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PESV对 K562细胞 BCR/ABL融合基因及凋亡调控因子 Bcl-2、Bad
表达的影响 *
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摘要 目的：探讨 PESV对 K562细胞 BCR/ABL融合基因及凋亡调控因子 bcl-2和 bad表达的影响。方法：将体外培养 K562细
胞，经 PESV处理不同时间后，流式细胞术检测细胞凋亡率，荧光定量 RT-PCR检测 BCR/ABL、Bcl-2、Bad mRNA水平变化。结
果：与对照组相比，PESV处理后 K562细胞,凋亡率增加, BCR/ABL融合基因表达降低，抗凋亡相关基因 Bcl-2 mRNA表达降低,
促凋亡基因 Bad mRNA表达增加。结论：PESV能降低降低 K562细胞 BCR/ABL融合基因的表达，可能通过调节 Bcl-2和 Bad表
达，抑制 K562细胞增殖,促进其凋亡。
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ABSTRACT Objective: To investigate the PESV of K562 cells BCR / ABL fusion gene and apoptosis regulators bcl-2 and bad ex-
pression. Methods: K562 cells were cultured in vitro, by PESV for different times, the apoptosis rate by flow cytometry, fluorescence
quantitative RT-PCR detection of BCR / ABL, Bcl-2, Bad mRNA level changes. Results: Compared with the control group, PESV treated
K562 cells, apoptosis increased, BCR / ABL fusion gene reduced expression, anti-apoptotic gene Bcl-2 mRNA expression decreased,
pro-apoptotic gene Bad mRNA expression. Conclusion: PESV reduced in K562 cells can reduce the BCR / ABL fusion gene, may regu-
late the expression of Bcl-2 and Bad, inhibit proliferation of K562 cells and promote their apoptosis.
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慢性粒细胞白血病（chronic Myeloid Leukemia，CML）简称
"慢粒 "，是起源于多能造血干细胞的恶性增殖性疾病。Ph染色
体自 1960年在慢性粒细胞白血病 (Chronic myeloid leukemia，
CML)中被发现后，成为第一个认识的与恶性疾病相关的细胞
遗传学改变。90%以上的慢粒患者中可发现有 Ph染色体，即 t
（9；22）（q34；q11），形成 BCR/ABL融合基因，BCR/ABL介导
的 Ph染色体畸变被认为是 CML的始动突变[1]。目前已知参与
慢性粒细胞白血病细胞凋亡的因素较多，最为常见的是 bcl-2
家族的信号分子，包括抑制细胞凋亡的因子（bcl-2、bcl-xl）和促
进细胞凋亡的因子（Bax、Bad）等。我们前期的研究证实 PESV
在体内体外均能对白血病细胞有明显的促进凋亡的作用[2,3]。本
研究探讨 PESV对 K562细胞的凋亡效应，以及对 BCR/ABL
融合基因及凋亡调控因子 bcl-2和 bad表达的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂 RPMI 1640、FBS 购自美国 Gibco 公司；An-
nexin V /PI双染流式法细胞凋亡检测试剂盒购自美国 Invitro-
gen公司；RT-PCR试剂盒及 SYBR Green荧光燃料 MIX购自
美国 Invitrogen公司。
1.1.2 药物制备 PESV系将蝎毒粗毒应用分子筛层析技术提
纯所得，为分子量 6000～7000的多肽混合物，纯度为 89.1%，
使用前用生理盐水溶解稀释到所需浓度。
1.1.3 细胞系 人慢性粒细胞白血病细胞系 K562细胞系有中
国医学科学院血液学研究所提供，用含 10% FBS 的 RPMI
1640培养液培养；均在 37℃、5% CO2、饱和湿度环境孵育。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 K562白血病细胞培养 K562白血病细胞用 RPMI 1640
完全培养液（含 10%FBS），按常规方法培养。实验时均取对数
生长期细胞。
1.2.2 凋亡细胞检测 收集对数生长期细胞，离心计数，调整细
胞浓度为 1.0×106/ml，接种于 24 孔培养板，每孔体积 800μl。
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实验组加入 PESV 20 μg/ml，阳性对照 CTX组加入 CTX作用
K562，空白对照生理盐水组加入生理盐水 200μL。取 24h、48h、
72h三个时间点，各自取细胞离心 5 min，PBS洗 2次，调节细
胞浓度为 5.0×105/ml，加入 -20℃预冷 70%乙醇 2ml 固定，
RNase 消化，4℃放置 24h，PBS 洗 2 次。每管加入 PI，AN-
NEXIN-V双染色，计数 1×104个细胞，检测细胞凋亡率，用

FACSCan流式细胞仪检测和分析凋亡细胞，同时以不加 AN-
NEXIN-V及 PI的一管作为阴性对照。

1.2.3 实时荧光定量 RT-PCR (1)收集上述不同组三个时间点
K562细胞,TRIzol提取细胞总 RNA,电泳鉴定 RNA并定量,逆
转录合成 cDNA。(2)实时荧光定量 PCR反应:SYBR反应体系
共 20μl。反应条件为 95℃5min,95℃30s,55℃30s,40循环, 72℃
20s，设空白对照。各荧光曲线与基线交叉点的循环数即为 Ct
值。根据ΔC(t)=C(t)目的基因 -C(t)β-actin,ΔΔC(t)=2-ΔC(t)计
算目的基因与 β-actin相对表达量。

表 1 PCR扩增引物序列
Table 1 Primer sequence of PCR

引物名称

Primer name
引物序列

Primer sequence
片段长度

Fragment length

BCR/ABL F ACTCCTCTTCTTTCTCTG 116 bp

BCR/ABL R TTATCGTACCCTGTTCTC 116 bp

BAD F CTCCACATCCCGAAACTCC 126 bp

BAD R TCAGCCCTCCCTCCAAAG 126 bp

BCL2 F ACTCCTCTTCTTTCTCTG 140 bp

BCL2 R ATGTACTTCATCACTATCTC 140 bp

Actin F ACCTTCTACAATGAGCTGCG 148 bp

Actin R CCTGGATAGCAACGTACATGG 148 bp

1.2.4 统计学方法 各组均数比较采用 t检验,率的比较采用 x2

检验。所有数据用 SPSS13.0统计软件分析处理,以 P<0.05为差
异有统计学意义。

2 结果

2.1 PESV对 K562细胞凋亡的影响

K562细胞出现时间依赖的凋亡现象。白血病细胞经药物
处理 24h 时，即可见到凋亡细胞上升，凋亡细胞百分比由
3.63%上升到 7.21%，并随时间延长而继续升高，至 72h时达到
34.26%（P<0.05）。FCM定量显示,PESV作用后随时间的延长,
凋亡细胞增多, PESV实验组 72h与对照组比较有显著性差异
(P<0.05),见表 2。与 24 h处理组比较,都有显著性差异(P<0.05)。

注：△与各空白组各对应时间点比较皆有显著性差异（P<0.01）；□与 CTX阳性对照组各对应时间点比较均有有显著性差异（P<0.05）。
Note:△Compared with the blank group, there is significant difference at each time point（P<0.01）；□Compared with CTX positive control group had

significant differences at each time point（P<0.05）.

表 2 PESV对 K562细胞凋亡的影响
Table 2 The effect of PESV on apoptosis of K562 cells

凋亡率（%）
Apoptosis rate

48h 72h

7.21±1.69△□ 34.26±12.14△□

组别

Groups
24h

PESV group 3.63±0.82△□

5.85±1.43 22.17±9.34CTX group 2.26±0.48

Blank group 0.48±0.25 1.36±0.64 4.46±1.62

2.2 实时荧光定量 RT- PCR 法检测 PESV 对 K562 细胞
BCR/ABL融合基因的影响

PESV 组应用荧光定量 RT- PCR 检测 BCR/ABL 融合基
因，其变异系数(CV )介于 2.08%～7.42%之间，分布良好。CT
值为 22.16～24.69 (中位 23.26) ,24h、48h、72h相对含量 RQ值
平均值分别为 5.738、2.305、1.697。BCR/ABL融合基因表达降
低，并呈时间依赖性。PESV组各时间点与阳性对照和空白对照
组相比具有统计学意义（P<0.05）。如图 2。
2.3 实时荧光定量 RT- PCR法检测 PESV对 K562细胞凋亡调

节因子 Bcl-2与 Bad mRNA的表达量的影响
PESV 组应用荧光定量 RT- PCR 检测 K562 细胞 Bcl-2

mRNA，其变异系数(CV )介于 1.21%～8.65%之间，分布良好。
CT 值为 28.51～31.193 (中位 30.07) ,24h、48h、72h 相对含量
RQ值平均值分别为 1.205、0.769、0.740。各时间点与阳性对照
和空白对照组相比具有统计学意义（P<0.05）。如图 3。
PESV组应用荧光定量 RT- PCR检测 K562细胞 Bad mRNA，
其变异系数(CV )介于 0.77%～7.24%之间，分布良好。CT值
为 24.712～28.92 (中位 26.35) ,24h、48h、72h相对含量 RQ值
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平均值分别为 2.015、3.443、6.934。各时间点与阳性对照和空白
对照组相比具有统计学意义（P<0.05）。如图 4。

3 讨论

中医无慢性粒细胞白血病之病名，根据其临床表现，将其

归属于 "积聚 "、"瘰疬 "等范畴。其病机为风湿毒邪循经流注，
风湿互结，闭阻脉络，毒损络脉之证，治以祛风除湿、解毒通络。
全蝎性味咸辛平、有毒，具有熄风祛湿、解毒通络之功，为以毒
治毒之要药。全蝎的有效成分蝎毒多肽（PESV），PESV为含
50～60 氨基酸的多肽混合物，纯度 89.1%，分子量 6000～
7000，大多数有 3-4对二硫键交联而成。研究发现，蝎毒多肽可

抑制肿瘤细胞的生长，诱导肿瘤细胞的凋亡。
慢粒起源于 22号染色体长臂异常（22q-）的原始细胞，90%

以上的慢粒患者中可发现有 Ph染色体，即 t（9；22）（q34；q11），
9号染色体 q34带上原癌基因 c-abl的片段易位至 22号染色
体 q11带上的断裂点簇集区 bcr（break point cluster region），形
成 BCR/ABL融合基因[4，5]，BCR/ABL介导的 Ph染色体畸变被
认为是 CML的始动突变。

BCR /ABL融合基因中,主要由 ABL段携带细胞恶变的主
要信息, 而 BCR段的断裂位点主要影响疾病表型 [6], 不同的
BCR /ABL融合基因类型与疾病表型相关。ABL基因断裂位点
通常位于内含子 1,包括了全部外显子 2及以后的 ABL基因序
列。BCR基因常见的断裂点有三个，包括 b2a2和 b3a2及μ
型，相应翻译成 P190、P210及 P230融合蛋白，分别主要见于
CML及 ALL[7]。其中 P210断裂在M-BCR区,位于外显子 b1～
b5之间 5.8 kb的区域, 转录成 b2a2或 b3a2型 mRNA，编码
210 KD的 BCR/ABL融合蛋白( p210) ,见于 90%以上的 CML
患者[8,9]。BCR/ABL融合基因表达的融合蛋白具有高度酪氨酸
激酶活性，在 CML的发病中起重要作用,通过作用于多种不同
的信号途径促进细胞增殖,抑制细胞凋亡。

Akt是相对分子质量约为 57KD的丝 /苏氨酸蛋白激酶。
PI3K激活的 Akt可以通过磷酸化作用，进一步激活或抑制其
下游靶蛋白 Bad、caspase9、NF-κB等，而介导胰岛素、多种生
长因子等诱发的细胞生长，经多种途径促进细胞存活，是重要

的抗凋亡调节因子[10,11]。凋亡前体蛋白 Bad是第一个被发现的
由 Akt靶向作用,并与凋亡有关的蛋白，是 AKT的下游因子。
Bad是 Bcl-2家族成员之一, 分布于线粒体外膜在细胞凋亡的
调控上发挥重要作用[12]。当 Akt未活化时, Bad可与 Bcl-2形成
复合体而表现促凋亡活性[13]。活化的 Akt磷酸化 Bcl-2家族中
的 Bad Ser136位点,引起 Bad与伴侣蛋白(Chaperone)14-3-3结
合,从而阻断 Bad与 Bcl-2形成二聚体,使 Bad不能发挥促细胞
凋亡作用，而游离的抗凋亡因子 Bcl-2发挥抗凋亡作用[14]。我们
的实验证实, PESV在通过抑制 BCR/ABL酪氨酸激酶活性进
而诱导 K562细胞凋亡过程中对抗凋亡蛋白 Bcl-2表达有下调
作用,且呈时间依赖性,同时伴有促凋亡蛋白 Bax的表达升高,
导致抗凋亡和促凋亡因素的比例下降,使细胞走向凋亡。
慢性粒细胞白血病的发病机制提示我们通过研制新的酪

氨酸激酶抑制因子，抑制蛋白酶体或通过作用于 BCR/ABL下
游的靶向信号途径[15]，对慢性粒细胞白血病的治疗可能是一个

新的有效的途径。慢性粒细胞白血病 BCR/ABL基因越来越引
起学术界重视，大量研究证实，慢粒中 BCR/ABL融合基因及
其表达产物是该病发生、发展、转归中的关键。阻抑 BCR/ABL
基因表达，寻找基因靶向治疗药物是慢粒能否治愈的关键。本
研究在一定程度阐明中药全蝎提取物 PESV促进慢性粒细胞
白血病细胞的凋亡，抑制 BCR/ABL基因，干预相关凋亡调节
因子 Bcl-2与 Bad的表达，起到促进人慢性粒细胞白血病细胞
K562细胞凋亡的作用。
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