
rLukS -PV 体外诱导人急性髓系白血病细胞 THP-1 分化作用研究
章成芳，马筱玲，戴春阳，孙晓曦

2014 － 11 － 23 接收

基金项目: 安徽省自然科学基金( 编号: 1408085MH188)

作者单位: 安徽医科大学附属省立医院检验科，合肥 230001

作者简介: 章成芳，女，硕士研究生;

马筱玲，女，教授，研究生导师，责任作者，E-mail: xiaoling-

ma@ 126． com

摘要 目的 研究金黄色葡萄球菌 PV-杀白细胞毒素亚组

分( LukS-PV) 对人急性髓系白血病细胞 THP-1 的诱导分化

作用，为寻求白血病新的靶向治疗药物奠定基础。方法 分

别采用 0、0. 50、1. 00 、1. 50 μmol /L 体外重组 PV-杀白细胞

毒素亚组分 LukS-PV( rLukS-PV) 体外刺激 THP-1 细胞 24、48
h。倒置显微镜、瑞氏 － 吉萨姆染色镜检等方法观察 rLukS-
PV 作用前后细胞的形态学变化，流式细胞术检测细胞表面

特异性抗原 CD11b、CD14 ，荧光显微镜观察细胞吞噬功能。
结果 经 rLukS-PV 刺激的 THP-1 细胞由分散、悬浮转变为

黏附、贴壁，且呈梭形。细胞体积增大，胞质增多，核质比例

缩小，细胞核呈肾形、三角形或不规则形，偏于一侧。细胞表

面 CD11b、CD14 表达增加，以 CD14 增加较为显著，细胞对荧

光颗粒吞噬功能明显增强。以上作用有明显的时间和剂量

依赖性。结论 rLukS-PV 具有诱导 THP-1 细胞向单核-巨噬

细胞定向分化的作用，有望成为一种新的髓系白血病靶向治

疗药物。
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诱导分化疗法是当前白血病治疗的主要方法之

一。该方法与传统的化疗区别在于不杀伤肿瘤细

胞，而是诱导其向正常或接近正常的细胞分化，同时

逆转肿瘤细胞增殖、浸润、转移等恶性表型。全反式

维甲酸( all-trans-retinoic acid，ATＲA) 为研究较为广

泛的分化诱导剂之一，在临床上用于诱导治疗急性

早幼粒细胞白血病已取得了较高的完全缓解率［1］，

但该药对其他亚型急性髓系白血病疗效不佳，且存

在容易复发和产生耐药性的问题，所以寻找新的白

血 病 治 疗 诱 导 剂 是 医 学 领 域 亟 待 解 决 的 问 题。
LukS-PV 是金黄色葡萄球菌分泌的 PV-杀白细胞素

( Panton-Valentine leucocidin，PVL) 两个组分之一。
PV-杀白细胞素是一种细胞穿孔毒素，含有 LukS-PV
( 33 ku) 和 LukF-PV( 34 ku) 两个组分，研究［2］表明，

单组分 rLukS-PV 对靶细胞的毒性明显减低，但仍保

留诱导靶细胞凋亡的活性。本实验组前期已研究证

实 rLukS-PV 具有抑制 THP-1 细胞增殖诱导凋亡和细

胞周期阻滞等作用［3］。但对于重组 PV-杀白细胞毒

素亚组分 LukS-PV( recombinant LukS-PV，rLukS-PV)

是否具有诱导 THP-1 细胞分化的作用未见研究报道。
该实验以原单核白血病细胞株 THP-1 为模型，对

rLukS-PV 诱导白血病细胞分化作用进行研究。

1 材料与方法

1． 1 材料 白血病细胞株 THP-1( 中科院上海细胞

研究所) ; ＲPMI 1640 培养基和新生胎牛血清( 美国

Gibco 公司) ; 蛋 白 纯 化 试 剂 盒 ( 德 国 Novagen 公

司) ; FITC 偶联的抗人 CD11b 单克隆抗体、PE 偶联

的抗人 CD14 单克隆抗体( 美国 eBioscience 公司) ;

0. 5 μm 绿色荧光颗粒 ( 美国 Polysciences 公司) ; 细

胞培养瓶、6 孔板( 美国 Corning 公司) ; CO2 培养箱

( 美国 Thermo Fisher Scientific 公司) ; EPICS XL-2 流

式细胞仪( 美国 COULTEＲ 公司) ; 倒置荧光显微镜

( 日本 Olympus 公司) ; 荧光定量 PCＲ 仪( 美国 ABI
公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 将 THP-1 细胞培养于 ＲPMI-
1640 培养基 ( 含 100 U /ml 青霉素 G、100 μg /ml 链

霉素和 10%胎牛血清) 培养，并置于 5% CO2、37 ℃
培养箱培养，每 2 ～ 3 d 传代 1 次。
1． 2． 2 rLukS-PV 蛋白的表达与纯化及蛋白的定量

本课题组前期构建了重组表达载体 pET28a-LukS-
PV，并转化入大肠埃希菌 ( E． coli ) BL21 ( DE3 ) ，

－ 80 ℃冻存。按常文娇 等［4］实验方法进行 rLukS-
PV 蛋白表达和纯化。按 BCA 蛋白浓度测定试剂盒

说明书操作检测重组蛋白浓度。
1． 2． 3 rLukS-PV 刺激 THP-1 细胞形态学观察 取

对数生长期的 THP-1 细胞，将细胞浓度调整为 5 ×
105 ～ 10 × 105 /ml，分别加入 0( 对照组) 、0. 50、1. 00、
1. 50 μmol /L rLukS-PV 与细胞共培养。分别于培养

24、48 h 后，通过相差显微镜、瑞氏染色镜检等方法

观察细胞形态改变。
1． 2． 4 细胞表面特异性抗原的检测 收集 rLukS-
PV 与 THP-1 细胞共培养 24、48 h 后细胞悬液，1 000
r /min 离心 5 min，收集细胞，预冷 PBS 洗涤 2 次，加
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入 5 μl FITC-CD11b 和 5 μl PE-CD14 荧光抗体双标

样品细胞，4 ℃ 避光孵育 30 min，预冷 PBS 洗涤 1
次，200 μl PBS 重悬细胞，用流式细胞仪进行测定。
1． 2． 5 细 胞 吞 噬 功 能 的 检 测 根 据 Gaurnier-
Hausser et al［5］实验方法，将 0. 5 μm 的绿色荧光颗

粒稀释浓度为 5 × 1011 /ml，向各组细胞中加入荧光

颗粒，浓度为 25 μl /ml 培养液，37 ℃孵育 2 h，收集

细胞，冷 PBS 洗涤 5 次去除未吞噬荧光颗粒，荧光

显微镜涂片观察细胞吞噬功能。
1． 2． 6 qＲT-PCＲ 检测信号通路基因表达 收集

rLukS-PV 与 THP-1 细胞共培养 48 h 后细胞悬液，收

集细胞，抽提细胞 ＲNA 并逆转录为 cDNA，根据 abm
EvaGreen 2X qPCＲ MasterMix 实验方法，以 β-actin
作为内参，使用 ABI7500PCＲ 仪进行检测。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行统计

分析，数据均以 珋x ± s 表示，多组数据之间比较采用

方差分析。

2 结果

2． 1 细胞形态学观察 原单核白血病细胞 THP-1
正常情况下呈圆形，悬浮生长，经 rLukS-PV 作用后，

部分 THP-1 细胞呈贴壁生长，且形状呈梭形。形态

学上具有向巨噬细胞分化的特征。随着作用时间延

长，48 h 细胞贴壁生长程度及数量明显高于 24 h; 且

随着 rLukS-PV 作用浓度的增加，细胞贴壁程度增

加。rLukS-PV 诱导 THP-1 细胞贴壁生长呈时间和

剂量依赖性。见图 1。rLukS-PV 作用 THP-1 细胞

后，细胞涂片进行瑞氏染色，光镜下观察细胞形态学

发生明显变化。表现为细胞体积增大，胞质增多，核

质比例缩小，核偏于一侧，细胞核呈肾形、三角形或

不规则形。且随着作用时间和作用剂量增加，细胞

分化增多，呈时间和剂量依赖性。见图 2、3。

图 1 rLukS-PV 对 THP-1 细胞形态学的影响 × 400

A: 对照组; B: rLukS-PV 0. 50 μmol /L 组; C: rLukS-PV 1. 00 μmol /L 组; D: rLukS-PV 1. 50 μmol /L 组; 1: 24 h; 2: 48 h

图 2 rLukS-PV 对 THP-1 细胞形态学的影响 瑞氏-吉萨姆染色 × 400
A: 对照组; B: rLukS-PV 0. 50 μmol /L 组; C: rLukS-PV 1. 00 μmol /L 组; D: rLukS-PV 1. 50 μmol /L 组; 1: 24 h; 2: 48 h
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图 3 rLukS-PV 刺激 THP-1 细胞 24、48 h 后形态学上

观察细胞分化的百分比

A: 对 照 组; B: rLukS-PV 0. 50 μmol /L 组; C: rLukS-PV 1. 00

μmol /L 组; D: rLukS-PV 1. 50 μmol /L 组

2． 2 细胞表面抗原 CD11b 和 CD14 的表达 流式

细胞术检测 rLukS-PV 处理 THP-1 细胞后细胞表面

抗原 CD11b 和 CD14 的表达，结果显示，rLukS-PV
作用 THP-1 细胞 24、48 h 后，其表面抗原 CD11b 和

CD14 表达率均有增加，且 CD14 显著增加。见图 4、
5。作用 48 h 后，CD11b 和 CD14 的表达均较 24 h
上调，呈时间依赖关系。在同一时间点，不同浓度

rLukS-PV ( 0、0. 50、1. 00、1. 50 μmol /L ) 实 验 组

CD11b 和 CD14 表达均随 rLukS-PV 浓度的增加而

增加 ( F24 = 36. 53、F48 = 26. 57，P ＜ 0. 01; F24 =
46. 48、F48 = 277. 20，P ＜ 0. 01) 。见图 6。结果提示

rLukS-PV 具有诱导 THP-1 细胞向巨噬细胞分化的

潜能，且呈时间和剂量依赖性。

图 4 rLukS-PV 对 THP-1 细胞表面抗原 CD11b 的影响

A: 对照组; B: rLukS-PV 0. 50 μmol /L 组; C: rLukS-PV 1. 00 μmol /L 组; D: rLukS-PV 1. 50 μmol /L 组; 1: 24 h; 2: 48 h

图 5 rLukS-PV 对 THP-1 细胞表面抗原 CD14 的影响

A: 对照组; B: rLukS-PV 0. 50 μmol /L 组; C: rLukS-PV 1. 00 μmol /L 组; D: rLukS-PV 1. 50 μmol /L 组; 1: 24 h; 2: 48 h
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图 6 rLukS-PV 刺激 THP-1 细胞 24、48 h 后

CD11b 和 CD14 表达百分比

A: 对 照 组; B: rLukS-PV 0. 50 μmol /L 组; C: rLukS-PV 1. 00

μmol /L 组; D: rLukS-PV 1. 50 μmol /L 组; 1: 24 h; 2: 48 h; 与对照组

比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 细胞吞噬功能的改变 为进一步验证 rLukS-
PV 对 THP-1 细胞的诱导分化作用，荧光颗粒吞噬实

验检测 rLukS-PV 刺激后的细胞吞噬功能。结果显示

经 rLukS-PV 作用后，THP-1 细胞表现出对荧光颗粒

的吞噬功能，且随着作用时间和作用剂量增加，细胞

吞噬功能增强，呈时间和剂量依赖性。见图 7。
2． 4 MAPK 信号通路基因的变化 为研究 rLukS-
PV 诱导 THP-1 细胞分化的作用机制，qＲT-PCＲ 检

测 MAPK 信号通路基因表达。结果显示经 rLukS-
PV 刺 激 THP-1 细 胞 48 h 后，p38、JNK1、JNK2、
EＲK1、EＲK2 表达量均明显上调，且其下游转录调

节因子 Fos、Jun、c-myc、ATF2 表达量也明显升高。
见图 8。

3 讨论

LukS-PV 和 LukF-PV 同比例混合时，高浓度时

可使细胞穿孔溶解( 坏死) ，低浓度时则诱导细胞发

生凋亡［6］。本课题前期成功构建了重组表达载体

pET28a -LukS-PV，体 外 表 达 纯 化 重 组 蛋 白 LukS-
PV，研究［3］表明，rLukS-PV 细胞毒性明显减低，且体

外可以诱导人急性髓系白血病细胞 THP-1 凋亡及

细胞周期阻滞，抑制其增殖，具有抗白血病细胞生长

活性。
白血病发病的分子生物学机制与细胞增殖和细

胞分化异常密切相关。诱导肿瘤细胞分化疗法是白

血病治疗的新策略，该方法基本特点在于不杀伤肿

瘤细胞，而是诱导其向正常或接近正常的细胞分化，

从而达到抑制肿瘤细胞生长的作用［7］。本研究首

次以人单核白血病细胞株 THP-1 为模型，通过观察

细胞贴壁生长情况、细胞形态结构、表面抗原表达、
吞噬功能等方法，研究 rLukS-PV 诱导 THP-1 细胞分

化作 用。结 果 显 示，rLukS-PV 作 用 一 段 时 间 后，

THP-1 细胞部分呈梭形，有伪足，贴壁生长。瑞氏染

色观察到 rLukS-PV 处理后 THP-1 细胞体积增大，胞

质增多，核质比例减小，细胞核呈不规则形，位于一

侧，表现出明显的巨噬细胞形态特征。
CD11b 是细胞黏附分子整合蛋白家族成员之

一 MAC-1 ( CD11b /CD18 ) 的 α 链，它主要在成熟

单核细胞、巨噬细胞、自然杀伤细胞上表达，是单核 /
巨噬分化的标志。CD14 为 LPS 受体，主要功能是

结合 LPS 并引起细胞活化［8］，主要存在于单核细

胞、巨噬细胞等细胞表面，是单核 /巨噬分化的主要

标志。rLukS-PV 刺激 THP-1 细胞后，细胞表面抗原

CD14 表达明显上调，且具有时间和剂量依赖性，在

1. 50 μmol /L rLukS-PV 刺激 THP-1 细胞 48 h 后，

CD14 表 达 比 例 最 高，可 达 24. 3%。本 研 究 中

rLukS-PV 诱导 THP-1 细胞分化表现出与 PMA 诱导

图 7 THP-1 细胞吞噬功能的改变

A: 对照组; B: rLukS-PV 0. 50 μmol /L 组; C: rLukS-PV 1. 00 μmol /L 组; D: rLukS-PV 1. 50 μmol /L 组; 1: 24 h; 2: 48 h
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图 8 rLukS-PV 刺激 THP-1 细胞 48 h 后相关基因

相对于对照组上调倍数

THP-1 细胞向巨噬细胞分化同样的表型改变，进一

步证实了 rLukS-PV 诱导 THP-1 细胞分化向巨噬细

胞分化方向。
巨噬细胞对颗粒性抗原物质具有很强的吞噬功

能，为验证 THP-1 细胞分化后功能的变化，检测了

rLukS-PV 作用后 THP-1 细胞对 0． 5 μm 绿色荧光颗

粒的吞噬作用，结果显示，经 rLukS-PV 诱导后，THP-
1 细胞表现出很强的荧光颗粒吞噬功能，且呈时间

和剂量依赖关系。综合形态学、流式细胞术及吞噬

实验结果，共同证实 rLukS-PV 体外诱导 THP-1 细胞

向巨噬细胞分化作用，并且诱导效率随时间和浓度

的增加而增加，呈时间和剂量依赖关系。
丝裂原活化蛋白激酶( MAPK) 信号通路是生物

体内重要的信号转导系统之一，参与介导细胞生长、
发育、分裂和分化等多种生理及病理过程。在哺乳

动物细胞中 MAPK 亚族主要包括 EＲK1 /2、JNK、p38
和 EＲK5，这几条通路之间存在相互“对话”从而导

致通路间产生相互协同或抑制作用。研究［9］表明，

维生素 D3 诱导白血病细胞 HL60 和 U937 粒系分

化，主要作用机制是激活 EＲK1 /2、JNK、p38 信号通

路并激活其下游转录因子如 c-jun 和 ATF-2 的磷酸

化。在本研究中，THP-1 细胞经 rLukS-PV 作用后，

p38、JNK1 /2、EＲK1 /2 基因表达明显上调，且转录因

子 Fos、Jun、c-myc、ATF2 表 达 增 加。因 此 猜 想，

rLukS-PV 有可能是通过激活 EＲK1 /2、JNK、p38 信

号通路，进而激活其下游转录因子如 Fos、Jun 的磷

酸化，从而达到诱导 THP-1 细胞分化的效果。
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rLukS-PV induces differentiation function in human
acute myeloid leukemia THP-1 cells in vitro

Zhang Chengfang，Ma Xiaoling，Dai Chunyang，et al
( Dept of Laboratory Medicine，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the induction differentiation effect of the subunit of Panton-Valentine leukoci-
din ( LukS-PV) on the acute myeloid leukemia THP-1 cell lines and search a promising therapeutic strategy of mye-
loid leukemia． Methods THP-1 cells were treated with different concentrations ( 0，0. 50，1. 00，1. 50 μmol /L) of
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recombinant LukS-PV( rLukS-PV) ． After 24，48 h，the morphology of induced cells was observed with Wright-Gi-
emsa staining under optical microscope． The expression of differentiation markers CD14 and CD11b was determined
by flow cytometry． The cell phagocytosis of fluorescent particles was examined by fluorescence microscope． Ｒesults
THP-1 cells treated with rLukS were changed from dispersal and suspended into adhesive and fusiform． Cell vol-

ume and cytoplasm content increased，nucleo-cytoplasmic ratio decreased． The shape of cell nucleus was reniform，

triangle and irregular． The cell nucleus was located at the side of cells． The expression of CD11b and CD14 was
significantly increased，especially CD14． The cell phagocytosis of fluorescent particles was also obviously en-
hanced． The above effects were both in a dose-and time-dependent manner． Conclusion rLukS-PV has the dif-
ferentiation effect of inducing THP-1 cell lines into monocyte-macrophages system． These findings suggest the
rLukS-PV maybe as a novel approach for treatment of myeloid leukemia．
Key words rLukS-PV; THP-1 cell; induce differentiation

罗格列酮对耐药乳腺癌细胞影响的研究
陈皖京，汤 铜，钱 波，李 佳，田 多，郑 璐

摘要 目的 探讨罗格列酮( ＲOS) 对耐他莫西芬( TAM) 的

乳腺癌细胞 MCF-7 /TAM 体外生长的影响，及对其耐药性的

逆转效果和作用机制。方法 采用四甲基偶氮唑蓝( MTT)

比色分析法测定 ＲOS 作用于 MCF-7 /TAM 细胞后的抑制率

及逆转耐药的效果; 采用流式细胞术检测 ＲOS 作用 MCF-7 /
TAM 细胞后的凋亡率; 采用实时定量荧光 PCＲ 技术检测

ＲOS 作用 MCF-7 /TAM 细胞后对 FOXA1、EＲα、ErbB-2 和 P53

基因表达的影响。结果 ＲOS 干预 MCF-7 /TAM 细胞后，呈

量 － 效 和 时 － 效 关 系 抑 制 其 增 殖。半 数 抑 制 浓 度 ( 136

μmol /L) 的 ＲOS 对 MCF-7 /TAM 细胞具有明显的逆转耐药

效果，逆转耐药倍数为 2． 05 倍。高浓度可诱导 MCF-7 /TAM

细胞凋亡。半数抑制浓度( 136 μmol /L) 的 ＲOS 作用 MCF-
7 /TAM 细胞后，能够上调 FOXA1、EＲα和 P53 基因表达水平

( P ＜ 0． 05) ，下调 ErbB-2 基因表达水平( P ＜ 0. 05) 。结论

ＲOS 可抑制 MCF-7 /TAM 细胞增殖，高浓度 ＲOS 可诱导其凋

亡，其机制 可 能 与 上 调 P53 基 因 表 达 有 关。ＲOS 可 逆 转

MCF-7 /TAM 细胞的耐药性，逆转机制可能与上调 FOXA1 和

EＲα基因表达，下调 ErbB-2 基因表达有关。

关键词 罗格列酮; 他莫西芬; 乳腺癌细胞; FOXA1; EＲα;

ErbB-2; P53
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他莫西芬( tamoxifen，TAM) 是作为雌激素受体

( estrogen receptor，EＲ) 阳性乳腺癌患者内分泌治疗

的主要药物，可有效降低患者的死亡率和复发率，但

长期使用会产生耐药继而限制其疗效。罗格列酮

( rosiglitazone，ＲOS) 作为胰岛素增敏剂广泛应用于

糖尿病的临床治疗，最近研究［1］显示 ＲOS 可抑制乳

腺癌细 胞 增 殖，但 其 对 TAM 耐 药 的 乳 腺 癌 细 胞

MCF-7 /TAM 的增殖和耐药性的影响尚无报道。该

研究观测了 ＲOS 在体外对 MCF-7 /TAM 细胞的增

殖、凋亡和耐药性的影响，以探索 ＲOS 在抑制耐药

细胞增殖和恢复耐药细胞对 TAM 敏感性中的作用，

为临床应用提供实验基础。

1 材料与方法

1． 1 细胞系 人乳腺癌细胞系( MCF-7) 和耐 TAM
乳腺癌细胞系( MCF-7 /TAM) 由安徽医科大学第一

附属医院中心实验室馈赠，MCF-7 /TAM 细胞株已用

浓度为 10 －6 mol /L 的 TAM 维持 1 年，实验前撤药 1
周; 上述两种细胞分别培养于含 10% 胎牛血清的

DMEM 培养基中和含 10% 胎牛血清的改良型 ＲP-
MI-1640 培养基中。
1． 2 主要试剂及器材 胎牛血清( 杭州四季青公

司) ，改良型 ＲPMI-1640 培养基和 DMEM 培养基( 美

国 Gibco 公司) ; TAM ( 天津希恩思公司) ，批号: T-
00470，1 g 装; 四甲基偶氮唑蓝( methyl thiazolyl tet-
razolium，MTT) 、二甲基亚砜( dimethyl sulfoxide，DM-
SO) 及 ＲOS( 美国 Sigma 公司) ，DMSO 批号: D5879，
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