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1，4-苯醌抑制人骨髓间充质干细胞中
copine 1、copine 3 的表达

张敏，朱丽瑾，余珉，贾振宇，陈钧强，赵允武，张幸，肖芸

( 浙江省医学科学院，浙江 杭州 310013)

摘要: 目的 建立人骨髓间充质干细胞( hBM-MSCs) 体外培养系统，检测 1，4-苯醌 ( 1，4-BQ) 对 hBM-MSCs 中

copine 1、copine 3 表达的影响。方法 采用密度梯度离心和流式细胞技术分离、鉴定 hBM-MSCs; 10、25、50 μmol /L
1，4-BQ 染毒 24 h 后，实时定量 PCR 技术和蛋白免疫印迹检测 hBM-MSCs 中 copine 1、copine 3 mRAN 和蛋白质表达情

况。结果 hBM-MSCs 稳定表达 CD29、CD44，几乎不表达 CD34、CD45; 实时定量 PCR 的结果证实，在mRNA水平

1，4-BQ 染毒剂量在 10 μmol /L 即可引起 copine 1 表达降低，25 μmol /L 可引起 copine 3 表达水平降低。蛋白免疫印迹

试验结果证实 1，4-BQ 为 25 μmol /L 和 50 μmol /L 分别引起 copine 1 和 copine 3 表达降低。结论 1，4-BQ 可在转录水平

和蛋白质水平抑制 hBM-MSCs 中 copine 1 和 copine 3 的表达，本研究结果有助于进一步阐明苯及其代谢物1，4-BQ的血

液毒性机制。
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Expression of copine 1 and copine 3 in human bone marrow mesenchymal stem
cells could be inhibited by 1，4-benzoquinone

ZHANG Min，ZHU Li-jin，YU Min，JIA Zhen-yu，CHEN Jun-qiang，ZHAO Yun-wu，ZHANG Xing，XIAO Yun
( Zhejiang Provicial Academy of Medical Sciences，Hangzhou 310013，China)

Abstract: Objective Establishing culture system in vitro of human bone marrow mesenchymal stem cells ( hBM-MSCs)
to measure the effect of 1，4-benzoquinone ( 1，4-BQ) on the expression of copine 1 and copine 3 in hBM-MSCs． Methods
hBM-MSCs were collected and identified by standard density gradient centrifugation and flow cytometry analysis，respectively;

mRNA and protein level of copine 1 and copine 3 were assayed by real time quantitative PCR and Western blot analysis separately
after exposure to 10，25 or 50 μmol /L 1，4-BQ for 24 h． Results hBM-MSCs stably expressed CD29 and CD44，but hardly
expressed CD34 or CD45． Real time PCR assay indicated that copine 1 and copine 3 were down-regulated at transcriptional level
when the exposure dose of 1，4-BQ was as low as 10 μmol /L and 25 μmol /L respectively． Western blot assay confirmed that both
copine 1 and copine 3 were down-regulated as well at the exposure level of 1，4-BQ lowered to 25 μmol /L and 50 μmol /L respec-
tively． Conclusions The results suggested that the expression of copine 1 and copine 3 in hBM-MSCs were all repressed by 1，

4-BQ at both mRNA and protein levels，it will give important further insights into the molecular mechanism of hematopoietic tox-
icity of benzene and its metabolites such as 1，4-BQ．

Key words: 1，4-benzoquinone( 1，4-BQ) ; copine 1; copine 3; human bone marrow mesenchymal stem cells ( hBM-MSCs)

慢性苯中毒主要表现为造血系统的损害，苯还是一

种间接致癌物，其代谢物 1，4-苯醌 ( 1，4-benzoquinone，

1，4-BQ) 等是造成骨髓造血功能损害并导致白血病的最

终毒物［1］。骨髓中除造血干细胞 ( hematopoietic stem
cells，HSCs) 外，还存在另外一种干细胞，即间充质干

细胞 ( mesenchymal stem cells，MSCs) ，其可调节 HSCs
定居、增殖、分化、发育和成熟。copine 1 和 copine 3

是钙离子依赖性膜结合蛋白，与乳腺癌、前列腺癌、卵

巢肿瘤等发生关系密切。本研究拟采用人骨髓间充质干

细胞 ( human bone marrow mesenchymal stem cells，hBM-
MSCs) 为靶细胞，探讨 1，4-BQ 对细胞中 copine 1 和 co-
pine 3 表达影响。
1 材料和方法

1. 1 试剂和抗体

1，4-BQ ( 色谱纯，美国 Sigma 公司) ，PBS 配成

100 mmol /L 储存液，备用。胎牛血清，L-DMEM 细

胞培养液( 美国 Invitrogen 公司) 。三羟甲基氨基甲烷

( Tris) 、十二烷基磺酸钠( SDS) 、甘氨酸、蛋白质定

量试剂盒 ( 美国 Bio-rad 公司) 。骨髓单核细胞分离

液 Ficoll-Paque，蛋白酶抑制剂，尿素，硫脲，3-环
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己胺-1-丙磺酸 ( CHARPS) ，二硫苏糖醇 ( DTT) 、丙

烯酰胺，甲叉双丙烯酰胺 ( 美国 GE 公司) 。超纯

RNA 提取试剂盒、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG
( 北京康为 世 纪 生 物 技 术 有 限 公 司) 。逆 转 录 试 剂

( Fermentas 公司) 。定量 PCR 试剂盒 SYBR Premix
Ex TaqTM ( Takara 公司) 。PE 标记的 CD29、CD34、
CD44、CD45 鼠抗人单克隆抗体 ( 美国 BD 公司) 。
兔抗 人 copine 1、copine 3、GAPDH 多 单 克 隆 抗 体

( 美国 Santa Cruz 公司) 。
1. 2 仪器

SE250 型 mini 垂直电泳系统、TE22 mini 转膜仪

( 美国 GE 公司) ，FluorChem FC2 凝胶成像仪器 ( Al-
pha 公司) ，LightCycler 2. 0 定量 PCR 仪 ( 德国 Roche
公司) ，FACSCalibur 流式细胞仪 ( 美国 BD 公司) 。
1. 3 hBM-MSCs 分离、培养、表面抗原鉴定 ( 流式

细胞术)

取自愿捐献者骨髓 0. 5 ml ( 经捐献者知情同意

和伦理学委员会审查通过) ，采用 Ficoll-Paque 细胞

分离液密度梯度离心法分离骨髓单核细胞，含 10%
胎牛血清的 L-DMEM 培养液，37 ℃、5% CO2、饱和

湿度的培养箱中培养，每 3 d 换液一次，弃上清液，

选择培养法逐步纯化贴壁生长的 hBM-MSCs。取传代

培养的第 3 代 hBM-MSCs，调节浓度为 1. 0 × 106 /ml，
分别加 入 小 鼠 抗 人 PE-CD29、PE-CD44、PE-CD34、
PE-CD45 抗体或 PE IgG1 同型对照，室温避光孵育 30
min，流式细胞仪检测细胞表面抗原。
1. 4 各组 copine 1 和 copine 3 基因表达水平检测

( 实时定量 PCR 技术)

1，4-BQ 染毒 24 h 后，按试剂盒说明书分别提取

10、25 和 50 μmol /L 组和对照组细胞总 mRNA。总

RNA 3μg、Oligo ( dT) 18 引物 1 μl、DEPC 水加至 12
μl 混匀按照试剂盒步骤逆转录合成 cDNA。实时定量

PCR 方法参照参考文献 ［2］，反应体系如下: 2 ×
SYBR Premix Ex TaqTM10 μl、10 μmol /L 上下游引物

各 0. 4 μl、cDNA 2 μl、H2O 7. 2 μl，混匀后进行实

时定量 PCR 扩增。反应结束后，由软件自动分析并

显示结果循环阈值 ( cycle threshold，Ct) 和实时定量

荧光值动态曲线。以 GAPDH 作内对照，2 －△△Ct 法分

析目的基因的相对表达量。copine 1 上游引物: 5'-AC-
CTTGGTTCAGCTGTCCATTTC-3'，下游引物: 5'-AGTTCCG-
CACCCGTTCAGTC-3'; copine 3: 上 游 引 物: 5'-TTGTGT-
TATGTGGAGCAATGCC-3'，下 游 引 物: 5'-CCACAGT-
GTCTAAACTGTAGC-3'; GAPDH 上 游 引 物: 5'-ACG-
GATTTGGTCGTATTGGG-3'，下游引物: 5'-CTCGCTCCT-

GGAAGATGGTG-3'。
1. 5 各组 copine 1 和 copine 3 蛋白表达水平检测

( Western blot 技术)

硫脲裂解法提取细胞总蛋白，Bradford 法蛋白定量，

取 20 μg 蛋白质样品进行 10% SDS-PAGE，转移至 PVDF
膜; 封闭 1 h; 含 0. 1%Tween-20 的 PBS 缓冲液( PBST) 洗

膜 3 次，加一抗 copine 1( 1∶ 100)、copine 3( 1∶ 100) 和内参

GAPDH( 1∶ 1 000) ，4 ℃过夜; PBST 洗膜后加入辣根过氧

化物酶标记的羊抗兔 IgG( 1∶ 5 000) 孵育 1 h; PBST 洗膜

3 次，加 ECL 后凝胶成像系统曝光显影，Alpha Flu-
orchem FC2 软件采集图像和分析灰度值。目的蛋白相对

表达强度 =目的蛋白吸光度值/内参蛋白吸光度值。
1. 6 统计学处理

计 量 资 料 结 果 以 均 值 ± 标 准 差 表 示， 采 用

SPSS14. 0 统计分析软件包进行单因素方差分析，各

组间的统计学差异采用 Dunnett 检验，P ＜ 0. 05 为差

异有统计学意义。
2 结果

2. 1 hBM-MSCs 分离、培养、表面抗原鉴定结果

分离的骨髓单个核细胞于接种后 48 h 可见贴壁

生长的梭形细胞，6 d 左右出现典型的纺锤形细胞，

2 周左右细胞生长迅速，出现致密的细胞层，细胞排

列成束状或旋涡状，细胞铺满 25 cm2 细胞培养瓶底

部，传代细胞扩增时间为 6 d 左右。取第 3 代 hBM-
MSCs，流式细胞仪分析 hBM-MSCs 表面抗原标记。
结 果 hBM-MSCs 阳 性 表 达 CD29 ( 99. 87% ) 、CD44
( 99. 82% ) ， 而 低 表 达 CD34 ( 1. 57% ) 、CD45
( 0. 62% ) ，见图 1。
2. 2 各组 copine 1 和 copine 3 基因表达水平的比较

10、25、50 μmol /L 1，4-BQ 染毒 hBM-MSCs 24 h
后，与正常对照组比较，基因 copine 1 和copine 3的

mRNA 水平随着 1，4-BQ 浓度的增加有下降的趋势，

copine 1 在 10、25、50 μmol /L 1，4-BQ 刺激下 mRNA
水平下降有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。copine 3 在 25、
50 μmol /L 的 1，4-BQ 刺激下 mRNA 水平下降有统计

学意义 ( P ＜ 0. 05) ，见图 2。
2. 3 各组 copine 1 和 copine 3 蛋白表达水平的比较

10、25、50 μmol /L 1，4-BQ 染毒细胞 24 h 后，

与正常对照组比较，基因 copine 1 和 copine 3 的蛋白

表达量随着 1，4-BQ 浓度的增加有下降的趋势，25、
50 μmol /L 1，4-BQ 剂量组 copine 1 蛋白表达量比对照

组下 降 且 有 统 计 学 意 义 ( P ＜ 0. 05 ) ，见 图 3。50
μmol /L 1，4-BQ 剂量组 copine 3 蛋白表达量比对照组

下降且有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，见图 4。
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图 1 hBM-MSCs 表面抗原流式检测结果

3 讨论

骨髓中除了 HSCs 以外，还存在另一类干细胞———
MSCs，HSCs 维持造血，而 MSCs 可能通过分泌细胞因

子等途径为 HSCs 提供赖以生存的微环境。已有研究表

注: A—不同 剂 量 1，4-BQ 染 毒 后，copine 3 蛋 白 在 10% SDS-

PAGE 胶上的表达图谱; B—不同剂量 1，4-BQ 染毒后，copine 3

蛋白表达量的改变。与对照组相比，* P ＜ 0. 05。

图 4 1，4-BQ 对 copine 3 蛋白表达水平的影响

明 MSCs 参与了白血病的发生、发展过程，并与白血病

细胞的耐药、抗凋亡、免疫逃逸特性有关［3］。骨髓中

MSCs 含量极少，每 104 ～ 105 个单核细胞中含有 1 个

MSCs，在无造血细胞和分化刺激存在的情况下贴壁生

长，原代扩增需要 10 ～15 d，传代细胞扩增时间为 7 d
左右，细胞呈均一、典型的成纤维细胞形态，可聚集成

均匀的集落，表达间质细胞、内皮细胞和表皮细胞表面

标志，包括: ①黏附分子，如 CD166、CD44 等; ②生长

因子和细胞因子受体，如白介素-受体、γ-干扰素受体、
肿瘤坏死因子( TNF) -α 等; ③整合素家族成员，包括

CD29、CD49 等; ④其他，如 CD90、CD105 等，但不表

达造血细胞的表面标志，如 CD34、CD45 等［4］。在本研

究的培养条件下，原代培养的 hBM-MSCs 要经过大约 2
周时间才能铺满 25 cm2 细胞培养瓶底部，而传代细胞扩

增时间为 6 d 左右。流式细胞技术对细胞的表面抗原检
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测结果显示 CD29 阳性率为 99. 87%，CD44 阳性率为

99. 82%，CD34 阳 性 率 为 1. 57%，CD45 阳 性 率 为

0. 62%，符合 hBM-MSCs 的基本特征标志。说明在本研

究培养条件下，获得了高纯度的 hBM-MSCs，且保持了

该细胞原有的特性。
copine 1 和 copine 3 是 copine 蛋白家族成员。co-

pine 蛋白家族是新近发现的一类分布广泛、进化保守

的 Ca2 + 依赖性磷脂结合蛋白［5］，该家族成员在胞内

信号转导过程中发挥重要作用［6，7］。有报道从人中性

粒 细 胞 中 可 同 时 分 离 出 copine 1 和 copine 3［8］。
copine 1在中性粒细胞分化成熟的各个阶段都表达，

而 copine 3 以单体形式存在于中性粒细胞胞液里，它

主要出现在幼稚的中性粒细胞前体中。我们的研究证

实了 copine 1 和 copine 3 存在于 hBM-MSCs。
哺乳动物的 copine 1 可能在调节 TNF-α 信号途径

方面有作用。Tomsig J L 等［7］发现，copine 1 以钙离

子依赖的方式通过激活 NF-κB 而调节人胚肺 293 细

胞中的 TNF-α 信号通路，copine 1 对 NF-κB 的调节又

是通过泛素蛋白酶体系统实现的。泛素蛋白酶体系统

与癌症的关系密切［9］。copine 3 也与肿瘤发生关系密

切，有研究表明 copine 3 在乳腺癌、前列腺癌和卵巢

肿瘤 中 均 异 常 表 达。 copine 3 通 过 与 ErbB2、C
激酶 1、粘附蛋白的相互作用，在乳腺癌细胞的转移

中发挥 重 要 作 用［10］。本 研 究 中，我 们 用 实 时 定 量

PCR 和蛋白质印迹技术分别在 mRNA 水平和蛋白质

水平探讨了 1，4-BQ 对 hBM-MSCs 中 copine 1 和 co-
pine 3 表达的影响。结果表明: 1，4-BQ 染毒 24 h，

剂量达到 10 μmol /L 就可引起 copine 1 在 mRNA 水平

表达下降，剂量达到 25 μmol /L 才会引起 copine 3 表

达下降。而剂量达到 25 μmol /L 方引起 copine 1 在蛋

白质水平表达下降，50 μmol /L 方引起 copine 3 表达

下降。这 提 示 copine 1 和 copine 3 在 苯 及 其 代 谢

物1，4-BQ等所引起的白血病等血液系统疾病中扮演

了重要角色，但它们究竟如何影响 1，4-BQ 所致血液

系统疾病的发生发展，通过何种信号途径发挥作用仍

待进一步澄清。综上可见，copine 1、copine 3 及 co-
pine 家族其他成员与 1，4-BQ 等所致血液系统疾病关

系研究将有利于进一步探索苯及其代谢物引起造血系

统毒作用机制，为寻找特异的苯暴露生物标志物提供

理论基础。
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手段，可以得到一个复杂情况下暴露剂量的评估值，

比较准确地预测工作环境中有害物质的暴露水平，对

职业病发生的控制具有参考价值。
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