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NPMl 基因突变对急性白血病细胞系体

外侵袭能力的影晌
邵会援苗宗玉草凤娴陈先春谭诗高玉洁张伶*

(重庆医科大学医学检验系， 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 ， NPMl)突变是目前急性髓系白血病发生突变率最

高的基因改变， 与白血病的发生发展密切相关 。 为探讨NPMl 突变对白血病细胞体外侵袭能力的影

响，将载体pEGFPCI-NPM1-mA转染THP-l 白血病细胞系，筛选稳定表达NPMA型突变蛋白 (NPM1-

mA)的白血病细胞株(THP-l-mA) 。 通过transwell 迁移实验、 Matrigel侵袭实验以及细胞粘附实验来

观察 THP-l-mA细胞体外浸润转移能力的改变。 结果发现， THP-l-mA 细胞的体外迁移能力和侵袭

能力明显高于亲代THP-l 细月色;此外 ， T田-1-mA细胞对纤维连接蛋白的粘附能力也显著高于 THP-

1 细胞。 因此，我们的研究结果提示， NPMl 突变可增强白血病细胞的体外侵袭能力，这有利于进一

步明确 NPMl 突变基因在白血病细胞恶性转化中的调控作用 。
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核仁磷酸蛋白基因(nucleophosmin， NPMl)突变

由意大利学者 Falini[ll最先在急性髓系白血病(acute

myeloid leukemia, AML)患者中发现，是目前 AML 细

胞中发生突变频率最高的基因改变[2 1 0 NPMl 突变

后将导致 NPM 蛋白 C 端形成一个新的核输出信号，

使定位于核内的 NPM 蛋白移位形成胞质 NPM

(cytoplasmic NPM, NPMc+)[31 0 NPMc+ AML 细胞具

有独特的细胞分子生物学特征[41 ， 2008 年版髓系肿瘤

WHO 分型把 NPMc+AML 亚群作为一种新的 proVl­

sional entity 收录[51 。 己有研究表明 ， NPMl 突变可通

过减弱抑癌蛋白 ARF 活性[61、增强癌蛋白 c-myc 的

稳定性[71、与癌基因 EIA 协同作用[町等多种方式抑

制细胞凋亡，促进细胞恶性增殖， 参与调控白血病的

发生。 己知白血病细胞恶性克隆增殖后可突破髓血

屏障释放入血，导致髓外各种组织器官的播散和浸润

转移。 那么 ， NPMl 基因突变除了促进细胞恶性增

殖之外，是否还参与了白血病细胞的髓外浸润这一病

理过程?临床统计资料显示，尽管NPMl 突变可累及

AML 的各 FAB 亚型但是具有临床高浸润特性的

粒、单核分化的髓系白血病患者中 NPMl 突变的发

生尤其显著[9]，提示 NPMl 突变与白血病细胞的髓外

浸润特性可能有着潜在的相关性 。

目前NPMl 突变的变异体有 50余种， 其中最常见

的是 mutation A (NPM1-mA)f IOl。因此，本研究拟通过

稳定转染NPMl-时，观察NPMl 突变对急性单核细胞

白血病 THP-l 细胞系体外侵袭能力的影响，初步探讨

NPMl 突变在白血病细胞浸润转移中的作用 。

1 材料与方法

1.1 试剂

限制性内切酶 BspEI 、 EcoRI ， xfect™ 转染试

剂 、 RNA 提取试剂、 RT-PCR 试剂盒、引物合成

均购于日本 TaKaRa 公司 :质粒提取试剂盒购于

Omega 公司;胎牛血清、 RPMI1640 培养液、 G418

购于美国 Gibco 公司 ; 小鼠抗人 NPM 单抗购于美国

Santa Cruz 公司: 羊抗小鼠 IgG 等组化试剂购于北

京中杉金桥公司 ; MTT 、 二甲基亚矶、人纤维连

接蛋白 (fibronectin ， FN) 、 BSA 购于 Sigma 公司:

transwell 小室购于 Mil1pore 公司 ; Matrigel 胶购于

R&D 公司 。

1.2 质粒和细胞系

空载体(pEGFPC1) 、 含人NPMl-mA 的重组质

粒(pEGFPCI-NPM1-mA) 由意大利 Falini 教授惠赠，

THP-l 细胞购自上海生命科学院细胞库。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞培养及筛选稳定转染 NPMl-mA 的细胞
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林 THP-1 细胞用含 10% 胎牛血清、青霉素(100

U/m1) 、 链霉素(100 U/ml)的 RPMI1640 培养液，于

叮 'C ， 5% CO2 培养箱中进行培养。 采用 xfect™ 转

染试剂将 pEGFPC1-NPM1-mA 转染 THP-1 细胞， 设

立 pEGFPCI-NPM1-mA 转染组(THP-1-mA 组)、

pEGFPC1 转染组及未处理组。 转染 48 h 后以 G418

(终浓度为 400 问Iml)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检测NPM1-mA的mRNA水平 提

取细胞总 RNA， 逆转录合成 cDNA，进行 PCR 检测 。

NPM1 -mA 引物序列 : 上游引物: 5 ' -TGG AGG TGG 

TAG CAA GGT TC-弘 下游引物: 5' -CTT CCT CCA 

CTG CCA GAC AGA-3 ' ，扩增片段为 446 bp 。 内参

自-actin寻 |物序列为 · 上游引物: 5' -GCT GTC CCT GTA 

TGC CTC T-3 ' ; 下游引物: 5'-GAT GTC ACG CAC 

GAT TTC C-3 ' ，片段大小为 220 bp o PCR 扩增条件

为 94 'C预变性 5min 后， 94 'C30 s, 55 'C 30 s, 70 'C 50 s, 

循环 35 次后， 72 'C延伸 10 min 。 扩增产物经琼脂糖

i疑胶电泳检测 。

1.3.3 Western blot检测NPM1-mA的蛋白水平 取

50 问细胞蛋白提取液，用 10% 的分离胶分离蛋白质，

湿转转移到 PVDF 膜上， 5% 脱脂奶粉 4 'C封闭过夜，

先后与鼠抗人 NPM 单克隆抗体(1: 200 稀释)和羊抗

鼠抗体(1 : 2000 稀释)孵育 2 h ， 洗涤后用化学发光法

进行显色 。

1.3.4 免疫纽化法检测 NPM1-mA 蛋白的亚细胞定

位 收集 THP-1-mA 及各对照组细胞， 离心涂片 。

4% 多聚甲醒固定 30 min , 0.3 % Triton-X 100 渗透

30 min，山羊血清封闭 15 rnin，用 鼠抗人 NPM 单克隆

抗体(1 :100 稀释) 4 'C湿盒中孵育过夜， 生物素化二抗

工作液 37 'C孵育 15 min， 滴加 S-P/AP室温孵育 30min，

ABC 显色列 rnin， 苏木素复染 10 s 后冲洗晾干，正置

显微镜下观察，胞浆为红色即为 NPM1-mA 阳性细胞。

1.3.5 细胞生长曲线 收集对数生长期细胞，以每

孔 1x 103/200μl 接种 96 孔板， 每组设 5 个复孔， 5%

CO 2, 37 'C 孵育， 培养第 0 、 1 、 2 、 3 、 4 、 5 d 时

计数各培养孔细胞总数 。 实验重复 3 次， 以时间为

横坐标， 每组细胞总数均值为纵坐标， 绘制细胞生长

」线。

1.3.6 细胞体外迁移实验 收集对数生长期细胞，

用无血清RPMI1640培养液重悬细胞，将 transwell 小

室放入24孔培养板，上室加入5x104/200 μl细胞悬液，

下室加入 500μl 含 15% 胎牛血清的 RPMI1640 培养

液，每组设 3 个复孔。 置 37'C ， 5% CO2 培养箱中培
养 24 h 后，计数迁移到下室中的细胞数量。实验重

复 3 次。

1.3.7 细胞体外侵袭实验 用无血清 RPMI1640

培养液适当稀释 Matrigel，取 30 , . .t1 Matrigel 稀释液均

匀包被 transwell 小室 4 'C过夜。 收集对数生长期细

胞，用无血清RPMI1640培养液重悬细胞， 将transwell

小室放入 24 孔培养板，上室加入 5x104/200 μl 细胞悬

液，下室加入 500μI 含 15% 胎牛血清的 RPMI1640

培养液， 每组设 3 个复孔。置 37 'C ， 5% CO2 培养箱
中培养 24 h 后，计数侵袭到下室中的细胞数量。实

验重复 3 次 。

1.3.8 细胞体外粘附实验 用无血清 RPMI1640

培养液适当稀释 FN， 终浓度为 30μgl时，取 50μlFN

稀释液均匀包被 96 孔细胞培养板， 4 'C过夜 。 弃培

养板中剩余液体， 每孔加入 50μ12% BSA，置 37 'C ，

5% CO2 培养箱中孵育 1 h 。 收集对数生长期细胞，

用含 1% 胎牛血清 RPMI1640 培养液重悬细胞，每孔

加入 5x1041l 00 ml 细胞悬液 。 另设空白对照孔， 只

加等量的培养液不加细胞。 每组设 5 个复孔， 置 37 'C ，

5% C02 培养箱中培养 1 h， 弃培养液， PBS 洗 3 次， 除

去未粘附细胞，加Mπ液(5 mglrnl)20μ1，继续培养 4 h，

弃培养液， 每孔加入 150μl 二甲基亚帆， 振荡 10 rnin, 

在酶联免疫检测仪 D490nm 处测量各孔的吸光度值

(A 值) 。 间接计数粘附细胞数。 按以下公式计算细

胞粘附率:细胞粘附率 =[(实验组A值 - 空白对照组A

值)/(未处理组 A 值- 空白对照组 A 值)] x1 00%。实

验重复 3 次 。

1.4 统计学分析

计量资料用表示， SPSS 13.0 统计软件进行方差

分析。

2 结果

2.1 攘 NPMl-mA 白血病细胞株(THP-1-mA)的

建立

2.1.1 THP-1-mA细胞稳定表达NPMl-mA 基因和蛋

白 为鉴定目 的基因NPMl-mA是否稳定转染于白

血病细胞， RT-PCR 实验结果显示， THP-1-mA 组细

胞的扩增产物电泳可见 NPMl-mA 条带， 与预期产物

大小(446 bp)一致， pEGFPC1 转染组及未处理组均未

见该条带。 内参 ß-actin 的条带(220 bp)位置正确(图

1A) o Western blot 实验结果显示， 采用针对人野生

型 NPM 蛋白的单抗从各组细胞中均检出 NPM 蛋白 ，
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大小约为 38 kDa， 与预期蛋白分子量大小相符 。 与

pEGFPC l 转染组及未处理组相 比， THP-l-mA组细胞

NPM 蛋白表达量明显增高 差异具有统计学意义

(P<O.O l ) ， 而两对照组间 NPM 表达量无明显差别

(P>0 .05 )( 图 lB ) 。

2. 1.2 THP-l-mA 细胞中 NPM1-mA 蛋白的亚细胞

定位 细胞免疫化学结果显示， THP-l-mA 组细胞

表达 NPM 突变蛋白 ， 其阳性结果显示胞浆红色沉淀，

而 pEGFPCl 转染组及未扯理组则无胞浆红染现象 。

2. 1.3 NPMl-mA 转染对白血病细胞体外生长的影响

pEGFPCI -NPM1 -mA 转染后将 THP-l 细胞体外培养

5 d，细胞生长速度自第 2 d 起明显增快， 培养至第 3 d

后各时间点细胞总数约为对照组的 2 倍，差异具有统

计学意义(P<O.OI ); pEGFPCl 转染组与未处理组相比

细胞生长速度无明显差别 (P>0 . 05 ) 。

2.2 NPMl-mA 转染对白血病细胞体外迁移能力

的影晌

为观察转染前后白血病细胞体外迁移能力的改

变，各组细胞加入 tran swell 上室生长， 结果发现， 与

pEGFPC l 转染组及未处理组细胞相比， THP-l -mA组

(A) h在 2 3 (B) 

·研究论文 ·

中迁移到下室的白血病细胞数显著增加(P<O .O l ) ， 而

两对照组中 transwell 下室细胞数无统计学差异。 体

外培养 24 h, THP-l-mA 组细胞迁移率可高达 10 便

显著高于两对照细胞的体外迁移率(P<O . OI ) 。 提示

THP- l -mA 组细胞体外迁移能力明显增强 。

2.3 NPMl-mA 转染对自血病细胞体外侵袭能力

的影晌

为观察转染前后白血病细胞体外侵袭能力的改

变， 各组细胞加入包被 Matrigel 胶的 transwell 上室生

长，结果发现， THP↓mA组中侵袭到下室的白血病细

胞数约为两对照组的 4 倍， 具有显著性差异(P<O.O l) 。

而pEGFPCl 组和未处理组细胞的体外侵袭能力无明

显差别(P>0.05 ) 。

2.4 NPMl-mA 转染对白血病细胞体外粘附能力
的影晌

为观察转染前后白血病细胞体外粘附能力的改

变， 各组细胞于 FN 包被的培养板上生长， 结果发现

与 pEGFPCl 转染组及未处理组细胞相比， THP- l -mA 

组细胞的相对粘附率明显提高， 约为两对照组的 3. 5

倍， 差异具有统计学意义(P<O .O l) ; pEGFPCl 转染组
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Fig_l The expression of NPMl-mA in THP-l-mA cells 

A: the expression of NPM J -mA mRNA in THP-l-mA cells. M: DNA marker DL2 000; 1: the untreated group; 2: the pEGFPC 1 group; 3: the 
THP- l-mA group; B: the expression of NPM protein in THP- l-mA cell s. **P<O.Ol , compared with cells in pEGFPCl group and untreated group 

Fig.2 The cytoplasmic localization of NPM1-mA protein in THP-l-mA cells detected by immunocytochemistry (APAAPxl 000) 
A: the untreated group; B: the pEGFPCl group; C: the THP-l-mA group. 
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Fig.6 NPM1-mA enhances the adhesion potential of THP­

l-mA cells in vitro 
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Fig.3 NPM1-mA enhances the proliferative potential of 

THP-l-mA cells in vitro 

*P<0.05 , ** P<O.Ol , compared with ce l1s in pEGFPCI group and 
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变，且与白血病的发生发展密切相关 。 然而， NPMl 

突变参与调控白血病的作用机制尚未阐明 。 为此，

我们在前期观察了 NPMl 突变基因对细胞增殖和凋

亡影响的基础上[ll]，进一步探讨NPMl 突变对白血病

细胞体外侵袭能力的影响，借以明确NPMl 突变在细

胞恶性转化中的作用 。

实验中我们选择最常见的 NPMl-rnA 突变类型，

以急性单核白血病THP-l 细胞系作为靶细胞，通过基

因转染成功构建了稳定表达 NPMl-mA 的人白血病

细胞株(THP-l-rnA) 。 利用 transwell小室结合Matrigel

胶观察臼血病细胞的浸润转移能力， 结果表明， T HP­

l-mA 细胞的体外迁移能力及侵袭能力明显增强， 表

明稳定表达 NPMl 突变蛋白的白血病细胞具有较强

的降解细胞外基质的作用，从而有利于白血病细胞浸

润到其他组织器官。 同时，细胞体外粘附实验表明 ，

THP-l-rnA细胞对纤维连接蛋白的粘附能力也明显增

强。己知白血病细胞通过其表面的受体特异地粘附

到基质成分之上，是白血病浸润转移的前提条件 。

因此 THP-l-mA 细胞体外粘附能力的增强为白血病

的浸润转移提供了更多的机会。已有研究表明， 白

血病浸润转移是涉及白血病细胞的粘附、 迁移、降

解细胞外基质等多种变化的复杂过程，因此以上体外

粘附、迁移、侵袭结果均提示 NPMl 突变可能在白

血病细胞的髓外浸润转移过程中发挥重要的调控作

用 。 此外，临床资料显示， NPMl 突变在具有高浸润

特性的粒、单核分化的髓系白血病患者中发生率最

高[9] ， 且 NPMc+ AML 患者常伴有外周血白细胞和血

小板计数高、 骨髓原始细胞比例高以及血清中 LDH

水平高等白血病髓外浸润特征[12]。最近有文献[13]报

道， NPMl 突变的 AML 原代细胞中有促血管生成相
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。

与未处理组相比细胞粘附率无明显差别(P>O.05 ) 。

NPMl 突变是目前AML中突变率最高的基因改

讨论3 
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关因子(Ang-l 和 CXCL8)的高表达，首次提出 NPMl

突变可能通过促进血管生成而参与白血病的浸润转

移。因此， 结合本研究结果， NPMl 突变可能通过增

强白血病细胞粘附性、 降解细胞外基质以及促进肿

瘤微环境中血管新生等多种途径来调控白血病的髓

外浸润 。

总之，本课题明确了 NPMl 突变基因能够促进

THP- l 细胞的体外侵袭能力 。 己知多种信号传导途

径可参与肿瘤细胞的浸润转移，如 PI3K1Akt[141 、 Raf/

MEKlMAPK[臼]以及NF-kappaB [l 41等，下一步的研究工

作将深入探讨 NPMl 突变调控白血病髓外浸润的分

子机制 。 此外，体外实验结果还需通过建立动物模

型， 在小鼠体内观察NPMl 突变对白血病细胞浸润转

移能力的影响 。
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邵会援等: NPM1 基因突变对急性臼血病细胞系体外侵袭能力的影响

Effect of NPMl Mutations on the Invasion Potential 

of Leukemic Cells in vitro 

Hui-Yuan Shao, Zong-Yu Miao, Feng-Xian Qin, Xian-Chun Chen, Shi Tan, Yu-Jie Gao, Ling Zhang* 

725 

(Key Laboratory of Laboratory Medical Diagnostics, Ministη of Education, Faculη of Laboratory Medicine, Chongqing Medical 

University, Chongqing 400016, China) 

Abstract Nucleophosmin (NPMl) mutations have been recently identified as the most 仕equent genetic 

alterations in acute myeloid leukernia and are relationship with leukerniagenesis. To explore the role of NPMl muta­

tions in the invasion of leukernia, the pEGFPCI-NPMl-mA plasrnid vector with NPMl mutation A (NPMl-mA) was 

transfected into THP-l cells, and the leukemic cells with stably expressed NPMl-mA protein (THP-l -mA) were 

established. Transwell migration assay , Matrigel invasion assay and cell adhesion assay were performed. These 

results showed that both invasion and rnigratory capacities of THP-l-mA cells were much higher compared with 

parent THP-l cells. In addition, THP-l -mA cells displayed higher adhesion to fibronectin compared with THP-l 

cells. Therefore, our findings indicate that NPMl mutations enhance the invasion potential of leukernic cells in vitro, 

which makes a further understanding of NPMl mutations in the malignant transformation of leukernic cells. 

Key words leukernia; nucleophosrnin; mutations ; cell invasion 
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