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摘要:目的 通过蛋白激酶抑制方法研究伴集落刺激因子￣１ 受体(ＣＳＦ１Ｒ)突变的急性髓系白血病细胞系 ＧＤＭ￣１ 的

增殖机制ꎮ 方法 按照处理方式不同将 ＧＤＭ￣１ 细胞分为实验组和对照组ꎬ将 １０ 种不同的蛋白激酶抑制剂作用于实

验组ꎬ对照组仅做 ＤＭＳＯ 处理ꎻＣＣＫ８ 法检测细胞增殖抑制情况ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白激酶抑制剂作用于 ＧＤＭ￣１
后ꎬ关键激酶的磷酸化水平的改变ꎻ细胞因子 Ｍ￣ＣＳＦ 单独或与蛋白激酶抑制剂共同作用于 ＧＤＭ￣１ 细胞ꎬ采用 ＣＣＫ８
法进行检测细胞增殖水平ꎮ 结果 蛋白激酶抑制分析显示明显抑制 ＧＤＭ￣１ 细胞增殖的药物有 ｄａｓａｔｉｎｉｂ( ＩＣ５０ ＝

０ ０１ μｍｏｌ / Ｌ)、ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ( ＩＣ５０ ＝ ０ ０７ μｍｏｌ / Ｌ)、 ｌｉｎｉｆａｎｉｂ( ＩＣ５０ ＝ ０ １３ μｍｏｌ / Ｌ) 及 ｓｏｒａｆｅｎｉｂ ( ＩＣ５０ ＝ ０ １２ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示ꎬ与对照组相比ꎬｌｉｎｉｆａｎｉｂ 作用于 ＧＤＭ￣１ 后ꎬＳＲＣ、ＥＲＫ 磷酸化水平明显降低(Ｐ<０ ０１)ꎮ 在低浓度

ＦＢＳ 培养时ꎬ细胞因子Ｍ￣ＣＳＦ能够刺激伴 ＣＳＦ１Ｒ 突变型细胞系 ＧＤＭ￣１ 的增殖ꎬ其增殖水平为对照组的 １１ ３ 倍ꎻ
Ｍ￣ＣＳＦ联合ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ作用于 ＧＤＭ￣１ꎬ细胞增殖明显被抑制(Ｐ<０ ００１)ꎬ而 Ｍ￣ＣＳＦ 联合 ＨＧ６￣６４￣１ 作用于 ＧＤＭ￣１ꎬ与仅

用 Ｍ￣ＣＳＦ 组相比细胞增殖不受影响ꎮ 结论 ＧＤＭ￣１ 细胞中 ＣＳＦ１Ｒ￣Ｙ５７１Ｄ 突变使 ＣＳＦ１Ｒ 活性增高ꎬ并主要通过激

活 Ｓｒｃ 及 ＭＡＰＫ 信号通路来促进细胞增殖ꎮ

关键词: 蛋白激酶抑制剂ꎻＧＤＭ￣１ꎻ集落刺激因子 １ 受体ꎻｌｉｎｉｆａｎｉｂꎻｂｏｓｕｔｉｎｉｂ
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ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.ＧＤＭ￣１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｙｔｏｋｉｎｅ Ｍ￣ＣＳＦ ａｌｏｎｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓꎬ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８ ｍｅｔｈｏｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｄａｓａｔｉｎｉｂ
(ＩＣ５０ ＝ ０ ０１ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ( ＩＣ５０ ＝ ０ ０７ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ｌｉｎｉｆａｎｉｂ ( ＩＣ５０ ＝ ０ １３ μｍｏｌ / Ｌ) ａｎｄ ｓｏｒａｆｅｎｉｂ (ＩＣ５０ ＝
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０ １２ μｍｏｌ / Ｌ) ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＤＭ￣１ ｃｅｌｌｓ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｈｏｓ￣
ｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｓｒｃ ａｎｄ ＥＲＫ ｉｎ ＧＤＭ￣１ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０ ０１) ｗｈｅｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｎｉｆａｎｉｎｂ. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ＧＤＭ￣１ ｗａｓ １１ ３ ｔｉｍｅｓ ａｓ ｍｕｃｈ ａｓ ｔｈａｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｈｅｎ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ￣ＣＳＦ. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＧＤＭ￣１ ｗａｓ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｗｈｅｎ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ￣ＣＳＦ ａｎｄ ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ (Ｐ<０ ００１)ꎬ ｂｕｔ
ｉｔ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｗｈｅｎ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ￣ＣＳＦ ｐｌｕｓ ＨＧ６￣６４￣１. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＣＳＦ１Ｒ￣Ｙ５７１Ｄ
ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＤＭ￣１ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＣＳＦ１Ｒꎬ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ｓｒｃ ａｎｄ
ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎻ ＧＤＭ￣１ꎻｃｏｌｏｎｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ￣１ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎻ ｌｉｎｉｆａｎｉｂꎻ ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ

　 　 急性髓性白血病 (ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａꎬ ＡＭＬ)
是由于髓系造血干 /祖细胞发生累积性获得性基因

改变ꎬ 导致细胞增殖、分化和凋亡途径发生改变的

一种恶性疾病[１]ꎮ 基因突变是诱发 ＡＭＬ 的重要机

制之一ꎬ现已证实导致 ＡＭＬ 发生的突变主要有

ＡＭＬ１ / ＥＴＯ[２]、ＰＭＬ￣ＲＡＲａ[３]、ＭＬＬ 基因重排[４￣５] 等ꎮ
伴随这些突变使处于正常分化的骨髓造血祖细胞分

化发生停滞ꎬ细胞持续恶性增殖ꎮ 近年来ꎬ针对特定

基因突变而导致肿瘤发生的小分子抑制剂也逐渐用

于临床ꎬ如 ｉｍａｔｉｎｉｂ[６]、ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ[７]等ꎮ
集落刺激因子￣１ 受体(ｃｏｌｏｎｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ￣

１ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＣＳＦ１Ｒ)是一种Ⅲ型受体酪氨酸激酶ꎬ在巨

噬细胞中表达ꎬ激活 ＣＳＦ１Ｒ 的配体有两个:Ｍ￣ＣＳＦ
(ＣＳＦ￣１)和 ＩＬ￣３４[８]ꎮ 作为受体酪氨酸激酶家族(ｒｅ￣
ｃｅｐｔｏｒ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅｓꎬＲＴＫ)ꎬＣＳＦ１Ｒ 磷酸化位点可作

为多种激酶的停靠位点ꎬ其中包括 Ｓｒｃ 家族激酶(Ｓｒｃ
ｆａｍｉｌｙ ｋｉｎａｓｅꎬＳＦＫ)、磷脂酰肌醇 ３￣激酶(ＰＩ３Ｋ)的 ｐ８５
亚基等[９]ꎮ ＣＳＦ１Ｒ 异常表达在多种肿瘤细胞的分化

和增殖中起着关键作用[１０]ꎬ如乳腺癌[１１]、胃癌[１２] 和

肺癌[１３]ꎮ 急性髓系白血病细胞系 ＧＤＭ￣１ 伴有

ＣＳＦ１Ｒ 基因突变ꎬ本研究主要通过蛋白激酶抑制方法

来研究急性髓系白血病细胞系ＧＤＭ￣１的增殖机制ꎬ并
探讨促进 ＧＤＭ￣１ 增殖的主要信号通路ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 细胞系:人急性髓性白血病细胞系 ＧＤＭ￣１、
人单核巨噬细胞系 ＴＨＰ￣１(ＡＴＣＣ 公司)ꎻ细胞培养

所用培养基含有 １０％的胎牛血清的 ＲＰＭＩ Ｍｅｄｉｕｍ
１６４０ꎬ细胞培养于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中ꎮ
１ １ ２　 主要试剂:蛋白激酶抑制剂( ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓꎬＰＫＩｓ)见表 １(Ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ 公司)ꎻ将抑制

剂粉末溶于 ＤＭＳＯꎬ配置浓度为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的储备

液－ ８０ ℃ 保存ꎮ 细胞培养基 ＲＰＭＩ Ｍｅｄｉｕｍ １６４０
(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ胎牛血清(赛澳美细胞技术有限公

司)ꎻ细胞因子 Ｍ￣ＣＳＦ(Ｂｉｏ￣ｔｅｃｈｎｅ 公司)ꎻＣＣＫ８、抗
兔二抗(博士德生物工程有限公司)ꎻＤＭＳＯ(北京索

莱宝科技有限公司)ꎻＧＡＰＤＨ(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司)ꎻ
ｐ￣Ｓｒｃ、ＥＲＫ、ｐ￣ＥＲＫ(Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎻ
Ｓｒｃ(上海生工生物工程有限公司)ꎮ

表 １　 蛋白激酶抑制剂

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔａｒｇｅｔｓ

ｄａｓａｔｎｉｂ ＳＦＫ

ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ ＳＦＫ

ｓｏｒａｆｅｎｉｂ ＲＡＦ￣１、Ｂ￣ｒａｆ、ｃ￣ＫＩＴ、ＦＬＴ３

ＢＭＳ￣７５４８０７ ＩＲ / ＩＧＦＲ

ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ＥＧＦＲ

ｌｉｎｉｆａｎｉｂ ＣＳＦ１Ｒ、ＦＬＴ３、ＫＩＴ

ＷＨ￣４￣０２３ Ｌｃｋ / Ｓｒｃ

ＮＶＰ￣ＴＡＥ￣６８４ ＡＬＫ

ｎｉｌｏｔｉｎｉｂ Ｂｃｒ￣Ａｂｌ

ｌａｐａｔｉｎｉｂ ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ２

ＨＧ６￣６４￣１ Ｂ￣ｒａｆ

１ ２　 方法

１ ２ １　 蛋白激酶抑制实验:以 ８ ０００ 个 /孔的细胞

数接种 ＧＤＭ￣１ 细胞于 ９６ 孔板ꎬ设置药物实验组、对
照组、空白组ꎬ每组设置 ３ 个重复孔ꎬ其中药物实验

组设置 ８ 个药物浓度ꎬ最高药物浓度为 ２０ μｍｏｌ / Ｌ
(药物浓度梯度为 ２０、５、１ ２５、０ ３１２ ５、０ ０７８ １２５、
０ ０１９ ５３１、０ ００４ ８８３、０ ００１ ２２ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ ７２ ｈ 之

后 ＣＣＫ８ 法计算细胞在不同药物浓度作用下 ＧＤＭ￣１
的抑制率ꎮ
１ ２ ２　 细胞因子促增殖实验:于 ９６ 孔板以 ５ ０００
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个 /孔的细胞数接种 ＧＤＭ￣１、 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ 设置

Ｍ￣ＣＳＦ细胞因子实验组、对照组ꎬ每组设置 ３ 个重复

孔ꎬ其中细胞因子实验组为 ２％ ＦＢＳ￣ＲＰＭＩ￣１６４０ 培

养基下加入细胞因子浓度为 ２０ ｎｇ / ｍＬꎬ以及相对应

的对照组ꎮ ７２ ｈ 之后 ＣＣＫ８ 法分析在生长因子作用

下 ＧＤＭ￣１ 的增殖情况ꎮ
１ ２ ３　 蛋白激酶抑制剂联合细胞因子实验: 以

５ ０００个 /孔的细胞数接种 ＧＤＭ￣１ 细胞于 ９６ 孔板

中ꎬ设置对照组ꎬ１０％ ＦＢＳ￣ＲＰＭＩ１６４０ꎻ细胞因子组:
１０％ ＦＢＳ￣ＲＰＭＩ１６４０ ＋ ＣＳＦꎻ药物组: １０％ ＦＢＳ￣ＲＰ￣
ＭＩ１６４０＋ＰＫＩｓꎻ细胞因子联合药物实验组:１０％ ＦＢＳ￣
ＲＰＭＩ １６４０ ＋ ＣＳＦ ＋ ＰＫＩｓꎬ 其 中 ＣＳＦ１ 终 浓 度 为

２０ ｎｇ / ｍＬꎻｂｏｓｕｔｉｎｉｂ 终浓度为 ０ １ μｍｏｌ / ＬꎬＨＧ６￣６４￣１
终浓度为 ２ ５ μｍｏｌ / Ｌꎮ ７２ ｈ 后 ＣＣＫ 法检测 ４ 组细

胞的增殖情况ꎮ
１ ２ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达:将 ＧＤＭ￣１ 在不

同的蛋白激酶抑制剂作用 １ ｈꎬ药物组有 ｌｉｎｉｆａｎｉｂ
(０ １ μｍｏｌ / Ｌ )、 ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ ( ０ １ μｍｏｌ / Ｌ )ꎬ ｓｏｒａｆｅｎｉｂ
(０ １ μｍｏｌ / Ｌ)对照组仅添加 ＤＭＳＯ 处理相同时间ꎮ
２ ｈ 后提取细胞蛋白质ꎬ测定蛋白质浓度后 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳分离ꎬ半干转法将凝胶中的蛋白质转至

ＰＶＤＦ 膜ꎬ０ ５％ ＢＳＡ 室温振荡封闭 ２ ｈꎻ一抗 ４ ℃孵

育过夜ꎻ相对应二抗室温振荡孵育 １ ５ ｈ 后采用化

学发光法检测ꎮ
１ ３　 统计学分析

数据以均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ １７ ０
进行数据分析ꎬ两组均值显著性差异的统计方法采用

独立样本 ｔ 检验ꎬ多重比较采用 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 检验ꎮ

２　 结果

２ １　 酪氨酸激酶抑制实验分析 ＧＤＭ￣１ 细胞增殖

机制

选择 １０ 种蛋白激酶抑制剂作用于 ＧＤＭ￣１ 细

胞ꎬ将药物对细胞的作用分为两类:敏感以及不敏

感ꎮ 计算这 １０ 种药物作用于细胞的半抑制浓度

ＩＣ５０(表 ２)ꎬ分析结果将 ＩＣ５０低于 １ μｍｏｌ / Ｌ 能够抑

制细胞增殖的蛋白激酶抑制剂定为敏感ꎬ能够抑制

细胞增殖的药物主要有 ｌｉｎｉｆａｎｉｂ(ＣＳＦ１Ｒ)ꎬｂｏｓｕｔｉｎｉｂ
(ＳＦＫ)ꎬＷＨ￣４￣０２３ ( Ｌｃｋ / Ｓｒｃ)、ｄａｓａｔｉｎｉｂ ( ＳＦＫ) 以及

ｓｏｒａｆｅｎｉｂ(Ｂ￣ｒａｆꎬＥＲＫ)(图 １)ꎮ

表 ２　 １０ 种 ＰＫＩｓ 作用靶点及抑制 ＧＤＭ￣１细胞的 ＩＣ５０值

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔａｒｇｅｔｓ ａｎｄ ＩＣ５０ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ＧＤＭ￣１ ｃｅｌｌｓ ｏｆ
　 　 　 　 １０ ＰＫＩｓ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔａｒｇｅｔ ＩＣ５０ / (μｍｏｌ / Ｌ)

ｄａｓａｔｎｉｂ ＳＦＫ ０ ０１

ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ ＳＦＫ ０ ０７

ｌｉｎｉｆａｎｉｂ ＣＳＦ１ＲꎬＦＬＴ３ꎬＫＩＴ ０ １３

ＷＨ￣４￣０２３ Ｌｃｋ / Ｓｒｃ ０ ２５

ｓｏｒａｆｅｎｉｂ
　

Ｂ￣ｒａｆꎬＲＡＦ￣１ꎬｃ￣ＫＩＴꎬＦＬＴ３ꎬ
ＥＲＫ / ＭＥＫ

０ １２
　

ＢＭＳ￣７５４８０７ ＩＲ / ＩＧＦＲ >２０ ００

ＮＶＰ￣ＴＡＥ￣６８４ ＡＬＫ ３ ４１

ｎｉｌｏｔｉｎｉｂ Ｂｃｒ￣Ａｂｌ ２ ９７

ｌａｐａｔｉｎｉｂ ＥＧＦＲꎬＥｒｂＢ２ １４ ９１

ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ ＥＧＦＲ １２ ６９

Ａ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＰＫＩｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ＧＤＭ￣１ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ７２ ｈｏｕｒｓꎻ Ｂ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＰＫＩｓ ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ＧＤＭ￣１ ｃｅｌｌｓ
ａｆｔｅｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ７２ ｈｏｕｒｓ

图 １　 １０ 种 ＰＫＩｓ 对 ＧＤＭ￣１细胞增殖的抑制作用

Ｆｉｇ １　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １０ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＰＫＩｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＤＭ￣１ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)
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曹琼　 伴 ＣＳＦ１Ｒ￣Ｙ５７１Ｄ 突变的急性髓系白血病细胞系 ＧＤＭ￣１ 的增殖机制

２ ２　 Ｍ￣ＣＳＦ 细胞因子促 ＧＤＭ￣１细胞增殖

在低浓度胎牛血清(２％ ＦＢＳ)ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养

基中加入 Ｍ￣ＣＳＦ ２０ ｎｇ / ｍＬ 作用 ７２ ｈꎬＣＳＦ１Ｒ 突变

型 ＧＤＭ￣１ 细胞增殖明显增加(图 ２)ꎬ增长率为对

照组的 １１ ３ 倍ꎻ而 ＣＳＦ１Ｒ 野生型 ＴＨＰ￣１ 细胞在细

胞因子作用下增殖效果与对照组相比差异无统计

学意义ꎮ

∗Ｐ<０ ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ２％ ＦＢＳ
图 ２　 Ｍ￣ＣＳＦ 对 ＧＤＭ￣１及 ＴＨＰ￣１细胞增殖的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍ￣ＣＳＦ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＤＭ￣１
　 　 　 ａｎｄ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝４)

２ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测信号通路中蛋白激酶磷酸

化水平

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 分析激酶抑制剂 ｌｉｎｉｆａｎｉｂ、ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ、
ｄａｓａｔｉｎｉｂ、ｓｏｒａｆｅｎｉｂ 作用下细胞下游信号通路中蛋白

激酶磷酸化水平的改变(图 ３Ａ)ꎬ结果表明:ｌｉｎｉｆａｎｉｂ

作用下 Ｓｒｃ 磷酸化水平显著下降 ( Ｐ < ０ ０１) (图

３Ｂ)ꎬ同时 ＥＲＫ 的磷酸化水平也下降(图 ３Ｃ)ꎻｂｏｓｕ￣
ｔｉｎｉｂ 也能够抑制 ＥＲＫ 的磷酸化水平(Ｐ<０ ０１)ꎻ当
应用 ＥＲＫ 抑制剂 ｓｏｒａｆｅｎｉｂ 作用于 ＧＤＭ￣１ 细胞ꎬ结
果显示:Ｓｒｃ 磷酸水平未见明显改变ꎬＥＲＫ 磷酸化水

平明显下降(Ｐ<０ ０１)ꎮ
２ ４　 蛋白激酶抑制剂联合 Ｍ￣ＣＳＦ 细胞因子对

ＧＤＭ￣１细胞增殖的影响

酪氨酸激酶抑制实验得到 ＳＦＫ 抑制剂 ｂｏｓｕｔｉｎｉｂꎬ
ｂｒａｆ 的抑制剂 ｓｏｒａｆｅｎｉｂ 对 ＧＤＭ￣１ 敏感ꎬｓｏｒａｆｅｎｉｂ 的

作用靶点众多ꎬ而 ＨＧ６￣６４￣１ 是 ｂｒａｆ 高选择性的激酶

抑制剂ꎮ 单独应用 ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ 或联合应用 ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ
与 Ｍ￣ＣＳＦꎬＧＤＭ￣１ 细胞增殖与对照组相比都处于完

全抑制状态(图 ４Ａ)ꎻ而单独使用 ＨＧ６￣６４￣１ꎬＧＤＭ￣１
细胞增殖与对照组相比受到抑制ꎬ联合 ＨＧ６￣６４￣１ 与

Ｍ￣ＣＳＦ 时 ＧＤＭ￣１ 细胞增殖能够恢复(图 ４Ｂ)ꎮ

３　 讨论

本研究通过 ＰＫＩｓ 研究急性髓系白血病细胞系

ＧＤＭ￣１ 的增殖机制ꎬ蛋白激酶抑制实验筛选出能够

抑制 ＧＤＭ￣１ 细胞增殖的靶向药物有 ｌｉｎｉｆａｎｉｂꎬｂｏｓｕ￣
ｔｉｎｉｂꎬＷＨ￣４￣０２３、ｄａｓａｔｉｎｉｂ 以及 ｓｏｒａｆｅｎｉｂꎮ ｄａｓａｔｉｎｉｂ、
ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ 抑制效果最佳ꎬ是 ＳＦＫ 选择性较高的激酶

抑制剂[１４]ꎬ说明 Ｓｒｃ 信号通路在 ＧＤＭ￣１ 的增殖中有

重要作用ꎮ 通过查询 ＣＯＳＭＩＣ 数据库[１５] (ｈｔｔｐｓ: / /
ｃａｎｃｅｒ ｓａｎｇｅｒ ａｃ ｕｋ / ｃｅｌｌ ＿ ｌｉｎｅｓ / ｓａｍｐｌｅ / ｏｖｅｒｖｉｅｗ? ｉｄ
＝ ９０６８７０)ꎬ ＧＤＭ￣１ 细胞 Ｓｒｃ 激酶家族中各成员均

Ａ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｆｒｏｍ ｗｈｏｌｅ ＧＤＭ￣１ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｉｎｉｆａｎｉｂꎬｂｏｓｕｔｉｎｉｂꎬ ｓｏｒａｆｅｎｉｂ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓꎻ Ｂ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ
ＧＡＰＤＨ ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｓｒｃꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ Ｓｒｃꎬ ∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ＧＡＰＤＨ ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＥＲＫ１ / ２ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ￣
ｔｉｏｎ ＥＲＫꎬ ∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 激酶抑制剂作用于 ＧＤＭ￣１细胞时内激酶磷酸化水平的变化

Ｆｉｇ ３　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ｉｎ ＧＤＭ￣１ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)
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Ａ ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｓｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｂｙ Ｍ￣ＣＳＦꎬ ∗Ｐ<０ ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ ＨＧ６￣６４￣１ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｉｔ ｄｉｄ ｎｏｔ ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗｈｅｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｓｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｂｙ Ｍ￣ＣＳＦꎬ ∗Ｐ<０ ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 ＰＫＩｓ 及细胞因子 Ｍ￣ＣＳＦ 联合作用于 ＧＤＭ￣１细胞

Ｆｉｇ ４　 ＧＤＭ￣１ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｏｓｕｔｉｎｉｂꎬＨＧ６￣６４￣１ ａｎｄ Ｍ￣ＣＳＦ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)

未存在突变[１６]ꎮ
Ｃｈａｓｅ 等[１７] 的研究中发现 ＧＤＭ￣１ 细胞在激酶

抑制剂 ｉｍａｔｉｎｉｂ 作用下能够通过抑制 ＣＳＦ１Ｒ 的磷酸

化水平来抑制细胞增殖ꎮ Ｍａｋｉｓｈｉｍａ 等[１８]的研究结

果证明 ｄａｓａｔｉｎｉｂ 能够抑制 ＧＤＭ￣１ 细胞的增殖ꎬ原因

在于其能够抑制众多激酶包括 ＳＦＫ 和 ＣＳＦ１Ｒ 的活

性ꎬ本实验结果与文献报道相一致ꎮ 在 ＣＳＦ１Ｒ 的激

酶抑制剂 ｌｉｎｉｆａｎｉｂ[１９￣２０] 作用下 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果

证明 在 ＧＤＭ￣１ 细胞中 ＣＳＦ１Ｒ 通过调控 Ｓｒｃ 及

ＭＡＰＫ 信号通路的活性来促进细胞增殖ꎮ
ＧＤＭ￣１ 细胞能够在 Ｍ￣ＣＳＦ 激活 ＣＳＦ１Ｒ 作用下

刺激细胞增殖ꎬ也证明 ＣＳＦ１Ｒ 在 ＧＤＭ￣１ 细胞增殖

中的重要作用ꎮ Ｃｈａｓｅ 等[１７] 的研究中对细胞系

ＧＤＭ￣１ ＣＳＦ１Ｒ 进行测序得到在第 １２ 外显子中存在

２００３Ｔ>Ｇ 错义突变ꎬ该突变会导致的氨基酸变化为

Ｙ５７１Ｄꎮ 伴随该突变使得 ＣＳＦ１Ｒ 处于一个持续高

活性状态ꎬ尤其是在细胞因子 Ｍ￣ＣＳＦ 刺激下ꎮ 本实

验结果也显示在 ＧＤＭ￣１ 细胞中加入细胞因子

Ｍ￣ＣＳＦꎬ细胞增殖明显升高ꎬ因此ꎬ伴 ＣＳＦ１Ｒ￣Ｙ５７１Ｄ
突变使 ＣＳＦ１Ｒ 增高对细胞因子 Ｍ￣ＣＳＦ 敏感性且受

体处于持续高活性状态ꎮ
在蛋白激酶抑制实验中也观察到 ｓｏｒａｆｅｎｉｂ 同样

可以抑制 ＧＤＭ￣１ 细胞的增殖ꎬ说明 ＭＡＰＫ 信号通路

在 ＧＤＭ￣１ 细胞的增殖中也发挥重要作用ꎮ 由于

ｓｏｒａｆｅｎｉｂ 能够抑制的激酶靶点众多[２１]ꎬＨＧ６￣６４￣１ 作

为 Ｂｒａｆ 的高选择性抑制剂来验证 ＧＤＭ￣１ 细胞中

ＭＡＰＫ 信号通路的重要性ꎮ 本研究发现当 ｂｏｓｕｔｉｎｉｂ
联合细胞因子Ｍ￣ＣＳＦꎬ ＧＤＭ￣１ 细胞的增殖被抑制ꎬ
而 ＨＧ６￣６４￣１ 联合Ｍ￣ＣＳＦ对细胞增殖作用不能被抑

制ꎬ说明当 Ｓｒｃ 信号通路被抑制后 ＣＳＦ１Ｒ 不能够通

过激活 ＭＡＰＫ 信号通路来促进细胞的增殖ꎻ而当

ＭＡＰＫ 信号通路被抑制ꎬＣＳＦ１Ｒ 仍可通过激活 Ｓｒｃ
信号通路的活性来促进细胞增殖ꎮ 因此ꎬＳｒｃ 信号

通路是 ＧＤＭ￣１ 细胞增殖的关键通路ꎬ而 ＭＡＰＫ 信号

通路是 ＧＤＭ￣１ 细胞增殖可替代的通路ꎮ
综上ꎬＧＤＭ￣１ 细胞存在 ＣＳＦ１Ｒ￣Ｙ５７１Ｄ 突变ꎬ

该突变使得 ＣＳＦ１Ｒ 自身活性提高ꎬ并招募下游信

号分子ꎬ尤其是 Ｓｒｃ 家族激酶ꎬ通过激活 Ｓｒｃ 信号

通路及 ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ促进细胞增殖ꎮ 本文通

过寻找在白血病细胞增殖中能够引起下游信号通

路活性增高的突变ꎬ为急性髓系白血病的增殖机

制研究提供研究思路ꎬ也为急性髓系白血病的治

疗提供新的靶标ꎮ

８４
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