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辛伐他汀诱导K562细胞凋亡过程中细胞内钙离子浓度、 

Calbindin-D28K和 calpain基因的变化 
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【摘 要】目的：观察辛伐他汀诱导K562细胞凋亡时细胞内ca 浓度、ca2t调节蛋白(Calbindin—D28K，D28K)和ca“激活蛋白 

(c a]pain1基冈变化，以探讨 K562细胞凋亡机制。方法：常规培养细胞 24 h，20 ttmol／L辛伐他汀处理 K562细胞 48 h；流式细胞 

技术检测细胞凋亡率和ca 浓度，PCR技术检测 D28K和 calpain基因。结果：20 Ixmol／L辛伐他汀作用 K562细胞 24、48、72 h 

凋 率改变分别为(6．10±O．35)％、(14．15±0．42)％、(30．70±0．65)％，随药物作用时间延长细胞凋亡率增加；辛伐他汀作用 

K562细胞 12、24、48、72 h，游离钙荧光强度变化为 52．93±2．85、19．63±1．56、13．81±1．05、7．84±0．98，各处理组荧光强度与对 

照组卡I1比升高(P<0．05)；与相同时间对照组比较 ，calpain和 D28K基因分别在辛伐他汀作用 K562细胞 24 h和48 h后上调 

( 0．05)。结论 ：辛伐他汀诱导K562细胞凋亡时细胞内can浓度显著升高，细胞内Ca2十浓度调节蛋白D28K和 calpain基因上 

，这些改变可能是 伐他汀诱导K562细胞凋亡的机制之一一 、 
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Changes of expression levels of Ca 。D28K(Calbindin-D28K)and calpain in 

K562 cell in the process of apoptosis induced by simvastatin 
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College) 

【A1)straet】Objective： rf1 ot)selwe the changes of Ca level and calbindin—D28K and calpain gene。and invesligate the mechanism in the 

process of simvastatin-induced apoptosis of K562 cells．Methods"：K562 cells cultivated 24h were exposed in different concentrations of 

20 txtnol／[ simvastatin．Flow cytometu,was performed to eonfiYm cell apoptotic ratio and analyze Ca leve1． Fhe gene expression of D28K 

and calpain were analyzed by R F-PCR (reverse transcription—PCR)．Results：K562 cells could be induce(1 to apoptosis after 20 Ixmol／L 

simvastatin treatment fi)f 24 h，48 tl and 72 h，and the apoptolic ratios were 6．1％ ±0．35％ ，14．1 5％ ±0．42~，and 30．70％ -4-0．65％ re— 

specti~elv by flow cytometric assay (Anuexin V／PI double staining)．There was a significant increase in the drug—treated groups compared 

with the control groups aner 24 h．The Ca level was detected hy Fluo-3AM and was markedly increased in treated groups compared with 

the control~'oups at different time points (P<0．05)．The mRNA of D28K and calpain expression levels in drag-treated grouP were 

up—regadated．Conclusion：K562 cells could be induced t()apoptosis by simvastatin． the free of Ca may take part in the apoptosis in 

early period． rhe potential mechanism of the K562 cell apoptosis naight be related tothe up-regulated calbindin-D28k and ealpain gene． 
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随着诱导细胞凋亡药物研究逐渐深入，新的药物不断被 

发现。近年研究资料表明，他汀类药物能诱导多种肿瘤细胞 

凋亡 f-lX'~正常细胞无明显毒副作用，是抗肿瘤另一新药[i-31 
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慢性粒细胞白血病(Chronic myelocyti(·leukemia，CML)是一类 

起源于造血干细胞的恶性疾病，其发病机制十分复杂，至今 

尚不完全清楚。前期研究显示辛伐他汀能诱导 K562细胞凋 

，并且在凋亡过程中经过了线粒体途径和内质网途径i4, ， 

但其诱导凋亡的机制目前尚不完全明确 细胞内ca2+稳态失 

衡足凋亡过程中普遍存在的一个生化事件，升高的ca“参与了 

凋亡早期信号传导和执行阶段 D28K是细胞内ca2_缓冲剂， 
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在维持细胞内 ca2+稳态起到重要作用[61，关于 D28K和细胞 

凋亡的关系仅有少量报道 。钙依赖性蛋白激酶(Calpain)是 

ca“依赖性蛋白，升高的细胞内 ca2+浓度直接激活 Ca]pain，激 

活后的 Ca]pain促进细胞凋亡发生 。目前关于辛伐他汀诱导 

K562细胞凋亡过程中 Ca2十稳态与 Ca： 调节蛋白D28K及钙 

激活蛋白ca]pain的基因表达关系还不清楚，本研究采用流式 

细胞技术和RT—PCR技术，在不同时间检测辛伐他汀~ -K562 

细胞凋亡时细胞内C 浓度变化、D28K和 calpain基因表达， 

从而有助于揭示辛伐他汀诱导 K562细胞凋亡机制。 

1 材料与方法 

1．1 细胞株 

人红白血病 K562细胞株购 自四川大学华西校区基础与 

法医学院免疫室。 

1．2 试剂和仪器 

辛伐他汀由中国药品生物制品检定所提供，无水乙醇溶 

解后加入与辛伐他汀相同摩尔浓度的NaOH，50％水浴 2 h，调 

pH至7．20，浓度为 10mmo1]L，过滤除菌，分装后保存于一20％。 

RPMI1640培养基购自美国 Gibco公司，小牛血清购自美国GM 

公司，AnnexinV—FITC试剂盒购 自深圳晶美，逆转录反应体 

系购自成都博瑞克公司，PCR扩增体系2XPCR PLUS PCR Mas 

terMix购自北京天为时代公司。Fluo一3AM(Biotium美国)、CO 

培养箱(Heraeus法国)、流式细胞仪(BEACKMAN美 国)、酶 

标仪(Bio—Rad美国)。 

1．3 细胞培养 

K562细胞用含 lO％d~牛血清、青霉素 100 U／ml、链霉素 

100 U／ml的 RPMI1640培养基，37℃饱和湿度 5％CO2培养箱 

中培养，2～3 d换液传代。 

1．4 AnnexinV—FITC检测细胞凋亡 

收集细胞，4~C预冷 PBS洗细胞 2次，悬浮细胞并调节细 

胞浓度为 1×106个／ml；加人 Annexin V—FITC和碘化丙锭溶 

液；混匀室温避光孵育 30 min，流式细胞仪检测。辛伐他汀诱 

导 K562细胞凋亡率 =处理组细胞凋亡率 一对照组细胞凋 

亡率 

1．5 细胞 内 Ca2+测定 

收集细胞 ，D—Hank’S洗涤 3次，离心去上清 ，收集细胞 

(1 2)×106个；加入 1 ml 10~mol／L荧光染料 Fluo一3AM，孵 

育缓冲液悬浮细胞。37℃、5％CO 的培养箱避光孵1 h；离心 

除上清，D—hank’S洗涤 3次，再加 lml D—Hank’S平衡 10 rain， 

流式细胞仪检测(激发波长 506 nm，吸收波长 526 nm)1万个 

细胞平均荧光强度。游离 ca“变化：AF=F526处理组一F526 照组。 

1．6 RT—PCR检测 D28K和 ca]pain mRNA 

1．6．1 总 RNA提取 收集各组细胞 5 X 10 个于离心管中， 

离心去上清 ；加入 TRIzol试剂 ，按照说明书操作步骤提取 

RNA，使用分光光度仪器检测 RNA质量和浓度 ，要求 D D 

比值在 2．0左右，进行纯化和鉴定。 

1．6．2 逆转录合成 cDNA 逆转录聚合酶链反应：博瑞克公 

司一步法 RT—PCR反应体系，逆转录反应严格按说明进行， 

总体系体积为 25 1，42~C 30～50 rain，一20℃保存。 

1．6．3 PCR扩增目的基因 各基因特异的上 、下游引物设 

计用 primer 5．0软件，D28K和 ealpain引物序列相关信息见 

表 1。以逆转录产物 eDNA为模板，GAPDH(450 bp)为内参 

进行 PCR扩增，1．5％琼脂糖凝胶电泳 PCR产物 ，BIO—RAD 

凝胶成像分析仪上观察结果并照相。Quantity one软件分析结 

果 ，以目的基因与 GAPDH条带的相对含量表示。PCR反应 

体系组成：eDNA模板 2 l，上 、下游引物各 1 l，2 X Master 

Mix 12．5 Ixl，DH2O 8．5 l，总体积 25 l，混匀，2．0×104 g瞬时 

离心，PCR仪上扩增。扩增条件 94~C5 min；94℃ 30 S，56％ 

45 S，72℃ 90 s，30循环；最后 72％延伸 5 min。D28K退火温 

度为 59℃ 45 s，ca]pain退火温度为 55℃45 S。 

1．7 统计学分析 

以上实验均重复 3次，计量资料实验结果以均数 ±标准 

差( ±s)表示 ，组间均数比较采用单因素方差分析，多组比 

较采用方差分析 ，组问比较采用 SNK法，计数资料用 检 

验。所有实验数据采用 SPSS 10．0统计学软件分析，以P<0．05 

为差异具有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 辛伐他汀诱导 K562细胞凋亡率 

AnnexinV／PI双染法是敏感的凋亡检测方法，早期凋亡 

细胞以AnnexinV—FITC染色为主，晚期凋亡细胞则 Annexin 

V—FITC／PI双染色。结果显示，20 p~mol／L辛伐他汀作用 24、48、 

72 h细胞凋亡率改变分别为(6．10±0．35)％、(14．15±0．42)％、 

(3O．70±0．65)％，随着辛伐他汀作用时间延长细胞凋亡率逐 

表 1 基因信息及引物序列 
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细胞内Caz+的升高参与了凋亡的早期信号传导和凋亡 

的执行阶段，Can失衡以及 Caz+稳态的调节因子在诱导细胞 

凋亡过程中扮演着重要角色 。细胞内Caz 浓度的升高受很 

多因素的调节如 D28K、ealpain、ROS、Bel一2家族、内质网、三 

磷酸肌醇信号系统等。D28K和 calpain分别是钙离子浓度重 

要的调节蛋白和钙离子激活蛋白酶，关于 D28K和 calpain基 

因表达在细胞内钙离子浓度的调节及细胞凋亡时的作用研 

究不多，机制不清楚。本实验结果显示 20 mol／L辛伐他汀作 

用 K562细胞 12 h时，细胞内游离 Ca2 浓度迅速升高，然后 

缓慢降低；辛伐他汀诱导 K562细胞凋亡时细胞的 Ca2 浓度 

处于失衡状态，失衡的高峰时间为加入辛伐他汀 1 2 h，LED28K 

基因上调表达的时间早(D28K基因在 24 h变化不大 ，48 h时 

开始升高)，推测这可能是由于细胞内游离 ca 浓度迅速升 

高导致 D28K基因和蛋白应急性上调，上调的 D28K蛋白和细 

胞内游离 Ca2 结合以降低 Ca2 浓度，D28K的升高可以对抗 

细胞内Ca2 浓度失衡导致的细胞凋亡，推测 D28K基因升高 

可能与细胞的一种保护机制有关。也有资料认为D28K能直 

接抑制凋亡的执行者 caspase一3的蛋白活性㈣而避免细胞凋 

亡。另外辛伐他汀诱导 K562细胞凋亡时 D28K基因表达上 

调，与 K562细胞凋亡指数成正相关 ，推测 D28K基因属于促 

凋亡基因，这和 Liu Y报道结果一致⋯1。 

辛伐他汀诱导 K562细胞凋亡时 calpain基因在 24 h即 

显著性升高，按照发生的时间顺序，ca[pain基因上调的时间 

比D28K基因上调时间早(D28K mRNA显著上调时间为48～ 

72 h，calpain显著上调时间为 24 h)，推测细胞内游离 Caz+的 

升高是否是导致 ca 依赖性激活 calpain蛋白酶表达增加的 

原因之一呢?还没有得到证实，而calpain在凋亡的具体作用 

还不清楚 ，但 calpain酶激活后参与细胞凋亡的作用已被证 

实 。本实验的结果显示辛伐他汀诱导 K562细胞凋亡时cal— 

pain基因表达上调 ，也证实了calpain表达上调和细胞凋亡正 

相关，上调的calpain可能参与了辛伐他汀诱导 K562细胞凋 

亡的机制。已有研究资料【12i显示 calpain是钙依赖性蛋白，升 

高的钙离子浓度激活 calpain蛋白酶，分解底物，导致细胞凋 

亡。已有研究显示 calpain参与凋亡的机制可能有如下几个 

方面 ：①calpain裂解 caspase一3、6、7、12产生活性片段 ，介导 

凋亡；②ealpain裂解 Bax等凋亡相关蛋白，介导凋亡；③cal— 

pain激活 easpase一3后 ，活性 caspase一3水解 calpastatin，增加 

calpain活性，促进凋亡。 

关于细胞内ca 浓度的升高受多因数因素的调节，D28K 

和 calpain是细胞内钙离子失衡重要的调节因子 ，但是关于 

辛伐他汀诱导 K562细胞凋亡时 D28K和 ealpain在钙离子 

浓度调节的具体作用不清楚，围绕线粒体 ca2十稳态失调和 

D28K、calpain调节蛋 白的功能和机制的深入研究 ，将有助于 

解释凋亡的启动及信号传导机制，并为各种凋亡相关疾病的 

诊治及药物开发提供新的思路。 
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