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摘要 目的 观察人类急性单核细胞白血病 ( AML-M5 ) 细
胞系 THP-1 与骨髓间充质干细胞( BM-MSCs) 之间隧道纳米
管( TNTs) 结构的形成; 探讨 TNTs中线粒体转运对 THP-1 细
胞凋亡的影响及线粒体在 TNTs中转运的分子机制。方法
使用特异性荧光染料分别对线粒体、细胞骨架蛋白 F-Actin
和细胞核进行荧光标记，共聚焦显微镜观察 BM-MSCs 与
THP-1 细胞间 TNTs 的形成及 TNTs 中线粒体的传递。BM-
MSCs与 THP-1 细胞共培养 5 d 后运用流式细胞术检测
THP-1 细胞凋亡; 共培养体系分为 4 组: 直接共培养 ( SC
组) 、Transwell透膜共培养( TC 组) 、直接共培养体系中加入
细胞松弛素 ( TNTs 抑制剂 ) Latrunculin B ( LC 组) 、无 BM-
MSCs而仅有培养液( MC组) ; Western blot 检测细胞器转运
相关马达蛋白( KIF5B) 表达水平。结果 BM-MSCs 与 THP-
1 细胞间可观察到 TNTs形成，BM-MSCs中线粒体通过 TNTs
单向传递到 THP-1 细胞，并未观察到线粒体逆向传递。An-
nexin V-FITC /PI检测 THP-1 细胞凋亡结果显示，SC组跟 LC
组凋亡率较 MC组明显减低( P ＜ 0. 01) ，LC组高于 SC组( P
＜ 0. 01) ，TC组较 SC组和 LC组明显升高( P ＜ 0. 01) ，TC 组
与 MC 组凋亡率无明显差异 ( P ＞ 0. 05 ) 。BM-MSCs 中
KIF5B表达水平明显高于 THP-1 细胞( P ＜ 0. 001) ，Ｒotenone
处理 BM-MSCs后显著抑制 KIF5B的表达( P ＜ 0. 01) 。结论
BM-MSCs线粒体通过 TNTs 向 THP-1 细胞单向传递，THP-1
细胞摄取 BM-MSCs线粒体后可能诱导凋亡抵抗; 细胞间线
粒体转运可能与马达蛋白 KIF5B相关。
关键词 急性单核细胞白血病; 人骨髓间充质干细胞; THP-
1 细胞;凋亡
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急性髓系白血病( acute myeloid leukemia，AML)
的特点是白血病细胞浸润骨髓、异常增殖和分化受
阻。有 50% ～ 75%的患者对诱导化疗敏感而达到
缓解，但大多数会复发，只有 30% ～ 40%的患者能
实现长期生存［1］，白血病细胞不能完全被药物杀灭
可能与高水平的药物外排泵、有效的 DNA修复以及
环境介导耐药等有关［2］。肿瘤微环境中细胞间生
物信息交换存在多种方式，主要通过缝隙连接、整合
素蛋白、四硫蛋白、钙粘素、细胞因子、胞外囊泡等介
导［3 － 4］。最近研究［5］发现一种新的细胞间相互作用
方式—隧道纳米管( tunneling nanotubes，TNTs) 或者
叫膜纳米管，这些长管状结构主要由肌动蛋白和微
管、微丝组成，直径在 50 ～ 1 500 nm，长度可以跨越
几十到数百微米，将不同细胞的质膜和胞质连接在
一起，从而实现将不同细胞成分从一个细胞转运到
另一个细胞，完成生物信息的直接交换。进一步研
究发现细胞间 TNTs 能够传递包括细胞器、病原体、
膜结合蛋白等［6 － 9］多种物质。该研究通过模拟骨髓
微环境，建立体外共培养体系鉴定骨髓间充质干细
胞( bone marrow mesenchymal stem cell，BM-MSCs) 与
急性单核细胞白血病细胞系 THP-1 细胞间 TNTs 结
构，观察 TNTs 中线粒体的转运及其对 THP-1 细胞
凋亡的影响，并探索细胞间线粒体转运的分子机制。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 标本来源 骨髓均来自安徽医科大学第一
附属医院血液内科，征得患者同意，所有实验者均签
署知情同意书，骨髓结果明确诊断非白血病及其他
血液系统恶性疾病。THP-1 细胞购自上海中国科学
院细胞库。
1． 1． 2 主要试剂及仪器 纤连蛋白( 北京索莱宝
公司) ; MitoTracker Ｒed CMXＲos( 美国 Invitrogen 公
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司) ; Transwell 小室 3 μm ( 美国 Corning 公司) ; La-
trunculin B( 美国 APExBIO 公司) ; 流式细胞仪 ( 美
国 Beckman Coulter 公司) ; Annexin V-FITC /PI 试剂
盒( 上海贝博公司) ; 共聚焦显微镜 LEICA． APA_
DMI6000_DIC( 德国徕卡公司) ; DMEM 培养基、ＲP-
MI-1640 培养基、FBS、胰蛋白酶( 美国 Gibco 公司) ;
Ficoll细胞分离液 ( 天津 TBD 公司) ; Actin-Tracker
Green 、BCA 蛋白浓度测定试剂盒 ( 上海碧云天公
司) ; CD45-APC抗体( 美国 Biolegend 公司) ;山羊抗
兔生物素二抗( 北京中杉金桥有限公司) ; KIF5B 单
克隆抗体( 美国 Abcam公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 THP-1 细胞用含 10%胎牛血
清、100 U /ml青霉素链霉素的 ＲMPI-1640 培养基于
37 ℃、5%CO2 饱和湿度的培养箱中培养。
1． 2． 2 BM-MSCs的分离、培养 肝素化骨髓取 50
U /ml肝素抗凝的骨髓 5 ml，加入等体积 PBS细胞吹
打混匀，室温1 500 r /min离心 10 min，去掉脂肪层，
用 PBS 重悬细胞，缓慢注入等体积的 1. 073 g /ml
Percoll分离液，2 000 r /min 离心 20 min，吸取中间
的单个核细胞层，PBS 清洗 2 次，重悬于含 10%胎
牛血清的 DMEM培养液中，将细胞按 1 × 106 /ml 接
种于培养瓶中，37 ℃培养箱培养，24 h 后首次换液，
以后 2 ～ 3 d 换液 1 次。待原代细胞增殖至铺满瓶
底时，在 0． 25%胰蛋白酶消化以后以 1 × 104 /cm2

接种在培养瓶中，实验中所用的间充质干细胞均为
第 3 ～ 5 代。
1． 2． 3 细胞爬片的制备 取干净的盖玻片清洗干
净，浸泡在硫酸重铬酸钾溶液 48 h 后取出，自来水
冲洗干净，双蒸水冲洗 3 次，高压灭菌备用。准备浓
度为 10 μg /ml纤维连接蛋白浸泡的盖玻片，于超净
台中晾干后置于 6 孔板中;线粒体特异性探针 Mito-
Tracker Ｒed CMXＲos 用无血清培养基稀释至 250
nmol /L，37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 BM-MSCs
( THP-1) 30 min，PBS洗 3 次，用含 10%胎牛血清的
DMEM( 1640 ) 培养 24 h，BM-MSCs 配制成 5 × 104 /
ml细胞悬液接种到有盖玻片的孔中，待贴壁后吸去
培养基，用 5% FBS 的 1640 将处于对数生长期的
THP-1 细胞浓度调至 1 × 106 /ml 加入到接种了 BM-
MSCs的孔中，共培养 24 h。
1． 2． 4 细胞爬片的染色与荧光成像 将细胞爬片
从培养皿中取出，用 PBS溶液洗涤 3 次，滴加 4%甲
醛溶液于细胞爬片上，剂量为覆盖爬片为准，室温固
定细胞 10 min，PBS溶液洗涤 3 次，每次 5 min;滴加

稀释度为 1 ∶ 100 的 Actin Tracker Green ( Ex 496
nm，Em 516 nm) 溶液于爬片上，每片 200 μl，室温避
光孵育 40 min，PBS溶液洗涤同上;滴加 200 μl DA-
PI( Ex 405 nm，Em 420 nm) 于爬片上对细胞核复染，
室温避光约 2 min，封片剂 DAKO 封片; MitoTracker
Ｒed CMXＲos( Ex 579 nm，Em 599 nm) ，于共聚焦显
微镜下观察荧光信号分布并采集图像。
1． 2． 5 THP-1 细胞凋亡的 Annexin V /PI 荧光标记
法检测 将 P3-P5 代 BM-MSCs以 5 × 104 /孔接种于
24 孔板中，待细胞完全贴壁后，弃去培养液，取对数
生长期的 THP-1 细胞，用 10% FBS 的 1640 重悬，以
细胞密度为 1 × 106 接种于相应的孔中，共培养体系
包括 BM-MSCs与 THP-1 细胞直接共培养( SC 组) 、
间隔 Transwell 透膜 ( 物理阻断 TNTs ) 共培养 ( TC
组) 、直接共培养体系中加入细胞松弛素 Latrunculin
B( TNTs抑制剂) 1. 25 μmol /L( LC组) 、无 BM-MSCs
而仅有培养液( MC组) 四组，共培养 5 d。SC、LC 组
用 0. 25%胰蛋白酶( 不含 EDTA) 消化、收集细胞，离
心弃上清液，PBS清洗两次，用 95 μl PBS重悬，加入
CD45-APC抗体 5 μl，避光孵 20 min，离心弃上清
液，再用 400 μl Annexin V结合液悬浮细胞，先后加
入 Annexin V-FITC 5 μl、Propidium lodide10 μl，分别
避光孵育 15 min、5 min，进行流式细胞仪检测。采
用 Flowjo 7. 6 软件分析。
1． 2． 6 Western blot 检测蛋白的表达 用 100
nmol /L Ｒotenone ( 线粒体特异性抑制剂) 处理 BM-
MSCs 24 h或 48 h; 各组细胞加入蛋白酶抑制剂和
裂解液的混合物，在冰上裂解 30 min，4 ℃、10 000
r /min离心 20 min，用 BCA 法检测蛋白浓度。制备
SDS-PAGE凝胶，80 V( 浓缩胶) /120 V( 分离胶) 电
压对蛋白质进行分离，在 100 V 恒压条件下转移
1. 5 h。PVDF 膜用 TBST 冲洗并浸入 5%脱脂牛奶
中封闭，震荡 1 h。TBST洗膜 3 次，每次 5 min，一抗
( 1 ∶ 5 000) 4 ℃孵育过夜，二抗( 1 ∶ 2 500 ) 室温孵
育 1 h，ECL化学发光显像。
1． 3 统计学处理 运用 SPSS 16. 0 软件对结果进
行分析，计量资料以 珋x ± s 表示，两组间比较采用两
独立样本均数的 t 检验，多组间比较用单因素方差
分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 鉴定 BM-MSCs和 THP-1细胞之间 TNTs 共
聚焦显微镜下观察到 BM-MSCs与 THP-1细胞间有长
管状结构形成，用荧光染料 Actin-Tracker Green 特异
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性染色，显微镜下发现这些长管状结构表达细胞骨架
蛋白 F-actin，提示这些管状结构即为 TNTs，见图 1。

图 1 共聚焦显微镜下 BM-MSCs与
THP-1 细胞间形成 TNTs × 400

A: F-actin; B: 细胞核; C: 叠加效果; 白色箭头指的是细胞间
TNTs结构

2． 2 观察 BM-MSCs和 THP-1 细胞间线粒体通过
TNTs转运 用 Mitotracker Ｒed CMXＲos 特异性标
记线粒体，实验分为两组: BMSCs ( MitoTracker ) +
THP-1、BMSCs + THP-1 ( MitoTracker ) ，在标准条件
下共培养 24 h后制片，并用共聚焦显微镜观察。在
显微镜下观察到被荧光标记的 BM-MSCs 线粒体通
过 TNTs转运到 THP-1 细胞中，见图 2A;并未观察到
THP-1 细胞线粒体通过 TNTs 向 BM-MSCs 转运，见
图 2B;说明线粒体是从 BM-MSCs 向 THP-1 细胞单
向转运的。
2． 3 流式细胞术检测各组 THP-1 细胞凋亡率

THP-1细胞与 BM-MSCs共培养 5 d 后各组凋亡率比
较，SC组、LC组、TC 组及 MC 组凋亡率分别为( 7. 45
± 2. 62 ) %、( 24. 03 ± 2. 3% ) %、( 58. 34 ± 5. 73 ) %、
( 61. 37 ±2. 78) %，SC 组及 LC 组凋亡率较 MC 组明
显减低( P ＜0. 01) ，且 LC组较 SC组凋亡率增高( P ＜
0. 01) ，提示直接共培养后 THP-1细胞凋亡率减低;与
SC组比较，加入 TNTs 抑制剂 Latrunculin B( 破坏部
分 TNTs结构，阻碍线粒体传递) 后 THP-1 细胞凋亡
率有所增高，提示直接共培养后 THP-1细胞凋亡率下
降可能与 TNTs形成有关; TC组凋亡率较 SC组及 LC
组明显增高( P ＜0. 01) ，TC组与 MC组凋亡率无差异
( P ＞0. 05) ; Transwell透膜物理阻断 TNTs后( TC组)
THP-1细胞凋亡率增高，而与 THP-1细胞单独培养凋
亡率无明显差异，进一步提示 THP-1细胞凋亡率下降
可能是由 TNTs 介导，而 TNTs 中线粒体的转运可能
是其重要的组成部分。各组间差异有统计学意义( F
=69. 97，P ＜0. 01) ，见图 3。
2． 4 Western blot 检测 KIF5B 的表达水平 BM-
MSCs经鱼藤酮( Ｒotenone) 分别处理 24、48 h 后，与
对照组比较，KIF5B蛋白表达量显著降低 ( P ＜
0. 01) ，且 BM-MSCs 中 KIF5B 表达水平明显高于
THP-1 细胞( P ＜ 0. 001) ，见图 4。

图 2 共聚焦显微镜下各组细胞间 TNTs中线粒体的转运 × 400

A: BMSCs( MitoTracker) + THP-1; B: BMSCs + THP-1( MitoTracker) ; Actin-Tracker Green: 细胞骨架 F-actin; Mitotracker Ｒed CMXＲos: 线粒体;

DAPI: 细胞核; Merge:叠加效果及局部放大后图片; 白色箭头指的是沿 TNTs转运的线粒体
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图 3 流式细胞术检测 THP-1 细胞凋亡
A:各组细胞流式细胞术检测结果; B:各组细胞凋亡率;与

MC组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;与 TC组比较: ##P ＜ 0. 01;与 SC 组比

较: P ＜ 0. 01

图 4 Western blot法检测 KIF5B蛋白表达情况
A: KIF5B( BM-MSCs) ; 1: Control 组; 2: Ｒotenone 处理 24 h 组; 3:

Ｒotenone 处理 48 h组;与 Control组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; B: KIF5B( BM-
MSCs-THP-1) ; 4: BM-MSCs 组; 5: THP-1 组; 与 BM-MSCs 组比较:
###P ＜ 0. 001

3 讨论

通过模拟骨髓微环境建立共培养体系，本研究

表明 BM-MSCs 与 THP-1 细胞间能够远距离形成
TNTs。以往研究［10］认为 F-actin 的表达是 TNTs 的
特异性标志，本研究通过 Actin-Tracker Green 特异
性标记 F-actin，共聚焦显微镜下观察到 BM-MSCs与
THP-1 细胞间 TNTs中存在 F-actin。有研究［11］证实
亲脂性染料 DiO、DiI 可以通过 TNTs 双向传递。线
粒体是调节细胞能量水平、代谢和凋亡的重要细胞
器，可影响细胞增殖和分化。近年来，研究［12］证明
线粒体产生的 ATP 和线粒体局部代谢途径在 AML
的进展中起着重要作用。本研究使用荧光标记追踪
线粒体的方法证明线粒体可以通过 TNTs 转运，并
且发现线粒体只能由 BM-MSCs 向 THP-1 细胞单向
转运，而没有观察到线粒体从 THP-1 细胞延着 TNTs
向 BM-MSCs转运。线粒体只能单向传递的机制尚
不明确，Brickley et al［13］研究认为神经元内线粒体
转运可能与 Miro1、Miro2、TＲAK1、KHC 等蛋白相
关; Babenko et al［14］研究表明 Miro1 可以促进线粒
体从 MSCs向神经细胞转运。Ahmad et al［15］研究发
现 Ｒotenone是一种特异性线粒体抑制剂，可以有效
抑制 BM-MSCs线粒体向内皮细胞传递。本研究用
Ｒotenone诱导 BM-MSCs，检测 Ｒotenone 诱导前、后
BM-MSCs马达蛋白 KIF5B 的表达水平，发现 Ｒote-
none 处理后 KIF5B 表达显著下降。并发现 KIF5B
在 BM-MSCs中表达明显高于 THP-1 细胞，这符合浓
度梯度动力学模型［15］，这提示 KIF5B 可能参与细
胞间线粒体转运。

本实验同时研究了共培养系统中线粒体单向传
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递对 THP-1 细胞凋亡的影响，Transwell透膜组 THP-
1 细胞凋亡率较直接共培养组明显增高，而与 THP-
1 单独培养组凋亡率无明显差异; Transwell 透膜通
过物理阻断细胞间 TNTs，切断线粒体传递，而不影
响细胞因子及胞外囊泡的作用，这提示直接共培养
组 THP-1 细胞凋亡下降可能主要受细胞间 TNTs 中
线粒体转运影响;加入 TNTs抑制剂 Latrunculin B可
以破坏一部分 TNTs 结构，阻碍部分线粒体传递，这
可能与加入 Latrunculin B组 THP-1 细胞凋亡率较直
接共培养组增高有关。
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Intercellular tunneling nanotube-mediated mitochondrial transport
induces apoptosis resistance in acute monocytic leukemia cells

Xu Qianfei1，Liu Yameng1，Zhou Zhen2，et al
( 1Dept of Hematology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Health Management Center，The Affiliated Hospital of Qingdao University，Qingdao 266000)

Abstract Objective To observe the formation of tunneling nanotubes ( TNTs) between human acute monocytic
leukemia( AML-M5) cell line THP-1 and bone marrow mesenchymal stem cells( BM-MSCs) ; and investigate the
effect of mitochondrial transport on apoptosis of THP-1 cells in TNTs，then to explore its molecular mechanism．
Methods Specific fluorescent dyes were used to label mitochondria，cytoskeleton protein F-Actin and nucleus re-
spectively． The formation of TNTs between BM-MSCs and THP-1 cells and the transmission of mitochondria in
TNTs were observed by confocal microscope． After 5 days of co-culture of BM-MSCs and THP-1 cells，apoptosis of
THP-1 cells was detected by flow cytometry． The co-culture system was divided into four groups: Direct co-culture
( SC) ，Transwell transmembrane co-culture( TC) ，direct co-culture system with cytochalasin( TNTs inhibitor) La-
trunculin B( LC) ，no BM-MSCs but only culture medium( MC) ; The expression of organelle transporter associated
motor protein( KIF5B) was detected by Western blot． Ｒesults TNTs formation was observed between BM-MSCs
and THP-1 cells，mitochondria in BM-MSCs cells were unidirectionally transmitted to THP-1 cells via TNTs，but no
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mitochondrial reverse transmission was observed． Annexin V-FITC /PI cell apoptosis assay results showed that the
apoptosis rate of THP-1 cells in SC，LC groups were significantly lower compared with MC group( P ＜ 0. 01) ，The
apoptosis rate of group LC was higher than that of group SC ( P ＜ 0. 01 ) ，and that of group TC was significantly
higher than that of group SC and group LC( P ＜ 0. 01) ，there was no significant difference in apoptosis rate between
group TC and group MC( P ＞ 0. 05) ． The expression level of KIF5B in BM-MSCs was higher than that in THP-1
cells( P ＜ 0. 001) ． Ｒotenone significantly inhibited the expression of KIF5B in BM-MSCs( P ＜ 0. 01) ． Conclusion

Mitochondria of BM-MSCs are unidirectionally transmitted to THP-1 cells via TNTs，which may induces apoptosis
resistance in THP-1 cells; intercellular mitochondrial transport may be associated with motor protein KIF5B．
Key words acute monocytic leukemia; human bone marrow mesenchymal stem cells; THP-1 cells; apoptosis
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Caspase-1 及其相关炎症因子
在二乙基亚硝胺诱导大鼠肝癌形成过程中的变化及意义

杨 琪，卓少元

摘要 目的 探讨半胱氨酸 －天冬氨酸蛋白酶( Caspase-1)

及其相关炎症因子白细胞介素 1β( IL-1β) 、IL-18、核因子-κB
( NF-κB) 在二乙基亚硝胺( DEN) 诱导大鼠肝癌形成过程中
的变化及意义。方法 制备 DEN诱导的大鼠肝炎 －肝硬化
－肝癌模型，并分别于造模第 0、6、13、20 周取材，光镜下观
察大鼠肝脏病理变化，采用生物化学法检测大鼠血清谷丙转
氨酶( ALT) 、谷草转氨酶( AST) 、γ-谷氨酰转肽酶 ( GGT) 和
α-L-岩藻糖苷酶( AFU) 及肝癌组织中的 Caspase-1 活性，酶
联免疫吸附实验 ( ELISA 法) 检测血清炎症因子 IL-1β、IL-
18、NF-κB 含量的变化。结果 模型组大鼠在造模后第 20

周均形成肝癌。在 DEN 诱导肝癌形成过程中，大鼠肝脏指
数逐渐升高，胸腺指数则逐渐降低，且大鼠肝脏形态及病理
切片均发生相应的改变; 血清 ALT、AST、GGT、AFU、IL-1β、
IL-18 和 NF-κB含量以及肝癌组织中 Caspase-1 活性均随着
造模进程逐渐升高，且在造模第 20 周 ( 肝癌期) 达到最高。

结论 利用 DEN成功制备大鼠肝炎 －肝硬化 －肝癌模型。

其中 Caspase-1 及其相关炎症因子 IL-1β、IL-18、NF-κB 可作
为 DEN诱癌过程中肝细胞损伤的标志因子，在肝癌发生发
展过程中发挥重要作用。

关键词 肝癌; Caspase-1; 白细胞介素 1β; 白细胞介素 18;核
因子 κB
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肝癌是目前临床常见难治的恶性肿瘤，其国内
发病率与死亡率分别位居恶性肿瘤第四位和第二
位［1］。肝癌发病机制非常复杂，但促进肿瘤的炎症
是目前公认的肿瘤十大特征之一［2］，慢性肝脏炎症
在肝癌的发生发展及转移过程中具有至关重要的推
动作用［3 － 4］。Caspase-1 是第一个在哺乳动物中被
发现的半胱氨酸 －天冬氨酸特异性蛋白酶( cysteine
containing aspartate specific protease，Caspase) ，其在
多种炎症反应中具有核心调控作用［5］。该研究采
用腹腔注射二乙基亚硝胺( diethylnitrosamine，DEN)
的方式来诱导大鼠肝炎 －肝硬化 －肝癌模型，旨在
探讨 Caspase-1 及其相关炎症因子白细胞介素 1β
( interleukin-1β，IL-1β) 、IL-18、核因子-κB ( nuclear
factor κB，NF-κB) 在 DEN 诱导大鼠肝癌形成过程
中的变化及意义。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 雄性 SD 大鼠 42 只，SPF 级，体质
量( 140 ± 20 ) g，购于广西医科大学实验动物中心，
生产许可证号 SCXK 桂 2014-0002，使用许可证号
SYXK桂 2014-0003。
1． 2 实验试剂 DEN 购自美国 Sigma 公司，货号
N0756-10ML;谷丙转氨酶 ( alanine aminotransferase，
ALT) 和谷草转氨酶 ( glutamic-oxalacetic transami-
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