化水平；采用免疫荧光法检测 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 在细胞内的分布情况。
结果　 ０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 于 ７２ ｈ 时可有效诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞向单核系分化；Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞增殖明显受抑（ ｔ＝ ４．７６９，Ｐ＜
０．００１），且细胞增殖抑制率升高（ ｔ＝ ４．８４，Ｐ＜０．００１）；瑞氏染色结果发现，与对照组比较，成熟单核细胞比例显著升高［（６１．２±
１３．６）％ ｖｓ （０．８±０．２）％，ｔ ＝ ７．４９，Ｐ ＝ ０．００１］；ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明，ＩＣＡＴ 蛋白表达上调（ ｔ ＝ ９．９１７，Ｐ＜０．０１），ＴＣＦ１、ｃ⁃Ｍｙｃ 和

ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白表达下调（ ｔ 分别为 ５４．５４， ５４．６４ 和 ２９．２４，Ｐ 均＜０．００１）；此外，ｐＲＢ 蛋白的磷酸化水平亦下调（ ｔ ＝ １５０．６，Ｐ＜
０．００１）；细胞β⁃ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达水平无显著性变化（Ｐ＞０．９９），但其在核内的表达水平下降（ ｔ＝ ９．７７，Ｐ＝ ０．０１）；免疫荧光检测结

果显示，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ蛋白呈胞浆聚集状态。 结论　 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路，抑制 ＨＬ⁃６０ 细胞增殖并促

进其单核系分化。
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　 　 本课题组前期研究发现，甾醇类新药（代号：
ＮＳＣ６７６５７）可通过 β 连环蛋白相关蛋白 １（ＩＣＡＴ）与
β 连环蛋白（β⁃ｃａｔｅｎｉｎ）的结合，从而抑制人早幼粒

细胞系 ＨＬ⁃６０ 的细胞增殖，并促进其向单核细胞分

化［１］。 １， ２５⁃二 羟 基 维 生 素 Ｄ３ ［ １， ２５⁃（ ＯＨ） ２⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３，１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３］是一种脂溶性

维生素，有学者发现，１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 可以抵抗肿瘤

增殖，并诱导白血病、乳腺癌和结肠癌等细胞分

化［２⁃４］。 但 １， ２５⁃（ ＯＨ） ２ Ｄ３ 是 否 通 过 ＩＣＡＴ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 及其下游转录因子 Ｔ 细胞因子 １ （ Ｔ⁃ｃｅｌｌ
ｆａｃｔｏｒ １，ＴＣＦ１）发挥诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞单核系分化的

作用目前尚不明确。 本研究旨在探讨 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信

号通路在 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞单核系

分化中的作用，以期明确介导 ＨＬ⁃６０ 细胞单核系分

化的关键分子。

１　 材料与方法

１．１　 细胞系、主要试剂及仪器　 人髓系白血病细胞

系 ＨＬ⁃６０ 购 自 上 海 细 胞 库 生 命 科 学 研 究 所；
１，２５⁃（ＯＨ） ２Ｄ３（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 细胞培养基

ＩＭ⁃ＤＭ、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；细胞周期试剂

盒（美国 ＢＤ 公司）；兔抗人 ｃ⁃Ｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐ⁃ｐＲＢ、
ｐ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 抗体、兔抗人 ｐＲＢ、ＴＣＦ１、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 抗体

及辣根过氧化物酶 ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ 二抗（美
国 ＣＳＴ 公司）；兔抗人 ＩＣＡＴ 抗体（美国 Ａｂｃａｍ 公

司）；ＣＤ１４⁃ＦＩＴＣ 流式抗体及对照抗体（美国 ＢＤ 公

司）；４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚 ＤＡＰＩ 核荧光染料、异
硫氰酸荧光素 （ ＦＩＴＣ） 标记的驴抗兔二抗 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；细胞蛋白抽提纯化试剂盒（上
海生工公司）；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云

天公司）。 ＢＸ⁃６３ 正置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；
二氧化碳恒温细胞培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；
Ｌ５００⁃Ａ 台式低速离心机（湖南湘仪实验室仪器公

司）； ＣｙｔｏＦＬＥＸ Ｓ 流 式 细 胞 仪 （ 美 国 Ｂｅｃｋｍａｎ
Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）；ＣｈｅｍｉｃＤｏｃ Ｔｏｕｃｈ 化学发光成像系统

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；Ｓｕｎｒｉｓｅ 酶联仪（奥地利 Ｔｅｃａｎ
公司）。
１．２　 细胞培养　 ＨＬ⁃６０ 细胞培养于含 １０％胎牛血清

的 ＩＭＤＭ 培养基（含 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素与 １００ μｇ ／ ｍＬ
链霉素）中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度恒温培养
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箱中培养，每 ３ 天传代 １ 次。 取对数生长期的细胞，
调节细胞浓度为 ５×１０４ ／ ｍＬ，以每孔 ２ ｍＬ 的体积将

ＨＬ⁃６０ 接种至 ６ 孔细胞培养板中，分别以加入 ２ μＬ
和 ２０ μＬ １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 储存液（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）作为

０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 １ μｍｏｌ ／ Ｌ １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 实验组，以
加入 ２ μＬ 的 ９５％乙醇作为对照组。 每组设 ３ 个

复孔。
１．３　 最适药物浓度及作用时间筛选

１．３．１　 最适药物浓度的筛选　 分别收集 ０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ
和 １ μｍｏｌ ／ Ｌ １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 实验组及对照组培养

７２ ｈ 的细胞，１５０×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，使用

含 １％胎牛血清的 ＰＢＳ 重悬，配置成 １×１０６ ／ ｍＬ 细胞

悬液。 分别取 ５００ μＬ 单细胞悬液，加入 ５ μＬ ＣＤ１４⁃
ＦＩＴＣ（１ ∶１００ 稀释）流式抗体，室温避光温育 ４０ ｍｉｎ，
使用 ＣｙｔｏＦｌｅｘ Ｓ 流式细胞仪于 ４８８ ｎｍ 通道检测 １×
１０４ 个细胞。 采用 ＦｌｏｗＪｏ ７． ６ 软件进行分析，以

ＣＤ１４ 阳性的细胞比例作为 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 诱导单

核细胞分化效率的检测指标。 公式：ＣＤ１４＋（％） ＝
ＣＤ１４ 阳 性 细 胞 数 ／ １０ ０００ × １００％， 以 检 测

１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞单核系分化的最适

浓度。
１．３． ２ 　 作用时间的筛选 　 分别使用 ０． １ μｍｏｌ ／ Ｌ
１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 处理 ＨＬ⁃６０ 细胞 ２４、４８、７２ 和 ９６ ｈ，
收集细胞，重悬为 １×１０６ ／ ｍＬ 细胞悬液，采用流式细胞

术检测 ＣＤ１４ 阳性细胞比例，以确定 １，２５⁃（ＯＨ）２ Ｄ３ 诱

导 ＨＬ⁃６０ 细胞单核系分化的最佳作用时间。
１．４　 流式细胞技术检测细胞周期　 收集 ０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ
１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 实验组和对照组处理 ７２ ｈ 后的细

胞，重悬为 １ × １０６ ／ ｍＬ 的单细胞悬液，ＰＢＳ 洗涤 ３
次，２５０ μＬ ＰＢＳ 重悬细胞，将细胞逐滴加入－２０ ℃
预冷的 ７５％乙醇（７５０ μＬ）中，置于－２０ ℃ 固定过

夜。 １５０×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上清，按照细胞周期检测

试剂盒说明书操作，加入 ５０ μＬ ＰＩ ／ ＲＮａｓｅ 染液重悬

细胞，避光温育 １５ ｍｉｎ，２ ｈ 内经 ＣｙｔｏＦｌｅｘ Ｓ 流式细

胞仪检测，激发波长 ５６１ ｎｍ。 使用 ＦｌｏｗＪｏ７．６ 软件

进行作图分析。 公式：Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比例 ＝ Ｇ０ ／ Ｇ１

期细胞数 ／ １０ ０００×１００％，Ｍ 期细胞比例 ＝Ｍ 期细胞

数 ／ １０ ０００×１００％，Ｓ 期细胞比例＝Ｓ 期细胞数 ／ １０ ０００
×１００％。
１．５　 ＣＣＫ⁃８ 试验检测细胞活力　 分别取 ０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ
１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 实验组和对照组细胞，重悬为 ５ ×
１０４ ／ ｍＬ 的单细胞悬液，以每孔 ２００ μＬ 的体积接种

于 ９６ 孔细胞培养板中，每组设 ５ 个复孔。 继续培养

７２ ｈ 后，加入 ２０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液，３７ ℃温育 １ ｈ，使

用 Ｓｕｎｒｉｓｅ 酶 联 仪 于 ４５０ ｎｍ 波 长 检 测 吸 光 度

（Ａ４５０ ｎｍ）值，并计算细胞活力。 细胞活力（％）＝ （实
验组 Ａ 值－对照组 Ａ 值） ／对照组 Ａ 值×１００％。
１．６ 　 瑞氏染色检测单核细胞 　 收集 ０． １ μｍｏｌ ／ Ｌ
１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 处理 ７２ ｈ 后的 ＨＬ⁃６０ 细胞，重悬为

１×１０６ ／ ｍＬ 的单细胞悬液，取 １０ μＬ 均匀进行细胞涂

片，采用瑞氏染色法染色玻片，静置 １０ ｍｉｎ，流水冲

洗，干燥后在光学显微镜下观察细胞形态。 公式：单
核细胞比例（％）＝ 单核细胞数 ／ １００×１００％。
１．７　 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 收集０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ １，２５⁃（ＯＨ）２ Ｄ３
实验组和对照组处理 ７２ ｈ 后的 ＨＬ⁃６０ 细胞，重悬为

１×１０６ ／ ｍＬ 的单细胞悬液，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，１５０×ｇ 离

心 ５ ｍｉｎ，沉淀加入 ２００ μＬ ＲＩＰＡ 细胞裂解液裂解细

胞，按照细胞蛋白抽提纯化试剂盒收集核蛋白，使用

ＢＣＡ 蛋白质浓度测定试剂盒检测蛋白质浓度。 取

６０ μｇ 蛋白质进行 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，将凝

胶上的蛋白质电转移 （ ３００ ｍＡ 恒流 １８０ ｍｉｎ） 至

ＰＶＤＦ 膜上，用 ７０ ｇ ／ Ｌ 脱脂牛奶封闭９０ ｍｉｎ，加入兔

抗人 ｃ⁃Ｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐ⁃ｐＲＢ、ｐ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 抗体，兔抗

人 ｐＲＢ、ＴＣＦ１、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ＩＣＡＴ 抗体（均为 １ ∶ １ ０００
稀释）４ ℃振摇过夜。 ＰＢＳ 洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，
后加入 ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ 二抗（１ ∶３ ０００ 稀释）
４ ℃温育 ４ ｈ。 采用化学发光法显色，化学发光成像

系统进行密度分析。 公式： 校准灰度值比值 ＝
（１，２５⁃（ ＯＨ） ２ Ｄ３ 组灰度值 ／ １， ２５⁃（ ＯＨ） ２ Ｄ３ 组

β⁃ａｃｔｉｎ灰度值） ／ （对照组灰度值 ／对照组β⁃ａｃｔｉｎ灰度

值）。
１．８　 免疫荧光检测 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的表达与定位　
分别收集 ０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 实验组和对

照组处理 ７２ ｈ 后的 ＨＬ⁃６０ 细胞，重悬为 １×１０６ ／ ｍＬ
的单细胞悬液，４％多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ，１５％小牛

血清封闭，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后，加入兔抗人 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
抗体（１ ∶ ２００ 稀释） ４ ℃ 振荡温育过夜。 再次洗涤

后，加入 ＦＩＴＣ 标记的驴抗兔二抗 （ １ ∶ ２００ 稀释）
３７ ℃（避光）温育 １ ｈ，加入 ＤＡＰＩ 染料（５ ｍｇ ／ ｍＬ，
１ ∶１０ ０００稀释）复染 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，晾干后

加抗淬灭剂后盖玻片封片。 在激光共聚焦显微镜镜

下观察 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ （绿色标记）的荧光强度并拍照。
公式：校准荧光值强度比值＝ （１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 组荧

光值 ／ １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 组 ａｒｅａ 值） ／ （对照组荧光值 ／
对照组 ａｒｅａ 值）。
１．９ 　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２１． ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ｖ７ 统计学软件进行。 对数据进行正态性和方

差齐性分析，符合正态分布的数据以 􀭰ｘ±ｓ 表示，计量
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资料用两独立样本 ｔ 检验，均值间比较使用 ｔ 检验。
以 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 最适药物浓度和诱导时间的确定 　 流式细胞

技术检测结果表明，０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 诱

导 ７２ ｈ 时 ＣＤ１４＋％最高，为最适药物浓度，见表 １。
使用 ０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 作用细胞 ７２ ｈ 时

的细胞分化效率最高，为最适诱导时间，见表 ２。

　 　 表 １　 不同浓度 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞单核

系 ＣＤ１４＋（％）值的比较

浓度（μｍｏｌ ／ Ｌ） 均值 标准差 ｔ Ｐ
０ １．６３ １．０２
０．１ ９６．９３ ３．８４ ３３．９９ ０．０００ ９
１．０ ９４．７０ １．０５ ９９．１５ ０．０００ １

　 　 表 ２　 不同时间 ０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 诱导 ＨＬ⁃６０

细胞单核系 ＣＤ１４＋（％）值分化的比较

时间（ｈ） 均值 标准差 ｔ Ｐ
０ １．６０ １．０６

２４ ７．５７ ３．３６ ２．４０ ０．１３８
４８ ５４．７３ １０．９５ ７．８３ ０．０１６
７２ ９２．１３ ７．３３ １８．８３ ０．００３
９６ ８８．８３ ６．６０ ２０．１３ ０．００３

２．２　 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 抑制 ＨＬ⁃６０ 细胞增殖及细胞活

力结果　 流式细胞术检测结果显示，１，２５⁃（ＯＨ）２ Ｄ３
作用 ＨＬ⁃６０ 细胞后，Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞数比例较对照组

明显升高［（６５．２±５．３）％ ｖｓ（４９．４±２．２）％］，两组间

差异有统计学意义（ ｔ ＝ ４．７６９，Ｐ ＝ ０．００９）。 ＣＣＫ⁃８ 试

验结果显示，实验组细胞增殖抑制率较对照组显著

升高［（５１．４±１０．５）％ ｖｓ（５．３６±１２．７）％］，两组间差

异亦有统计学意义（ ｔ＝ ４．８４，Ｐ＝ ０．００８）。

２．３　 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞单核系分化

结果　 瑞氏染色结果表明，与对照组 ［成熟单核细胞

比例（０．８±０．２）％］相比，０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ １，２５⁃（ＯＨ）２ Ｄ３
处理 ７２ ｈ 后，成熟单核细胞比例为（６１．２±１３．６）％，
两组间差异有统计学意义（ ｔ＝ ７．４９，Ｐ＝ ０．００１）。
２．４　 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 下调 ｃ⁃Ｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 蛋白的

表达水平 　 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与对照组相比，
１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 下调 ＨＬ⁃６０ 细胞增殖相关蛋白

ｃ⁃Ｍｙｃ（ ｔ＝ ５４．６４，Ｐ ＝ ０．００１ ９）和 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达水

平（ ｔ＝ ２９．２４，Ｐ ＝ ０．００１ ２），并降低 ｐ⁃ｐＲＢ ／ ｐＲＢ 比值

（ ｔ＝ １５０．６，Ｐ＜０．００１），见图 １。

图 １　 细胞分化前后 ＨＬ⁃６０ 细胞增殖相关蛋白的表达

２．５　 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 下调核内 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的表

达水平　 与对照组相比，１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 作用ＨＬ⁃６０
细胞后，其 ＩＣＡＴ 蛋白表达上调（ ｔ＝ ９．９１７，Ｐ＝ ０．０１），
ＴＣＦ１ 蛋白表达下调（ ｔ ＝ ５４．５４，Ｐ ＝ ０．０００３）；细胞内

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的表达水平无明显变化（Ｐ＞０．９９），但
其在核内表达下降（ ｔ ＝ ９．７７，Ｐ ＝ ０．０１）；ｐ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表达水平无明显变化 （ ｔ ＝ ２．５１１， Ｐ ＝
０．１２９），见图 ２。

图 ２　 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 相关蛋白的差异表达

２．６　 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 抑制 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 入核 　 １，２５⁃
（ＯＨ） ２ Ｄ３ 作用 ＨＬ⁃６０ 细胞后，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ （绿色标

记）荧光强度减弱（ ｔ＝ １６．１５，Ｐ＝ ０．００３ ８）。 见图 ３。
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图 ３　 激光共聚焦显微镜下观察 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达和定位

３　 讨论

　 　 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 是一种可以诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞单

核系分化的高效诱导剂［５］，常被用于患者完全缓解

后维持治疗的唯一药物，可有效延长高危 ＡＭＬ 患者

生存期、 降低复发率［６］。 １， ２５⁃（ ＯＨ） ２ Ｄ３ 诱导

ＨＬ⁃６０细胞单核系分化的机制目前已有多项报道，
如其可以直接与维生素 Ｄ 受体（ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＶＤＲ）结合［７］，或通过上调 ＣＣＡＡＴ ／增强子结合蛋白

（Ｃ ／ ＥＢＰ） β 的表达使 ＨＬ⁃６０ 细胞单核系分化［２］。
但 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信 号 通 路 是 否 参 与 调 控

１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞单核系分化的过程

目前尚未见报道。 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路是本课

题组前期研究时采用比较蛋白组学技术在甾醇类新

药 ＮＳＣ６７６５７ 诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞单核系分化中筛选获

得［８］，故而本研究拟对其在 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 诱导细

胞单核系分化中进行验证。
本研究采用流式细胞技术及细胞化学染色技术

检测并分析细胞的分化方向，结果发现 ０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ
的 １， ２５⁃（ ＯＨ） ２ Ｄ３ 作用后的 ＨＬ⁃６０ 细胞后，其

ＣＤ１４ 阳性率升高，单核细胞比例升高（Ｐ＜０．０１），提
示 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 能够诱导其向单核系分化。 进

一步通过细胞增殖试验及 ｗｅａｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测后发现，
０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 实验组细胞增殖抑制率

较对照组显著升高 （Ｐ ＜ ０． ０１），且细胞增殖相关

ｃ⁃Ｍｙｃ，ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１，ＴＣＦ１ 蛋白的表达水平和 ｐＲＢ 蛋白

的磷酸化水平显著下降。 此外，本研究还发现，
Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路相关蛋白 ＩＣＡＴ 表达上调，
细胞核内 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达减少，但是细胞内

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ蛋白及 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的磷酸化水平未见

明显变化，提示 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路参与了

１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３诱导 ＨＬ⁃６０ 细胞单核系分化的进

程，与本课题组前期研究结论较为一致［１］。
Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的异常激活是肿瘤发

生的重要机制之一，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的过表达是此通路激

活的主要表现［９⁃１１］。 研究表明，磷脂酶 Ｄ１（ＰＬＤ１）
抑制剂作用于结肠癌细胞，上调 ＩＣＡＴ 蛋白表达，下
调 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ４ 蛋白表达，抑制 ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白的表

达［１２］。 另有学者证实，白藜芦醇可使胃癌细胞中

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ４ 蛋白表达下调，抑制肿瘤细胞的增

殖与侵袭［１３］。 而敲除 ＴＣＦ１ 能抑制白血病细胞在

裸鼠中的存活和扩增［１４⁃１５］。 以上研究提示，Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ信号通路可能是肿瘤治疗，尤其是白血病

化疗的新靶点。
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目前临床用于 ＡＭＬ 治疗有效的靶向药物较少，
且缺乏早期诊断、化疗耐药监测的标志物。 本研究

证实 １，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３ 通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号

通路，抑制 ＨＬ⁃６０ 细胞增殖并促进其单核系分化，
为 ＡＭＬ 的诱导分化和精准治疗提供了思路，但

１，２５⁃（ＯＨ） ２ Ｄ３是否通过 ＩＣＡＴ 抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路目前尚未确认，其在早期诊断和化疗耐药

中的地位仍需进一步探讨，也是我们今后工作的研

究重点。
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Ｅｘｐ Ｈｅｍａｔｏｌ， ２０１７， ５０： １⁃１２．

［７］Ｍｏｈｓｅｎｉ⁃Ｋｏｕｃｈｅｓｆａｈａｎｉ Ｈ， Ｎａｂｉｏｎｉ Ｍ， Ｋｈｏｓｒａｖｉ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｈｏｎｅｙ ｂｅｅ

ｖｅｎｏｍ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ １，２５⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ａｓ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｉｎｄｕｃｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ．

Ｊ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ， ２０１７， １３（３）： ５４４⁃５４９．

［８］Ｗａｎｇ Ｗ， Ｚｈａｎｇ Ｘ， Ｄｅｎｇ Ｋ， ｅｔ ａｌ． ＩＣＡＴ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｏｆ

ｍｏｎｏｃｙｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｅ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨＬ６０ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ａｌｌ⁃ｔｒａｎｓ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ

ａｎｄ ＮＳＣ６７６５７［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｆｕｎｃｔ， ２００９， ２７（６）： ３２９⁃３３７．

［９］ Ｄｏｍｉｎｇｕｅｓ ＭＪ， Ｒａｍｂｏｗ Ｆ， Ｊｏｂ Ｂ， ｅｔ ａｌ． ｂｅｔａ⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ＩＣＡＴ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ

Ｒｅｓ， ２０１４， ７４（７）： １９８３⁃１９９５．

［１０］Ｈｏｓｓａｉｎ ＭＺ， Ｙｕ Ｑ， Ｘｕ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＩＣＡＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｓｒｕｐｔｓ ｂｅｔａ⁃

ｃａｔｅｎｉｎ⁃ＴＣＦ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｍｐａｉｒｓ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｔｈｙｍｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ａｃ⁃

ｔｉｖａｔｅｄ ｍａｔｕｒｅ Ｔ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２００８， ２０（７）： ９２５⁃９３５．

［１１］Ｓｏｎｇ ＪＨ， Ｐａｒｋ Ｅ， Ｋｉｍ ＭＳ， ｅｔ ａｌ． ｌ⁃Ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄｏｗｎ⁃

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃Ｍｙｃ ｐｒｏｍｏｔｅｓ １，２５（ＯＨ）２Ｄ３⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆ⁃

ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ，

２０１７， １４０（１０）： ２３６４⁃２３７４．

［１２］Ｋａｎｇ ＤＷ， Ｌｅｅ ＢＨ， Ｓｕｈ ＹＡ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｄ１ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＣＡＴ ｂｌｏｃｋｓ Ｃｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｗｔｈ ｈｙ⁃

ｐｅｒａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ Ｗｎｔ ／ ｂｅｔａ⁃Ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ

Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１７， ２３（２３）： ７３４０⁃７３５０．

［１３］陈茹， 王海燕， 苏莹， 等． 白藜芦醇通过 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ⁃４ 信号

通路对胃癌细胞增殖活性及侵袭迁移能力的影响［ Ｊ］ ． 肿瘤药

学， ２０１８， ８（１）： ２０⁃２２．

［１４］Ｙｕ Ｓ， Ｚｈｏｕ Ｘ， Ｓｔｅｉｎｋｅ ＦＣ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＴＣＦ⁃１ ａｎｄ ＬＥＦ⁃１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ⁃

ｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｈａｖｅ ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅ ａｎｄ ｏｐｐｏｓｉｎｇ ｒｏｌｅｓ ｉｎ Ｔ ｃｅｌｌ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｍａｌｉｇｎａｎｃｙ ［ Ｊ ］ ． Ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ２０１２， ３７ （ ５ ）：

８１３⁃８２６．

［１５］Ｙｕ Ｓ， Ｌｉ Ｆ， Ｘｉｎｇ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ａｎｄ ｌｅｕｋｅｍｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ

ｈａｖｅ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｏｎ Ｔｃｆ１ ａｎｄ Ｌｅｆ１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］ ．

Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２０１６， ２９１（２１）： １１１４８⁃１１１６０．

（收稿日期：２０１９⁃０７⁃０３）
（本文编辑：许晓蒙）
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