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[摘要 ] � 早幼粒细胞白血病 ( P rom yelocytic Leukem ia, PML )基因位于 15号染色体, 含有 9个外显子, 通过对内含

子不同的剪接方式产生 7大类 20余种不同的 PML剪接体.为对 PML不同剪接体进行分型,针对 PML各剪接体

C末端设计 5对型特异性引物, 通过 PCR扩增产物的有无及大小来判断 PML分子的型别. 利用设计的引物, 通

过对已知类型的 PML质粒进行分型,确定了分型引物的可行性. 对一株肝癌细胞系 QGY7701中表达的 PML分

子进行分型, 发现其为 PML剪接体 IV型与 II型的混合型. 研究表明, 利用所设计 5对引物的扩增, 可以判断出

某种组织或细胞中表达的 PML分子剪接体型别.
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Abstrac t: PM L ( P rom yelocy tic Leukem ia) gene is located on chrom osom e 15 and com posed of n ine exons. Mo re than

twenty d ifferen t PML iso form s have been discovered and categorized in to seven g roups by diffe rent splic ing pattern. In or-

der to indentify different isoforms o f the ind iv idua l g roups, five pa irs of prim er were designed to be used for iso form-spe-

c ific PCR am plification acco rd ing to the sequences at theC-term ina l o f PML gene. Analysis of the diffe rent iso form s w as

based on the presence and the s ize o f the PCR product am plified by using a ll the five pairs of pr im ers. Contro l exper-i

m ent w as done by analysis o f a pc DNA3� 1-GFP-PML plasm id wh ich is known to be PMLIV. In add ition, PML iso form

in a liver cancer ce ll line QGY7701 w as determ ined to be a m ixture of PMLII and PM LIV by the sam e way. In conc lu-

s ion, PML isoform o f the seven g roups can be c lassified by sim ply PCR amp lification using the des igned five pa irs o f

pr im ers.
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� � 早幼粒细胞白血病 ( P romyelocytic Leukem ia, PML)基因是从具有特征性 t ( 15; 17)易位的急性早幼粒

细胞白血病 (A cute Promyelocy tic Leukem ia, APL) 中分离克隆并加以命名的基因.在 70% ~ 100% APL病

例中, PM L基因与 17号染色体上的维甲酸受体 � ( Retino id receptors alpha, RAR�) 基因发生融合, 表达

PML- RAR�融合蛋白. PML-RAR�融合蛋白通过失活 PML蛋白的功能和干扰正常 RAR�的信号转导而

引起急性早幼粒白血病的发生
[ 1 ]
.

迄今为止,人们已发现 PML蛋白具有抗病毒活性, 能够抑制肿瘤的生长,参与造血祖细胞分化, 调节

基因转录,诱导细胞凋亡等多种生物学功能
[ 2]
. 编码 PML蛋白的基因位于 15号染色体上, 长约 35 kb,含

有 9个外显子
[ 3]
.由于对内含子的剪接方式不同, PML基因有多种 mRNA表达产物,最终产生不同的 PML

蛋白分子.至目前为止,已有 20余种不同的 PML剪接体类型被报道.剪接所产生的各种 PML蛋白因与不

同的细胞内蛋白相互作用, 具有各自独特的生物学功能. 对不同细胞及组织中的 PML剪接体进行分型,了
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解各型 PML分子的表达量, 有助于了解 PML分子在该组织中发挥的特定作用. 基于此,本文针对 PML不

同的剪接体设计 5对型特异性引物, 通过简单的 PCR扩增, 分析 PCR产物的有无及大小就可以基本判断

该组织或细胞中所表达的 PML分子剪接体型别.

1� 材料与方法

1�1� 材料
� � 肝癌细胞系 QGY7701构自中科院上海细胞所. 质粒小量制备采用 Q IAGEN公司 Q IAprep Sp inM in-i

prep K i.t逆转录试剂购自 promega公司, PCR扩增试剂购自 Invitrogen公司.

1�2� 方法
1�2�1� 细胞培养
� � 肝癌细胞系 QGY7701在含有 10%小牛血清的 RPM I 1640培养液中, 37� , 5% CO2培养. 每隔 2~ 3 d

传代 1次.

1�2�2� 质粒提取及鉴定
已知分型为 PMLIV型的 pcDNA3�1-GFP-PML IV为 S ilv ia B runo博士惠赠.利用获得的质粒转化 DH5�

大肠杆菌,在 Amp
+
LB培养板上挑取阳性菌落,接种于 3mLAmp

+
LB培养液中,振荡培养过夜. 利用碱裂

解法, 按照 Q IAprep Sp in M in iprep K it说明书进行质粒小量制备. 已制备纯化后的质粒用限制性内切酶

H indIII和 E coRI酶切鉴定.

1�2�3� 引物设计

PML基因含有 9个外显子,由于剪接方式不同产生 20余种不同剪接体,根据 K irsten Jensen
[ 4]
报道这些

剪接体可归纳为 7大型别: PML I- VII,它们 N端结构基本相同,差异主要存在于 C端结构,如图 1所示.

根据上图设计 PML分型引物,除 PMLV IIb之外,其余各型都包含外显子 1~ 6和外显子 7a. 据此,将上

游引物设计在共有序列部分即 7a,下游序列则分别根据不同剪接型 C末端独特序列设计. 引物序列见结

果部分.

1�2�4� 细胞总 RNA提取

细胞总 RNA制备采用 T rizo l提取法,加入等体积异丙醇沉淀, 用 75%乙醇洗涤, 晾干沉淀后加入 50
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�L左右无 RN ase水,然后用 DU 70紫外分光光度计检测 RNA浓度及纯度.

1�2�5� 逆转录
取 5 �L纯化后的细胞总 RNA ( 1�g )加入 2�L O ligo( dT) 18,补无 RN ase水至 12�5 �L, 70� 变性 10

m in,迅速置于冰上 5m in.按以下次序在 Eppendorf管内分别加入各反应成分: 5 �MMLV bu ffer 4�0 �L, 10
mmo l /L dNTP 2�0 �L, RN ase抑制剂 0�5 �L, MMLV 1 �L, 37� 温育 1 h. 93� 10m in以灭活 MMLV,立即冰

浴, - 20� 保存.
1�2�6� PCR扩增
根据上述设计引物进行 PCR扩增. PCR反应体系为: 10 � pfu Taq buffer 2�5 �L, 2�5mmo l/L dNTP 2�0

�L, 25mmo l/L M gC l2 2�0�L, 50 pmo l/�L上下游引物各 0�5�L, cDNA模板 1�0�L, pfu Taq酶 0�3�L. PCR
扩增条件为 94� 预变性 5m in.然后 94� , 1 m in; 55~ 58� (不同引物退火时间各异 ) , 30 s; 68� , 30 s共 35

个循环周期;最后 68� , 延伸 10m in.取 5 �L PCR反应产物在 2%琼脂糖凝胶, 100V电压电泳 15m in,检

查扩增产物,紫外观察仪观察, 凝胶成像处理系统扫描成像.

2� 结果

2�1� 引物设计
� � 按照图 1对 PML剪接体的分类进行引物设计,引物如表 1所示,结果判断标准如表 2所示.

表 1� PML剪接体分型引物表

Table 1� P rim ers designed for ana lys is of PML isofo rm s

扩增基因 引物序列

7a up

7a down

5� - GGTCATCAAGATGGAGTCTG- 3�
5� - ATCTGAGTCTTCCGAGCTGC- 3�

7a up

7b dow n

5� - GGTCATCAAGATGGAGTCTG- 3�
5� - TGTGCTCTCAGCAGAGACTG- 3�

7a up

8a down

5� - GGTCATCAAGATGGAGTCTG- 3�
5� - ACTGCTGCTGTCATCCAGC- 3�

7a up

9 dow n

5� - GGTCATCAAGATGGAGTCTG- 3�
5� - GCAGCCAGCTGGCTAATC- 3�

7a up

6 dow n

5� - GGTCATCAAGATGGAGTCTG- 3�
5� - AACGCGTTCCTCTCCCTAC- 3�

表 2� PM L剪接体分型引物表

Table 2� The absence/presence and the size of the PCR products am plified

by using PML isoform specific prim ers

PML

I II III IV V V I V II

( 1)
7 a up

7 a down
237 bp 237 bp 237 bp 237 bp 237 bp 245 bp ( - )

( 2)
7 a up

7b dow n
( - ) 359 bp 400 bp ( - ) 1 000 bp 367 bp ( - )

( 3)
7 a up

8 a down
279 bp ( - ) ( - ) 279 bp ( - ) ( - ) ( - )

( 4)
7 a up

9 dow n
425 bp ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - )

( 5)
7 a up

6 dow n
( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) 215 bp ( - )

2�2� 肝癌细胞系中 PML分型检测

制备 pcDNA3�1-GFP-PMLIV质粒,探索分型引物的扩增条件, 鉴定用此引物分型的可行性. 如图 2A

所示: 扩增结果为引物对 ( 1)、( 3)阳性.根据表 2判断应为 PMLIV型,与质粒本身型别相符. 提取肝癌细

胞系 QGY-7701细胞总 RNA,逆转录为 cDNA,按照相同的条件扩增,结果如图 2B所示, QGY-7701为引物

对 ( 1)、( 2)、( 3)扩增阳性.并且利用引物对 ( 2)进行扩增,其产物大小为 350 bp左右,根据表 2判断其为

PMLIV型与 PML II型的混合型.
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� � 图 A利用 pcDNA3�1- GFP- PMLIV质粒扩增, 其结果为引物对 ( 1)、( 3) 阳性, 根据表 2判断应为

PMLIV型.图 B利用 QGY - 7701细胞 cDNA扩增, 其结果为引物对 ( 1)、( 2)、( 3)阳性, 根据表 2判断其

为 PMLIV型与 PMLII型的混合型.

3� 讨论

PML蛋白定位于细胞内核体部分,是一个大的多功能蛋白复合体的组成成分. 编码 PML蛋白的基因

位于 15号染色体上, PML基因全长约 35 kb,含有 9个外显子.由于剪接方式的不同, PM L存在多种多样的

转录剪接本,因此其表达的蛋白的相对分子质量也从 48 000至 97 000大小不等. K irsten Jensen等总结了

已发表的 PML转录剪接本, 将其分为 7种类型,给予统一命名. 然而至今, 仍然没有比较简单的对 PML剪

接体进行分型的方法被报道.

根据 PML分子结构进行分析,所有 PML转录剪接本都具有同样的 N端结构:即一个 �环指 �结构域、

两个锌指样和一个卷曲螺旋结构域,总称 RBCC或 TR IM结构域.对于 PML蛋白来说,这个结构域的存在

对 PML核体结构的形成, PML同异二聚体结合以及 PML蛋白发挥抑制细胞生长,促进细胞凋亡等作用至

关重要
[ 5]
. RBCC结构域由外显子 1至外显子 3编码,外显子 4至外显子 6则编码 PML的核定位信号.由

于这两个结构域对 PML分子的功能至关重要,因此大部分 PML转录剪接本都含有外显子 1到外显子 6的

序列,而它们的差异主要表现在 C末端序列的不同.因此本实验的设计思路为: 将上游引物设计在共有序

列部分即 7a,下游序列则分别根据不同 PML剪接型独特序列设计, 然后根据扩增产物的有无及产物的大

小即可对 PML剪接体进行分型. PM LV IIb型,因为只有外显子 1到外显子 4的序列,所以应用所有的引物

都不能扩出条带.因此根据这个设计方法,可以基本判断出某种组织或细胞中所表达的 PML分子的剪接

体型别.然而根据报道,所有的 PML转录剪接本每一型均另有 a, b, c三个亚型,分别代表这一型的转录

剪接本缺乏外显子 5,缺乏外显子 5和 6,以及缺乏外显子 4, 5, 6的剪接变体序列
[ 6 ]
.由于 PML的核定位

信号位于外显子 4, 5, 6中, 所以这些亚型的转录剪接本不同于正常的 PML蛋白,只能定位于细胞浆中,且

它们的功能尚未知.但由于本文所报道的分型方法是将上游引物设计在外显子 7a,所以这些亚型的转录

剪接本均不能被扩增出来. 因此,当所有的引物均不能扩增出相应位置的条带, 说明有可能是 PMLV IIb

型,但也有可能是 PMLI- V型的亚型,判断这些 PML亚型需要更进一步实验分析.

不同 PML蛋白剪接型功能相差很大, 这与 PML各型的基因序列不同, 蛋白结构各异, 与之相互作用

的蛋白有差别有关.关于特异性的 PML蛋白剪接型功能,报道较多的是 PMLIV型分子.它可以通过募集

p53分子入 PML核体而调节 p53分子活性, 从而影响一系列下游的信号传导通路
[ 7 ]
.也有报道发现在肿

瘤组织和细胞中, PMLIV能够上调 HLA I类分子的重链以及加工分子的表达从而影响细胞表面 HLA I分

子复合物的表达量
[ 8]
. 此外, PMLIV型分子还可以结合组蛋白去乙酰化酶 (H istone Deacetylase, HDAC ) ,

从而发挥转录抑制作用.而 PMLV I型或者是 PML-RAR�融合蛋白则与 HDAC的结合能力大大低于 PM-

LIV型分子
[ 9]
. 因此,在 APL病人中, 如果表达 PML-RAR�重组蛋白,这种转录抑制的作用被破坏,这将导

致受 HDAC调节的一系列的基因表达改变,最终导致白血病的发生
[ 10]
.因此,对不同细胞及组织中的 PML

不同剪接体进行分型,将有助于推测 PML蛋白在该组织中可能发挥的作用.此外, PM L不同剪接体在各组

织细胞中的表达量也鲜有报道. 如果应用型特异性的引物进行实时荧光定量 PCR分析, 就能检测出 PML

不同剪接体在不同组织细胞中的表达量.

总之,本文运用相对简单的 RT-PCR方法, 通过 5对引物的扩增, 可以大致判断某种组织或细胞中

PML分子表达的型别.通过对不同组织细胞中 PML剪接体型别的质与量的分析,有利于进一步阐明这种

具有多种生物学功能的 PML分子在某种特定组织细胞中的具体作用.
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