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摘要　目的　探讨ＤＤＸ５解螺旋酶对白血病细胞系Ｋ５６２细胞增殖、凋亡和分化的影响。方法　利用癌症基因数据库ＧＥＰＩＡ
中的数据分析ＤＤＸ５ｍＲＮＡ在白血病患者组织中的表达；生存曲线分析ＤＤＸ５ｍＲＮＡ表达水平与白血病患者预后关系；采用
小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）瞬时转染Ｋ５６２细胞以敲低ＤＤＸ５；使用实时荧光定量（ＲＴＰＣＲ）检测沉默效果；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋
白表达水平；采用ＣＣＫ８实验检查细胞增殖能力、采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光检测细胞增殖相关蛋白的表达水平；采用流式
细胞术检测细胞凋亡；采用流式细胞术和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞分化相关蛋白的表达水平。最后，通过ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测沉默ＤＤＸ５对Ｐ２１和Ｐ５３蛋白表达水平的影响。结果　ＧＥＰＩＡ数据库分析结果显示ＤＤＸ５在人白血病骨髓组织中的表
达水平显著高于健康人群，低表达ＤＤＸ５的患者具有更长的生存期。体外实验表明敲低ＤＤＸ５可显著抑制Ｋ５６２细胞的增殖，
流式细胞术检测结果表明可以促进细胞凋亡、促进ＣＤ１１ｂ和ＣＤ１４蛋白的表达诱导细胞分化。沉默ＤＤＸ５促进Ｐ２１和Ｐ５３蛋
白的表达水平。结论　ＤＤＸ５可能通过靶向Ｐ５３抑制白血病细胞系Ｋ５６２细胞增殖，促进凋亡诱导分化。
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　　白血病是一种高发性且预后不佳的血液系统恶
性肿瘤，因其极高的病死率在临床上备受关注［１］。

ＤＤＸ５解螺旋酶（ＤＥＡＤｂｏｘＲＮＡｈｅｌｉｃａｓｅｓ）作为一
种关键的ＡＴＰ依赖性 ＲＮＡ解旋酶，广泛介入基因
表达的多个关键环节，涵盖了 ＲＮＡ的处理（如剪
接、转运与翻译）［２－３］、ＤＮＡ复制流程［４］、核糖体与

ｍｉＲＮＡ的生物合成，以及转录调控的精细调节［５］。

值得注意的是，在肿瘤环境中，ＤＤＸ５的翻译后修饰
模式常发生显著变化，这些变化被视为 ＤＤＸ５过度
表达的重要驱动力，涵盖了泛素化、类泛素化及磷酸

化等多种机制，并与肿瘤细胞的恶性转化及生存能

力密切相关［６］。现有研究［７－８］进一步揭示了 ＤＤＸ５
在促进肿瘤侵袭与转移中的关键作用，特别是它在

加速肺腺癌、食管癌等肿瘤细胞上皮 －间质转化进
程中的角色。在肝癌细胞中抑制 ＤＤＸ５的表达，可
有效阻断上皮－间质转化过程，为肿瘤治疗提供了
新的思路。但是 ＤＤＸ５在白血病中的作用，至今尚

不清楚。该研究首先利用 ＧＥＰＩＡ数据库对 ＤＤＸ５
在白血病中的表达以及临床意义进行相关性分析，

再通过体外实验分析ＤＤＸ５对Ｋ５６２细胞增殖、凋亡
和分化的影响，以及 ＤＤＸ５对 Ｐ２１和 Ｐ５３蛋白的调
控作用，阐明ＤＤＸ５在白血病发生和发展过程中的
调控作用及其机制，为白血病的诊断和治疗提供新

的靶标。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞系　人白血病细胞系 Ｋ５６２细胞由中
国科学院上海生命科学院细胞库提供。

１．１．２　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清及
双抗均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＣＣＫ８细胞增殖检测
试剂盒、蛋白质定量检测试剂盒、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ
细胞凋亡检测试剂盒、细胞周期检测试剂盒购自中

国上海贝博生物科技有限公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
转染试剂购自上海赛默飞世尔科技有限公司；ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ荧光定量试剂盒购自美国 ＫａｐａＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公
司；兔种属来源二抗、鼠种属来源二抗均购自武汉亚

科因生物科技有限公司；增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、βａｃｔｉｎ、ＣＤ１１ｂ、
ＣＤ１４、ＤＤＸ５、Ｐ２１、Ｐ５３抗体购自英国Ａｂｃａｍ公司。
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１．２　方法
１．２．１　临床相关性分析　本研究利用 ＧＥＰＩＡ平台
（网址：ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ／ｄｅｔａｉｌ），从 ＴＣ
ＧＡ和ＧＴＥｘ项目中获取 ＲＮＡｓｅｑ数据，通过 Ｗｉｌｃ
ｏｘｏｎ检验对比分析了ＤＤＸ５基因在癌症组织及其邻
近正常组织中的表达水平差异。

１．２．２　细胞培养　人白血病细胞系 Ｋ５６２细胞分
别培养在含 １０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）、１００μｇ／ｍｌ青霉素和链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基中，置于含５％ ＣＯ２、３７℃培养箱中传代培养。
１．２．３　ｓｉＲＮＡ转染　将设计好的用于靶向沉默
ＤＤＸ５的ｓｉＲＮＡ与Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００载体混合孵育
２０ｍｉｎ后，添加到 Ｋ５６２细胞培养皿中。同时，设立
ｓｉＮＣ（非特异性 ｓｉＲＮＡ）转染的细胞作为阴性对照
组，而 ｓｉＤＤＸ５转染的细胞则为实验组。在转染
６～８ｈ后更换为完全培养基，随后收集这些细胞以
供后续实验使用。

１．２．４　细胞总蛋白的提取与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　收
集细胞样本后，加入匹配的细胞裂解溶液，在恒温振

荡器中温和裂解 ３０ｍｉｎ。随后，在 ４℃条件下以
１２０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心２０ｍｉｎ，分离出上清液作
为后续分析的蛋白样品。利用蛋白定量试剂盒精确

测定上清液中的蛋白浓度。接着，将蛋白样品与等

体积的加样缓冲液混合，并通过沸水加热１０ｍｉｎ以
实现蛋白变性。之后，采用１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳技术分离蛋白，并通过半干转印法将蛋白转移至

ＰＶＤＦ膜上。膜上蛋白先与一抗（稀释比例 １∶
１０００）在低温下孵育过夜，次日再与二抗（同样稀释
比例１∶１０００）在室温下孵育。利用ＥＣＬ化学发光
法进行显色处理，并通过曝光记录结果。最后，运用

ＩｍａｇｅＪ软件对蛋白条带进行定量分析，计算目标条
带与βａｃｔｉｎ内参条带的灰度比值，以评估目标蛋白
的相对表达水平。

１．２．５　总 ＲＮＡ的提取与 ｑＲＴＰＣＲ实验　收集细
胞，提取细胞总ＲＮＡ，测定 ＲＮＡ样品浓度并进行逆
转录。实时定量ＰＣＲ反应体系在９６孔板中充分混
匀，置于荧光定量 ＰＣＲ仪上进行反应，每组设３个
复孔，以βａｃｔｉｎ为内参进行定量分析，引物序列见
表１。
１．２．６　细胞活力检测　ＣＣＫ８法检测接种于９６孔
板中处于对数生长期的细胞，分别在２４、４８、７２、９６ｈ
加入１０μｌＣＣＫ８试剂原液，３７℃孵育１ｈ后，收集
９０μｌ反应液，用酶标仪检测４５０ｎｍ处的吸光度。
１．２．７　流式细胞术检测细胞分化　收取经处理后

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｑＲＴＰＣＲ

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′
!

３′）
ＤＤＸ５ Ｆ：ＡＧＣＡＡＧＴＧＡＧＣＧＡＣＣＴＴＡＴＣ

Ｒ：ＣＡＴＣＣＴＴＣＡＴＧＣＣＴＣＣＴＣＴＡＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣＴＡＣＡ

Ｒ：ＡＴＧＡＣＡＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＴＣ
Ｐ５３ Ｆ：ＡＴＣＴＧＴＣＡＧＣＡＡＣＧＴＣＡＣＣ

Ｒ：ＣＣＴＴＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＣＴＴＣ
Ｐ２１ Ｆ：ＣＡＧＣＴＣＡＧＧＡＣＴＧＧＡＡＧＧ

Ｒ：ＴＣＣＧＧＡＧＧＧＴＣＴＣＧＴＡＡＧＡＴ

的各组细胞，每组细胞量不少于１×１０５个，用１００
μｌＰＢＳ溶液重悬细胞，加入ＣＤ１１ｂ抗体和 ＣＤ１４抗
体，室温下避光孵育１５ｍｉｎ，之后 ＰＢＳ洗３次，重悬
于３００μｌＰＢＳ中，混合均匀后用流式细胞仪进行检
测。

１．２．８　流式细胞术检测细胞周期　收取经处理后
的各组细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去培养液，
收集各组细胞，ＰＢＳ清洗后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
去除ＰＢＳ，加入７０％乙醇溶液固定细胞，４℃下固定
过夜；１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ去除上清液，用ＰＢＳ洗
涤３次后，加入 ５μｌＰＩ（浓度为 １ｍｇ／ｍｌ）和 １μｌ
ＲＮａｓｅＡ（浓度为１ｍｇ／ｍｌ），避光孵育３０ｍｉｎ，立即
上流式细胞仪检测细胞周期变化。

１．２．９　流式细胞术检测细胞凋亡　收取经处理后
的各组细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去培养液，
收集各组细胞，ＰＢＳ清洗后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
去除ＰＢＳ，再加入１００μｌＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ、２５μｌＡｎ
ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μｌＰＩ重悬细胞，室温避光孵育１５
ｍｉｎ，在１ｈ内上机进行流式检测。采用 ＦｌｏｗＪｏ７６
软件分析数据。

１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１９０和 ＩｍａｇｅＪ软件
分析数据，采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件进行图表绘
制。符合正态分布的数据以 珋ｘ±ｓ表示。组间比较
采用单因素方差分析，两两比较用 ＴｕｋｅｙｓＨＳＤ检
验，Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＤＤＸ５在白血病患者骨髓组织中的表达　对
ＧＥＰＩＡ平台中来自 ＴＣＧＡ和 ＧＴＥｘ项目的癌组织和
相应癌旁组织的 ＲＮＡｓｅｑ表达数据进行分析，探究
ＤＤＸ５的表达水平。结果显示，ＤＤＸ５在 ＡＭＬ患者
骨髓组织中的 ｍＲＮＡ表达水平高于健康人群（Ｐ＜
００５），见图１Ａ。此外，低表达ＤＤＸ５的患者具有更
长的生存期，见图１Ｂ。因此，推测 ＤＤＸ５可能在白
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血病中发挥促癌基因的功能。

２．２　ＤＤＸ５敲低细胞株的鉴定　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和
ｑＲＴＰＣＲ实验结果显示，成功筛选了瞬时敲低
ＤＤＸ５的Ｋ５６２细胞株，与ｓｉＮＣ组比较，ｓｉＤＤＸ５组
中ＤＤＸ５的蛋白表达水平（Ｆ＝３４７９５，Ｐ＜００５）
和ｍＲＮＡ（Ｆ＝３２５６，Ｐ＜００５）表达水平敲减率均
达５０％左右，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图
２。
２．３　ＤＤＸ５对 Ｋ５６２细胞增殖的影响　ＣＣＫ８实
验结果显示，敲低ＤＤＸ５可以显著抑制Ｋ５６２细胞的
增殖能力，见图３Ａ（７２ｈ：Ｆ＝３７５６７，Ｐ＜００５；９６
ｈ：Ｆ＝１０９９１４，Ｐ＜００５）。ＰＣＮＡ和 ＫＩ６７是增殖

标志性蛋白，结果如图３Ｂ显示，与ｓｉＣｔｒｌ组相比，ｓｉ
ＤＤＸ５组细胞中 ＰＣＮＡ蛋白表达量降低，差异有统
计学意义（Ｆ＝１１４８６８，Ｐ＜００１）。免疫荧光结果
显示，与ｓｉＮＣ组相比，ｓｉＤＤＸ５组细胞免疫荧光强
度减弱，见图３Ｃ。
２．４　ＤＤＸ５对 Ｋ５６２细胞凋亡的影响　采用 Ａｎ
ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合ＰＩ双染法分析敲低ＤＤＸ５基因后
对Ｋ５６２细胞凋亡的影响，结果如图４所示，与ｓｉＮＣ
组相比，ｓｉＤＤＸ５组 Ｋ５６２细胞的凋亡率增加，差异
有统计学意义（Ｆ＝４１０１９，Ｐ＜００１）。
２．５　ＤＤＸ５对 Ｋ５６２细胞分化的影响　采用流式
细胞术分析沉默ＤＤＸ５后对Ｋ５６２细胞分化的影响，

图１　ＤＤＸ５在ＡＭＬ患者中的表达情况及临床相关性分析
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图２　Ｋ５６２细胞中ＤＤＸ５敲低效果的鉴定
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图３　ＤＤＸ５对Ｋ５６２细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＤＤＸ５ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　　Ａ：ＴｈｅｉｍｐａｃｔｏｆＤＤＸ５ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＣＮＡｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓ；Ｃ：Ｉｍ

ｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＫＩ６７ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

图４　沉默ＤＤＸ５对Ｋ５６２细胞凋亡的影响
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结果如图５Ａ、５Ｂ所示，与 ｓｉＮＣ组相比，ｓｉＤＤＸ５组
Ｋ５６２细胞的ＣＤ１１ｂ（Ｆ＝２７００１，Ｐ＜００１）和ＣＤ１４
（Ｆ＝３８９０４，Ｐ＜００１）阳性细胞率增加，差异有统

计学意义（Ｐ＜００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图 ５Ｃ、
５Ｄ）同样显示，与 ｓｉＮＣ组相比，ｓｉＤＤＸ５组细胞中
ＣＤ１１ｂ（Ｆ＝１６９０５，Ｐ＜００５）和 ＣＤ１４（Ｆ＝
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２２４９３，Ｐ＜００１）蛋白表达量升高，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。
２．６　ＤＤＸ５影响白血病细胞的 Ｐ５３信号通路　通
过ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验，在Ｋ５６２细胞系中
验证 ＤＤＸ５对 Ｐ５３信号通路相关基因表达的影响。
结果显示，在 Ｋ５６２细胞中敲低 ＤＤＸ５基因后，Ｐ５３
（Ｆ＝８１２９３，Ｐ＜００１）和 Ｐ２１（Ｆ＝５１０２２，Ｐ＜
００５）的蛋白表达水平均显著升高，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）；Ｐ５３（Ｆ＝４６３７８，Ｐ＜００１）和 Ｐ２１

（Ｆ＝１８１９２，Ｐ＜００１）的ｍＲＮＡ表达水平均升高，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５），见图６。

３　讨论

　　儿童白血病作为１５岁以下儿童肿瘤的重要类
型，其发病率高达约三成［９］，并伴随着显著的病死

率挑战，凸显了疾病治疗的紧迫性。当前，虽然骨髓

移植与化疗是主要的治疗手段，但化疗伴随的强烈

副作用及高复发率，加之骨髓配型的困难，均构成了

图５　ＤＤＸ５对Ｋ５６２细胞分化的影响
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图６　ＤＤＸ５对Ｐ５３信号通路的影响
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治疗上的重重障碍。近年来，分子生物学的飞跃为

揭示疾病本质开辟了新径，尤其是基因异常表达机

制的阐明，为优化治疗策略提供了科学依据［１０］。在

此背景下，深入探索并确认与白血病紧密相关的基

因靶点，不仅对于精准医疗、靶向药物开发具有重要

意义，还能够有效指导治疗决策，提升预后评估的准

确性，从而为白血病患者带来更为个性化的治疗选

择与更好的生存希望。

　　ＤＤＸ５是首个被证实以 ＡＴＰ依赖机制执行
ＲＮＡ解旋功能的蛋白质，广泛分布于细菌、真菌及
人类等生物体内，但主要集中在哺乳动物的细胞核

中［１１］。研究［１２］表明，ＤＤＸ５在结肠癌、乳腺癌等多
种肿瘤中的表达呈现异常。特别是在结肠癌中，

ＤＤＸ５表达水平的上升会推动蛋白激酶 Ｂ（ＡＫＴ）及
其ｍＲＮＡ的增多，进而促进ＤＤＸ５、βｃａｔｅｎｉｎ及核因
子κＢ与 ＡＫＴ启动子的结合，这一过程能激活 ｃ
Ｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｊｕｎ等致癌基因的转录，加速结肠
癌细胞的增殖［１３］。相反，当 ＤＤＸ５基因被敲除时，
肿瘤细胞的增殖受到明显抑制。随着ＤＤＸ５表达水
平的增加，它在促进肠息肉向更恶性阶段转变中扮

演重要角色，故 ＤＤＸ５的表达程度被视作评估结肠
癌临床分期的一个潜在指标［１４］。在乳腺癌中，

ＤＤＸ５通过引导 ＲＮＡ聚合酶 ＩＩ至 Ｅ２Ｆ基因的启动
区域，加速细胞从 Ｇ１期进入 Ｓ期，从而直接调控
ＤＮＡ复制相关因子的表达［１２］，这一机制促进了肿

瘤细胞的增殖［１５］。此外，在白血病、前列腺癌、胶质

瘤及非小细胞肺癌等多种癌症中，ＤＤＸ５的表达同
样呈上升趋势［１６］。本项研究特别指出，ＤＤＸ５在白
血病患者体内表现出异常高水平的表达，且 ＤＤＸ５
表达较低的患者往往拥有更长的生存期，这提示

ＤＤＸ５或可成为白血病治疗领域的一个新兴治疗靶
点。

　　白血病的主要成因涉及造血干细胞的异常增殖
及分化障碍。本研究通过体外细胞实验揭示了

ＤＤＸ５与白血病细胞Ｋ５６２的增殖、凋亡及分化过程
紧密相关。实验发现，抑制 ＤＤＸ５的表达能显著削
弱白血病细胞的增殖能力，促进其凋亡并诱导其分

化。这些发现暗示ＤＤＸ５在白血病中可能扮演了类
似促癌基因的角色。ＤＤＸ５作为关键的转录因子，
对生长调节及肿瘤进展至关重要［１７］。除肝细胞癌

外，ＤＤＸ５在高达 ９２８％的人类肿瘤中均有表达。
在肿瘤细胞系和动物模型中，ＤＤＸ５的敲除能触发
肿瘤细胞凋亡，从而抑制其增殖。

　　综上所述，本研究结果表明 ＤＤＸ５可能具有促

进白血病细胞恶性转化的作用。初步探讨了 ＤＤＸ５
在白血病细胞中的功能和作用机制，为未来研发白

血病新的诊治措施提供了理论依据。下一步将继续

收集白血病患者临床相关数据进行分析，并在公共

数据库数据中验证，进一步研究 ＤＤＸ５在白血病细
胞中的可能调节机制。
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