
烧化溶血磷脂 ET-18-0CH3 对 KS62 细胞作用的研究
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(福建医科大学附属协和医院 福建省血液病研究所 福州I 350001) 

皖化熔血磷脂 ET-18-OCH3 C Alkyl-lysophc后­

pholipid ， ALP)是一种酷脂 C etherlipid) ，其化学结

构与溶血磷脂酷胆脸相似，具有直接的肿瘤细

胞杀伤作用，是新一类抗肿瘤药物[ 1 .2 J 。 在国

外已进入 I / II 期临床试验[3 ， 4 ] ，国内未见类似

报道。 为研究它在白血病治疗中的作用，我们

以白血病细胞株 K562 为对象，研究 ALP 对

K562 细胞的细胞学效应， 以及对 K562 细胞中

具有重要意义的抗凋亡基因 bcr-abl mRNA 及

其蛋白表达产物P210 的影响，现将结果报道

如下 。

材料与方法

1.研究对象

(1) 细胞株 K562 系慢性粒细胞白血病急性红

白血病变，引自福建省医学科学研究所，培养条件 :含

10%胎牛血清 (Gib∞)、 50闯Iml 链霉素、 50IU/ml 青霉

素的 RPMI1640(Gib∞)培养基， 37'C ， 5 % COz 完全饱

和湿度培养箱中培养。 实验所用的细胞处于对数生长

期，台盼蓝拒染率>95% 。

( 2) 正常对照 抽取 4 例健康自愿者骨髓液，用

淋巴细胞分离液分离单个核细胞，光学显微镜下参照

自细胞计数法计数。

2. ALP 及其与细胞作用

ALP 粉剂由德国慕尼黑大学 H.j . Kolb 教授惠赠 。

经 10%胎牛血清 RPMI1640 溶解成浓度为 10mg/ml ，

宣-20'(; 冰箱备用(巳溶解的 ALP 应在 9 个月之内用，

以保证其活性) ， 用前稀释为 i罔Iml o K562 细胞初始

浓度为 1 X 105 /时，正常对照组细胞初始浓度为 5 X

105 /1时， ALP 终浓度为 1μg/ml - 80昭1m!， 作用不同时

间，以观察不同的指标。 若短时间作用，则终止时以含

10%胎牛血清的 RPMI1640 培养基洗涤两遍，再行相

应的处理。

3. 台盼蓝拒染测定细胞抑制率

K562 细胞接种于 96 孔塑料培养板上，每组设三

个平行孔，每孔总体积为 200μ1 ，经相应处理后 ， 每天倒

置显微镜下活体观察，取细胞悬液 15μ1 ，加 0.4 % 台盼

蓝染液 15μl 混匀，计死活细胞数，计算细胞生长抑制率

和半数抑制浓度 (ICsO) [ 5 ] 。

4 . 克隆形成试验

(1) CFU-K562 培养 K562 细胞经不同浓度药

物处理后经 RPMI1640 培养基清洗计活细胞数，稀释

为 6000/ml 单细胞悬液，于 24 孔塑料培养板(Gib∞)上

预加 0.8% 甲基纤维素 (CPS 4000 , Sigma) RPMI 1640 

培养基1. 0 ml巧L ， 加上述单细胞悬液 50μ1 ，使每孔细

胞数 300 个，海匀置 37'(; ， 5 %α马，完全饱和湿度培养

箱中培养 7 天，计克隆数，计算克隆形成率和细胞存活

率[5 ] 。

(2) CFU-GM 培养 经 ALP 处理后的对照组细

胞经 RPMl 1640 培养基清洗，台盼蓝拒染法计数后取

活细胞进行集落培养 ，培养体系为: RPMl 1640 培养

基、0.8 % 甲基纤维素、20%胎牛血清 、 10%人 AB 血清、

GM-CSF 5ng/ml 、 I L-320U/ml ，种植细胞数终浓度为 5

x 105 /n让，于 24 孔培养板上，每孔总体积为1. Oml ，培

养条件同上。

5 . P210 蛋白表达的检测

K562 细胞经药物作用不同时间后 ，用 PBS 洗 2

遍，加入 bcr 单克隆抗体( 1 : 400 ) (Santa Crutz Biotech­

nology lnc) ， 4'(; 放置半小时，加入等量的 FITC 标记的

兔抗鼠国;， 4'(; 放置半小时， 经流式细胞仪 (Bio Rad 

BRYTE HS 美国)测定 K562 细胞P210 蛋白表达水平。

6. RT-PCR 检测 bcr-abl mRAN 表达

收集不同处理组培养 48 小时的 K562 细胞 PBS 清

洗后 ， 用 RNA 提取液 ( Life T巳chnology I nc) ，进行总

RNA提取。 cDNA 合成 ( RT 试剂盒为 Promega 产品)

按试剂盒说明书进行。 PCR 扩增含 bcr-abl 融合点在

本文 1999 年 8 月 1 7 日收到， 2000 年 4 月 25 日接
;骂王
;只L 。
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内特异片段，同时以 βactm 为内参照， PCR 产物以 2% 所用引物根据 bcr-abl 与 ß-actin 的 cDNA 序列，应用 。li-

琼脂糖凝胶电泳，经凝胶图像分析仪(Gel D::兀 1000 型 go dT 软件自行设计，由本所 DNA合成仪合成，引物序

Bio-Rad)分析，计算 bcr/abl 与 βactm 荧光强度的比值。 列 、扩增片段长度、退火温度等参数见附表。

附表 RT-PCR 扩增的引物序列、扩增片段长度及退火温度

引物序列
片段长度 退火温度

(bp) ('C ) 

ß-actin a 5' GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA 3' 

b 5' CTT TAG CAC GCA CTG TAA Tτ'C CTC3' 548 55 

bcr/abl a 5' GGC TI'C ACT CAG Aα二 CTGAGG3 '

b 5' AGG GTG CAC AGC CGC AAC GGC 3' 332 55 

7 . 细胞凋亡检测

(1) DNA 含量的测定

收集药物作用后细胞 1 X 106 加到 kenesis 50 ki t 

(Bio RAD) 中 ，置 18 -25'C暗室温育 30 分钟，应用流式

细胞仪作 DNA 含量分析。

(2) 细胞形态学的电镜观察

收集经药物作用后细胞以 2.5% 戊二M及 1 % 多

聚甲应混合液固定，俄酸后固定，包埋切片，铀铅染色，

HU- 12A 型电镜观察、拍照。

拉
H中

果

1.不同浓度 ALP 对 K562 细胞生长数的

影晌

( 1 ) ALP 与 K562 细胞持续作用时，终浓

度为 1月1m! 对细胞数没有明显的影响，与空

白组比较差别无显著意义 (P>0.05) 。 当浓度

达 5μg/m! 时，细胞数即明显低于空 白组 (P <

0.01 ) 0 5μg/m! 组及 10周1m! 组指数生长期细

胞倍增时间分别为 43.5h 和 58. 弛， 是空白对

照组(14h ) 的 3. 1 倍和 4.2 倍。 20μg/m ! 作用

48 小时后细胞即处于负增殖状态 ， 40周1m! 组

的细胞生长完全抑制(图 1A ) 。

(2) ALP 终浓度为 40周1m! 作用短时间，

经 RPMI1640 洗涤后再培养，细胞生长也明显

受抑制，作用且 ， 其活细胞数较空白组即明显

减少(P< 0.05)( 图1B) 。

2. ALP 作用后 K562 细胞株生长的变化

(1)若计算细胞生长抑制率 [ = ( 1 一 实验

组细胞数/对照组细胞数 ) x 100 % ]，不 同浓度

ALP 和不同作用时间对 K562 细胞生长有不同

程度的抑制(图 2) ，其作用 24 、 48 、 72h 对 K562

细胞的 ICso分别为 31.6 、22.3 、 14.8周1m!。

(2) K562 细胞克隆原细胞存活率随 ALP

浓度增大呈指数下降(图 3) 0 ALP 30月1m! 对

K562 细胞杀伤达 1 个指数以上 (24h 1. 0 , 48h 

1. 65 ) ，当 ALP 浓度达 40μg/rnl 作用 24h 、 48h
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图 lA ALP 持续伟用后盯62 细胞数的变化
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图 lB ALP 作用短时间后再培养细胞数变化
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及 72h ， KS62 细胞存活率分别为 0.7 ， 0 ， 0 。 但

正常对照组 CFU-GM 集落形成率并未受影响 。
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图 2 ALP 对K562 细胞生长的抑制
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图 3 ALP对白62 细胞的剂量存活曲线

( 3 ) 倒置显微镜下发现空白组 K562 细胞

生长呈细胞团致密生长， ALP 20μg/ml 以下浓

度作用组细胞仍可成团生长，当浓度达 40μgl

ml 时 ， 只要作用 1 小时， 清洗后再培养的细胞

生长分散、平铺不成团 。

3. ALP对K562细胞P210蛋白表达的影晌

应用流式细胞仪检测发现 K562 细胞空 白

组 P210 蛋白表达阳性率为 99. 1 % ; K562 经

5μg/ml 的 ALP 持续作用 5 天 ， P210 阳性率为

60 . 1 % ; 10μg/ml ALP 持续作用 5 天，阳性率为

48 . 1 % ; 若药物终浓度为 20周Iml ， 作用 6 小时

后，清洗后再培养 2 天 ， P210 表达率为 65 . 8% ; 

40周Iml ALP 作用 1 小时清洗后再培养 2 天，

P210 表达阳性率为 33. 0 % 。

4. ALP 对K562 细胞 bcr-abl mRNA 表达

的影晌

PCR 产物电泳可见 332bp 及 540bp 两条

带，凝胶图像分析 bcr/abl 与ß-actin 的荧光强

度比值结果为 :K562 空 白对照组为 0 . 57 ， 5μgl

ml 组为 0.45; 10周Iml 组为 0 . 41; 20μg/ml 组

为 0.37 ;20周Iml 作用 6 小时组为 0 . 48;40μgl

ml 作用 1 小时组为 0 . 36 ; 40μg/ml 作用 4 小时

组为 0. 18 (荧光强度代表mRNA 的水平) 。 说

明 ALP 处理后 K562 细胞 bcr-abl mRNA 水平

有下降(图 4) 。

-548bp 
-332bp 

图 4 不同处理组K562 细胞 bcr-abl mRNA 表达变

化

M.φ'X174 DNA!I-lae III M缸kers ; O . 不加 cDNA 为

PCR 阴性对照 ; 1. K562 细胞空白对照组 ; 2 . 5μg/m!

组 ;3 .1 0μg/m!组 ;4. 20周1m! 组 ;5 .20μg/m! 组作用

6 小时 ;6.40μg/m!作用 l 小时组 ;7 .40μg/m! 作用 4

小时组 ;8. HL-60 细胞， 为 bcr-abl 阴性对照 。

5. ALP 诱导K562 细胞;用亡

用流式细胞仪检查发现 ， ALP 40μg/ml 处

理 1 小时 K562 细胞即可见凋亡，凋亡率为

11 . 5 % ;若处理 4 小时，则凋亡率为 29. 8 % ， 空

白对照组未见凋亡峰(图 5 ) 。 电镜观察 40周/

ml 作用 4 小时的 K562 细胞部分呈典型凋亡形

态学改变，表现为核染色质浓缩边聚呈颗粒状 ，

半月型 ，另有部分细胞的胞膜受破坏。 若较大

剂量作用于细胞则呈溶解性坏死改变 ， 当药物

浓度达 80周Iml ， 作用 2 分钟 ， 倒置显微镜下即

可见细胞呈溶解性坏死，成为碎片 ，但此时正常

对照组细胞未见形态学改变，流式细胞仪检测

凋亡率为 0。
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'"αJ '!IO 7.x) 
DNA C。州e叫‘

a b c 

图 5 ALP 作用后白62 细胞的细胞周期分析

a. K562 细胞空白对照组 õb.ALP 40月1m! 作用 1 小时组 õ c ' ALP 40闯1m! 作用 4 小时组 。

讨论

ALP 是选择性作用于细胞膜的抗肿瘤药

物，其分子结构稳定，只能被皖基裂解酶(OAC

酶)降解灭活 。 虽然 ALP 选择性抗肿瘤作用的

机理至今未完全阐明，但已有研究发现正常细

胞(包括造血细胞)具有正常的 OAC 酶，细胞与

ALP 接触后， ALP 及时被降解，而肿瘤细胞中

OAC酶很低或缺乏，造成 ALP 在肿瘤细胞中

堆积，它可通过增强细胞膜流动性与渗透性，抑

制 PKC 活性，抑制细胞膜磷脂生物合成与代

谢，导致细胞膜损伤， Na + -K + -ATP 酶活性受

抑制，铀泵不能正常运转，细胞信号的传递受

阻，最终引起细胞增殖受抑制或死亡[6 ] 。 这对

于白血病治疗中的自体骨髓移植体外净化具有

特别重要的意义 。

本文观察结果表 明， ALP 对人 白 血 病

K562 细胞具有明显的细胞毒作用和抑制细胞

生长作用，表现为作用时间及浓度依赖性，细胞

增殖速度显著变慢， 5月Iml 时倍增时间延长

3.1 倍以上， 40μg/ml 时生长可达完全抑制，克

隆原细胞存活曲线呈指数型， 提示 ALP 对

K562 细胞作用为一级动力学，无坪值，可能无

明显细胞周期选择性。

本实验结果还提示 ALP 作用后，存在后余

效应，当 ALP 浓度达 40μg/ml 作用 1 - 6 小时，

即使中断 ALP 的继续作用， K562 细胞增殖仍

明显受抑制，P21O蛋白水平仍显著低于空白对

照组。 低浓度 (1μg/ml ) 时细胞数虽未受明显

影响，但是克隆原细胞存活率已受抑制，说明小

剂量 ALP 对白血病细胞的抑制作用主要是抑

制细胞的生存，即处理后细胞存活期明显缩短。

ALP 还具有诱导 K562 细胞凋亡的作用。

文献报道， ALP 可诱导与凋亡有关的基因 c­

myc 表达，还能抑制 CTP (磷酸胆碰胞昔转移

酶) ，从而抑制磷脂酷胆险的合成而诱导细胞凋

亡[7 ] 。 我们实验发现 ALP 具有下调 K562 细

胞 bcr-abl mRNA 及 P210 蛋白表达的作用，而

bcr-ab l 是抑制慢性粒细胞白血病 (CML ) 细胞

凋亡的基因 ， P210 是 CML 细胞生长的一种内

在剌激物[8] 。 因此， ALP 在诱导 K562 细胞凋

亡过程中，其 bcr-abl mRNA 及 P210 水平的下

调可能也是一重要因素。

同时 ALP 对 K562 细胞也具有细胞毒 的

作用 ， 当 ALP 剂量较大时，作用短时间即可见

细胞呈搭解性坏死的变化，这可能是 ALP 增强

细胞膜通透性，抑制 Na+ -K + 交换系统活性，抑

制细胞膜磷脂的生物合成和代谢 ，对细胞膜的
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直接损伤引起的 。

因此，我们认为 ALP 对 K562 细胞生长具

有明显抑制作用，抑制程度呈剂量及时间依赖

性， 它对白血病细胞具有毒性及诱导凋亡的双

重作用，具有一定的抗白血病效应，临床上可利

用这一点将 ALP 作为治疗白血病的药物，亦可

作为骨髓净化的一种手段，当然对其毒性及最

佳有效剂量有待进一步研究。

摘 要

为研究烧化溶血磷脂 ET-18-0CH3 ( ALP)

的抗白血病效果，本文以 K562 细胞为研究对

象 ，通过台盼蓝拒染法测定 ALP 作用后 K562

细胞的生长抑制率和生长曲线 ; 甲基纤维素半

固体培养法测定克隆原细胞的存活率;流式细

胞仪检测 K562 细胞P210 蛋白表达 ;RT-PCR

半定量法测定细胞的 bcr-abl m孔时-J ; 采用流式

细胞仪进行 DNA 分析以及电镜观察细胞形态

学改变。 结果显示， K562 细胞经 ALP 处理后

细胞生长明显受抑制，呈作用时间和剂量的依

赖性， ICs。为 31.6(24时， 22 .3 (48的， 14 . 8(72h)

μg/ml; 细胞增殖速度显著降低，克隆原细胞存

活曲线呈指数型，而正常对照组细胞的 CFU­

GM则未受影响 ;ALP 还可使 K562 细胞P210

及 bcr-abl mRNA 水平下调，并有诱导细胞凋亡

的作用。 说明 ALP 对 K562 细胞生长具有明

显抑制作用，井有诱导细胞凋亡作用，提示

ALP 具有一定的抗白血病效应。

关键词:炕化溶血磷脂 K562 细胞株 体外抗

肿瘤作用
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THE EFFECT OF ALKYL-LYSOPHOSPHOLIPID 
ET-18-OCH3 ON K562 CELL 

SHI Qi Zhen HUAi"\jG Hui Fang CHEN Zhi Zhe LU Lian Huang 

( Union Hosρitol a兀fílítiated ω Fujiaη Medical Universily , Fujían 1川titute of Hematology , Fuzhou 350001 ) 

ABSTRACf 

To study the an ti-leukemic ef[ects o[ alkyl-lysophospholipid ET- 18α二H3 (ALP) on K562 cell , cell inhibi tory rate and 

growthcurve were determined by trypan blue dye exclusion. CFU-K562 cells were cultured in 0 . 8 % methylcellulose. P2 10 

was measured by flow cytometry. Cellular bcr-abl mR.J"\lA was detected by RT-PCR seni-quantitative analysis . Cells a阳ptosis

was measured by flow cytometry and observed by .electron micros∞py. The result showed that the growth of K562 cell was 

significantly i r由ibited as tr臼ted wi th ALP , showing time-quanti ty depend巳nt ef[ects. T he ICso to K562 cell of ALP was 31. 6 , 
22.3 ， 14 . 8周1m] after in vitro trearmenr [or 24 ,48 , 72h , respectively. The cell proli[eration markedly decreased in K562 

cell. Coloning [0盯ning effi ciency 出say suggested a μg effecl dose-survival cu rve of eXI刀nenl i al type. ALP also decreased cellu ­

lar bcr-abl mRNA and P210 expr臼sion and induced K562 cell apoptosis. These r巳su l ts suggest that ALP has significant in 

hibi tory effecl on groWlh of K562 cell and also induces apoptosis in K562 cell 

Key words: AJkyl-lysophospholipid E r-18-0CH3 K562 cell Antitumor activity 
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