
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１４，４５（２）：２３２－２３６

千层纸素诱导人慢性粒细胞白血病 Ｋ５６２的凋亡作用

王　玉１，２
，赵　丽１，２

，缪瀚驰
１，２
，李志裕

３
，郭青龙

１，２

（１江苏省肿瘤发生与干预重点实验室；２天然药物活性组分与药效国家重点实验室；
３中国药科大学药物化学教研室，南京２１０００９）

摘　要　探讨千层纸素对人慢性粒细胞白血病细胞Ｋ５６２的凋亡诱导作用及其可能机制。采用ＭＴＴ法检测细胞存活
率；电镜下观察细胞超微结构的改变；ＤＡＰＩ染色观察细胞凋亡；流式细胞仪检测细胞凋亡率；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析凋亡相关
蛋白ｃａｓｐａｓｅ９、ｓｕｒｖｉｖｉｎ及ＥＲＫ１／２的表达变化情况。结果表明千层纸素呈浓度依赖地抑制 Ｋ５６２细胞的增殖作用，诱导
Ｋ５６２细胞发生凋亡，上调 Ｋ５６２细胞中 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白，下调 ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ９及 ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达水平。
千层纸素可诱导Ｋ５６２凋亡，这可能与下调ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达，激活ｃａｓｐａｓｅ９蛋白，抑制ＥＲＫ信号通路有关。
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　　慢性粒细胞白血病（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕ
ｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）是一种发生在造血干细胞的恶性骨髓

增殖性疾病［１］，ＣＭＬ严重威胁人类健康，该亚型约
占各类白血病２０％，在慢性白血病中占９５％，病程
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发展较缓慢。ＣＭＬ细胞遗传学标志是在骨髓中可
以发现Ｐｈ染色体［ｔ（９；２２）（ｑ３４；ｑ１１）］或 ＢＣＲ／
ＡＢＬ融合基因［２］。目前临床上一线治疗药物是针

对ＢＣＲ／ＡＢＬ融合基因的络氨酸酶抑制剂，如伊马
替尼进行靶向治疗，但是 ＣＭＬ对伊马替尼却极易
产生耐受性［３］。

千层纸素（ｏｒｏｘｙｌｉｎＡ，结构式见图１），属于黄
酮类化合物，也是中药黄芩的的有效成分之

一［４］，千层纸素具有很强的抗肿瘤生物活性，其

作用机制可能是通过诱导肿瘤细胞凋亡［５］，逆转

肿瘤细胞耐药性［６－７］，抑制肿瘤细胞侵袭和转

移［８］，诱导肿瘤细胞周期阻滞［９］，抑制肿瘤血管

生成［４］等发挥其抗肿瘤作用。千层纸素对 ＣＭＬ
细胞是否具有诱导凋亡作用未见报道，本文以人

慢性粒细胞白血病细胞 Ｋ５６２为对象，研究千层
纸素对 ＣＭＬ细胞的生长抑制及其诱导细胞凋亡
的作用及可能机制。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｏｒｏｘｙｌｉｎＡ

!

　材　料

１１　试　剂
千层纸素（ｏｒｏｘｙｌｉｎＡ，橙黄色晶体，纯度

９９％），由中国药科大学江苏省肿瘤发生与干预重
点实验室提供，使用前用 ＤＭＳＯ配成母液，临用前
用细胞培养液配成所需浓度。ＲＰＭＩ１６４０培养基
以及胎牛血清（ＦＢＳ）均购自于美国 Ｇｉｂｃｏ公司；
ＭＴＴ购自美国Ｆｌｕｋａ公司；ＤＭＳＯ为上海化工有限
公司的产品。Ａｎｔｉｃａｓｐａｓｅ９，ｓｕｒｖｉｖｉｎ，ＥＲＫ１／２，
ｐＥＲＫ１／２，ａｃｔｉｎ购自于美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，临用
前用ＰＢＳＴ按１∶５００稀释成工作液使用。ＨＲＰ标
记的抗兔及抗鼠二抗购自美国ＲｏｃｋｌａｎｄＩｎｃ公司。
１２　细胞株

Ｋ５６２与Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞株购自中国科学院
上海生物化学与细胞生物学细胞库。细胞半贴壁

生长，采用１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００Ｕ／ｍＬ链霉素和
１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的 ＲＰＭＩ１６４０培养基、５％
ＣＯ２、３７℃、饱和湿度下培养。

"

　方　法

２１　体外细胞培养
将Ｋ５６２细胞以适宜浓度接种于培养瓶，置于

恒温３７℃、５％ ＣＯ２及饱和湿度的培养箱（以下
同）中培养，细胞呈半贴壁生长状态。每２～３天
离心传代１次，加入新鲜培养液吹打均匀，按所需
细胞量移入新培养瓶中，添加完全培养液至适量。

２２　透射电镜下观察千层纸素对 Ｋ５６２细胞凋亡
的作用

以每孔１×１０６个Ｋ５６２的细胞量点于６孔板中
培养２４ｈ。单独给药千层纸素６０，９０，１２０μｍｏｌ／Ｌ，继
续培养４８ｈ。置于电镜下观察 Ｋ５６２细胞凋亡情
况并拍照。实验重复３次。
２３　四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测千层纸素对
Ｋ５６２的细胞生长抑制作用

取对数生长期的 Ｋ５６２细胞，以每孔 １００μＬ
接种于９６孔细胞培养板中，培养２４ｈ，除对照组外
各自加入含不同浓度千层纸素的培养基１００μＬ，
每组设 ５个复孔，培养 ４８ｈ后每孔加入 ＭＴＴ
２０μＬ，３７℃孵４ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上
清液，加入ＤＭＳＯ１００μＬ，振荡混匀使ＭＴＴ还原产
物充分溶解后，于酶标仪检测５７０ｎｍ波长处吸收
度（Ａ）。计算细胞的生长抑制率（ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｉｏ，
ＩＲ）和ＩＣ５０。以上实验重复３次。
２４　双染法流式术检测细胞凋亡

以每孔１×１０６个Ｋ５６２的细胞量点于６孔板
中，培养 ２４ｈ。单独给药千层纸素 ６０，９０，
１２０μｍｏｌ／Ｌ，继续培养４８ｈ。收集细胞，ＰＢＳ洗３
遍，将细胞混悬于结合缓冲液５００μＬ中，依次加入
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ、ＰＩ各５μＬ，混匀，利用流式细胞术
检测细胞凋亡情况，激发波长及发射波长分别为

４８８和５３０ｎｍ。
２５　ＤＡＰＩ染色法检测细胞凋亡

以每孔１×１０６个 Ｋ５６２的细胞量点板于６孔板
中培养２４ｈ。单独给药千层纸素６０，９０，１２０μｍｏｌ／Ｌ，
继续培养４８ｈ。收集细胞，均匀涂片于盖玻片上，
室温下用 ４％多聚甲醛（ＰＢＳ配制，ｐＨ７４）固定
３０ｍｉｎ。用ＰＢＳ洗玻片３次，然后放入０２％ Ｔｒｉ
ｔｏｎＸ１００（ＰＢＳ配制）溶液中，室温下放置５ｍｉｎ，用
ＰＢＳ洗３次。用 ＤＡＰＩ（５０ｍｇ／ｍＬ）染色１０ｍｉｎ，
用ＰＢＳ洗３次，荧光显微镜观察，拍照。

３３２
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２６　免疫印迹
给予千层纸素的剂量为６０、９０和１２０μｍｏｌ／Ｌ

处理４８ｈ，收集并裂解细胞，提取细胞总蛋白，用
ＢＣＡ法对蛋白进行定量，取等量蛋白样品用１０％
ＳＤＳＰＡＧＥ进行电泳，恒压将蛋白转至醋酸纤维
膜，室温下将膜在含１％ＢＳＡ的ＰＢＳ中封闭１ｈ，按
照一定的稀释度加入各种一抗４℃孵育过夜，ＨＲＰ
标记的二抗（１∶２０００）３７℃孵育１ｈ，近红外荧光
扫描仪扫描。

２７　统计学处理
采用ＳＰＳＳ１６０统计软件，计量数据用 珋ｘ±ｓ表

示，组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

#

　结　果

３１　千层纸素对Ｋ５６２细胞增殖的影响
根据图２显示，随着给药时间和剂量的增加，

千层纸素对肿瘤细胞的生长抑制率越来越高，呈一

定的时间剂量依赖关系，在给药２４ｈ后，Ｋ５６２对
千层纸素的 ＩＣ５０为（２２５２±１０２５）μｍｏｌ／Ｌ，在给
药４８ｈ后，ＩＣ５０为（１１９３±８１２）μｍｏｌ／Ｌ。

—●—２４ｈ；—○—４８ｈ
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｏｒｏｘｙｌｉｎＡｏｎＫ５６２ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ＭＴＴａｓｓａｙＡｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｏｒｏｘｙｌｉｎＡｆｏｒ
４８ｈ，ｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３２　千层纸素对细胞超微结构的影响
电镜下观察，对照组细胞形态清晰，Ｋ５６２细胞

呈圆形，结构完整饱满，细胞核较大，核仁明显。用

６０、９０和１２０μｍｏｌ／Ｌ千层纸素处理４８ｈ后，细胞
发生了不同程度的凋亡，表现为胞质内出现大量空

泡，细胞核发生破碎，核仁变小，见图３。
３３　双染法流式术检测细胞凋亡

用６０、９０和１２０μｍｏｌ／千层纸素处理 Ｋ５６２细

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｏｆｃｅｌｌｓｃａｕｓｅｄｂｙｏｒｏｘｙｌｉｎＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｂｙｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

胞４８ｈ后，收集细胞，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染，流
式细胞术检测细胞凋亡情况，如图４（Ａ）中显示，
随着千层纸素浓度的增加，细胞凋亡率也随之增

加，１２０μｍｏｌ／Ｌ的千层纸素可以引起高达４０６％
的细胞凋亡。与对照组相比，６０、９０和１２０μｍｏｌ／Ｌ
的千层纸素处理引起的早期凋亡以及１２０μｍｏｌ／Ｌ
的千层纸素引起的晚期凋亡有显著性差异，结果具

有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），实验重复
３次，见图４（Ｂ）所示。
３４　ＤＡＰＩ染色检测细胞凋亡情况

采用ＤＡＰＩ染色实验来检测千层纸素的诱导
细胞凋亡作用。如图５所示，ＤＡＰＩ荧光染色后观
察，Ｋ５６２细胞千层纸素给药组细胞核出现明显的
凋亡现象：首先是细胞核内的染色质出现不规则凝

集，进而凝集加剧，染色质固缩为团块状，且染色质

固缩程度呈剂量依赖性，并出现凋亡小体，而加药

前细胞核呈现均匀明亮的荧光。

３５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测千层纸素凋亡相关蛋白
及ＥＲＫ蛋白表达情况

经过４８ｈ不同浓度的千层纸素处理后，免疫
印迹实验表明千层纸素可以下调凋亡相关蛋白

ｃａｓｐａｓｅ９的原型形式，上调其剪切活性形式，与
细胞存活相关的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白在千层纸素作用
下，有明显的下调（图６），而千层纸素对 ＥＲＫ蛋
白没有明显影响，而其活性形式 ｐＥＲＫ１／２明显
下调，见图 ７（Ａ）。结果显示千层纸素引起的

４３２
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Ｋ５６２凋亡作用可能与 ＥＲＫ信号通路有关，图 ７
（Ｂ）显示９０和１２０μｍｏｌ／Ｌ的千层纸素可以显著

下调ｐＥＲＫ１／２（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。

Ｆｉｇｕｒｅ４　（Ａ）Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ６０，９０，ａｎｄ１２０μｍｏｌ／ＬｏｒｏｘｙｌｉｎＡ，ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩａｓｓａｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓ（Ｂ）Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｗｉｔｈｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｏｒｏｘｙｌｉｎＡ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＮｕｃｌｅａｒｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｒｏｘｙｌｉｎＡｂｙＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ

Ｆｉｇｕｒｅ６　（Ａ）ＥｆｆｅｃｔｏｆｏｒｏｘｙｌｉｎＡｏｎｃａｓｐａｓｅ９ａｎｄｓｕｒｖｉｖｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓ（Ｂ）Ｔｈｅｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｃａｓｐａｓｅ９／βａｃｔｉｎａｎｄ
ｓｕｒｖｉｖｉｎ／βａｃｔｉｎｒａｔｉｏｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

传统中药因其毒性低，不良反应少，在肿瘤治

疗中已显露出了良好的潜能，根据国内外文献报

道，黄酮类化合物具有良好的抗感染、抗病毒、抗感

染、抗肿瘤的作用，从中药黄芩中提取的千层纸素

在肝癌、肺癌、乳腺癌等方面都有一定的抑制作

用［１０］。但对慢性粒细胞白血病的研究尚未报道，

５３２
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Ｆｉｇｕｒｅ７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｏｒｏｘｙｌｉｎＡｏｎｐＥＲＫ１／２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＲＫ１／２／βａｃｔｉｎａｎｄｐＥＲＫ１／２／βａｃｔｉｎ
ｒａｔｉｏｓ（Ｂ）珋ｘ±ｓ，ｎ＝３Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

本研究结果表明，千层纸素能明显抑制人慢性粒细

胞白血病Ｋ５６２的体外增殖，且具有明显的时间剂
量依赖性。

Ｃａｓｐａｓｅ９作为半胱氨酸蛋白酶家族的一员，
参与凋亡的级联反应，当 ｃａｓｐａｓｅ９在被药物剪切
激活时，细胞则发生凋亡［１１］，ｓｕｒｖｉｖｉｎ是凋亡蛋白
抑制剂家族的一员，在各型肿瘤中都证实其过度表

达，ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达能促进肿瘤的增殖和发展［１２］，

经本实验证实千层纸素能显著激活 Ｋ５６２中
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９，降低 ｃａｓｐａｓｅ９的原型及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
的表达。进一步的研究发现千层纸素能显著下调

ｐＥＲＫ１／２的水平，ＥＲＫ１／２作为一类丝／苏氨酸蛋
白激酶，是传递丝裂原信号的信号转导蛋白，在许

多人类的肿瘤中都可发现其过度激活，它正常定位

于胞浆，一方面接受大量来自生长因子、丝裂原、环

境刺激等的信号，另一方面通过 ＥＲＫ信号级联反
应作用于核转录因子如 ＡＰ１、ＮＦкＢ等，当磷酸化
激活后转位至胞核，调节转录因子活性，产生细胞

效应，调节着细胞的增殖、分化和存活［１３］，初步研

究发现千层纸素对 ｐＥＲＫ１／２蛋白有影响，但具体
的作用机制亟需深入研究。
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