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$$急性髓系细胞白血病$
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%是一类具有高度异质性的血液系统恶性肿

瘤( 尽管治疗方法和新技术的不断优化和发展!绝大

多数患者仍面临复发并最终死亡的结局)

#

!

!

*

( 因此!

迫切需要新的药物来提高疗效( 从传统中草药中开发

出高效低毒甚至高度特异性的靶向药物是目前临床热

点之一(

对香豆酸属于酚酸类化合物!研究发现其有很

好的抗氧化)

&

*和抗菌'抗突变活性)
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*

!但最重要的是

能抑制肿癌细胞生长!尤其对消化道肿瘤 )
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!而对

白血病的作用研究较少!因此本研究将从白花蛇舌

草中提取到的对香豆酸组合物$
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在体外对
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的作用和机制!为临床治疗白血病提供新的候选

药物(

材料与方法

#

$细胞株及培养$人髓系细胞白血病细胞株

K@BL1A

#

#

细胞株由浙江大学血液学研究所惠赠$购

自美国标准生物品收藏中心!货号#
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天换液传代
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次( 取对数

生长期细胞进行实验(
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由浙江省中医院中药制剂室

从白花蛇舌草$购自杭州萧山医药公司中药分公司!

批号#

##"&!<

%提取和制备!将全草粉碎后加乙醇萃

取!将提取物用蒸馏水溶解!利用乙酸乙酯液#液萃取!

再将提取物溶解于蒸馏水中!用
<"d

乙醇连续多次洗

脱!将乙醇馏分洗脱物收集和干燥后!用蒸馏水配成
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样品( 其中主要成分为对香豆酸 $纯度
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"对香豆酰鸡屎藤苷甲酯$纯度
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$主要试剂及仪器$二甲基亚砜$
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%购自

中国杭州化学试剂有限公司&四甲基偶氮唑蓝 $

,**
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及碘化丙啶$
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%试剂盒购自美国
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TA565QAF@6 )M

#
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公司( 细胞培养箱购自美国
c531@ -FA.M0AN

#
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公司&荧光倒置显微镜购自日本
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公司&垂直

电泳及转膜装置购自美国
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比色法检测细胞增殖抑制情况$取对

数生长期
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分别加入
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置于培养箱中孵育
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和
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后!每孔加入
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工作液!
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!

'饱和湿度的培养箱中继

续培养
; S

!

& """ 3 I1AM

离心
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!弃上清!加入二

甲基亚砜$

G,-H

%

!"" !RI

孔!待蓝紫色甲
!

充分溶解

后!于紫外分光光度仪测
=$" M1

处吸光度值$

HG

值%( 按照公式计算细胞存活率#细胞存活率$

d

%

f

$处理组
HG

值
I

对照组
HG

值% '

#""d

( 实验重复
&

次!设复孔
;

个!取平均值为最终结果( 用
R5QA0

法计

算半数抑制浓度$
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荧光染色检测细胞凋亡$取对数

生长期
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进行实验!将
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!设置空白组!作用于
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后!收集空白组及药物处理组细胞!离心!

VT-

洗

涤
!

次!弃上清!各加入
;d

甲醛
!"" "R

分别移至
?V

管!放入培养箱中
&" 1AM

( 离心弃甲醛!用移液器在

干净玻璃片上涂单层细胞!待涂层干燥后!

VT-

摇床

洗
&

次!每次
#" 1AM

! 用含
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的
VT-

在摇

床上透化
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摇床洗
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!每张玻片用
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染液均

匀滴涂于细胞涂层!避光反应
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( 弃
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别用低倍$
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'%'高倍$
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'%'油镜$
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'%观察并拍

照( 每张片随机选取
&
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%表达( 总蛋白提取后!按
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法测蛋白浓度!取
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蛋白样品与
!
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样缓冲液等体积混合!煮沸变性
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后进行
#""

'

#!"

或
#=" QIR

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离!电转移至
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膜上!室温封闭
# S

!立即加入一抗溶液!平缓摇

动!

;

&过夜!室温下加二抗溶液孵育
# S

( 以
!

#
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作为内参照!显影参照
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试剂盒说明书操作!用

)VV

光密度分析软件进行分析!以目的条带与
!
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灰度值的比值表示目的蛋白的表达水平!各实验均重

复
&
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显示的蛋白条带扫描后用
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!

#

软件进行量化分析!其灰度用
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值

计算(

=

$统计学方法$实验数据采用
-V-- #$

!

"

软

件分析!计量资料用
Z

)

B

表示( 方差齐性检验后!

组内多组间比较采用单因素方差分析!组间两两比

较时采用
-8K

#

e

检验!

V X "

!

"=

为差异有统计学

意义(

结$$果

#

$各组
K@BL1A

#

#

细胞株存活率比较$图
#
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"

!
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'
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!
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'

"

!
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'

"

!

#" 1QI1R

%作用
!; S

和
;> S

后!不同浓度的

*'OG+

均可抑制细胞增殖!随着
*'OG+

浓度增加

或作用时间延长!对
K@BL1A

#

#

细胞增殖抑制作用加

强!抑制作用呈现出时间 "浓度依赖关系 $

3 f

"

!

%<!

%(

*'OG+

作用后的
K@BL1A

#

#

细胞!存活率

与空白组比较明显下降$

V X "

!

"#

!

V X "

!

"=

%( 且相

同浓度$

"

!

"< W"

!

#" 1QI1R

%时!作用
;> S

的细胞存

活率比作用
!; S

的也明显降低 $

V X "

!

"#

!

V X

"

!

"=

%(

$$注#与空白组比较!

!

V X"

!

"=

!

!!

V X"

!

"#

&与同浓度
!;

S

组比较!

"

V X"

!

"=

!

""

V X"

!

"#

图
#

%各浓度
*'OG+

组
K@BL1A

#

#

细胞株增殖

抑制作用比较

!

$各组
K@BL1A

#

#

细胞株凋亡形态学结果$图
!

%

荧光显微镜下发现空白组细胞内几乎未见蓝色荧光增

强的凋亡小体!而在实验组中!随着药物浓度增加!凋

亡小体逐渐增多(

&

$各组
K@BL1A

#

#

细胞
'@B/@B.

家族蛋白表达比

较$图
&

!表
#

%$与空白组比较!

*'OG+

#

"

!

"! 1QI1R

组
'@B/@B.

#
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升高$
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!
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!
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#
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#
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升高 $

V X "
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!
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!
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组
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'
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#

&

'

'@B/@B.

#

>
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#

%

'
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#

'

表达升高 $

V X

"

!
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!
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!
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$$注#

U

为空白组&

T

为
*'OG+"

!

"! 1QI1R

组&

'

为
*'OG+"

!

"; 1QI1R

组&

G

为
*'OG+"

!

"< 1QI1R

组&箭头所示为凋亡

小体

图
!

%各组
K@BL1A

#

#

细胞株凋亡形态学结果$$
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细胞凋亡抑制蛋白表达比较
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组
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'
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'
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'
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细胞凋亡抑制蛋白表达
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$各组
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,UVKB

信号转导通路

蛋白表达比较 $表
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%各组
K@BL1A

#

#

细胞
,UVKB

信号

转导通路蛋白表达

挥效应的关键( 本研究显示!

*'OG+

作用于
K@BL

#

1A

#

#

细胞后!细胞株的生存率较空白组降低 $

V X

"

!

"#

%!

"

!

# 1QI1R *'OG+

作用
K@BL1A

#

#

细胞
!;

和
;> S

的抑制率达
<"d

以上( 提示
*'OG+

可抑制

白血病
K@BL1A

#

#

细胞株增殖!并表现为剂量 "时间

效应(

诱导白血病细胞凋亡是治疗白血病的一条可行途

径(

"

!

"! W"

!

"< 1QI1R *'OG+

作用于
K@BL1A

#

#

细胞
!; S

后!

O5FS.B0&&!=>

染色检测提示在细胞形

态学所呈现出的典型凋亡特征性改变!即核染色质凝

集成团块状或凋亡小体!提示
*'OG+

可诱导
K@BL

#

1A

#

#

细胞发生凋亡!且细胞的凋亡率随着
*'OG+

浓

度的增加而升高!因此
*'OG+

抑制
K@BL1A

#

#

细胞

增殖的机制之一是诱导细胞凋亡(

细胞凋亡过程中
'@B/@B.

蛋白酶的级联激活是

关键!而
'@B/@B.

#

&

是执行者!它的激活标志着凋亡

进入不可逆阶段)

$

*

!

TF6

#

!

家族蛋白和
)UVB

家族蛋白

是主要控制因素( 本研究发现经
*'OG+

处理后!细

胞中
'@B/@B.

#

&

明显激活!并呈浓度依懒性( 而上一

级联中的
'@B/@B.

#

>

'

'@B/@B.

#

%

的激活!提示了

*'OG+

诱导
K@BL1A

#

#

细胞凋亡过程中!细胞凋亡

的外源途径和内源途径均参与其中(

内源性细胞凋亡途径主要由线粒体介导!可以通

过
TF6

#

!

凋亡蛋白家族调控( 本研究发现
*'OG+

对

K@BL1A

#

#

细胞作用后
TF6

#

!

家族中抗凋亡蛋白
TF6

#

!

'

TF6

#

\R

'

,F6

#

#

下调明显!而促凋亡蛋白
T@Y

和

T@Z

显著上调( 尤其是
,F6

#

#

在造血干细胞生存中

起着关键作用 )

>

*

!有研究已经发现当
,F6

#

#

过度表达

时!肿瘤细胞对临床上广泛应用的抗肿瘤药物易产生

耐药作用)

%

*

!因此
*'OG+

在促进
,F6

#

#

下调诱导细

胞凋亡的同时!可能还能克服肿瘤细胞耐药作用的发

生( 另外笔者还发现促凋亡蛋白
TA1

水平下调!相关

文献报道其能与所有的抗凋亡
TF6

#

!

家族蛋白结合!

也可直接与
T@Z

或
T@Y

结合后诱导其聚合促进凋

亡)

#"

*

( 而
TA1

在
*'OG+

诱导白血病细胞株
K@BL

#

1A

#

#

凋亡过程中所发挥的具体作用还有待深入研究(

凋亡抑制蛋白
)UVB

家族成员在血液系统恶性肿

瘤的发生发展中起到了关键作用)

##

!

#!

*

(

)UVB

主要是

通过抑制
'@B/@B.

家族中的
'@B/@B.

#

&

'#

%

的活性

来达到抑制细胞凋亡的作用( 其中
\)UV

被认为与白

血病细胞产生耐药有关!并在白血病细胞中常常过度

表达)

#&

*

( 本研究观测到!

*'OG+

作用于
K@BL1A

#

#

细胞
!; S

后!细胞内
\)UV

'

')UV#

'

')UV!

和
-L3

#

]A]AM

蛋白的表达减少!而促凋亡蛋白
-1@F

表达增

加!且呈浓度依耐性!表明
*'OG+

可能通过增加

-1@F

的表达!降低凋亡抑制蛋白
\)UV

'

')UV#

'

')UV!

和
-L3]A]AM

的水平!从而诱导白血病细胞凋

亡( 对
\)UV

蛋白的影响!还提示
*'OG+

可能存在

降低肿瘤细胞的凋亡阈!增加药物敏感性并克服耐药

的作用(

,UVK

成员中有很多与血液系统肿瘤密切相关!如
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(8K

入核后激活相应转录因子后能诱导死亡配体的表

达!启动死亡受体途径的细胞凋亡!而
V&>

则可启动
F

#

1CF

等原癌基因转录!诱导凋亡执行蛋白的表达(

(@M05]

+

-

等)

#;

*在鼠白血病
R#!#"

细胞中发现!氨

基乙酰喹啉通过激活
/&>,UVK

信号通路可诱导细

胞凋亡( 本次研究发现
*'OG+

处理过的
K@BL1A

#

#

细胞中!不仅
/

#

?[K

的表达上调!使活化型的
(8K

和

/

#

V&>

增多!而且
?[K

的上游
[@B

蛋白表达也随药

物浓度增加而逐渐上调!据此初步认识到
*'OG+

诱

导白血病细胞凋亡的机制中!

,UVK

信号通路有明显

改变!提示
*'OG+

可能通过协同活化
,UVK

信号通

路进而抑制
K@BL1A

#

#

细胞增殖以及促进其凋亡(

综上所述!本研究证实了
*'OG+

可以明显抑制

K@BL1A

#

#

细胞增殖并诱导凋亡!其机制与下调抗凋

亡蛋白$

TF6

#

!

'

TF6

#

\R

及
,F6

#

#

%以及凋亡抑制蛋白

$

\)UV

'

')UV#

'

')UV!

和
-L3]A]AM

%和激活
,UVKB

信通路有关( 但本研究仅以对
*'OG+

在体外的作

用进行了研究!其在生物体内对细胞凋亡影响尚需进

一步研究(
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