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摘要 目的 研究 4-氨基-2-三氟甲基苯基维甲酸酯( AT-
PＲ) 在诱导慢性粒细胞白血病 K562 细胞分化过程中蛋白酪

氨酸磷酸酶( Shp2) 的作用。方法 ATPＲ 作用 K562 细胞，

CCK-8 法检测细胞生长抑制率; Q-PCＲ 和 Western blot 法检

测 Shp2 表达; 合成特异性荧光 短 链 Shp2 siＲNA 链，抑 制

Shp2 表达后，观察 ATPＲ 对 K562 细胞增殖和形态学影响。
流式细胞术测定周期动力学和特异性分化指标 CD235a 表

达，利用 Western blot 和 Q-PCＲ 法检测维甲酸受体 ＲAＲs 蛋

白和 mＲNA 的 表 达。结 果 ATPＲ ( 10 －5 mol /L ) 作 用 于

K562 细胞 72 h 时能最显著地抑制增殖，且 Shp2 的表达明显

下降。靶向沉默 K562 细胞中 Shp2 基因的最佳序列为 PT-
PN-Homo-438，siＲNA 与 Lipo 的最佳浓度比例为 1 ∶ 0. 05。
与 ATPＲ 单独用药组比较，siＲNA-Shp2 + ATPＲ 组的 K562 细

胞增殖活性升高，G0 /G1 期细胞所占比例降低，S 期增多，

CD235a 的表达下降，形态学较空白组变化不大。Shp2 转染

沉默后用药组维甲酸受体 ＲAＲs 表达与单独用药组比较有

差异。结论 Shp2 沉默后，ATPＲ 诱导 K562 细胞分化作用

减弱，提示 ATPＲ 诱导 K562 细胞分化过程中，Shp2 可能发

挥着作用。
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全反式维甲酸( all trans retinoic acid，ATＲA) 作

为分化诱导剂的代表已广泛应用于临床上治疗急性

早幼粒细胞性白血病［1］。但长期使用 ATＲA 会导

致多种不良反应，制约了其在临床上广泛应用［2］。
课题组前期研究［3］对 ATＲA 的碳链末端进行结构

改造，经过药效学筛选，显示 4-氨基-2-三氟甲基苯

基 维 甲 酸 酯 ( 4-amino-2-trifluoromethyl-phenyl reti-
nate，ATPＲ) 具有较强的活性，并且可诱导多种肿瘤

细胞分化成熟，有望成为一种新型的诱导分化剂。

蛋白酪氨酸磷酸酶( Shp2 ) 是 PTPs 胞内非受体型(

non-receptor PTPs，NＲPTPs) 的一员，由 ptpn11 基因

编码。Shp2 不仅通过调节包括 ＲAS 在内的多条信

号通路，而且还与细胞存活、迁移、凋亡、分化等密切

相关［4］。同时，编码基因 ptpn11 的突变在多种疾病

如努 南 综 合 征、LEOPAＲD 综 合 征［5］、部 分 白 血

病［6 － 7］等多种肿瘤中发挥着重要作用。在血液系统

中，造血祖细胞对造血生长因子的刺激可以通过

Shp2 突变体而变得敏感［8］，并且 Shp2 对造血细胞

的发育也十分重要［9］。Shp2 被认为是治疗肿瘤的

靶点。该研究以 K562 细胞为研究对象，通过小分

子干扰 ＲNA ( siＲNA) 技术，建立 Shp2 表达沉默模

型，探究 ATPＲ 在诱导 K562 细胞分化过程中 Shp2
所起的作用。

1 材料与方法

1． 1 材料 ATPＲ( 安徽医科大学药学院) ; ATＲA(

美国 Sigma 公司) ; ＲPMI-1640 培养液( 上海碧云天

公司) ; 胎牛血清( 杭州四季青公司) ; 瑞氏 － 吉姆萨

染液( 生产批号: 20150717，南京建成生物科技研究

所) ; CCK-8 ( 批号: BB150091 ) 、细胞周期检测试剂

盒( 批号: 88150071 ) ( 上海贝博生物公司) ; TＲIzol
( 美国 Ambion 公司) ; Lipofectamine 2000、Shp2 引物

及 ＲAＲs 引物( 美国 Invitrogen 公司) ; 逆转录试剂盒

和 Q-PCＲ 试剂盒( 美国 Vazyme 公司) ; siＲNA( 苏州

吉玛基因股份有限公司) ; 抗 β-actin、抗 Shp2、抗

ＲAＲα、抗 ＲAＲβ 抗体( 美国 Immunoway 公司) ; 抗

ＲAＲγ 抗体( 美国 Santa 公司) 。
1． 2 细胞培养 K562 细胞由安徽医科大学药学院

李晓峰馈赠，使用含 10% 胎牛血清( FBS) 的 ＲPMI-
1640 培养液进行培养，在 37 ℃、5% CO2 培养箱中

生长，取对数期生长的细胞进行试验。
1． 3 ATPＲ 对 K562 细胞增殖及 Shp2 表达的影响

1． 3． 1 CCK-8 法测定 ATPＲ 对 K562 细胞生长增殖

的影响 将 K562 细胞接种至 96 孔培养板中，浓度

为 5 × 104 /ml，体积为 100 μl。实验分组为: 空白组、
溶剂对照组( 含 0. 02% 无水乙醇) 、ATＲA 组( 10 －5

mol /L) 、ATPＲ 组( 10 －4 ～ 10 －9 mol /L) ，每孔的终体
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积为 200 μl，分别在 24、48、72 h 时加入 10 μl CCK-
8，继续培养 4 h，测定吸光度( absorbance，A) 值。
1． 3． 2 Q-PCＲ 法检测 K562 细胞中 Shp2 mＲNA 表

达 将 K562 细胞接种至细胞培养瓶中，浓度为 1 ×
105 /ml，实验分组为: 空白组( ＲPMI-1640 培养液) 、
溶剂 对 照 组 ( 0. 02% 无 水 乙 醇) 、ATＲA 组 ( 10 －5

mol /L) 及 ATPＲ 组( 10 －5 mol /L) 。72 h 后，抽提细

胞 ＲNA 并逆转录为 cDNA，根据 abmEVAGreen 2 ×
PCＲ MasterMix 实验方法，以 β-actin 为内参，上机进

行检测。
1． 3． 3 Western blot 法检测 K562 细胞中 Shp2 蛋白

表达 实验按 1. 3. 2 分组处理 72 h 后，提取总蛋

白，使用 BCA 法测定蛋白浓度，根据蛋白浓度决定

上样量，依次进行电泳、转膜、封闭，Shp2 小鼠抗兔

单克隆抗体( 1 ∶ 1 000 ) 4 ℃ 孵育过夜，辣根酶标记

的山羊抗兔二抗( 1 ∶ 5 000) 室温下孵育 2 h。洗涤、
显影，根据蛋白条带测定光密度值，表示 Shp2 蛋白

的表达强度。
1． 4 制备并筛选沉默 K562 细胞内 Shp2 的 siＲNA
最佳序列

1． 4． 1 siＲNA 序列设计与制备 在 NCBI 数据库中

查找 Shp2 mＲNA 全序列，从 Shp2 编码区中寻找符

合设计原则的靶序列，从而合成 Shp2-siＲNA 序列。
Shp2-siＲNA 3 条序列为: PTPN-Homo-438 上游引物:

5'-GUUGACAAGAGGAGUUGUTT-3'，下 游 引 物: 5'-
AUCAACUCCUCUUGUCAACTT-3'; PTPN-Homo-948
上游引物: 5'-GACAGAUCUUGUGGAACAUTT-3'，下

游 引 物: 5'-AUGUUCCACAAGAUCUGUCTT-3'; PT-
PN-Homo-1493 上 游 引 物: 5'-CUGAUGAGUAUGCU-
CUAAATT-3'，下 游 引 物: 5'-UUUAGAGCAUACU-
CAUCAGTT-3'。
1． 4． 2 siＲNA 转染及分组 转染前，收集细胞，每

孔接种 5 × 105 个细胞于 6 孔板中。实验分为: 空白

组、每条 siＲNA 与 Lipo 按照 1 ∶ 0. 08、1 ∶ 0. 06、1 ∶
0. 05、1 ∶ 0. 04 各分 4 组，配制不同比例 siＲNA-Lipo
混合物。将 siＲNA-Lipo 混合液加到培养瓶中，再加

4 ml Opti-MEM 培养基，摇匀，继续培养。
1． 4． 3 荧光强度观察转染效率 转染后，培养 6 h
后，利用激发波长为 480 nm、发射波长为 520 nm 的

蓝激发光，采用荧光倒置显微镜观察 K562 细胞质

中绿色荧光强度。
1． 4． 4 Western blot 法检测沉默后 Shp2 的蛋白表

达 提取转染后各组 K562 细胞的总蛋白，根据蛋

白浓度决定上样量，依次进行电泳、转膜、封闭，孵育

Shp2 一抗( 1 ∶ 1 000) 4 ℃ 孵育过夜后，其后操作同

1. 3. 3。
1． 5 Shp2 转染沉默后 ATPＲ 对 K562 细胞诱导分

化的影响

1． 5． 1 CCK-8 法检测转染后细胞增殖状况 实验

分组: 空白组( ＲPMI-1640 培养液) 、ATＲA 组( 10 －5

mol /L) 、ATPＲ 组( 10 －5 mol /L) 、Shp2 沉默不加药组

( siＲNA-Lipo ) 、siＲNA-Lipo + ATＲA 组 以 及 siＲNA-
Lipo + ATPＲ 组。实验方法同 1. 3. 1。
1． 5． 2 细胞形态学观察 将 K562 细胞接种于 6 孔

板中，细胞浓度为 1 × 105 /ml，实验分组同 1. 5. 1。
药物处理 72 h 后，收集细胞，PBS 洗涤 2 ～ 3 次，用

PBS 重悬、混匀，滴加在载玻片上，自然风干，依次滴

加瑞氏 － 吉姆萨染液 A 液和 B 液，流水冲洗、干燥，

观察并拍摄( × 400) 油镜下的细胞。
1． 5． 3 细胞周期和 DNA 倍体分析 将 K562 细胞

接种于 6 孔板中，细胞浓度为 1 × 105 /ml，实验分组

同 1. 5. 1。药物处理 72 h 后，收集细胞，洗涤，加入

75% 冰乙醇 2 ml，－ 20 ℃固定 1 h 或 4 ℃过夜( 起固

定作用) 。用 200 ～ 500 μl 冷 PBS 重悬细胞，加入

Ｒnase A 溶液 20 μl，37 ℃水浴 30 min，然后加入 400
μl PI 染液，轻轻混匀后避光 4 ℃孵育 30 min ～ 1 h，

使用 BD FACSVerseTM流式细胞仪检测结果。
1． 5． 4 细胞表面分化抗原检测 将 K562 细胞接

种于 6 孔板中，细胞浓度为 1 × 105 /ml，实验分组同

1. 5. 1。72 h 后收集细胞，用 PBS 调整各组细胞密

度为 1 × 106 个 /ml，加入 CD235a-PE 单克隆抗体，充

分涡旋后，避光 4 ℃孵育 20 min，使用流式细胞仪检

测结果。
1． 5． 5 Q-PCＲ 法检测 K562 细胞中 ＲAＲs mＲNA 表

达 将 K562 细胞接种于细胞培养瓶中，细胞浓度

为 4 × 105 /ml，实验分组同 1. 5. 1，72 h 后，按 TＲIzol
说明书提取 K562 细胞的 ＲNA，逆转录获得 cDNA，

根据 Q-PCＲ 试剂盒说明书按比例进行上样，以 β-
actin 为内参，上机进行检测。引物序列见表 1。
1． 5． 6 Western blot 法检测 ＲAＲα、ＲAＲγ 蛋白的表

达 将 K562 细胞接种于细胞培养瓶中，细胞浓度

为 4 × 105 /ml，实验分组同 1. 5. 1，提取各 处 理 组

K562 细胞的总蛋白，并进行定量。根据蛋白浓度决

定上样量，依次进行电泳、转膜、封闭，并孵育相应一

抗，4 ℃过夜。随后操作同 1. 3. 3。
1． 6 统计学处理 采取 SPSS 17. 0 软件进行 One-
Way ANOVA 分析，数据以 珋x ± s 表示。组间数据比

较采用单因素方差分析。
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表 1 Q-PCＲ 引物序列

基因 引物序列( 5'-3')
ＲAＲα F: AAGTCCTCAGGCTACCACTATG

Ｒ: CTTCTTGTTTCGGTCGTTTC
ＲAＲβ F: GGAATGACAGGAACAAGAAA

Ｒ: GGCAGAGTGAAGGGAAAG
ＲAＲγ F: CTCCTCGGGTCTACAAGCC

Ｒ: TTCCGGTCATTTCGCACA
Shp2 F: TGGGAAAGAAGCAGAGAAA

Ｒ: CGCACAGAAAGAACAAAATC
F: GACATCCGCCAAAGACCTG
Ｒ: GACATCCGCAAAGACCTG

2 结果

2． 1 ATPＲ 对 K562 细胞增殖及 Shp2 表达的影响

2． 1． 1 ATPＲ 对 K562 细胞增殖的影响 溶剂对照

组的 A490值与空白组比较差异无统计学意义，说明

无水乙醇( 0. 02% ) 作为药物溶剂对细胞活性无影

响。显微 镜 下 观 察 加 药 后 各 组 细 胞 显 示，ATPＲ
( 10 －4 mol /L) 作用于 K562 细胞时细胞形态发生皱

缩，细胞出现大面积凋亡; 其他各组 ATPＲ 作用 24 h
时对 K562 细胞增殖无影响，作用 48、72 h 后，细胞

发生不同程度的抑制增殖作用。10 －5 mol /L ATPＲ
作用 72 h 时 K562 细 胞 增 殖 抑 制 最 明 显 ( P ＜
0. 01) 。见表 2。
2． 1． 2 ATPＲ 作用于 K562 细胞 72 h 后 Shp2 mＲ-
NA 表达变化 K562 细胞在 ATPＲ( 10 －5 mol /L) 作

用 72 h 后，与溶剂对照组比较，其 Shp2 mＲNA 的表

达明显下降( F = 87. 23，P ＜ 0. 01) 。见图 1。
2． 1． 3 ATPＲ 作用于 K562 细胞 72 h 后 Shp2 蛋白

表达变化 Western blot 结果显示，与溶剂对照组比

较，ATPＲ( 10 －5 mol /L) 作用 72 h 后 K562 细胞中

Shp2 蛋白表达降低( F = 75. 36，P ＜ 0. 01) 。见图 2。

图 1 ATPＲ 对 K562 细胞中 Shp2 mＲNA 的表达影响( n = 3，珋x ± s)

A: 空白组; B: 溶剂对照组; C: ATＲA ( 10 －5 mol /L) 组; D: ATPＲ

( 10 －5 mol /L) 组; 与溶剂对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 2 ATPＲ 对 K562 细胞中 Shp2 蛋白的表达影响( n = 3，珋x ± s)

A: 空白组; B: 溶剂对照组; C: ATＲA ( 10 －5 mol /L) 组; D: ATPＲ

( 10 －5 mol /L) 组; 与溶剂对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 筛选 Shp2 siＲNA 与 Lipofectamine 2000 最佳

浓度和比例

2． 2． 1 荧光法测定各条 Shp2-siＲNA 转染效率 本

表 2 ATPＲ 对 K562 细胞增殖的影响( n = 3，珋x ± s)

组别 浓度( mol /L)
A490值

24 h 48 h 72 h
空白 1． 619 ± 0． 035 2． 192 ± 0． 007 2． 759 ± 0． 010
溶剂对照 1． 569 ± 0． 046 2． 126 ± 0． 007 2． 743 ± 0． 036
ATPＲ 10 －4 0． 703 ± 0． 032＊＊ 0． 799 ± 0． 086＊＊ 1． 152 ± 0． 052＊＊

10 －5 1． 521 ± 0． 023 1． 608 ± 0． 092＊＊ 2． 143 ± 0． 022＊＊

10 －6 1． 565 ± 0． 021 1． 906 ± 0． 009＊＊ 2． 268 ± 0． 046＊＊

10 －7 1． 608 ± 0． 031 2． 128 ± 0． 012 2． 548 ± 0． 061＊＊

10 －8 1． 641 ± 0． 031 2． 205 ± 0． 091 2． 678 ± 0． 050
10 －9 1． 646 ± 0． 057 0． 438 ± 0． 007 2． 799 ± 0． 080

ATＲA 10 －5 1． 525 ± 0． 030 1． 504 ± 0． 047* 2． 202 ± 0． 046＊＊

与溶剂对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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图 3 siＲNA/Lipo 2000 不同比例浓度对 siＲNA-FAM 进入细胞的影响 × 40

A: PTPN-Homo-438; B: PTPN-Homo-948; C: PTPN-Homo-1493; D: 空白组; 1: siＲNA ∶ Lipo =

1 ∶ 0. 08; 2: siＲNA ∶ Lipo = 1 ∶ 0. 06; 3: siＲNA ∶ Lipo = 1 ∶ 0. 05; 4: siＲNA ∶ Lipo = 1 ∶ 0. 04

研究中设计合成的 siＲNA 其 3'端为 FAM 荧光标记。
空白组( siＲNA /Lipo 2000 比例为 0 μl ∶ 0 μl) 几乎

无荧光表达，当 siＲNA /Lipo 2000 为其他比例时荧

光倒置显微镜下均能观察到不同程度荧光。通过比

较各组荧光程度显示 PTPN-Homo-438 组和 PTPN-
Homo-1493 组荧光表达较多。见图 3。
2． 2． 2 各条 siＲNA 序列转染对 K562 细胞中 Shp2
蛋白表达的影响 结果显示: K562 细胞经转染后，

与空白组比较，Shp2 的蛋白质表达下降，与其他各

组比较，PTPN-Homo-438 组下降明显，PTPN-Homo-
438 /Lipo 2000 比值为 1 ∶ 0. 05 时，Shp2 蛋白表达低

于其他各组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，见图 4。
2． 3 Shp2 基因转染沉默后 ATPＲ 对 K562 细胞分

化的影响

2． 3． 1 转染沉默 Shp2 基因后 ATPＲ 对 K562 细胞

增殖的影响 转染 24 h 后，各组细胞生长无明显变

化，48 h 时 ATPＲ 组与空白组比较细胞增殖降低( P
＜ 0. 01) ，siＲNA-Shp2 + ATPＲ 组细胞生长较 ATPＲ

组增加，72 h 后 ATPＲ 组与空白组比较细胞增殖明

显降低( P ＜ 0. 01) ，siＲNA-Shp2 + ATPＲ 组细胞生长

比 ATPＲ组 显 著 增 多 ( P ＜ 0. 01) ，而 siＲNA-Shp2 +

图 4 不同 siＲNA 序列转染对

siＲNA-Shp2 蛋白表达的影响( n = 3，珋x ± s)

A: PTPN-Homo-438; B: PTPN-Homo-948; C: PTPN-Homo-1493; D:

空白组; 1: siＲNA ∶ Lipo = 1 ∶ 0. 08; 2: siＲNA ∶ Lipo = 1 ∶ 0. 06; 3: siＲ-

NA ∶ Lipo = 1 ∶ 0. 05; 4: siＲNA ∶ Lipo = 1 ∶ 0. 04; 与空白组比较: ＊＊P

＜ 0. 01
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ATPＲ 组与 siＲNA-Lipo 组之间差异无统计学意义。
见图 5。

图 5 转染沉默 Shp2 基因后加

ATPＲ 对细胞增殖的影响( n = 5，珋x ± s)

A: 空白组; B: ATＲA( 10 －5 mol /L) 组; C: ATPＲ( 10 －5 mol /L) 组;

D: siＲNA-Lipo 组; E: siＲNA-Lipo + ATＲA 组; F: siＲNA-Lipo + ATPＲ

组; 与空白组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01; 与 ATＲA 组比较: # P ＜

0. 05; 与 ATPＲ 组比较: △P ＜ 0. 05

2． 3． 2 Shp2 基因转染沉默后 ATPＲ 对细胞形态学

影响 ATPＲ ( 10 －5 mol /L) 对 K562 细胞作用 72 h
后形态学变化见图 6。结果显示: 空白组出现细胞

呈圆形、体积较大、核 /质比例大、核圆形等特点。用

药组的细胞出现细胞和细胞核体积缩小、核质比例

缩小、核偏于一侧等细胞分化程度成熟的形态学状

态。然而 siＲNA-Shp2 + ATPＲ 组染色后倒置显微镜

所呈现的细胞状态跟空白组较为相似，并没有出现

明显的细胞开始分化所表现出的现象。

图 6 ATPＲ 作用 72 h 后 K562 细胞的形态学变化 × 400

A: 空白组; B: ATＲA( 10 －5 mol /L) 组; C: ATPＲ( 10 －5 mol /L) 组;

D: siＲNA-Lipo 组; E: siＲNA-Lipo + ATＲA 组; F: siＲNA-Lipo + ATPＲ 组

2． 3． 3 Shp2 基因转染沉默后 K562 细胞周期及

DNA 倍体 分 析 细 胞 周 期 分 析 结 果 显 示，ATＲA
( 10 －5 mol /L) 和 ATPＲ( 10 －5 mol /L) 组作用于 K562
细胞 72 h 后，与空白组比较，S 期细胞所占百分比明

显下降，G0 /G1 期细胞百分比上升。当 Shp2 基因转

染沉默后，siＲNA-Shp2 + ATPＲ 组与 siＲNA-Lipo 组

比较差异无统计学意义( F = 183. 559，P ＞ 0. 05 ) ，

siＲNA-Shp2 + ATPＲ 组与 ATPＲ 组比较差异有统计

学意义( F = 42. 397，P ＜ 0. 05) 。见图 7。
2． 3． 4 Shp2 基因转染沉默后细胞表面分化抗原

CD235a 表达改变 CD235a 抗原为血型糖蛋白 A
( glycophorin A) 抗原，是红系特异抗原。ATPＲ 处理

K562 细 胞 72 h 后，与 空 白 组 比 较，结 果 显 示

CD235a 表达上升( P ＜ 0. 01 ) 。当 Shp2 基因转染沉

默 后，siＲNA-Lipo + ATPＲ 组 与 ATPＲ 组 比 较，

CD235a 表达变化明显，差异有统计学意义 ( F =
342. 071，P ＜ 0. 01) 。见图 8。
2． 3． 5 Shp2 基因转染沉默后 K562 细胞中 ＲAＲs
mＲNA 的表达变化 当 K562 细胞经过 ATPＲ( 10 －5

mol /L) 作用 72 h 后，与空白组比较，ＲAＲα 的 mＲ-
NA 表 达 下 降，而 ＲAＲγ 的 mＲNA 表 达 上 升。当

Shp2 基因转染沉默后，siＲNA-Lipo + ATPＲ 组细胞

的 ＲAＲα 和 ＲAＲγ mＲNA 表达与 siＲNA-Lipo 之间

差异无统计学意义( FＲAＲα = 2. 908、FＲAＲγ = 0. 727，P
＞ 0. 05) ，而 siＲNA-Lipo + ATPＲ 组与 ATPＲ 组比较，

其 ＲAＲα 和 ＲAＲγ 组的 mＲNA 表达差异有统计学

意义( FＲAＲα = 17. 355、FＲAＲγ = 44. 145，P ＜ 0. 01 ) 。
见图 9。
2． 3． 6 Shp2 基因转染沉默后 K562 细胞中 ＲAＲα、
ＲAＲγ 蛋 白 的 表 达 变 化 与 空 白 组 比 较，ATPＲ
( 10 －5 mol /L ) 组 ＲAＲα 的 蛋 白 表 达 下 降 ( F =
83. 183，P ＜ 0. 05 ) ，ＲAＲγ 的 蛋 白 表 达 上 升 ( F =
124. 307，P ＜ 0. 01 ) 。然 而 当 Shp2 基 因 转 染 沉 默

后，siＲNA-Lipo + ATPＲ 组细胞 ＲAＲα 和 ＲAＲγ 蛋白

表达与 siＲNA-Lipo 之间差异无统计学意义( FＲAＲα =
3. 012、FＲAＲγ = 4. 165，P ＞ 0. 05 ) ，而 siＲNA-Lipo +
ATPＲ 组与 ATPＲ 组比较，其 ＲAＲα 和 ＲAＲγ 组的蛋

白表达差异有统计学意义( FＲAＲα = 29. 580、FＲAＲγ =
40. 790，P ＜ 0. 01) 。见图 10。

3 讨论

慢性粒细胞性白血病( chronic myelogenous leu-
kemia，CML) 是一类影响血液及骨髓的恶性肿瘤，其

特点是产生不成熟的白细胞，这些白细胞聚集于骨

髓，致使骨髓的造血被抑制; 并且能够通过血液在全

身扩散。90% 以上 CML 患者有费城染色体( Ph) ，

( t9; 22) ( q34; q11) 染色体易位并形成 BCＲ /ABL 融

合基因，从而致使疾病产生［10］。研究［11］显示，Shp2
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图 7 ATPＲ 作用 72 h 后 K562 细胞

周期的变化( n = 3，珋x ± s)

A: 空白组; B: ATＲA ( 10 －5 mol /L ) 组; C: ATPＲ

( 10 －5 mol /L) 组; D: siＲNA-Lipo 组; E: siＲNA-Lipo +

ATＲA 组; F: siＲNA-Lipo + ATPＲ 组; 与 空 白 组 比

较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 ATＲA 组比较: #P ＜ 0. 05; 与 AT-

PＲ 组比较: △P ＜ 0. 05

图 8 ATPＲ 对 K562 细胞表面分化抗原

CD235a 表达的影响( n = 3，珋x ± s)

A: 空白组; B: ATＲA( 10 －5 mol /L) 组; C: ATPＲ( 10 －5 mol /L) 组;

D: siＲNA-Lipo 组; E: siＲNA-Lipo + ATＲA 组; F: siＲNA-Lipo + ATPＲ

组; 与空白组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 ATＲA 组比较: ##P ＜ 0. 01; 与 AT-

PＲ 组比较: △△P ＜ 0. 01

参与 BCＲ / ABL 信号通路，与费城染色体阳性白血

病的发生密切相关。本研究以 K562 细胞为研究对

象，通过 Q-PCＲ 和 Western blot 法检测证实，当 AT-
PＲ 作用于 K562 细胞时，其 Shp2 的表达明显降低，

说明 K562 细胞被 ATPＲ 作用过程中，Shp2 可能发

挥着作 用。为 了 进 一 步 证 实 Shp2 在 ATPＲ 诱 导

K562 细胞分化过程中的作用，本研究通过小分子干

扰 ＲNA( siＲNA) 技术建立 Shp2 表达沉默模型来进

行研究。荧光法和 Western blot 法结果表明: PTPN-
Homo-438 与 Lipo 比例为 1 ∶ 0. 05 时 Shp2 蛋白表达

最低，故选用此条件进行转染。
课题组前期研究［12］证实 ATPＲ 对 K562 细胞具

有诱导分化作用，然而当 Shp2 被转染沉默后，CCK-
8 检测结果表明: 靶向沉默 Shp2 基因 6 h 后加入

ATPＲ，用药 72 h 后，siＲNA-Shp2 + ATPＲ 组与 ATPＲ
组相比细胞生长显著增多，表明 ATPＲ 作用后，siＲ-
NA-Shp2 + ATPＲ 组细胞增殖明显高于 ATPＲ 组。
形态学变化可作为细胞分化程度的重要指标［13］，

并且能够反映出诱导分化剂的诱导分化能力。瑞氏

染色后结果显示 K562 细胞被 ATPＲ 作用 72 h 后，

细胞形态学趋向于分化成熟方向，然而 siＲNA-Shp2
+ ATＲA 组和 siＲNA-Shp2 + ATPＲ 组形态学变化没

有 ATPＲ 组明显，当 Shp2 被转染沉默后，ATPＲ 诱导
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K562 细胞分化的形态学变化减弱。

图 9 ATPＲ 作用 72 h 后 K562 细胞

ＲAＲs mＲNA 表达量的变化( n = 3，珋x ± s)

A: 空白组; B: ATＲA( 10 －5 mol /L) 组; C: ATPＲ( 10 －5 mol /L) 组;

D: siＲNA-Lipo 组; E: siＲNA-Lipo + ATＲA 组; F: siＲNA-Lipo + ATPＲ

组; 与空白组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01; 与 ATＲA 组比较: ##P ＜

0. 01; 与 ATPＲ 组比较: △△P ＜ 0. 01

图 10 ATPＲ 作用 72 h 后 K562 细胞

ＲAＲs 蛋白表达量的变化( n = 3，珋x ± s)

A: 空白组; B: ATＲA( 10 －5 mol /L) 组; C: ATPＲ( 10 －5 mol /L) 组;

D: siＲNA-Lipo 组; E: siＲNA-Lipo + ATＲA 组; F: siＲNA-Lipo + ATPＲ

组; 与空白组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01; 与 ATＲA 组比较: ##P ＜

0. 01; 与 ATPＲ 组比较: △P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01

细胞 S 期比例高是恶性肿瘤细胞的周期分布特

点之一，分化后细胞 G0 /G1 期比例升高［14］。根据

细胞周期结果显示: ATPＲ 作用 72 h 后，K562 细胞

中 G0 /G1 期比例升高，S 期细胞比例降低。当 Shp2
基因被沉默后，siＲNA-Shp2 + ATPＲ 组细胞周期变

化与 ATPＲ 组比较有明显差异，说明 Shp2 对 ATPＲ
作用 K562 细胞有影响。CD235a 抗原为血型糖蛋

白 A 抗 原，是 红 系 特 异 抗 原，可 作 为 ATPＲ 诱 导

K562 细胞分化的重要标志［15］，流式结果显示，AT-
PＲ 处理 K562 细胞 72 h 后，与空白组比较，CD235a
表达上升，证实 K562 细胞可被 ATPＲ 诱导向红系分

化。当 Shp2 基因转染沉默后，siＲNA-Shp2 + ATPＲ
组的 CD235a 表达变化相较于 ATPＲ 组明显降低，

说明当 Shp2 被转染沉默后，ATPＲ 诱导 K562 细胞

分化作用降低。
研究［16］显示，维甲酸类药物是通过与细胞内的

维甲酸受体结合，调节体内生理过程。ＲAＲs 在不

同的细胞中的分布有差异，因此 ATPＲ 在各种细胞

中刺激的 ＲAＲs 亚型也不一样。前期实验［12］结果

显示，当 ATPＲ 诱导 K562 细胞分化过程中，ＲAＲɑ
表达下降，ＲAＲγ 表达上升，ＲAＲβ 表达没有明确变

化。根据 Western blot 和 Q-PCＲ 结果显示: 当转染

沉默 Shp2 后，siＲNA-Shp2 + ATPＲ 组 的 ＲAＲα 和

ＲAＲγ 的表达变化与 siＲNA-SHP2 组比较差异无统

计学意义，而 siＲNA-Shp2 + ATPＲ 组与 ATPＲ 组比

较，ＲAＲα 和 ＲAＲγ 的表达变化明显，提示 K562 细

胞在被 ATPＲ 通过 ＲAＲs 作用的过程中，Shp2 可能

参与着作用。
综上所述，PTPN-Homo-438 可有效沉默 Shp2 基

因的表达; ATPＲ 可显著抑制 K562 细胞增殖并致

使其分化程度上升; 然而当 Shp2 被转染沉默后，AT-
PＲ 对 K562 细胞抗增殖和诱导分化作用明显降低

甚至消失，提示 Shp2 可能是介导抗白血病作用的主

要环节。
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Effect of Shp2 gene silencing on the 4-amino-2-trifluoromethyl-phenyl
retinate inducing differentiation of K562 cells

Ding Ｒan，Wang Jingjing，Ge Jinfang，et al
( School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effect of protein tyrosine phosphatase Shp2 on 4-amino-2-trifluoromethyl-
phenyl retinate ( ATPＲ) induced differentiation of K562 cells． Methods K562 cells were cultured and treated
with ATPＲ at different concentrations． The proliferation of K562 cells was evaluated using CCK-8． The mＲNA and
protein expressions of Shp2 were detected by Q-PCＲ and Western blot ． Lipofectamine 2000 transfection reagent was
used to transfect the small interfering ＲNA ( siＲNA) in K562 cells． Using CCK-8 assay to detect the proliferation of
K562 cells． Morphologic changes were observed via Wright-Giemsa staining． Using FCS to observe the expression
of an exclusive cell surface antigen CD235a and the distribution of cell cycle on K562 cells． The mＲNA and protein
expressions of retinoic acid receptors ( ＲAＲα and ＲAＲγ) were detected by Q-PCＲ and Western blot，respectively．
Ｒesults The best inhibitory effect reached the peak at 72 h． The expressions of Shp2 remarkably decreased． De-
tected through fluorescence microscope and Western blot，the PTPN-Homo-438 and the concentration ratio of the
siＲNA and Lipo was 1 ∶ 0. 05． The gene silencing efficacy was the best． Compared with the ATPＲ group，the pro-
liferation of K562 cells were not inhibited by treatment with ATPＲ ( 10 －5 mol /L) ． The percentage of cells in G0 /
G1 phase was decreased while S-phase cells were increased，and the expression level of the maturation specific cell
surface marker CD235a decreased in K562 cells． Q-PCＲ and Western blot results showed that ＲAＲα mＲNA and
protein expressions of siＲNA + ATPＲ group were significantly increased than ATPＲ group． ＲAＲγ mＲNA and pro-
tein expressions of siＲNA + ATPＲ group were decreased than ATPＲ group． Conclusion The effect of ATPＲ in-
duced differentiation of K562 cells might be involved with the Shp2 gene．
Key words 4-amino-2-trifluoromethyl-phenyl retinate; Shp2; K562 cells; inducing differentiation; retinoic acid
receptor
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