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　　　　骨髓基质细胞及 ＶＬＡ４抗体对儿童白血病
细胞凋亡影响的研究

李仲霞　贾秀红　李建厂　韩琳

（滨州医学院附属医院儿科，山东 滨州　２５６６０３）

　　［摘　要］　目的　研究骨髓基质细胞（ＢＭＳＣｓ）对儿童白血病细胞的保护作用及细胞粘附分子缓慢抗原４
（ＶＬＡ４）抗体对原代白血病细胞凋亡的影响。方法　分离儿童白血病骨髓单个核细胞，培养 ＢＭＳＣｓ及白血病细
胞。实验分４个组：①白血病细胞单独培养组（对照组）；②ＢＭＳＣｓ＋白血病细胞组（ＢＭＳＣｓ组）；③ＢＭＳＣｓ上清＋
白血病细胞组（上清组）；④ＢＭＳＣｓ＋白血病细胞＋ＶＬＡ４抗体组（抗体组）。流式细胞仪检测各组白血病细胞的凋
亡率，ＲＴＰＣＲ方法检测各组白血病细胞ｓｕｒｖｉｖｉｎ和ｂｃｌ２基因的表达。结果　ＢＭＳＣｓ组和上清组的白血病细胞凋
亡率均低于对照组，Ｐ＜０．０５。与ＢＭＳＣｓ组和上清组比较，抗体组的凋亡率显著增高，Ｐ＜０．０５。抗体组１２ｈ的凋
亡率与２４ｈ的凋亡率比较，差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１。与ＢＭＳＣｓ组和上清组比较，抗体组ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｂｃｌ２基因的
表达均有降低，Ｐ＜０．０５。结论　ＢＭＳＣｓ对白血病细胞有保护作用，ＶＬＡ４抗体能够抑制白血病 ＢＭＳＣｓ与白血病
细胞间的粘附，促进白血病细胞的凋亡。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（１１）：８９７－９０１］
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）ｕｐｏｎｃｈｉｌｄｈｏｏｄｌｅｕｋｅｍｉａ
ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＶＬＡ４ａｎｔｉｂｏｄｙｉｎｖｉｔｒｏｏｎｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＢＭＳＣｓｆｒｏｍｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈａｃｕｔｅ
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ｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ．Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｉｎｃｌｕｄｅｄｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ：ｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓａｌｏｎｅ（ｃｏｎｔｒｏｌ），ｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ＋ＢＭＳＣｓ，ｌｅｕｋｅｍｉａ
ｃｅｌｌｓ＋ＢＭＳＣｓｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｎｄｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ＋ＢＭＳＣｓ＋ＶＬＡ４ａｎｔｉｂｏｄｙ．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｆｏｕｒ
ｇｒｏｕｐｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣｄｏｕｂｌｅｌａｂｅｌｅｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｕｒｖｉｖｉｎａｎｄｂｃｌ２ｇｅｎｅｓｉｎ
ｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓｗａｓａｓｃｅｒｔａｉｎｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ＋ＢＭＳＣｓ
ａｎｄｔｈｅｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ＋ＢＭＳＣｓｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｇｒｏｕｐｓｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｅｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ＋ＢＭＳＣｓａｎｄｔｈｅｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ＋ＢＭＳＣｓｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｇｒｏｕｐｓ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ
ＶＬＡ４ａｎｔｉｂｏｄｙｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５）．ＩｎｔｈｅＶＬＡ４ａｎｔｉｂｏｄｙｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｌｅｕｋｅｍｉａ
ｃｅｌｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｐｒｏｌｏｎｇｅｄｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｂｅｔｗｅｅｎ１２ｈｒｓａｎｄ２４
ｈｒｓａｆｔｅｒＶＬＡ４ａｎｔｉｂｏｄｙｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｕｒｖｉｖｉｎａｎｄｂｃｌ２ｇｅｎｅｓｉｎｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓｆｒｏｍｔｈｅ
ＶＬＡ４ａｎｔｉｂｏｄｙｇｒｏｕｐｓｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｆｒｏｍｔｈｅｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ＋ＢＭＳＣｓａｎｄｔｈｅｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ＋ＢＭＳＣｓ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＢＭＳＣｓｐｌａｙｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｓｏｎｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ．ＶＬＡ４ａｎｔｉｂｏｄｙｃａｎｂｌｏｃｋ
ｔｈｅａｄｈｅｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＢＭＳＣｓａｎｄｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１０，１２（１１）：８９７－９０１］
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　　近年来随着对白血病研究的深入，发现骨髓基
质细胞（ＢＭＳＣｓ）在白血病细胞恶性克隆的选择、增
殖、分化、迁移和抗凋亡中起重要作用［１］。研究表

明ＢＭＳＣｓ是白血病细胞存活的必要条件之一，原因
在于ＢＭＳＣｓ表面的纤维连接蛋白（Ｆｎ）与白血病细
胞表面的粘附分子的相互作用，特别是与白血病细
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胞表面的缓慢抗原４（ＶＬＡ４）之间的粘附作用［２］，

但以往对于ＢＭＳＣｓ与白血病的关系的研究，多是应
用骨髓基质细胞株或白血病细胞株。为了更真实地

模拟白血病患儿骨髓微环境，本实验通过分离培养

初诊白血病患儿的 ＢＭＳＣｓ及白血病细胞，采用
ＶＬＡ４抗体阻断 Ｆｎ与 ＶＬＡ４之间的粘附，观察其
对白血病细胞凋亡的影响；检测各组白血病细胞抗

凋亡基因ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｂｃｌ２的表达变化，探求治疗白血
病的全新策略。

１　材料与方法

１．１　骨髓样本
收集２００８年８月至１２月入院的急性白血病患

儿共２９例，其中男１５例、女１４例，年龄范围：１０月
至１４岁。每例抽取骨髓２ｍＬ左右。
１．２　主要仪器与试剂

超净工作台购自苏净集团安泰公司，人淋巴细

胞分离液购自天津ＴＢＤ公司，优等胎牛血清购自美
国ＰＡＡ，显微镜数码照相系统（ＢＸ５１）购自日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，超纯水仪购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，流式细
胞仪购自美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司，化学发光凝胶
成像系统购自美国 Ｂｉｏｒｏｄ，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋
亡检测试剂盒购自美国 Ｂｉｐｅｃ公司，总 ＲＮＡ提取试
剂盒为ＴＩＡＮＧＥＮ产品，ＲＴＰＣＲ试剂盒为宝生物产
品，ＶＬＡ４抗体为英国Ａｂｃａｍ公司产品。
１．３　实验方法
１．３．１　单个核细胞（２～４ｈ内）的分离　　取２ｍＬ
骨髓标本，加入 ２倍体积人淋巴细胞分离液，
１５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集中间白膜层，ＰＢＳ洗涤
细胞两次，弃上清，将沉淀细胞按浓度为１×１０６／Ｌ
单个核细胞悬液（含有 ＢＭＳＣｓ和白血病细胞）５ｍＬ
接种于一次性塑料培养瓶内（分２瓶，一瓶用于培
养ＢＭＳＣｓ，另一瓶用于培养白血病细胞），置３７℃、
饱和湿度、５％ＣＯ２培养箱内，以含１０％胎牛血清、
２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺的Ｄ／Ｆ１２培养液培养。
１．３．２　ＢＭＳＣｓ及白血病细胞的培养、换液、传代　
　　ＢＭＳＣｓ瓶２～３ｄ后首次换液，弃上清，换新鲜
培养液，培养瓶中贴壁的细胞多数是 ＢＭＳＣｓ。视细
胞生长的快慢，ＢＭＳＣｓ约每３～５ｄ换液一次，７～
８ｄ传代一次。待 ＢＭＳＣｓ融合 ８０％以上时，用含
０．０２％ＥＤＴＡ０．２５％胰蛋白酶室温消化５ｍｉｎ，倒置
相差显微镜下观察细胞分离、收缩变圆即可终止消

化，弃去胰蛋白酶，加入新鲜的含１０％胎牛血清的
Ｄ／Ｆ１２培养液，用弯头吸管反复有序轻轻吹打贴壁

细胞，使其成为均匀的细胞悬液，细胞密度按 １∶２
传代。

白血病细胞瓶中悬浮细胞即为白血病细胞，约

２～３ｄ半量常规换液（白血病细胞培养瓶内含
ＢＭＳＣｓ及某些可溶性细胞因子），３～４ｄ传代，换
液、传代时保留部分瓶内原培养液。倒置显微镜下

观察ＢＭＳＣｓ和白血病细胞的生长情况并记录。
１．３．３　实验分组　　 实验分４个组：①白血病细
胞单独培养组（对照组）；②ＢＭＳＣｓ＋白血病细胞组
（ＢＭＳＣｓ组）；③ＢＭＳＣｓ上清 ＋白血病细胞组（上清
组）；④ＢＭＳＣｓ＋白血病细胞 ＋ＶＬＡ４抗体组（抗
体组）。

１．３．４　各组白血病细胞凋亡率的检测　　取第２
代融合达８０％以上的 ＢＭＳＣｓ接种于２４孔培养板，
贴壁培养２４ｈ后加入对数生长期的白血病细胞２×
１０５／ｍＬ共培养 ２４ｈ，ＶＬＡ４抗体 １５μｌ／ｍＬ，作用
１２ｈ、２４ｈ时，收集各组白血病细胞，０℃ ＰＢＳ洗涤
细胞２次，按ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒
操作说明进行操作，进行流式细胞仪检测。

１．３．５　ＲＴＰＣＲ检测基因 ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｂｃｌ２的表达　
　　于２４ｈ时收集２４孔培养板内剩余的白血病细
胞，参照总ＲＮＡ提取试剂盒说明书提取各组白血病
细胞总ＲＮＡ。紫外分光光度计测定总 ＲＮＡ的吸光
度（Ａ）值，波长２６０ｎｍ与２８０ｎｍ处的吸光度 Ａ比
值为１．８～２．０。

引物和内参序列：①ｓｕｒｖｉｖｉｎｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＡＧ
ＣＴＧＣＡＧＧＴＴＣＣＴＴＡＴＣ３′，ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＡＣＡＧＣＡ
ＴＣＧＡＧＣＣＡＡＧＴＣＡＴ３′，目的基因４３４ｂｐ［３］；②
ｂｃｌ２ｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＧＣＴＧＧＧＡＴＧＣＣＴＴＴＧＴＧ３′，ｒｅ
ｖｅｒｓｅ５′ＧＣＣＡＡＡＣＴＧＡＧＣＡＧＡＧＴＣＴＴＣＡＧ３′，
目的基因 ９３ｂｐ［４］；③βａｃｔｉｎｆｏｒｗａｒｄ５′ＣＡＴＧＴＡ
ＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ３′，ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＣＴＣＣＴＴ
ＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ３′，目的基因２２５ｂｐ。取
总ＲＮＡ５μｌ，加入１μＬｏｌｉｇｏ（ＤＴ），１μＬ逆转录酶
等试剂，３０℃ １０ｍｉｎ，４２℃ ３０ｍｉｎ，９９℃ ５ｍｉｎ，５０℃
５ｍｉｎ合成ｃＤＮＡ。

ｃＤＮＡ３μＬ，引物 ｆｏｒｗａｒｄ／ｒｅｖｅｒｓｅ各 ０．５μＬ，
５Ｕ／μＬＴａｑ酶０．１２μＬ，９４℃ ２ｍｉｎ１个循环；９４℃
３０ｓ，６０℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ１５ｓ，３０个循环。取ＰＣＲ
产物５μＬ上样于１．８％２％琼脂糖凝胶中，０．５×
ＴＢＥ缓冲液，８０Ｖ电压下电泳４５ｍｉｎ，紫外灯下观
察并摄像。结果以化学发光凝胶成像系统分析，以

ｓｕｖｉｖｉｎ、ｂｃｌ２基因与βａｃｔｉｎ基因扩增产物电泳带的
灰度比值（ＯＤＲ）表示 ｓｕｖｉｖｉｎ、ｂｃｌ２基因 ｍＲＮＡ表
达水平。

·８９８·



第１２卷第１１期
２０１０年１１月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１２Ｎｏ．１１
Ｎｏｖ．２０１０

１．４　统计学分析
采用 ＳＰＳＳ１３．０软件，应用 ＫＷ 秩和检验

（ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＴＥＳＴ）进行统计学分析，数据以均
数和标准差（ｘ±ｓ）表示，以 α＝０．０５为检验水准，
多组间的两两比较，α／＝α／ｍ，ｍ＝［ｇ×（ｇ１）］／２，ｇ
为组数。

２　结果

２．１　原代白血病细胞和ＢＭＳＣｓ光镜下形态观察
刚分离出的单个核细胞，包括白血病细胞和

ＢＭＳＣｓ，形态大小不均一，但状态良好。白血病细

胞随培养时间的延长易自发凋亡，但与 ＢＭＳＣｓ混
合培养的白血病细胞存活时间较长可用于实验。

ＢＭＳＣｓ为不同细胞形态所组成的异质细胞群，以
梭形细胞为主，培养２４～４８ｈ后部分细胞贴壁，随
后形成散在分布的细胞小团簇；至第 ５天细胞以
集落方式生长，形态呈短梭形，有粗大突起伸出；

第７天细胞数目增多，胞体增大，呈鱼群样、旋涡
状或放射状生长，传代后ＢＭＳＣｓ呈均匀生长，且形
态相对均一。实验采用密度梯度分离及贴壁培养

方法纯化 ＢＭＳＣｓ，随 ＢＭＳＣｓ的传代，其纯度增高，
但其贴壁活性减弱，增殖减慢，故选用第 ２代
ＢＭＳＣｓ用于实验。见图１。

　　图１　白血病细胞和ＢＭＳＣｓ的形态（×２００）　Ａ：培养７ｄ的ＢＭＳＣｓ，细胞呈梭形，放射状、旋涡状生长；Ｂ：白血病细胞
刚分离出，白血病细胞大小均匀，圆而透亮；Ｃ：白血病细胞和ＢＭＳＣｓ共培养４８ｈ，白血病细胞大小均匀，呈圆形，可见细胞核；Ｄ：

白血病细胞与ＢＭＳＣｓ共培养５ｄ换液后，白血病细胞与ＢＭＳＣｓ生长状态均良好。

２．２　各组凋亡率的比较
同一时间点内，ＢＭＳＣｓ组和上清组的白血病细胞

凋亡率均低于对照组，Ｐ＜０．０５；抗体组与ＢＭＳＣｓ组或
上清组比较，白血病细胞早期凋亡率（ＡｎｎｅｘｉｎⅤ＋ＰＩ－）
明显增高，差异有统计学意义，Ｐ＜０．０５；而ＢＭＳＣｓ和上
清组比较，以及抗体组和对照组比较，白血病细胞的凋

亡率差异无统计学意义。不同时间点内，即ＢＭＳＣｓ组
和上清组１２ｈ和２４ｈ的早期凋亡率，差异无统计学意
义，而对照组和抗体组２４ｈ的早期凋亡率均高于１２ｈ，
差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１。见图２。
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　　图２　各组白血病细胞在不同时间点的早期凋亡率（ｎ＝２９）
　ａ：与同组１２ｈ早期凋亡率比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与同一时间点对照组
比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与同一时间点ＢＭＳＣｓ组和上清组比较，Ｐ＜０．０５。

２．３　各组ｓｕｒｖｉｖｉｎ和ｂｃｌ２基因的表达
ＢＭＳＣｓ组的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｂｃｌ２基因的表达水平最

高，而抗体组的表达量较低。见图３。
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　　图３　ｓｕｒｖｉｖｉｎ和ｂｃｌ２电泳结果　泳道１～４分别为抗体
组、上清组、ＢＭＳＣｓ组、对照组，泳道５为１００ｂｐｍａｒｋｅｒ；ｓｕｒｖｉｖｉｎ（４３４

ｂｐ），βａｃｔｉｎ（２２５ｂｐ），ｂｃｌ２（９３ｂｐ）。

２９例急性白血病中，２３例有 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的表
达，表达率高达 ７９％；２８例有 ｂｃｌ２基因的表达。
ＢＭＳＣｓ组抗凋亡基因表达量最多，ｓｕｒｖｉｖｉｎ为（７５．９±
３．２）％，ｂｃｌ２为（７０．４±３．４）％，上清组的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ、
ｂｃｌ２表达量分别为（７５．５±３．７）％、（６８．１±３．１）％，
仅次于ＢＭＳＣｓ组，两组之间ｓｕｒｖｉｖｉｎ和ｂｃｌ２的表达
·９９８·
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差异无统计学意义，但均高于对照组，差异有统计学

意义，Ｐ＜０．０５。抗体组ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｂｃｌ２基因的表达较
ＢＭＳＣｓ组或上清组显著降低，分别为（６２．９±２．４）％
和（３７．４±５．４）％，差异有统计学意义，Ｐ＜０．０５。
见图４。
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　　图４　各组ｓｕｒｖｉｖｉｎ和ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达情况（ｎ＝２９）　
ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与ＢＭＳＣｓ组和上清组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

儿童白血病ＢＭＳＣｓ易于取材，但实验中分离获
得的ＢＭＳＣｓ的纯度对实验结果的可信度有重要意
义。Ｈｕｎｇ等［５］研究发现以密度梯度分离法和贴壁

筛选法相结合得到的 ＢＭＳＣｓ在培养的第一代时纯
度可达到９５％，在培养第二代时则超过９８％，本实
验也采用密度梯度分离法和贴壁筛选法相结合得到

纯度较高的 ＢＭＳＣｓ。白血病细胞离体后存活时间
比较短，单独在体外培养时，不易存活。若无骨髓起

源的基质滋养层，幼稚的正常Ｂ细胞或 Ｂ系急性淋
巴细胞白血病（ＢＡＬＬ）白血病细胞在体外迅速死
亡［６］。在没有外源性细胞因子参与的情况下，将慢

性淋巴细胞性白血病（ＣＬＬ）细胞直接置于骨髓基质
细胞上，ＣＬＬ白血病细胞的凋亡明显减少，细胞存活
增多［７］。Ｍａｎａｂｅ等［８］研究前的实验表明 ＢＭＳＣｓ及
其分泌的可溶性细胞因子在减少白血病细胞凋亡中

起重要作用。

为了更好地模拟白血病患儿的骨髓微环境，本

实验没有添加任何外源性的细胞因子、生长因子。

只是采用以下两种方法以保证得到状态较好的白血

病细胞：一是每次半量换液，保留一部分 ＢＭＳＣｓ分
泌的可溶性细胞因子，虽然培养液中残留有细胞的

代谢产物，但本实验结果显示它的毒害作用可以忽

略，因为细胞从从半量换液中获得了其生存所需的

重要环境。二是离心、洗涤、换液后将白血病细胞加

入ＢＭＳＣｓ瓶内以维持白血病细胞的存活。本研究
结果表明，在ＢＭＳＣｓ或其分泌的某些未知的细胞因

子的存在下，白血病细胞在体外能生存较长的时间，

生长状态较好。证明 ＢＭＳＣｓ对白血病细胞的确具
有保护作用，即ＢＭＳＣｓ可以使白血病细胞免于失巢
凋亡（细胞由于与细胞外基质失去联系而发生的

凋亡）。

已有研究证实源自急性白血病患者 ＣＤ１３３＋／
ＣＤ３４＋干细胞的 ＢＭＳＣｓ能在骨髓基质中形成毛细
管样的结构，即血管发生模拟，急性白血病患者的

ＢＭＳＣｓ功能异常可导致微血管密度的改变［９］，促发

白血病的生成，影响白血病细胞的凋亡。ＢＭＳＣｓ可
保护白血病细胞免于失巢凋亡，这种保护作用和细

胞粘附分子 ＶＬＡ４介导的白血病细胞与 ＢＭＳＣｓ之
间的粘附密切相关。ＶＬＡ４是一种重要粘附分子，
它属于整合素家族，是α４β１异二聚体，大量表达于
白血病细胞，并通过与 ＢＭＳＣｓ表面的 Ｆｎ相互作用
诱导白血病细胞产生抗药性［１０］，可见 ＢＭＳＣｓ参与
白血病的发生、发展过程，并与白血病细胞的耐药、

抗凋亡等特性有关［１］。Ｓｅｄｇｗｉｃｋ等［１１］用组蛋白脱

乙酰基酶抑制剂 ＳＡＨＡ及 ＶＰＡ作用于各种急性髓
系白血病（ＡＭＬ）细胞株后，细胞表面 ＶＬＡ４／ＣＤ４９ｄ
表达下调，原因是白血病细胞株与 ＢＭＳＣｓ间的粘附
降低，这表明 ＶＬＡ４与 Ｆｎ的粘附是白血病细胞与
ＢＭＳＣｓ相互作用的重要方式，是抑制白血病细胞凋
亡的关键环节之一。

本实验结果显示，抗体组的白血病细胞凋亡率

明显增高，与 ＢＭＳＣｓ组和上清组比较，差异有统计
学意义。此结果证明加入 ＶＬＡ４抗体后，阻断了
ＶＬＡ４与Ｆｎ的粘附，从而可能触发了复杂的凋亡信
号通路，同时 ＢＭＳＣｓ的上述保护作用降低，致使白
血病细胞凋亡增加。而对照组凋亡率增加表明，原

代白血病细胞体外有失巢凋亡的倾向，ＢＭＳＣｓ一定
程度上能够保护其免于或减少失巢凋亡，ＢＭＳＣｓ或
其分泌的可溶性细胞因子的存在是白血病细胞存活

的重要条件。ＢＭＳＣｓ组和上清组比较，差异无统计
学意义，与理论结果似乎有矛盾。这个结果可能是

样本例数少等所致实验误差，也可能骨髓基质上清

中的一些可溶性细胞因子也能发挥保护作用，所以

半量换液的白血病细胞能够较长时间存活。但具体

机制尚待进一步研究。另外，对照组和抗体组的白

血病细胞 １２ｈ的凋亡率与２４ｈ的凋亡率比较，差
异有统计学意义，证明 ＶＬＡ４抗体作用于白血病细
胞具有一定的时间依赖性。

凋亡抑制因子 ｓｕｒｖｉｖｉｎ在各种白血病中高表
达，ｂｃｌ２是经典的抗凋亡基因。为进一步探讨
ＶＬＡ４抗体对白血病细胞的作用，本研究检测了各
·００９·
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组白血病细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ及 ｂｃｌ２基因的表达情况。
结果显示抗体组的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因明显降低，表明下
调ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因可能是ＶＬＡ４抗体诱导凋亡作用的
机制之一。由于白血病细胞失去了 ＢＭＳＣｓ的保护
作用，发生失巢凋亡，故对照组 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因也有明
显的降低，ＢＭＳＣｓ组、上清组与对照组相比，ｓｕｒｖｉｖｉｎ
基因表达的差异具有统计学意义。已有报道ＶＬＡ４
通过与Ｆｎ相互作用激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＢＣＬ２信号通
路，保护白血病细胞免于失巢凋亡及药物诱导的凋

亡［２］。而ＦＮＩＩＩ（ＩＩＩ型纤连蛋白）１４可抑制 ＦＡＫ／
ＡＫＴ／ｂｃｌ２信号通路，ＦＡＫ是 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｂｃｌ２信
号通路上游的一个分子，此通路是由细胞和细胞外

基质粘附介导而激活，ＶＬＡ４抗体发挥作用的方式
与ＦＮＩＩＩ１４的作用类似［１２］。另有研究发现 ＶＬＡ４
和Ｆｎ相互作用可提高 ｂｃｌ２的表达，使细胞获得对
失巢凋亡的抵抗性［１３］，本实验结果显示，加入 ＶＬＡ
４抗体后，白血病细胞 ｂｃｌ２的表达显著降低，此与
Ｔｕｄｏｒ等［１３］的研究结果一致，证明在一定程度上

ＶＬＡ４抗体有下调抗凋亡基因ｂｃｌ２的作用。
综上，一定培养方式下，儿童白血病 ＢＭＳＣｓ和

白血病细胞可以体外存活较长时间。ＢＭＳＣｓ对于
白血病细胞的存活至关重要，但 ＶＬＡ４抗体能够抑
制ＢＭＳＣｓ与白血病细胞间的粘附，推测可能是通过
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＢＣＬ２信号通路促进白血病细胞的凋
亡，而 ＶＬＡ４也是预后的重要因素［１４］，因而深入研

究ＶＬＡ４抗体在白血病细胞凋亡方面的重要作用，
可为儿童白血病的治疗提供全新的理论依据和思

路，有一定的实际意义。

致谢：重庆医科大学附属儿童医院血液科的全体老师，

特别是徐酉华教授以及重庆医科大学附属儿童医院儿研所

的全体师生在本课题的研究阶段曾给予无私帮助，在此表示

衷心的感谢。
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