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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）对经典型霍奇金淋巴瘤 Ｂ 细胞表型的诱导作用。 方法　 构建含

有 Ｇ４１８ 抗性的 Ｂ 细胞特异性启动子（ＣＤ１９，ＣＤ７９ａ 和 ＣＤ７９ｂ）表达载体，转染霍奇金淋巴瘤细胞并筛选稳定克隆。
ＰＣＲ 扩增启动子和荧光素酶序列验证其稳定整合，敲除 ＡＢＦ１ 后检测外源 Ｂ 细胞启动子活性的改变以验证其功

能。 检测不同浓度的 ＡＴＲＡ 在不同时间点对外源 Ｂ 细胞启动子活性的诱导作用，通过实时定量 ＰＣＲ 进一步证实

ＡＴＲＡ 对 Ｂ 细胞特异性基因转录水平的影响；检测 ＡＴＲＡ 与去甲基化药物 ５⁃Ａｚａ 联合处理对 Ｂ 细胞标记物表达的

影响；通过流式细胞染色技术仪检测 ＡＴＲＡ 对霍奇金淋巴瘤细胞表面标记物 ＣＤ３０ 表达的影响。 结果　 ＡＴＲＡ 能

够诱导人经典型霍奇金淋巴瘤 Ｂ 细胞特异性标记物 ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ７９ａ 和 ＣＤ７９ｂ 的表达，与 ５⁃Ａｚａ 具有协同诱导

作用，并下调细胞表面霍奇金特异性抗原 ＣＤ３０ 的表达。 结论　 ＡＴＲＡ 能够诱导 Ｂ 细胞表型缺失的经典型霍奇金

淋巴瘤向 Ｂ 细胞型淋巴瘤转化。
【关键词】 　 霍奇金淋巴瘤；ＡＴＲＡ；Ｂ 细胞表型；ＣＤ１９；５⁃Ａｚａ
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　 　 经典型霍奇金淋巴瘤（ ｃｌａｓｓｉｃａｌ Ｈｏｄｇｋｉｎ Ｌｙｍ⁃
ｐｈｏｍａ， ｃＨＬ）以无痛性、进行性淋巴结肿大为主要

临床表现，病理诊断可见特征性的 ＨＲＳ（Ｈｏｄｇｋｉｎ’ ｓ
ａｎｄ Ｒｅｅｄ⁃Ｓｔｅｒｎｂｅｒｇ ｃｅｌｌｓ） 瘤细胞［１］。 尽管目前约

８５％的病人预后较好，仍有部分病人因原发或继发

耐药死亡［２］。 虽然 ｃＨＬ 细胞具有 Ｂ 细胞特征性的

免疫球蛋白（ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ， Ｉｇ）基因重排且起源

于 Ｂ 细胞，却缺失了 Ｂ 细胞特异性标记物如 ＣＤ１９，
ＣＤ２０ 等基因的转录和表达［３ － ４］，同时细胞表面异常

高表达 Ｂ 细胞非特异性抗原如 ＣＤ３０［５］。 Ｂ 细胞表

型的缺失是造成霍奇金淋巴瘤细胞逃避免疫监视

和恶性转化的关键因素［６ － ７］，因此诱导霍奇金淋巴

瘤 Ｂ 细胞表型转化将有助于临床治疗。
全反式维甲酸（ ａｌｌ ｔｒａｎｓ⁃ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ，ＡＴＲＡ）

是维生素 Ａ 的代谢产物，具有诱导细胞分化的作

用，临床上用于急性早幼粒白血病的治疗。 有研

究证明，ＡＴＲＡ 能够在体内外诱导淋巴母细胞向

Ｂ 细胞分化 ［８］ 。 本研究构建荧光素酶标记的 Ｂ
细胞特异性启动子 ｃＨＬ 报告细胞，检测 ＡＴＲＡ 对

Ｂ 细胞外源启动子活性及相关基因表达的诱导

作用，通过与去甲基化药物 ５⁃Ａｚａ 联合用药，进一

步探讨 ＡＴＲＡ 重新激活 ｃＨＬ 细胞 Ｂ 细胞表型的

潜在作用。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞及主要试剂

霍奇金淋巴瘤细胞系（ＫＭＨ２、Ｌ１２３６ 和 Ｌ４２８）
为本 实 验 室 冻 存。 携 带 ＣＤ１９ 启 动 子 载 体 由

由 Ｋｕｐｐｅｒｓｃｈｍｉｔｔ教 授 惠 赠， 携 带 ＣＤ７９ａ （ ｍｂ１ ）、
ＣＤ７９ｂ（Ｂ２９）和 ＩＣＳＢＰ 的质粒由 Ｓｉｇｖａｒｄｓｓｏｎ 教授

惠赠 ［９ － １１］ 。
５⁃Ａｚａ⁃２’⁃ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ （５⁃Ａｚａ）、ＡＴＲＡ 和钙黄

绿素（Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ，ＣＡＭ）购自 Ｓｉｇｍａ 公司；Ｄｕａｌ⁃Ｇｌｏ
􀳏 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 和 ＯＮＥ⁃ＧｌｏＴＭ Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 检测试剂盒购

自 Ｐｒｏｍｅｇａ；胎牛血清、１６４０ 培养基、胰酶购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司；质粒构建所需内切酶和连接酶购自

ＮＥＢ 公司；ＲＮＡ 提取及逆转录试剂购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；
长片段基因扩增所用 Ｄｒｅａｍ Ｔａｑ Ｇｒｅｅｎ 酶购自

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ；质粒提取试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司；
蛋白免疫印迹所用抗体购自 Ａｃｒｉｓ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ；流式

细胞染色所需 ＣＤ３０ 抗体购自 ＢＤ 生物有限公司。
流式细胞仪购自 ＢＤ 生物有限公司；电转仪及相关

缓冲试剂购自 Ｌｏｎｚａ。

１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养及用药

人的 ｃＨＬ 细胞系悬浮培养于含 １０％ 胎牛血清

和 １％双抗的 １６４０ 培养基，在含有 ５％ ＣＯ２ 的培养

箱中 ３７℃常规培养，根据细胞状态每 ２ ～ ３ ｄ 传代。
以 ＤＭＳＯ 处理样本为阴性对照，常规 ＡＴＲＡ 和 ５⁃Ａｚａ
用药浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ（除非特殊标注）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 质粒构建

通过 ＸｈｏＩ ／ ＳａｌⅠ双酶切 ＰＬ４５２ 质粒并电泳胶回

收得到 ２０３８ ｂｐ ＰＧＫ⁃ＮＥＯ 片段，将插入片段与 Ｓａｌ Ｉ
单酶切的 Ｂ 细胞启动子 ｐＧＬ３ 荧光素酶报告载体连

接，ＤＨ５α 转化后挑单克隆并小提，通过 Ｓａｌ Ｉ ／ Ｂｇｌ ＩＩ
双酶切鉴定阳性克隆。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞转染及稳定克隆筛选

提取质粒并去除内 毒 素， 收 集 细 胞， 根 据

Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ 电转仪说明选择相应的缓冲液和转染

程序进行细胞转染。 ＫＭＨ２ 和 Ｌ１２３６ 细胞采用 Ｔ 缓

冲液和 Ｔ⁃００１ 程序转染， Ｌ４２８ 细胞采用 Ｌ 缓冲液和

Ｘ⁃００１ 程序进行转染。
１􀆰 ２􀆰 ４　 稳定转染细胞筛选

瞬时转染 ４８ ｈ 后离心换液，以转染 ｅＧＦＰ 的相

应细胞为平行对照进行 Ｇ４１８ 筛选，药物浓度在

ＫＭＨ２、Ｌ１２３６ 和 Ｌ４２８ 细胞分别为 ２００、４００ 和 ４００
μｇ ／ ｍＬ，筛选 ２ 周后对照细胞全部死亡，改为 Ｇ４１８
半量维持培养。
１􀆰 ２􀆰 ５　 稳定转染细胞的目的片段整合鉴定

提取筛选后 ｃＨＬ 细胞基因组并进行 ＰＣＲ，所用

引物序列如下：ｐＧＬ３ Ｆｏｒ：５’⁃ＧＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＡＡＡ
ＡＣＡＴＡＡＡＧ⁃３’，ｐＧＬ３ Ｒｅｖ：５’⁃ＣＡＴＣＧＧＴＣＧＡＣＧＧＡ
ＴＣＣＴＴＡＴＣ⁃３’
１􀆰 ２􀆰 ６　 ｓｈＲＮＡ 干扰实验

采用 ｐＳＵＰＥＲ⁃ｐｕｒｏ 系统（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）进行 ＡＢＦ１
瞬时和稳定敲除，所需引物如下：ＡＢＦ１ ３０１ Ｆｏｒ：５’⁃
ＧＡＴＣＣＣＣＧＣＣＧＣＡＧＡＧＴＧＣＡＡＧＣＡＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡ
ＡＣＴＧＣＴＴＧＣＡＣＴＣＴＧＣＧＧＣＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ，ＡＢＦ１ ３０１
Ｒｅｖ： ３ ’⁃ＧＧＧＣＧＧＣＧＴＣＴＣＡＣＧＴＴＣＧＴＣＡＡＡＧＴＴＣＴＣ
ＴＴＧＡＣＧＡＡＣＧＴＧＡＧＡＣＧＣＣＧＡＡＡＡＡＣＣＴＴＴＴＣＧＡ；
所 用 对 照 无 义 序 列 如 下： Ｓｃｒａｍｂｌｅ Ｆｏｒ： ５ ’⁃
ＧＡＴＣＣＣＣＣＧＴＡＣＧＣＧＧＡＡＴＡＣＴＴＣＧＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡ
ＴＣＧＡＡＧＴＡＴＴＣＣＧＣＧＴＡＣＧＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ， Ｓｃｒａｍｂｌｅ
Ｒｅｖ： ３’⁃ＧＧＧＧＣＡＴＧＣＧＣＣＴＴＡＴＧＡＡ ＧＣＴＡＡＧＴＴＣＴ
ＣＴＡＧＣＴＴＣＡＴＡＡＧＧＣＧＣＡＴＧＣＡＡＡＡＡＣＣＴＴＴＴＣＧＡ
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１􀆰 ２􀆰 ７　 荧光素酶活性检测

在 ９６ 孔板每孔加入 １００ μＬ 细胞悬液和 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 钙黄绿素 ＣＡＭ， 室温避光孵育 １０ ｍｉｎ 后检

测荧光强度。 同时，另取 １００ μＬ 细胞悬液加入 １００
μＬ Ｏｎｅ⁃Ｇｌｏ ｒｅａｇｅｎｔ， 室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，细胞充

分裂解后于 ５６０ ｎｍ 检测化学发光信号强度。
１􀆰 ２􀆰 ８　 免疫印迹

提取细胞总蛋白并通过 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测量浓度，
加入上样缓冲液后于 ９５℃孵育 ５ ｍｉｎ。 通过 ＳＤＳ⁃聚
丙烯酰胺凝胶分离蛋白并转到 ０􀆰 ２２ μｍ 孔径的

ＰＶＤＦ 膜上，一抗 ４℃ 过夜孵育，辣根过氧化物酶

ＨＲＰ 标记的二抗室温孵育 １ ｈ 后通过 ＥＣＬ 法显色。
１􀆰 ２􀆰 ９　 实时荧光定量 ＰＣＲ

使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取细胞总 ＲＮＡ 并通过

Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｒｅｖｅｒｓｅ 逆转录酶合成互补 ｃＤＮＡ。 以

琥珀酸脱氢酶复合物亚单位 Ａ（ＳＤＨＡ）做内参，使
用 ＴａｑＭａｎ 进行实时荧光定量 ＰＣＲ 检测目的基因表

达水平。 所有反应均设三个复孔，基因的相对表达

量比较采用 ΔΔＣｔ 法。
１􀆰 ２􀆰 １０　 流式细胞技术

取 ５ × １０５ 细胞于 １２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，用预

冷的 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，抗体 １ ∶ ２稀释后避光孵育 ３０
ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤后用含有 １％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 悬浮细胞，
采用 ＦＬ⁃１ 通道上机检测 ＦＩＴＣ 标记的抗体，以同型

ＩｇＧ 抗体做阴性对照。 采用 Ｆｌｏｗｊｏ 软件分析结果。
１􀆰 ３　 统计学方法

采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件对结果进行统计分

析，实验数据以平均数± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，两组间

比较采用 ｔ 检验，多组间比较采用单因素方差分析

ＡＮＯＶＡ，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 携带 Ｇ４１８ 抗性的 Ｂ 细胞特异性启动子报告

载体的构建

对 ＰＬ４５２ 质粒进行 ＸｈｏＩ ／ ＳａｌⅠ双酶切得到将

ＰＧＫ⁃ＮＥＯ 片段，插入由 Ｓａｌ Ｉ 单酶切线性化的 Ｂ 细

胞启动子 ｐＧＬ３ 载体内，构建可用于 Ｇ４１８ 稳定筛选

的 ＣＤ１９ ／ ＣＤ７９ａ ／ ＣＤ７９ｂ ／ ＩＣＳＢＰ ⁃ｐＧＬ３⁃ＰＧＫ⁃ＮＥＯ 质

粒（见图 １ Ａ）。 通过 Ｓａｌ Ｉ ／ Ｂｇｌ ＩＩ 双酶切鉴定阳性克

隆，ＣＤ１９⁃ｐＧＬ３⁃ＰＧＫ⁃ＮＥＯ 正确克隆琼脂糖电泳应显

示 ２ ｋｂ 和 ７ ｋｂ 片段，ＣＤ７９ａ ／ ＣＤ７９ｂ ／ ＩＣＳＢＰ⁃ｐＧＬ３⁃
ＰＧＫ⁃ＮＥＯ 质粒正确克隆显示 ２ ｋｂ 和 ５ ｋｂ 片段，Ａｆｅ
Ｉ 单酶切后分别产生 ９ ｋｂ 和 ７ ｋｂ 片段。

２􀆰 ２　 稳定转染克隆的筛选及其 Ｂ 细胞特异性启动

子的基因扩增和功能鉴定

采用 Ｌｏｎｚａ 核电转染系统，以 ｅＧＦＰ 为阳性对照

摸索出针对不同细胞系的最佳转染条件（程序和缓

冲液等详见方法部分）。 经 Ｇ４１８ 筛选稳定转染细

胞后提取基因组，扩增外源启动子和荧光素酶片段

以鉴定其整合，ＣＤ７９ａ ／ ＣＤ７９ｂ ／ ＩＣＳＢＰ⁃Ｌｕｃ 序列扩增

后应为 ２􀆰 ２ ｋｂ， ＣＤ１９⁃Ｌｕｃ 序列扩增后应为 ４ ｋｂ，以
１０４ 倍稀释后的 ＣＤ７９ａ⁃ｐＧＬ３ 质粒和 ｐＧＬ３ 空载体为

阳性对照，以未转染细胞基因组为阴性对照可见，
ＣＤ７９ａ ／ ＣＤ７９ｂ ／ ＣＤ１９⁃Ｌｕｃ 序列稳定整合到 ＫＭＨ２，
Ｌ１２３６ 和 Ｌ４２８ 细胞中（见图 １Ａ）。 据报道，活化的

Ｂ 细胞因子 １（Ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｂ⁃ｃｅｌｌ Ｆａｃｔｏｒ， ＡＢＦ１）在 ｃＨＬ
细胞内异常高表达且与早期 Ｂ 细胞发育分化的关

键转录因子 Ｅ２Ａ 结合并抑制其功能［１２］。 为进一步

检验整合后的启动子是否具有功能，我们通过 ＲＮＡ
干扰技术敲除 ＡＢＦ１ 表达，并在瞬时和稳定敲除

ＡＢＦ１ 的 Ｌ４２８ 荧光素酶报道细胞中检测其对 Ｂ 细

胞特异性启动子活性的影响。 结果证实，ＡＢＦ１ 表

达沉默能够显著增加 ＣＤ１９、ＣＤ７９ａ 和 ＣＤ７９ｂ 启动

子的转录活性（见图 １Ｂ⁃Ｄ）。
２􀆰 ３　 ＡＴＲＡ 激活 ｃＨＬ 细胞中外源 Ｂ 细胞特异性启

动子的转录活性

我们首先采用 １ 和 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＲＡ 孵育

ＣＤ１９⁃Ｌｕｃ 整合的 Ｌ４２８ 细胞后，分别在 ２４、４８ ｈ 和

７２ ｈ 检测荧光素酶强度，以钙黄绿素（ ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ，
ＣＡＭ）对活细胞进行荧光标记以排除细胞死亡造成

的假阴性。 结果显示，１０ μＭ ＡＴＲＡ 在 ４８ ｈ 对细胞

ＣＤ１９ 启动子具有最大诱导活性（见图 ２ Ａ）。
以往研究证实，ＣＤ１９ 和免疫球蛋白重链基因

的启动子区域在霍奇金淋巴瘤细胞内存在甲基

化［１３ － １４］，因此我们进一步采用 ５⁃Ａｚａ 和 ＡＴＲＡ 单独

和 ／或联合孵育报告细胞后进行荧光素酶活性检

测，发现两种药物能够在 ３ 种 ｃＨＬ 细胞系中激活

ＣＤ１９ 启动子活性，且二者联合用药时具有协同效

应（见图 ２Ｃ）。 此外， 在 ＫＭＨ２ 和 Ｌ４２８ 细胞中

ＡＴＲＡ 能够显著诱导 ＣＤ７９ａ 和 ＣＤ７９ｂ 启动子活性，
尽管 ５⁃Ａｚａ 单独作用时对 ＣＤ７９ａ 无显著作用且对

ＣＤ７９ｂ 作用轻微，但是能够增加 ＡＴＲＡ 对两个 Ｂ 细

胞基因的诱导作用（见图 ２Ｄ 和 Ｅ）。
由于许多化合物可与荧光素酶本身结合并影

响其活性，为排除 ５⁃Ａｚａ 和 ＡＴＲＡ 直接作用于荧光

素酶而非 Ｂ 细胞启动子，我们以 ＳＶ４０⁃ｐＧＬ３⁃ＰＧＫ⁃
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注：与空载体组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 １　 稳定转染克隆 Ｂ 细胞启动子的基因扩增和功能鉴定

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ⁃ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｈｏｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｃＨＬ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ

注：与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ２　 ＡＴＲＡ 和 ５⁃Ａｚａ 单独和联合用药时对 ＣＤ１９、ＣＤ７９ａ 和 ＣＤ７９ｂ 外源启动子活性的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤＭＳＯ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｄｏｕｂｌｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＡＴＲＡ ａｎｄ ５⁃Ａｚａ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｂ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

９４中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ２



ＮＥＯ 稳定转染细胞为对照，以同样条件加入 ５⁃Ａｚａ
和 ／或 ＡＴＲＡ 孵育发现两种药物对 ＳＶ４０ 启动子无

作用（见图 ２Ｂ），证实 ５⁃Ａｚａ 和 ＡＴＲＡ 可以特异性诱

导 Ｂ 细胞启动子的转录活性。
２􀆰 ４　 ＡＴＲＡ 激活 ｃＨＬ 细胞中內源 Ｂ 细胞特异性基

因转录和表达

注：（Ｃ）图中图例 ＤＭＳＯ、ＡＺＡ、ＡＴＲＡ 和 ＡＴＲＡ ／ ＡＺＡ 分别代表细胞进行 ＤＭＳＯ（对照）、５⁃Ａｚａ、ＡＴＲＡ 和联合用药。 与对照组比较，∗Ｐ ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ３　 ５⁃Ａｚａ 和 ＡＴＲＡ 单独和联合用药时对 ＣＤ１９、ＣＤ７９ａ 和 ＣＤ７９ｂ 內源基因表达水平的影响

Ｎｏｔｅ． Ｌｅｇｅｎｄｓ ｉｎ （Ｃ） ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｃｅｌｌ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ， ５⁃Ａｚａ， ＡＴＲＡ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＴＲＡ ａｎｄ ５⁃ＡＺＡ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤＭＳＯ ｔｒｅａｔｅｄ

ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｄｏｕｂｌｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＡＴＲＡ ａｎｄ ５⁃Ａｚａ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

采用 １ 和 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＲＡ 孵育 Ｌ４２８ 细胞，在
６、２４ 和 ４８ ｈ 提取 ＲＮＡ 并反转录，通过 ＲＱ⁃ＰＣＲ 检

测 ＣＤ１９ 和 ＣＤ２０ 基因转录水平的改变。 如图 ３ Ａ
和 Ｂ 所示，ＡＴＲＡ 呈剂量和时间依赖性的诱导 Ｌ４２８
细胞內源 ＣＤ１９ 和 ＣＤ２０ 基因转录。 用 ５⁃Ａｚａ（图中

简写为 ＡＺＡ）和 ／或 ＡＴＲＡ 孵育 ＫＭＨ２ 和 Ｌ４２８ 细胞

４８ ｈ 后，检测內源 Ｂ 细胞特异性标记物 ＣＤ１９、
ＣＤ７９ａ 和 ＣＤ７９ｂ 转录水平发现，５⁃Ａｚａ 和 ＡＴＲＡ 单

独用药时能够诱导內源 ｃＨＬ 细胞中 ＣＤ１９，ＣＤ７９ａ
和 ＣＤ７９ｂ 转录，且二者具有协同效应（见图 ３Ｃ）。
用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＲＡ 孵育 ＫＭＨ２ 和 Ｌ４２８ 细胞后提

取蛋白进行免疫印迹，结果显示 ＡＴＲＡ 能够诱导

ＣＤ１９、ＣＤ２０ 和 ＣＤ７９ｂ 基因在 ＫＭＨ２ 和 Ｌ４２８ 细胞

重新表达（见图 ３Ｄ）。
２􀆰 ５　 ＡＴＲＡ 下调 ｃＨＬ 细胞表面特异性 ＣＤ３０ 抗原

表达水平

为揭示 ＡＴＲＡ 对 ｃＨＬ 细胞霍奇金特异性细胞

表型的影响，我们进一步检测了 ＡＴＲＡ 处理对
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ＫＭＨ２ 和 Ｌ４２８ 细胞表面 ＣＤ３０ 抗原表达水平的作

用。 流式细胞染色显示，与 ＤＭＳＯ 处理的对照细胞

相比较，ＡＴＲＡ 下调 ＫＭＨ２ 和 Ｌ４２８ 细胞表面 ｃＨＬ 特

异性标记物 ＣＤ３０ 表达水平（见图 ４）。 以上结果均

提示 ＡＴＲＡ 能够诱导 Ｂ 细胞表型缺失的 ｃＨＬ 细胞

重新或得 Ｂ 细胞表型。

图 ４　 ＡＴＲＡ 对 ｃＨＬ 细胞霍奇金细胞特异性标记物 ＣＤ３０ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＴＲＡ ｏｎ Ｈｏｄｇｋｉｎ ｌｙｍｐｈｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ Ｈｏｄｇｋｉｎ⁃ｃｅｌｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅ ＣＤ３０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　 讨论

ｃＨＬ 约占 Ｂ 细胞淋巴瘤发病率的 １０％ ，瘤细胞

携带 Ｂ 细胞特征性的免疫球蛋白重链 ＩｇＨ 基因重

组，却不具有 Ｂ 细胞特异性基因表达谱， 包括

ＣＤ１９、ＣＤ２０、 Ｂ 细胞表面受体复合物 ＣＤ７９ａ 和

ＣＤ７９ｂ 等［１５ － １６］，同时异常高表达 Ｂ 细胞非特异性

基因如 ＣＤ３０、 ＮＯＴＣＨ１、 ＡＢＦ１ 和 ＩＤ２ 等［１２， １７ － １８］。
瘤细胞表型的转变对其恶性转化及免疫逃逸有重

要作用，因此寻找霍奇金淋巴瘤 Ｂ 细胞表型的诱导

剂具有潜在的临床治疗价值。
表观遗传修饰如启动子甲基化是肿瘤发生和

表型转变的重要因素［１４， １９ － ２０］。 以往研究发现，ｃＨＬ
原代 ＨＲＳ 细胞和商品化的细胞系中 ＣＤ１９ 和 ＣＤ７９ｂ
基因启动子区域及组蛋白 Ｈ３ 存在甲基化［１３ － １４］，提
示 Ｂ 细胞表型缺失与 Ｂ 细胞特异性基因的异常甲

基化修饰有关。 然而，Ｈｕｍｍｅｌ［２１］ 和我们以往研究

表明，去甲基化药物 ５⁃Ａｚａ 处理 ｃＨＬ 细胞并未显著

诱导其 Ｂ 细胞特异性基因的表达［２２］，提示尚有其它

因素阻遏 ｃＨＬ 细胞内 Ｂ 细胞基因的转录和翻译。
以 ＣＤ１９ 为标记，Ｃｈｅｎ 等［８］ 发现 ＡＴＲＡ 能够诱

导小鼠和人的淋巴母细胞向 Ｂ 细胞分化。 为进一

步探索 ＡＴＲＡ 对 Ｂ 细胞表型缺失的霍奇金淋巴瘤

重新向 Ｂ 细胞分化的诱导作用，本研究首先建立了

Ｂ 细胞特异性启动子（ＣＤ１９，ＣＤ７９ａ 和 ＣＤ７９ｂ）驱动

荧光素酶稳定整合的 ｃＨＬ 报告细胞系。 其中 ＣＤ１９
启动子包含了 Ｂ 细胞特异性增强子 Ｅμ、Ｂ 细胞特异

性转录因子 ＰＡＸ５ 和 ＥＢＦ 的结合位点和甲基化修

饰位点［９］，其稳定整合能够更好的模拟和反映內源

ＣＤ１９ 启动子活性状态。 同时，为验证外源启动子

功能的完整性，我们敲除了在 ｃＨＬ 中异常高表达的

转录因子 ＡＢＦ１，发现 ＡＢＦ１ 沉默可以显著提高

ＣＤ１９、ＣＤ７９ａ 和 ＣＤ７９ｂ 启动子驱动的荧光素酶活

性，证明外源启动子能够忠实的反应相应內源基因

启动子的转录活性。
以 Ｂ 细胞启动子报告细胞和亲本 ｃＨＬ 细胞为

模型，我们发现 ＡＴＲＡ 能够诱导 ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ７９ａ
和 ＣＤ７９ｂ 的转录与表达，同时降低细胞表面霍奇金

细胞特异性 ＣＤ３０ 抗原表达水平，提示 ＡＴＲＡ 能够

激活 ｃＨＬ 内 Ｂ 细胞特异性转录程序并诱导其重新

向 Ｂ 细胞转化。 去甲基化药物 ５⁃Ａｚａ 联合应用能够

进一步提高 Ｂ 细胞特异性基因的表达水平。 临床

上，抗 ＣＤ２０ 的单克隆抗体治疗在具有 Ｂ 细胞表型

的非霍奇金淋巴瘤病人上取得了显著疗效，此外有

大量靶向 ＣＤ１９ 的抗体在淋巴瘤治疗的相关研

究［２３ － ２５］。 由于表型缺失，ＣＤ２０ 单抗在 ｃＨＬ 病人治

疗中的疗效受到了限制，ＡＴＲＡ 对 ｃＨＬ 细胞中 ＣＤ１９
和 ＣＤ２０ 表达的诱导或可促进单克隆抗体对复发或

耐药 ｃＨＬ 病例中的应用。
综上所述，我们建立了稳定整合 Ｂ 细胞特异性
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启动子驱动荧光素酶的 ｃＨＬ 细胞系，该报告细胞可

用于后续 Ｂ 细胞表型诱导药物的筛选。 本研究发

现 ＡＴＲＡ 能有诱导去分化的 ｃＨＬ 细胞重获 Ｂ 细胞

表型，具有增敏 ｃＨＬ 对靶向 Ｂ 细胞表型单抗治疗的

潜在作用。
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