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Thiomyristoyl对几种MLL-r白血病细胞的影响
吴园园  李静*

(上海师范大学生命科学学院, 上海 200234)

摘要      硫化肉豆蔻酰赖氨酸化合物(thiomyristoyl, TM)是一种具有高度特异性的Sirt2抑制剂, 
目前已知TM能选择性抑制某些癌细胞的活性, 并显示出明显的抗癌效果。该文使用TM分别处理

几种人源MLL-r白血病细胞, 通过Western blot检测细胞内H4K16的乙酰化水平, 并采用细胞功能学

实验进行比较, 包括克隆形成能力的检测、MTT法对细胞活率的检测、流式细胞术对细胞周期及

凋亡的检测。同时, 通过构建Sirt2 knockdown细胞株, MTT实验检测了Sirt2表达降低对TM处理的

影响。实验结果表明, TM能抑制白血病细胞的生长, 并能降低Sirt2的乙酰化作用底物H4K16蛋白

的乙酰化水平; 同时, TM能抑制细胞周期、促进细胞的凋亡。通过MTT实验检测Sirt2表达降低对

TM处理的影响结果, 明确了TM对细胞的抑制作用与细胞中Sirt2的表达有关。该研究证明, TM能

抑制MLL-r白血病细胞的增殖并初步探索了其抑制机理, 这对利用TM治疗MLL-r白血病有重要的

研究意义。
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Effect of Thiomyristoyl on Several MLL-r Leukemia Cells
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Abstract       TM (thiomyristoyl) is a highly specific Sirt2 inhibitor that is currently known to selectively in-
hibit the activity of certain cancer cells and exhibit significant anticancer effects. In this study, we used TM to treat 
several human MLL-r leukemia cells, and the acetylation level of H4K16 in cells was detected by Western blot, and 
compared the treated cells with cell functional experiments. Including the detection of clone formation ability, the 
detection of cell viability by MTT method, the detection of cell cycle and apoptosis by flow cytometry. At the same 
time, the effects of the decrease of Sirt2 expression on TM treatment was detected by constructing Sirt2 knockdown 
cell line and MTT assay. The results showed that TM could inhibit the growth of leukemia cells and reduce the 
acetylation level of H4K16 protein which is the acetylation substrate of Sirt2. At the same time, TM could inhibit 
cell cycle and promote cell apoptosis. The effect of the decrease in Sirt2 expression on TM treatment by MTT assay 
confirmed that the inhibition of TM on cells was related to the expression of Sirt2 in cells. This study demonstrates 
that TM can inhibit the proliferation of MLL-r leukemia cells and explore its inhibitory mechanism, which has im-
portant research significance for the treatment of MLL-r leukemia with TM.
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混合谱系白血病(mixed-lineage leukemia, MLL)
基因, 位于11号染色体长臂2区3带(11q23), 是造血过

程调控的一个关键基因[1]。在白血病中, 常见MLL
基因的断裂、重排造成基因融合等异常现象, 这与

特定的白血病表型相关, 常见的MLL融合基因有: 
MLL-AF9、MLL-ENL、MLL-AF4、MLL-AF10等[2-4]。

目前对MLL融合重排诱导的AML(MLL-rAML)白血

病发生发展的机制已有较多的研究, 大部分MLL-r
白血病均是通过促进MLL的靶基因过度表达而发挥

作用, 在MLL-r AML细胞中可检测到大多数MLL的
靶基因的过度表达[5-7]。另外, 根据我们实验室前期

研究发现, Sirt2在MLL-rAML细胞中高表达, 但目前

对Sirt2在MLL-rAML发生和发展中的作用仍研究较

少。

Sirt2是一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(nicotin-
amide adenine dinucleotide, NAD+)依赖性的第三类

组蛋白去乙酰化酶沉默信息调节因子2(silence infor-
mation regulator 2, Sir2)相关蛋白家族的重要成员, 
Sirt2可通过去乙酰化作用参与细胞分化、细胞内信

号传导、细胞增殖、迁移等活动[8]。Sirt2主要定位

在细胞质中, 与微管蛋白共定位并脱乙酰化, 但在

有丝分裂期间, Sirt2可以与染色质共定位于细胞核, 
作为组蛋白脱乙酰化酶, 优先选择组蛋白H4赖氨酸

16(H4K16Ac)脱乙酰化, 并调节有丝分裂期间的染色

体凝聚[9-10]。当前许多研究表明, Sirt2在炎症、细菌感

染、神经退行性疾病和癌症的发生发展中参与重要

作用, 调节Sirt2活性将可能对这些疾病的治疗有重要

影响[11]。Sirt2亦能参与白血病细胞的异常增殖和存活, 
并且在AML中, 抑制Sirt2会导致细胞周期停滞、凋亡

增加、增殖减少和粒细胞分化等现象[8]。另外, 有研

究数据显示, AML患者骨髓中的Sirt2 mRNA水平显

著高于健康个体, 且在复发病人细胞中的Sirt2表达

水平更高[12], 显示Sirt2水平高表达与AML患者的不

良预后有关[12]。这预示, Sirt2在人MLL-rAML的发

生发展中有重要作用, 研究Sirt2在MLL-rAML白血

病发生发展中的作用具有重要意义。

根据相关研究显示, Sirt2抑制剂具有抗癌作用[11-17]。

而在白血病研究中, Sirt2抑制剂是否能够有效抑制

白血病的研究仍较少。硫化肉豆蔻酰赖氨酸化合物

(thiomyristoyl, TM)是一种具有高度选择性的Sirt2抑
制剂, 研究显示其IC50值为0.028 μmol/L, 但抑制Sirt1
的IC50值为98 μmol/L, 而对于Sirt3~7, 即使浓度高于

200 μmol/L也不对其抑制[13]。体外研究发现, 它能

显著地抑制癌细胞的活性, 尤其多种白血病细胞系

对TM都非常敏感[13]。体内研究也发现, TM具有明

显的抗癌效果, 通过TM治疗能增加患癌小鼠的存活

率[13]。综上所述, TM在白血病的发生发展及治疗方

面具有不可忽视的潜力。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株      本文我们选用的细胞系均由Loyola 
University Chicago医学实验中心提供 , 细胞系包括 : 
Mono-Mac-6(MM6, MLL-AF9)、U937(MLL-AF10)、
THP1(MLL-AF9)、RS4;11(MLL-AF4)、MV4;11(MLL-
AF4)、Kopn8(MLL-ENL)。
1.1.2   主要试剂      本文采用的主要试剂Thiomyristoyl
购自MedKoo Biosciences公司 ; H4抗体购自Abcam
公司; H4K16Ac抗体购自EMD Millipore Corp USA
公司; β-actin(D6A8)抗体及Sirt2(D4S6J)抗体、Anti-
rabbit IgG、Anti-mouse IgG抗体均购自CST公司 ; 
BCA蛋白浓度检测试剂盒购自Thermo Scientific公
司; 流式抗体PI购自Sigma公司; Annexin V-FITC/PI
细胞凋亡检测试剂盒购自BD公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养      以10%胎牛血清+1%双抗(10 mg/mL青
霉素+10 KU/mL链霉素)+0.2%庆大霉素(40 mg/mL)+RPMI 
1640培养基培养人源AML细胞, 37 °C、5% CO2及饱和

湿度条件下培养, 每2~3天换液传代。实验所用TM
为粉末, DMSO溶解, 配制成不同摩尔浓度分装冻存, 
加药处理时直接与细胞常规培养基混匀使用。

1.2.2   MTT检测      取对数生长期的细胞, 台盼蓝计数

后, 使用平底96孔板, 调整细胞浓度为2×105细胞/mL。
为减少误差, 对照组和实验组每组设8个平行孔, 
100 μL/孔, 37 °C、5% CO2及饱和湿度培养, 44 h后
加入MTT(5 mg/mL), 再4 h后加入10%的SDS, 待甲

臢完全溶解后, 使用酶标仪检测570 nm波长处吸光

度值。

1.2.3   Western blot法检测蛋白表达水平      使用

RIPA裂解液+1%蛋白酶抑制剂+1%PMSF(胆碱脂酶

抑制剂), 提取细胞全蛋白。使用BCA试剂盒测定蛋

白浓度。电泳90 V, 待蛋白跑过浓缩胶, 调整电压为

120 V; 以70 V、0 °C冰水浴条件下转膜; 5%脱脂奶

粉室温封闭30 min, 一抗(H4K16Ac或H4、β-Actin、
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sirt2) 4 °C孵育过夜。二抗(Anti-rabbit IgG或Anti-mouse 
IgG)室温孵育2 h。使用辣根过氧化物酶-ECL试剂, 暗
室曝光显影。

1.2.4   克隆形成能力检测      配制甲基纤维素培养

基, 加入2%青霉素和链霉素、0.2%庆大霉素、10%
胎牛血清。按照1 000细胞/mL的浓度, 流式分选对

数生长期细胞至甲基纤维素培养基, 常规培养。培

养7天, 显微镜下克隆计数, 统计50个以上细胞集落

为一个克隆数, 并在40×显微镜下拍照记录。

1.2.5   细胞周期检测      细胞经PBS洗涤后, 75%预冷

无水乙醇固定细胞, 封存于4 °C过夜。第2天, 用含2%
胎牛血清的PBS清洗细胞, 现配制染液(1 mg/mL PI染
液+1 mg/mL RNA酶+PBS), 染色30 min, 流式细胞分

析仪进行检测。

1.2.6   Annexin V-FITC/PI法检测细胞凋亡      使用

Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒对细胞进行

染色后, 流式细胞分析仪进行检测。

1.2.7   Sirt2 knockdown MM6细胞株的构建      将
所购置的质粒[四种Sirt2 Human shRNA: 分别为

shSirt2#Ctrl(碱基序列CTC GCC TGC TCA TCA 
ACA AGG AGA AAG CT)、shSirt2#1(碱基序列AGG 
AGG CAT GGA CTT TGA CTC CAA GAA GG)、
shSirt2#2(碱基序列TGC GCT GCT ACA CGC AGA 
ACA TAG ATA CC)、shSirt2#3(碱基序列GCA GTT 
CAA GCC AAC CAT CTG TCA CTA CT)], 转化入大

肠杆菌, 挑菌筛选后, LB培养基扩菌培养, 使用QIA-
GEN HiSpeed Plasmid Maxi Kit试剂盒抽提质粒。使

用293T细胞, 慢病毒包装质粒载体, 获得目的病毒

后, 以1 mL病毒加入2×105个MM6细胞及1 μL助转染

试剂(ploybrene, 8 mg/mL), 32 °C、2 500 r/min离心

4 h使细胞感染目的病毒。将获得的细胞, 用嘌呤霉素

(2 mg/mL)筛选两周后进行Western blot检测鉴定。

1.2.8   统计学处理      实验数据采用GraphPad Prism 
5软件进行分析, 流式图采用Summit 5.2软件分析, 细
胞周期用Modifit软件分析, 细胞凋亡用Flowjo 7.6软
件分析。分析结果用x

_
±s表示, 并进行显著性差异分

析, 其中*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001表示差异具

有统计学意义。

2   结果
2.1   TM影响白血病细胞的存活率

使用不同浓度(0、1 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L、
25 μmol/L、50 μmol/L) TM分别处理Kopn8、MM6、
U937、RS4;11细胞2天, MTT法检测细胞存活率。结

果(图1)显示, 各浓度TM对四种细胞的存活率都有

抑制作用, 且随着TM浓度的增加, 抑制作用增强。

数据显示, TM浓度在0到10 μmol/L之间, 细胞存活

率变化最明显, 10 μmol/L与25 μmol/L之间处理的细

胞存活率趋于稳定, 继续增加药物浓度则细胞存活

抑制更明显。说明在一定剂量范围内, 细胞存活受

TM抑制且10 μmol/L到25 μmol/L范围内, 细胞或处

于耐受阶段, 浓度过大则导致细胞大量死亡。此外, 
四种细胞对TM的敏感性稍有差别, 其中MLL-AF9
融合基因阳性的MM6细胞对TM的敏感性最弱, 而
MLL-AF10融合基因阳性的U937细胞对其最敏感。

也说明TM对不同MLL融合基因的白血病细胞抑制

效果也不同。本实验表明, TM可抑制白血病细胞的

增殖且这种抑制作用具有剂量依赖性。

图 1   MTT法检测TM处理对细胞存活率的影响

Fig.1   Effects of TM treatment on cell viability by MTT assay
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2.2   Western blot法检测MM6细胞中H4K16的乙

酰化水平

在有丝分裂期间, H4K16Ac蛋白能被去乙酰化

酶Sirt2优先选择脱乙酰化形成H4K16蛋白。为了检

测TM对Sirt2底物蛋白H4K16的乙酰化水平的影响 , 
我们选用对TM敏感性较稳定的MM6细胞进行实验。

分别用不同浓度(0、1 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L、
25 μmol/L、50 μmol/L) TM处理MM6细胞后, Western 
blot检测并进行灰度分析(图2)。结果表明, TM处理浓

度在0到10 μmol/L之间, H4K16的乙酰化水平随TM浓

度的增加而增加; 处理浓度为10 μmol/L、25 μmol/L、
50 μmol/L时, 与对照组相比, H4K16的乙酰化水平显

著增加且表达量趋于稳定, 其中内参蛋白H4或β-actin
在各TM浓度处理下的表达水平相同, 结合灰度分析

比较显示, 结果具有统计学差异。H4、β-actin均为内

参蛋白, H4K16Ac蛋白分子量大小为13~14 kDa, H4

蛋白分子量大小为 13~14 kDa, β-actin蛋白分子量

大小为42~43 kDa。实验表明, TM处理能增加MM6
细胞内H4K16的乙酰化水平, 且TM的处理浓度在

10 μmol/L以后, H4K16的乙酰化水平趋于稳定。实

验结果说明, TM能通过抑制去乙酰化酶Sirt2的活

性, 来抑制H4K16Ac蛋白的脱乙酰化过程, 进而促进

H4K16的乙酰化, 且这种变化与TM的处理浓度呈正

相关。

2.3   TM影响白血病细胞的克隆形成能力

根据之前的MTT及Western blot实验结果, 我
们选用了对TM敏感性表现稳定的MM6细胞和敏感

性较高的U937细胞进行克隆形成实验(CFU), TM处

理浓度为10 μmol/L。结果显示, 与DMSO处理的对

照组相比, TM处理组细胞克隆数减少(图3A), 克隆

大小也明显小于对照组(图3B)。于是再选用MM6、
U937、THP1、MV4;11、RS4;11细胞进行CFU实验(同

A: Western blot检测结果图; B: H4K16Ac/H4灰度分析比值图; C: H4K16Ac/β-actin灰度分析比值图。***P<0.001。
A: Western blot test results; B: H4K16Ac/H4 gray scale analysis ratio map; C: H4K16Ac/β-actin gray scale analysis ratio map. ***P<0.001.

图2   Western blot检测H4K16的乙酰化水平的变化

Fig.2   Western blot analysis of H4K16Ac protein expression levels
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时也对Kopn8细胞进行了CFU实验, 但Kopn8细胞无

法长成可计数的克隆)。结果(图3C)显示, 虽然不同

细胞形成的克隆形态各有不同, 但对克隆数统计及

形态大小记录的结果显示, TM对这几种细胞的克隆

形成能力均有抑制现象, 对不同MLL融合基因的细

胞差异并不大。实验结果表明, TM可以抑制MLL-r
白血病细胞的增殖, 降低细胞的克隆形成能力, 说明

TM在一定程度上可抑制白血病干细胞的“干性”。
2.4   TM对白血病细胞周期的影响

为检测TM处理对细胞周期变化的时效, 我们以

10 μmol/L的TM对MM6细胞进行不同时间(6 h、8 h、
10 h、12 h、24 h、48 h)的处理。收细胞后, 使用流

式细胞仪检测细胞周期。结果显示, 与DMSO处理

的对照组相比, TM处理时间为6~12 h时, 对MM6细
胞周期变化影响不大, 但当处理时间大于24 h, 处G1

期细胞数明显上升, S期及G2期明显下降(图4A~图
4C)。其他几种细胞U937、RS4;11、Kopn8处理24 h
后, G2期也呈明显下降趋势(图4D), 其中MLL-AF9

和MLL-ENL融合基因的细胞阻滞在G1期的更明显。

表明TM能诱导MLL-r白血病细胞周期阻滞, 使细胞

被阻滞在G1期, 进而抑制细胞增殖。

2.5   TM对白血病细胞凋亡的影响

根据TM处理对细胞周期影响的结果, 为检测

TM在相同处理时间及浓度条件下对细胞凋亡的影

响, 我们选用10 μmol/L的TM浓度处理MM6、U937、
THP1、RS4;11、Kopn8细胞24 h, 后用流式细胞仪

检测细胞凋亡。分析结果(图5)显示, 与对照组相比, 
TM处理使凋亡细胞数增加, 虽然细胞不同, 凋亡程

度不同, 但总体凋亡细胞数明显增加, 其中细胞的

MLL融合基因类型与凋亡率变化关联并不明显。表

明TM能促进白血病细胞的凋亡, 导致细胞的存活率

降低, 与MTT实验结果相吻合。

2.6   TM对Sirt2 knockdown细胞的抑制作用

为检测Sirt2低表达对TM抑制作用的影响, 我
们构建了Sirt2 knockdown细胞株, 以检测相同浓度

TM处理, 是否能靶向抑制更多Sirt2 knockdown细胞
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图3   TM处理克隆形成能力检测实验克隆数目及大小变化的比较

Fig.3   Comparison of the number and size of clones in TM-cloned formation ability assay
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A: TM处理24 h后, 流式细胞术检测细胞周期图; B: TM处理24 h后, 流式细胞术检测细胞G1、S、G2期比较图; C: 不同处理时间细胞周期比值图; 
D: 不同细胞TM处理24 h后的细胞周期比值图。***P<0.001。
A: after 24 hours of TM treatment, cellcycle map was detected by flow cytometry; B: TM treatment for 24 hours, flow cytometry to detect cell G1, S, G2 phase 
comparison map; C: cellcycle ratio map of different treatment time; D: cellcycle ratio map after treatment with different cells for 24 h. ***P<0.001.

图4   流式细胞术检测细胞周期的变化

Fig.4   Flow cytometry to detect changes in cell cycle
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的存活。于是, 首先选取MLL-AF9融合基因的MM6
细胞, 使用shRNA干扰技术将其感染表达嘌呤霉素

抗性, 同时表达shSirt2#Ctrl、shSirt2#1、shSirt2#2、
shSirt2#3的慢病毒后, 嘌呤霉素筛选细胞2周, 获取

Sirt2 knockdown MM6细胞。随后Western blot实验

验证Sirt2蛋白表达水平。结果(图6)显示, 与对照组

shSirt2#Ctrl相比, 慢病毒介导的Sirt2靶向shRNA降

低了Sirt2蛋白的表达, 且与未感染慢病毒的MM6
细胞组比较, shSirt2#Ctrl组Sirt2蛋白表达并无变

化。虽然敲低效果不一, 但所得的MM6-shSirt2#1、
MM6-shSirt2#2、MM6-shSirt2#3细胞Sirt2蛋白表达

均有所下降, 其中MM6-shSirt2#2敲低效果更明显, 
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图 5   流式细胞术检测细胞凋亡的变化

Fig.5   Flow cytometry to detect changes in apoptosis

因此选取该细胞进行后续实验。

使用不同浓度TM处理MM6、MM6-shSirt2#Ctrl、
MM6-shSirt2#1、MM6-shSirt2#2、MM6-shSirt2#3
细胞, MTT实验检测结果(图7)发现, 与对照组MM6-
shSirt2#Ctrl相比 , 三种Sirt2 knockdown MM6细胞

MM6-shSirt2#1、MM6-shSirt2#2、MM6-shSirt2#3的
生长同样被TM抑制, 其中MM6-shSirt2#2与对照组

MM6及MM6-shSirt2#Ctrl相比 , TM处理使得MM6-
shSirt2#2细胞存活率下降, 且结果具有显著性差异, 
在10 μmol/L时, P<0.001。说明当细胞中Sirt2蛋白水

平越低, 相同浓度TM处理将会抑制更多癌细胞, 表明

TM对AML细胞的抑制作用与Sirt2表达相关。
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图6   Western blot检测Sirt2蛋白水平

Fig.6   Western blot detection of Sirt2 protein levels
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图7   MTT法检测TM处理对不同Sirt2表达水平的细胞存活率的影响

Fig.7   Effects of TM treatment on cell viability of different Sirt2 expression levels by MTT assay

3   讨论
白血病发病率日益增长, 亟待解决。随着医学

的进步, 小分子药物靶向治疗白血病, 成为当前血液

学疾病研究的热点[18]。Thiomyristoyl是近期被开发

出来的一种有效的Sirt2抑制剂, 研究显示多数的白

血病细胞对其十分敏感[13]。本课题组通过使用TM
药物处理几种白血病细胞, 展开相关研究。我们首

先采用MTT实验检测得出, TM可以降低MLL-r白血

病细胞的存活率, 对不同MLL融合基因的细胞增殖

均能抑制且这种抑制作用具有剂量依赖性。这预示

利用TM治疗MLL-r白血病的可能性, 于是我们进一

步展开相关实验。

根据相关文献报道, 在Sirt2敲除小鼠细胞的有

丝分裂中, H4K16Ac蛋白表达明显升高, 且其表达水

平在G2-M期显著下降[10]。本实验中, 我们使用TM
处理白血病细胞, Western blot检测结果显示, TM处

理细胞能增加Sirt2的底物蛋白H4K16的乙酰化水

平, 且与TM的处理浓度呈正相关, 表明TM能作为

Sirt2的抑制剂发挥抑制去乙酰化酶活性的作用。克

隆形成实验结果表明, TM可以在10 μmol/L处理浓

度下, 降低白血病细胞的克隆形成能力, 抑制白血病

干细胞的“干性”。此外, 检测细胞周期及凋亡实验

得出, TM能使细胞周期阻滞在G1期, 降低G2-M期比

值, 同时TM处理促进细胞的凋亡, 进一步表明导致

细胞生长明显受阻的原因。这与文献报道Sirt2参与

白血病细胞的异常增殖和存活, 且在AML中, 抑制

Sirt2会导致细胞周期停滞、凋亡增加、增殖减少等

现象[8]结果一致。为进一步研究Sirt2表达对TM作用

的影响, 我们构建了三种Sirt2 knockdown细胞株, 进
行MTT检测实验得出, Sirt2低表达可以导致TM抑制

作用的增强, 表明了TM对细胞的抑制作用与细胞中

Sirt2表达相关。
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关于TM发挥抑制作用的具体机制如何。有报道

称, Sirt2可以抑制NEDD4(c-Myc的E3泛素连接酶)的
表达, c-Myc是一种在许多癌症中高表达的癌蛋白[19]。

研究发现, TM在乳腺癌细胞中能降低c-Myc蛋白水

平, TM可以通过抑制Sirt2, 促进c-Myc降解[13]。因此

我们猜想, 在AML白血病发生发展过程中, 或许可

以通过TM抑制Sirt2, 降低c-Myc癌蛋白水平的途径, 
从而抑制白血病细胞的生长。具体研究还有待后期

进一步实验研究。

由此, 本文表明Sirt2抑制剂TM可以抑制人源

MLL-r白血病细胞增殖, 并阻滞细胞周期, 促进细胞

凋亡, 这将为研究白血病的治疗提供新的目标。但

对TM作用的具体机制及与MLL融合基因的具体关

系还有待进一步研究。
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