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摘要    紫杉醇是一种能够与微管相结合的药物, 被广泛应用于肿瘤的治疗. 本研究发

现, 应用短时间低浓度的紫杉醇处理细胞, 能诱导有丝分裂期细胞发生非中心体依赖性

的多极纺锤体组装. 将细胞内的TPX2去除或在细胞内过量表达Aurora-A激酶, 能够减少

紫杉醇诱导的多极纺锤体的产生. 通过缩时电影活细胞示踪观察发现, 经紫杉醇短时间

处理的部分细胞可以完成多极细胞分裂, 产生多个子细胞; 其中部分子代细胞还可以再

进行至少一个周期, 产生新的子细胞. 通过软琼脂板长时间培养实验显示, 紫杉醇处理后

存活下来的细胞可以形成具有不同于母代细胞染色体数目的子代细胞克隆. 由以上结果

可知, 短时间低浓度紫杉醇处理能诱导非整倍体子细胞的产生.  
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细胞非整倍体化被认为是肿瘤产生的途径之一[1,2]. 

关于中心体过度复制导致纺锤体异常和非整倍体细胞

产生的研究一直是相关领域的研究热点. 在细胞增殖

过程中, 如果中心体过度复制, 会导致纺锤体极的数

目增加, 并组装多极纺锤体[3,4], 细胞因而可能会发生

有丝分裂异常, 并最终产生非整倍体子代细胞[1,2,5~9]. 

研究表明, CDK1, CDK2, Aurora 激酶, PLK 激酶及一

些中心体外周基质蛋白都对中心体的复制过程和纺

锤体组装过程起重要的调控作用[10~12]; 一些微管结

合蛋白, 如 NuMA和 TPX2在纺锤体组装过程也起重

要的调节作用[13,14]. 但也有研究发现, 中心体并不是

纺锤体极组装所必需的, 在某些种类细胞, 如植物细

胞中, 并不存在中心体, 但是纺锤体却可以正常组装; 

在爪蟾卵非细胞体系中, 纺锤体同样可以在不存在

中心体的情况下正常组装[15]. 目前, 还不清楚在中心

体缺失的情况下纺锤体极是如何组织并建立的. 先

前有研究报道, NuMA 是在这一过程中发挥重要功能

的因子之一, 在经过紫杉醇处理的细胞中, NuMA 可

以募集微管并组织微管形成微管生长中心[16]. 该研

究提示, 微管结合因子可能在非中心体依赖性的纺

锤体极组装中起重要作用.  

紫杉醇是一种被广泛使用的能够与微管相结合

的药物, 同时也是肿瘤治疗的常用药物. 通过流式细

胞术对紫杉醇处理的细胞进行分析发现, 受处理细
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胞会发生纺锤体组装异常, 细胞被阻滞在 G2/M 期, 

并最终发生细胞凋亡 [16~21]. 在临床治疗过程中, 通

常会使用高浓度大剂量的紫杉醇注射; 但是随着人

体新陈代谢过程, 紫杉醇在体内的浓度会很快降低. 

有文献表明, 当处理细胞的紫杉醇浓度降低到一定

程度时, 部分被处理细胞可以超越细胞有丝分裂期

检验点, 并完成分裂过程[16]. 若用浓度降低至 10~30 

nmol/L 的紫杉醇处理同步化至有丝分裂间期的细胞

16 h, 再通过流式细胞术检测, 可以看到部分细胞摆

脱了 G2/M 期阻滞, 产生了基因组在二倍体到四倍体

之间的子代细胞[16,18,21]. 现在还不清楚这些子细胞是

如何在紫杉醇处理中存活下来的, 及这些子代细胞

最终的命运如何.  

本实验将紫杉醇的浓度控制在极低水平, 以模拟

在临床使用时紫杉醇的药物残留剂量对细胞的影响. 

通过处理永生化细胞系或原代培养细胞, 发现低浓度

短时间紫杉醇处理会诱导细胞非中心体依赖性的纺锤

体极产生, 进而发生多极纺锤体组装和异常的细胞分

裂. 通过缩时电影活细胞示踪观察发现, 低浓度短时

间紫杉醇处理后, 细胞发生多极分裂, 并且部分经多

极分裂产生的子细胞可以再完成至少一个细胞周期而

继续增殖. 母细胞发生多极细胞分裂, 会使子代细胞

无法获得完整的基因组. 因为多极分裂过程中染色体

被随机分配到各个子代细胞中, 最终, 子细胞群落拥

有与母细胞不同数目的染色体. 同时发现, 在紫杉醇

诱导的非中心体依赖性纺锤体极组装过程中 TPX2 起

关键作用, 而 Aurora-A 激酶也对该过程起调控作用. 

本研究认为, 低浓度紫杉醇短时间处理细胞所诱导的

非中心体依赖性纺锤体极组装及由此引发的多极细胞

分裂, 很可能是非整倍体细胞产生的一条途径.  

1  材料与方法 

1.1  分子克隆及抗体制备 

野生型 centrin2 基因通过 RT-PCR 方法从 HeLa

细胞中克隆获得, 通过 EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切插入

PET28a(Novagen, Darmstadt, Germany)和 PEGFPC2 

(Clontech, Mountain View, CA, USA)载体中. 野生型

TPX2 基因从爪蟾 cDNA 文库(Clontech)中克隆获得, 

通过EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切插入 PET28a和 PEGFPC2

载体中. 野生型 Aurora-A 和 Aurora-A K162R 突变体

基因通过 RT-PCR 和定点突变的方法从 HeLa 细胞中

克隆获得, 通过 BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切插入 PET28a

和 PEGFPC1 载体中. 带有 his 标签的 centrin2, TPX2

和 Aurora-A 蛋白使用 Talon-Resin(BD Bioscience, 

Franklin Lakes, NJ, USA)纯化. TPX2, Aurora-A 和

centrin2 兔多克隆抗血清由本实验室自行制备并纯化. 

鼠单克隆α-tubulin 抗体购自 Zymed(San Francisco, 

CA, USA); 兔单克隆 pericentrin 抗体购自 BD; 荧光二

抗购自 Zymed; 针对 Aurora-A 基因的 siRNA 购自

Dharmacon; 针对 TPX2 的 siRNA 按照文献[14]报道的

方法设计.  

1.2  细胞培养 

HeLa 和 LO2 细胞来自中国典型培养物保藏中心. 

HUVEC 细胞由罗金才老师惠赠(北京大学)[22]. 细胞

转染按照标准磷酸钙转染手册方法. 缩时电影活细

胞示踪观察时, 先将细胞培养在底部为玻片的培养

皿内 , 用带有二氧化碳培养箱及 AxioVision cool 

CCD 的 Zeiss 200M 荧光显微镜观察. 染色体荧光原

位杂交方法参见文献[23].  

1.3  免疫荧光标记 

在盖玻片上培养细胞. 固定前在 PBS 中蘸洗, 然

后用 1︰1 混合的甲醇丙酮混合液在 4℃固定 20 min. 

PBS洗 3次, 室温下将细胞在一抗中孵育 1 h. PBS洗 3

次, 再在室温下将细胞与二抗孵育 45 min. 随后用含

有 1 μg/mL DAPI 的 Mowiol 封片. 通过 Zeiss 200M 荧

光显微镜观察, 使用AxioVision cool CCD (AxioVision 

image software)拍照.  

1.4  药物处理 

在盖玻片上培养 HeLa 细胞, 生长 24 h 后换液, 

加入含有不同浓度紫杉醇的新鲜细胞培养基, 处理

1.5 h 后取出细胞固定. 紫杉醇购自 Novartis(Swiss).  

1.5  染色体计数 

50 ng/mL nocodazole处理细胞 10 h, 使细胞同步

化至中期. 将中期细胞收集重悬于 5 mL 0.075 mol/L 

KCl 中, 37℃处理 30 min. 离心去除液体后, 加入 3︰

1 混合的甲醇乙酸混合液, 室温固定 60 min, 其中更

换 3 次固定液. 最后将固定好的细胞滴到冰预冷的玻

片上, 通过 DAPI 染色观察.  
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1.6  透射电子显微镜观察 

单层培养细胞用 2.5%戊二醛(溶于 0.1 mol/L PB

溶液中)室温固定 1 h. 用 PB 洗 5 次, 再用 1%锇酸室

温固定 1 h. 用 Epon812 包埋样品, 聚合, 切片. 切片

后的样品经醋酸双氧铀和柠檬酸铅双染色后 , 用

JEOL1010 型透射电子显微镜观察.  

1.7  实验动物 

雄性 6 周 BALB/c小鼠购自中国医学科学院实验

动物中心. 小鼠分笼饲养, 称重后尾静脉注射紫杉醇

至 10 nmol/L 浓度. 2 h 后取出肝组织, 室温下在 70%

乙醇中固定 30 min, 染色, 观察.  

2  结果 

2.1  短时间紫杉醇处理诱导非中心体依赖性的多
极纺锤体组装 

先前有文献报道, 长时间紫杉醇处理(超过 16 h)

可以诱导多极纺锤体组装, 可能是由于中心体过度

复制所致[19,20]. 为了研究低浓度紫杉醇短时间处理

对细胞的影响, 选取了 4 nmol/L 紫杉醇处理 1 h 的实 

验条件. 将经过紫杉醇处理后的细胞固定, 并标记荧

光观察, 发现有 80%分裂期细胞产生了多极纺锤体. 

在产生多极纺锤体的细胞中有 50%为四极纺锤体, 

30%为三极纺锤体. 为了检测这种多极纺锤体是否是

由中心体过度复制所引起的, 将 HeLa 细胞用紫杉醇

进行处理, 固定, 标记微管蛋白α-tubulin 与中心粒结

构蛋白 centrin2(图 1(A)). 结果显示, 在 82.1%的多极

纺锤体细胞中, 只有 2 个纺锤体极位置有 centrin2 染

色, 而其他的极上则没有中心粒. 同样, 用α-tubulin

和中心体外周基质蛋白 PCM 共同标记细胞(图 1(B)), 

发现多个极中只有 2 个极上有 PCM 定位, 这个结果

与 centrin2 标记结果相同. 透射电子显微镜检测进一

步发现, 将紫杉醇处理产生的多极纺锤体细胞进行

连续切片, 只有 2 个极的位置含有中心粒结构(图

1(D)(b)和(c)), 而另一个极的位置则只含有交叉的微

管结构, 没有中心体存在(图 1(D)(d)). 以上结果表明, 

低浓度紫杉醇短时间处理诱导的新的纺锤体极的组

织不依赖于中心体.  

2.2  TPX2 是紫杉醇诱导非中心体依赖性纺锤体极
产生所必需的因子 

为了研究非中心体依赖性纺锤体极是如何组 

 

 

图 1  短时间、低浓度紫杉醇处理诱导的多极纺锤体组装不依赖于中心体过度复制 
(A)和(B) 紫杉醇处理分裂期 HeLa 细胞. (A) α-tubulin(绿色), centrin2(红色), DNA(蓝色), merge(三色叠加); (B) α-tubulin(绿色), pericentrin(红
色), DNA(蓝色), merge(三色叠加). 其中箭头所指极的位置无中心体; (C) 紫杉醇处理分裂期 HeLa 细胞 1 h, 统计双极纺锤体和多极纺锤体细

胞比例. 每个统计数据重复实验 3 次, 每次统计 300 个细胞(P<0.01); (D) 将紫杉醇处理产生的三极纺锤体细胞固定制样、连续切片和透射电 
子显微镜观察. (b)和(c)中各可见一对中心粒结构, (d)中则无中心体, 表明未发生中心体过度复制 
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织的, 检验了相关微管结合蛋白在这一过程中的作

用. TPX2 是一个重要的微管组织因子, 它可以在体

外组织微管并形成微管组织中心, 组装星体结构[24]. 

本实验将 GFP-TPX2 转染 HeLa 细胞, 再用紫杉醇对

细胞进行处理, 通过荧光显微镜对处理后的分裂期

细胞进行跟踪观察. 在紫杉醇加入后几分钟内即可

观察到新的纺锤体极形成, 随着 TPX2 重新分布, 新

纺锤体极逐渐增大, 并最终形成与原有极大小类似

的不依赖于中心体的纺锤体极(图 2(A)). 同样, 对内

源 TPX2 定位的变化进行了跟踪观察 ,  发现内源

TPX2 也有一部分随着紫杉醇的处理逐渐聚集到不依

赖于中心体的新极上. 接下来, 用小 RNA 干涉的方

法将 HeLa 细胞中的 TPX2 去除, 通过跟踪 GFP-α-  

 

 

图 2  TPX2 是紫杉醇诱导非中心体依赖性极产生的必需

因子 
(A) 将 HeLa 细胞转染 GFP-TPX2, 加入 4 nmol/L 紫杉醇处理, 跟踪

观察. TPX2 逐渐定位到非中心体依赖性的极上(箭头所示); (B) 检

测小 RNA 干涉后细胞内 TPX2 蛋白水平; (C) HeLa 细胞分别转染小

RNA 干涉 TPX2 表达, 48 h 后用紫杉醇处理, 观察统计双极纺锤体

和多极纺锤体细胞各自所占比例. 每个统计数据重复实验 3 次, 每

次统计 250 个细胞(P<0.01); (D) 将稳定表达 GFP-α-tubulin 的 HeLa

细胞转染针对 TPX2 的干涉小 RNA, 再加入紫杉醇处理, 跟踪观察. 

由结果可见, 当TPX2被RNAi干涉去除后, 紫杉醇处理不能诱导新 

的纺锤体极产生 

tubulin 来观察紫杉醇处理的效果(图 2(B)和(D)). 在

转染了 nonsilencing RNA 的对照细胞中, 20 min 内即

可观察到新纺锤体极的产生. 而在 TPX2 去除的细胞

中, 与先前报道类似的是, 加入紫杉醇处理之前即有

27%的分裂期细胞形成多极纺锤体, 这是由于 TPX2

去除后 Eg5 活性提高, 使中心粒异常分离[14]. 但是, 

去除 TPX2 后再加入紫杉醇处理的细胞, 在 1 h 内都

没有新极产生. 统计数据也表明, 去除 TPX2 后紫杉

醇诱导产生的多极纺锤体比例比未处理时提高 30% 

(图 2(C)), 远低于未去除 TPX2 时的比例(80%), 说明

TPX2 是紫杉醇诱导非中心体依赖性极产生所必需的

一个因子.  

2.3  过量表达 Aurora-A 可以减少紫杉醇处理诱导
的多极纺锤体组装 

先前有报道, 在细胞内过量表达 Aurora-A 可以

提高细胞在紫杉醇处理中的细胞存活能力 [25]. 

Aurora-A是与TPX2作用密切相关, 对纺锤体组装起

调控作用的蛋白[26,27]. 为了研究 Aurora-A 在非中心

体依赖性纺锤体极生成过程中的作用, 首先对低浓

度紫杉醇短时间处理的细胞进行Aurora-A染色观察, 

发现 Aurora-A 在多极纺锤体所有的极上有定位(图

3(A)). 接下来, 对 HeLa 细胞分别转染 GFP-Aurora-A, 

Aurora-A 激酶活性缺失型突变体 GFP-K162R(KR)或

Aurora-A siRNA, 然后用紫杉醇处理该细胞 , 观察

并统计多极纺锤体比例差异(图 3(B)~(D)). 统计结果

表明, 在过量表达 Aurora-A 的细胞中, 紫杉醇处理

诱导的多极纺锤体比例与对照细胞相比明显下降 , 

而形成双极纺锤体的细胞比例提高了 24%; 但过表

达 K162R突变体或去除 Aurora-A的细胞都无此结果. 

该结果表明, Aurora-A 对于紫杉醇诱导的多极纺锤

体组装过程具有抑制作用, 而这种抑制作用依赖于

Aurora-A 自身的激酶活性.  

2.4  部分形成多极纺锤体的细胞可以完成分裂, 

形成的子细胞可以再完成至少一个细胞周期 

为了研究形成多极纺锤体的 HeLa 细胞是否可以

超越周期检验点完成细胞分裂过程, 首先检测了动

粒结构是否完成装配, 是否被微管正常捕捉. 通过低

浓度紫杉醇短时间处理 HeLa 细胞, 经固定后进行荧

光标记, 发现所有的动粒都被微管捕捉(图 4(A)); 进 
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图 3  过量表达 Aurora-A 可降低紫杉醇诱导的多极纺锤体

组装 
(A) 用 4 nmol/L 紫杉醇处理分裂期 HeLa 细胞, 免疫荧光标记

Aurora-A(绿色)和 DNA(蓝色). Aurora-A 同时定位于所有纺锤体极

的位置; (B) HeLa 细胞分别转染 GFP, GFP-Aurora-A 或 GFP-KR, 

Western blotting 检测外源蛋白表达水平; (C) HeLa 细胞转染针对

Aurora-A 的干涉小 RNA, 48 h 后检测 Aurora-A 蛋白水平; (D) HeLa

细胞分别转染GFP, GFP-Aurora-A, GFP-KR或针对Aurora-A的干涉

小 RNA, 再用 4 nmol/L 紫杉醇处理 1 h, 固定观察统计双极纺锤体

和多极纺锤体细胞比例. 每个统计数据重复实验 3 次, 每次统计 

300 个细胞(P<0.01) 

 
一步电子显微镜检测结果显示, 动粒结构装配正常, 

且外层与一束微管直接相连(图 4(B)). 统计数据表明, 

在低浓度紫杉醇处理下, 所有进入后期的细胞中有

31%发生了多极细胞分裂(图 4(C)).  

同时研究了多极细胞分裂中染色体是如何分配

的. 将LO2细胞用紫杉醇处理, 经固定后用特定染色

体探针进行荧光原位杂交. LO2 细胞为三倍体细胞, 

更有利于对多极分裂中染色体向多个子细胞的分配

情况进行统计. 结果表明, 在低浓度紫杉醇短时间处

理诱导的多极分裂过程中, 染色体向各个子细胞中

的分配是一个完全随机的过程(图 4(D)和(E)).  

为了研究多极分裂产生的子细胞是否可以继续

增殖, 将稳定表达 GFP-α-tubulin的 HeLa细胞进行低

浓度紫杉醇处理, 1 h 后释放细胞, 并通过缩时电影

活细胞示踪技术对这些细胞进行连续观察. 结果显

示, 有 60%的子细胞可以存活并完成下一个细胞周

期(图 5(A)). 以上结果表明, 部分被低浓度紫杉醇短

时间处理过的细胞可以完成多极细胞分裂, 产生多

个子细胞, 染色体遗传物质被随机分配到各个子细

胞中; 而部分子细胞可以继续存活并完成至少一个 

 

图 4  部分紫杉醇处理细胞可完成多极分裂 
(A) 紫杉醇处理 HeLa 细胞, 免疫荧光标记α-tubulin(绿色)和 CENP 

A(红色). 通过二色叠加(merge)和局部放大(zoom), 可见所有动粒

都被微管捕捉; (B) 透射电子显微镜检测三极纺锤体细胞的动粒结

构. (a)为低倍观察; (b)为高倍观察. 可见完整的 3 层动粒结构, 并且

动粒被微管捕捉; (C) 紫杉醇处理的 HeLa 细胞完成三极细胞分裂. 

免疫荧光标记α-tubulin(绿色), centrin2(红色)和 DNA(蓝色). 在 3 个

子细胞中, 只有 2 个含有中心体结构; (D)和(E) 荧光原位杂交检测

LO2 细胞的 8 和 12 号染色体分配情况. (D) 用 4 nmol/L 紫杉醇处理

LO2 细胞 1.5 h, 固定和染色标记 8 号(红色)和 12 号(绿色)染色体特

异性探针. 在 DMSO 处理的对照细胞中((a)和(b)), 染色体平均分配

到子细胞中; 在紫杉醇处理后产生的三极分裂细胞中((c)和(d)); (E) 

30.9%的 8 号染色体和 17.4%的 12 号染色体平均分配到 3 个子细胞

中; 而 68.1%的 8 号染色体和 82.6%的 12 号染色体则是随机分配到

各子细胞中. 表明多极细胞分裂中染色体是随机分配到各个子细胞 

中的. 每个统计数据重复实验 3 次, 每次统计 250 个细胞(P<0.01) 

 
细胞分裂周期, 产生新的子代.  

2.5  低浓度紫杉醇处理可以诱导正常二倍体细胞
发生多极细胞分裂 

为了扩大本实验结论的适用范围, 同时检测了

低浓度紫杉醇短时间处理对原代培养二倍体细胞

HUVEC(3~7 代)的作用. 将 HUVEC 用 4 nmol/L 紫杉

醇处理 1 h, 免疫荧光染色观察, 结果显示有 30%分

裂期 HUVEC 细胞形成了多极纺锤体, 其中部分细胞

可以完成多极分裂, 产生多个子细胞, 而在该过程中

并未发生中心体过度复制. 同时, 进一步检测了紫杉 
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图 5  部分多极分裂产生的子细胞可再完成至少一个周期的细胞分裂过程 
(A) 用 4 nmol/L紫杉醇处理稳定表达GFP-α-tubulin的HeLa细胞 1 h, 然后释放, 跟踪拍照. 将多极分裂产生的 3个子细胞标记为 a, b和 c. 释
放 49 h 后, a 细胞再次完成分裂, 产生 a1 和 a2. 将细胞固定, 免疫荧光标记 centrin2(红色)和 DNA(蓝色). 可见 a1 和 a2 都含有中心体结构(箭
头所示); (B) 用 4 nmol/L 紫杉醇处理分裂期 HUVEC 细胞 1 h, 然后释放, 跟踪拍照. 将分裂产生的 3 个子代细胞标记为 a, b 和 c. 释放 2 h
后 a 和 b 细胞发生融合, 标记为 ab. 22 h 后, 细胞 ab 完成下一次细胞分裂周期, 形成 ab1 和 ab2; (C) 将紫杉醇注射到 BLAB/c 小鼠体内, 终
浓度 10 nmol/L. 2 h 后检测小鼠肝细胞, 固定标记α-tubulin(绿色), γ-tubulin(红色)和 DNA(蓝色). 箭头所指细胞形成了四极纺锤体, 但只有 2 

个极的位置含有中心体(i 和 ii). 表明部分小鼠肝细胞纺锤体组装发生了异常 

 
醇诱导多极分裂产生的子代 HUVEC 细胞的存活能

力. 经缩时电影活细胞示踪观察显示, 有 14%子代细

胞可以完成至少一个细胞分裂周期(图 5(B)). 在子代

细胞增殖过程中, 2 个子代细胞之间可能发生细胞融

合, 之后再进行细胞周期活动. 以上结果表明, 短时

间低浓度紫杉醇处理同样可以诱导正常二倍体细胞

发生多极纺锤体组装, 进而引发多极细胞分裂, 产生

可存活的子代细胞.  

通过低浓度紫杉醇短时间处理动物个体, 检测

其体内细胞是否会像体外培养细胞那样对紫杉醇做

出反应. 通常情况下, 临床使用的紫杉醇剂量约为

1.6 μmol/L(175 mg/m2), 其半衰期为 1.3~1.6 h. 本研究

中, 将紫杉醇通过尾静脉注射到 BALB/c 小鼠体内, 

使其终浓度为 10 nmol/L. 2 h 后对小鼠肝组织细胞进

行固定和免疫荧光检测(图 5(C)). 在注射了DMSO的

对照组中, 没有发现细胞分裂异常. 而在注射了紫杉

醇的小鼠肝细胞中, 观察到有 1.3%分裂期细胞形成

了多极纺锤体, 而未观察到中心体过度复制现象. 表

明紫杉醇可能对动物体内的细胞产生与体外培养细

胞类似的影响.  

2.6  紫杉醇处理中存活的部分细胞有着不同于母
代细胞的染色体数目 

为了确定紫杉醇处理细胞的最终结果, 将处于

分裂期的 HUVEC 细胞用 4 nmol/L 紫杉醇处理 1 h, 

释放后继续正常培养 4 天, 然后收取细胞并检测染色

体数目. 对于 DMSO 处理的对照细胞组, 细胞染色

体数目为正常二倍体的数目(46 条), 而在紫杉醇处理

组中, 有 20%的细胞染色体数目发生了变化(图 6(A)

和(B)). 该结果从另一方面验证了之前的结果, 低浓

度紫杉醇短时间处理正常二倍体细胞, 会引发多极

细胞分裂, 并产生非整倍体子代.  

对紫杉醇处理的永生化细胞的细胞命运进行了

观察. 将分裂期 HeLa 细胞用低浓度紫杉醇短时间处

理后释放, 培养在含 0.3%软琼脂的细胞培养板上, 2

周后对存活的大于 100 个细胞的细胞克隆进行染色

体数目检测. 在对照组培养板上, 长满了细胞克隆; 

而紫杉醇处理过的细胞形成的克隆数则显著少于前

者. 虽然 HeLa 细胞本身不是正常二倍体细胞, 但其

染色体数目相对稳定, 为 80 条. 在对照组中, 92%细

胞的染色体数目均为 80; 而在紫杉醇处理后形成的

细胞克隆中, 85%细胞染色体数目少于 80, 15%细胞

染色体数大于 80(图 6(C)和(D)). 以上结果表明, 部

分细胞可以从低浓度紫杉醇处理中存活下来, 并形

成与母代染色体数目不同的子代细胞群落.  

3  讨论 

本实验建立了一个在一定程度上模拟紫杉醇临

床使用时的药物残留剂量的实验体系, 并使用该体 
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图 6  从紫杉醇处理中存活下来的细胞群落含有与母代不

同的染色体数目 
(A) 将分裂期 HUVEC 细胞用低浓度紫杉醇处理 1 h, 释放后继续

培养 4 天, 之后对存活细胞进行染色体计数; (B) 为(A)实验的统

计数据 . 每个统计数据重复实验 3 次 , 每次统计 100 个细胞

(P<0.01); (C)为(D)实验的统计数据. 每个统计数据重复实验 3 次, 

每次统计 100 个细胞(P<0.01); (D) 将分裂期 HeLa 细胞用低浓度

紫杉醇处理 1 h, 释放后转移到 0.3%软琼脂板上进行培养, 2 周后 

收取存活细胞克隆进行染色体计数 

 
 

系研究了紫杉醇对细胞的影响. 该实验体系与之前

报道过的一些文献所采用的大剂量或长时间的实验

条件均不相同[16,20,28,29]. 结果显示, 低浓度短时间紫

杉醇处理会诱导非中心体依赖性的多极纺锤体组装, 

在该过程中, TPX2 对不依赖于中心体的纺锤体极的

组装是必需的, 而过量表达 Aurora-A 激酶则可以减

少紫杉醇处理诱导的多极纺锤体形成. 经紫杉醇处

理诱导产生多极纺锤体的部分细胞还可以完成多极

细胞分裂, 并进入下一个细胞周期, 甚至进行更多次

的细胞分裂, 形成与母代细胞染色体数不同的子代

细胞.  

之前有研究认为, 紫杉醇处理抑制了 NuMA 向

正常纺锤体极的转运过程, 引起了微管的重新排布

并在核膜破裂之前形成异常的星体结构[29]. 本研究

着重探讨了紫杉醇对分裂期纺锤体结构的影响, 主

要包括非中心体依赖性极的产生、纺锤体整体结构的

改变以及随之发生的遗传物质异常分配现象. 在非

中心体依赖性极的形成过程中, 发现有两种情况, 一

是直接从已有的极上分离出新极, 另一种则是在微

管交叉位置形成新的微管组织中心. 实验中发现, 有

2个因子对于紫杉醇处理的结果起重要作用. TPX2是

一个在染色体诱导微管组织和纺锤体组装过程中发

挥作用的微管结合因子, 对于非中心体依赖性纺锤

体极的产生是必需的. 去除 TPX2 虽然会使细胞由于

Eg5活性提高而形成多极纺锤体[14], 但也会减少经紫

杉醇处理诱导产生多极纺锤体的细胞比例 . 去除

TPX2 使紫杉醇诱导多极纺锤体产生的作用降低, 有

可能是由于细胞缺少了这个重要的微管组织因子 . 

此外, 本研究还发现在细胞内过量表达 Aurora-A 激

酶可以减少紫杉醇诱导产生的多极纺锤体, 而Aurora- 

A 的激酶活性在该过程中是必需的. 因此推测, 在紫

杉醇作用下, TPX2 可能定位到非中心体依赖性极的

位置, 进而募集 Aurora-A, Aurora-A 又可以募集许多

纺锤体极组织相关因子, 如γ-tubulin, centrosomin 和

TACC/MAP215[12], 从而进一步促进新极的产生. 而

另一方面, Aurora-A 在中心体附近的定位是不依赖于

TPX2 的[26]. 当过量表达 Aurora-A 时, 可能有更多的

Aurora-A 聚集到中心体周围, 加强中心体极的形成, 

因此抑制了非中心体依赖性极的产生过程.  

先前研究大多使用流式细胞术来检测药物处理

后的细胞命运[16,28], 而本实验则试图更为深入地研

究药物处理后细胞的存活及分裂情况. 通过显微镜

活细胞示踪观察, 跟踪了受紫杉醇处理的细胞在 2

个细胞周期内的变化, 发现部分细胞可以完成多极

分裂过程, 产生多个子细胞. 这些子细胞还可以至

少完成一个细胞周期 , 生成更多异常的子代细胞 . 

而通过长时间软琼脂板细胞培养实验, 发现紫杉醇

处理后存活下来的子细胞可以形成不同于母代细胞

染色体数的子代细胞群落. 该结果与显微镜活细胞

示踪观察到的多极分裂过程一致. 荧光原位杂交结

果也显示, 多极分裂导致染色体随机分布, 改变细

胞的染色体组成, 形成非整倍体细胞. 当多极分裂

产生的子细胞随机获得足够存活的基因组信息后 , 

就可能继续分裂, 存活下来 [30,31], 这些存活的细胞

可能会进一步形成非整倍体细胞群落. 总之, 本研

究揭示了短时间低浓度紫杉醇处理可以诱导非中心

体依赖性的多极纺锤体组装, 进而发生多极细胞分
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裂, 导致遗传物质非正常分配, 最终形成不同于母

代染色体数的子代群落. 本研究结果揭示了一种不

依赖于中心体的纺锤体极的产生机制, 并可能提出

了一条新的非整倍体细胞的形成途径.  
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