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CDA基因沉默对人慢性髓系白血病细胞增殖和凋亡的影响 *
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摘要 目的：探讨胞苷脱氨酶（CDA）基因沉默在治疗人慢性髓系白血病（CML）中的潜在价值。方法：通过 RT-PCR和Western blot

检测 CML患者和造血干细胞移植供体的骨髓单个核细胞中的 CDA表达。对 CML KCL-22细胞系转染 shRNA和过表达 CDA

的 pBS / U6-Neo质粒来诱导 CDA基因沉默或过表达。通过细胞计数试剂盒 8（CCK-8）测定和细胞集落形成实验评价细胞增殖，

通过流式细胞仪检测细胞凋亡。此外，将 0.2 mL不同处理的细胞悬浮液（106个细胞 / mL）注射到裸鼠中建立裸鼠肿瘤异种移植

模型。结果：与造血干细胞移植供体相比，CML患者的骨髓单个核细胞中的 CDA mRNA和蛋白表达显著升高（P <0.05）。转染
shRNA-CDA显著降低了 KCL-22细胞的细胞活力和细胞集落数（P<0.05）。与对照组（4.32%）相比，shRNA-CDA组（13.45%）的细
胞凋亡率显著升高（P<0.05）。与对照组相比，shRNA-CDA组的 BCL-2蛋白表达水平显著降低，而 cleaved caspase-3显著升高

（P<0.05）。与对照组相比，shRNA-CDA组的 PI3K蛋白表达水平和 Akt磷酸化水平显著降低（P<0.05）。接种 30 d后，与对照组相

比，shRNA-CDA组裸鼠的肿瘤重量和肿瘤体积均显著降低（P<0.05）。结论：CDA在人慢性髓系白血病中高表达，CDA基因沉默
可在体内和体外抑制肿瘤细胞的生长。其机制与抑制 PI3K / Akt信号通路的激活有关。
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Effect of CDA Gene Silencing on Proliferation and Apoptosis of Human
Chronic Myeloid Leukemia Cells*

To explore the potential value of cytidine deaminase (CDA) gene silencing in the treatment of human

chronic myeloid leukemia (CML). The expression of CDA in bone marrow mononuclear cells of CML patients and

hematopoietic stem cell transplantation donors was detected by RT-PCR and Western blot. CML KCL-22 cell line was transfected with

shRNA and overexpressing CDA pBS/U6-Neo plasmid to induce CDA gene silencing or overexpression. Cell proliferation was evaluated

by the Cell Counting Kit 8 (CCK-8) assay and cell colony formation experiments, and apoptosis was detected by flow cytometry. In

addition, 0.2 mL of differently treated cell suspensions (106 cells / mL) were injected into nude mice to establish nude mice tumor

xenograft models. Compared with hematopoietic stem cell transplantation donors, the expression of CDA mRNA and protein in

bone marrow mononuclear cells of CML patients was significantly increased (P<0.05). Transfection of shRNA-CDA significantly

reduced the cell viability and cell colony number of KCL-22 cells (P<0.05). Compared with the control group (4.32%), the apoptosis rate

of the shRNA-CDA group (13.45%) was significantly increased (P<0.05). Compared with the control group, the expression level of
BCL-2 protein in the shRNA-CDA group was significantly reduced, while cleaved caspase-3 was significantly increased (P<0.05).
Compared with the control group, the expression level of PI3K protein and Akt phosphorylation level in shRNA-CDA group were

significantly reduced (P<0.05). After 30 days of inoculation, the tumor weight and tumor volume of the nude mice in the shRNA-CDA
group were significantly reduced compared with the control group (P<0.05). CDA is highly expressed in human chronic
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前言

慢性髓系白血病(chronic myeloid leukemia, CML)也叫慢性

粒细胞白血病，是一种造血系统恶性疾病，其特征是由于 9号

和 22号染色体的相互易位形成费城染色体（Ph），该易位形成

一种新的 BCR-ABL融合基因并诱导白血病的发生[1-3]。目前，

针对 BCR-ABL融合基因的治疗措施较不理想。酪氨酸激酶抑

制剂治疗已被作为 CML的一线和二线疗法，例如伊马替尼、达

沙替尼、尼洛替尼等[4]。另外，RNA干扰或基因沉默等 CML的

基因疗法也逐渐兴起。胞嘧啶脱氨酶（cytidine deaminase，

CDA）是参与吉西他滨代谢的一种主要酶，吉西他滨是一种嘧

啶类似物，可用于胆管癌等肿瘤的化疗 [5]。根据不同物种中

CDA的晶体结构和氨基酸序列，CDA可分为两种类型，即同

型二聚体和同型四聚体[6]。其他研究显示，CDA表达的丧失可

以作为癌症易感性的新预测指标[7]。CDA在癌细胞中高表达，

并且是胞嘧啶核苷类似物分解代谢中的重要酶[8]。因此，靶向

CDA的基因疗法可能是治疗 CML的潜在疗法。然而，CDA基

因沉默在 CML细胞生物学过程中的潜在机制仍有待阐明。因

此，本研究旨在探讨 CDA基因沉默对 CML细胞凋亡和增殖

的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

2017年 1月至 2019年 1月期间，本研究纳入了 30名确

诊的 CML患者，其中 20例男性和 10例女性，年龄为 8至 14

岁，平均年龄为 12.20± 2.15岁。此外，纳入 30例造血干细胞移

植供体作为对照组。使用人淋巴细胞分离液(FICOLL配置)（赛

默飞世尔科技(中国)有限公司）分离骨髓单个核细胞用于检测

CDA的表达。本研究已获得医院伦理委员会的批准，所有患者

均签署了知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 CML KCL-22 细胞系购自 ATCC，将

KCL-22细胞加入 Roswell Park Memorial Institute（RPMI）-1640

培养基中（美国 Gibco 公司），培养基中添加 10%胎牛血清

（FBS），然后将细胞在 37℃、5% CO2、95%相对湿度的培养箱中

培养。

1.2.2 CDA基因沉默和 CDA过表达模型的构建 靶向 CDA

基因序列的短发夹 RNA （shRNA-CDA） 及阴性对照

（shRNA-NC）由上海吉玛制药技术有限公司合成。序列如下：

shRNA-CDA，5'-TGAAGGAGCATGGCTTCAA-3'；shRNA-NC，

5'-GTTCGAACGTTCCCGTACG-3'。委托上海吉玛制药技术有

限公司构建 CDA基因沉默（shRNA-CDA）和 CDA 过表达

（pBS / U6-Neo-CDA）的 pBS / U6-Neo质粒。

1.2.3 细胞转染 选择处于对数生长期的 KCL-22细胞进行

转染。转染过程中，将终浓度为 50 nM的质粒加入 250 滋L无血
清 Opti-MEM培养基（美国 Gibco公司）中，轻轻混合并在室温

下孵育 5 min。同时，将 5 滋LLipofectamine 2000（美国 Invitrogen

公司）加入 250 滋L无血清 Opti-MEM培养基中并孵育 5 min。

然后将以上两种溶液混合并在室温下孵育 20 min，然后添加到

细胞中。转染 48 h后收集细胞用于进一步实验。

1.2.4 细胞活力测定 细胞转染 24 h 后，将细胞离心并用

PBS洗涤 3次，制成单细胞悬液。计数后，将细胞以 6× 103个

细胞 /孔的密度接种到 96孔板中，每孔含有 100 滋L培养基。
然后每个孔中加入 10 滋L细胞计数试剂盒 8（CCK-8）溶液（美

国 Sigma公司）进行培养。孵育 24、48和 72 h后，使用酶联免

疫吸附测定（ELISA）在 450 nm处检测每个孔的光密度（OD）。

1.2.5 细胞集落形成实验 用胰蛋白酶分离细胞，悬浮并计

数。然后将细胞以 1000个细胞 /孔的密度接种到 6孔板中，并

在半固定培养基中于 5% CO2和 37℃下培养。培养 2周后将细

胞用结晶紫染色，并观察细胞集落的数量和大小。

1.2.6 细胞凋亡测定 转染 48 h后，将细胞以 4000 r / min离

心 5 min。随后，将细胞用冰 PBS冲洗 3次，并再次离心。根据

膜联蛋白 -V-FITC 凋亡测定试剂盒（美国 BD Pharmingen 公

司）的说明，将 150 滋L结合缓冲液和 5 滋L膜联蛋白 -V-FITC

加入每个试管中。振荡后，将细胞在黑暗中室温孵育 15 min。随

后，将另外的 100 滋L结合缓冲液和 5 滋L PI染色剂（美国

Sigma-Aldrich公司）添加到每个试管中。振荡后，通过流式细胞

仪检测细胞凋亡。

1.2.7 RT-PCR 使用 Trizol试剂（美国 Invitrogen 公司）提取

细胞样品中的总 RNA。将 RNA溶解在用焦碳酸二乙酯（DECP）

预处理的超纯水中，在分光光度计上测量 260和 280 nm的吸

光度来评估 RNA质量。根据试剂盒（Fermentas Inc.，汉诺威，马

里兰州，美国）的使用说明，使用两步法反转录试剂盒（瑞士罗

氏公司）对提取的 RNA进行反转录，反应条件如下：70℃持续

10 min，冰浴 2 min，40℃持续 60 min，70℃持续 10 min。将获得

的 cDNA保存在 -80℃的冰箱中。使用 TaqMan探针法并根据

试剂盒（美国 Fermentas公司）的说明制备 PCR反应体系，使用

Bio-Rad iQ5实时荧光定量 PCR仪（美国 Bio-Rad公司）进行

RT-PCR。CDA引物的上游和下游序列分别是 5'-CCGCTCAT-

ACGAAGTGGAAG-3'和 5'-GAATCACCACCCATATAGTGG-

3'。PCR 的反应条件如下：95℃预变性 30 s，95℃变性 10 s，

60℃退火 20 s，70℃延伸 10 s，40个循环。3-磷酸甘油醛脱氢

酶（GAPDH）作为内部对照，上游和下游序列分别是 5'-ATTC-

GACAGTCGCACAAAGG -3' 和 5'-GCAGGAGAGAGGATCG

GGA-3'。使用 2-△ △ Ct计算 CDA的相对表达。

1.2.8 蛋白质印迹分析 将细胞用 1伊SDS裂解缓冲液（上海
碧云天生物技术有限公司）裂解，然后将提取的蛋白质在

100℃下加热 5 min，并将 20 滋L蛋白加载到 10%聚丙烯酰胺凝

myeloid leukemia, and CDA gene silencing can inhibit tumor cell growth in vivo and in vitro. Its mechanism is related to inhibiting the

activation of PI3K / Akt signaling pathway.

Chronic myeloid leukemia; Cytidine deaminase; KCL-22 cells; PI3K / Akt signaling pathway; Gene silencing
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图 1 CML患者 CDA mRNA和蛋白表达升高

Fig.1 CDA mRNA and protein expression increased in CML patients

Note: Detection of CDA mRNA and protein expression in bone marrow mononuclear cells from CML patients and hematopoietic stem cell transplant

donors by RT-PCR (A) and Western blot (B); Compared with hematopoietic stem cell transplant donors, *P<0.05.

胶电泳（PAGE）上。随后，将蛋白在 48 V电压下转移到聚偏二

氟乙烯（PVDF）膜上，然后在室温下用 5%牛血清白蛋白（BSA）

孵育 2 h进行封闭。用 1伊 tris缓冲液和吐温 20（TBST）冲洗后，

将膜与以下兔抗人一抗在 4℃过夜孵育。一抗包括 CDA、B细

胞淋巴瘤 /白血病 2（BCL-2）、cleaved caspase-3、磷脂酰肌醇 3

激酶（PI3K）、total-AKT、p-AKT 和 GAPDH，抗体均以 1：1000

稀释，均购自美国 Santa Cruz Biotechnology公司）。GAPDH用

作内部参考。用 1伊TBST洗涤后，将细胞与过氧化物酶标记的
山羊抗兔二抗（1：3000）（美国 Santa Cruz Biotechnology公司）

在室温下孵育 1 h。再次用 TBST洗涤细胞后，用增强化学发光

（ECL）试剂（上海碧云天生物技术有限公司）进行显影。

1.2.9 裸鼠肿瘤异种移植 从中国医学科学院医学实验动物

研究所购买 30只无特定病原体（SPF）雄性 BALB/c nu/nu裸

鼠，6周龄，体重：18-25 g用于肿瘤异种移植实验。将裸鼠饲养

在 22-25℃、55依5%相对湿度的 SPF级实验室中。在这项研究

中，将裸鼠分为对照组、shRNA-NC组和 shRNA-CDA组，每组

10只。接种肿瘤之前，用 75%的酒精对裸鼠皮肤进行消毒，将

0.2 mL细胞悬浮液（106个细胞 /mL）注射到裸鼠腋部皮下。接

种后每 3天测量一次肿瘤的长度（a）和宽度（b），并计算肿瘤体

积（V=ab2/2）。接种 30天后处死裸鼠，分离肿瘤并称重计算肿

瘤体积。

1.3 统计分析

使用 SPSS 21.0软件进行数据分析。测量数据表示为平均

值依标准差。通过 t检验进行两组间比较。单因素方差分析

（ANOVA）用于多组间比较。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 CML患者的骨髓单个核细胞中 CDA mRNA和蛋白表达

升高

结果显示，与造血干细胞移植供体对照组相比，CML患

者的骨髓单个核细胞中的 CDA mRNA和蛋白表达显著升高

（P<0.05），分别是造血干细胞移植供体的 3.42和 2.54倍。见

图 1。

2.2 CDA基因沉默抑制细胞增殖

转染 48 h 后，与对照组相比，转染 shRNA-CDA 的

KCL-22 细胞中 CDA mRNA和蛋白表达显著降低（P<0.05），
CDA mRNA 和蛋白表达分别降低了 56.03%和 57.14%（P<0.
05）。此外，与对照组相比，转染过表达 CDA的 pBS/U6-Neo质

粒的 KCL-22细胞中 CDA mRNA和蛋白表达显著升高（P<0.
05），CDA mRNA和蛋白表达分别升高了 131.34%和 102.79%

（P<0.05）。见图 2。

细胞活力测定结果显示，孵育 48 h 和 72 h 后，

shRNA-CDA组的细胞活力显著降低，而 pBS / U6-Neo-CDA

组的细胞活力显著升高。另外，细胞集落形成实验显示，

shRNA-CDA 组 的 细 胞 集 落 数 显 著 低 于 对 照 组 ，而

pBS/U6-Neo-CDA组的细胞集落数显著高于对照组（P<0.05）。
见图 3。

2.3 CDA基因沉默诱导细胞凋亡

流式细胞术检测结果显示，转染 48 h 后，与对照组

（4.32%）相比，shRNA-CDA组（13.45%）的细胞凋亡率显著升

高，而 pBS / U6-Neo-CDA组的细胞凋亡率显著降低（1.04%）

（P<0.05）。见图 4。

Western blot结果显示，与对照组相比，shRNA-CDA组的

BCL-2蛋白表达水平显著降低，而 cleaved caspase-3显著升高

（P<0.05）。另外，与对照组相比，pBS/U6-Neo-CDA组的 BCL-2

蛋白表达水平显著升高，而 cleaved caspase-3显著降低（P<0.
05）。见图 5。

2.4 CDA基因沉默通过抑制 PI3K / Akt信号通路发挥抗癌作用

Western blot结果显示，与对照组相比，shRNA-CDA组的

PI3K 蛋白表达水平和 Akt 磷酸化水平显著降低，而

pBS/U6-Neo-CDA组的 PI3K蛋白表达水平和 Akt磷酸化水平

显著升高（P<0.05）。见图 6。

2.5 CDA基因沉默抑制肿瘤生长
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图 3 CDA基因沉默抑制细胞增殖

Fig.3 CDA gene silencing inhibited cell proliferation

Note: A: Cell counting kit 8 (CCK-8) measurement; B: Cell colony formation experiment; Compared with Control, *P<0.05;
Compared with shRNA-CDA, #P<0.05.

图 2转染 shRNA或过表达 CDA的 pBS / U6-Neo质粒对 CDAmRNA和蛋白表达的影响

Fig.2 Effect of transfected shRNA or pBS / U6-Neo plasmid overexpressing CDA on CDAmRNA and protein expression

Note: A: RT-PCR; B: Western blot; Compared with Control, *P<0.05; Compared with shRNA-CDA, #P<0.05.

裸鼠肿瘤异种移植实验结果显示，接种 30 d后，与对照组

相比，shRNA-CDA组裸鼠的肿瘤重量和肿瘤体积均显著降低

（P<0.05）。见图 7。

3 讨论

胞嘧啶脱氨酶（CDA）是胞嘧啶核苷类似物分解代谢中的

重要酶，也是治疗某些白血病的化疗药物，并在癌细胞中高表

达[8]。此外，据报道 CDA是吉西他滨代谢中的重要酶，吉西他滨

是一种嘧啶类似物，广泛用于多种肿瘤的治疗[9，10]。无论在体外

还是在体内，CDA都可以调节对抗肿瘤 DCyd类似物的敏感

性，从而影响 2'-C-氰基 -2'-脱氧 -1-茁-d-阿拉伯呋喃糖基胞嘧
啶（CNDAC）的抗肿瘤活性[11]。一项先前的研究发现，在包括髓

样白血病在内的许多癌症中，男性癌症患者的 CDA表达明显

高于女性[12]。另外，在 AML患者中，CDA水平与无病生存期密

切相关[13]。因此，CDA可能成为白血病的有前途的生物标志物

和治疗靶标。本研究发现，与造血干细胞移植供体相比，CML

患者的骨髓单个核细胞中的 CDA mRNA和蛋白表达显著升

高，证实 CDA也在人慢性髓系白血病中上调。

其他研究显示，CDA治疗可通过以时间和剂量依赖性方

式诱导绒毛膜癌细胞凋亡[13]。本研究发现，通过转染 shRNA使

CDA基因沉默，导致 KCL-22细胞活性和集落形成能力显著降

低，并且提高细胞凋亡率。而通过传染过表达 CDA的 pBS /

U6-Neo质粒则可促进细胞增殖并抑制细胞凋亡。此外，本研究

建立了裸鼠肿瘤异种移植模型，发现 CDA基因沉默明显降低

了裸鼠的肿瘤重量和肿瘤体积，说明靶向 CDA的基因疗法可

能是治疗慢性髓系白血病的有效疗法。

Bcl-2是线粒体凋亡信号通路的重要的调节剂，也是一种
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图 5 Western blot检测显示 CDA基因沉默调控细胞凋亡相关蛋白 BCL-2和 cleaved caspase-3的表达

Fig.5 Western blot showed that CDA gene silencing regulated the expression of apoptosis-related proteins BCL-2 and cleaved caspase-3

Note: Compared with Control, *P<0.05; Compared with shRNA-CDA, #P<0.05.

图 4膜联蛋白 -V-FITC凋亡测定试剂盒检测显示 CDA基因沉默诱导细胞凋亡

Fig.4 Detection of Annexin-V-FITC Apoptosis Kit showed that CDA gene silencing induced apoptosis

Note: Compared with Control, *P<0.05; Compared with shRNA-CDA, #P<0.05.

抗凋亡蛋白，多项研究均证实 Bcl-2的高表达会阻止癌细胞的

凋亡[14，15]。caspase-3是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶，通

常情况下，caspase 3以酶原的形式存在，当细胞凋亡时，caspase

3发生活化后形成 cleaved caspase 3并发挥促进细胞凋亡的作

用[16，17]。本研究发现 CDA基因沉默导致 BCL-2蛋白表达水平

显著降低，而 cleaved caspase-3显著升高。许多研究表明 PI3K

/ Akt信号通路在细胞凋亡过程中发挥抑制细胞凋亡、促进细

胞增殖的作用，并且可介导凋亡因子 BCL-2、caspase-3 的表

达[18-20]。PI3K是脂质激酶家族成员，可以调节多种细胞过程，例

如增殖、黏附和存活[21]。 PI3K在多种癌症中被上调，并且激活

的 PI3K可进一步激活 AKT[22-24]。据报道，慢性粒细胞白血病的

发生发展与 AKT的过度表达密切相关 [25]。其他研究者发现，

AKT表达的降低增强了吉西他滨诱导的胰腺癌细胞凋亡及其

抗肿瘤活性[26]。PI3K / Akt信号通路的活化可解聚促凋亡分子

蛋白(Bad)与抗凋亡因子 BCL-2形成的复合体，阻断 Bad的促

凋亡作用[27,28]。Bcl-2可以通过作用于线粒体细胞色素 c释放的

下游分子来保护细胞免于凋亡，从而防止 caspase-3依赖性蛋

白水解级联反应 [29，30]。本研究也发现 PI3K / Akt信号通路在

KCL-22细胞中被激活，然而，CDA基因沉默则会抑制 PI3K /

Akt信号通路的激活，从而诱导癌细胞凋亡。这些结果表明
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图 7 CDA基因沉默抑制裸鼠肿瘤生长

Fig.7 CDA gene silencing inhibited tumor growth in nude mice

Note: Compared with Control, *P<0.05; Compared with shRNA-CDA, #P<0.05.

图 6 Western blot检测显示 CDA基因沉默抑制 PI3K/Akt信号通路

Fig.6 Western blot showed that CDA gene silencing inhibited PI3K/Akt

Note: Compared with Control, *P<0.05; Compared with shRNA-CDA, #P<0.05.

CDA基因沉默可通过抑制 PI3K / Akt信号通路的激活在慢性

髓系白血病中发挥抗癌作用。

总之，本研究表明 CDA在人慢性髓系白血病中高表达，

CDA基因沉默可在体内和体外抑制肿瘤细胞的生长。其机制

与抑制 PI3K / Akt信号通路的激活有关。因此，CDA有望成为

治疗人慢性髓系白血病的新型分子靶标。
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