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摘　要　初步研究一种天然植物抗菌液（ＰＡＭｓ）对白血病Ｋ５６２细胞的杀伤作用及抗肿瘤分子作用机制。ＭＴＴ法确定
ＰＡＭｓ对Ｋ５６２细胞的增殖抑制作用和具有的浓度和时间依赖性；ＡＯＥＢ双染、ＡｎｎｅｘｉｎＦＩＴＣ／ＰＩ流式细胞仪染色观察显示
ＰＡＭｓ对Ｋ５６２细胞的杀伤作用与细胞凋亡相关，这也被进一步的分子水平与酶活力检测所证实。ＦＱＰＣＲ基因表达检测发
现，ＰＡＭｓ处理后，Ｋ５６２细胞株中 ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９、ｂａｘ等促凋亡相关基因有所上升，而抑制凋亡基因 ｂｃｌ２表达下降，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测到ＰＡＭｓ上调ｃａｓｐａｓｅ３的表达量，同时下调抑制凋亡蛋白 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达。这也与 ｃａｓｐａｓｅ酶活性测定
结果相一致，ＰＡＭｓ处理后的Ｋ５６２，其ｃａｓｐａｓｅ３、９活性均有所上升。所有这些结果一方面揭示ＰＡＭｓ对白血病Ｋ５６２细胞
株具有强的杀伤作用，同时在形态和分子水平揭示其抗肿瘤抑制作用途径与诱导细胞凋亡的密切相关性，为ＰＡＭｓ作为抗
白血病抗肿瘤中药的研发提供参考。
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　　白血病是一种异质群体疾病，源于造血细胞的
畸变，主要包括急（慢）性淋巴性白血病、急（慢）性

骨髓性白血病等［１］，近年来其发病率逐年增加。

在我国，白血病致死率在肿瘤中位居前列，在儿童

及３５岁以下人群中致死率排名第一［２］。目前白血

病的治疗方法主要包括放疗、化疗、分子靶向治疗、

生物治疗和干细胞移植等［３］。尽管白血病发病机

制的研究取得了长足的进步，临床治疗也得到了较

大改善，但白血病整体治疗效果不尽如人意［４］。

化疗作为治疗白血病最主要的方法之一，虽能快速

杀死肿瘤细胞，但不良反应明显，对机体的免疫力

也有损伤，存在预后差，病死率较高等不足［５］。因

此，寻找高效、低不良反应的可用于包括白血病在

内的各种肿瘤的抗癌药物或新型治疗方法是摆在

基础和临床工作者面前的重大课题。

天然植物抗菌液（ＰＡＭｓ）是云南民族医药研
究所股份有限公司从红花、紫草、刺天茄、芸香草等

多种传统中草药中提取制备的一种复方产品。前

期研究发现，ＰＡＭｓ除了具有抗菌消毒、创口愈合、皮
肤溃烂修复、消炎止痛等作用外，该产品在抗肿瘤方

面也效果显著，对白血病、肝癌、乳腺癌、肺癌、胃癌

等所有检测的十多种肿瘤细胞株均具有很强的体外

杀伤作用，并且体内实验表明，ＰＡＭｓ能够有效抑制
小鼠Ｂ１６黑色素瘤模型的生长，显示了其作为现代
中药在抗肿瘤领域潜在的巨大前景与优势。但

ＰＡＭｓ是一种药用植物源复方产品，其功效成分复
杂、抗肿瘤作用机制尚不清楚。本研究以造血系统

恶性肿瘤白血病为研究对象，采用ＭＴＴ法、琼脂糖
集落实验、ＡＯＥＢ细胞双染、ＡｎｎｅｘｉｎＦＩＴＣ／ＰＩ染色、
酶活性检测、荧光定量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）以及Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ等多种技术与方法，初步研究和揭示 ＰＡＭｓ对
白血病 Ｋ５６２细胞的杀伤作用及抗肿瘤分子作用
机制，期望为ＰＡＭｓ作为抗白血病等多种肿瘤中药
研发提供重要的前期工作基础与参考。

!

　材　料

１１　细胞、药品和试剂
人慢性髓系白血病Ｋ５６２细胞株（四川大学华

西医学院血液科惠赠）；天然植物抗菌液［ＰＡＭｓ，
云南普洱丹州制药股份有限公司，（云）卫消证字

［２０１１］第０００４号，执行标准 Ｑ／ＹＰＤＺ０１２０１３，产
品批号：２０１４０９０１，授权专利号２０１１１０３９３０３３３］；
ＡＯＥＢ双染、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒
（南京凯基生物科技发展有限公司）；ｃａｓｐａｓｅ３、
ｃａｓｐａｓｅ９活性检测试剂盒，抗ｃａｓｐａｓｅ３、ｓｕｒｖｉｖｉｎ兔
单克隆抗体（碧云天生物技术公司）；Ｔｏｔａｌ总 ＲＮＡ
提取试剂盒（美国Ｏｍｅｇａ公司）；胎牛血清、反转录
试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＦａｓｔＳｔａｒｔＤＮＡＥｓ
ｓｅｎｔｉａｌＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ荧光定量试剂盒（上海罗氏制
药有限公司）。

１２　仪　器
ＡｃｃｕｒｉＣ６流式细胞仪（美国 ＢＤ生物公司）；

Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ９６实时荧光定量 ＰＣＲ仪（瑞士罗氏公
司）；酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司）；垂直蛋白电泳
仪、半干式转膜仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

"

　方　法

２１　ＰＡＭｓ的制备
分别对红花、紫草、刺天茄和芸香草等民间药用

植物进行采集、鉴定与干燥。依次取红花３００ｇ、
紫草２５０ｇ、刺天茄１５０ｇ和芸香草１５０ｇ，混合
研磨后用７５％乙醇室温暗处理浸提７ｄ，过滤后收
集初滤液，将滤渣再与７５％乙醇混合浸提并收集
二次滤液；合并初、二次滤液，定容至１Ｌ并储存于
４℃冰箱备用（终产品乙醇含量５０％），ＰＡＭｓ活性
成分以总生物碱含量为质量控制标准。

２２　细胞培养
人慢性髓系白血病 Ｋ５６２细胞株引自四川大

学华西医学院血液科，由本实验室保种传代，培养

在含１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００Ｕ／ｍＬ链霉素、１０％胎
牛血清的ＤＭＥＭ培养基中，置于３７℃、５％ ＣＯ２及
饱和湿度下的细胞培养箱中培养。

２３　ＭＴＴ法检测细胞活力
取Ｋ５６２对数生长期细胞，按每孔５×１０３个细

胞加入９６孔培养板，用培养基分别稀释 ＰＡＭｓ分
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数为２％、３％、４％和５％，每个浓度设６个复孔，另
设空白对照组和相应浓度的乙醇对照组。置于培

养箱中（３７℃，５％ ＣＯ２）分别培养２４和４８ｈ后，
每孔加入 ＭＴＴ溶液２０μＬ；继续培养４ｈ后，加入
１０％的ＳＤＳ（ｐＨ４５），每孔１００μＬ，于３７℃放置
过夜，测定各孔Ａ５７０。按如下公式计算细胞增殖抑
制率＝［（Ａ５７０，ｃｏｎｔｒｏｌ－Ａ５７０，ＰＡＭｓ）／Ａ５７０，ｃｏｎｔｒｏｌ］×１００％。
２４　软琼脂培养克隆形成实验

将Ｋ５６２细胞置于３％ ＰＡＭｓ浓度下分别培养
２４和４８ｈ，然后用含２０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养
基悬浮细胞。按１∶１比例使１２％的琼脂糖和２×
ＤＭＥＭ培养基（含有２×抗生素和２０％的胎牛血
清）混合后，取混合液３ｍＬ注入直径６ｃｍ平皿中，
冷却凝固作为底层琼脂，放入 ＣＯ２培养箱中备用。
按１∶１比例使０６％琼脂糖和２×ＤＭＥＭ培养基在
无菌试管中相混以后，再向管中注入 ０２ｍＬ，约
２０００个细胞。待上层琼脂凝固后，置于３７℃、５％
ＣＯ２温箱中培养１０～１４ｄ，结晶紫染色冲洗后，将
平皿置于倒置显微镜下观察拍照。

２５　吖啶橙／溴化乙锭（ＡＯ／ＥＢ）双染
取对数生长期细胞，３％ＰＡＭｓ分别作用２４和

４８ｈ后，收集对照组和 ＰＡＭｓ处理组细胞，ＰＢＳ洗
涤细胞两次，配成终浓度为每毫升含５×１０５个细
胞的悬液；将 ＡＯ和 ＥＢ工作液等体积混合，加入
ＡＯＥＢ混合液１μＬ到细胞悬液２５μＬ中，轻轻混
匀后置于载玻片上，加盖玻片，荧光显微镜下观察

和拍照。

２６　细胞凋亡率检测
取对数生长期细胞，设置 ＰＡＭｓ药物浓度为

３％、４％、５％，分别作用２４和４８ｈ后，收集对照组和
实验组细胞，ＰＢＳ充分洗涤后，取总数为１×１０５～
５×１０５个细胞；用结合缓冲液５００μＬ悬浮细胞，分
别加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ各５μＬ混匀，室温避
光孵育５～１５ｍｉｎ，１ｈ内上流式细胞仪检测分析，
重复３次。
２７　ＦＱＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达

取对数生长期细胞，３％ＰＡＭｓ分别作用２４和
４８ｈ，采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取样本总 ＲＮＡ，按照
ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＭＭＬＶ第一链合成试剂盒说明书合成
ｃＤＮＡ。ＦＱＰＣＲ参照 ＦａｓｔＳｔａｒｔＤＮＡＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ
试剂盒手册说明操作，在 Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ９６仪器上完
成，重复３次。检测的基因及内参 βａｃｔｉｎ引物信

息如表１所示。

Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎＦＱＰＣＲ

Ｔａｒｇｅｔｅｄｇｅｎｅｓ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ｔｏ３′） Ｔｍ／°Ｃ
ｃａｓｐａｓｅ３ Ｆ：ＴＧＧＴＴＣＡＴＣＣＡＧＴＣＧＣＴＴＴＧ

Ｒ：ＴＴＣＴＧＴＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＣＧＧ
５８

ｃａｓｐａｓｅ９ Ｆ：ＣＧＡＡＣＴＡＡＣＡＧＧＣＡＡＧＣＡＧＣ
Ｒ：ＣＡＣＣＧＡＣＡＴＣＡＣＣＡＡＡＴＣＣＴＣ

６０

ｂａｘ Ｆ：ＴＧＧＣＡＧＣＴＧＡＣＡＴＧＴＴＴＴＣＴＧＡＣ
Ｒ：ＴＣＡＣＣＣＡＡＣＣＡＣＣＣＴＧＧＴＣＴＴ

６０

ｂｃｌ２ Ｆ：ＴＴＴＧＡＧＴＴＣＧＧＴＧＧＧＧＴＣＡＴ
Ｒ：ＴＧＡＣＴＴＣＡＣＴＴＧＴＧＧＣＣＣＡＧ

６０

βａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ
Ｒ：ＣＡＧＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧ

６０

２８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ｃａｓｐａｓｅ３、ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达
分别收集３％ ＰＡＭｓ处理０、２４和４８ｈ的各组

活细胞１×１０７个，提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋
白浓度。取待测蛋白 ４０μｇ，经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、
ＰＶＤＦ膜电转，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，室温下分别与
抗ｃａｓｐａｓｅ３、ｓｕｒｖｉｖｉｎ兔单克隆抗体４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ漂洗后加入二抗常温孵育２ｈ，洗膜后ＥＣＬ显
色曝光。重复３次，ＩｍａｇｅＪ软件计算灰度比值。
２９　ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９活性检测

３％ＰＡＭｓ分别作用２４和４８ｈ后，收集细胞，
ＰＢＳ洗涤后，２×１０６个细胞加入裂解液１００μＬ，重
悬沉淀，冰浴裂解１５ｍｉｎ。４℃，２００００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ将上清转移到冰浴预冷的离心管中，按照
试剂盒说明书设置反应体系，测定样品 Ａ４０５吸收
度。实验重复３次，与对照组相比分析ＰＡＭｓ处理
组的吸收度与酶活性变化。

２１０　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１３０软件对所得数据进行统计处

理，数据用 珋ｘ±ｓ表示。多组间比较采用单因素方
差分析，两两比较采用ｔ检验。

#

　结　果

３１　ＰＡＭｓ体外抑制Ｋ５６２细胞的生长
经过ＰＡＭｓ处理后的 Ｋ５６２细胞与对照组相

比，形态学发生显著的变化（图１Ａ），未处理的细
胞为圆形，呈葡萄串珠状，而ＰＡＭｓ作用后的细胞，
随着处理浓度和时间的增加，细胞分布分散，细胞

形态发生改变，细胞内颗粒增多，细胞破碎。ＭＴＴ
测定结果表明，ＰＡＭｓ各处理组对 Ｋ５６２细胞的增
殖呈现强的抑制与杀伤作用，与空白对照组相比，

差异均极其显著（Ｐ＜００１），且呈现一定的浓度和
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时间依赖性。其中，４％和 ５％浓度的 ＰＡＭｓ处理
４８ｈ，对 Ｋ５６２细胞杀伤率分别达到 ８５９％和
９９７％。结果见图 １Ｂ。而相应浓度的乙醇对照

组细胞的增殖和形态上与空白组对照相比无明显

变化（数据未给出），因此后续实验中未将乙醇纳

入实验变量。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄｋｉｌｌｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｎａｔｕｒａｌｐｌａｎｔａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＰＡＭｓ）ｔｏＫ５６２ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＡＭｓａｔ２４ｈａｎｄ４８ｈｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｕｎｄｅｒａｎｉｎｖｅｒｔｅｄｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×１００）；
Ｂ：ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＰＡＭｓｔｏＫ５６２ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＭＴＴ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３２　ＰＡＭｓ对Ｋ５６２细胞集落形成的影响
软琼脂集落形成是测试细胞恶性程度的重要

指标。从琼脂糖集落形成实验的结果可见，与对照

相比，ＰＡＭｓ处理组琼脂糖集落形成能力降低，表
现为集落数目减少，形状减小（白色箭头所示）。

ＰＡＭｓ作用Ｋ５６２细胞４８ｈ，几乎看不到集落的产
生，见图２。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＡＭｓ
（×１００）
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：３％ ＰＡＭｓｆｏｒ２４ｈ；Ｃ：３％ ＰＡＭｓｆｏｒ４８ｈ

３３　ＰＡＭｓ处理后Ｋ５６２细胞形态学观察
为了探究 ＰＡＭｓ处理对 Ｋ５６２细胞的作用机

制，本研究首先采用 ＡＯ／ＥＢ荧光双染方法观察细
胞形态的变化。ＡＯ可透过活细胞膜，将细胞核染
上绿色荧光；ＥＢ仅能透过破损的细胞膜，使细胞核
呈现橙色荧光。经过ＰＡＭｓ作用后的Ｋ５６２细胞与

对照组相比，部分细胞形态学上发生了显著的变

化。未处理的细胞呈圆形，经蓝色激发光激发后，

呈现均一的绿色荧光，核膜和细胞膜均完整，核质

体被均匀染成绿色，大小形状较单一；而 ＰＡＭｓ处
理后，部分细胞形状出现不规则变化，核染色质呈

橘红色，并且呈固缩状或圆珠状，具有典型的凋亡

特征，并且随着 ＰＡＭｓ作用时间的增加，具有凋亡
特征的细胞数目也逐渐增多，见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＡＯ／ＥＢｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ３％ ＰＡＭｓ
（×２００）
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：２４ｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ；；Ｃ：４８ｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３４　流式细胞术检测 ＰＡＭｓ对 Ｋ５６２细胞凋亡的
影响

为了进一步验证ＰＡＭｓ对Ｋ５６２细胞的杀伤作
用是否与细胞凋亡相关，本研究对各组细胞进行

ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染，通过流式细胞术进行检测。
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Ａｎｎｅｘｉｎ是一种钙离子依赖性磷脂结合蛋白，可与
早期凋亡细胞细胞膜外翻的脂酰丝氨酸结合，作为

细胞早期凋亡的灵敏指标之一；而 ＰＩ是一种核酸
染料，不能透过完整的细胞膜，但能透过凋亡中晚

期的细胞和死细胞，因此，两者匹配使用，即能将处

于不同凋亡时期的细胞区分开来。实验结果表明，

３％、４％、５％的ＰＡＭｓ作用细胞２４和４８ｈ，细胞凋
亡数目显著增加，细胞凋亡率呈时间和剂量依赖

性：２４ｈ时，对照组细胞凋亡率为零，ＰＡＭｓ组细胞
凋亡率分别为 ３％ ＰＡＭｓ（８９±２％）％，４％
ＰＡＭｓ（１９７±３６）％ 和 ５％ ＰＡＭｓ（２０３±
６％）％；４８ｈ时，对照组凋亡 率 为 （４８±
２％）％，ＰＡＭｓ各组细胞凋亡率分别为３％ ＰＡＭｓ
（３０７±７％）％，４％ ＰＡＭｓ（６７４±１８８）％和
５％ ＰＡＭｓ（８０７±１９７）％。不同浓度 ＰＡＭｓ与对
照组比较，差异极其显著（Ｐ＜００１）。见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＡＭｓｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ＦＣＭ）；Ｂ：ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＡＭｓａｔ２４ｈａｎｄ４８ｈｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３５　ＰＡＭｓ诱导 Ｋ５６２细胞凋亡的蛋白与分子水
平检测

在凋亡细胞形态学检测与分析的基础上，针对

ＰＡＭｓ诱导 Ｋ５６２细胞凋亡，本研究进一步在凋亡
相关基因和蛋白（酶活性）水平检测细胞内分子水

平的变化，以确认其与细胞凋亡的密切相关性。本

研究首先采用ＦＱＰＣＲ检测ＰＡＭｓ处理Ｋ５６２细胞
后与凋亡相关多个基因在 ｍＲＮＡ水平的表达变化
情况，结果发现，３％ ＰＡＭｓ作用Ｋ５６２细胞２４、４８ｈ
后，与对照组相比，ＰＡＭｓ组中促凋亡基因 ｃａｓｐａｓｅ
３、ｃａｓｐａｓｅ９、ｂａｘ的 ｍＲＮＡ表达都有很大程度的升
高，差异极显著（Ｐ＜００１）；而抑制凋亡基因 ｂｃｌ２
的表达量，与对照组相比，则有相当程度的下降，差

异极显著（Ｐ＜００１），见图５Ａ。接着本研究在蛋
白水平进行了 ｃａｓｐａｓｅ３和抑制凋亡蛋白 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
表达变化的检测，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组
相比，经３％ ＰＡＭｓ分别作用Ｋ５６２细胞２４和４８ｈ
后，ｃａｓｐａｓｅ３被活化，表达量增加，与 ｍＲＮＡ表达
结果一致，而抑制凋亡蛋白 ｓｕｒｖｉｖｉｎ则急剧下降，
见图５Ｂ，Ｃ。最后，本研究在细胞酶活性水平检测

了与凋亡密切相关的ｃａｓｐａｓｅ家族中比较重要的两
种酶ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９的活性，从图５Ｄ可见，
与对照组相比，ＰＡＭｓ组细胞内 ２４ｈ和 ４８ｈ
ｃａｓｐａｓｅ３活性分别增至 １２５％和 １４５％；ｃａｓｐａｓｅ９
活性则分别增至１１７％和１４０％，都有小幅度上升，
统计分析差异显著（Ｐ＜００５），并且４８ｈ组活性高
于２４ｈ组，该结果也与 ＦＱＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
论相吻合。

'

　讨　论

药用植物是新药研发的重要来源，超过一半的

新化合物直接或间接来源于天然植物，一些从中药

中提取的活性成分已被证明具有抗肿瘤活性。天

然植物抗菌液 ＰＡＭｓ是由多种传统的中草药如红
花、紫草等经乙醇提取精制而成。其中，红花已被

确认具有抗肿瘤作用，徐国钧等［６］证明红花７０％
乙醇提取液对白血病细胞体外实验具抑制作用。

紫草为传统中药，具有广泛的药理作用，研究发现，

紫草的主要成分紫草素以及紫草素衍生物可以通

过ｃａｓｐａｓｅ依赖性机制诱导肿瘤细胞的凋亡。
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Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＡＭｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＦＱＰＣＲｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ３％ＰＡＭｓ；Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓｏｆｔｏｔａｌｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍＫ５６２ｃｅｌｌｓ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＰＡＭｓ；Ｃ：Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ３％ ＰＡＭｓｒｅｌａｔｉｖｅｔｏｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ；Ｄ：Ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆ
ｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｃａｓｐａｓｅ９
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　本研究结果显示，ＡＯＥＢ染色可见 Ｋ５６２细胞
凋亡特征性的改变，流式细胞术检测进一步确认

ＰＡＭｓ以时间和剂量依赖的方式诱导 Ｋ５６２细胞凋
亡，这些结果都证明了 ＰＡＭｓ对 Ｋ５６２杀伤作用与
诱导细胞凋亡有关。

细胞凋亡涉及多个信号通路，ｂｃｌ２家族是一
类重要的凋亡调节家族，其中 ｂｃｌ２是一种典型的
抑制凋亡基因，而 ｂａｘ则可以促进细胞凋亡［７－８］。

ｂｃｌ２基因家族在 ｃａｓｐａｓｅｓ的激活中扮演了重要角
色。在细胞凋亡信号的刺激下，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比率降
低，调节细胞色素Ｃ的释放，细胞色素 Ｃ募集并激
活主要的凋亡启动分子之一 ｃａｓｐａｓｅ９，继而激活
ｃａｓｐａｓｅ３［９］。ｃａｓｐａｓｅ３是ｃａｓｐａｓｅ家族中的最重要
的凋亡执行者之一，是细胞凋亡过程中的主要效应

因子，能够被线粒体途径和死亡受体途径所激

活［１０］。活化的 ｃａｓｐａｓｅ３能够裂解 ＤＮＡ，使 ＤＮＡ
片段化从而诱导细胞凋亡［１１］。ｓｕｒｖｉｖｉｎ属于凋亡
抑制蛋白家族ＩＡＰｓ中的一员，能够抑制细胞凋亡，
促进细胞的增殖［１２］，可以通过抑制 ｃａｓｐａｓｅ３、
ｃａｓｐａｓｅ９阻碍细胞凋亡［１３－１４］。本研究中，ＦＱＰＣＲ
分析表明ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９和 ｂａｘｍＲＮＡ等细胞
凋亡促进基因的 ｍＲＮＡ表达均呈上调趋势，而抑

制凋亡基因 ｂｃｌ２的表达较对照组则有显著的下
降。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果也显示了ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达
量的增加和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的下降。进一步的
酶活性检测也与上述结果一致，ＰＡＭｓ作用后的
Ｋ５６２细胞中ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９被激活，与对照组
相比，药物作用２４和４８ｈ后，ｃａｓｐａｓｅ３、９活性都
呈显著性上升。

综合以上研究结果，认为ＰＡＭｓ抗白血病机制
与细胞凋亡密切相关，与 ｃａｓｐａｓｅ家族，Ｂｃｌ２家族
以及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ等多个基因变化有关。由于细胞凋
亡是一个多阶段、多系统参与的极其复杂的过程，

其具体信号通路还需要更深入的研究。同时，必须

意识到，由于 ＰＡＭｓ组分的复杂性，其对癌细胞株
的杀伤作用可能存在多种机制。实验过程中也发

现，部分Ｋ５６２细胞在 ＰＡＭｓ作用后出现细胞膜破
损，细胞变成碎片等细胞直接死亡特征。ＰＡＭｓ对
肿瘤细胞的毒性可能存在多种途径，需要进一步研

究验证。
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