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摘要院目的 应用基因芯片研究三氧化二砷渊As2O3冤处理前后 K562细胞基因表达的变化遥方法 提取 As2O3处理前后

K562细胞的总 RNA袁纯化为 mRNA后再反转录为 cDNA遥cDNA经限制性内切酶 Sau3AI切割后袁cDNA片段分别用

Cy3和 Cy5标记袁与自制的包含 348个基因片段的胎盘库芯片杂交遥结果 杂交结果经扫描和软件分析袁发现了 11个差

异表达的基因片段袁其中有 3个基因片段与细胞凋亡密切相关遥结论 我们构建的胎盘库基因芯片可以成功地用于研究
药物作用前后基因表达的变化遥
关键词院基因芯片曰三氧化二砷渊As2O3冤曰K562细胞曰凋亡
中图分类号院Q785 文献标识码院A 文章编号院1000-2588渊2002冤09-0772-04

Analysis with DNA chips of the changes of gene expressions in K562 cells in response to As2O3
treatment
FENG Chun-qiong1, MA Wen-li1, LI Ling1, SONG Yan-bin1, SHI Rong1, WU Qing-hua1, GUO Qiu-ye1, ZHU Ji1,

ZHENGWen-ling2

1InstituteofMolecularBiology, First Military Medical University, Guangzhou510515,China; 2InstituteofMolecular

Oncology,GuangzhouGeneralHospitalofGuangzhouCommand,Guangzhou50010,China

Abstract: Objective ToinvestigatedifferentialgeneexpressioninapoptoticcellsinducedbyAs 2O3, andidentifynovelapop-

tosis-relatedgenes.Method ApoptosisofK562cellsculturedinRPMI1640mediumsupplementedwith10%calfserumwas
inducedbyAs2O3. TotalRNAoftheapoptoticandnormalcellswerethenextracted,purifiedandsubjecttoreversetranscrip-

tionintofirst-strandcDNA, labeled withCy3/Cy5. PlacentaDNAmicroarrayscontaining348DNAfragmentswereusedto
analyzethechangesingeneexpressionsinthecellstreatedwithAs2O3. Result Elevendifferentiallyexpressedgeneswerei-

dentified intheapoptoticcellsincomparisonwiththenormalcells,3ofwhichwereassociatedwithapoptosis,whiletheoth-
erswererelatedtocellgrowthandproliferation. ConclusionTheplacentaDNAmicroarraysweconstructedmaywellapplyto

theanalysisofthedifferentiallyexpressedgenes.
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三氧化二砷(As2O3)是近来发现的临床治疗白血

病的疗效较确切的药物之一遥对As2O3的作用机制人

们进行了广泛研究袁发现它在体外能抑制多种肿瘤细
胞生长袁诱导肿瘤细胞凋亡咱1袁2暂遥细胞凋亡是一个由多
基因参与的复杂的分子事件袁涉及许多信号转导通路
如H2O2信号通路尧维甲酸受体信号通路和许多凋亡
相关基因如促凋亡基因 bax家族尧凋亡抑制基因
bcl-2家族尧细胞色素 C和 caspase酶家族基因等遥基
因芯片技术可以平行地同时分析大规模的基因表达

信息袁已成为分子生物学研究的有力工具之一遥本实
验我们通过应用本研究所自制的包含 348个基因片

段的胎盘库芯片袁与用As2O3处理前后的K562细胞

经反转录后得到的 cDNA片段杂交袁来研究As2O3作

用前后细胞基因表达的改变遥

1 材料与方法

1.1 材料

精制小牛血清和 RPMI 1640 培养基购自 Hy-

clone公司曰As2O3购自 Sigma 公司曰用 120mmol/L 的

NaOH溶液配成 1 mmol/L的贮备液袁4 益贮存遥总
RNA提取试剂渊Trizol冤及 PCR产物纯化试剂盒购自

上海博彩生物工程公司遥mRNA纯化试剂盒购自

Pharmacia公司遥逆转录酶 SuperScript域购自 Gibco
公司遥E.coli聚合酶玉尧RNaseH尧Taq酶及其他常用酶

类购自 TaKaRa 公司遥接头渊SIP冤院5'-pGATCmCA-

CACCAGCCAAACCCA曰 (SIR)院5'-GGTTTGGCTG-
GTGTG遥 PCR 通 用 引 物院GTTTGGCTGGTGTG-

GATC袁均由上海生物工程公司合成遥预杂交溶液院
25%甲酰胺袁5伊SSC袁0.1%SDS曰清洗溶液玉院2伊SSC袁
0.1%SDS曰溶液域院0.1伊SSC袁0.1%SDS曰溶液芋院0.1伊
SSC遥Hybrid HunterTM胎盘库购自美国 Invitrogen公
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图 2 NaOH和 As2O3处理后的 K562细胞 cDNA电泳图

Fig.2 Integrity of cDNAs on gel electrophoresis after
treat-ment with NaOH and As2O3

M:Marker(DL2000);Lane1:As 2O3-treated;Lane2:NaOH-treated

司袁经本研究所自行扩增制备胎盘库片段遥
Pixsys5500芯片打印仪购自 Cartesian公司袁ScanAr-

rayLite 芯片扫描仪及其分析软件 Quantarray购自

GsiLumonics 公司袁玻片及芯片杂交盒购自 Corning

公司遥
1.2 芯片探针的收集和制备

胎盘库经稀释尧涂板尧挑克隆尧鉴定后袁阳性克隆
扩大培养袁提取质粒并编号索引保存遥PCR扩增质粒

片段制备探针袁共收集了 348个不同的胎盘文库探针

片段袁大小在300~800bp之间袁调整浓度为 500ng/滋l遥
以看家基因甘油醛 -3-磷酸脱氢酶渊GAPDH冤为阳性
对照袁人类免疫缺陷病毒渊HIV冤基因片段为阴性对
照袁50%DMSO 为空白对照袁在 Corning的玻片上袁每
个探针重复打印 3个点袁形成 30伊36的点阵袁共 1080

个点遥打印后的玻片经 UV交联渊能量为 90mJ冤袁80益
干烤 2 h遥避光放置备用遥
1.3 细胞处理

K562细胞在含 10%精制小牛血清袁青霉素尧链霉
素各 100U/ml的 RPMI1640培养基中常规培养遥以
1伊105/ml的浓度接种袁在对数生长期加入 As2O3袁使其
终浓度为 4 滋mol/L袁对照组加入相同摩尔数的
NaOH遥常规培养 4 h后袁离心收获细胞袁PBS洗 2次遥
按照 Trizol试剂盒的方法提取细胞的总 RNA袁用
Pharmacia公司mRNA纯化试剂盒纯化后袁再反转录
为 cDNA遥
1.4 样品制备

cDNA用 Sau3AI酶切后接上接头袁之后用 PCR通

用引物扩增遥PCR产物经 PCR产物纯化试剂盒纯化后

取出 500ng袁加入 Cy3/Cy5标记的引物渊100滋mol/L冤
2滋l渊NaOH作用的对照组用 Cy5 标记袁As2O3作用的

处理组用 Cy3 标记冤袁同样条件再行 PCR扩增和纯

化袁将 PCR产物终浓度调至 200ng/滋l遥
1.5 杂交

标记后的样品 95益变性后加到经预杂交的芯片
阵列表面袁轻轻覆上盖玻片袁放入杂交盒内袁42益杂
交 1 8 h遥
1.6 检测与分析

杂交结束后袁分别用溶液玉尧域尧芋清洗芯片袁空
气干燥遥用 ScanArrayLite 芯片扫描仪扫描芯片袁分
析 Cy5和 Cy3两种荧光信号的强度和比值袁用以下 2

个条件作为判定基因差异表达的标准院(1)Cy5与 Cy3

信号之比 >2.0或 <0.5曰(2)Cy5和 Cy3 之一的信号值

必须 >500.0遥

2 结果
2.1 细胞的总 RNA电泳图

从电泳图渊图 1冤上可以看到明显的 2 8 S尧1 8 S尧5
S 的条带袁并且 28 S的条带明显亮于 18 S带袁总
RNA质量很好遥

2.2 cDNA电泳图

2组细胞的 cDNA行 1.5%的琼脂糖凝胶电泳袁
从电泳图渊图 2冤上可看到明显的拖尾(smear)袁并且大
部分集中于 2000bp以上袁说明 cDNA的完整性较好遥

2.3 芯片杂交结果和分析

NaOH和 As2O3 处理后的样品分别用 Cy5 和

Cy3 荧光素标记袁杂交后经扫描仪扫描袁结果如图 3

所示遥图中第 30行第 1~12列是 GAPDH阳性对照袁
13~24列是 HIV阴性对照袁25~36列是 DMSO 空白

对照遥再将 Cy5 和 Cy3的扫描图像完全重叠袁得到的
杂交图中袁红色点表示低表达袁绿色点表示高表达袁黄

图 1 NaOH和 As2O3处理后的 K562细胞总 RNA电泳图

Fig.1 Gel electrophoresis of the total RNA extracted from
cells treated with NaOH and As2O3

M:Marker(DL2000);Lane1:NaOH-treated;Lane2:As 2O3-treated

M 1 2

bp

2000

1000
750

500

1 2 M

bp

2000

1000
750

500

第 9期 冯春琼,等.As2O3处理前后 K562细胞基因表达变化的基因芯片检测 773窑 窑



图 !""杂交信号的散点图
!"#$% &’()* (+ ),- ,./0"1"23)"(4 *"#43’* (4 ),- 5,"6
#$%"&’()&"*(+,)%-".%)/%%0")$%"+((1-20,)%",32&",0-")$%"-())%-"
*20%&",1%"-244%1%0)2,**5"%3’1%&&%-"6%0%&7"8.92(:&*5")$%"6%0%&"
%3’1%&&%-"&260242+,0)*5"-244%1%0)*5",1%"-(/0;1%6:*,)%-"6%0%&

<5
=

>?"???

@A"???

@?"???

A"???

?
@?"??? >?"???

<5A
=?"???

图 3 As2O3处理前后细胞的杂交图

Fig.3 Hybridization of K562 cells before and
after As2O3 treatment

Thegreenspotsrepresenttheup-regulatedgenes,thered

spotsthedown-regulatedgenes,andyellowspotsindicate

equalexpressionoftwogroups

色点表示表达水平无改变遥
上图经软件分析后袁得到芯片杂交的散点图渊图

4冤遥每个点的Y轴表示 Cy3的杂交信号的相对强度袁
X轴表示 Cy5杂交信号的相对强度遥45毅角直线渊实线
所示冤上的点Cy5/Cy3的比率为 1袁表示无差异表达袁
远离 45毅角直线的点为差异表达袁离的越远袁表示差
异越大遥落在 2条虚线以外的点即是 Cy3/Cy5的比

率大于 2或小于 0.5的点遥

对杂交结果的分析袁发现K562细胞经As2O3作

用后袁有 3个差异表达基因要要要H19基因尧人细胞角
蛋白 8基因渊CK8冤尧反式高尔基体网状结构的糖蛋白
渊TGN冤基因与细胞的凋亡密切相关曰还有一些差异表
达基因袁如乳酸脱氢酶 A和 B基因尧丙酮酸脱氢酶基
因尧RNA解旋酶基因尧真核细胞转录起始因子 3基因

等与细胞的生长代谢和增殖有关遥

3 讨论

实验中应用了自制的包含 348个基因片段的胎

盘库芯片遥芯片打印前再从质粒中扩增出所需片段袁
并调整浓度为 500ng/滋l用于芯片打印遥胎盘是人类
胚胎期个体发育必需的重要器官袁它产生多种调节
肽尧生长因子和细胞因子等袁通过复杂的调控作用袁保
证胎盘和胎儿正常的生长发育咱3暂遥因此对于胎盘文库
而言袁它包含了较完全的人类基因信息袁可以避免一
些特定组织器官文库某些相关基因表达丰富袁而有些
基因表达很低或不表达的现象遥因此袁应用胎盘库芯
片与 As2O3处理前后的 K562 细胞 cDNA杂交袁能
更多尧更全面地发现药物处理前后细胞基因表达的
变化遥
在样品标记上袁没有采用 Schena等咱4暂的逆转录

标记方法袁而是应用了本实验室马文丽尧郑文岭等创
建的 RD-PCR技术咱5暂遥通过在 cDNA酶切片段的两端
接上通用接头袁依据接头序列设计引物袁再用此引物
扩增 cDNA片段袁这样就可以通过一对引物尧微量
cDNA得到大量的片段遥将这些片段用 Cy3/Cy5标

记袁就可以非常方便地得到大量的标记了的探针片
段袁并大大减少mRNA的用量袁增加杂交的信号强
度遥
虽然我们在样品的制备尧标记中采用了 PCR技

术袁可能会使 2 组不同处理样品间的差异基因因

PCR扩增而被掩盖袁一些低丰度表达的基因可能因
此无法检测袁降低了此方法的灵敏度袁但由于我们应
用的是 cDNA的酶切片段袁每一个基因都被切成大小
约为 256bp的片段袁所以每一个基因都有几个被扩
增的机会遥这些酶切片段袁也许有的易扩增一些袁有的
难扩增一些袁但对整个 cDNA而言袁只要所提取细胞
mRNA降解少袁反转录得到的 cDNA完整性较好袁每
一个基因应该都有能代表该基因的片段存在袁各个片
段间扩增的差异袁也能被掩盖遥相比之下袁目前普遍采
用的随机引物介导的 cDNA单链合成标记 Cy3/Cy5

的方法袁造成的随机性偏差更大袁而且杂交信号较弱
渊资料另文发表冤遥而 Schena等咱4暂创建的从mRNA开

始经逆转录标记的方法袁所需的mRNA用量较大渊约
2~5滋g冤袁标记效率也没有显著提高渊资料另文发表冤遥
我们在实验中发现了 11个差异表达的基因片段袁发
现它们都与细胞的生长增殖尧肿瘤的形成和抑制有
关袁证明了 RD-PCR方法标记样品的可行性和有效

性遥
芯片杂交检测后发现K562细胞经As2O3处理后

H19基因表达下调遥H19基因是一胚胎期特异基因袁
与胚胎发育和肿瘤发生密切相关咱6暂袁一般出生后 H19
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基因不表达或表达很低遥但在一些情况下袁肿瘤细胞
中也可以检出高水平的 H19mRNA袁如在膀胱癌咱7暂和
乳腺癌咱8暂中袁并且H19基因的高表达与肿瘤的发生和

侵袭密切相关遥我们在实验中发现 K562细胞经

As2O3作用后袁细胞生长明显受抑袁并诱导 K562细胞

凋亡袁从而推测 H19基因表达下调袁是 K562细胞经

As2O3作用后袁细胞增殖及恶性程度降低的结果遥
表达上调的基因有人细胞角蛋白 8基因渊cytok

eratin8,CK8冤尧反式高尔基体网状结构的糖蛋白渊trans-

Golgi networkglycoprotein, TGN冤基因等遥细胞角蛋
白目前共发现 19种袁除 CK19外袁其余角蛋白都配对
出现在不同类型的上皮细胞中袁如 CK8+CK18出现

在简单上皮中袁是单层上皮的标志角蛋白遥CK基因

表达异常会干扰上皮细胞正常分化过程袁CK成对表

达的脱节可能是细胞恶性转变的早期信号咱9暂遥在 von

Hippel-Lindau疾病导致的肾细胞单纯性囊肿尧非典
型囊肿和实体瘤细胞中表达细胞角蛋白 CK8及

CK19袁而细胞的凋亡标志成分袁如片段化 DNA尧p53尧
bcl-2等则表达很低咱10暂遥我们在实验中发现 CK8表达袁
而未发现 CK18的表达袁推测这是恶性肿瘤细胞的一
个特征袁而 CK8的表达上调袁推测是细胞凋亡时的基
因变化之一遥
反式高尔基体网状结构是高尔基体对分泌蛋白尧
膜嵌蛋白尧溶酶体蛋白等进行分捡运输的主要场所遥
冷休克诱导小鼠腹腔巨嗜细胞凋亡的研究显示细胞

凋亡时袁参与细胞物质转运和交换的细胞器如溶酶
体尧高尔基体等的数量增多咱11暂是细胞凋亡的特征性变
化遥我们实验中也观察到As2O3诱导 K562细胞凋亡

后袁反式高尔基体网状结构的糖蛋白表达增高袁证实
了高尔基体基因的表达异常与 As2O3诱导的细胞凋

亡有关遥
我们在实验中发现了 11个差异表达的基因袁其

中有 3个基因与细胞凋亡密切相关遥与既往研究差异
表达的方法相比袁DD-PCR 渊differential display-PCR冤
技术假阳性较高袁差减杂交技术差异基因的富集效率
不高袁而 cDNA的代表性差异分析渊cDNA-RDA冤技
术操作繁琐袁费时费力遥相比之下袁我们仅仅经过简单
的几次杂交实验袁就发现了 11个差异表达基因遥显
然袁基因芯片技术用于差异基因的筛选袁操作更简单尧
更快速袁效率更高遥而且袁基因芯片包含的探针片段越
多袁杂交后得到的高质量的信息也就越多袁基因芯片
检测和筛选差异基因的优势就更明显遥这一工作我们
正在进行中遥
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