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ZCCHC10通过激活 P53促进急性髓系白血病细胞
中 CCL18基因的转录
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摘 要: 肿瘤抑制因子 P53是一种转录因子,可激活一系列靶基因的转录,从而调控细胞周期停滞、DNA 修
复、免疫、炎症和细胞凋亡等多种生理或病理过程。前期研究表明, CCHC型锌指蛋白 10 (zinc finger CCHC-type
containing 10, ZCCHC10)通过激活 P53在肺癌和急性髓系白血病中发挥抑癌作用。为进一步探讨 ZCCHC10在
急性髓系白血病中的作用机制,本文通过 RNA测序(RNA sequencing, RNA-seq)技术对过表达 ZCCHC10或空
载体的ML2细胞进行了转录组分析,一共鉴定到 1 284个差异基因[|log2(fold change)|逸1, q 值约0.05],包括 778
个上调基因和 506个下调基因。其中,趋化因子 CCL18在过表达 ZCCHC10的ML2细胞中上调 18倍。生物信
息学分析显示, CCL18基因启动子上含有两个 P53反应元件。生物素标记 DNA亲和实验和染色质免疫共沉淀
实验证实, P53可结合到 CCL18基因启动子上。荧光素酶活性分析表明, P53可以增强 CCL18基因启动子的活
性。这些研究表明 ZCCHC10通过激活 P53促进 CCL18基因的表达。
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ZCCHC10 Promotes Transcription of CCL18 Gene by Activating
P53 in Acute Myeloid Leukemia Cells

LIU Kaili1, 2, NING Yichong1, 3, ZHOU Hao1, ZHOU Jianlin1, XIA Liang’e3*
(1. College of Life Sciences, Hunan Normal University, Changsha 410081, Hunan, China; 2. Zhuzhou Jingyan Middle School,
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Abstract: The tumor suppressor P53 is a transcription factor that activates transcription of a number of target
genes to regulate cell cycle arrest, DNA repair, immunity, inflammation, and apoptosis. Our previous study
showed that zinc finger CCHC-type containing 10 (ZCCHC10) plays an anti-oncogenic role through activat原
ing P53 in lung cancer and acute myeloid leukemia. To further investigate the mechanism of ZCCHC10 in
acute myeloid leukemia, transcriptome analysis of ML2 cells overexpressing ZCCHC10 gene or empty vector
was performed by RNA sequencing (RNA-seq), and a total of 1 284 differentially expressed genes were iden-
tified [|log2(fold change)| 逸1, q value < 0.05], including 778 upregulated genes and 506 downregulated genes.
The chemokine CCL18 was significantly upregulated (18-fold) in ZCCHC10-overexpressing ML2 cells. Bioin-
formatics analysis revealed that the CCL18 gene promoter contains two P53 response elements. Biotin-labeled
DNA affinity assay and chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay confirmed the binding of P53 to the CCL18
promoter. Luciferase activity analysis showed that P53 enhanced CCL18 promoter activity. The study sug-
gests that ZCCHC10 promotes CCL18 gene expression through activating P53.
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急性髓系白血病(acute myeloid leukemia, AML)
是一种血液系统恶性肿瘤, 是成人急性白血病最
常见的类型, 在白血病中存活率最低(5年存活率
为 24%)[1], 其特征为骨髓、外周血或其他组织中未
成熟髓系祖细胞的克隆性扩增[2]。AML是一种高
度异质性疾病, 其发病机制涉及多种细胞遗传学
和分子遗传学的异常[2]。因此, 研究 AML中的基
因表达调控, 对于阐明 AML的发病机制和寻找
诊断以及治疗靶点具有重要意义。

趋化因子是一类分子质量约 10 kD的小分子
分泌蛋白质, 因能诱导细胞趋化迁移而得名。趋
化因子通过与细胞表面受体结合, 调节细胞的趋
化迁移、黏附、定位以及细胞-细胞之间的相互作
用[3]。根据 N-末端半胱氨酸(Cys, C)的数量和位
置, 趋化因子可分为 CC、CXC、CX3C 和 XC 等 4
个亚家族[3]。CC趋化因子配体 18 (C-C motif che-
mokine ligand 18, CCL18)是 CC亚家族的趋化因
子, 在其 N-末端有一个-Cys-Cys-基序。在肿瘤
组织中, CCL18主要由 M2型巨噬细胞分泌, M2
型巨噬细胞中 CCL18的表达是 M1型巨噬细胞中
的 19倍[4]。癌症相关纤维细胞[5]和癌细胞(如黑色
素瘤细胞[6]、肾癌细胞[7]等)也表达 CCL18。在大部
分肿瘤中, CCL18水平升高与患者预后不良有关[8]。
CCL18可以促进肿瘤细胞的增殖、迁移和上皮间
质转化, 并驱动肿瘤免疫抑制微环境[8]。但是, 在
皮肤 T细胞淋巴瘤[9]和急性淋巴细胞白血病[10]中,
CCL18不仅不促进肿瘤细胞增殖, 反而通过干扰
CXCL12/CXCR4信号通路, 抑制细胞增殖。这些
结果说明, CCL18在不同类型的肿瘤中可能发挥
不同的作用。

肿瘤抑制因子 P53是一种转录因子, 可激活
一系列靶基因的转录, 从而调控细胞周期停滞、
DNA修复、免疫、炎症和细胞凋亡等多种生理或
病理过程[11]。近期的研究表明, P53也可以上调趋
化因子(如 CXCL10[12]和 CCL4[13])的转录。

CCHC型锌指蛋白 10 (zinc finger CCHC-type
containing 10, ZCCHC10)是一个含有 C-X2-C-X4-
H-X4-C保守序列的锌指蛋白。本团队首次报道
了 ZCCHC10蛋白是肿瘤抑制因子 P53的激活因
子[14], 并发现 ZCCHC10蛋白通过抑制泛素连接酶

MDM2介导的 P53泛素化, 增强 P53 的稳定性,
在肺癌和 AML中发挥抑癌作用[14-15]。
为进一步研究 ZCCHC10在 AML中的作用机

制,本研究采用 RNA测序(RNA sequencing, RNA-
seq)技术分析了在 AML细胞中过表达 ZCCHC10
对基因表达的影响, 发现 ZCCHC10可以影响趋
化因子和趋化因子受体的表达; 随后的生物素标
记 DNA亲和实验、染色质免疫共沉淀(chromatin
immunoprecipitation, ChIP)实验以及荧光素酶活性
分析表明, ZCCHC10通过激活 P53促进 AML细
胞中 CCL18基因的转录。
1 材料与方法

1.1 主要试剂和抗体

胎牛血清购买自德国 Serana公司, RPMI 1640
和 DMEM培养基购买自美国 Gibco公司, 转染试
剂 Lipofectamine 2000 购自美国 Invitrogen 公司 ,
双荧光素酶活性检测试剂盒购自上海碧云天生物

技术股份有限公司。谷胱甘肽琼脂糖微珠和链霉

素偶联微珠购自美国 ThermoFisher Scientific 公
司。除 P53抗体购自美国 Cell Signaling Technology
公司之外, 其他抗体均购自武汉爱博泰克生物科
技有限公司。

1.2 细胞培养

人肾上皮细胞 HEK293和 AML细胞系(ML2
和 OCI-AML3)均通过上海钰博生物科技有限公司
购自美国 ATCC公司。细胞在添加有 10%胎牛血
清和 1%双抗(青霉素和链霉素)的 RPMI 1640或
DMEM培养基中于 37 益、5% CO2条件下培养。
1.3 质粒构建

萤火虫荧光素酶报告基因载体 pTAL-Luc和
海肾荧光素酶报告基因载体 pRL-SV40都购自美
国 Clontech公司, 原核表达载体 pGEX-4T-2 购
自德国 Amersham公司。HA-P53表达质粒 HA-
p53为本实验室构建[14]。首先, 在上海生工生物工
程股份有限公司合成 CCL18基因启动子中的一
段含有两个 P53反应元件(P53 response element,
p53RE)的 DNA 序列(-1 413~-711), 并将其插入
到 pTAL-Luc 载体中 , 得到的重组质粒命名为
p53RE-Luc。然后, 通过重叠 PCR将 p53RE-Luc
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的两个 p53RE进行突变, 得到的重组质粒命名为
mp53RE-Luc。此外, 用 BamH玉和 EcoR玉酶解
HA-p53 质粒 , 并将 p53 基因亚克隆到 pGEX-
4T-2载体中, 构建 GST-P53表达质粒。
1.4 质粒转染和荧光素酶活性分析

HEK293细胞培养在 24孔板中, 利用转染试
剂 Lipofectamine 2000 将等量(0.2 滋g)的 p53RE-
Luc (或 mp53RE-Luc)质粒和 pRL-SV40 质粒与
不同量(0、0.1 滋g、0.2 滋g、0.4 滋g)的 HA-p53质粒
共转染到细胞中。转染 24 h后, 吸出培养液, 将双
荧光素酶活性检测试剂盒中的细胞裂解液按

200 滋L/孔加入到 24 孔板中 , 细胞充分裂解后
1 200 r/min离心 5 min, 取 20 滋L 上清液, 加入
100 滋L双荧光素酶检测试剂, 室温孵育 5 min之
后在荧光与化学发光酶标仪 Fluoroskan FL (Thermo
Scientific)上检测萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶
的活性, 并计算两者的比值。每个处理重复 3次。
1.5 转录组测序

将稳定表达 ZCCHC10基因或空载体的 ML2
细胞株[15]送至安诺优达基因科技(北京)有限公司
进行转录组测序,两组细胞各送 3个样。测序平台
为 Illumina平台。测序得到的原始数据存储在GEO
数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo), 登录号为
GSE159016。对差异表达基因[|log2(fold change)|逸
1, q 值约0.05]进行京都基因和基因组数据库(Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG)信号
通路分析。

1.6 GST-P53的表达和纯化
将 GST-p53质粒转化大肠杆菌 BL21 (本实验

室保存), 筛选获得含有 GST-p53的转化子, 并接
种到 200 mL的 2YT细菌培养液(16 g蛋白胨、10 g
酵母粉、5 g氯化钠, 加 800 mL去离子水溶解, 调
pH至 7.0, 然后加去离子水定容到 1 000 mL) 中,
37 益振荡培养至对数生长期。加入 0.1 mmol/L的
异丙基硫代-茁-D-半乳糖苷(isopropylthio-茁-D-
galactoside, IPTG)诱导 6 h。5 000g离心 10 min收
集菌液; 用 15 mL细菌裂解液(上海生工生物工程
股份有限公司)重悬, 冰浴 20 min, 加入 20% Tri-
ton X-100使其最终浓度为 1%, 4 益下轻轻振荡
30 min, 超声 200~300 s, 12 000g离心 30 min后
取上清; 将谷胱甘肽琼脂糖微珠加入上清中, 4 益
结合 2 h; 用清洗液清洗 3次并保存每次的清洗
液; 用洗脱液洗脱 3次并保存每次的洗脱液, 收
集的洗脱液即 GST纯化的蛋白质, 保存在-80 益

备用; 将原始菌液、原始裂解液、每一次清洗及洗
脱后的样品取一定量变性后进行 SDS-PAGE 电
泳, 用考马斯亮蓝染色, 清洗后观察蛋白质纯化
的结果。

1.7 生物素标记 DNA亲和实验
在上海生工生物工程股份有限公司合成含有

野生型或突变型 p53RE的 DNA, 并在 DNA的 5忆
端标记一个生物素分子。将纯化的 GST-P53和
50 滋L的链霉素偶联微珠混匀, 4 益孵育 10 min,
再加入生物素标记的 DNA探针, 继续 4 益孵育过
夜。4 益、1 000~2 000 r/min离心 1 min, 去除上清
液, 回收含有结合复合物的磁珠。清洗磁珠, 4 益、
1 000~2000 r/min离心 1 min, 去除上清液, 回收
含有结合复合物的磁珠; 加入加样缓冲液, 95~
100 益下加热 10 min, 通过离心去除珠子, 保留上
清液; 进行电泳和Western-blot分析。
1.8 Western-blot
电泳和Western-blot按照文献[15]进行, 每孔

上样 20 滋L,使用 10% SDS-PAGE胶分离蛋白质。
1.9 染色质免疫共沉淀

参照文献[15]的方法进行: 1) 用甲醛处理ML2
细胞之后, 将细胞置于冰上, 用超声波将染色质
随机切断成平均大小为 500 bp的小片段; 2) 分别
用 IgG抗体(阴性对照)和 P53抗体进行免疫沉淀;
3) 以沉淀下来的 DNA片段作为 PCR模板, 同时
以未进行免疫沉淀的 DNA片段(Input)作为阳性
对照 PCR模板; 4) 取 10 滋L PCR产物, 使用 2%
的琼脂糖凝胶进行电泳并拍照。

1.10 统计学处理

利用 Microsoft Excel 2010进行数据统计并绘
图。用 Student’s t-test分析两组间的差异, 用 P值
表示显著性水平, *表示 P臆0.05, **表示 P臆0.01。
每组数据都根据 3个或以上的独立实验获得平均
值依标准差(x依s), 当 P<0.05时, 结果才被认为具有
统计学意义。

2 结果

2.1 ZCCHC10调控趋化因子和趋化因子受体
的表达

通过 RNA-seq技术对过表达 ZCCHC10或空
载体的 ML2细胞进行转录组分析, 一共鉴定到
1 284个差异表达基因[|log2(fold change)|逸1, q值约
0.05], 其中, 778个基因表达升高, 506个基因表
达下降(图 1)。对这 1 284个差异表达基因进行
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KEGG信号通路富集分析。根据 P值从小到大排
列, 差异表达基因富集的前 3个信号通路依次是
细胞外基质(extracellular matrix, ECM)-受体相互
作用、细胞因子-细胞因子受体相互作用和造血细
胞系(表 1)。其中, 细胞因子-细胞因子受体相互作
用通路包括 11个趋化因子[CCL2、CCL4、CCL4L2、
CCL8、CCL18、CCL20、CXCL7 (PPBP)、CXCL10、
CXCL12、CXCL13、CXCL14]和 1个趋化因子受体
CCR7; CCL18和 CXCL7在过表达 ZCCHC10的细
胞中表达增加, 而其他趋化因子的表达则下降
(表1)。与对照组相比, 在 ZCCHC10过表达细胞中
CCL18 和 CXCL7 的表达水平分别增加了 17.64
倍[|log2(fold change)|=4.14, P=0.000 8, q=0.003 3)
和 2.11 倍[|log2(fold change)|=1.08, P=0.001 5, q=
0.005 9)。

2.2 CCL18基因启动子上含有 P53反应元件
上述研究表明 ZCCHC10促进 CCL18基因的

转录, 而 ZCCHC10可以作为 P53的激活因子起
作用[14]。因此, 为了探究 ZCCHC10基因是否通过
P53调控 CCL18基因的转录, 我们首先通过生物
信息学方法分析了 CCL18基因的启动子。真核生
物中蛋白质编码基因的核心启动子大都含有一个

起始子(initiator)序列和一个 TATA盒[16]。人类基因
的转录起始位点(即+1位)一般为 A,起始子位于-3
至+3位, 其保守序列为 BBCABW (B=C/G/T, W=
A/T)[17]。TATA盒通常位于-30至-23位或-31至-24
位,保守序列为 TATAWAAR (W=A/T, R=A/G)[16]。基
于 TSSW软件(http://www.softberry.com/)的分析显
示 , CCL18 基因含有一个典型的起始子序列
(CCCAGA, 位于-3至+3位) 和一个典型的 TATA

图 1 ML2-ZCCHC10细胞和ML2-Vector细胞中差异表达基因的火山图(A)和热图(B)
Fig.1 Volcano plot (A) and heatmap (B) for the differentially expressed genes between ML2-ZCCHC10 and ML2-Vec-
tor cells

表 1 差异表达基因富集最显著的 3个 KEGG信号通路
Table 1 Three KEGG signaling pathways with the most significant enrichment of differentially expressed genes

Upregulated gene
CHAD, COL1A1, COL4A2, COL6A3, GP1BA ,
ITGA11, ITGA2B, ITGA3, ITGAV , ITGB3,
ITGB5, ITGB8, LAMB2P1, LAMA3, SPP1,
THBS3-AS1, TNXB
CCL18, CXCL7 (PPBP), CSF1, FLT4, IL1RAP,
KITLG, LIF, LIFR, TGFBR1, TNFRSF21

CD22, CSF1, GP1BA , HLA-DQA1, ITGA2B,
ITGA3, ITGB3, KITLG, TFRC

Downregulated gene
THBS1, THBS4

AMH, BMP2, CCL2, CCL20, CCL4, CCL4L2,
CCL8, CCR7, CXCL10, CXCL12, CXCL13,
CXCL14, IL17D, IL18RAP, IL1B, IL1R2,
IL20RB, PRL, TNFRSF1B, TNFRSF9
CD1C, CD1D, CD38, HLA-DMB, IL1B,
IL1R2

Name
ECM-receptor
interaction

Cytokine-cytokine
receptor interaction

Hematopoietic
cell lineage

P value
7.48E-11

1.05E-09

1.43E-06

250

200

150

100

50

0
-6 -4 -2 0 2 4 6

log2(ZCCHC10/vector)

Down
Up
None

(B)

2
1
0
-1
-2

(A)
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图 2 P53可以结合到 CCL18基因的启动子上
(A) CCL18基因启动子示意图。F1/R1和 F2/R2表示用于染色质免疫共沉淀-PCR实验的引物对; (B) 染色质免疫共沉淀-
PCR产物的电泳图; (C)细菌蛋白质电泳图。M:蛋白质分子量标准, 1: 未诱导的细菌裂解液, 2: IPTG诱导后的细菌裂解液,
3: IPTG诱导细菌裂解后的上清液, 4~6: 3次清洗液, 7~9: 3次洗脱液; (D) 生物素标记 DNA亲和实验。
Fig.2 P53 binds to the CCL18 promoter
(A) Schematic of the CCL18 promoter. F1/R1 and F2/R2 are primer pairs for ChIP-PCR; (B) Electrophoresis of ChIP-PCR pro-
ducts; (C) Electrophoresis of the bacterial proteins. M: Protein molecular weight marker. 1: Lysate of uninduced bacteria. 2: Lysate
of IPTG-induced bacteria. 3: Supernatant of bacterial lysate. 4~6: Washing solution. 7~9: Elution solution; (D) Biotin-labeled
DNA affinity assay.
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盒(TATAAAAA, 位于-31至-24位) (图 2A)。基于
JASPAR 软件 (https://jaspar.genereg.net/)的预测结
果显示, CCL18基因启动子上含有两个 P53反应元
件(p53RE), 分别位于-1 413 至-1 394 (p53RE1)
和-727至-711 (p53RE2)。
2.3 P53可以结合到 CCL18基因的启动子
我们采用染色质免疫共沉淀-PCR方法去验

证在 ML2细胞中 P53是否能结合到 CCL18基因
启动子的 p53RE上。结果表明: p53RE1和p53RE2
都可以被 P53抗体沉淀下来(图 2B), 说明 P53能
与 CCL18基因启动子的 p53RE1和 p53RE2结合。
此外, 我们利用细菌表达系统表达了 GST-

P53融合蛋白质(图 2C), 采用生物素标记 DNA亲
和实验分析了 P53是否直接和 p53RE1、p53RE2
结合。结果表明: 野生型的 p53RE1和 p53RE2可
以将 GST-P53 沉淀下来 , 而突变的 p53RE1 和
p53RE2不能将 GST-P53沉淀下来(图 2D), 说明
P53能否结合到 CCL18基因启动子区的关键是

两个反应元件(p53RE1和 p53RE2)。
2.4 P53促进 CCL18基因的转录
上述实验证实 P53可以结合到 CCL18基因

的启动子上。接着, 我们通过荧光素酶活性分析
检测 P53是否通过结合到 CCL18启动子上促进
其转录。结果(图 3)表明: 随着 P53的表达增加, 转
染 p53RE-Luc细胞的荧光素酶活性增加, 而转染
mp53RE-Luc细胞的荧光素酶活性无显著变化,
说明 P53通过结合到 CCL18 启动子区的 p53RE
上促进 CCL18基因的转录。
3 讨论

许多研究表明: CCL18的表达与癌症患者的
预后相关[8]。在大多数癌症(如乳腺癌、肺癌、卵巢
癌、胰腺癌等)中, 血清或肿瘤组织中 CCL18高表
达的患者预后不良[8],但 CCL18高表达的结肠癌[18]

和胃腺癌[19]患者的预后反而好于低表达的患者。
CCL18在 AML中的表达及其与预后的关系, 尚

F2F1 p53RE1 p53RE2
R1 R2

TATA box Initiator

AGGCATGGTGGCACATGCCT
(-1 413~-1 394)

GATCTTGGAACTTGTCA
(-727~-711)

TATAAAAA CCCAGA
(-31~-24) (-3~+3)

mp53RE1: AGGaATaGTGGCAaATaCCT mp53RE2: GATaTTaGAAaTTaTCA
(A)

PCR using primers F1/R1

bp
500400
300
200

PCR using primers F2/R2

GST-P53

GST-P53

kDbp
500400300200

97
72

kD M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M1801309772
55
43
34
26

10

(B)

(C)

(D)
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未见报道。

P53是一个重要的肿瘤抑制因子, 几乎所有
的癌症都存在 P53信号通路障碍[11]。大约 50%的
癌症都存在 p53基因突变,在其他没有发生 p53基
因突变的癌症中, P53正调控因子的下调或/和负调
控因子的上调可以导致野生型 P53功能的失活[11]。
在 AML中, p53基因的突变频率不到 10%, 但P53
功能是失活的[20]。本团队前期的研究表明: ZCC-
HC10是 P53的激活因子; 在 AML中, ZCCHC10
基因的表达被抑制可能是 P53失活的原因之一[15]。
在本研究中 , 我们通过转录组学分析发现 , 在
AML 细胞中过表达 ZCCHC10 可以促进 CCL18
的表达。生物信息学分析显示, CCL18基因启动
子上含有两个 p53RE。进一步的生物素标记 DNA
亲和实验、染色质免疫共沉淀实验和荧光素酶活

性分析实验证实, P53可结合到 CCL18基因启动
子上并促进 CCL18的转录。这些研究提示, CCL18
是 P53的靶基因, 可能作为 P53的一个效应分子,
在 AML中发挥作用。但 CCL18基因在 AML中的
作用和分子机制, 有待进一步研究。
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