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核仁磷酸蛋白基因突变对K562白血病细胞 
分化的影响
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(重庆医科大学检验医学院临床检验诊断学教育部重点实验室, 重庆市重点实验室, 重庆 400016)

摘要      核仁磷酸蛋白基因(nucleophosmin, NPM1)突变在急性髓系白血病的发生发展中发挥

着重要作用, 而与白血病分化阻滞的关系尚未完全阐明。为探讨NPM1基因突变对白血病细胞体

外分化的影响, 将携带NPM1 A型突变(NPM1-mA)的表达质粒载体pEGFPC1-NPM1-mA转染白血

病K562细胞系, 构建稳定表达NPM1-mA蛋白的细胞株(K562 mA), 同时设立野生型NPM1转染组

(K562 wt)、空载体转染组(K562 C1)和未处理组(K562)为对照。利用豆蔻酰佛波醇乙酯(PMA)诱
导各组细胞分化, 瑞氏–吉姆萨染色观察细胞分化的形态改变, 计算诱导分化率; 相差显微镜计数贴

壁细胞数量; 流式细胞术分析细胞表面分化抗原CD41的表达。结果显示, PMA作用72 h后, 与对照

组相比, K562 mA组细胞的诱导分化率及贴壁细胞数明显降低(P<0.05); 同时, CD41的表达受到显

著抑制(P<0.01)。提示NPM1基因突变能够阻滞白血病细胞系K562的体外分化。
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白血病是造血系统恶性克隆性疾病, 骨髓造血

细胞分化成熟障碍、正常造血功能减退是其重要

特征。近年来发现, 核仁磷酸蛋白基因(nucleophos-
min, NPM1)突变为急性髓系白血病(acute myeloid 
leukemia, AML)发生的起始事件之一[1], 可通过多种

途径参与调控白血病细胞的恶性增殖、凋亡及体

外侵袭等[2-5]。然而, NPM1突变与白血病细胞的分

化阻滞鲜有报道。目前认为, 五十余种NPM1基因

突变异构体中以A型突变(NPM1-mA)最为常见(约占

75%)。NPM1-mA是在野生型NPM1核苷酸序列的

第956-959位插入TCTG四个核苷酸而形成串联重复

序列, 从而在NPM1突变蛋白的C端形成一个额外的

核输出信号, 导致主要定位于核仁中的NPM1蛋白

移位, 形成胞质NPM1(cytoplasmic NPM1, NPMc+), 
NPMc+是AML患者重要的病理特征[6]。深入研究发

现, NPMc+白血病细胞具有独特的细胞分子生物学

特征, 主要包括CD34低表达、调控胚胎发育及细

胞分化的同源盒基因家族(HOX)高表达等[7-9], 提示

NPM1突变可能参与了调控白血病细胞的分化阻滞。

因此, 本研究拟通过构建稳定表达NPM1 A型突变体

(NPM1-mA)的白血病细胞株(K562 mA), 观察NPM1
突变对白血病细胞髓系分化的影响, 以期阐明NPM1
突变在白血病发生发展中的重要作用。

1   材料与方法
1.1  试剂

Lipofectamine™ 2000转 染 试 剂、Opti-MEM培

养基购于美国Invitrogen公司, 引物由美国Invitrogen
公司合成, RNA提取试剂TRIzol、RT-PCR试剂盒购

于日本TaKaRa公司, RPMI 1640培养液、G418购于美

国Gibco公司, 小鼠抗人NPM1单克隆抗体购于美国

Santa Cruz公司, 兔抗人H2A.X购于美国Cell Signaling
公司, 兔抗人β-actin、山羊抗鼠IgG、山羊抗兔IgG、

SP免疫组化检测试剂盒购于北京中杉金桥生物技术

有限公司, 胎牛血清购于上海依科赛生物制品有限

公司, 藻红蛋白PE标记的鼠抗人CD41抗体及同型对

照购于北京四正柏生物科技有限公司, 豆蔻酰佛波

醇乙酯(phorbol-12-myristate-13-acetate, PMA)、胞浆

胞核蛋白提取试剂盒购于Beyotime公司, 瑞氏–吉姆

萨(Wright-Giemsa)染液购于南京凯基生物科技发展

有限公司, Pro-light HRP化学发光检测试剂盒购于

美国Millipore公司。

1.2  质粒及细胞系

空载体(pEGFP-C1)、人NPM1 A型突变重组质
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粒(pEGFPC1-NPM1-mA)及人NPM1野生型重组质粒

(pEGFPC1-NPM1-wt)均由意大利Perugia大学Falini
教授惠赠。人慢性粒细胞白血病细胞系K562购自

中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生

物学研究所细胞库, 由本室常规保存。

1.3  实验方法

1.3.1　构建稳定表达NPM1-mA的K562细胞株        K562 
细胞用含10%胎牛血清的RPMI 1640培养液培养于

含5% CO2、37 ºC恒温培养箱中, 取对数生长期的

细胞用于后续实验。将K562细胞接种于12孔板中, 
每孔4×105个, 1 000 r/min离心, 采用Lipofectamine™ 
2000转染试剂将质粒转染入K562细胞, 设立pEGF-
PC1-NPM1-mA转染组(K562 mA)、pEGFPC1-NPM1-
wt转染组(K562 wt)、空载体pEGFP-C1转染组(K562 
C1)及未处理组(K562)。转染48 h后以G418(终浓度

为600 mg/L)筛选阳性克隆7 d, 采用有限稀释法筛选

获得稳定转染的单克隆细胞, 扩大培养。

1.3.2　RT-PCR        收集各组细胞, TRIzol抽提细

胞总RNA, 反转录合成cDNA, 进行PCR检测。以人

β-actin为内参, RT-PCR法分别检测各组细胞中突变

NPM1(NPM1-mA)的表达。根据GenBank上发布的

NPM1-mA基因序列(No.AY740634)设计特异性扩增

引物(表1), NPM1-mA突变位点在引物序列中的位

置以下划线表示。PCR反应条件均为: 94 ºC预变性

5 min; 94 ºC变性30 s, 56 ºC退火30 s, 72 ºC延伸50 s, 
循环35次; 72 ºC充分延伸10 min。PCR扩增产物进

行凝胶电泳检测, 采用凝胶图像分析系统进行分析。

1.3.3　Western blot        收集对数生长期细胞, 按说

明书操作, 分别提取细胞胞浆及胞核蛋白, Bradford
法测蛋白质浓度。取50 μg细胞蛋白提取液, 用12%
的分离胶分离蛋白质, 通过半干转膜仪将蛋白转移

到PVDF膜上, 5%脱脂奶粉室温封闭5 h, 与鼠抗人

NPM1单克隆抗体(1:200稀释) 4 ºC孵育过夜后, 与二

抗(辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠IgG, l:1 000稀释)
室温孵育1.5 h, TBST洗涤后用化学发光法进行显色。

以β-actin及H2A.X分别作为胞浆与细胞核蛋白内参。

表1　扩增基因引物序列

Table 1　The sequence of PCR primers for each gene
基因	 上游引物(5′-3′)	 下游引物(5′-3′)	 PCR产物长度(bp)
Genes	 Forward primers(5′-3′)	 Reverse primers(5′-3′)	 Amplified fragments(bp)
NPM1-mA	 TGG AGG TGG TAG CAA GGT TC	 CTT CCT CCA CTG C CA GAC AGA	 446 
β-actin	 TAG TTG CGT TAC ACC CTT TCT TG	 TGC TGT CAC CTT CAC CGT TC	 156

采用Quantity One软件对Western blot条带进行分析。

1.3.4　NPM1-mA蛋白的亚细胞定位        (1)细胞免疫

化学法: 收集各组细胞, 0.01 mol/L PBS洗涤3次, 离
心涂片。4%多聚甲醛固定30 min, 0.3% Triton X-100
渗透30 min, 山羊血清封闭15 min, 用鼠抗人NPM1
单克隆抗体(1:100稀释) 4 ºC孵育过夜, 生物素化二

抗工作液37 ºC孵育15 min, 滴加S-P/AP室温孵育

30 min, ABC显色30 min, 苏木素对比染色10 s后冲

洗晾干, 显微镜下观察, 胞浆中出现红色颗粒者即为

NPM1-mA阳性细胞; (2)荧光显微镜观察K562 mA组

和K562 wt组细胞中绿色荧光蛋白GFP的定位情况。 
1.3.5　Wright-Giemsa染色观察细胞的分化形态        收集 
经50 nmol/L PMA处理72 h前后的各组细胞, 0.01 mol/L 
PBS洗涤2次, 涂片并自然干燥, Wright-Giemsa染色

5 min, 双蒸水漂洗, 乙醇分色, 晾干后光学显微镜下

观察细胞形态。每张涂片计数200个细胞, 细胞形态

发生改变、核分叶或胞浆出现空泡者确定为分化细胞, 
计算诱导分化率, 公式为: 诱导分化率(%)=(已分化细

胞数/200)×100%, 比较各组细胞诱导分化率的改变。

1.3.6　倒置相差显微镜观察细胞贴壁情况        倒置

相差显微镜观察各组细胞在50 nmol/L PMA处理

72 h前后的贴壁情况。小心倒掉上清, 去除悬浮或

贴壁不牢的细胞, 胰酶消化2 min, 离心收集细胞, 计
数各组中贴壁的细胞数。

1.3.7　流式细胞仪检测CD41的表达       收集50 nmol/L  
PMA处理72 h前后的各组细胞, 制成(1×106~2×106)/mL
单细胞悬液, 预冷的0.01 mol/L PBS(含0.2%的牛血清

白蛋白BSA)洗涤2次, 1 000 r/min、离心5 min, 与PE标
记的鼠抗人CD41抗体4 ºC暗盒孵育30 min, 0.01 mol/L 
PBS洗涤2次后经流式细胞仪进行检测。

1.4  统计学处理  
应用SPSS 13.0统计学软件进行结果分析。实
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验结果的计量数据以均数±标准差(x–±s)表示, 数据

之间比较采用单因素方差分析。以P<0.05为差异有

统计学意义。

2   结果
2.1  稳定表达NPM1-mA白血病细胞株(K562 mA)
的构建

2.1.1　稳定表达NPM1-mA基因及蛋白　　RT-PCR

扩增各组细胞中的NPM1-mA基因, 在K562 mA组

中可见NPM1-mA条带, 大小约446 bp, 与预期产

物大小一致。未处理组、空载体转染组及野生型

NPM1转染对照组均未出现该条带(图1A)。West-
ern blot结果显示, 与对照组相比, K562 mA组细胞

中胞浆NPM1蛋白表达量明显增加, 同时伴有细胞

核NPM1蛋白的下降, 差异具有统计学意义(P<0.05, 
图1B)。

A: RT-PCR检测各组细胞NPM1-mA mRNA的表达情况; M: DNA marker DL2 000; 1: 未处理组细胞(K562); 2: 空载体转染组细胞(K562 C1); 3: 
NPM1野生组细胞(K562 wt); 4: NPM1突变组细胞(K562 mA); B: Western blot检测各组细胞胞浆及胞核中NPM1蛋白的表达, β-actin及H2A.X分

别为胞浆、胞核蛋白的上样内参; C: 胞浆; N: 胞核。

A: the expression of NPM1-mA mRNA was detected by RT-PCR; M: DNA marker DL2 000; 1: K562; 2: K562 C1; 3: K562 wt; 4: K562 mA; B: the 
expression of NPM1-mA protein in the cytoplasm of K562 mA. Expression levels of β-actin and H2A.X served as the loading controls for the cytosolic 
and nuclear extracts, respectively; C: cytosolic; N: nuclear. 

图1　各组K562细胞中NPM1-mA基因和蛋白的表达

Fig.1　The mRNA and protein expression of NPM1-mA in different groups of K562 cells

A: 细胞免疫化学检测各组细胞中NPM1-mA蛋白的细胞质定位(100×); B: 荧光显微镜观察NPM1-wt蛋白及NPM1-mA蛋白的亚细胞定位情况

(400×); FL: 荧光; WL: 白光。

A: the cytoplasmic localization of NPM1-mA protein was detected by immunocytochemistry(100×); B: the sub-cellular localization of NPM1-wt and 
NPM1-mA proteins was observed by fluorescence microscopy(400×); FL: fluorescent light; WL: white light. 

图2　各组K562细胞中NPM1-mA蛋白的亚细胞定位

Fig.2　The sub-cellular localization of NPM1-mA protein in different groups of K562 cells
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A: Wright-Giemsa染色检测PMA诱导72 h前后各组细胞的形态改变; B: PMA作用后各组细胞诱导分化率的改变; *P<0.05, 与其他三组比较。

A: PMA-induced megakaryocytic differentiation was detected by Wright-Giemsa staining for cytological changes; B: the changes in the percentage of 
differentiated cells after PMA treatment; *P<0.05 compared with other three groups.

图3　NPM1-mA阻滞PMA诱导的K562细胞分化改变

Fig.3　NPM1-mA suppresses the cytological changes of K562 cells induced by PMA treatment

2.1.2　NPM1-mA蛋白的亚细胞定位        细胞免疫

化学检测NPM1-mA蛋白的亚细胞定位, 结果显示, 
K562 mA组细胞胞浆中存在大量红色颗粒, 而三个

对照组细胞中均无胞浆红染现象(图2A)。进一步

通过荧光显微镜对比NPM1突变型蛋白(NPM1-mA)
及NPM1野生型蛋白(NPM1-wt)在细胞中的定位情

况, 发现NPM1野生型蛋白主要定位于细胞核, 而
NPM1-mA蛋白移位到胞浆中(图2B)。

2.2  NPM1-mA对白血病细胞体外分化的影响
2.2.1　NPM1-mA对K562细胞形态的影响        Wright-
Giemsa染色观察PMA诱导前后各组细胞形态的改变, 
结果发现, 经50 nmol/L PMA诱导72 h后, 各组细胞出

现不同程度的巨核细胞分化特征, 表现为细胞体积

增大、核分叶、胞浆中出现空泡等。其中, K562 mA
组细胞分化特征的改变明显不如各对照组(图3A)。
此外, 与对照组相比, K562 mA组的诱导分化率明显

降低, 差异具有统计学意义(P<0.05, 图3B)。
2.2.2　NPM1-mA对K562细胞贴壁率的影响        经
50 nmol/L PMA诱导72 h后, 各组细胞贴壁率均增

多, 细胞开始变形(呈梭形、多边形)、伸出伪足, 而
K562 mA组贴壁细胞形态改变明显不如对照组(图
4A)。计算贴壁率发现, K562 mA组细胞为21%, 明显

低于其他三个对照组, 差异具有统计学意义(P<0.05, 
图4B)。
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A: 倒置相差显微镜观察50 nmol/L PMA作用72 h前后各组中贴壁细胞的形态改变; B: PMA诱导72 h后各组细胞的贴壁率; *P<0.05, 与其他三组

比较。

A: the morphological changes of adherent cells were examined by phase contrast microscopy after 50 nmol/L PMA treatment for 72 h; B: the percent-
age of adherent cells after PMA treatment; *P<0.05 compared with other three groups. 

图4　NPM1-mA阻滞PMA诱导的K562细胞贴壁

Fig.4　NPM1-mA inhibites the PMA-induced adhesion of K562 cells

2.2.3　NPM1-mA对K562细胞分化抗原CD41表达的

影响        流式细胞仪检测PMA诱导前后各组细胞

中CD41的表达情况, 结果显示, 经50 nmol/L PMA诱

导72 h后, K562 mA组表面分化抗原CD41阳性细胞

的百分比为11.70%, 明显低于其他三组, 差异具有统

计学意义(P<0.01, 图5)。

3   讨论
NPM1基因突变可累及1/3的成人AML患者[10], 

是目前AML中发生频率最高的基因异常改变, 对白

血病细胞的恶性转化具有重要的调控作用。本课题

组前期研究发现, NPM1突变可抑制白血病细胞的凋

亡, 促进其增殖及体外侵袭[5]。然而, NPM1突变在

白血病细胞分化阻滞中的作用尚未完全阐明。因此, 
本研究在前期基础上进一步探讨了NPM1突变对白

血病细胞体外分化能力的影响。

近年来发现, NPM1突变主要累及早期的白血

病细胞, 作为一个重要的起始因素参与调控白血病

的发生发展。本研究选择较早期且具有多向诱导分

化能力的CML(chronic myelocytic leukemia)急变期

细胞系K562作为研究模型, 初步探讨突变NPM1对
白血病细胞体外分化的阻滞作用。构建了稳定表达

NPM1-mA的白血病细胞株, 同时设立野生型NPM1
转染组(K562 wt)为对照, 从而针对性探讨胞浆突变

型NPM1对白血病分化的影响。由于目前市场上没

有针对NPM1突变蛋白的单克隆抗体销售, 故实验
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中利用针对NPM1 N端的通用型抗体, 分别检测胞浆

及胞核提取物中NPM1蛋白的表达。Western blot结
果发现, K562 mA组胞浆中NPM1(即突变的NPM1)
蛋白表达明显增多, 提示NPM1-mA成功转染并移位

表达于胞浆中。由于NPM1蛋白为穿梭蛋白, 可穿梭

于核仁、核质、细胞质中[11], 因此, 在三个对照组胞

浆中也存在少量的NPM1蛋白表达。此外, 我们在实

验中发现, 与三个对照组相比, K562 mA细胞中细胞

核NPM1蛋白的表达量有所降低, 这可能是由于突

变的NPM1蛋白能与野生型NPM1形成异二聚体, 从
而将野生型NPM1带出细胞核, 使其定位于胞浆[12], 
此现象进一步提示, K562 mA细胞表达NPM1突变蛋

白。进一步通过免疫组化证实NPM1-mA的异常胞

浆定位。此外, 由于实验所用的表达载体pEGFPC1-
NPM1-mA及pEGFPC1-NPM1-wt可融合表达EGFP-
NPM1-mA及EGFP-NPM1-wt蛋白[10], 故可以直接通

过观察绿色荧光的位置来比较突变NPM1蛋白与野

生型NPM1蛋白不同的亚细胞定位情况, 结果发现, 
NPM1-wt主要定位于细胞核, 而NPM1-mA移位到胞

浆中。

已知PMA可诱导K562细胞向巨核细胞系分化, 
形态学上表现为细胞体积增大、伸出伪足、出现分

叶核、胞浆空泡化以及获得黏附特性等; 除此之外, 
巨核细胞系特异性分化标志物CD41的表达增高[13]。

我们的实验结果显示, 以PMA作为诱导分化剂处理

24 h后, 各组细胞开始贴壁生长, 细胞中出现少量的

PMA诱导前后各组细胞CD41的表达情况。**P<0.01, 与其他三组相比。

The expression of specific surface marker CD41 was detected by flow cytometry after PMA treatment. **P<0.01 compared with other three groups. 

图5　NPM1-mA抑制K562细胞CD41的表达

Fig.5　NPM1-mA inhibits the expression of CD41 on K562 cells
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空泡, 继续处理至72 h, 发现K562 mA组细胞分化的

形态学变化不如对照组显著, 诱导分化率及贴壁率

的增加程度与对照组相比也明显降低。同时, 流式

检测细胞表面抗原CD41发现, PMA处理前各组细胞

不表达CD41; PMA作用72 h后, 各组细胞均开始表

达CD41, 而K562 mA组中CD41阳性细胞所占百分

比与对照组相比明显减少, 即CD41的表达受到显著

抑制。以上结果均表明PMA在K562 mA组细胞中

的诱导分化效应受到抑制, 提示NPM1突变能够明显

抑制PMA诱导的K562细胞分化, 其潜在的分子机制

可能与NPM1突变后增强调控造血细胞分化的HOX
基因家族如HOXA9、HOXA10及髓系亲嗜性白血病

病毒整合位点(myeloid ecotropic leukemia integration 
site-1, Meis1)的表达有关[14]。Leong等[15]提出突变的

胞浆NPM1蛋白能直接与活化的caspase-6/8结合, 特
异地抑制caspase-6/8的活性, 进而阻止急性髓系白

血病细胞株HL60的髓系分化。随后, Balusu等[16]研

究发现, 干扰NPM1的表达能促使OCI/AML3(携带

NPM1突变的白血病细胞株)向粒系分化。因此, 结
合本研究结果, NPM1突变在白血病细胞的体外分化

受阻中发挥了重要的调控作用, 当然, 这还有待于在

临床患者标本及更多的白血病细胞系中加以验证, 
而且其中的分子机制也有待于进一步阐明。

综上所述, 本研究证实了NPM1突变能够阻滞

白血病细胞的体外分化, 为NPM1突变促进白血病的

发生提供了潜在的理论依据, 下一步工作将深入探

讨胞浆NPM1突变蛋白调控白血病细胞分化阻滞的

具体分子机制。此外, 针对NPM1突变的靶向诱导分

化治疗也是今后值得进一步研究的方向。
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Effect of Nucleophosmin (NPM1) Mutations on the Differentiation of 
K562 Leukemic Cells

Tan Shi, Zhang Huijuan, Wang Juan, Chen Shana, Qin Fengxian, Chen Xianchun, Zhang Ling*
(Key Laboratory of Laboratory Medical Diagnostics, Ministry of Education, Faculty of Laboratory Medicine, Chongqing Medical 

University, Chongqing 400016, China)

Abstract        Nucleophosmin (NPM1) mutations play important roles in the leukemogenesis, whereas the 
relationship between NPM1 mutations and the differentiation block of leukemic cells have not yet been elucidated. 
To explore the effect of NPM1 mutations on the in vitro differentiation of leukemic cells, the plasmid pEGFPC1-
NPM1-mA carrying NPM1 mutation A (NPM1-mA) was transfected into K562 cells, and the leukemic cells with 
stably expressed NPM1-mA protein (K562 mA) were established. The K562 cells transfected with pEGFPC1-
NPM1-wt (K562 wt), pEGFP-C1 (K562 C1) and the untreated cells (K562) were used as control. After induction 
with phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), the morphological changes of cells were observed under light micro-
scope following Wright-Giemsa staining and the differentiation rate was estimated. Adherent cells were examined 
by phase contrast light microscopy. The expressions of surface marker CD41 were analyzed by flow cytometry. 
Compared with the control groups, the differentiation rates and the percentage of adherent cells in K562 mA group 
decreased obviously after PMA treatment for 72 h (P<0.05). Meanwhile, the expression of CD41 was inhibited sig-
nificantly in K562 mA group (P<0.01). Our data indicate that NPM1 mutations block differentiation of K562 leuke-
mic cells in vitro.
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