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研究论文

GPR183慢病毒载体的构建及对Cutll1细胞凋亡的影响
张航  舒逸  吕文琼  张佳  张虹洋  唐诗  邹琳*

(重庆医科大学附属儿童医院临床分子医学中心, 儿童发育疾病研究教育部重点实验室, 儿科学重庆市重点实验室, 
重庆市儿童发育重大疾病诊治与预防国际科技合作基地, 重庆 400014)

摘要      该文旨在构建过表达人GPR183的慢病毒载体, 研究GPR183对急性T淋巴细胞白血病

(T-cell acute lymphocytic leukemia, T-ALL)细胞Cutll1凋亡的影响。通过PCR法扩增人GPR183序列

片段, 并连接到慢病毒表达载体质粒pEZ-Lv201上, 构建过表达GPR183慢病毒质粒, 包装病毒, 感
染T-ALL Cutll1细胞, q-PCR及Western blot检测细胞GPR183表达水平; 检测GPR183对Cutll1细胞

生长、周期及凋亡影响。质粒PCR及测序结果显示, 成功构建GPR183过表达慢病毒载体。感染

Cutll1细胞后荧光显微镜下观察到绿色荧光, 过表达组GPR183 mRNA及蛋白表达水平较对照组明

显上升(P<0.01), 成功构建过表达GPR183的Cutll1细胞株, 过表达GPR183的Cutll1细胞生长明显受

到抑制(P<0.001), 凋亡水平较对照组显著升高(P<0.01), 但不影响细胞周期。初步显示, GPR183能
明显抑制T-ALL Cutll1细胞增长, 促进细胞凋亡, 为后续研究奠定基础。 

关键词       GPR183; T-ALL; 细胞凋亡

Construction of the Over-Expressing GPR183 Lentiviral Vector 
and the Effect on Apoptosis of Cutll1 Cells 

Zhang Hang, Shu Yi, Lü Wenqiong, Zhang Jia, Zhang Hongyang, Tang Shi, Zou Lin*
(Center for Clinical Molecular Medicine, Children’s Hospital, Chongqing Medical University, 

Key Laboratory of Pediatrics in Chongqing, Ministry of Education Key Laboratory of Child Development and Disorders, 
Key Laboratory of Pediatrics in Chongqing, Chongqing International Scienceand Technology Cooperation Center for 

Child Development and Disorders, Chongqing 400014, China)

Abstract       To construct the human GPR183 over-expressing lentiviral vector and investigate the effect of 
GPR183 on apoptosis of human T-ALL cell line Cutll1 cells, the human GPR183 cDNA sequence was amplified by 
PCR and linked to the lentivirus vector pEZ-Lv201 and the GPR183-overexpressing lentivirus plasmid was con-
structed then lentivirus was packaged by using 293T cells. The Cutll1 cells were infected with lentivirus and the 
GPR183 expression level was detected by q-PCR and Western blot. The CCK-8, PI and Annexin V staining were 
used to study the growth, cell cycle and apoptosis of the Cutll1 cell with (Cutll1-GPR183) or without (negative 
control) GPR183 overexpression. The plasmid confirmation PCR and sequencing data indicate the human GPR183-
overexpressing lentivirus plasmid was constructed. The GFP+ Cutll1 cells were detected after lentivirus infec-
tion. Consistently, the q-PCR and Western blot results showed the expression of GPR183 was elevated in Cutll1-
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GPR183 cells (P<0.01). The CCK-8 and Annexin V staining data showed the proliferation of Cutll1-GPR183 was 
inhibited (P<0.001) and the apoptosis of Cutll1-GPR183 was significant increase (P<0.01), while the cell cycle of 
two groups had no difference. Overall, our results indicated that GPR183 could inhibit the growth and promote the 
apoptosis of T-ALL Cutll1 cells and laid the foundation for the follow-up study of mechanisms. 

Keywords       GPR183; T-ALL; apoptosis

急性淋巴细胞白血病(acute lymphocytic leu-
kemia, ALL)在儿童白血病中最为常见, 其中急性

T淋巴细胞白血病恶性程度高, 病情发展快且易复

发, 其五年无病生存率(event-free survival, EFS)为
60%~75%, 尽管近年来已有一些发病机制阐释, 但
难治性急性T淋巴细胞白血病(T-cell acute lympho-
cytic leukemia, T-ALL)尚不能完全缓解, 且药物反

应差[1], 寻找新的发病机制及治疗靶点成为研究者

们关注的焦点。G蛋白偶联受体(G protein-coupled 
receptors, GPCRs)是人体最大的膜受体家族, 在多种

生理功能及肿瘤的生长和迁移中起重要作用[2]。

GPR183(又名EBI2)属于GPCR中A类视紫红质

家族, 在正常造血细胞发育中能抑制Notch1信号从

而促进内皮细胞向造血细胞的转换[3]; 在慢性淋巴

细胞白血病(chronic lymphocytic leukemia, CLL)中, 
GPR183高表达, 驱动B细胞向滤泡外区域迁移、减

少生发中心依赖的免疫反应, 降低其分泌IgM与IgG
的水平, 上调c-MYC癌基因表达, 促进细胞增殖[4]。

但GPR183对T-ALL细胞的生物学特性是否具有重

要作用还未见报道。因此, 本研究通过构建稳定过

表达GPR183的T-ALL Cutll1细胞模型, 为进一步探

索GPR183对T-ALL细胞生物学特性的影响奠定基

础。

1   材料与方法
1.1   材料与仪器

人胚肾细胞系(HEK293T细胞)、人T-ALL细胞

系Cutll1细胞均购自中国科学院细胞库; VSV-G表达

质粒、PAX2包装质粒为本实验室保存。实验材料

包括: 人GPR183基因cDNA克隆质粒(北京义翘神州

科技有限公司), 载体质粒PEZ-LV201(GeneCopoeia
公司), KOD FX(TOYOBO公司), Xmn I和Xho I限制

性内切酶、T4 DNA连接酶(NEB公司), DH5α感受

态细胞(天根生化科技有限公司), DNA transfection 
reagent(Neofect公司)、聚凝胺(Sigma公司), DMEM
培养基、1640培养基、胎牛血清(fetal bovine serum, 

FBS)(Gibco公司), 逆转录试剂盒、SYBR Green II、
EX Taq酶(TaKaRa公司), RIPA细胞裂解液及Trizol 
RNA提取液(百泰克生物技术有限公司), BCA蛋白

质定量检测试剂盒(碧云天生物技术有限公司), 兔
源单克隆抗体GPR183、GAPDH(proteintech公司), 
兔源多克隆抗体MYC(Santa Cruz公司), 辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔IgG(中杉金桥生物技术有限公

司), ECL发光试剂盒(凯基生物技术股份有限公司), 
CCK-8(东仁化学科技有限公司), PI/RNase Staining 
Buffer(BD公司), Annexin V-APC/7-AAD双染细胞凋

亡检测试剂盒(凯基生物技术股份有限公司), 其他

试剂均为国产分析纯。实验仪器包括: 美国BD公司

FACSCanto流式细胞仪、Bio-Rad公司的凝胶电泳

仪、电泳转移仪和凝胶成像仪和OLYMPUS公司荧

光显微镜。

1.2   方法

1.2.1   引物设计与GPR183基因片段获取      从
GenBank资料库中获取GPR183的mRNA序列(NM-
004951.4), 设 计 扩 增 引 物GPR183 F: (5′→3′)TAA 
GAA GGA GTT CGA ACC ATG GAT ATA CAA ATG 
GCA AAC, GPR183, R: (5′→3′)ATT CTC GAG CTA 
CTT TCC ATT TGA AGA CTT GGA A, 其中, 在上游

和下游的5′端分别加入了Xmn I和Xho I酶切位点。以

人GPR183基因cDNA克隆质粒为模板, 配制反应体系

如下: 0.6 μL KOD、20 μL 2×缓冲液、 8 μL dNTPs、上

下游引物各0.8 μL、1.6 μL模板、 2 μL DMSO、6 μL 
ddH2O, 混匀后短暂离心, 反应条件为: 95 °C 5 min; 
然后95 °C 30 s, 55 °C 30 s, 72 °C 30 s, 循环18次, 
72 °C 7 min后置于4 °C。
1.2.2   重组慢病毒载体的构建与鉴定      取纯化后

的pEZ-Lv201质粒3 μL, 10 μL缓冲液、3 μL Xmn I
内切酶、84 μL ddH2O, 37 °C水浴30 min, 然后进行

乙醇沉淀: 水浴后体系内加乙酸铵75 μL、1 mL无
水乙醇、5 μL糖原后上下颠倒混匀置于–20°C静置

10 min, 12 000 r/min离心15 min, 弃上清, 70%乙醇

洗1次后弃去上清开盖室温挥发尽乙醇。Xho I内切
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酶进行第二次酶切, 方法同上, 加水溶解得到线性化

的pEZ-Lv201载体。连接体系:  1 μL T4 DNA ligase、
1.5 μL T4 DNA 连接酶缓冲液、1 μL线性化的pEZ-
Lv201载体DNA、10 μL纯化后的GPR183基因片段、

1.5 μL ddH2O, 室温连接5 h, 将连接产物转化DH5α, 
接种到含有氨苄青霉素的LB固体培养板中37 °C孵
育过夜, 挑取平板中的转化子进行菌落PCR鉴定。

引物F: (5′→3′)GCG GTA GGC GTG TAC GGT, R: 
(5′→3′)AAT GAC GAC CAA GGC TAG。阳性转化

子摇菌扩大化培养, 提取质粒后进行PCR鉴定, 鉴定

正确后送出测序, 测序引物F: (5′→3′)GCG GTA GGC 
GTG TAC GGT, R: (5′→3′)CTG GAA TAG CTC AGA 
GGC, 成功构建过表达GPR183慢病毒载体, pEZ-
Lv201质粒作为阴性对照。

1.2.3   GPR183重组慢病毒包装及滴度测定      取对

数生长期的293T细胞胰酶消化后铺于10 cm细胞培

养瓶中, 37 °C和5% CO2细胞培养箱培养24 h,待细

胞密度为60%~70%时进行共转染实验。转染条件: 
8 μg重组过表达及阴性对照质粒、8 μg PAX2包装

质粒、2 μg vsv-g表达质粒、18 μL转染试剂Neofect, 
转染过程严格按照试剂说明书操作。收集36 h、48 h、
72 h及96 h含病毒颗粒的上清, 4 °C 2 000 r/min离心

5 min, 0.45 μm滤器过滤上清液, 滤液经浓缩后分装

至–80 °C保存, 通过倍比稀释法感染293T细胞, 结合

荧光显微镜计算病毒滴度, 成功包装GPR183重组慢

病毒及阴性对照病毒。

1.2.4   过表达GPR183的Cutll1细胞系的建立      取对

数生长期的Cutll1细胞, 在聚凝胺polybrene(6 μg/mL)
的辅助下感染病毒液, 正常条件下培养, 每6 h换病

毒液, 连续感染24 h。72 h后荧光显微镜下观察绿

色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)表达, 并
用流式分选GFP阳性细胞, 成功构建过表达Cutll1-
GPR183细胞及阴性对照组细胞。

1.2.5   荧光定量PCR检测GPR183 mRNA表达水平      
Trizol法提取总RNA, 按照逆转录试剂盒说明书逆转

录为cDNA, RT-PCR反应体系: 10 μL SYBR Green RT-
PCR Master Mix、上下游引物各0.5 μL(表1)、2 μL模板、

ddH2O补齐至20 μL。扩增程序: 95 °C预变性5 min; 
95 °C变性30 s, 58 °C退火30 s, 72 °C延伸30 s, 循环

35次, 每个循环结束检测荧光, 以GAPDH作为内参, 
2–ΔΔCT计算基因相对表达量。

1.2.6   Western blot检测GPR183蛋白质水平      RIPA
裂解液提取细胞蛋白, 取1×107细胞加入1 mL RIPA, 
超声破碎细胞, 4 °C 12 000 r/min离心20 min, 吸取上

清, BCA法检测蛋白浓度, 加入5×上样缓冲液混匀后

100 °C煮沸10 min, 取20 μg蛋白经10% SDS-PAGE电
泳, PVDF膜转膜, 室温封闭1 h, 一抗(GPR183 1600׃; 
MYC 1200׃; GAPDH 1000 20׃)于4 °C孵 育 过 夜, 
TBST洗膜, 二抗1000 5׃)室温孵育1 h, ECL发光检测

结果。

1.2.7   CCK8实验检测细胞生长      将过表达组和对

照组细胞以3 000个/孔密度接种到96孔板中, 每组做

3个副孔, 每孔体积200 μL。分别在培养0、1、2、3
天时每孔加入10 μL CCK8溶液, 3 h后以酶标仪检测

450 nm处吸光度值。

1.2.8   PI染色检测细胞周期      收集1×106细胞, PBS
洗涤细胞沉淀2次, 加入70%预冷乙醇4°C固定过夜, 
离心后PBS重悬细胞, 严格按照说明书加入RNase A
和PI, 室温避光染色30 min后流式检测。

1.2.9   Annexin V检测细胞凋亡      收集5×105细

胞, 2 000 r/min离心5 min, 预冷PBS 2 000 r/min离心

5 min洗涤细胞2次, 加入500 μL 结合缓冲液,  悬浮

细胞, 加入5 μL Annexin V-APC混匀后再加入5 μL 
7-AAD染液, 混匀, 室温避光反应15 min, 1 h内进

行流式检测。

1.3   统计学分析

数据分析采用SPSS 13.0软件包进行统计分析, 
并以均数±标准差mean±S.D.表示, 两组数据间比较

采用两独立样本的t检验。以P<0.05为差异有统计

学意义。

表1   q-PCR引物信息

Table 1   Sequences of the q-PCR primers
基因名

Name                                    
上游引物(5′→3′)
 Forward primer (5′→3′)

下游引物(5′→3′)
 Reverse primer (5′→3′)

GPR183 
MYC

 TGG GCT CGT GGG AAA CTT AC
 CGC TGC TAT GGG CAA AGT

 GGT GCA CCA CAG CAA TGA  AG
 CGT CCT GGG AAG GGA GAT

GAPDH  CAG CGA CAC CCA CTC CTC CAC CTT  CAT GAG GTC CAC CAC CCT GTT GCT
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2   结果
2.1   PCR扩增 GPR183基因片段与重组质粒

GPR183-pEZ-Lv201的鉴定

模板经上述引物扩增后得到GPR183基因序列, 
经琼脂糖凝胶电泳后得到大小约为1 080 bp的片段, 
与基因库中的GPR183全基因序列大小相符, 表明

成功获得GPR183基因(图1)。挑选10个阳性转化子

进行PCR鉴定, 其中7个产物经琼脂糖凝胶电泳后在

293 bp处有一条明亮单一条带, 大小符合预期(图2)。
将PCR鉴定成功的重组质粒测序, 结果与设计

序列一致。这表明, 成功构建GPR183-pEZ-Lv-201
重组质粒。

2.2   T-ALL Cutll1细胞慢病毒感染效率检测

倍比稀释法检测GPR183过表达组与阴性对照

组病毒滴度分别为1.1×108 TU/mL、1.4×108 TU/mL。
Cutll1细胞加入病毒感染, 72 h后荧光显微镜下观察, 

GPR183过表达组及阴性对照组均有GFP表达(图
3)。
2.3   Cutll1细胞GPR183过表达检测

进一步用q-PCR及Western blot检测感染慢病毒

后Cutll1细胞GPR183表达情况, 结果显示, 过表达组

GPR183 mRNA及蛋白水平较对照组均有明显升高

(图4A和图4B), 差异具有统计学意义(P<0.01)。
2.4   Cutll1细胞过表达GPR183后凋亡增加

CCK-8结果显示, 过表达组细胞生长较对照组

明显受到抑制, 差异具有统计学意义(P<0.001)(图
5A)。细胞周期结果显示, 两组细胞周期无明显差异

(P>0.05)(图5B和图5C)。采用流式细胞仪测Annexin 
V表达检测各组凋亡情况, 结果显示, 与阴性对照

组相比, 过表达组凋亡水平有明显增加, 差异具有

统计学意义(P<0.01), 证实过表达GPR183能够诱导

Cutll1细胞凋亡(图5D和图5E)。 

1: DNA marker 2000; 2~11: 1~10号转化子(293 bp)。
1: DNA marker 2000; 2-11: the positiveplasmids of No.1-10 (293 bp).

图2    GPR183-pEZ-Lv201重组质粒PCR鉴定

Fig.2   Plasmid of GPR183-pEZ-Lv201 was identified by PCR

1: DNA marker 2000; 2: PCR产物(1 080 bp)。
1: DNA marker 2000; 2: PCR product (1 080 bp).

图1   PCR产物电泳图

Fig.1   The result of PCR product
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图4   Cutll1细胞中GPR183 mRNA和蛋白表达水平         

Fig.4   The mRNA and protein levels of GPR183 in Cutll1 cells 
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图3   荧光显微镜下Cutll1细胞感染GPR183过表达慢病毒

Fig.3   Cutll1 cells were infected by lentivirus overexpression GPR183 gene

2.5   Cutll1细胞过表达GPR183后抑制MYC基因

表达

我们进一步检测Notch1信号通路靶基因MYC
表达变化情况[5], q-PCR及Western blot结果显示, 在
Cutll1细胞中过表达GPR183后MYC基因表达明显

受到抑制, 差异具有统计学意义(P<0.01)(图6A和图

6B)。

3   讨论
GPCRs作为人体最大的膜受体家族, 参与生理

或病理状态下的多种生命活动过程, 在细胞增殖、

凋亡、迁移等多种生物功能中起重要作用[2], 在不

同亚型的白血病发生发展中起着重要作用。在急性

粒细胞白血病中, GPR56是白血病干细胞(leukemia 
stem cells, LSC)新型且稳定的标志物, 高表达GPR56
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图5   过表达GPR183对Cutll1细胞凋亡的影响

Fig.5   Effect of GPR183 overexpression on the apoptosis of Cutll1 cell

提示AML高危亚型及预后差[6]; 在NPM1和FLT3突
变的AML中, GPR56还可促进HOXA9相关的AML
形成[7]; 而在一些预后差的AML亚型中, EVI1促进

GPR56表达, 上调RhoA信号, 抑制细胞凋亡, 其抑制

剂可致LSC重构能力降低[8]。在T-ALL中, CXCR4抑
制剂促进细胞凋亡与抑制转移, 可作为T-ALL治疗

新靶点[9]; F类GPCR受体SMO可激活Hedgehog通路, 
促进细胞增殖与小鼠体内T-ALL进展[10]。

慢病毒是逆转录病毒的一种, 是以人类免疫缺

陷病毒(human immunodeficiency virus, HIV)作为基

础而发展的基因转染载体, 能将大片段的外源基因

稳定的整合到细胞基因组中并长期表达, 且具有感

染分裂与非分裂细胞的能力, 是目前转染效率最高

的转染技术之一[11-14], 已广泛应用于造血干细胞、原

代细胞等的基因传递[15]。本研究通过构建GPR183
过表达慢病毒载体, 包装病毒滴度达1.1×108 TU/mL, 
感染Cutll1细胞后荧光显微镜下观察到绿色荧光, 靶
基因mRNA水平和蛋白水平较阴性对照组明显升高

(P<0.01), 成功建立了过表达GPR183的慢病毒载体, 
并感染急性T淋巴细胞白血病Cutll1细胞, 流式分选

出稳定细胞株。随后分别通过CCK-8实验、PI染色

和Annexin V染色检测细胞的生长、周期和凋亡情况, 
发现相比阴性对照细胞, 过表达GPR183后细胞生长

明显受到抑制(P<0.001), 凋亡显著增加(P<0.01), 但
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对细胞周期无明显影响(P>0.05), 表明GPR183表达

增高能抑制T-ALL Cutll1细胞增长, 促进细胞凋亡。

GPR183属于GPCRs最大的视紫红质家族, 在正

常造血发育过程中, GPR183可募集β-Arrestin1和E3
泛素化连接酶Nedd4, 从而促进造血内皮中Notch1
降解, 促进内皮细胞转换到造血细胞[3]而在T-ALL
的发生发展中, Notch1扮演着重要角色。在正常造

血阶段, 胸腺内缺乏Notch1就不能发育成T细胞, 但
Notch1过度激活则会发展为T-ALL[16-17]。Notch1在
65%的T-ALL患者中异常激活, 并调控白血病细胞的

增殖和侵袭, 是重要的治疗靶点[18]。我们随后发现, 
在T-ALL Cutll1细胞中过表达GPR183能抑制Notch1
信号通路基因MYC的表达, 提示GPR183可能通过抑

制Notch1信号通路从而抑制Cutll1细胞生长促进细

胞凋亡。

综上所述, 本研究成功构建了过表达GPR183
的慢病毒载体, 并建立了过表达GPR183的稳定细胞

系, 证明过表达GPR183后T-ALL Cutll1细胞凋亡增

加, 生长受到抑制, 为后续进行GPR183调控白血病

细胞机制研究与白血病的治疗提供了实验工具和理

论基础。
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