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苦参碱对K5 62细胞骨架的作用观察 

张 彦，刘小珊，许相儒，刘北忠，何於娟，马凌娣，蒋纪恺 

(重庆医科大学检验系临床生化教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：从细胞骨架方面进一步探索苦参碱对人白血病K562细胞株的作用机制。方法：采用微管吮吸技术和基 因芯 

片技术分析苦参碱处理前后K562~m胞粘弹系数和细胞骨架蛋白基囚表达的改变。结果：0．1mg／ml苦参碱作用K562细胞24h后 

粘弹系数下降，细胞骨架类基因prefoldin与ezrin的mRNA表达增强。结论：苦参碱能够导致K562细胞的细胞骨架发生变化。 
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I nvestigations on cytoskeleton of K562 cells induced by matrine 

ZHANG Yan，et af 

(Department ofClinical Biochemistry,Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To study the effect of matrine on cytoskeleton of K562 cells．Methods：Micropipette 

aspiration technique was adopted to investigate the viscoelasticity of K562 cells，while the different expression ot 

cytoskeletal protein gene was analyzed by DNA microarray．Results：In matrine—treated K562 cells，the 

viscoelastic properties K 1， K2 and were decreased significantly，and the gene expression of prefoldin and ezrin 

was much stronger than that of control cells．Conclusion：The cytoskeleton changed in matrine—treated K562 cells． 
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K562细胞是一株分化极差、恶性程度较高的人 

白血病细胞。多年研究表明，在一些分化诱导剂的 

作用下，K562细胞可以向红细胞系、粒细胞系和巨 

核细胞系方向分化成熟，并表现出相应血细胞类型 

的成熟标志 】。苦参是传统的中草药，具有抗肿 

、瘤、抗炎等作用，苦参碱是其中主要的生物碱。本 

课题组以前的研究结果证实【2】，一定浓度的苦参碱 

能够诱导K562细胞向正常细胞分化，但分化的机制 

不甚明了。有研究认为，恶性肿瘤细胞的骨架结构 

混乱，细胞刚性异常口】。实验拟从细胞流变学角度 

探索苦参碱对K562细胞的作用机理。 

l 材料与方法 

1．1 细胞培养 

K562细 胞 培养 于 含 10％小 牛血 清 的PRMI．1640 

(GIBCO，USA)培养基中。取对数生长期细胞，调节细胞数 

为l×l0 个／ml，加入苦参碱使其终浓度为 0．1 medml，37 
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℃，5％CO 培养24h。对照组除不加苦参碱外其余相同。 

1．2 细胞 变形性测定 

采用微管吮吸技术测量单个K562细胞的变形性。实验系 

统由倒置显微镜、显微操作器、压力控制和记录系统、图象 

分析处理仪等部分组成。在倒置显微镜下，显微操作器引导 

与之相连的微管使其尖端靠近细胞表面，压力控制系统产生 

一 阶跃负压吸吮细胞，使其一小部分进入微管。实验结果由 

系数Kl、K2、 表示，其中Kl与K2是两个平行的弹性系 

数，反映了细胞的初始变形程度，细胞初始变形程度正比于 

【(I／KI)+(I／K2)]，最大变形程度正比于I／KI，二者与时间无 

关； 是粘性系数，反映了随着Kl和K2的变化细胞变形与 

时间的关系。 

1．3 基因芯片杂交 

提取苦参碱处理前后K562细胞的mRNA，在逆转录制作 

探针的过程中分别用荧光索cy3标记对照组，cy5标记处理 

组。芯片HGEC一80s(上海博星基因芯片有限责任公司)42 

℃预杂交5h、加入探针后42℃杂交l5～20h，洗涤、干燥、 

扫描等操作均按照说明书进行。 

1．4 基因芯片结果的筛选 

采用GenePix 4000B扫描仪扫描得到两种细胞中的基因 

表达谱图片，经Genepix Pro 3．0图象处理软件分析得到实验 

组尉 照组荧光比值。差异表达基因筛选方法：先将所有数据 

的前景值与背景值相减，得 cy3、cy5标记的强度值；再根 
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据总数为n的有效基因的cy5／cy3的自然对数值InRi=In cy5／ 

cy3，以Ri值在0．I～10之间的有效基因作为均一化依据，算 

出这些基[]cy5／cy3自然对数平均值In(R‘)，即均一化系数， 

将所有数据项的cy3标记强度乘上均一化系数，得出调整后 

的cy3 。最后算出所有基因调整后的Ratio值 (cy5／cy3 )， 

筛选出Ratio大于2或小于0．5的数据，这些数据所代表的基因 

在与两种探针杂交时表现出较大的差异。 

2 结 果 

2．1 细胞 变形性 

0．1mg／ml苦参碱作用24h后的K562细胞，其粘 

弹性发生了明显改变。 

弹性系数K1由对照组725．73±215．O6下降至用 

药组432．50±67．20。 

弹性系数K2由对照组433．13±l19．28下降至用 

药组242．50±31．2O。 

粘性系数 由对照组71．53±38．04下降至用药 

组49．46±15．30。 

2．2 基因芯片结果分析 

基因芯片一共检测了1 52个与细胞骨架蛋白有 

关的基因，其中绝大部分基因cy5／cy3 比值介于0．5 
～

2 0之间，包括各种肌动蛋白 (actin)和微管蛋白 

(tubulin)以及它们的相关蛋白质，提示它们在对 

照组与实验组细胞中的表达没有差异；在差异表达 

的基因中，有3个基因的比值小于0．5，包括了参与 

细胞骨架重排的SNX2蛋白等，提示它们在苦参碱 

作用的K562细胞中表达减少；另有prefoldin~Nezrin 

基因的比值分别为2．838和2．014，提示它们在苦参 

碱作用后表达明显增强。 

3 讨 论 

细胞变形性是指细胞在流动过程 中的变形能 

力，其大小取决于细胞的几何形状、细胞膜的粘弹 

性及内粘度等几个因素。有学者认为白血病时肿瘤 

细胞较正常细胞 “硬”，动物实验也发现，小鼠接 

种白血病细胞后，白细胞变形能力下降H]，因此 白 

血病细胞变形性低于正常血液细胞，刚性却大于正 

常细胞。 

苦参碱是中药苦参的一个重要组成成分，我们 

以前的工作 中已发现0．1mg／ml的苦参碱能够诱导 

K562细胞形态上向正常细胞分化，并有血红蛋白含 

量增加，乳酸脱氢酶活力增大，同时又显著影响了 

K562细胞的细胞周期、端粒酶活性 以及C—myc~FIN— 

ras等癌基因的表达f5]。本实验采用微管吮吸技术研 

究苦参碱处理前后K562细胞变形性的改变，拟从细 

胞流变学角度探讨苦参碱诱导K562细胞分化的机 

理 。 

微管吮吸技术是评价单个细胞或细胞对之间变 

形或粘附特性的重要研究手段，它是测量一定管径 

下细胞的吸人长度与负压之间的关系。细胞变形能 

力愈差，所需负压愈高，粘弹系数愈大。本实验利 

用此技术测定了苦参碱作用K562细胞前后粘弹性的 

改变，发现三个粘弹系数K1、K2~FI 在苦参碱作 

用后均明显低于对照K562细胞，其中K1、K2反映 

了细胞的初始变形程度， 反映了细胞变形对时间 

的依赖性。此三个系数的降低提示，苦参碱作用后 

K562细胞流变性增大，刚性减弱。与文献[2]报道苦 

参碱能诱导K562细胞向成熟方向分化的结果相一 

致。 

由于肿瘤细胞的粘弹性与细胞骨架的结构状态 

以及胞外基质的改变紧密相关，骨架蛋白的组成和 

结构决定了细胞的粘弹性。为了进一步了解苦参碱 

诱导K562细胞粘弹性发生改变的机制，以及细胞骨 

架蛋白基因表达的改变情况，我们利用基因芯片技 

术对苦参碱作用前后K562细胞的基因表达谱进行了 

分析，结果显示检测的1 52个骨架蛋白相关基因中 

有5个基因发生了改变。特别是prefoldin与ezrin两 

个蛋白质的基因在苦参碱诱导后表达明显增强。 

prefoldin与ezrin都是与细胞骨架相关的蛋白质： 

prefoldin是一个 分 子伴 侣 ，参与 新生肌 动蛋 白 

(actin)和微管蛋白 (tubulin)的折叠，使他们具 

有天然的空间构象并／或参与它们的聚合 】。ezrin是 

ERM (ezrin—radixin—moesin)家族中的主要组成部 

分，ERM作为联系膜蛋白与细胞骨架之间的桥梁， 

不仅参与了细胞骨架的构成、细胞骨架稳定性的维 

持，还与细胞内信号与物质的传输有关 。本实验 

中prefoldin与ezrin的mRNA表达增加，提示苦参碱 

作用后，细胞骨架蛋 白的结构与功能可能趋向正 

常，从而使K562细胞的粘弹系数减少，细胞流变性 

明显增强。这一结果从一个侧面证实了苦参碱可诱 

导K562细胞向成熟方向分化，也从细胞骨架这一角 

度解释了苦参碱诱导分化作用的机制，但具体的变 

化过程以及与其它细胞骨架类基因表达的关系仍需 

进一步的研究。 
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肠并较移植前基准增高，表明该组肠粘膜细胞的合 

成速度较快。细胞增生的数量大，则相应的凋亡的 

细胞数量也增加从而维持动态平衡，而该组凋亡细 

胞的数量却增加不明显，凋亡程度较移植前基准无 

明显加重，表明HGF不仅促进肠粘膜细胞增殖，对 

粘膜细胞的凋亡也有较强的抑制作用，使移植肠粘 

膜细胞的数量维持在较高的水平。 

HGF对肝细胞的增殖和凋亡的作用较为明确 。 

基 因工程技术使小鼠基因突变肝细胞表达大量 

HGF，肝部分 切除后，突变小 鼠的肝脏增 生加 

快 。HGF还可引起Bcl—xL的强烈表达从而阻断Fas 

及其配体的激活后的信号转导，减轻肝细胞凋亡及 

肝功能损害 j。 

HGF可通过其受体c—Met与上皮或内皮细胞结 

合，导致细胞分裂或分化增加，或细胞分离，运动 

能力增加。在包括小肠在 内的许多器官均发现有 

HGF的存在 ，其受体c-Met也在小肠有较强的表 

达 。HGF可能通过外分泌、内分泌及旁分泌多种 

途径作用于其位于肠上皮细胞膜上的受体，但对受 

体磷酸化后细胞内复杂的信号转导过程目前尚缺乏 

了解 。 

本研究结果表明肝细胞生长因子(HGF)能明显 

促进移植肠上皮细胞增殖并抑制其凋亡。 
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