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IL-12诱导急性单核细胞白血病细胞分化及

凋亡的机制研究
吴碧涛  马婷婷  林  艳  熊海玉  王  秦  成  凤  李紫薇  涂植光*

(重庆医科大学检验医学院, 临床检验诊断学教育部重点试验室, 重庆 400016)

摘要      白细胞介素-12(interleukin-12, IL-12)具有明显的抗肿瘤作用, 但其作用机制较复杂。

前期形态学和功能的研究发现, IL-12可诱导单核细胞白血病细胞分化。该研究从巨噬细胞表面分

化标志、细胞增殖能力、周期以及凋亡四个方面探讨了IL-12诱导急性单核细胞白血病细胞分化

和凋亡的相关作用机理。结果发现, 以人源性重组IL-12 p70处理的THP-1细胞, 巨噬细胞表面标志

CD68和CD11b的表达量明显增加并呈时间依赖性, CD68+和CD11b+阳性细胞数也显著增多; IL-12
诱导分化过程中伴有THP-1细胞生长缓慢、G1期或G1/S期细胞周期阻滞现象; IL-12处理后的THP-1
细胞凋亡率也明显增加, 以早期凋亡细胞为主, 并伴有抗凋亡蛋白Bcl-2表达下调及促凋亡蛋白Fas
表达增加。上述实验结果提示, IL-12对于急性单核细胞白血病可通过诱导肿瘤细胞向成熟巨噬细

胞分化, 抑制细胞增殖以及增加细胞凋亡来发挥抗肿瘤作用。

关键词      白细胞介素-12; 急性单核细胞白血病; 分化治疗 

The Mechanism of IL-12 for the Differentiation and Apoptosis of 
Acute Mononuclear Leukemia Cells

Wu Bitao, Ma Tingting, Lin Yan, Xiong Haiyu, Wang Qin, Cheng Feng, Li Ziwei, Tu Zhiguang*
(Key Laboratory of Laboratory Medical Diagnostics of Education Ministry, College of Laboratory Medicine, 

Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       As we all know, interleukin-12 (IL-12) plays a critical role in anti-tumor responses. 
Our previous morphological and functional study has revealed that over-expression of IL-12 would induce 
monocytic leukemia cell differentiation. In this study, we examined the differentiation markers, changes of cell 
proliferation, cell cycle and apoptosis in THP-1 cells after IL-12 treatment to investigate its likely mechanism for 
the differentiation and apoptosis of acute mononuclear leukemia cells. It was found that the macrophage surface 
marker CD68 and CD11b mRNA and protein expression increased in a time-dependent manner, and CD68+ 
and CD11b+ positive cells significantly increased. Furthermore, IL-12-induced THP-1 cell differentiation was 
accompanied by the G1 or G1/S phase growth arrest with G1 phase cells accumulation and S phase cells reduction. 
Cell apoptosis rate increased significantly, especially the early apoptosis cells; anti-apoptosis protein Bcl-2 
was down-expressed, and pro-apoptosis protein Fas was up-regulated. These findings have revealed that IL-12 
is likely to play a role of anti-tumor on acute mononuclear leukemia through inducing monocytic tumor cells 



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

678 · 研究论文 ·

differentiation to mature macrophages, suppressing tumor cells malignant proliferation and increasing tumor 
cells apoptosis.

Keywords        interleukin-12; acute monocytic leukemia; differentiation therapy

作为参与机体免疫应答的重要细胞因子, 白细

胞介素-12(interleukin-12, IL-12)在抗肿瘤免疫过程

中扮演着重要的生物学角色, 也是最早被应用于临

床抗肿瘤治疗的细胞因子。但是, IL-12的抑癌机

制较复杂, 针对不同的肿瘤细胞其作用机理可能不

同。有文献指出, IL-12对于黑色素瘤的抗肿瘤效应

可能主要是通过抑制其血管生成而发挥作用[1-2]; 而
发生在肾脏以及结肠等部位的肿瘤, IL-12则可能主

要是通过增强CD8+ T细胞的细胞毒作用发挥抗肿

瘤效应的[3]。急性单核细胞白血病是人急性髓系白

血病的一种特殊亚型[法国(France)、美国(America)
和英国(Britain)三国协作组, 即FAB, 临床分型为M5
型], 其缓解率低、预后较差, 并且容易复发[4]。我

们前期的研究从形态学和吞噬功能上证实, 过表达

IL-12可通过促进单核系肿瘤细胞向巨噬细胞分化, 
发挥抗肿瘤效应[5]。为此, 本研究利用人源性重组

IL-12 p70细胞因子诱导THP-1细胞, 探讨IL-12对于

单核细胞白血病的抗肿瘤作用机理, 为IL-12抑癌机

制的研究进一步提供基础。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株      人急性单核细胞白血病细胞株

THP-1购自中国科学院上海生命研究科学院细胞资

源中心。

1.1.2   主要试剂及仪器      人源性重组IL-12 p70细
胞因子购自Pepro Tech公司; CCK-8试剂盒、蛋白

裂解液和BCA试剂盒购自碧云天生物技术研究所; 
RNAiso plus、RT-PCR逆转录试剂盒、实时定量

PCR酶及SYBR GREEN II购自TaKaRa公司; PCR引
物由美国Invitrogen公司合成; 除抗CD11b抗体购自

Abcam公司外, 其他抗体均购于Santa Cruz公司。

CO2细胞培养箱购自美国Thermo Fisher Scientific
公司; 流式检测仪购自美国BD公司; 荧光定量PCR
仪购自美国Bio-Rad公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养      在37 °C、5% CO2的培养环境中, 
用含10%胎牛血清(浙江天杭生物科技有限公司)和
20 ng/mL IL-12(经预实验确定该浓度诱导细胞分化明

显而又不致细胞过多死亡)的1640培养基(GIBCO BRL
公司)培养THP-1细胞0~120 h, 每24 h换液一次, IL-12
诱导细胞分化及凋亡采用相同的浓度(20 ng/mL)。
1.2.2   实时定量PCR检测       将THP-1细胞以1×106/孔
的浓度接种于6孔板, 分别提取IL-12处理0~72 h细胞

的总RNA, 并逆转为cDNA。以逆转的cDNA为模板, 
检测巨噬细胞表面分化标志CD11b和CD68的mRNA
表达量变化情况。相关基因PCR引物序列见表1。
1.2.3   Western blot检测      将THP-1细胞以1×106/孔
的浓度接种于6孔板, 分别提取IL-12处理0~72 h的细

胞总蛋白。按照BCA试剂盒说明书操作, 测定提取

蛋白的浓度, 并将各组蛋白定量上样至10%浓度的

SDS-PAGE凝胶上进行电泳。电泳结束后, 转膜、封

闭并孵育相应的特异性抗体, 检测巨噬细胞表面分

化标志CD11b和CD68, 以及抗凋亡蛋白Bcl-2和促凋

亡蛋白Fas的表达情况。

1.2.4   流式细胞检测技术      外源性加入人源性重

组IL-12 p70细胞因子处理THP-1细胞, 利用流式细

胞技术做如下检测: (1)75%酒精固定细胞, 利用荧光

表1   PCR引物序列

Table 1   Sequences of PCR primers
编码基因

Genes
引物序列(5′→3′)
Sequences (5′→3′)

正、反义链

Orientation
产物长度(bp)
Amplification size (bp)

β-actin (NM_001101.3)
CTG GGA CGA CAT GGA GAA AA
AAG GAA GGC TGG AAG AGT GC

Sense
Anti-sense

564

CD68 (NM_001040059.1)
CGC AGC ACA GTG GAC ATT
AGG CCA AGA AGG ATC AGG

Sense
Anti-sense

246

CD11b (NM_001145808.1)
GCT GCC GCC ATC ATC TTA C 
CCA CAT GCC AGT GTT CTG C

Sense
Anti-sense

108
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染料结合法分析各处理组的细胞周期变化情况; (2)
利用Annexin V/PI染色方法检测各处理组的细胞凋

亡情况; (3)用流式抗体孵育各处理组细胞后检测巨

噬细胞表面膜分化标志CD11b和CD68。以上各处

理组细胞数均需大于1×106。

1.2.5   细胞增殖实验      将THP-1细胞以2×103/孔的

浓度接种于96孔板, 用100 μL的含10%胎牛血清和

20 ng/mL IL-12的1640培养基培养THP-1细胞24~120 h。
按照CCK-8试剂盒说明书操作, 在酶标仪450 nm波

长处检测各孔的光密度值(D), 分析IL-12处理120 h
后THP-1细胞增殖能力的变化情况。

1.3   统计学方法

利用SPSS 17.0统计学软件进行统计学分析, 两
组间比较用Student’s t检验, 多组间比较用One-Way 

ANOVA方差分析, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   IL-12诱导后THP-1细胞巨噬细胞表面分化

标志的表达情况

利用人源性重组IL-12 p70细胞因子外源性处

理THP-1细胞0~72 h, 检测其巨噬细胞表面分化标志

CD68和CD11b的表达水平。结果发现, IL-12诱导后

的THP-1细胞CD68和CD11b的mRNA和蛋白表达量

均呈时间依赖性增加。随着IL-12作用时间的延长, 
CD68和CD11b mRNA水平均在48, 72 h明显升高, 
72 h更为显著, CD68升高幅度更大(图1A);  CD68蛋
白表达量72 h达到峰值, CD11b蛋白表达在48, 72 h
均明显升高(图1B和图1C); 流式细胞术检测发现, 

A: IL-12诱导THP-1细胞0~72 h后CD68和CD11b mRNA表达水平, *P<0.05, 与0 h处理组比较; B、C: IL-12诱导THP-1细胞0~72 h后CD68和CD11b
蛋白表达水平, *P<0.05, 与0 h处理组比较; D、E: IL-12诱导THP-1细胞48 h后流式细胞术检测CD68+和CD11b+阳性细胞, *P<0.05, 与THP-1组比较。

A: CD68 and CD11b mRNA expressions in THP-1 cell treated with IL-12 for 0~72 h, *P<0.05 vs 0 h group; B,C: CD68 and CD11b protein expressions 
in THP-1 cell treated with IL-12 for 0~72 h, *P<0.05 vs 0 h group; D,E: CD68+ and CD11b+ cells in THP-1 cell treated with IL-12 for 48 h by flow 
cytometry, *P<0.05 vs THP-1 group.

图1   IL-12诱导后THP-1细胞巨噬细胞表面分化标志的表达情况

Fig.1   The expressions of macrophage specific surface antigens in THP-1 induced by IL-12  
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IL-12处理48 h后, CD68+和CD11b+阳性细胞数也显

著增多(图1D和图1E)。
2.2   IL-12诱导后THP-1细胞增殖能力的变化情况

按CCK-8试剂盒说明书操作, 检测IL-12诱导

THP-1细胞24~120 h后细胞增殖能力的变化情况。

在37 °C、5% CO2培养条件下, THP-1细胞快速增殖, 
48 h达到峰值; 但是随着细胞数量的逐渐增加, 营养

消耗增大, 酸性代谢产物堆积, 使得培养液pH值降

低, 细胞数量逐渐减少。与未处理的THP-1细胞相比, 
IL-12处理后的细胞增殖能力明显降低, 差异有统计

学意义(P<0.05)(图2)。
2.3   IL-12诱导后THP-1细胞周期的变化情况

THP-1细胞与20 ng/mL IL-12共同孵育0~72 h
后, 利用流式细胞技术检测其细胞周期的变化。结

果如图3所示, IL-12诱导THP-1细胞24 h后, G1期细

胞开始逐渐累积增多, 而S期细胞明显减少, 差异有

统计学意义(P<0.05), 提示IL-12可致THP-1细胞发

生G1期或者G1/S期细胞周期阻滞(图3)。
2.4   IL-12诱导后THP-1细胞的凋亡情况

如图4A和图4B所示, 与单独培养的THP-1细胞

相比, IL-12诱导后的细胞凋亡率明显增加, 且以早

期凋亡细胞为主, 比例达11.25%±1.86%。Western 
blot检测凋亡相关蛋白表达发现, 抗凋亡蛋白Bcl-2

THP-1
THP-1+IL-12

* * *

*

Time (h)

0.20

0.15

0.10

0.05

 0
24 48 72 96 120

D
45

0

*

*P<0.05, 与同一时间点的THP-1培养组比较。

*P<0.05 compared with THP-1 group at the same time point.
图2   IL-12诱导120 h THP-1细胞的生长曲线

Fig.2   The growth curve of THP-1 cells treated with 
IL-12 for 120 h 

A: IL-12诱导后THP-1细胞周期分析; B: IL-12诱导后各周期时相THP-1细胞所占比例的柱状统计图。*P<0.05, 与24 h处理组比较。

A: cell cycle analysis of THP-1 cells after being treated with IL-12; B: percentage of THP-1 cells in different cell cycle phases treated with IL-12 were 
calculated to draft histograms. *P<0.05 compared with 24 h group.

图3   IL-12对THP-1细胞周期的影响

Fig.3   Effect of IL-12 on cell cycle of THP-1 cells
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在IL-12处理24 h后表达逐渐减少, 而促凋亡蛋白Fas
总体上表达呈上升趋势, 在48 h达到峰值; IL-12处理

后的THP-1细胞上述两种蛋白表达具有时间依赖性

(图4C和图4D)。

3   讨论
我们在前期的研究中发现, 过表达IL-12可诱导

单核系肿瘤细胞在形态学和吞噬功能上, 出现向巨

噬细胞分化的改变。为此, 本实验利用人源性重组

IL-12 p70细胞因子诱导存在IL-12受体的THP-1细胞[6], 
进一步探讨了IL-12对于单核系肿瘤的可能抑癌机

理。在mRNA和蛋白水平上检测巨噬细胞表面分

化标志的表达, 发现重组IL-12 p70细胞因子诱导后

CD68和CD11b的mRNA和蛋白水平表达均有不同程

度的升高, 且具有时间依赖性, 并与重组IL-12腺病

毒感染THP-1细胞结果类似[5]。流式细胞术检测也

发现, IL-12处理THP-1细胞后, 细胞膜表面CD68+和

CD11b+细胞数明显增多。上述结果再次证明, IL-12
能诱导单核系肿瘤细胞向巨噬细胞分化。
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A、B: 流式细胞技术检测IL-12诱导THP-1细胞72 h后的细胞凋亡率。An V+/PI–组代表早期凋亡细胞(或者有活性的凋亡细胞); An V+/PI+组代表

晚期凋亡细胞(或者无活性的凋亡细胞); C、D: Western blot检测IL-12诱导THP-1细胞72 h后Bcl-2和Fas蛋白的表达情况。*P<0.05, 与0 h处理组

比较。

A,B: FCM analysis of cells apoptosis rate after treatment with IL-12 for 72 h, Histogram sum up the effects of IL-12 on THP-1 cells apoptosis. An V+/PI– 
population stands for the early apoptosis cells (or viable apoptosis cells), and An V+/PI+ population stands for the late apoptosis cells (or non-viable 
apoptosis cells); C,D: Western blot analysis of Bcl-2 and Fas protein expressions after treatment with IL-12 for 72 h. *P<0.05 vs 0 h group.

图4  IL-12对THP-1细胞凋亡的影响

Fig.4  Impact of IL-12 on cell apoptosis of THP-1 cells

有文献指出, 在肿瘤细胞分化过程中, 常常会

伴有生长缓慢和细胞周期阻滞的生物学特性[7-8]。本

实验将THP-1细胞与IL-12共同孵育后发现, THP-1
细胞生长缓慢, 无明显的生长峰; G1期细胞累积增

多, 而S期细胞逐渐减少, 细胞存在G1期或者G1/S期
阻滞。细胞凋亡, 作为细胞诱导分化过程中的另一

个生物学特性[9-10], 在IL-12诱导的单核系肿瘤细胞

分化过程中也存在着明显的改变。与单独培养的

THP-1细胞相比, IL-12诱导后的细胞凋亡率增加, 并
以早期凋亡细胞为主, 同时伴有抗凋亡蛋白Bcl-2表
达下调和促凋亡蛋白Fas表达上调。综上所述, 细胞

因子IL-12能够诱导单核肿瘤细胞THP-1分化, 并伴

有生长缓慢、G1期或G1/S期细胞周期阻滞以及细胞

凋亡增加等功能性改变。实验中THP-1经IL-12诱导

后发生分化与凋亡的可能是同一群细胞, 也可能是

两群不同的细胞。前者是因为同一群细胞通过分化

停止增殖, 向成熟细胞转化, 成熟细胞再最终走向凋

亡; 后者是因为的确存在两群不同的细胞。

与正常细胞相比, 肿瘤细胞具恶性增殖和分化
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程度低的病理学特点, 且其恶性程度与分化程度呈

负相关。早在20世纪70年代, Sachs[11]发现, 在一些

化学物质作用下, 白血病细胞的异常分化是可逆的, 
由此提出了“分化治疗(differentiation therapy)”的概

念。肿瘤的诱导分化即利用诱导分化剂诱导不成

熟的恶性细胞, 使其逆转向正常细胞分化[11], 而采用

诱导分化这一方法对肿瘤进行治疗就称为分化治

疗。与肿瘤细胞分化相关并且在肿瘤治疗作用上起

诱导分化作用的细胞因子主要包括: 集落刺激因子

(colony-stimulating factor, CSF)、干扰素(interferon, 
IFN)等[13]。而作为诱导抗原递呈细胞大量分泌

IFN-γ的免疫调节因子[14-15]的IL-12, 我们证实, 它同

样能够诱导单核系肿瘤细胞向巨噬细胞分化。因此, 
我们认为, IL-12作为一种分化诱导剂, 通过“分化治

疗”诱导人单核系肿瘤细胞向较成熟的巨噬细胞方

向分化, 可在一定程度上降低该肿瘤细胞恶性程度, 
并通过细胞G1期或G1/S期阻滞以及凋亡增加来抑制

肿瘤细胞增殖。以上结果为临床治疗单核细胞白血

病提供了新思路。
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