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人K562细胞cDNA文库的扩增、纯化、鉴定和酵母细胞转化 
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【摘 要】目的：对预转化到大肠杆菌DH5 中的人 K562细胞cDNA文库进行扩增、纯化和鉴定并将文库质粒转化酵母细胞， 

为下一步的靶蛋白筛选做准备。方法：对 K562细胞 cDNA文库进行扩增 ，提取文库质粒 ，将文库质粒转化酵母 Y187细胞，并用 

PCR和酶切鉴定转化结果。结果：成功的扩增人 K562细胞 cDNA文库、并验证了文库的多样性、将文库质粒成功转化酵母 

Y187细胞。结论：K562细胞 cDNA文库的成功扩增、纯化、鉴定 ，为进一步的文库筛选奠定了基础。 
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Amplification，purification and identification of human K562 celI cDNA 

library and its transformation into yeast cell 
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(Key Laboratory of Laboratory Medical Diagnostics of Ministry of Education，Faculty of Laboratory 

Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To Amplify，purify and identify the cDNA library of human K562 cell in E．coli DH5 and to transform 

it into yeast cell for subsequent target protein screening．Methods：The cDNA library of human K562 cell Was amplified．Then 

the library plasmids were extracted and transform ed into Y187 yeast cel1．Th e results of transform ation were verified by PCR 

and restriction enzyme analysis．Results：The cDNA library of human K562 cell Was amplified successfully and the diversities 

were verified．The cDNA library of human K562 cell was also successfully transform ed into Y 1 87 yeast cel1．Conclusion： 

Successfully amplification，purification and identification of the cDNA library of human K562 cell lay the foundation for the 

subsequent protein screening． 
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多年来白血病的治疗一直以化学疗法为主，但 

化疗的效果有限，相当一部分病例在诱导缓解或巩 

固治疗中发生多药耐药 ，从而对化疗反应差，易复 

发，成为难治性白血病。寻找新的治疗药物和药物 

治疗靶点已成为白血病防治研究的热点。 

K562细胞是临床和基础研究的常用细胞，是 1 

株分化程度极差 、恶性程度极高的肿瘤细胞 ，它是 

以慢性粒细胞白血病患者急变期胸水细胞建立的， 

被称为人类红白血病细胞株，同时也作为慢性粒细 
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胞白血病细胞系进行研究。ph染色体 t(9；22)(q34； 

ql1)几乎存在于所有的慢粒细胞中。9q34的 c—abl 

基因与 22ql1的 bcr基因重组形成 bcr／abl融合基 

因，翻译产生的 p210蛋白具有明显增高的酪氨酸 

激酶活性，是致病的主要因素。以往的研究多是集 

中这个基因或者其他一些 已知和慢粒有关系的蛋 

白。而目前发现了许多具有抗白血病作用的药物， 

包括一些常用中药的有效成分，但大多数的分子作 

用机制不明。因此构建 K562细胞的cDNA酵母细 

胞转化文库 ，通过酵母杂交技术在活细胞内直接筛 

选能和某些抗肿瘤药特异结合的靶蛋白，不但有利 

于阐明药物的分子作用机制 ，更为实现对白血病的 

分子靶向治疗奠定基础。 
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1 材料和方法 

1．1 材料 

人 K562细胞 cDNA文库(保存在大肠杆菌 DH5 d 中)、 

酵母Y187菌株、SD基础培养基、各种缺陷培养基均购自Clon— 

tech公司；大肠杆菌 DH5d由本室保存 ；质粒大抽试剂盒购 

自Omega公司；质粒小抽试剂盒购自上海华舜公司；酵母质 

粒提取试剂盒购 自天根生物公司；胰蛋白胨，酵母提取物，琼 

脂粉均购自上海生工生物工程技术服务有限公司；PCR试 

剂、各种限制性内切酶、DNA marker均购自TaKaRa公司；玻 

璃珠 、破壁酶、酵母转化所需试剂均购自Sigma公司。引物交 

由上海生工生物技术公司合成。 

1．2 方法 

1．2．1 人 K562细胞 cDNA文库的滴定 从原始文库 中吸取 

10 l转至有 990IXl LB／Amp的 1．5ml EP管中，轻轻吹打混 

匀，此即稀释液 A(稀释因子 =10 )。从稀释液 A中移 10 l 

至有 990IXl LB／Amp的 1．5ml EP管中，轻轻吹打混匀 ，此即 

稀释液 B(稀释因子 =10 )。从稀释液 B中分别取 100IXl均 

匀地涂布于 3个 150mm的 LB／Amp平板，37％培养 18～24h 

后准确计数每个平板的克隆数，然后计算平均克隆数 ，根据 

公式 ：克隆数 ，铺板体积(m1)×稀释因子 =CFU／ml来确定文 

库的滴度。 

1．2．2 人 K562细胞 cDNA文库的扩增和多样性鉴定 按照 

MATCHMAKER GAL4 Two—Hybrid System 3和 Libraries 

User Manual的要求，原始文库有 2×106个克隆，正常情况下 

要用原始文库的 3倍的量来筛选 ，那么至少需要 6×106个 

克隆才可以满足实验要求。一般每个直径 150mm平板上的 

菌落数是(2～4)×104个 ，以每个 150mm平板最少生长 2× 

104个 克隆计算 ，要达到 6×106个克隆至少要用 300个 

150mm的平板。根据我们已经确定的文库滴度，可以计算出 

要达到 6×106个克隆所需要的原始文库的体积。以每个平 

板铺 200Ixl的文库的体积计算，那么共需要 60ml的文库菌 

液，取已计算好的所需体积的原始文库 ，加入到含有 60ml 

LB／Amp的 100ml离心管中，彻底混匀 。每个平板铺 200 l 

的文库，均匀的铺于 300个 150mm的 LB／Amp平板上。37％ 

培养 18～24h后，每个平板加入5ml LB／Amp液体培养基。刮 

取平板上的克隆，收集后充分混匀 ，分装到 2个无菌的 1L的 

三角瓶中，放置于4℃(不超过 2周)，准备进行质粒大量提 

取 。 

1．2．3 文库多样性的 PCR鉴定 从 300个扩增文库的平板 

中随机抽取 18个平板 ，每个平板挑取 1个菌落 ，共 18个菌 

落，然后通过菌落 PCR来验证文库的多样性。 

PCR的引物设计如下： 

上游引物：5’一TGC GGG GTr Trr CAG TAT_3’ 

下游引物：5’一CGA TGT TCC AGA 1rrA CGC一3’ 

PCR反应条件如下 ： 

预变性 94oC 5min，94℃ lmin、63℃ lmin、72℃ 3min 

45s，5个循环，94℃ lmin、53℃ lmin、72℃ 3min45s，30个循 

环，最后 72℃延伸 10min。用 1％的琼脂糖凝胶电泳进行 

PCR产物的分析。 

1．2．4 文库质粒转化效率的计算和质粒的大量提取 用 

1 g的文库质粒小量转化酵母 Y187细胞，操作是参考 Li— 

braries User Manual中质粒的小量转化方法。将转化有文库 

质粒的酵母 Y187细胞 ，按 1：10，1：100和 1：1 000，3个稀释 

度来铺 SD／-Leu平板 ，每个 90mm的平板均铺 100 l的转化 

有文库质粒的酵母 Y187细胞，每个稀释度铺 3个平板，30℃ 

培养 3～5d后，计数长出的克隆数 ，然后计算每个稀释度的 3 

个平板克隆数的均值，通过公式：CFU×总重悬体积( 1)，铺 

板体积( 1)×稀释因子 ×DNA的用量( g)=CFU／Ixg DNA， 

来计算文库质粒的转化效率。按照 Libraries User Manual的 

要求，用于筛选的酵母文库克隆数不能少于 106个，根据前 

面计算的转化效率，可以计算出所需要的文库质粒总量。用 

Omega的质粒大量提取试剂盒多次提取已经扩增好 的人 

K562细胞 cDNA文库质粒，使其总量达 lmg，通过紫外分光 

仪测定文库质粒的量 ，电泳检测其纯度。 

1．2．5 文库质粒转化酵母 Y187细胞 参照 Libraries User 

Manual中的文库转化方法 ，将所有 文库质粒转化 到酵母 

Y187感受态细胞中，并将所有 的转化后的细胞铺于 SD／- 

Leu／Amp平板上，每个 150mm平板铺 200 l的酵母 Y187细 

胞 ，共铺 60个平板。30％培养 3～5d后，待菌落大小足够大 

时 ，向每个平板加入 5ml SD／-Leu／Amp培养基，刮取平板上 

的克隆并收集于 500ml的无菌三角瓶中，充分混匀，按每管 

0．5ml菌量分装后，25％甘油，一80％保存。另外，随机从上面 

60个平板中挑取 16个菌落，通过菌落 PCR来验证文库质粒 

是否已经转化到酵母 Y187细胞中。为进一步验证文库质粒 

转化酵母 Y187细胞是 否成功 ，把这 16个菌落置于 SD／- 

Leu／Amp的液体培养基中，30℃，200r／min震荡培养 2～3d后 ， 

提取酵母质粒，并将酵母质粒再次转化为大肠 DH5 d感受 

态细胞 ，将转化后的 DH5d 细胞铺于 LB／AMP的固体培养 

基上。37％培养 18～24h后挑取平板上的菌落，再次摇菌后 ， 

进行质粒抽提，并用 X／to I和 EcoR I对质粒进行双酶切鉴 

定，通过这两方面来验证文库质粒的转化成功与否。 

2 结 果 

2．1 人 K562细胞 cDNA文库的滴度 

经计数 3个平板上的克隆数，计算得到每个平 

板平均生长的克隆数为 3．5×10 个，根据公式计算 

原始文库的滴度大约为 1．13×l09(=Fu／ml。 

2．2 人 K562细胞 cDNA文库的菌落PCR 

按 Libraries User Manual需要有 6×10 个克 

隆方能满足要求 ，根据计算得到的原始文库滴度 ， 
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M．分子量标准；1～18．18个菌落的 PCR扩增图 

图 1 K562细胞文库质粒的菌落 PCR图 

M．分子量标准；I～16．PCR产物 

图2 文库质粒 pACT2一cDNA转化酵母 Y187细胞的菌落 PCR 

M．分子量标准；1～16．K562细胞文库质粒的酶切 

图3 文库质粒 pACT2一eDNA的酶切电泳图 

可以计算出需要原始文库的体积是 l7 l，为了保 

证 文库 的量 ，实际用 了 2O l。通过 对转化 有 

pACT2一eDNA的 DH5 o／．菌落进行 PCR扩增 ，电泳 

结果显示，l8个菌落均扩增出插入片断，且大小不 

一

，反映出文库的多样性，结果见图 1。 

2．3 文库质粒的转化效率 

计数 SD／-Leu平板上的克隆数，并计算其平均 

数 ，通过公式计算}}{文库质粒的转化效率大约是 

1．5×10 CFU／IX g。而 Libraries User Manual要求至 

少要 1×106个酵母克隆才可以完全包括所有文库， 

所以至少要用 700 g的文库质粒来转化酵母 Yl87 

细胞，实际用了 lmg的文库质粒。通过电泳也检测 

了文库质粒的纯度满足实验要求。 

2。4 菌落PCR和酶切结果验证了文库的转化成功 

从 SD／-Leu平板上随机挑取了 l6个菌落 ，l6 

个菌落的PCR结果显示全部有文库质粒的转入。菌 

落PCR结果见图2。 

同时，酶切结果进一步表明文库质粒已经转化 

到酵母 Y187细胞中，可以用于下一步的筛选。酶切 

结果见图 3。 
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目前对 K562细胞的研究主要集中在对 K562 

细胞的诱导分化、诱导凋亡、抑制增殖等几个方面， 

K652细胞具有明显的但不完全的红系分化特性『lj。 

多年的研究表明『2'3】，在诱导剂如阿糖胞苷等作用下 

它可以向红系、粒系和单核系分化，是目前体外诱 

导分化实验的常用细胞模型。 

Takagaki[4]等研究了阿糖胞苷诱导 K562细胞分 

化的机制，表明阿糖胞苷诱导 K562的分化是依赖 

于Chkl和Chk2的活化。国内外有很多研究是关于 

中药对 K562细胞的作用。如槲皮素、苦参碱等研究 

较多。槲皮素(1，3，4，5，7一五羟基黄酮，Quercetin) 

是自然界分布最广的生物类黄酮化合物，广泛存在 

于植物中。有研究表明[51，槲皮素一方面可以诱导多 

种肿瘤细胞凋亡，另一方面可以阻止一些非肿瘤细 

胞凋亡的发生。赵新汉等『6】研究槲皮素在体外对人 

慢性粒细胞白血病细胞 K562的诱导凋亡作用，发 

现槲皮素在(1—8)×10-Smol／L浓度范围内能明显抑 

制K562细胞的增殖，并具有时间和浓度依赖性，彗 

星分析法显示经槲皮素作用的 K562细胞出现长的 

彗尾条带 ；原位细胞凋亡可见细胞变小，核固缩为 
一 个或多个染色质团块；流式细胞仪检测细胞凋亡 

主要发生在 G ／S期；所以槲皮素在体外一定浓度范 

围内能抑制 K562细胞增殖，诱导凋亡。槐果碱是从 

中药苦豆子中提取的一种苦参型生物碱。槐果碱是 

苦参碱在 D环上 13，14位脱氢的结构类似物。曹东 

旭 等研究了槐果碱对人红白血病细胞株 K562的 

增殖抑制和诱导细胞凋亡的作用，应用流式细胞仪 

进一步观察槐果碱对 K562细胞周期的影响。结果 

表明，槐果碱对 K562细胞生长有明显的抑制作用， 

且这种抑制作用呈浓度依赖性与时间依赖性。细胞 

经 1．0vJL的槐果碱作用 48h后，即呈现典型的细胞 

凋亡形态学变化 ，作用 72h后 DNA凝胶电泳出现 

片段的梯形条带。流式细胞仪分析显示 ，用 1．0vJL 

槐果碱使 K562细胞阻滞于 G。／G，期 ，作用 72h后 

G。／G，细胞比例由38．0％上升到56．2％。槐果碱对人 

红白血病细胞 K562的增殖具有明显的抑制作用， 

并能诱导其发生凋亡。陈建胜[81等用南瓜蛋白来研 

究对 K562细胞增殖的影响，发现南瓜蛋白对 K562 

细胞的增殖具有抑制作用。 

而实验中将要使用的苦参碱也是一种中药成 

分，已经在前面的研究中发现了苦参碱的一些抗白 

血病的机制。苦参碱对白血病细胞的分化研究中， 

发现其促使 K562细胞向红系分化 ，除增强细胞骨 

架类基因的表达外，可能与其改变磷脂酶 A (PLA ) 

特别是胞质型磷脂酶 A (cPLA )的活性及表达 ，诱 

导其酪氨酸激酶与磷酸酶的信号改变等有关 I1。 

众多的研究者都是以中药或者其成分对 K562 

细胞进行处理，观察细胞形态、表型的变化。拟使用 

酵母双杂交技术来对 K562细胞 cDNA文库进行筛 

选，希望能在分子信号转导这个角度对白血病的致 

病机制进行更深入的探讨。 

K562细胞 eDNA文库是通过 Xho I和 EcoR I 

双酶切后与真核表达载体 pACT2连接到一起 。 

Clontech公司提供的文库有 3．5×106个不同的克 

隆 ，而 Libraries User Manual上规定文库的标准应 

含有 2X 10s个克隆，为了保证每个克隆都能以2 3 

倍的几率出现，所以需要原始文库 3倍的克隆数才 

可以满足实验要求。原始文库提供的文库的滴度≥ 

10。CFU／ml，但是正式实验时要重新来滴定文库，实 

际滴定的文库是 1．13×109CFU／ml，与提供的文库滴 

度相符，可以用于文库的扩增。计算要用 17 l的原 

始文库 ，但是为了保证文库的完整，实际用了2O l 

的原始文库。由于公司提供的文库是预转化到大肠 

杆菌 DH5 中的，所以还需要把它转化到酵母菌 

Y187中。文库的转化不同于普通的小量转化，为了 

保证转化效率 ，保证所有的文库质粒都可以转到 

Y187酵母细胞中，所以需要提高转化效率，而转化 

效率的高低除了试剂的质量，按照标准操作之外， 

更重要的是和振荡孵育的时间和热休克的时间有 

关，所以用振荡孵育时间和热休克时间来优化条 

件，孵育时间分别为 30min，45min，60min，75min，而 

热休克时间分别为 10min，15min，20min，这样共有 

12种处理组合，用同样体积的转化后的感受态细胞 

铺 SD／-Leu平板，最后通过计数平板上的克隆数来 

确定哪种处理方式的转化效率高，结论是振荡孵育 

60min，热休克 1 5min的转化效率最高。原始文库提 

供的文库片断大小在 0．4～3．8kb之间，平均是1．9kb， 

通过对文库的多样性分析和酶切鉴定，发现扩增的 

文库范围在 0．3—3kb之间变动，平均大小在 1．9kb 

之间，与原始文库相符。文库是构建在pACT2载体 

上，且正好位于Xho I和 EeoR I 2个酶之间的，所 

以在这 2个酶切位点的两端设计引物来扩增文库 

的插入片断，而且采用 2个退火温度来进行扩增， 

可以提高 PCR的特异性，结果显示设计的引物可以 

成功扩增出不同大小的片段，能满足实验要求。公 

司提供的T，测序引物和 AD测序引物，适用于所有 

含有1r7启动子和表达AD蛋白的载体，所以用这对 

引物扩增出来的片段并不是实际的文库插入片段 
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的大小，而且这 2个测序引物不能满足将文库中所 

有克隆都能扩增出来的要求，在实验中发现有一些 

菌落扩增不出相应的片段，而用重新设计的引物扩 

增出的片段基本上可以认为是文库插入片段的大 

小。 

实验研究表明，实验成功地扩增了K562细胞 

cDNA文库，并且已经成功转入了酵母 Y187细胞 ， 

转化效率和文库的多样性均满足实验要求 ，可用于 

酵母杂交系统研究，为进一步在活细胞内直接筛选 

药物作用的靶蛋白和开辟新的分子治疗靶点奠定 

了实验基础。 
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