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IL-34对人急性单核细胞白血病细胞恶性生物学行为的影响
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学研究所 实验血液学国家重点实验室，天津 300020）

[摘 要] 目的：探讨过表达 IL-34对急性单核细胞白血病（acute monocytic leukemia，AMoL）细胞恶性生物学行为的影响。方

法：构建 IL-34过表达载体，制备慢病毒载体pCDH-GFP，感染AMoL细胞系THP1和MOLM-13，通过细胞增殖实验、集落形成实

验、PI染色检测细胞周期法和Annexin-V/PI法检测 IL-34对AMoL细胞的增殖、集落形成、细胞周期和凋亡的影响，通过流式细胞

术分析过表达 IL-34对细胞分化表型的影响，通过裸鼠皮下成瘤模型观察肿瘤大小、质量差异和巨噬细胞募集情况。结果：实验

组THP1和MOLM-13细胞 IL-34 mRNA表达水平分别比对照组提高近4 000倍和近3 000倍(均P<0.01），表明已成功构建稳定过

表达 IL-34的AMoL细胞系。体外细胞实验结果显示，过表达 IL-34提高THP1和MOLM-13细胞的增殖[72 h：(0.738±0.003) vs

(0.646±0.008)，(0.290±0.004) vs (0.247±0.004)；均 P<0.01]和集落形成能力[(127.00±3.37) vs (86.00±4.08)个，(160.70±4.70) vs

(116.70 ± 3.93)个; 均P<0.01]，对细胞的凋亡没有显著影响(均P>0.05)；单核-巨噬细胞分化标志物CD11b和CD14表达水平升高，

未成熟细胞标志物CD71表达水平减低，表明 IL-34促进了AMoL细胞向单核-巨噬细胞方向分化（均P<0.05）。裸鼠体内荷瘤实

验可见，过表达 IL-34促进瘤组织内巨噬细胞募集(P<0.01)。结论：过表达 IL-34提高AMoL细胞的增殖和集落形成能力，促进细

胞向单核-巨噬细胞分化，并促进肿瘤内巨噬细胞的募集。
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Effect of IL-34 on malignant biological behavior of human acute monocytic
leukemia cells

HU Yuting, WANG Lina, WANG Rong, YANG Feifei, WANG Hao, LIU Xiaoli, REN Qian, ZHENG Guoguang (State Key Laboratory

of Experimental Hematology, Institute of Hematology and Hospital of Blood Diseases, Chinese Academy of Medical Sciences/Peking

Union Medical College, Tianjin 300020, China)

[Abstract] Objective：：To study the effects of IL-34 over-expression on malignant biological behavior of acute monocytic leukemia

(AMoL) cells. Methods: The lentiviral vector pCDH-GFP for over-expressing IL-34 was constructed and infected into AMoL cell lines

(THP1 and MOLM-13). Then its effects on proliferation, colony forming and cell cycle as well as apoptosis were tested by the MTS,

colony formation assay and Annexin-V/PI staining, respectively. The cell differentiation phenotypes were assessed by fflow cytometry.

Nude mice xenograft model was established to observe the tumor size and mass as well as the macrophages recruitment. Results: qPCR

analysis showed that the expression of IL-34 mRNA in THP1-IL-34 and MOLM-13-IL-34 cells was nearly 4 000 and 3 000 folds higher

than their respective control cells (all P<0.01), indicating that AMoL cell lines over-expressing IL-34 were successfully established. In

vitro study showed that over-expression of IL-34 in AMoL cell lines promoted their proliferation potential(72 h: [0.738 ± 0.003] vs

[0.646±0.008]; [0.290±0.004] vs [0.247±0.004]; all P<0.01) and colony formation ([127.00 ± 3.37] vs [86.00±4.08]; [160.70±4.70] vs

[116.70±3.93]; all P<0.01), whereas had little effect on apoptosis (all P>0.05). Over-expression of IL-34 promoted AMoL cell differenti-

ation towards monocyte-macrophage lineage as the expressions of the monocyte-macrophage markers, CD11b and CD14, were in-

creased whereas the expression of immature marker, CD71, was decreased in AMoL cell lines over-expressing IL-34(all P<0.05). Nude

·· 447



中国肿瘤生物治疗杂志, 2018, 25(5)

mice xenograft model showed that IL-34 over-expression stimulated macrophage recruitment in tumor tissues (P<0.01). Conclusion:

Over-expression of IL-34 in human AMoL cell lines promotes their proliferation, colony forming potential and differentiation towards

monocyte-macrophage lineage. Furthermore, IL-34 participates in the process of macrophages recruitment in vivo.

[Key words] IL-34; acute monocytic leukemia; proliferation; differentiation;macrophage

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(5): 447-454. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.05.002]

IL-34是 2008年发现的一种新型白细胞介素[1]，

属胞外分泌蛋白，与巨噬细胞集落刺激因子（macro-

phage colony-stimulating factor，M-CSF；也称 colony-

stimulating factor 1, CSF1）作用于同一受体，即作用

于CSF1R[2]。IL-34表达广泛，不仅在脾脏高表达，而

且也可见于心、脑、肝、肾、淋巴结、小肠等器官中。

生理条件下，IL-34具有促进血液系统中单核祖细胞

存活和单核细胞增殖、分化的能力[3-4]，维持巨噬细胞

功能，并参与脑、皮肤和骨基质等多种组织的发育过

程[5-8]。大量研究[9-12]表明，IL-34表达升高参与了各类

炎性疾病的促炎过程。虽然有研究[13-14]发现，IL-34可

能与肺癌和肝细胞癌的转移以及骨肉瘤血管新生和

巨噬细胞募集相关，但其在白血病的发生发展过程

中的作用尚未阐明。M-CSF 在急性髓系白血病

（acute myeloid leukemia，AML）患者尤其是急性单核

细胞白血病（acute monocytic leukemia，AMoL）的患

者中高表达，不仅作用于白血病细胞，还可募集并异

常活化白血病微环境中的巨噬细胞[15-16]。分析GEO

中 AML 数据库 GSE30825[17]发现，IL-34 在 AMoL 尤

其伴有MLL融合基因的亚型中显著高表达，那么 IL-

34在AMoL的异常高表达对白血病细胞的生物学行

为又会有何影响尚未明了。本课题通过构建过表达

IL-34 的慢病毒并感染 AMoL 细胞系，观察其对

AMoL细胞恶性生物学行为的影响，为阐明AMoL发

病机制提供新的线索。

1 材料与方法

1.1 细胞系、动物及主要试剂

人源AMoL细胞系THP1和MOLM-13及人胚肾

细胞系HEK 293T均来自中国医学科学院北京协和

医学院实验血液学国家重点实验室细胞库。雌性、

18~22 g、6~7周龄、SFP级的裸鼠[合格证书号：SYXK

（津）2015-0001]购于中国医学科学院医学实验动物

研究所。过表达慢病毒载体 pCDH-GFP、包装质粒

psPAX2和PMD2.G均购于SBI公司，胎牛血清、胰蛋

白酶、青霉素/链霉素双抗、OPTI-MEM均购于Gibico

公司，SYBRgreen PCR Kit、Eco RI、Xba I限制性内切

酶和相关缓冲试剂均购自日本 TaKaRa 公司 ，

DMEM、RPMI 1640均购于Neuronbc公司，H4434购

自 Stem Cell 公司，流式抗体 CD11b - APC、CD14-

APC、CD71-PE、F4/80-APC 和 Annexin-V/碘化丙啶

（PI）试剂盒均购于BioLegend公司。实时荧光定量

PCR（qPCR）引物由华大基因公司合成。

1.2 细胞培养

将THP1和MOLM-13细胞置于用含10%胎牛血

清、2% 青霉素/链霉素的 RPMI 1640 培养基中，于

37 ℃、5%CO2、饱和湿度的孵箱中培养，取对数生长

期细胞用于后续实验。

1.3 过表达载体的设计与构建

根据人IL-34基因CDS区序列设计PCR引物，引物

序列 ：F 为 5' - CTAGTCTAGAGCCACCATGCCCC-

GGGGCTTCACCTG - 3'，R 为 5' - CCGGAATTCT-

CAGGGCAAGAGGCCCTCGC-3'。以NB4细胞cDNA

为模板，PCR扩增目的片段，经琼脂糖电泳鉴定后回

收PCR产物，以Eco RI和Xba I双酶切PCR回收产物和

pCDH-GFP载体构建过表达 IL-34 的慢病毒载体

pCDH1-IL-34-GFP，同时 pCDH-GFP载体作为空白

对照。

1.4 重组病毒的制备与感染AMoL细胞

将目的质粒和包装质粒通过脂质体转染试剂共

转染至HEK293T细胞中，分别于48、72 h收集包装的

病毒液上清并浓缩，同时以相同的方法制备空载体

病毒为对照组。有限稀释法测定病毒滴度，并保存

于-80 ℃冰箱中以备用。

用包装好的 IL-34过表达重组病毒（pCDH1-IL-

34-GFP）感染 THP1 和 MOLM-13 细胞，同时以空载

体病毒（pCDH1-GFP）感染细胞设置为对照组。感染

48 h 后，流式细胞分选仪检测感染效率并分选出

GFP+ 细胞，建立亚细胞系实验组为 THP1-IL-34、

MOLM-13-IL-34，对照组为THP1-Vector、MOLM-13-

Vector。

1.5 qPCR检测AMoL细胞中 IL-34 mRNA的表达

收集 1×106 细胞，用 TRIzol 法提取 RNA，测定

RNA浓度并反转录合成 cDNA，以GAPDH作为内参

（引物序列详见表1），qPCR法测定 IL-34过表达组与

对照组 IL-34 的表达量。反应条件为：95 ℃预变性

30 s后，95 ℃变性5 s，60 ℃退火延伸35 s，循环40次

终止反应。采用 2-△△Ct法计算均值作为 IL-34 mRNA

的相对表达量。实验重复3次。

1.6 MTS法检测 IL-34对AMoL细胞增殖的影响

将实验组和对照组的THP1细胞以1×105/孔的密

度、MOLM-13细胞以2×104/孔的密度接种于96孔板
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中，设置 3 个复孔，分别于 0、24、48 及 72 h 时加入

MTS，并于37 ℃孵育2 h后，于波长在490 nm处测量

光密度（D）值。实验重复3次。

表1 qPCR引物序列

Tab. 1 Sequence of qPCR primers

Gene

IL-34

GAPDH

CSF1R

Primer sequence (5'-3')

F GCCGACTTCAGTACATGAAACACT

R CCCTCGTAAGGCACACTGATC

F GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
R GAAGATGGTGATGGGATTC

F TTGGGCTGATCCTCTTCTTC

R AAAGCGTGAGAGCACGAAGT

1.7 集落形成实验检测 IL-34对AMoL细胞集落形

成能力的影响

将实验组和对照组的细胞以2×103/ml的密度，接

种于 24孔板（1×103/孔）中，并设置 3个复孔，培养 7~

10 d，大于 50个细胞的细胞丛确认为 1个集落，在光

学显微镜和荧光显微镜下（×40和×100）观察对比形

成的细胞集落数和集落大小的差异，利用 NIS Ele-

ments显微图像分析软件分析图像数据。实验重复

3次。

1.8 PI染色流式细胞术检测 IL-34对AMoL细胞周

期的影响

取实验组和对照组各 1×106细胞，用预冷的 70%

乙醇重悬，4 ℃ 固定 24 h 后，离心（900×g）弃上清，

PBS重悬、加入RNase A、室温孵育 1 h后加入 PI，避

光室温孵育 15 min后，流式细胞仪检测细胞周期细

胞比例变化情况。实验重复3次。

1.9 Annexin-V / PI 染色流式细胞术检测 IL-34 对

AMoL细胞凋亡的影响

收集每组各1×106细胞用Annexin-V-结合缓冲液

重悬后加入抗体 Anneixn-V-APC，室温避光孵育 15

min后加入PI，流式细胞仪检测细胞凋亡比例的变化

情况，采用FlowJo 10软件（Tree Star, Ashland, OR）分

析实验数据。实验重复3次。

1.10 流式抗体标记法检测 IL-34对AMoL细胞分化

表型的影响

每组各取 1×106细胞，加入流式抗体 1 μl冰上避

光孵育30 min后，用PBS洗去未结合的抗体后重悬，

流式细胞仪检测各组细胞表面分子表达水平的变化

（即荧光强度的变化），并设置阴性组，采用FlowJo 10

软件（Tree Star, Ashland, OR）分析实验数据。实验重

复3次。

1.11 裸鼠皮下AMoL成瘤模型的建立及其观察

收集实验组和对照组细胞，以1×108/ml细胞悬液

200 μl/只接种于裸鼠右肩部皮下（每组5只），记录30

d内肿瘤生长情况；30 d时处死动物，测量肿瘤大小

和质量；组织常规石蜡包埋、切片、H-E染色，光镜下

（×40和×100）观察肿瘤组织内病理结构变化，流式细

胞仪检测肿瘤内巨噬细胞浸润程度。实验重复5次。

1.11 统计学处理

应用SPSS 22 软件分析数据，正态计量资料用

x̄±s表示，两组间均数比较采用 t检验；非正态分布计

量资料以中位数（全距）表示，两组间比较采用两独

立样本比较的秩和检验。以P<0.05或P<0.01表示差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建过表达 IL-34的AMoL细胞系

将 IL-34过表达组和对照组慢病毒浓缩液感染

THP1和MOLM-13细胞，流式细胞术检测其感染效

率 ：THP1 - IL - 34 为 19.2%，THP1-Vector 为 75.4%，

MOLM-13-IL-34为22.9%，MOLM-13-Vector为 30.7%

（图 1A）。流式分选继续培养成株后阳性率均大于

90%（图 1B）。qPCR检测结果（图 1C）显示，实验组

THP1细胞 IL-34 mRNA 表达水平较对照组升高约

4 000 倍（t=23.25，P<0.001），MOLM-13 细胞 IL - 34

mRNA表达水平较对照组升高近3 000倍（t=17.52，P

<0.01），CSF1R mRNA表达水平与对照组比较差异无

统计学意义（THP1：t=0.6292，MOLM-13：t=1.792，均

P>0.05）。结果表明，本实验成功构建的 THP1 和

MOLM-13细胞过表达 IL-34，且过表达 IL-34不会影

响其受体CSF1R在细胞中的表达水平。

2.2 过表达 IL-34促进AMoL细胞增殖和集落形成

能力但并不影响细胞凋亡

MTS法检测结果（图 2A）表明，过表达 IL-34后，

THP1-IL-34及MOLM-13-IL-34组细胞增殖能力明显

高于对照组（THP1：P<0.001；MOLM-13：P<0.01）。

集落形成实验结果（图 2B）发现，过表达 IL-34

后，THP1和MOLM-13两种细胞形成的集落数目显

著高于对照组（THP1：t=7.748，P<0.001；MOLM-13：t

=7.18，P<0.01），且光学显微镜和荧光显微镜下观察

并统计多个低倍视野下的集落直径显示，过表达 IL-

34 组形成的集落明显大于对照组（THP1：t=10.39，

MOLM-13：t=9.732；均P<0.001）。

PI 法检测结果（图 2C）显示，过表达 IL-34 后

THP1-IL-34组处于G0/G1期的细胞比例显著低于对

照组（t=12.15，P<0.001），处于S期及G2/M期周期中

细胞比例均高于对照组（S期：t=6.826，P<0.001；G2/

M期：t=7.023，P<0.01），而MOLM-13-IL-34组较对照

组相比，虽然S期比例差异无统计学意义（t=2.301，P
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>0.05），但 G0 / G1 期细胞比例减少（t=16.06，P<

0.001），更多的细胞处于G2/M期（t=8.543，P<0.001）。

Annexin-V/PI法检测结果（图 2D）发现，过表达

IL-34 后，对细胞的凋亡无显著影响（THP1：t=2.29；

MOLM-13：t=1.444；均P>0.05）。

以上结果表明，过表达 IL-34显著促进AMoL细

胞的增殖和集落形成能力，但不影响细胞的凋亡水

平。

***P<0.001 vs Vector group

A: Infection efficiency of GFP+vectors in THP1 and MOLM-13 cells; B: GFP+ rate of each group cultured after FACS sorting;

C: Relative expression of IL-34 mRNA and CSF1R mRNA in THP1-IL-34 and MOLM-13-IL-34 groups

图1 构建的AMoL细胞中 IL-34的表达情况

Fig. 1 Relative expression of IL-34 in AMoL cell models

2.3 过表达 IL-34使AMoL细胞向单核-巨噬细胞方

向分化

通过抗体标记流式细胞分析仪检测 IL-34过表达

组与对照组的粒-单核细胞系分化细胞表面标志物

CD11b、单核-巨噬细胞的LPS结合位点CD14[18]以及

未成熟细胞表面标志物CD71[19]的表达水平变化，并

统计每组细胞的平均荧光强度（MFI）。结果如图 3

所示，THP1-IL-34组细胞CD11b和CD14的MFI显著

高 于 对 照 组（CD11b：t=5.693，P<0.001；CD14：t=

4.005，P<0.01），CD71 的 MFI 明显低于对照组（t=

6.505，P<0.001）；在MOLM-13细胞中过表达 IL-34也

得到类似结果（CD11b：t=3.6，P<0.05；CD14：t=3.571，

P<0.05；CD71：t=4.831，P<0.01）。结果表明，过表达

IL-34后可使两种细胞均向单核-巨噬细胞方向分化，

细胞成熟水平升高。

2.4 过表达 IL-34显著减少瘤体内AMoL细胞的坏

死并促进巨噬细胞募集

裸鼠皮下成瘤实验结果发现，THP1-IL-34过表

达组裸鼠肿瘤大小和质量与对照组比较差异均无统

计学意义（P>0.05；图4A）；从H-E染色的切片（图4B）

中可以明显看到，IL-34过表达组未见组织细胞坏死，

而对照组内有大面积的组织细胞坏死；流式细胞术

检测结果（图 4C）发现，实验组 F4/80+细胞比例显著

高于对照组（t=6.517，P<0.01）。实验结果表明，过表

达 IL-34可显著减少肿瘤内AMoL细胞坏死并促进微

环境中巨噬细胞的募集。

3 讨 论

AML是一类临床和遗传上均具有极强异质性的

造血干细胞相关疾病，其不仅分型复杂，且在白血病

中发病比例较高，在基础研究和临床治疗中受到重

点关注。但除少数分型发病机制被揭示外，其他分

型的AML发病机制仍处在深入探索阶段，临床上治

疗手段有限[20]。因此，阐明AML相关发病机制，寻找

新的治疗靶点是当前研究AML的一个热点。
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***P<0.001, **P<0.01 vs Vector group

A: The proliferation of viable cells was detected by MTS assay; B: Cells were cultured in H4434 for 7-10 d to detect the colony forming

ability (Scale bar:100μm); C: The effect on cell cycle was performed by PI staining; D: The apoptosis was measured by Annexin-V/PI

staining

图2 过表达 IL-34对THP1和MOLM-13细胞增殖、集落形成、周期和凋亡的影响 (n=3)

Fig. 2 Effect of IL-34 over-expression on the proliferation, colony formation, cell cycle and

apoptosis of THP1 and MOLM-13 cells (n=3)

IL-34的正常生理功能及在炎性疾病中的作用报

道较多[3-8]，其高表达可募集组织内的单核细胞并促

进单核-巨噬细胞分化，加速疾病进程，但在肿瘤及白

血病中却鲜有报道。本研究构建了 IL-34过表达载

体，感染人AMoL细胞系，探究 IL-34过表达对AMoL

细胞生物学特性及裸鼠皮下成瘤的影响。实验结果

表明，IL-34可显著促进白血病细胞的增殖和集落形

成能力，但对其细胞凋亡无显著影响。同时，IL-34可

显著提高AMoL细胞粒-单核和单核-巨噬细胞标志

物CD11b和CD14的表达水平并显著降低未成熟细

胞标志物CD71的水平，表明 IL-34的高表达促进了

AMoL细胞向单核-巨噬细胞方向的分化。裸鼠皮下

成瘤实验发现，虽然 30 d内肿瘤的大小和质量均没

有差异，但经切片H-E染色观察到过表达 IL-34瘤体

内AMoL组织细胞坏死减少并显著增强巨噬细胞募

集。最新的研究[16,21-25]表明，白血病微环境中的巨噬

细胞、NK细胞等免疫细胞的数量、表型都发生改变，

并参与白血病进展过程，因此，在体内高表达 IL-34可

通过促进微环境中巨噬细胞的募集过程参与AMoL

的发病进程。

本研究文观察到 IL-34促进AMoL细胞增殖的同

时也促进它们向单核-巨噬细胞方向的分化，然而这

种分化是有限的，并未达到终末分化，细胞不仅获得

较强体外增殖潜能，而且在裸鼠中依旧保持较强的

致瘤性。实际上，增殖和分化能力是细胞两个重要

的生物学特征，两者分别受不同的基因调控，本课题

组正进行 RNA-seq 测序和分析，以期阐明 IL-34 对

AMoL细胞基因调控的影响，并阐明调控AMoL细胞

增殖、分化的分子机制。

总之，本研究首次发现过表达 IL-34对人AMoL

细胞系体外及裸鼠体内成瘤的影响。基于现有的研

究结果，本实验室还将探究 IL-34对AMoL细胞系生

物学特性影响的相关机制。已有报道[26-28]指出，IL-34

可通过影响巨噬细胞极化和Treg、记忆T细胞活性，

参与多种疾病的免疫逃逸及免疫耐受。当前免疫逃

逸已成为肿瘤治疗的一个研究热点[29-30]，那么 IL-34在
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***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 vs Vector group

图3 过表达 IL-34对THP1和MOLM-13细胞分化的影响

Fig. 3 Effect of IL-34 over-expression on differentiation of THP1 and MOLM-13 cells

**P<0.01 vs Vector group

A: The mass and volume of implanted tumors in 30 d were measured and analyzed；B: Typical H-E staining sections of tumor tissues

(Scale bar:100 μm)；C: The percentage of macrophages infiltrated into tumor tissues was detected by FACS

图4 过表达 IL-34对体内THP1细胞成瘤能力的影响 (n=5)

Fig. 4 Effect of IL-34 over-expression on the oncogenesis of THP1 in vivo (n=5)
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白血病微环境中又有怎样的作用?在临床跟踪调查[31]

发现，各种慢性、恶性疾病（如心血管病、骨肉瘤）中

IL-34可作为预后不良的指标，那么在AML患者中高

表达 IL-34是否也与患者的生存期和疗效相关?基于

以上猜想，本实验室将构建过表达 IL-34的AMoL小

鼠模型，探究其对疾病进程的影响，尤其是对白血病

细胞生物学特性和对微环境中单核-巨噬细胞功能的

影响，同时结合临床跟踪调查，为阐明白血病发病机

制提供可能的新线索。
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