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苦参 相关cDNA的克隆 
许相儒，何渝军 

(重庆医科大学临床生化教 室 霸庆 400016) 刀孑．7 

摘 要：目的 克隆苦参碱诱导人白血病K562细胞分化的柏关 田，以求了解白血病细胞分化及*参碱的作州机制 方 

法 以人白血病细胞- 62为研究对象，在苦参碱诱导其分化的基础 卜 利埘mRNA差异 示技术对K562~胞杠苦参碱诱导前 

及诱导后4驯、时的摹用表达情况进行分析。结果 往昔参碱诱导前后的K562纲胞之问存在列娃的基冈表达差异， ‘ 龋冈在 

诱导后表达增强．而 一 肇因经苦参碱作用后表达减弱甚 完全抑制。经克隆和筛选获得部分表选差异的cDNA片段，为进 一 

步研究苦参碱的诱导分化机制及肿痛细胞发生和分化机制手]下，螭础。结论 苦参碱具有调拧分化相关牲冈表达的作用．苦 

参碱诱导- 62细胞分化是多基冈共同参与的过程。 
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Cloning of differentiation-related cDNA induced by matrine fr0m 

K562 celIIine 

2 ，V Yah．et a1 

(Department ofClinical Biochemistry ChongqingMedical University，400016) · 

Abstract：Obje=tive To clone differentiation．related genes of human leukemia K562 cells，and to sludy廿1e 
mechanism of differentiation of K562 cells induced by matrine． Methods Differentially expressed genes 

between K562 cells and theIr matrine-treatment cells have been investigated by mRNA differentia1 display 

technique． Results There were Obvious difiefences in gene expression of K562 cells before and after matrine 

treatment．The expression ofsome genes was decreased or inhibited while that of o血er genes was active．Conelusi 

on Matrine plays an important role in regul~ing the differentiation·related gene expression．The differentiation 

induced by matrine is a complex prOCCSS with multiple genes involved． 
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前期研究表明，一定浓度的苦参碱可诱 导人白 

血病K562细胞株向成熟方向分化，并且显著影响 

K562细胞的细胞周期和端粒酶活性 一 众所周知． 

细胞表型的改变是基因表达发生改变的结果。上述 

研究结果提示苫参碱对K562细胞的诱导分化中存在 

基囡表达的改变，因此，克隆相关的基因是研究苫 

参碱诱导分化作用机制和研究肿瘤细胞发生与逆转 

机理的关键。奉实验以K562细胞为研究对象，用苫 

参碱作用K562细胞，建立了mRNA差异显示逆转录 

PcR这一研究系统。 

1 材料与方法 

基盒疆目：国家自然科学基金资助项目 (39670881) 

蓬庆市科委巾青年科技专家基金资助项目 

作者舟蛔：张 彦 (1968． )．女，讲师，博上 

1．1 细胞培养 取埘数生长期的人白血病细胞株K562．埘 

含10％小牛血清的RPIM 1640(GIBCO．U S．A)培养}fj[调节 

细胞数为1×l 05个恤l1 加入苦参碱使其终浓度为0．1m~mI． 

对照组除未加苦参碱外其余与处理组相同。处理组与对照组 

细胞d'37℃、5％C 条件下培养48 h 

1．2 细胞总RIgA的提取 总RNA提取试剂盒购自湖南联盛 

高技术产业有限公司。实验所用器皿均经过焙烤、DEPC水 

处理以 除RNase。按照试剂盒说明书分别提取苦参碱处理 

组及对照组 K562细胞的总 RNA。分别取50“g总RNA，加 

入1 0 u R 强e抑制齐町．1Ou无RNase的 aseI于50 I反应 

体系中37"C孵育30rain．酚、鲺仿提取后．己醇法沉淀总 

RNA．墩适量DEPC水溶解后测得A260／A280=1．9～2．0，放 

· 20℃冰箱备崩。 

1 3 引物设计 DDRT-PeR全套弓【物购自巾闰科学院 海细 

胞生物学研究所。下游引物共4个，并山l4个碱摹组成．序 

列为TI2MN (M=A，G．C；N=A．T．G，c)， 游引物 

古1 0个碱基．共2婶 。 

1．4 mRaNA的逆转录 取1．0 g不同处理的K562细胞的 
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RNA，在20 l反应体系中加入终浓度为2．5 M的 卜游引 

物、10 u的RNase抑制剂 (G1BCO BRL)、300 u的M·MLV 

逆转录酶 (GIBCO BRL)、M·MLV逆转录酶反应缓冲液、 

10mM的DTT、20uM 的d f耵 ，混匀后37"C下孵育60 min， 

反麻完毕后95"C水浴5rain以终止反麻．4"C放置。 

1．5 cDNA扩增 以逆转录产物为模板进行PCR扩增．反应 

体系共201al，含：2uI逆转录产物．1×PCR buffer．2．5 M 

下游引物．1 uM上游引物，20 M dNTP5，5u Ci【Ⅱ·“。P】 

dCPT (购 自北京 市亚辉生物医学 』一程公刮 )，1 5 u Taq 

polymerase。反应条件：变性 94℃30 s：退火4o℃2min； 

延伸 72℃ 30 s 反应40个循环后．72℃延伸7rain。 

1．6 eDNA 扩增片段 电诛 PCR产物与样 品缓冲泄混台 

后，在6％非变性聚丙烯酰胺凝胶上以60W恒功率电泳3 h， 

凝胶于80"C干燥30mln。-20"C曝光过夜．次日显影 

1．7 特异带的获得 在显影的x光胶片 寻找在苦参碱处理 

组与对照组之间有明显差异的条带。将x光片与凝胶对齐 ． 

用锋利的刀片切下与差异条带相对应的凝胶条放入_-H离心 

管中．加入1O0 l三蒸水，室温孵育10min．100℃煮沸l5 

rain．取6 l为模板，除不加同位素外．按前述PcR条件再玖 

扩增，电泳检查后进行亚克隆。 

1．8 目白捐E列的亚克隆 按照试卉 盒说明书将扩增的PCR产 

物与pGEM-T Easy Vector(Pr0m昭a公司)连接．转化E． 

Coil YM109菌株。提取质粒，用EcoR I内切酶消化 鉴定重 

组子。 

1．9 斑点杂交 用对照K562细胞及苦参碱作用48 h后的 

K562细胞的RNA进行逆转录，同时掺入放射性底物【n· P】· 

dCTP进 行 eDNA草链 标 记作 为探 针 ，筛 选 霹 组 克 

隆。 

2 结 果 

2．1 苦参碱处理前后K562细胞mRNA的差异显示 

利用苦参碱处理前后K562细胞的总RNA，去除 

残留的DNA之后。由下游引物逆转录成ss eDNA， 

再加上10个碱基的上游引物扩增后进行电泳，成功 

1 2 3 4 
显示了苦参碱处理组与对照组之 间 

的差异带 (图1)。 

圈2 差异eDNA的再次扩增 

M：分子量标推 

M 1 2 3 4 5 

圈3 差异eDNA重蛆于的■切鉴定 

M：分子量标准：I：阳怿对照；2,3．4，5：eDNA插入片段 

A 

B 

圈4 mRNA差异克摩的差别杂交 

A：对照K562细胞制备的探针 

B：苦参碱处理K562细胞制各的撵针 

圈1 曩丙艇 胜蕤胶电i撇 射自显影圈 

1,3：苦参碱处理的K562细胞； 2．2 特异带的获得 

2,4：对照K562细胞 从聚丙烯酰胺凝胶上共川收了数十条有明显差 

异的eDNA片段。 

2_3 分化相关cDNA的再扩增 

从聚丙烯酰胺凝胶上将特异带切下来，洗脱， 

并以此为模板再次进行PCR，均有特异扩增 (图 
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2) 。 

2．4 重组子的酶切鉴定 

重组质粒经内切酶EcoR I消化后，琼脂糖凝胶 

电泳可见插入片段 (图3)。 

2．5 重组子与K562细胞分化相关性的确认 

对照及苫参碱处理的K562细胞 的一P标 的 

cDNA单链探针分别与含差异cDNA片段的重组子进 

行斑点杂交，可以观察到重组予与两种探针的杂交 

结果存在明显差异 (图4)。 

3 讨 论 

在肿瘤发生发展过程中，肿瘤组织会出现与其 

相应正常组织不同基因表达水平的mRNA，冈而寻 

找并发现这些差异有助于揭示肿瘤发生发展的本 

质，也为肿瘤的治疗提供新的基因治疗靶点。 

mRNA差 异 显 示 逆 转 录 PCR (mRNA 

differential display reverse t,ran~ ption PCR，DDRT- 

PCR)技术是1992年由Liang和Pardee等根据基冈的 

选择性表达而建立的一种分了克隆策略。。。。它能直 

观地将在不同时期或不同器官中表达的基因展示出 

来，从而分离那些特异表达的基因。此法是证明和 

分离不同细胞或同种细胞在 同条件下差异表达的 

基因的方法，自1992年问世以来在国内外得以广泛 

麻用并山此获得了多个人类新基因。同递减式杂交 

法等以前的旧方法比较而言，虽然在原理上有相似 

之处，但DDRT-PcR法耗时少且灵敏度提 高了5O 

倍。此项技术几经完善后 ’。 得到了广泛的应用，在 

肿瘤、心血管疾病、内分泌、神经生物学、自血病 

等研究方面取得了丰硕的成采，证明了它是分离和 

研究特异表达基因的有效、快捷、方便的手段一 。 

苫参碱(malrine)是从苦参(sophora flavescens)、 

山豆根等豆科槐属植物的干燥根中提取的一种生物 

碱活性成分。研究表明苫参碱有抗炎症、抗过敏、 

抗病毒、抗一tL,率失常及抗肿瘤等多种药理作用‘。 

本实验结果发现苦参碱诱导K562细胞分化过程 

中有多基因的表达差异，这样的结果可能是苦参碱 

导致多基因的表达改变或者是多基因共同参与了苫 

参碱的诱导分化作用，也可能是二者兼有。 

运用DDRT-PCR方法得到一批在白血病K562细 

胞与_廿参碱处理的K562细胞中表达差异的cDNA克 

隆．其中一些在苦参碱作用后表达增强，一些在苫参 

碱作用后表达减少甚至表达受抑，我们采用逆转录 

法制备cDNA探针，一次性地检测所有的重组克隆， 

简化了筛选克隆的T作．节省了时问 

奉实验获得了一部分表达差异的cDNA片段克 

隆，初步证实它们在苫参碱诱导分化前后在mRNA表 

达水平上存在差异，但它们的性质、功能、与诱 导 

分化的关系、在肿瘤发生发展中所起的作用部有待 

进一步的研究。 
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