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菠萝蛋白酶诱导 K562细胞分化及其
对 P53基因表达的影响

¹
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摘要　为进一步证实菠萝蛋白酶对肿瘤细胞的诱导分化作用,采用形态观察计数、血红蛋白

定量测定、发光法测定细胞吞噬能力和 Nort hern 原位杂交法观察和检测了菠萝蛋白酶诱导 K562

细胞分化及其 p53基因表达变化. 结果显示, 菠萝蛋白酶可诱导 K562 细胞向红系和粒/巨噬系两个

方向分化; 在菠萝蛋白酶作用下, p53基因于给药后 8 h 转录表达增强, 24 h 达高峰,此后又下降,其

时相变化先于分化发生. 这些结果提示 p53 基因在 Bromelain 诱导 K562 细胞分化过程中可能起启

动分化的重要作用, 有关机制尚待深入研究.
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肿瘤细胞诱导分化和分化治疗已被证明是一种较有前途的肿瘤治疗新手段,但有关菠萝

蛋白酶诱导肿瘤细胞分化的研究报道较少 [ 1] . 菠萝蛋白酶( Bromelain, E. C. 4. 3. 22. 3)是从

菠萝中分离纯化的蛋白水解酶, 属巯基蛋白酶类. 我们在文献[ 2]中已报道了该酶对 HL-60细

胞的诱导分化作用.为进一步证实菠萝蛋白酶对肿瘤细胞诱导分化是否有普遍性,本文选择人

红白血病 K562细胞株为对象,研究了菠萝蛋白酶诱导 K562细胞分化过程中细胞形态学、分

化方向及p53基因转录表达变化等特征,以期初步探讨菠萝蛋白酶的抗肿瘤机理.

1　 材料与方法
1. 1　 材料与试剂

K562 细胞株系本单位保存, 以 10
- 5
细胞/ mL 接种于含 10%小牛血清的 RPM I 1640

( GIBCO)培养液中, 37℃、5%CO 2培养传代; 菠萝蛋白酶纯化、激活及酶活力测定参照文献

[ 3] ,以国际单位( IU )表示酶活力;地高辛 DNA 标记检测试剂盒购自宝灵曼,硝酸纤维膜为

Amersham 产品, p53( cDNA )由本单位周红惠赠.

1. 2　方　法

1) 给药处理: K562细胞按 8 mL/瓶接种于 10 mL 的培养瓶中, 第 2天加入 3×10
- 2

IU /

mL (终浓度)的菠萝蛋白酶,此后每天补加同量菠萝蛋白酶,对照组仅加相应量不含菠萝蛋白

酶的稀释液.

2) 细胞计数及光镜观察: 于血球计数板上常规苔酚蓝拒染法计数活及死亡细胞;细胞经
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常规Wr ight-Giemse 染色后,光镜下观察并计数 200个细胞中分化细胞数计算分化指数,实验

均重复 2次, 取平均值.

3) 血红蛋白测定: 参照临床生化检验测定血红蛋白方法[ 4] ,以联苯胺法测定分化细胞中

相对血红蛋白含量,以吸光值表示,每样品各取 2×10
6
个细胞,重复 2次,取平均值.

　图 2　菠萝蛋白酶对 K562 细胞形态的影响(处理 3

d, Wr igh -Giemsa 染色,×1500)

a .对照, b.粒/巨噬系分化细胞, c.红系分化

细胞(箭头示)

　F ig . 2　Effect of Bromelain on K562 cell mo rpholo-

gy

　图 1　菠萝蛋白酶对 K562 细胞生长影响

a. 生长曲线; b. 分化曲线; c.坏死曲线

　 Fig . 1 　 Effect of Bromelain on K562 cell

g row th

4) 发光法测定分化细胞吞噬能力:按文献[ 5]以酵母多糖为吞噬颗粒, 鲁米诺为冷光剂,

液闪仪检测吞噬能力, 用发光强度( CPM )表

示.

5) 探针标记和 Norther n原位杂交分析:

按试剂盒说明标记 p53cDNA 探针,并按鲍家

驹的方法[ 6]进行 Norther n原位杂交分化.

2　结　果

2. 1　细胞计数及形态观察

K562细胞经菠萝蛋白酶处理后,于不同

时间分别取样对活细胞、坏死细胞及分化细

胞计数,计算各自所占百分率, 由图 1可见随

处理时间延长, 分化细胞比率增高, 菠萝蛋白

酶对 K562 细胞具明显抑制作用, 但坏死率

始终较低. 光镜下, 分化细胞核/质比下降, 胞

质出现颗粒、空泡等分化标志, 胞核呈肾形、

分叶、杆状或无核(红系) ,核内有明显的块状

或粒状异染色质凝聚并出现粒/巨噬系分化

细胞(图 2b)和红系分化细胞(图 2c) .
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2. 2　菠萝蛋白酶对 K562细胞血红蛋白合成的影响

以 1×10- 2IU / mL、3×10- 2IU/ mL 和5×10- 2IU/ mL菠萝蛋白酶处理 K562细胞 3 d, 测

定细胞内血红蛋白相对含量,结果见图 3, 可见菠萝蛋白酶具有促进 K 562细胞血红蛋白的合

成作用,尤以 1×10- 2
IU/ mL 最强.

2. 3　菠萝蛋白酶对 K562细胞吞噬能力的影响

以 3×10- 2
IU / mL 菠萝蛋白酶处理 K562细胞,分别于第 3天和第 4天取样测定细胞吞

噬功能,结果见图 4,显示菠萝蛋白酶可提高 K562细胞吞噬能力,表明 K562尚有向粒/巨噬

系分化的趋势.

　图 3　菠萝蛋白酶对 K562 细胞血红蛋白合

成的促进作用

　 Fig . 3　Prom otion effect o f Bromelain on

heme pro tein synthesis in K562

cell 　图 4　菠萝蛋白酶对 K562细胞吞噬能的促进作用

a.第 3天, 　b.第 4 天;　c. 对照

　Fig . 4　Promo tion effect of Bromelain on phagocyto sis

of K562 cell

2. 4　菠萝蛋白酶对 K562 细胞 p53

基因表达的影响

取分别经 1×10- 2
IU/ mL 和 3×10- 2

IU/ mL 处理不同时间后的 K 562细胞以不同数量进行点膜, 处理后原位杂交分析 p53基因转

录表达变化, 结果见图 5,显示 p53基因表达于给药后 8 h 开始增强, 24 h 达高峰, 后又下降.

3　讨　论
菠萝蛋白酶对白血病源肿瘤细胞的诱导分化作用是由 Maur er 等人首先发现的

[ 7] , 在文

献[ 2]中,我们已证实菠萝蛋白酶诱导 HL-60细胞分化的作用. 本研究结果进一步证实菠萝蛋

白酶对 K562细胞亦具有诱导分化作用,形态学观察表明 K562细胞在 Bromelain 作用下可向

红系及粒/巨噬系二个方向分化,其中红系曾为 Maurer 以联苯胺染色计数法所证实
[ 8]
. 本文

采用生化检验方法定量测定血红蛋白相对含量,进一步证实了形态观察的结果(图 2c 和图

3) .菠萝蛋白酶诱导 K 562细胞向粒/巨噬系分化的现象尚属首次发现, 为此以发光法测定分
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　　图 5　菠萝蛋白酶对 K562 细胞 p53 基因转录表达的影响

　　F ig . 5　Effect o f Bromelain on p53 gene experssion in K562 cell

化细胞吞噬能力, 证实分化的

K562 细胞恢复了粒/巨噬细

胞所具有的吞噬能力.

P53基因被认为是一种分

化因子, 有报道表明 p53 基因

表达增强可促进 K562细胞分

化和血红蛋白的合成[ 8] , 细胞

分化后 p53 表达则急剧下

降
[ 9]
.本文以 Northern 原位杂

交法检测菠萝蛋白酶作用后

K562细胞 p53 表达变化所得

结果与上述报道一致: 菠萝蛋

白酶作用 8 h 后 p53基因表达

增强,而 24 h 后又下降(图5) ,

分化细胞计数结果表明分化细胞明显出现于 1 d之后, 提示 p53基因表达增强可能启动细胞

分化的作用.当然细胞分化本身是一个很复杂的过程,涉及到许多基因的协同作用, 有关的机

制有待于进一步的研究.
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Bromelain-induced Cell Dif ferent iat ion and Its Effect

on Expression of p53 Gene in K 562 Cells
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Abstract　By using method of cell mor pholog y, hemoglobin detect ion, cell phago-

cy to sis testing w ith illumination and Norther n blot in situ, the impact of inducing dif ferent ia-

tion on K562 cells and expression o f p53 gene by Bromelain w er e further invest igated. T he

results show ed that K562 cell could be induced to dif ferentiat ion into bo th erythroid and

gr anulocy t ic/ macrophage lineages. Dur ing Bromelain t reatment , the expr ession of p53 gene

w as upregulated f rom 8 hours to the top of 24 hours, then, dow nregulated again. T hese r e-

sults suggested that p53 might play an important ro le in t rigg ering K562 cell different iation

induced by Br omelain. How ever, more detailed w ork may be needed in future.

Key words　Cell dif ferent iat ion, Bromelain, K562 cell
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