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摘要：目的 探索共济失调毛细血管扩张突变蛋白（ＡＴＭ） ／核内不均一的核糖核蛋白 Ｋ（ｈｎＲＮＰＫ）信号在调控细胞

自噬参与髓系白血病细胞阿霉素耐药中的作用机制。 方法 用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＡＴＭ 在阿霉素敏感和耐药细胞

株中的表达水平差异。 ＡＴＭ 抑制剂及 ＲＮＡ 干扰技术抑制 ＡＴＭ 在耐药株中的表达水平。 在 ＡＴＭ 表达调变前后，
使用 ＣＣＫ８ 法检测耐药细胞株对阿霉素药物敏感性，以及使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测人微管相关蛋白轻链 ３Ⅰ ／Ⅱ
（ＬＣ３Ⅰ ／Ⅱ）及 ｈｎＲＮＰＫ 的表达水平。 结果 ＡＴＭ 在阿霉素耐药细胞株中的表达水平较敏感株明显增高，ＡＴＭ 抑制

剂及 ＲＮＡ 干扰法降低 ＡＴＭ 的表达水平后，耐药株对阿霉素的敏感性可以恢复，且自噬蛋白 ＬＣ３Ⅱ及 ｈｎＲＮＰＫ 的表

达与 ＡＴＭ 的表达变化一致。 结论 ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ 信号异常调控细胞自噬参与髓系白血病细胞阿霉素耐药。
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张进芳　 下调 ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ 信号降低髓系白血病细胞阿霉素耐药

　 　 儿童急性髓系白血病（ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＡＭＬ）的治疗仍以化疗为主，蒽环类药物依然具有

重要地位，化疗药物耐药是影响急性髓系白血病临床

疗效和预后的关键因素，而细胞自噬是调控白血病细

胞耐药的重要机制［１］。 课题组既往的研究结果发现，
髓系白血病阿霉素（ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ，ＡＤＭ）耐药与不均一

的核糖核蛋白 Ｋ（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏ⁃
ｐｒｏｔｅｉｎ Ｋ，ｈｎＲＮＰＫ）的过表达及细胞自噬水平升高

相关［２⁃３］，文献及生物信息学挖掘发现共济失调毛

细血管扩张突变蛋白（ ａｔａｘｉａ⁃ｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａ ｍｕｔａｔｅｄ，
ＡＴＭ）可能是调控 ｈｎＲＮＰＫ 的上游分子［４⁃５］，因此推

测，ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ 信号可能在调控细胞自噬及形成

白血病细胞阿霉素耐药机制中发挥作用。 在耐药的

髓系白血病细胞中 ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ 信号高表达，调控

细胞自噬为优势状态，使白血病细胞可以通过自我

更新抵抗化疗药物杀伤作用形成耐药表型。 本文拟

从细胞株中观察 ＡＴＭ 的表达水平变化与细胞自噬

及白血病细胞阿霉素耐药的关系，调变 ＡＴＭ 的表达

后检测 ｈｎＲＮＰＫ 的表达变化以明确 ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ
的上下游关系，并进一步观察 ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ 信号的

表达变化对自噬及白血病细胞阿霉素耐药的逆转

程度。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞与试剂

野生型人早幼粒白血病细胞系 ＨＬ６０， 阿霉素

耐药的 ＨＬ６０ 细胞株 ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ， 野生型人慢性粒

细胞白血病细胞系 Ｋ５６２ 和阿霉素耐药的 Ｋ５６２ 细

胞株 Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ（均为广东省人民医院儿科培养）；
ＣＣＫ８ 试剂（碧云天生物技术公司）；兔抗人 ＡＴＭ、
ｈｎＲＮＰＫ、 微 管 相 关 蛋 白 轻 链 ３ （ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ，ＬＣ３）Ⅰ ／ Ⅱ、甘油醛３ 磷

酸 脱 氢 酶 （ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅ⁃
ｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）及辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅ ｒａｄｉｓｈ ｐｅｒ⁃
ｏｘｉｄａｓｅ， ＨＲＰ ） 标 记 的 羊 抗 兔 二 抗 抗 体 （ Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司）；转染试剂 Ｘ⁃ｔｒｅｍｅ ＧＥＮＥ ｓｉＲＮＡ（罗
氏公司）；自噬抑制剂 ３ 甲基腺嘌呤（３⁃ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎ⁃
ｉｎｅ，３⁃ＭＡ）、巴弗洛霉素 Ａ１ （ ｂａｆｉｌｏ⁃ｍｙｃｉｎ Ａ１，Ｂａｆ⁃
Ａ１） 以及 ＡＴＭ 抑制剂 ＫＵ⁃５５９３３ （ Ａｂｃａｍ 公司）；
ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基 （ Ｇｉｂｃｏ 公司）； ＲＮＡ 提取试剂

ＴＲＩｚｏｌ、反转录 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ、ＰＣＲ 反应

试剂 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ （ ＴａＫａＲａ 公司）； ｓｉＲＮＡ
ＡＴＭ（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞的培养及分组处理：将 Ｋ５６２，ＨＬ６０ 细胞

培养于 １０％胎牛血清 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 细胞培养液， 置

３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱，Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ，ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ 细胞

中则常规加入 ０􀆰 ８ μｇ ／ ｍＬ ＡＤＭ 培养，收集对数增殖

期细胞进行实验。 ＲＮＡ 干扰法建立低表达 ＡＴＭ 的

Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ 和 ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ 细胞株：将（１ ～ ４） ×１０５ 细

胞接种于 ６ 孔板，细 胞 贴 壁 率 在 ２４ ｈ 后 可 达

７０％～９０％，将 Ｘ⁃ｔｒｅｍｅ ＧＥＮＥ ｓｉＲＮＡ 转染试剂用无血

清培养基稀释，并按照 ５ ∶ １ 比例和 ＡＴＭ ｓｉＲＮＡ 混

合，转染试剂 ／ ｓｉＲＮＡ 复合物 （２００ μＬ，转染浓度

５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）制备后，加入 ６ 孔板中并进行３７ ℃ ２４ ｈ
孵育，更换胎牛血清培养基，继续培养 ３～８ ｈ， ＰＣＲ 及

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＴＭ 的表达水平，命名为 Ｋ５６２ ／
ＡＤＭ⁃ＡＴＭ⁃ｓｉＲＮＡ，ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ⁃ＡＴＭ⁃ｓｉＲＮＡ，相应空白

干 扰 对 照 组 为： Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｓｉＲＮＡ， ＨＬ６０ ／
ＡＤＭ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｓｉＲＮＡ。 ＡＴＭ 抑制剂 ＫＵ⁃５５９３３ 作用浓

度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ，自噬抑制剂 ３⁃ＭＡ 作用浓度为

５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，自噬抑制剂 Ｂａｆ⁃Ａ１ 作用浓度为１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＴＭ， ｈｎＲＮＰＫ， ＬＣ３Ⅰ ／
Ⅱ表达：参照 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 仪器操作手册，进行 １２％
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，上样量为 ８０ μｇ，５％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ
后，分别与抗 ＡＴＭ， ｈｎＲＮＰＫ， 抗 ＬＣ３Ⅰ ／ Ⅱ和抗

ＧＡＰＤＨ 抗体 ４ ℃孵育过夜。 加 ＨＲＰ 标记的二抗

后在暗室曝光和显影。 经凝胶成像系统扫描各电

泳条带，读取吸光度代表蛋白质的含量。 校正结

果为目标蛋白与内参 ＧＡＰＤＨ 的比值，以均数±标
准差（ｘ±ｓ）表示。
１􀆰 ２􀆰 ３　 荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ 表达：收
集对数增殖期细胞，ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ（３×１０７ 细

胞 ／ ｍＬ），反转录为 ｃＤＮＡ，荧光定量 ＰＣＲ 反应使用

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 体系， 按说明书执行，上机

ＡＢＩ７５００ ＰＣＲ 仪检测，反应条件为：９５ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃
４５ ｓ， ４０ 个循环。 ＧＡＰＤＨ 为内参。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＣＣＫ８ 法检测细胞活力：按照 ＣＣＫ８ 试剂进

行操作，将各组细胞加入 ９６ 孔板，每孔细胞数调整

为 ５×１０４ ／ １００ μＬ，孵育 ２４ ｈ 后，加入梯度浓度阿霉

素（０～６２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ），４８ ｈ 检测细胞活力，细胞抑制

率按公式［１－（Ａｔｒｅａｔｅｄ－Ａｂｌａｎｋ） ／ （Ａｃｏｎｔｒｏｌ－Ａｂｌａｎｋ）］ ×１００％
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２４􀆰 ４４（１２）

计算。 加入二甲基亚砜处理及未处理细胞均作为对

照组。
１􀆰 ３　 统计学分析

数据处理使用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 统计软件，各组数据以

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，２ 组之间的比较，如果方差

不齐，使用 ｔ′检验，如果方差齐，使用 ｔ 检验，多组之间

的比较，如果方差不齐，用近似 Ｗｅｌｃｈ 法，如果方差

齐，则用单因素方差分析。 组内多重比较，如果方差

不齐则用 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓ Ｔ３ 法，如果方差齐采用 ＬＳＤ 法。

２　 结果

２􀆰 １　 ＡＴＭ 在阿霉素耐药白血病细胞株中过表达

耐药株 Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ，ＨＬ⁃６０ ／ ＡＤＭ 中 ＡＴＭ 表达

量显著高于野生型 Ｋ５６２，ＨＬ⁃６０ 细胞（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）

（图 １Ａ～ Ｄ）。
２􀆰 ２　 阿霉素耐药白血病细胞株中自噬增强，抑制自

噬水平后 ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ 表达降低

阿霉素耐药的 Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ， ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ 细胞

中，ＬＣ３Ⅱ的表达量显著高于野生型 Ｋ５６２，ＨＬ６０ 细

胞（图 ２Ａ～ Ｃ） （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 自噬抑制剂 ３⁃ＭＡ 以及

Ｂａｆ⁃Ａ１ 可以减低耐药株 Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ、ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ 中

ＬＣ３Ⅱ表达水平， ３⁃ＭＡ 以及 Ｂａｆ⁃Ａ１ 作用下检测

ＡＴＭ 及 ｈｎＲＮＰＫ 的表达， 结果在耐药株 Ｋ５６２ ／
ＡＤＭ、ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ 中，ＡＴＭ 及 ｈｎＲＮＰＫ 表达水平降

低（图 ２Ａ～Ｃ）（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 下调 ＡＴＭ 表达后 ｈｎＲＮＰＫ 和 ＬＣ３Ⅱ表达

降低

Ｋ５６２／ ＡＤＭ⁃ＡＴＭ⁃ｓｉＲＮＡ、 ＨＬ６０／ ＡＤＭ⁃ＡＴＭ⁃ｓｉＲＮＡ

Ａ， Ｂ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐ⁃ＡＴＭ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｋ５６２ ａｎｄ Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ； Ｃ， Ｄ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐ⁃ＡＴＭ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＬ６０ ａｎｄ ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｋ５６２
ｏｒ ＨＬ６０．

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐ⁃ＡＴＭ 在各细胞株中的表达水平

Ｆｉｇ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ⁃ＡＴＭ ｉｎ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

Ａ􀆰 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＴＭ， ｈｎＲＮＰＫ ａｎｄ ＬＣ３Ⅰ ／Ⅱｉｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ３⁃ＭＡ ／
Ｂａｆ⁃Ａ１ｔｒｅａｔｅｄ； Ｂ，Ｃ􀆰 ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｋ５６２ ｏｒ ＨＬ６０，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ ｏｒ ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ．

图 ２　 ＡＴＭ， ｈｎＲＮＰＫ， ＬＣ３Ⅰ／Ⅱ在各细胞株中的蛋白表达水平以及 ３⁃ＭＡ ／ Ｂａｆ⁃Ａ１ 作用后的表达变化

Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＴＭ， ｈｎＲＮＰＫ ａｎｄ ＬＣ３Ⅰ／Ⅱｉｎ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｅｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ３⁃ＭＡ ／ Ｂａｆ⁃Ａ１
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张进芳　 下调 ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ 信号降低髓系白血病细胞阿霉素耐药

细胞株中 ＡＴＭ 表达较 Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ、ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ 细胞

株减 低， 较 空 白 对 照 Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｓｉＲＮＡ、
ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｓｉＲＮＡ 细胞株减低（图 ３Ａ，Ｃ ～
Ｅ） （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ 和 ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ 细胞

系比较，ｈｎＲＮＰＫ 及自噬蛋白 ＬＣ３Ⅱ在 Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ⁃
ＡＴＭ⁃ｓｉＲＮＡ 及 ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ⁃ＡＴＭ⁃ｓｉＲＮＡ 细胞株中表

达均降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），而在 Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｓｉＲＮＡ
及 ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｓｉＲＮＡ 细胞株中表达无明显

变化（图 ３Ｂ，Ｃ～Ｅ）（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

ＡＴＭ 激酶抑制剂 ＫＵ５５９３３ 抑制耐药株中 ＡＴＭ
的表达，与 Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ 和 ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ 细胞株比较，
ｈｎＲＮＰＫ 及自噬蛋白 ＬＣ３Ⅱ在 Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ⁃ＫＵ５５９３３
及 ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ⁃ＫＵ５５９３３ 细胞株中表达均降低（图
３Ｂ，Ｃ～Ｅ）（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ４　 下调耐药细胞株中 ＡＴＭ 表达后药物敏感

恢复

相同阿霉素浓度处理 ２４ ｈ，相比 Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ
和 ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ 细胞，Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ⁃ＡＴＭ⁃ｓｉＲＮＡ、Ｋ５６２ ／

Ａ， Ｂ􀆰 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＭ ａｎｄ ｈｎＲＮＰＫ ｉｎ Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ ａｎｄ ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ ｃｅｌｌｓ； Ｃ－Ｅ． Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＡＴＭ， ｔ⁃ＡＴＭ， ｈｎＲＮＰＫ ａｎｄ ＬＣ３Ⅰ ／Ⅱ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ；
∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ ｏｒ Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｓｉＲＮＡ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ ｏｒ ＨＬ６０ ／
ＡＤＭ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｓｉＲＮＡ

图 ３　 各细胞株在 ＡＴＭ 表达调变前后 ｈｎＲＮＰＫ 以及 ＬＣ３Ⅰ／Ⅱ的表达变化

Ｆｉｇ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｎＲＮＰＫ ａｎｄ ＬＣ３Ⅰ／Ⅱｗｈｅｎ ＡＴＭ ｗａｓ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２４􀆰 ４４（１２）

ＡＤＭ⁃ＫＵ５５９３３、ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ⁃ＡＴＭ⁃ｓｉＲＮＡ、ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ⁃
ＫＵ５５９３３ 细胞株的细胞活力明显下降，即对于阿霉

素的药物敏感性有所恢复（Ｐ＜０􀆰 ０５），而在 Ｋ５６２ ／
ＡＤＭ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｓｉＲＮＡ 以及 ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｓｉＲＮＡ
的细胞活力无明显变化（图 ４）。

∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ ｏｒ Ｋ５６２ ／ ＡＤＭ⁃
ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｓｉＲＮＡ， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ ｏｒ
ＨＬ６０ ／ ＡＤＭ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ⁃ｓｉＲＮＡ．

图 ４　 ＣＣＫ８ 法检测各细胞株 ＡＤＭ 敏感性

Ｆｉｇ ４　 ＡＤＭ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ
　 　 　 ｂｙ ＣＣＫ８ ａｓｓａｙ

３　 讨论

目前，蒽环类药物耐药是影响儿童急性髓系

白血病（ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）预后的主要

因素，难治性白血病长期生存率仍只有 ５０％左

右［６］ 。 白血病细胞耐药机制复杂，至今未完全阐

明，已知包括骨髓微环境异常，细胞粘附异常、凋
亡受阻等［７］ 。

ＡＴＭ 蛋白是一种丝氨酸 ／苏氨酸激酶，分子量

约为 ３５０ ｋｕ，属于磷脂酰肌醇激酶样蛋白激酶

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３ ｋｉｎａｓｅ⁃ ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ， ＰＩＫＫ） 家

族［８⁃９］。 研究提示， ＡＴＭ 参与 ＤＮＡ 损伤修复、 细胞

周期调控、细胞凋亡等一系列生物学过程［１０］。 ＡＴＭ
蛋白还可参与氧化还原平衡、调控 Ｃａ２＋ 与 Ｋ＋ 的迁

移、胰岛素信号途径、促进线粒体自噬等［１１］。 文献

报道，细胞质内的 ＡＴＭ 作为活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ） 感受器， 可降低雷帕霉素靶蛋白

（ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ， ｍＴＯＲ）对自噬的抑

制，促进自噬发生［１２］。 在肿瘤耐药研究中，ＡＴＭ 过

表达是软组织肉瘤 ＡＴＲ 抑制剂耐药的驱动因素，联
合 ＡＴＭ 及 ＡＴＲ 抑制剂可逆转软组织肉瘤耐药［１３］。
综上，ＡＴＭ 蛋白在自噬及肿瘤细胞耐药机制中均发

挥作用，但其在白血病阿霉素耐药中的机制研究

较少。
本课题组既往的研究提示，ｈｎＲＮＰＫ 可能通过

苄氯素 １（Ｂｅｃｌｉｎ １）调节自噬水平，ｈｎＲＮＰＫ 过表

达与慢性粒细胞白血病伊马替尼耐药相关，与髓

系白血病阿霉素耐药相关［１４］ 。 文献及生物信息学

ＳＴＲＩＮＧ 数据库分析预测，ＡＴＭ 与 ｈｎＲＮＰＫ 可能相

互作用［５］ ，ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ 信号与髓系白血病阿霉

素耐药机制值得进一步研究。 本文以细胞株为研

究对象，发现 ＡＴＭ 蛋白在阿霉素耐药细胞株中过

表达，且 ＡＴＭ 过表达与自噬增强有关，下调 ＡＴＭ
表达后，细胞株自噬减低及阿霉素耐药逆转，表
明，ＡＴＭ 过表达是髓系白血病细胞阿霉素耐药的

因素之一，可能与自噬增强有关。 ＡＴＭ 调变前后

ｈｎＲＮＰＫ 的表达变化与其保持一致，与自噬蛋白

ＬＣ３Ⅱ的表达一致，抑制自噬后，ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ 信

号表达亦可降低，表明，ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ 信号轴表达

增高对于自噬及耐药有增强作用，验证了 ＡＴＭ ／
ｈｎＲＮＰＫ 信号与自噬及髓系白血病耐药相关性。
但本研究结果局限于细胞株，仍需要动物实验及

骨髓样本进一步验证。
综上，本文探索了 ＡＴＭ ／ ｈｎＲＮＰＫ 信号调控细胞

自噬及在髓系白血病阿霉素耐药中的作用，为克服

髓系白血病阿霉素耐药提供了可能的新靶点。
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本刊稿件格式要求（２）

２􀆰 １　 摘要：一般以第三人称撰写，采用“结构式摘要”，包括目的（Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ）、方法（Ｍｅｔｈｏｄｓ）、 结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）
和结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）４ 部分。 摘要应具有独立性和自明性，宜 ３００～４００ 字。 英文缩写在摘要中首次出现时用

“中文全称（英文缩写）”格式。 关键词 ５ 个以内。 在关键词下行标注中图分类号（按中国图书馆分类法第四

版查阅）。 中、英文摘要及关键词应一致。
２􀆰 ２　 引言：应引用近期参考文献，概述该领域的国内外研究现状及存在的主要问题，明确提出本研究的立题

依据、目的及意义，一般 ４００ 字以内。 英文缩写在正文中首次出现时用“中文全称（英文全称，英文缩写）”
格式。
２􀆰 ３　 方法：新方法或有特殊程序者应写明白。 常用方法或可引用参考文献者不必详述，写明“见参考文献

［文献序号］”即可。
２􀆰 ４　 结果：只列实验结果，不重复方法，不对结果进行分析、评述。 图、表均须有中、英文题目，题目应具有自

明性，图表的标目需写完整，图表内的内容及注释只用英文（注：短篇综述和医学教育栏目的图表内容及注

释只用中文）。 表格使用“三线表”； 计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，注明例数（ｎ）；图的标值线分别在

横坐标的上侧及纵坐标的右侧；镜下图片应清晰易辨，标明放大倍数。
２􀆰 ５　 讨论：应紧扣实验结果进行讨论，不重复具体方法和结果，一般在 ８００ 字以内。
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