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CD44v6对急性白血病细胞 HL-60和 THP-1增殖和迁移的影响 *
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摘要 目的：探讨 CD44变异亚型对急性白血病细胞增殖和迁移的影响。方法：选择对数生长期的急性白血病细胞株 HL-60、

THP-1和慢性白血病细胞株 K562，采用荧光定量 PCR法检测 CD44v6mRNA的表达。通过电转的方法转染 CD44v6siRNA到

HL-60和 THP-1细胞抑制细胞的 CD44v6表达，通过 western方法检测 CD44v6蛋白的抑制情况。将实验分成 HL-60+N-siRNA、

HL-60+ CD44V6-siRNA、THP-1+ N-siRNA、THP-1+ CD44V6-siRNA共 4组，培养 24、48、72 h后分别取细胞悬液用台盼蓝染色后

计数活细胞数检测细胞的增殖情况；使用 Transwell小室培养法观察 HL-60和 THP-1细胞的迁移率。结果：通过荧光定量 PCR方

法检测 THP-1和 HL-60细胞均高表达 CD44v6（分别为 0.0037± 0.0007和 0.00292± 0.0002）,明显高于 K562的表达（P< 0.01）；转
染后的 HL-60和 THP-1细胞株中 CD44v6蛋白表达水平明显下调，细胞计数结果显示转染 CD44v6-siRNA的 HL-60和 THP-1

细胞在 24、48和 72 h增殖均明显下降。迁移实验结果显示 THP-1＋N-siRNA和 HL-60+ N-siRNA细胞的迁移率为 17%和 23%，

与相应对照组相比 THP-1+CD44v6-siRNA和 HL60+ CD44v6-siRNA组细胞 24 h迁移率明显下降（分别降至 11%和 14%）。结论：

CD44v6可以通过干预白血病细胞的增殖和迁移能力，参与调解白血病细胞的增殖和髓外进展。
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The Influence of CD44v6 on Proliferation and Migration in HL-60
and THP-1 Cells*

To investigate the influence of CD44v6 on proliferation and migration in HL-60 and THP-1 cells.

The expression levels of CD44 in leukemia cell lines, when they were in logarithmic phaseTHP-1, HL-60 and K562 were assayed by

qRT-PCR. CD44v6 siRNA was transfected into THP-1and HL-60 cell lines by electransfection. And these cell lines were divided into

control group (transfected with N-siRNA) and experimental group (transfected with siRNA-CD44V6). Western blot was used to measure

the protein expression of CD44v6 in the experimental and the control groups. The proliferation and migration of cells were measured by

cell count and the artificial matrix membrane. The relative expression ratios of CD44 to GAPDH in THP-1 and HL-60 were

0.0037± 0.0007 and 0.00342± 0.0005, respectively, which were significantly higher than that in K562 cell (P<0.01). After THP-1 and
HL-60 cells were transfected with siRNA-CD44v6 inhibit the protein expression of CD44v6. Compared with the control group, the ex-

perimental group had a significant decrease in proliferative capacity at 24, 48, 72 h. Migration assay showed that the transmembrane rates

of THP-1+N-siRNA and HL-60+N-siRNA cells were 17% and 23% respectively, and decreased to 11% and 14% in HL60+

CD44V6-siRNA and THP-1+ CD44V6-siRNA groups respectively. CD44V6 might play an important role in the migration

and proliferation of leukemia cells and be involved in the extramedullary infiltration of leukemia cells.
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前言

急性白血病是造血系统的恶性疾病，其特征是造血细胞增

殖失控和分化障碍。近年来研究阐明了骨髓龕的存在，使白血

病细胞不被化疗药物所杀伤[1]。粘附分子 CD44及其受体是将

干细胞固定在骨髓龕的主要因素之一，减少粘附分子的表达会

使造血龕中的细胞游离到外周提高化疗药物的作用[2,3]。白血病

干细胞伴随 CD44 变异亚型表达水平的上调，能够激活

PI3K-Akt信号通路，增加细胞的粘附和增殖[4]。粘附分子 CD44

是一种细胞表面跨膜糖蛋白，作为透明质酸(HA)的受体，CD44

分子的表达与白细胞的粘附、血管发生、细胞增殖、分化、迁移

及淋巴细胞的活化、归巢，以及免疫细胞在炎症部位迁移和凝
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集有关 [5,6]。CD44有标准型 CD44（CD44s）和变异型 CD44

（CD44v）之分。CD44s主要在间质和造血细胞中表达，CD44v

主要分布于上皮源性细胞和肿瘤细胞。肿瘤转移扩散依赖于肿

瘤细胞之间、肿瘤细胞与细胞外基质（Extracellular matrix，

ECM）之间以及肿瘤细胞和血管内皮细胞之间的相互作用[7,8]。

CD44v6是 CD44v的一种变异亚型，在正常骨髓造血细胞低表

达，在非何杰金氏淋巴瘤、多发性骨髓瘤等多种恶性血液病的

肿瘤细胞中表达增高，与肿瘤的发展有关[9,10]。最近研究显示人

类 B细胞白血病中 CD44v6 通过 NF-资B和 MAP激酶信号途

径促进肿瘤细胞增殖，并在肿瘤的浸润、转移和预后中起重要

作用[11]。本实验研究粘附分子 CD44V6亚型对急性白血病细胞

HL-60和 THP-1增殖和迁移的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞株及抗体

HL-60、THP-1 和 K562 细胞株系本实验室所藏，培养条

件：含 10%的灭活胎牛血清的 RPMI1640培养基(Gibco公司)、

置 37℃、5% CO2饱和湿度的培养箱培养，隔日半量换液，存活

细胞百分率(台盼蓝拒染法)> 95%。CD44v6单克隆抗体 (货号：

ab78960)。CD44v6-siRNA及 N-siRNA购于吉玛公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞转染 通过电转染方式将 CD44v6-siRNA 和

N-siRNA转染 HL-60 和 THP-1 细胞，设立 HL-60＋N-siRNA

和 THP-1+ N-siRNA 为 对 照 组 ，HL60+siRNA-CD44V6 和

THP-1+siRNA-CD44V6为实验组，转染 48小时进行后续实验。

1.2.2 荧光定量 RT-PCR法检测 HL-60和 THP-1细胞 CD44v6

mRNA的表达 收集各组细胞,提取总 RNA，准确定量后合

成 cDNA，再采用 SYBR Green 进行定量 PCR，总反应体系

20 滋L，含 2 × SYBR Green PCR Mix 10 滋L，上、下游引物各
0. 5 pmol，cDNA 2 滋L。荧光定量 PCR结果采用相对定量法 =

2-△ △ CT分析。各基因引物见表 1。

表 1 qRT-PCR引物序列

Table 1 The primer of qRT-PCR

Primer Sequence Size

CD44V6 3' CTGAAGACATCTACCCCAGCAAC 242bp

5' TTGCCAAACCACTGTTCCTTC

GAPDH 3'AACGGATTTGGTCGTATTGGG 220bp

5'TGGAAGATGGTGATGGGATTTC

1.2.3 western blot检测 CD44v6的蛋白表达情况 收集各组

细胞，2000 r/min离心 5 min，留取细胞沉淀并用 PBS洗涤 3

次。弃上清加入 RIPA裂解液充分裂解细胞，13000 r/min离心

30 min，取上清，BCA法测蛋白浓度。取 40 滋g变性样品上样，
用 10%的 SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白，使用转膜仪将蛋白

转移到 PVDF膜上，5%脱脂奶粉封闭 1 h，分别加入 CD44v6

和 GAPDH抗体，4度孵育过夜，TBST漂洗 3次，每次 10 min。

孵育相应二抗室温 1 h。最后用 ECL化学发光试剂凝胶显影。

条带用 Image J软件进行分析。

1.2.4 抑制 CD44v6 表达对 HL-60和 THP-1 细胞增殖的影响

取处于对数生长期的 HL-60和 THP-1细胞重悬于含 10%的灭

活胎牛血清的 RPMI1640培养液中，分成 HL-60、HL60 + siR-

NA-CD44V6、THP-1、THP-1+ siRNA-CD44V6共 4组，分别种

于 12孔培养板，细胞浓度为 1 × 106·mL-1。置 37℃、5% CO2饱

和湿度的培养箱培养，培养 24、48、72、96 h后分别取细胞悬液

用台盼蓝染色后计数活细胞数。取 3孔平均值，以时间为横坐

标，活细胞数为纵坐标，绘制细胞生长曲线。

1.2.5 抑制 CD44v6 表达对 HL-60和 THP-1 细胞迁移的影响

Transwell实验检测各组细胞迁移能力，收集转染后的各组细

胞，悬浮于无血清 RPMI -1640培养液中。按 1× 106个 /室将细

胞接种于Transwell上室，下室加入600滋L完全培养基，于 37℃、5

% CO2的恒温培养箱中培养 24 h。收集下室细胞加入 1 mL培

养基重悬细胞，台盼蓝染色后计数活细胞数。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 19.0软件进行统计学分析，定量资料以均值±

标准差（x± SD.）表示，两样本均数比较采用 t检验，多样本之

间的比较采用方差分析。P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 CD44v6在 HL-60、THP-1和 K562细胞株的表达情况

我们通过荧光定量 PCR技术检测几种细胞株 CD44v6的

表达，发现在急性白血病细胞株 THP-1和 HL-60呈现高表达

（分别为 0.0037± 0.0007和 0.00292± 0.0002），而在慢性白血

病细胞株 K562呈现低表达（P< 0.01）。图 1。

2.2 检测转染 CD44v6-siRNA的 HL-60和 THP-1 细胞的转染

效率

图 1 三种白血病细胞株 CD44v6的 mRNA表达

Fig.1 The expression of CD44v6 in leukemia cell lines

*P< 0.01, compared with K562cell line
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使用 western blot 方法检测 HL-60 和 THP-1 细胞转染

CD44v6-siRNA后细胞 CD44v6蛋白的表达情况。图 2。转染

CD44v6-siRNA的细胞 CD44v6蛋白表达明显下降。

图 2 Western blot技术检测细胞转染 CD44v6-siRNA的转染效率

Fig.2 The expression of CD44v6 in different groups by Western blot

Note: *P<0.05, compared with Control group.

2.3 抑制 HL-60和 THP-1细胞的 CD44v6表达对细胞增殖的

影响

计数 HL-60 和 THP-1 细胞转染前后 24、48、72小时的细

胞数，计算出各实验组细胞的增殖情况，结果显示抑制细胞

CD44v6表达降低了细胞的增殖。图 3。

2.4 抑制 HL-60和 THP-1细胞的 CD44v6表达对细胞迁移的

影响

通过使用 Tanswell计数 24小时穿过滤膜进入下室的细胞

数，比较转染前后细胞的迁移情况，结果显示抑制细胞 CD44v6

表达降低了细胞的迁移。HL-60细胞的 24小时迁移率从 23%

降到了 14%，THP-1细胞的 24小时迁移率从 17%降到了 11%，

差异有统计学意义 P<0.05（图 4）。

3 讨论

急性白血病细胞归巢到骨髓微环境，恶性克隆的肿瘤细胞

持续增殖与疾病的发生发展密切相关。寻找新的抑制肿瘤细胞

增殖和迁移的方法或增加白血病细胞对化疗药物的敏感性成

为迫切需要研究的问题。近年来，已有研究显示 CD44V6作为

一种肿瘤转移促进蛋白与肿瘤细胞的恶性行为及不良预后相

关[12,13]。以往也有学者研究发现在急性白血病患者 CD44V6变

异亚型较 CD44V3、V6变异亚型表达更强、更频繁，但尚未就

其机制进行探讨[14,15]。骨桥蛋白( Qsteopontin,OPN)作为 CD44

的配体，特异性地识别 CD44V6，它参与了某些肿瘤细胞的侵

袭、扩散和转移过程[16,17]。在脾脏中CD44v6突变富集，可增强

CLL的转移和增殖，同时 HA结合增强。此外，研究人员在人类

疾病中对 CD44v6诱导进行归纳概括，并利用体外抑制试验和

染色体免疫组化试验，发现 MAP 激酶和 NF-资B 信号参与
CD40配体和B细胞受体激活。通过对 CD44v6-HA涉及的下游

信号进行研究发现 ERK和 p65激活。抗 -CD44v6治疗可减少

人类和小鼠体外的白血病细胞增殖[11]。综上所述，CD44v6在细

胞的肿瘤细胞的存活和发生发展中起着重要作用。

在这项研究中我们检测了 CD44V6变异亚型在急性白血

病细胞株 THP-1和 HL-60中的表达及其对细胞迁移和增殖的

影响。我们发现 THP-1和 HL-60细胞高表达 CD44V6，当我们

通过 siRNA沉默了 CD44V6在细胞表面的表达时降低了肿瘤

细胞的增殖和迁移。

白血病同其它血液系统肿瘤一样，具有迁移到骨髓微环境

中恶性克隆增殖的特性。这些行为与肿瘤细胞表面黏附分子表

达变化有关[18,19]，CD44v6是 CD44的一种变型体，也具有黏附

分子的特性，可以引起肿瘤细胞与细胞外基质中多种结构蛋白

图 3 抑制 CD44v6蛋白的表达对细胞增殖的影响

Fig.3 The influnce of Proliferation in CD44v6 inhibited cell

图 4 抑制 CD44v6蛋白的表达对细胞迁移的影响

Fig.4 The influnce of migration in CD44v6 inhibited cell

Note: Data are expressed as x± SD.*P<0.05, compared with Control
group.
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相互作用，肿瘤细胞随后发生位移，使其具备迁移的能力，因此

CD44v6蛋白可能参与肿瘤细胞的生长转移过程。已有研究表

明，CD44v6与大肠癌，胃癌等肿瘤的浸润转移有关[20-22]，我们研

究也显示了 CD44v6 蛋白在急性白血病细胞株 THP-1 和

HL-60中的高表达，而在慢性白血病细胞株 K562中呈现低表

达。转染后的 HL-60和 THP-1细胞株中 CD44v6蛋白表达水

平明显下调，转染了 CD44v6-siRNA的 HL-60和 THP-1细胞

在 24、48和 72 h增殖均明显下降。迁移实验结果显示与相应

对照组相比 HL60+siRNA和 THP-1+siRNA 组细胞 24 h 迁移

率明显下降（分别降至 11%和 14%）。

我们的实验表明干预 CD44v6表达抑制白血病细胞的增

殖和迁移能力。那么能否通过抑制肿瘤细胞表面 CD44v6表达

协同促进化疗药物的治疗敏感性有待进一步研究。
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