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∙论著∙

全反式维甲酸对NPM1突变的白血病细胞系
U937细胞的作用及其机制研究
邱少伟 万玉玲 贾玉娇 饶青 王敏 王建祥

【摘要】 目的 探讨全反式维甲酸（ATRA）对NPM1突变的白血病细胞系U937细胞的作用及其

机制。方法 转染NPM1突变型（A型）质粒至U937细胞系构建稳定克隆A1和A2，利用Western blot

法和荧光共聚焦技术鉴定细胞。MTT法检测细胞增殖活性，流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡，显

微镜下计数检测集落形成能力，Western blot法检测细胞增殖相关信号通路蛋白表达。结果 ①NPM1

突变型U937细胞A1和A2经ATRA处理后，细胞增殖活性分别为对照组（未经ATRA处理组）水平的

52.6%和 35.8%，差异均有统计学意义（t＝3.649，P＝0.010；t＝4.906，P＝0.002）。②突变型细胞A1和

A2的G0/G1期比例经ATRA处理后较对照组分别增加20.1%和35.8%，差异均有统计学意义（t＝4.544，

P＝0.010；t＝15.850，P＜0.001）。③U937细胞经ATRA处理后集落生长受抑制，其中空载体组集落数

目下降了32.7%，野生型组下降了57.9%，突变型组（A1）下降了90.9%，差异均有统计学意义（t＝8.507，

P＝0.010；t＝22.090，P＜0.001；t＝90.200，P＜0.001）。④突变型U937细胞经ATRA处理后 p-ERK水

平明显降低。⑤突变型U937细胞接受化疗药物联合ATRA处理后细胞凋亡率明显高于化疗药物单药

处理组，在化疗药物处理后添加ATRA能导致更多的细胞凋亡。结论 ATRA能够抑制NPM1突变的

U937细胞增殖和克隆形成，将细胞阻滞于G0/G1期，显著降低其ERK磷酸化水平。在NPM1突变的

U937细胞中，当ATRA在化疗药物处理后添加能够与化疗药物发挥更强的协同杀伤效果。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect and mechanism of all-trans retinoic acid（ATRA）
on leukemic cell line U937 cells with NPM1 mutation. Methods Human acute myeloid leukemia cell
line U937 was explored, NPM1 mutated（A type）plasmids were transfected into U937 to form stable
clones A1 and A2, which were identified by Western blot and Co- immunoprecipitation. The cell
proliferation was measured by methylthiazolyl tetrazolium bromide（MTT）; cell cycle and cell apoptosis
were explored by flow cytometric; cell colony formation was measured by microscope count, the molecular
pathways related to cell proliferation were measured by Western blot. Results ①The cell proliferations
of mutant A1 and A2 were inhibited significantly by 52.6% and 35.8%（P＜0.05）, respectively under
ATRA exposure. ②The percentages of G0/G1 stage of mutant A1 and A2 increased by 20.1% and 35.8%,
respectively under ATRA exposure. ③All the U937 leukemic cells were inhibited under ATRA exposure;
the decreased percentages of vector, wild- type and mutant NPM1 cells were 32.7% , 57.9% and 90.9%
respectively. ④p-ERK decreased obviously after ATRA exposure in NPM1 mutated leukemic cells.
⑤More mutant NPM1 cells inclined to apoptosis under the exposure of ATRA and cytotoxic drugs than
cytotoxic drugs alone, meanwhile more cells apoptosis occurred when ATRA was administrated after
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NPM1蛋白是一种核仁磷酸蛋白，主要位于细

胞核仁的颗粒区，在胞核和胞质之间穿梭，主要参

与核糖体生物合成、中心粒复制等过程［1- 2］。而

NPM1突变位于基因的第12号外显子，存在近50种

不同的突变，其中A型突变是最常见的类型，占所

有突变的 75%～80%，是 NPM1 基因编码序列的

956～959位插入TCTG四个核苷酸的重复序列，导

致了氨基酸的 288和 290位的色氨酸取代，并产生

新的 C 末端出核信号（NES），从而导致了 NPM1

蛋白从细胞核中排出，过多地积累在胞质中［3-4］。近

1/3 的急性髓系白血病（AML）患者存在 NPM1 突

变，其中多数染色体核型正常。存在NPM1突变的

AML患者对化疗敏感，NCCN指南和欧洲白血病网

（ENL）指南均把单纯NPM1突变的类型列入预后良

好组，化疗可获得和移植类似的长期生存率［5-6］。

全反式维甲酸（ATRA）作为急性早幼粒细胞白

血病（APL）的标准治疗已得到广泛应用。临床上一

直在探索ATRA能否应用于非APL类型的AML的

治疗［7-8］。Schlenk等［9］发现ATRA联合化疗药物可

以提高非APL型AML患者的完全缓解（CR）率、无

病生存率和总体生存率。但是上述研究结果并未

得到其他研究者的广泛认同［10-12］。近几年，有研究

者发现ATRA对于单纯NPM1突变的AML患者具

有更好的疗效［13］，但同时其他随机对照试验并未证

实上述结果［14-15］。因此，ATRA联合化疗药物是否有

助于提高单纯NPM1突变AML患者的疗效仍存在

争议。本研究旨在通过构建野生型和突变型（A型）

NPM1载体，转染AML细胞系U937细胞，建立稳定

的NPM1野生型和突变型（A型）细胞系，通过体外

实验来探讨 ATRA 对 NPM1 突变的白血病细胞系

的影响。

材料与方法

1. 细胞培养：人类白血病细胞系 U937 细胞由

本实验室保存，于含 10%灭活胎牛血清（FBS）的

RPMI 1640培养基，置于 37 ℃、5%CO2的培养箱中

培养，取对数生长期的细胞用于实验。

2. 质粒构建、转染及单克隆细胞系建立：野生

型和突变型（A型）NPM1质粒均由原代患者骨髓细

胞中通过 PCR 扩增得来，通过酶切位点克隆进入

pcDNA3.1-myc质粒中。将pcDNA3.1空载体、野生

型 NPM1 质 粒 、突 变 型 NPM1 质 粒 通 过

lipofectamine2000转染至U937细胞，通过极限稀释

法、Western blot法鉴定和挑选单克隆细胞系。

3. NPM1蛋白定位检测：取对数生长期细胞，经

过 PBS 洗涤后离心涂片，4%多聚甲醛固定，0.25%

TritonX-100室温孵育，2%马血清室温封闭 30 min，

NPM1突变蛋白抗体（鼠源，特异性显示突变NPM1

蛋白，与野生型NPM1蛋白无交叉性）室温避光孵育

1 h，3 μl DAPI染核封片，放置激光共聚焦显微镜下

（德国Leica公司产品）观察NPM1蛋白亚细胞定位

情况。

4. 细胞周期鉴定：将细胞离心后用 PBS洗涤，

放置于 75%乙醇固定至少 24 h，3 μl RNA 酶和 150

μl碘化丙锭（PI）室温孵育 10～15 min，通过流式细

胞仪（FACS LSRⅡ，美国BD Bioscience公司产品）

测定细胞周期。

5. 细胞增殖测定：将对数生长期细胞以每孔

1 × 104接种于96孔板，检测时间点加入10 μl MTT，

4 h后加入10%SDS 100 μl 孵育12～16 h，通过酶标

仪（美国BioTek Instruments公司产品）测定 546 nm

波长处的吸光度（A）值，计算细胞增殖活性。

6. 细胞凋亡测定：将对数生长期细胞与化疗药

物孵育后，收集细胞离心，PBS洗涤后重悬于 50 μl

结合缓冲液中，分别加入 2 μl Annexin Ⅴ和 3.5 μl

PI，混匀后避光孵育 15 min，最后加入 100～150 μl

结合缓冲液，通过流式细胞仪检测细胞凋亡比例。

7. 集落形成检测：收集对数生长期细胞，将细

胞吹散成单个细胞悬于含 2%FBS的 IMDM培养液

中，制成 1 × 105/ml的细胞悬液，将细胞悬液与甲基

cytotoxic drugs exposure. Conclusions ATRA could inhibit cell proliferation and colony formation,
blocked the cell cycle in the G0/G1 stage accompanied by the significant reduction of p- ERK in U937
leukemic cells with NPM1 mutation. Besides, ATRA could synergize with drugs to suppress the leukemic
cells survival more effectively when ATRA was administered after the cytotoxic drugs exposure in U937
leukemic cells with NPM1 mutation.

【Key words】 NPM1 mutation; Leukemia, myeloid, acute; All-trans retinoic acid
Fund program: National Natural Science Foundation of China （81430004）; Tianjin Research

Program of Application Foundation and Advanced Technology（16JCQNJC12200）; Tianjin Hematology
Clinical Medicine Research Center Construction（15ZXLCSY00010）
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纤维素培养基按1∶10比例吹打混合均匀，将混合体

系转移接种于 96 孔板中，每孔 100 μl；置于 37 ℃、

5% CO2、湿度≥95%条件下孵箱培养 7 d，计数集落

并照相。

8. 统计学处理：采用SPSS17.0软件进行统计学

分析。两组比较采用独立样本 t检验，多组数据比

较采用方差分析，每组设 3个复孔，实验至少重复 3

次。P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、突变型NPM1单克隆细胞的鉴定

野生型NPM1蛋白可在胞质和胞核中同时检测

到，而突变型NPM1蛋白仅存在于胞质中，空载体中

仅存在野生型NPM1蛋白。如图 1所示，分别提取

胞质和胞核蛋白，Western blot法检测结果显示，突

变型单克隆A1和A2中NPM1蛋白均只在胞质中表

达，而野生型克隆的NPM1蛋白胞质和胞核中均有

表达。通过激光共聚焦显微镜观察发现突变型

NPM1蛋白主要分布于胞质中，几乎不分布于胞核

中（图 2），因此构建的突变的NPM1单克隆细胞A1

和A2可用于后续实验。

二、ATRA对野生型和突变型NPM1细胞系生

物学特性的影响

1. 细胞增殖：空载体、NPM1 野生型和突变型

A1、A2细胞培养72 h后相对细胞增殖率（与0 h时A

值的比值）分别为3.79±0.79、4.68±1.28、2.49±0.85和

2.85±0.80，而经 3 μmol/L ATRA处理 72 h的四组细

Actin：胞质蛋白内参；H3：胞核蛋白内参；C：细胞质；N：细胞核

图1 Western blot法检测NPM1蛋白在NPM1野生型和突变型A1、

A2细胞胞核和胞质中的表达

胞相对细胞增殖率分别为 3.04±1.21、3.76±0.63、

1.32±0.04 和 1.02±0.38。空载体和野生型细胞经

ATRA处理后细胞增殖基本不受影响，而突变型A1

和A2细胞经ATRA处理后相对细胞增殖率分别为

对照组的52.6%和35.8%，差异均有统计学意义（t＝

3.649，P＝0.010；t＝4.906，P＝0.002）。

2. 细胞周期：空载体、NPM1 野生型和突变型

A1、A2 细胞经 48 h 孵育，G0/G1期细胞比例分别为

（50.6±4.8）%、（36.4±3.2）%、（54.1±3.7）%和（50.6±

2.1）%，而经 3 μmol/L ATRA处理后的四组细胞G0/

G1期细胞比例分别为（63.8±4.7）%、（43.8±1.9）%、

（65.0±2.6）%和（68.7±0.8）%。野生型组的 G0/G1期

比例基本无变化，而空载体、突变型A1和A2组的

G0/G1期细胞比例经ATRA处理后较对照组分别增

加26.1%、20.1%和35.8%，差异均有统计学意义（t＝

3.667，P＝0.020；t＝4.544，P＝0.010；t＝15.850，P＜

绿色荧光代表突变的NPM1蛋白，蓝色荧光代表细胞核，分辨率为16 µm

图2 激光共聚焦显微镜下观察NPM1蛋白在空载体、NPM1野生型、突变型A1细胞中的荧光定位情况
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0.001）。

3. 细胞集落：空载体、野生型和突变型A1细胞

经过 7 d 孵育，细胞集落数目分别为 652.33±9.53、

772.67±13.86、688.67±5.93，而经 3 μmol/L ATRA处

理后的三组细胞集落数目分别为 439.33±23.15、

325.33±14.77、63.00±3.61。ATRA处理后三组细胞

集落数目分别下降了 32.7%、57.9%、90.9%，差异均

有统计学意义（t＝8.507，P＝0.010；t＝22.090，P＜

0.001；t＝90.200，P＜0.001），但突变型 NPM1 组的

抑制程度明显高于空载体和野生型组。图3可以更

直观地看出三组细胞集落经过ATRA处理后镜下形

态，空载体组的集落基本无变化，野生型组的集落

变得更加弥散，而突变型组的集落明显减少。

图3 倒置显微镜下观察空载体（A、B）、NPM1野生型（C、D）、突变

型A1（E、F）细胞在 3 µmol/L全反式维甲酸（ATRA）处理 7 d

后的集落形成情况（分辨率为50 µm）

4. p-AKT和p-ERK水平的检测：如上述结果显

示，ATRA可明显抑制NPM1突变型细胞的增殖能

力，故通过Western blot法检测细胞增殖相关的分子

p-AKT和 p-ERK水平。如图 4所示，空载体细胞经

过ATRA处理后p-AKT水平上升，而p-ERK水平下

降；野生型细胞经过ATRA处理后 p-AKT和 p-ERK

水平变化不明显；而突变型细胞经过ATRA处理后

p-AKT水平变化不明显，p-ERK水平却明显降低，

降低的程度明显强于空载体组细胞。

三、维甲酸和化疗药物联合作用对转染NPM1

突变型A1细胞的影响

为了检测ATRA与化疗药物联合是否具有协同

图 4 Western blot法检测空载体、NPM1野生型、突变型A1细胞在

不同浓度全反式维甲酸（ATRA）作用48 h后p-AKT和p-ERK

水平的变化

作用以及ATRA与化疗药物的添加时机是否会对疗

效产生影响，ATRA分别在加入化疗药物（柔红霉素

0.01 µg/ml、依托泊苷0.1 µg/ml）前24、12、0 h及加入

后12 h时间点添加，白血病细胞与化疗药物孵育48

h后检测细胞凋亡率。由表1可见，空载体组和突变

型组细胞在柔红霉素或依托泊苷化疗药物联合

ATRA处理后与化疗药物单药处理情况相比，细胞

凋亡率明显增高，而野生型组细胞未出现此种现象

（t＝1.075，P＝0.400；t＝2.356，P＝0.140）。空载体

组细胞在柔红霉素和依托泊苷单药处理下凋亡率

分别为（62.6±2.5）%和（20.1±5.9）%；而当 ATRA 和

化疗药物同时添加时，凋亡比例升高至（76.5±1.2）%

和（67.1±0.8）%，升高幅度分别为 22.2%和 234.0%

（t＝8.722，P＝0.010；t＝13.640，P＝0.005）。突变型

A1细胞相对应的增高幅度分别为 44.3%和 496.0%

（t＝12.170，P＝0.001；t＝60.700，P＜0.001），由此可

见ATRA联合化疗药物对突变型细胞比空载体细胞

具有更强的杀伤能力。实验进一步发现ATRA的添

加时机也对两药联合作用的效果产生影响，突变型

细胞中以ATRA预处理 24 h再分别加入柔红霉素、

依托泊苷，细胞凋亡比例分别为（39.2±2.3）%和

（29.3 ± 0.6）% ，而化疗药物处理 12 h 后再加入

ATRA，细胞凋亡比例分别增高至（53.8±2.9）%和

（37.0±4.2）%，增加幅度分别为 37.3%和 26.3%（t＝

6.832，P＝0.006；t＝3.144，P＝0.088）。

讨 论

ATRA在非APL型AML中的应用一直受到关

注，近些年某些临床试验结果显示ATRA可能对伴

NPM1突变的AML具有更好的疗效。本研究通过

体外实验发现，携带 NPM1 突变的 U937 细胞经

ATRA处理后细胞增殖变慢，细胞周期阻滞于G0/G1
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期，集落形成能力减弱，同时伴随着 p-ERK水平的

明显下降。有研究报道ATRA对NPM1突变的白血

病发挥作用主要是通过降解NPM1突变蛋白，改变

PML小体细胞定位来实现［16-17］。

本研究同时发现当ATRA与化疗药物同时处理

NPM1突变的细胞系，联合用药比化疗药物单药使

用对白血病细胞的杀伤作用更强，且ATRA添加时

机晚于化疗药物则杀伤效果更好，但对照组也呈现

出相似的趋势，两组之间差异无统计学意义。当我

们分析 ATRA 与化疗药物联合应用的既往临床试

验，可发现ATRA的添加时机可能会对化疗疗效产

生一定影响。在澳大利亚-德国临床试验中，ATRA

是在化疗后的第 3～6 天（45 mg/m2）或第 3～28 天

（15 mg/m2）应用，结果显示ATRA有助于提高化疗

疗效［9,13,18］。而在MRC的临床试验中，ATRA在化疗

期 间 的 第 1～60 天 应 用（45 mg/m2），美 国 MD

Anderson临床试验中ATRA是从化疗前2天或者化

疗当天应用直至化疗结束［10］，该两组试验都没有显

示出ATRA的疗效优势。尽管从这些临床试验结果

和本研究体外实验结果可以推测ATRA添加时机可

能影响疗效，但确定的结论需要通过合理的前瞻性

对照临床试验进一步验证。

虽然本研究对ATRA与NPM1突变的关系进行

了探索，但仍存在不少问题需要解决，如本研究主

要在U937细胞系中进行，还需要通过原代细胞或

小鼠模型进一步验证。最近研究发现，亚砷酸可能

同样对 NPM1 突变的白血病具有良好的效果，且

作用效果比ATRA更强［16-17］。临床中NPM1突变常

常同时合并DNMT3A、FLT3-ITD或 IDH1/2突变，一

旦合并这些突变，ATRA或亚砷酸对白血病细胞的

作用是否会受影响，这些都是需要阐明和解决的

问题。

通过目前的数据，我们相信ATRA确实能够对

NPM1突变的白血病细胞的增殖产生抑制作用，如

果它的功能能够进一步被阐明，那么对于NPM1突

变类型白血病的治疗则是重要的进展。
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