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重组腺病毒AdE-SH2-Caspase8-HA-GFP对
耐伊马替尼的K562/G01细胞增殖的影响

王  林  罗秋平  黄峥兰  李  会  刘张玲  祖白玲  冯文莉*  向  华*

(重庆医科大学检验医学院, 临床检验诊断学省部共建教育部重点实验室, 重庆 400016)

摘要      研究表达融合蛋白SH2-Caspase8的重组腺病毒AdE-SH2-Caspase8-HA-GFP对耐伊马

替尼的BCR/ABL阳性的慢性粒细胞白血病(CML)K562/G01细胞增殖的影响。荧光显微镜观察病毒

感染效率, Western blot检测融合蛋白的表达情况, MTT和细胞计数检测细胞的生长情况, 流式细胞

仪分析细胞增殖周期, 甲基纤维素克隆形成实验检测细胞的克隆形成能力。结果显示, 荧光显微镜

观察病毒感染效率高, Western blot能检测到目的蛋白的表达, MTT和细胞计数检测可见, 与对照组

相比AdE-SH2-Caspase8-HA-GFP能显著抑制细胞的生长; 流式周期检测发现, AdE-SH2-Caspase8-
HA-GFP组G1期细胞比例增加, S期和G2期细胞比例减少; 克隆形成实验可见, AdE-SH2-Caspase8-
HA-GFP能显著抑制细胞克隆的形成。综上所述, 重组腺病毒AdE-SH2-Caspase8-HA-GFP表达的

SH2-Caspase8融合蛋白能明显抑制耐伊马替尼的K562/G01细胞的增殖。
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The Effect of Recombinant Adenovirus AdE-SH2-Caspase8-HA-GFP on the 
Proliferation of Imatinib-resistant K562/G01 Cell Line

Wang Lin, Luo Qiuping, Huang Zhenglan, Li Hui, Liu Zhanglin, Zu Bailin, Feng Wenli*, Xiang Hua*
(Key Laboratory of Medical Diagnostics of Ministry of Education, Faculty of Laboratory Medicine, Chongqing Medical University, 
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Abstract        To study the effect of SH2-Caspase8 fusion protein expressed by recombinant adenovirus 
AdE-SH2-Caspase8-HA-GFP on the proliferation of K562/G01 cell line, which is a BCR/ABL positive chronic 
myeloid leukemia cell line and resistant to imatinib. Infection efficiency was observed under fluorescent 
microscopy. The expression of fusion protein was analyzed by Western blot. Cell growth was detected by MTT 
test and cell counts. Cell cycles were determined by flow cytometry. The ability of cell colony was assessed 
by colony-forming assay. As a result, the infection efficiency of AdE-SH2-Caspase8-HA-GFP on K562/G01 
cells was high as confirmed by fluorescent microscopy. SH2-Caspase8 fusion protein was expressed correctly 
in K562/G01 cells. As compared to control groups, AdE-SH2-Caspase8-HA-GFP adenovirus significantly 
inhibited cell growth. The result of FCM showed that cells in G1 phase increased, while cells in S phase and G2 
phase decreased. AdE-SH2-Caspase8-HA-GFP adenovirus inhibited the colony-forming ability of K562/G01 cells 
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obviously. Together all, AdE-SH2-Caspase8-HA-GFP which expresses SH2-Caspase8 fusion protein can significantly 
inhibit the proliferation of K562/G01 cells. 

Key  words       cell proliferation; chronic myeloid leukemia; BCR-ABL; SH2 domain; Caspase8; K562/G01 cells

慢性粒细胞白血病(chronic myeloid leukemia, 
CML)是一种起源于造血干细胞的克隆性增殖性

恶性血液病, 其发生是由于t(9;22)(q34;q11)所致的

BCR/ABL融合基因编码产生了具有强烈酪氨酸激

酶活性的BCR/ABL融合蛋白[1], 该融合蛋白激活

PI-3K(phosphatidylino sitol-3 kinase)、Ras(renin-
angiotensin system)、STAT5(signal transducer and 
activator of transcription 5)等信号转导通路, 导致细

胞恶性转化[2]。

CML的治疗方法有传统的放、化疗, 异基因造

血干细胞移植和低分子酪氨酸激酶抑制的靶向治

疗。目前, 只有伊马替尼为代表的酪氨酸激酶抑制

剂在临床上广泛的应用并具有显著的治疗效果, 但
由BCR/ABL基因突变导致BCR/ABL融合蛋白激酶

区的突变引起伊马替尼耐药, 导致CML不可抑制的

疾病进展成为目前困扰血液学工作者的难题[3], 因
此, 寻找新的靶点成为CML治疗的迫切要求。

BCR/ABL融合蛋白N端第177位酪氨酸磷酸化

后 (Y177-p)与Grb2(growth receptor bound protein 2)
的SH2(src homology 2)结构域特异性结合, 从而激活

RAS-MAPK、PI3K-AKT和STAT5等细胞的增殖信

号[4]。细胞凋亡的细胞膜死亡受体途径中Caspase8
是细胞凋亡关键的起始因子, 其激活后导致下游凋

亡信号分子的活化引起细胞凋亡。本文旨在探讨重

组腺病毒AdE-SH2-Caspase8-HA-GFP表达的外源性

SH2-Caspase8融合肽, 以人源性BCR/ABL阳性耐伊

马替尼CML细胞株K562/G01细胞为研究对象, 通过

SH2结构域靶向竞争性抑制阻断BCR/ABL-Y177-p
下游细胞恶性转化信号和过表达Caspase8诱导细胞

凋亡的策略, 发挥了对CML细胞特异性增殖抑制效

应, 为CML特别是伊马替尼耐药CML的治疗寻找新

途径和手段。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

缺失E1基因并携带绿色荧光蛋白(GFP)基因的

重组腺病毒AdEGFP空载(简称CMV)、重组腺病毒

AdE-SH2-Caspase8-HA-GFP(简称SC, 同时, 为了便

于后期的检测在融合蛋白加上了HA标签)和SH2蛋
白第86位精氨酸突变为赖氨酸(R86K)的核苷酸序

列突变体的重组腺病毒AdE-SH2m-Caspase8-HA-
GFP(简称SmC), 均由本课题组前期通过AdEasy系
统重组产生[5]。K562/G01细胞购于中国医学科学

院天津血液病研究所。RPMI 1640培养基购买于

GIBCO公司, 碘化丙啶(PI)购自美国Sigma公司。鼠

抗HA单克隆抗体、HRP耦联的羊抗鼠IgG二抗和鼠

抗人actin抗体均购于美国Santa Cruz公司, ECL试剂

盒购自美国Milli-pore公司, Polybrene和甲基纤维素

购于美国Sigma公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      K562/G01用含有100 μg/mL链霉

素和100 U/mL青霉素, 10% FBS的PRMI 1640培养

液常规培养, 细胞培养于37 °C 5% CO2, 饱和湿度培

养箱中, 取对数生长期的细胞进行后续实验研究。

1.2.2   荧光倒置显微镜和Western blot检测SC在

K562/G01中表达      重组腺病毒SC、SmC和CMV
空载与Polybrene混匀后(终浓度为4 μg/mL)按照前

期测定最佳的感染指数(MOI) 104感染对数生长期

的K562/G01, 同时以PBS为阴性对照, 48 h后, 于倒

置荧光显微镜下观察细胞的感染效率。然后, 收集

细胞PBS洗涤3次, 提取蛋白样品, 取适量的蛋白进

行SDS-PAGE电泳, 半干转至PVDF膜上, 鼠抗HA
一抗1:500稀释4 °C孵育过夜, 兔抗鼠IgG-HRP二抗

1:1 000稀释, 室温孵育1 h, ECL化学发光法检测目

的蛋白表达情况。

1.2.3   MTT实验检测重组腺病毒SC对K562/G01
细胞增殖能力的影响      取对数生长期的细胞, 按
1×104/孔, 将K562/G01加入96孔培养板中, 分别加入

重组腺病毒SC、SmC、CMV空载和PBS, 同时设置

试剂对照组, 并且每个处理设置3个平行孔。培养

1~7 d后, 取出培养板每孔加入50 μL 2 mg/mL MTT溶
液, 避光培养4 h后, 1 500 r/min离心10 min后小心吸掉上

清, 每孔加入150 μL二甲基亚砜, 摇匀溶解后, D495 nm测

量各孔的吸光值, 并按如下公式计算抑制率。

细胞增殖抑制率=[1–(处理组D值–试剂对照D
值)/(PBS处理组D值–试剂对照D值)]×100%
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SC SmC CMV PBS

1.2.4   细胞计数测定重组腺病毒SC对K562/G01
细胞增殖能力的影响      取对数生长期的细胞, 按
1.5×105/孔, 将K562/G01加入6孔培养板中, 分别加入

重组腺病毒SC、SmC、CMV空载和PBS, 每个处理

设置3个平行孔。培养1~5 d后, 分别计数每孔中的

细胞数。

1.2.5   克隆形成实验检测K562/G01细胞感染重组

腺病毒SC后的克隆形成能力      实验分组, 细胞分

为重组腺病毒SC处理组、重组腺病毒SmC处理组、

重组腺病毒CMV空载处理组和PBS对照组4组。经

处理后的K562/G01细胞组按每孔500细胞加入含

0.9%甲基纤维素的24孔培养板中培养, 每孔设3个平

行孔, 培养2周后计数克隆数, 以50个细胞以上计为1
个集落, 以经PBS处理的K562/G01细胞的克隆形成

数理论上为100%计算克隆形成率。

1.2.6   流式细胞术检测重组腺病毒SC感染 K562/

G01细胞后的细胞周期      收集重组腺病毒SC、
SmC、CMV空载和PBS处理72 h的K562/G01细胞, 
PBS洗3次后, 70%乙醇固定4 h, 离心弃去上清液, 加
入50 g/mL RNaseA消化30 min后, 加入50 mL的PI染
色25 min, 上机检测细胞增殖周期。

1.3   统计分析

采用SPSS 19. 0统计软件进行独立样本的t检验。

2   结果
2.1   重组腺病毒感染K562/G01细胞后介导的外

源基因表达鉴定

通过荧光倒置显微镜观察重组腺病毒SC、
SmC和CMV空载感染K562/G01 48 h后, 可见绝大

多数细胞带有明显的绿色荧光, PBS对照组没有荧

光蛋白的表达(图1)。Western blot检测K562/G01
细胞感染重组腺病毒SC和SmC后融合蛋白SH2-

图1  重组腺病毒SC感染K562/G01后绿色荧光蛋白的表达情况(200×)
Fig.1  Expression of the GFP protein in K562/G01 cell infected with recombinant adenovirus (200×)

图2  Western blot鉴定融合蛋白SC-HA、SmC-HA在K562/
G01细胞中的表达情况

Fig.2  Expression of the SH2-Caspase8-HA/SH2m-Caspase8-
HA fusion protein in K562/G01 cell as identified by 

Western blot

K562/G01

SC SmC CMV

HA(82 kDa)

ACTIN(44 kDa)

Caspase8-HA和SH2m-Caspase8-HA的表达, CMV空

载组未见HA的表达(图2)。通过上述结果可见重组

腺病毒在K562/G01细胞感染效率高, 融合蛋白SH2-
Caspase8-HA、SH2m-Caspase8-HA能够在K562/G01
中表达。

2.2   重组腺病毒SC对K562/G01细胞增殖能力的

影响

MTT实验结果可见, 腺病毒SC感染K562/G01
细胞后, 随着时间延长, 增殖抑制效应逐渐增强, 

K562/G01感染SC后5 d, 其抑制率为44%±7%, 与
SmC组比较, 其增殖能力明显减弱(P<0.05), SmC组
与CMV组比较增殖能力无明显差异(图3A)。
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细胞计数结果显示, 腺病毒SC感染K562/G01细
胞后, 随着时间延长, 生长抑制效应逐渐增强, K562/
G01感染SC 5 d后, 其细胞计数为(4.95±0.21)×105, 
与SmC组比较,其细胞增殖能力明显减弱(P<0.05), 
SmC组与CMV组、PBS组比较增殖能力无明显差异

(图3B)。
2.3   重组腺病毒SC对K562/G01细胞克隆形成能

力的影响

克隆形成2周后成像的结果显示, 相对于SmC、
CMV和PBS对照组K562/G01细胞的克隆数量SC处
理组克隆明显减少(图4A)。以经PBS处理的CML
细胞的克隆形成数理论上为100%计算。K562/G01
细胞SC处理组克隆形成率为46%±3%, 与SmC组比

较克隆形成率显著降低(P<0.05), SmC组与CMV、

PBS组比较克隆形成率无显著差异(图4B)。
2.4   重组腺病毒SC对K562/G01细胞周期的影响

流式细胞仪检测细胞增殖周期可见, K562/G01
细胞SC、SmC、CMV、PBS组,  G1期细胞比例分别

为50.07%、29.41%、24.65%和24.23%, SC组的G1比

例明显高于对照组, 对照组间G1比例没有明显差别

(图5和表1)。由此可见腺病毒SC感染K562/G01后细

胞明显阻滞在G1期。

A: K562/G01细胞经SC、SmC、CMV和PBS处理1~7 d, MTT分析细胞的生长情况, 图中显示了标准差, 每个样本设置3平行样本(*P<0.05, 与
SMC组比较); B: K562/G01细胞经SC、SmC、CMV和PBS处理1~5 d, 细胞计数分析细胞的生长情况, 图中显示了标准差, 每个样本设置3平行样

本(*P<0.05, 与SMC组比较)。
A: K562/G01 cells were treated with SC, SmC, CMV and PBS for 1~7 d, and cell growth was determined by MTT assay. Data are representative of 3 
independent measurements and the standard errors of the means are shown (*P<0.05 vs SmC control groups); B: K562/G01 cells were treated with SC, 
SmC, CMV and PBS for 1~5 d, and cell growth was determined by cell counts. Data are representative of 3 independent measurements and the standard 
errors of the means are shown (*P<0.05 vs SmC control groups). 

图3  重组腺病毒SC感染K562/G01细胞后对细胞生长的影响

Fig.3  Influences of the growth of K562/G01 cells by infection recombinant adenovirus SC
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A: K562/G01细胞经SC、SmC、CMV和PBS处理2周, 显微镜下克隆

形态(100×); B: SC、SmC、CMV和PBS处理后的K562/G01的克隆形

成率统计图(*P<0.05, 与SMC组相比; n=3)。
A: K562/G01 cells were treated with SC, SmC, CMV and PBS for 2 
weeks, the figure of colony forming was shown in inverted microscope 
(100×); B: the colony forming efficiency of K562/G01 cells infected 
with SC, SmC, CMV or simply treated with an equal volume of PBS for 
2 weeks (*P<0.05 vs SmC control groups, n=3)。
图4  重组腺病毒SC感染K562/G01对其细胞克隆形成能力的影响

Fig.4  The colony forming inhibition of K562/G01 cells 
treated by recombinant adenovirus SC
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Diploid: 100.00%
   Dip G1: 50.07% at 49.21
   Dip G2: 11.18% at 88.43
   Dip S: 38.75% at G2/G1: 1.80
   %CV: 8.17
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   Dip G1: 26.65% at 48.09
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   %CV: 6.17

3   讨论
目前, 针对CML的特异性细胞遗传学标志BCR/

ABL融合基因及其融合蛋白进行靶向治疗是国内外

CML研究的热点。临床上虽然BCR/ABL蛋白激酶

特异性抑制剂(伊马替尼、尼罗替尼和达沙替尼)对
CML慢性期及部分急变期患者显示出良好的治疗

效果[5], 但出现的耐药、抑制正常免疫功能、抑制骨

髓正常造血功能和治疗后复发等问题[6-8], 这为CML
的治疗带来了严峻挑战, 也急需寻找CML治疗新的

策略。

BCR/ABL融合蛋白由包括蛋白寡聚、Src同源

结构、激酶活性等多个结构域及多个酪氨酸磷酸

化位点构成, 功能复杂。融合蛋白N-端第177位酪

氨酸自身磷酸化后(Y177-p), 特异性募集接头蛋白

Grb2。Y177-p与Grb2的SH2结构域特异性结合, 再
通过Grb2 N端及C端的SH3(src homology 3)结构域分

别结合下游的Sos、Gab2分子, 分别激活RAS-MAPK
和PI3K-AKT途径的细胞转导信号, 导致细胞恶性

转 化 [9-10]。 并 且Imatinib不 能 抑 制Bcr-Abl Y177
与Grb2的结合[11]。因此, 位于BCR/ABL激酶区以

外的Y177-p能够成为治疗CML的另一个切入点引

起了我们的关注, 继而我们开展了基于Y177位点

抑制BCR/ABL的实验研究。细胞的外源性凋亡途

径中Caspase8作为重要的启动因子, 其激活后启动

表1  重组腺病毒SC感染对K562/G01细胞增值周期的影响

Table 1  Effect of recombinant adenovirus SC infection on cell cycles of K562/G01 cells

组别

Group
细胞株

Cell line

                 细胞周期

                                  Cell cycle

G1 S G2

SC K562/G01 50.07% 38.75% 11.18%

SmC K562/G01 29.41% 52.84% 17.75%

CMV K562/G01 24.65% 63.75% 11.61%

PBS K562/G01 24.23% 48.07% 27.70%

图5  重组腺病毒SC感染对K562/G01和K562细胞周期的影响

Fig.5  Effect of recombinant adenovirus SC infection on cell cycle of K562/G01 and K562 cells
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Caspase级联反应, 激活下游的效应分子, 导致细胞

的凋亡[12]。

我们实验选用能在血液细胞高表达的腺病毒

AdEasy系统, 采用基因重组技术制备了表达SH2-
Caspase8融合蛋白重组腺病毒SC, 选用人源性BCR/
ABL阳性的伊马替尼耐药CML细胞株K562/G01细
胞为研究对象(K562/G01为伊马替尼和传统化、放

疗药物多重耐药[13]), 通过靶向竞争性抑制 BCR/
ABL-Y177磷酸化激活的RAS-MAPK、PI3K-AKT
和STAT增殖信号和诱导Caspase8介导的细胞凋亡, 
发挥了对CML细胞特异性增殖抑制效应。倒置荧

光显微镜和Western blot检测可见(图1和图2), 融合

蛋白SH2-Caspase8能够在K562/G01细胞中高表达。

MTT实验生长曲线和细胞计数结果显示SC能够明

显抑制K562/G01细胞的增殖(图3)。甲基纤维素克

隆形式实验显示感染SC的K562/G01细胞其克隆形

成能力显著降低(图4)。流式细胞仪检测增殖周期可

见SC处理的K562/G01明显停留在G1期(图5和表1)。
综上所述, 本实验验证了重组腺病毒AdE-SH2-

Caspase8-HA-GFP具有特异性的抑制耐伊马替尼的

K562/G01细胞的增殖的治疗效应, 证实了通过BCR/
ABL Y177磷酸化信号靶向激活Caspase8的策略作为

CML治疗靶点的可行性。为后续实验进一步阐明融

合蛋白SH2-Caspase8抗肿瘤作用的机制, 深入研究

其发挥生物学活性的功能结构域奠定了实验基础。
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