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摘 要：促血小板生成素（TPO，thrombopoietin）通过其受体 c-Mpl调控巨核细胞发育以及促进血小板生成，与

多种肿瘤预后和生存有负相关性，这与循环TPO的内化降解及 c-Mpl可变剪接体 c-Mpl-D内吞有关。本研究首先

用逆转录表达系统构建了UT-7/c-Mpl-D稳定系细胞以研究 c-Mpl-D单独存在情况下的功能，通过电转的方式构建

了 Dami/c-Mpl-D 稳定系细胞，进而研究 c-Mpl-D 对 c-Mpl-F 功能的调控，进一步通过交联剂与免疫共沉淀研究

c-Mpl-D 与 TPO 的相互作用。结果表明，当 c-Mpl-D 与 c-Mpl-F 共存时，c-Mpl-D 可促进 Dami 细胞增殖，抑制

Dami细胞凋亡，阻止Dami细胞往巨核细胞方向成熟。同时，c-Mpl-D在细胞中TPO刺激后显著降低了受体内化

效应。综上所述，本研究提出了随巨核细胞分化成熟 c-Mpl-D表达量不断上升相关生理意义的模型，为 c-Mpl-D

和巨核细胞增殖分化的关系提供了新的认识，为巨核细胞增殖分化机制的分析提供了新的实验依据，有助于与

c-Mpl-D相关病症的预防、诊断及治疗。
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Abstract： Thrombopoietin （TPO） regulates the development of megakaryocytes and the production of 

platelets through its receptor c-Mpl， and has a negative correlation with the prognosis and survival of 

various tumors， which is related to the internalization and degradation of circulating TPO and the 

endocytosis of the c-Mpl splice variant c-Mpl-D. This study constructed a UT-7/c-Mpl-D stable cell line 

using a reverse transcription expression system to study the function of c-Mpl-D in isolation. A Dami/

c-Mpl-D stable cell line was also constructed by electroporation to investigate the regulatory effect of 

c-Mpl-D on c-Mpl-F function. Further， the interaction between c-Mpl-D and TPO was studied using 

crosslinking and immunoprecipitation. The results indicated that， when coexisting with c-Mpl-F， 

c-Mpl-D can promote Dami cell proliferation， inhibit Dami cell apoptosis， and prevent Dami cells 

from maturing towards megakaryocytes. Additionally， c-Mpl-D significantly reduced the receptor 

internalization effect after TPO stimulation. In summary， this study proposes a model related to the 

physiological significance of the increasing expression of c-Mpl-D with the differentiation and 

maturation of megakaryocytes， providing new insights into the relationship between c-Mpl-D and the 

proliferation and differentiation of megakaryocytes. It offers new experimental evidences for the 

analysis of the mechanisms of megakaryocyte proliferation and differentiation， and promotes the 

prevention， diagnosis， and treatment of c-Mpl-D-related diseases.

Key words： c-Mpl-D； megakaryocytes； proliferation； differentiation； internalization

临床上较为常见的血小板减少症可发生在多种

疾病中，包括炎症疾病、骨髓疾病和肿瘤，能引起

外科手术并发出血（Orsini et al.， 2017）或自发出血

（Brook et al.， 2024），增加肿瘤等疾病的死亡率。

临床上主要通过输注血小板或促血小板生长因子如

重组人血小板生成素（TPO， Thrombopoietin）来治疗

血小板相关疾病（Liu et al.， 2023）。

在巨核祖细胞的增殖成熟、前巨核母细胞的

核内有丝分裂到其发育成熟形成巨核细胞并释放

血小板的整个过程中，TPO及其受体 c-Mpl发挥着

关键作用，TPO/c-Mpl在某些细胞系中促进巨核细

胞 分 化 的 功 能 不 具 替 代 性（Kaushansky et al.， 

1995）。TPO通过与受体 c-Mpl结合而诱导 c-Mpl构

象 发 生 改 变 ， 产 生 配 体 依 赖 的 二 聚 化 受 体

（Alexander et al.， 1995）。Mpl转录后能产生Mpl-F、

Mpl-K、Mpl-S、Mpl-tr、Mpl-del 等多种剪接体，

其中Mpl-F编码全长Mpl，是TPO分子在生理状态

下 唯 一 具 有 激 活 下 游 信 号 通 路 功 能 的 受 体

（Kaushansky et al.， 1994）。TPO 及其受体 c-Mpl水

平的变化是血小板生成的重要影响因素，TPO 参

与调控巨核细胞发育和血小板生成，循环 TPO 水

平通过血小板的内化作用动态调节，与血小板数

量呈负相关（Chen et al.， 1995），临床数据表明循

环TPO与肿瘤预后和死亡率也密切相关（Vincent et 

al.， 2021； Philip et al.， 2018）。

血小板通过 c-Mpl介导TPO内化降解是一个趋

向饱和的过程（Li et al.， 1999）。研究发现 tpo（−/−）
和 c-Mpl（−/−）小鼠依然有低水平（10%~15%）的血

小板，骨髓中也有少量的巨核细胞，说明 TPO/

c-Mpl 系统并不是唯一的血小板调控因素（Gurney 

et al.， 1994）。受血小板可变剪切体如 c-Mpl-del、

c-Mpl-K等的影响，TPO 无法完全内化（Millot et 

al.， 2002）；c-Mpl-D作为 c-Mpl新型剪切体，研究

表明 c-Mpl-del 表达量随着巨核细胞分化成熟逐渐

增加，在血小板中达到峰值（Li et al.， 2000），这

些证据表明 c-Mpl-del可能对巨核细胞成熟和产生

血小板有重要作用。

本文基于前期的研究，在巨核细胞系 Dami细

胞中发现了 c-Mpl-D，其缺失外显子 8和 9中 72个

碱基对，TPO 可与 c-Mpl-D 结合，激活 ERK1/2 信

号转导途径（Wang et al.， 2013），而巨核细胞细胞

系UT-7不表达 c-Mpl，可作为实验对照模型。本研

究由此开展 c-Mpl-D 对巨核细胞增殖和分化的研

究，说明不同细胞受体分布的改变可能影响细胞

对细胞因子的应答及细胞进化的命运，同时为

c-Mpl-D 和巨核细胞增殖分化的关系提供新的认

识，也为巨核细胞增殖分化机制的分析提供了新

的实验依据。

本文以急性髓系白血病（AML， Acute Myeloid 

Leukemia）巨核细胞株为研究材料，构建了 c-Mpl-D

在不同增殖和分化状态的UT-7及Dami肿瘤细胞过

表达细胞模型，在此基础上研究了其在细胞增殖、
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凋亡及分化方面的功能，同时研究了 c-Mpl-D 与

c-Mpl-F共存时 c-Mpl-D对 c-Mpl-F的调控作用，并

且进一步发掘了 c-Mpl-D内化调控机制，这将为巨

核细胞增殖分化机制的分析提供了新的实验依据，

以期为c-Mpl-D作为c-Mpl新型剪切体，对相关病症

的预防、诊断及治疗提供新的分子标记和治疗靶点。

1 材料与方法

1. 1　材料、试剂与仪器

pCMV-HA 载体、 pCMV-Myc 载体购自美国

Clontech；pIRES2-Mpl-F、pEGFP-Mpl-D质粒由本

实验室构建，保存于−80 ℃；大肠杆菌 DH5α 菌

株、人胚肾细胞系 HEK 293T 细胞为本实验室保

存；人巨核系白血病细胞系UT-7/EPO细胞、UT-7/

c-Mpl-F稳定系细胞、逆转录病毒包装细胞系GP2-

293细胞、pLXRN载体均由徐培林实验室惠赠。

重组人促血小板生成素（TPO）、重组人促红素

注射液（EPO）购自沈阳三生制药有限公司；β-巯基

乙 醇 、 二 甲 基 亚 砜 购 自 美 国 Amresco； SDS、

EDTA、Tris、甘氨酸购自上海生工公司；聚凝胺、

PMSF、牛血清白蛋白和联苯四唑溴化物（MTT）购

自美国 Sigma；DMEM 培养基、RPMI 1640 培养

基、胎牛血清、w=0.25% 胰酶、100×青霉素和链

霉素购自美国 HyClone；碘化丙锭、Lipofectamine 

2000 转染试剂、G418 硫酸盐、氨苄霉素（Amp）、

卡那霉素（Kan）、TRIzol RNA 提取试剂购自美国

Invitrogen；PCR preMix、逆转录试剂盒、SYBR 

Green I Master 购 自 日 本 Takara； β -actin 一 抗 、

c-Mpl 一抗、TPO 一抗、ALP-二抗、PE-二抗购自

美国Santa Crutz；PE-CD41（美国Biolegend）；蛋白

交联试剂EGS（美国Thermo scientific）。

实时定量 PCR仪（美国Bio-Rad）；二氧化碳培

养 箱（美 国 Thermo fisher）； 蛋 白 核 酸 分 析 仪

（DU530，美国 BECKMAN）；电泳仪（北京六一）；

Tanon-1600全自动成像分析系统（上海天能）；垂直

流超净工作台和生物安全柜（新加坡 ESCO）；

CYTOMICS FC500流式细胞仪（美国BECKMAN）；

Eppendorf entrifuge 5415D 离心机（上海安亭）；倒

置光学显微镜（日本 OLYMPUS）；Power PAC3000

电源和半干法蛋白质电转移仪（美国Bio-Rad）；通

用酶标仪（美国Bio-Tek）。

1. 2　UT-7/c-Mpl-D、Dami/c-Mpl-D 稳定系细胞的

构建

UT-7/c-Mpl-D 稳定系细胞的构建（图 1a）首先

进行 pLXRN-Mpl-D载体构建，然后包装逆转录病

毒，即将 5 µg pLXRN-c-Mpl-D和 pLXRN无菌质粒

分别稀释于 500 µL Opti-MEM中，每管再加入 5 µg

包装质粒 pVSV-G；20 µL Lipo 2000稀释于 500 µL 

Opti-MEM 中，室温孵育 5 min；将含有质粒与

Lip2000 的 Opti-MEM 培养基轻轻混匀，室温孵育 

20 min；把 1 mL 复合物逐渐均匀滴加到 60 mm 细

胞培养皿中的细胞上，轻轻摇动使之迅速混匀；

转染后细胞于 37 ℃、φ=5% CO2、饱和空气湿度条

件下培养，8 h后换液继续培养。细胞转染后继续

培养 48~72 h，等到大部分细胞浮起时用培养皿中

培养基将细胞全部吹起，转入 15 mL 离心管室温

500 ×g离心 10 min，收集的上清即含逆转录病毒。

UT-7/c-Mpl-D 稳定系细胞培养：将逆转录病毒孵

育后的UT-7细胞以 1∶10的比例传代至 60 mm细胞

培养皿中，于 37 ℃、φ=5% CO2、饱和空气湿度条

件下培养。待其恢复 24 h 后加入 G418 开始筛选，

筛选期间每 3~5 d根据培养基颜色变化换液并补加

相应浓度 G418。如果有大量细胞死亡，则可把

G418浓度减半维持筛选，等细胞状态转好时，再

恢复 G418筛选浓度并适当延长筛选时间。可采用

低速离心的方法去除死细胞：800~900 r/min 离心

10 min。筛选 10~14 d 后可见有抗性克隆出现，此

时停药培养待其逐渐扩增。当细胞大量增殖后，

收集并裂解部分细胞用于 Western Blot检测目的蛋

白c-Mpl-D，并收集细胞用流式细胞仪检测c-Mpl-D

在细胞表面的表达。

Dami/c-Mpl-D 稳定系细胞的构建（图 1b）用电

转法，pIRES2-Mpl-D 载体的构建，首先用引物

F2Eco-del 和 R2Sal-del 扩增 c-Mpl-D；上游引物含

EcoRI和起始密码子，下游引物含 Sal I和终止密码

子（下划线标记酶切位点）：

F2Eco-del– 

ATCGAATTCTGATGCCCTCCTGGGCCCTCTT；

R2Sal-del–

CGAGTCGACTCAAGGCTGCTGCCAATA GCTT。

c-Mpl-D PCR回收产物双酶切，pIRES2-EGFP载体

双酶切，酶切后回收载体和目的片段，按照插入

片段：载体片段摩尔比为 3∶1 的原则进行连接反

应；CaCl2法制备 DH5α 感受态细胞，将连接产物

转化至制备好的DH5α感受态细胞中，涂布含卡那

霉素的LB平板。37 ℃过夜培养，提取阳性克隆的

质粒，重组质粒命名为pIRES2-c-Mpl-D。

按照Lonza电转试剂盒说明书在Nucleofector电
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转仪分别电转 pIRES2-EGFP质粒（用于构建阴性对

照Dami/GFP稳定系细胞）与 pIRES2-c-Mpl-D质粒

（用于构建Dami/c-Mpl-D稳定系细胞），电转后细胞

恢复生长48 h。以Dami细胞为阴性对照设门，分选

后带荧光细胞，将荧光细胞1 000 r/min离心5 min除

去鞘液，细胞于 37 ℃、φ=5% CO2、饱和空气湿度

条件下培养恢复 24 h。将分选后荧光 Dami细胞以

1∶10 的比例传于 60 mm 细胞培养皿中，于 37 ℃、

φ=5% CO2、饱和空气湿度条件下培养。加入G418

开始筛选，筛选期间每 3~4 d根据培养基颜色变化

情况以及细胞生长情况换液并补加相应浓度G418。

以绿色荧光蛋白为参照，筛选期间以及筛选得到

的稳定系细胞定期在荧光显微镜下观察。

1. 3　MTT

将处于指数生长期的UT-7细胞、UT-7/c-Mpl-F

细胞、UT-7/c-Mpl-D细胞、Dami/GFP细胞和Dami/

c-Mpl-D 细胞离心后，PBS 清洗 3 遍，用无血清

RPIM 1640 培养液重悬细胞，37 ℃、φ=5% CO2、

饱和空气湿度培养箱中过夜饥饿。用无血清 1640

培养基将细胞密度调整至 6×104 个 /mL，按每孔

100 μL 种于 96 孔板，设置 6 个重复，同时设置调

零孔（不含细胞的培养液）和对照孔（无 TPO）。分

别加入终质量浓度为 0.1、1、10、50和 100 ng/mL

的TPO，培养48 h每孔加入20 μL MTT溶液，继续

培养 4 h；小心吸去孔内培养液。每孔加入 150 μL 

DMSO，吹打均匀后放置 10 min，使蓝紫色结晶充

分溶解；酶标仪测量 490 nm各孔吸光值，用Excel

分析作图得到实验结果。

1. 4　细胞周期检测

收集 5×105 个待测细胞，加入终质量浓度为

80 ng/mL的TPO，培养 48 h，室温下 1 000 r/min离

心 5 min 收集细胞，用 0.3 mL 预冷 PBS 重悬细胞，

一边轻摇细胞一边缓慢滴入 4.7 mL 预冷的 φ=75%

乙醇，4 ℃过夜固定；200 ×g离心10 min收集细胞，

500 μL PI/TritonX-100染色液（PI 20 μg/mL，DNase-

free RNase 100 U/mL，0.1% （V/V） Triton X-100）重悬

细胞，室温避光染色15 min，轻轻吹打均匀细胞后

经300目细胞筛网过滤，用CYTOMICS FC500流式

细胞仪分析细胞周期，本实验重复6次。

1. 5　细胞凋亡检测

收集 5×105个待测细胞，PBS漂洗干净后重悬

于 500 µL annexin结合缓冲液；加入试剂盒自带的

5 µL Annexin-V-FITC液和 10 µL PI染液，室温下避

光孵育 5 min；轻轻吹打均匀细胞后经 300 目细胞

筛网过滤，用 CYTOMICS FC500 流式细胞仪分析

细胞周期（FITC信号FL1检测，PI信号FL2检测），

本实验重复6次。

1. 6　细胞表面特异性抗原CD41的表达

收集 5×105个待测细胞，按实验设计加入终质

量浓度为 80 ng/mL 的 TPO，此时定为 0 h，于

37 ℃、φ=5% CO2、饱和空气湿度培养箱中培养

48 h 用于检测细胞表面特异性抗原 CD41 的表达。

室温 1 000 r/min离心 5 min去上清，100 μL PBS重

悬细胞，加入 PE-CD41 单克隆抗体，混匀后室温

避光孵育 1 h；室温 200 ×g 离心 5 min 去上清。预

冷的 100 μL固定缓冲液（w=0.5%多聚甲醛）重悬细

胞，避光放置于 4 ℃ 8 min，用于固定细胞；4 ℃ 

200 ×g 离心 5 min，去上清，加 200 μL w=1% 多聚

甲醛重悬细胞后置于 4 ℃避光保存，将细胞轻轻吹

打均匀后经 300 目细胞筛网过滤，用 CYTOMICS 

FC500流式细胞仪分析细胞表面特异性抗原 CD41

的表达，本实验重复6次。

1. 7　qRT-PCR

收集细胞，按照TRIzol法提取总RNA，以30 µL

无 RNA 酶 DEPC 水溶解洗脱获得总 RNA，进行

RNA浓度测定。获得总 RNA后，采用 Takara逆转

录试剂盒参照说明书进行基因组 DNA去除和反转

录获得 cDNA。随后参照检测引物（表 1）检测。参

照试剂盒说明书配制 qRT-PCR 反应体系，然后以

95 ℃预变性 30 s，95 ℃ 15 s，60 ℃ 35 s进行 40个

循环，最后以 95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s 

采集溶解曲线，以 β-actin 为内参，根据检测所得

CT值计算相对表达量。

1. 8　细胞转染

分别做两个转染系列转染 293T 细胞，用于研

究 c-Mpl-D、c-Mpl-F 在 mRNA 水平和蛋白水平的

相互影响，如表2~3。

转染后细胞于 37 ℃、φ=5% CO2、饱和空气湿

度条件下培养 6 h后换液。换液后培养 24 h用于荧

光定量 PCR 检测 mRNA 含量，换液后培养 48 h 用

于Western Blot检测蛋白含量。

1. 9　免疫共沉淀

免疫共沉淀系统包含两个载体，带HA标签的

pCMV-HA与带 Myc标签的 pCMV-Myc。本实验将

c-Mpl-F、c-Mpl-D分别构建至 pCMV-HA载体，将

TPO 构建至 pCMV-Myc 载体。上游引物含 EcoR I

酶切位点，下游引物含 Sal I酶切位点（下划线标记

酶切位点），引物序列如下：
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Fc-Mpl–

CGCGAATTCGGCAAGATGTCTCCTTGCTGGC

Rc-Mpl–

ATAGTCGACTCACCAGGCGGTCTCGGTGGCGG

FTPO –

ATAGAATTCTGAGCCCGGCTCCTCCTGCTTG

RTPO–

CGCGTCGACTCATTACCCTTCCTGAGACAGAT

用引物 Fc-Mpl 和 Rc-Mpl 扩增 c-Mpl-F 和 c-Mpl-D，

用引物 FTPO和 RTPO扩增 TPO，酶切，连接反应后，

用CaCl2法制备DH5α感受态细胞，将连接产物转化

至制备好的 DH5α 感受态细胞中，涂布含 Amp 的

LB平板，提取阳性克隆的质粒，获得 pHA-Mpl-F、

pHA-Mpl-D、pMyc-TPO，pHA-Mpl-F或pHA-Mpl-D

分别与pMyc-TPO共转染293T细胞，PBS重悬细胞，

把EGS母液加到细胞悬浮液中至终浓度 2 mmol/L，

4 ℃反应2 h。细胞中加入600 µL细胞裂解液，吹打

均匀后在冰上放置 30 min；13 800 ×g离心 10 min，

除去细胞碎片以及DNA，将上清转移至新的EP管

中；将 proteinA/G beads 原液在 4 ℃，10 000 r/min

离心 5 min，弃上清；加入裂解液制成 proteinA/G 

beads 悬液备用。20 µL proteinA/G beads，在 4 ℃

水平摇床上低速摇动 30 min以除去非特异性杂蛋白

降低背景，接续 4 ℃ 10 000 r/min离心 5 min，上清

加入抗HA抗体（1∶200），在4 ℃水平摇床上低速摇

动2 h；加入30 µL proteinA/G beads，在 4 ℃水平摇

床上低速摇动8 h。10 000 r/min离心2 min收集琼脂

糖珠-抗原抗体复合物；加入600 µL预冷的细胞裂解

液（加入蛋白酶抑制剂），轻轻重悬 proteinA/G 

beads，10 000 r/min离心2 min吸取上清；吸干珠子

上方的水层后，加入50 µL 5×蛋白电泳上样缓冲液，

沸水浴5 min，以游离抗原、抗体和珠子，吸取上清

作SDS-PAGE和Western检测。

1. 10　Western blot

收集细胞，加入含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解

液进行冰上裂解 20 min 提取总蛋白，12 000 ×g 离

心 5 min去除细胞碎片，采用BCA蛋白定量试剂盒

按照说明书进行蛋白浓度测定，加入蛋白上样缓冲

表1　qRT-PCR引物序列

Table 1　Primers used in qRT-PCR

引物名称

cyclinD1 Forward

cyclinD1 Reverse

cyclinD2 Forward

cyclinD2 Reverse

Bax Forward

Bax Reverse

Bcl-XL Forward

Bcl-XL Reverse

CD41 Forward

CD41 Reverse

CD61 Forward

CD61 Reverse

c-Mpl-F Forward

c-Mpl-F Reverse

c-Mpl Forward

c-Mpl Reverse

β-actin Forward

β-actin Reverse

引物序列（5’-3’）

AATGACCCCGCACGATTTC

TCAGGTTCAGGCCTTGCAC

TTACCTGGACCGTTTCTTGG

CCTGAGGCTTGATGGAGTTG

TTTCTCACGGCAACTTCAAC

GGAGGAAGTCCAATGTCCAG

ACATCCCAGCTCCACATCAC

CGATCCGACTCACCAATACC

CTCCTTTGACTCCAGCAACC

CTGTTCTGCTCCCTCTCACC

TATAGCATTGGACGGAAGGC

GACCTCATTGTTGAGGCAGG

ACTTGCACTGGAGGGAGAT

GCTGTAAACGGTAGCGAGAT

AGGTCTCAAGTGGAAGGC

AGCTGCAAGCTGTAGCGA

GATCATGTTTGAGACCTTC

GGCATACCCCTCGTAGATG

表2　c-Mpl-D影响 c-Mpl-F

Table 2　c-Mpl-D vs c-Mpl-F

组别

EP管1

EP管2

EP管3

EP管4

EP管5

5 mL管

组分

1 μg pIRES2-Mpl-F+ 4 μg pEGFP-Mpl-D 

+ 250 μL Opti-MEM

2 μg pIRES2-Mpl-F+ 2 μg pEGFP-Mpl-D 

+ 250 μL Opti-MEM

2 μg pIRES2-Mpl-F+ 1 μg pEGFP-Mpl-D 

+ 250 μL Opti-MEM

2 μg pIRES2-Mpl-F+ 0. 2 μg pEGFP-Mpl-D 

+ 250 μL Opti-MEM

2 μg pIRES2-Mpl-F+ 0 μg pEGFP-Mpl-D 

+ 250 μL Opti-MEM

50 μL Lipofectamine 2000+1 250 μL Opti-MEM

表3　c-Mpl-F影响 c-Mpl-D

Table 3　c-Mpl-F vs c-Mpl-D

组别

EP管1

EP管2

EP管3

EP管4

EP管5

5 mL管

组分

4 μg pIRES2-Mpl-F+ 1 μg pEGFP-Mpl-D 

+ 250 μL Opti-MEM

2 μg pIRES2-Mpl-F+ 2 μg pEGFP-Mpl-D 

+ 250 μL Opti-MEM

1 μg pIRES2-Mpl-F+ 2 μg pEGFP-Mpl-D 

+ 250 μL Opti-MEM

0. 2 μg pIRES2-Mpl-F+ 2 μg pEGFP-Mpl-D 

+ 250 μL Opti-MEM

0 μg pIRES2-Mpl-F+ 2 μg pEGFP-Mpl-D 

+ 250 μL Opti-MEM

50 μL Lipofectamine2000 +1 250 μL Opti-MEM
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液，煮沸 10 min，取 10 µL 进行 SDS-PAGE 电泳，

120 V恒压电泳1 h，再恒流200 mA转膜2 h将蛋白

转移至 PVDF膜上，w=5%脱脂奶粉室温进行膜封

闭 2 h，加入相应待检测蛋白一抗 4 ℃孵育过夜。

第 2 天先 TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，加入相应

HRP标记的二抗，室温孵育 1 h，再次TBST洗膜 3

次，每次 10 min，最后滴加 ECL 化学发光液于天

能化学发光成像系统进行成像记录蛋白表达。

1. 11　受体内化检测分析

首先使用阴性对照管细胞荧光分布调整并排除细

胞的非特异性染色和细胞的自发荧光的可能，以阴性

对照管设为阴性门，以对照组细胞CD110-PE荧光分

布的区域为阳性门，并计算表达Mpl的细胞所占百分

比，记为FB，处理组细胞因TPO刺激后，会有受体

内化的趋势导致细胞表面能检测到的CD110-PE荧光

降低，记为FA，［(FB - FA) /FB］×100%为TPO刺激后

内化的Mpl占比，而｛1 -  ［(FB - FA) / FB］｝×100%的

值即为TPO刺激后内化的细胞膜上剩余的Mpl占比。

1. 12　统计学分析

所有实验均进行 3次或 3次以上重复，结果数

据采用平均值±标准差（Mean ± SD）形式表示，两组

间样本比较采用配对或非配对双侧Student’s t-test，

对于 3 组以上样本间比较采用 one-way ANOVA 进

行检验。数据分析与绘图采用 GraphPad Prism 进

行，⁎P < 0.05， ⁎⁎P < 0.01，以及⁎⁎⁎P < 0.001均认为

具有显著性统计学差异。

2 结果与分析

2. 1　c-Mpl-D对UT-7和Dami的 c-Mpl-D稳转细胞

系增殖状况的影响

为了观察 c-Mpl及其剪切体 c-Mpl-D 对巨核细

胞系的发育影响，我们首先用逆转录表达系统构

建了UT-7/c-Mpl-D稳定系细胞以研究 c-Mpl-D单独

存在情况下的可能功能，又通过电转的方式构建

了 Dami/c-Mpl-D 稳定系细胞以研究 c-Mpl-D 对

c-Mpl-F功能的调控机制。我们观察到野生型UT-7

细胞没有显示 Mpl 蛋白条带， UT-7/c-Mpl-F 和

UT-7/c-Mpl-D稳定系细胞均能检测到特异性Mpl条

带（图 1a），说明这些稳定系细胞是正确的。流式

细胞术检测到有 75.2% 的 UT-7/c- Mpl-D 细胞表面

表达 c-Mpl-D蛋白（图 1a），说明 c-Mpl-D虽然在胞

外段近膜区缺失了 24 个氨基酸，但缺失这些氨基

酸并不影响其整合至细胞膜上。UT-7/c-Mpl-D 细

胞在 5 个质量浓度 TPO 刺激下吸光值与 UT-7 细胞

无显著性差异，UT-7/c-Mpl-F细胞则表现出明显的

增殖现象（图1c）。

另外，我们在构建的 Dami/ c-Mpl-D 稳定系细

胞中，观察到 80% 以上带有绿色荧光（图 1b），证

明构建 Dami/c-Mpl-D 稳定系细胞成功。 Dami/

c-Mpl-D 细胞在 4 个不同质量浓度 TPO 刺激下增

殖能力与 Dami/GFP 细胞相比均存在显著性差异

（图 1d）：1 和 10 ng/mL TPO 作用下 Dami/c-Mpl-D

细胞增殖能力弱于 Dami/GFP细胞，但在 50和 100 

ng/mL TPO 刺激下 Dami/c- Mpl-D 细胞增殖能力则

更强，提示 c-Mpl-D 与 c-Mpl-F 共存时 c-Mpl 可能

通过形成同源二聚体或异源二聚体的方式，最终

促进Dami细胞增殖。

2. 2　c-Mpl-D调控Dami细胞周期的变化

为了从分子角度阐释 c-Mpl-D 对细胞周期的

调控情况，我们发现，在经 50 ng/mL 的 TPO 作用

后 UT-7/c-Mpl-F 细胞周期调控蛋白 cyclin D1 和

cyclin D2 的 mRNA 分别上调至 4.01 与 4.24 倍，

经 80 ng/mL 的 TPO 作用后 mRNA 则分别上调至

4.77与 4.94倍，与UT-7细胞相比具有显著性差异。

UT-7/c-Mpl-D细胞周期调控蛋白 cyclin D1和 cyclin 

D2 的 mRNA 水平有轻微上调（经 80 ng/mLTPO 作

用后 mRNA 则分别上调至 1.250 与 1.26 倍），但与

UT-7 相比没有显著性变化。对比经 50 ng/mL 的

TPO 作 用 后 Dami/c-Mpl-D 细 胞 周 期 调 控 蛋 白

cyclin D1和 cyclin D2的mRNA较Dami/GFP细胞分

别上调至 1.24 与 1.20 倍，经 80 ng/mL 的 TPO 作用

后 Dami/c-Mpl-D 细胞内 mRNA 较 Dami/GFP 细胞

则分别上调至1.21与1.16倍（图2a~b）。

进一步经流式检测 UT-7 细胞的周期情况，由

于 UT-7 细胞的 c-Mpl-F 过表达，G1 期的细胞比例

由63.4%显著降至40.2%，S期的细胞比例由27.3%

显著升至 48.4%，G2 期的细胞比例由 9.35% 升至

11.4%（图 2d、h），而 c-Mpl-D 过表达细胞的 G1、S

和G2 三个时期比例与UT-7细胞相比没有显著变化

（图 2e、h），表明 TPO 与 c-Mpl-D 结合后对 UT-7 细

胞周期不产生明显影响。然而，在TPO刺激Dami/

c-Mpl-D细胞比Dami/GFP细胞表现出更强的增殖能

力的同时，c-Mpl-D过表达促使G1期的细胞比例由

50.8%上升至60.0%；S期的细胞比例由32.0%降至

26.7%；G2 期的细胞比例由 17.2% 降至 13.3%（图

2f~g）。这些数据说明大部分 Dami细胞被阻抑在 S

期和G2期，而c-Mpl-D的过表达则促使细胞进入正

常细胞周期，最终表现出更强的增殖能力（图2h）。
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2. 3　c-Mpl-D抑制Dami细胞凋亡

为了研究 TPO 对 Dami/c-Mpl-D 细胞抗凋亡能

力的影响，我们发现 50 与 80 ng/mL TPO 作用后

UT-7/c-Mpl-F细胞内促凋亡蛋白Bax的mRNA水平

分别下降了 35.1%和 50.3%，而抗凋亡蛋白Bcl-XL

的mRNA水平分别上调至2.33与2.80倍，较UT-7细

胞具有显著性差异，对比 UT-7/c-Mpl-D 细胞促凋

亡蛋白 Bax 和抗凋亡蛋白 Bcl-XL 的 mRNA 水平则

发生轻微变化（经 80 ng/mL TPO作用后Bax mRNA

表达下调了 5.1%，而抗凋亡蛋白 Bcl-XL的 mRNA

则上调至 1.15倍），但与UT-7相比没有显著性变化

（图 3a~b）。UT-7 细胞和 UT-7/c-Mpl-D 细胞凋亡率

接近，高达 18.8% 与 19.4% 的细胞进入凋亡早期；

而 UT-7/c-Mpl-F 细胞凋亡比例则只有 2.2%（图

3c~e）。上述结果提示 c-Mpl-F 可抑制 UT-7 细胞凋

亡，而 c-Mpl-D即使在TPO存在时也无法影响UT-

数据表示为Mean ± SD （*P < 0.05; **P < 0.01）。

图1　c-Mpl可改变TPO对UT-7和Dami稳转细胞系增殖的影响

Fig. 1　c-Mpl alters the effects of TPO on the proliferation of UT-7 and Dami cell lines
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7细胞凋亡，这与UT-7细胞，UT-7/c-Mpl-F细胞以

及UT-7/c-Mpl-D细胞内促凋亡蛋白Bax和抗凋亡蛋

白Bcl-XL的mRNA水平变化相一致（图3c、h）。

重要的是，50与 80 ng/mL TPO作用后Dami/c-

Mpl-D 细胞内促凋亡蛋白 Bax 的 mRNA 水平较

Dami/GFP 细胞分别下降了 20.0% 和 15.5%，而抗

凋亡蛋白 Bcl-XL 的 mRNA 水平较 Dami/GFP 细胞

分别上调至 1.12 倍与 1.19 倍（图 3a~b）。这些数据

表明 c-Mpl-D 过表达可抑制 Dami 细胞凋亡。9.9%

的Dami/GFP细胞进入凋亡早期，而Dami/c-Mpl-D

细胞凋亡比例则只有 0.7%（图 3f~h）。这与 Dami/

GFP 细胞和 Dami/c-Mpl-D 细胞内促凋亡蛋白 Bax

和抗凋亡蛋白Bcl-XL的mRNA水平变化相一致。

2. 4　c-Mpl-D抑制Dami细胞分化

TPO具有促进巨核细胞向血小板方向分化的功

能，首先，经过TPO刺激后，巨核细胞分化标记蛋

白CD41和CD61的mRNA水平在UT-7/c-Mpl-F都有

极其显著的提高（图4a~b），然而，TPO作用后UT-7/

c-Mpl-D细胞内CD41和CD61的mRNA水平与UT-7

细胞没有显著性差异，提示UT-7/c-Mpl-D细胞没有

分化迹象高（图4a~b）。c-Mpl-F过表达后，能够显著

加强CD41的表达，81.3%的细胞表面检测到CD41

的表达，这些结果证实 c-Mpl-F促进了UT-7细胞的

成熟（图 4c~e、h）。而 c-Mpl-D过表达细胞在TPO作

用后则只有2.6%的细胞表面检测到CD41表达，与

UT-7细胞相比没有显著性差异（1.2%）。进一步通过

流式细胞仪检测，经过TPO作用后，Dami/c-Mpl-D

数据表示为 Mean ± SD （**P < 0.01;  ***P < 0.01; ##P < 0.01; ###P < 0.001）。

图2　c-Mpl-D过表达可促进Dami细胞增殖

Fig. 2　Overexpression of c-Mpl-D can promote proliferation of Dami cells
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只有63.2%的细胞表面检测到CD41表达，而Dami/

GFP 对照组则有 80.1% 的细胞表面检测到 CD41

表达，提示 c-Mpl-D 在 Dami 细胞中过表达后，

抑制了 Dami 细胞的分化趋势（图 4f~h）。

2. 5　c-Mpl-D与 c-Mpl-F相互作用

考虑到-Mpl-D与 c-Mpl-F有受体异源二聚化形

成 的 能 力 ， 我 们 开 展 了 c-Mpl-D 与 c-Mpl-F 在

mRNA 和蛋白质水平上是否有相互作用的研究。

首先，当从 0.2 μg 到 4 μg 加大 c-Mpl-D 转染浓度

时，虽然 c-Mpl-D的蛋白和mRNA表达量增加，但

c-Mpl-F 蛋白和 mRNA 的 ΔCt 值未有显著改变（图

5a）。反之亦然，Western Blot 结果也与 Real-time 

PCR 保持一致。当从 0.2 μg到 4 μg加大 c-Mpl-F转

染浓度时，虽然 c-Mpl-F的蛋白和mRNA表达量增

加，但 c-Mpl-D蛋白和mRNA的ΔCt值未有显著改

变（图 5b）。上述结果说明 c-Mpl-F 与 c-Mpl-D 在

mRNA水平与蛋白水平相互没有干扰，提示c-Mpl-D对

于c-Mpl-F的调控作用可能通过其他途径来实现的。

为了确定 c-Mpl-D 与 TPO 是否具有相互作用，

我们验证了 293T 细胞成功共转 c-Mpl-F/c-Mpl-D

（图 5c）。在此基础上，为了克服配体与受体的可

能瞬时性作用的缺点，我们先用交联剂 EGS 将相

互作用蛋白共价交联后再进行免疫共沉淀实验，

结果发现当加EGS组则出现 c-Mpl-F与TPO交联蛋

白（140 000），c-Mpl-D 与 TPO 交联蛋白（140 000）

（图5d）。如图5d显示只加DMSO组（对照组，EGS先

溶解于DMSO配置成母液，再按相应浓度要求添加至

细胞反应液中）没有出现目的蛋白条带，研究已证明

数据表示为 Mean ± SD （***P < 0.001; ##P < 0.01; ###P < 0.001）。

图3　c-Mpl-D过表达可抑制UT-7细胞和Dami细胞凋亡

Fig. 3　Overexpression of c-Mpl-D can inhibit apoptosis of UT-7 and Dami cells
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图5　293T细胞系中 c-Mpl-D对 c-Mpl-F的影响及与TPO的相互作用

Fig. 5　The effect of c-Mpl-D on c-Mpl-F and Co-immunoprecipitation of with TPO in 293T cells

数据表示为 Mean ± SD （***P < 0.001; #P < 0.05; ##P < 0.01）。

图4　c-Mpl-D过表达可抑制Dami细胞分化

Fig. 4　Overexpression of c-Mpl-D can inhibit differentiation of UT-7 and Dami cells
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c-Mpl-F与TPO能够结合，阳性对照在本实验中得到

阴性结果。这证明 c-Mpl-D也具有与TPO结合的能

力，说明c-Mpl-D可能与TPO存在相互作用。

2. 6　TPO降低 c-Mpl-D受体的内化效应

c-Mpl在细胞表面抗原分类中又名 CD110，通

过流式细胞仪检测 PE标记的CD110在细胞表面的

分布情况来判断TPO的刺激对细胞表面受体内化效

应的影响。我们采用20 ng/mL这个质量浓度的TPO

刺激UT-7/c-Mpl-D细胞和UT-7/c-Mpl-F细胞，选择

30和60 min 2个时间节点来比较 c-Mpl含量的变化。

经过 TPO 刺激 UT-7/c-Mpl-D 细胞 30 min 后细胞膜

上剩余的 c-Mpl-D 占比为 97.1%，60 min 后细胞膜

上剩余的/c-Mpl-D占比为99.9%。刺激UT-7/c-Mpl-F

细胞30 min后细胞膜上剩余的c-Mpl-F占比为87.1%，

60 min后细胞膜上剩余的c-Mpl-F占比为90.3%，提

示相比野生型 c-Mpl-F受体，TPO 更 能 够 降 低 c-

Mpl-D 受体的内化效应（图6a~f）。

根据 Cancer today 数据库（https：//gco. iarc. fr/

today/en）获取中国人群肿瘤发病率及死亡率情况，

Gepia 数码库（http：//gepia.cancer-pku.cn/）获取主要

肿瘤的生存曲线，生存分析显示，TPO高表达患者

的总生存期明显低于TPO低表达组（图6g~i）。TPO

信号转导增加可能是肿瘤患者血小板水平异常的原

因，血小板异常可引起肿瘤增殖进而造成转移和扩

散，是多种肿瘤不良预后的因素（Gay et al.， 2011）。

研究表明TPO可激活EGFR/Akt/Erk1/2促进非小细

胞肺癌细胞系 A549 和 H1299 的增殖和克隆形成，

敲减 c-Mpl可显著抑制TPO诱导的EGFR激活和肿

瘤细胞增殖（Zou et al.， 2020）。临床上通过降低循

环TPO水平将有利于控制多种肿瘤的预后。

图6　TPO降低 c-Mpl-D受体的内化效应及其关联肿瘤预后状况

Fig. 6　The effect of TPO reduction on the internalization of the c-Mpl-D receptor and its associated tumor prognosis
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3 讨 论

生理条件下，TPO 主要是促进巨核细胞的增

殖和分化成熟并生成血小板（Kaushansky 2024； 

Kaushansky et al.， 2014； Deutsch et al.， 2006）；其

与全长受体 c-Mpl-F结合后可形成活性状态的二聚

化受体（Ding et al.， 2009），进而发生TPO/c-Mpl复

合物内化降解（Märklin et al.， 2020）。循环TPO水平

的调节主要是这个方式，而不是通过TPO合成量的

改变（Chang et al.， 1996； Shivdasani et al.， 1997），

因而血浆中TPO水平取决于其内化降解量。血小板

通过 c-Mpl介导的TPO内吞降解是一个趋向饱和的

过程，其表面存在不同 c-Mpl亚型，如Mpl-K无法

实现TPO内化，导致TPO即使延长时间也无法全部

内化（Li et al.， 1999）；Mpl-del为 c-Mpl另外一种剪

接体，可能参与 Mpl 功能的负向调节（Li et al.， 

2000）。UT-7、Dami细胞是人源巨核细胞白血病细

胞系（de Sauvage et al.， 1996），生长迅速，传代培

养方便，UT-7细胞不表达 c-Mpl却具有向巨核细胞

分化的潜能（Komatsu et al.， 1993）。Dami细胞在外

源细胞因子例如 TPO 作用下会表现出巨核细胞增

殖、分化和成熟过程的全部特征，本实验室在

Dami细胞中发现了 c-Mpl-D，同时 Dami细胞本身

表达 c-Mpl-F，是研究 c-Mpl-F与 c-Mpl-D相互作用

的较好模型（Greenberg et al.， 1988），有利于研究

c-Mpl-D 和巨核细胞增殖分化的关系，为调节循

环 TPO 水平提供依据。我们的研究结果表明，

在 TPO 存在时 Dami/c-Mpl-D 细胞比 Dami/GFP 细

胞表现出更强的增殖能力，即当 Dami 细胞中有

c-Mpl-F/c-Mpl-F，c-Mpl-F/ c-Mpl-D，c-Mpl-D/c-Mpl-D

这三类二聚体存在的情况下，用TPO刺激Dami细

胞能够表现出更强的增殖效应。

另外，在巨核细胞发育过程中，尤其在末期

成熟阶段其凋亡与成熟紧密相关。形成前血小板

形态的巨核细胞已进入凋亡状态，抑制巨核细胞

凋亡会引发巨核细胞不完全成熟而出现血小板减

少症状。对于巨核细胞而言其分化伴随着凋亡现

象的出现，分化过程中增殖能力也相应减弱，即

细胞分化与细胞增殖呈负相关，而与凋亡呈正相

关。正如本研究结果证明的 c-Mpl-D 具有促进

Dmai 细胞增殖，抑制 Dami 细胞凋亡和分化的功

能，值得注意的是，Dami细胞为较成熟的巨核细

胞系，即使不经 TPO 作用其本身表达一定量的

CD41 蛋白（van der Vuurst et al.， 1997），从流式细

胞术检测结果来看 c-Mpl-D 在 Dami 细胞中过表达

后，抑制了Dami细胞分化。然而，TPO与 c-Mpl-D

与结合后所启动的关键信号尚未明确，需要进一

步地深入研究，尤其是在肿瘤细胞中，c-Mpl-D表

达量已明显高于具有完整功能的 c-Mpl-F，此时

c-Mpl-F 与 c-Mpl-D 共同作用如何调控白血病细胞

的增殖和分化，这是迫切需要回答的关键科学

问题。

影响肿瘤细胞生物学行为除了涉及细胞信号

传导途径的改变外，分子配体的内吞和受体的内

化的联动机制也决定了肿瘤的增殖和分化的程度。

我们前期研究发现，UT-7/c-Mpl-D 细胞内吞 TPO 

的能力弱于 UT-7/c-Mpl-F 细胞。而 UT-7/c-Mpl-D 

细胞表面的 c-Mpl-D在应答TPO刺激后，内化比例

较少。在同样条件的TPO的刺激下，UT-7/c-Mpl-D

细胞调动细胞内部 c-Mpl-D循环补充到细胞膜上的

机制优于UT-7/c-Mpl-F细胞，使得 c-Mpl-D能够在

短时间内恢复初始值，从而使细胞表面 c-Mpl-D变

化量较小，提示肿瘤细胞中 c-Mpl-D的剪切体的出

现，导致了细胞内吞 TPO 能力的降低和受体内化

能力的降低，从而加强肿瘤的信号传导强度。对

于血液肿瘤 c-Mpl-D的靶向调控将有利于控制白血

病的恶性进程，这将为白血病的防治提供重要的

理论依据。

总之，我们的研究表明 c-Mpl-D 在 AML 中高

表达，并参与 AML细胞增殖、凋亡和细胞分化过

程。我们还揭示 c-Mpl-D可能通过降低受体内化效

应，而持续激活肿瘤细胞的恶化进程。初步证明

c-Mpl-D促进细胞增殖与抑制细胞分化的癌性功能

与c-Mpl-D的过表达相关。这些发现为c-Mpl-D与巨

核细胞增殖分化的关系提供了新的认识，表明

c-Mpl-D 可为 AML 潜在的临床诊断分子标记物，

并且是一个AML治疗的潜在靶点。
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