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植物鞘氨醇诱导白血病细胞凋亡的作用及机制研究
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　　［摘要］　目的　初步探讨植物鞘氨醇（ｐｈｙｔｏｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ，ＰＨＳ）对白血病细胞凋亡的影响及其可能
机制。方法　采用人白血病细胞株Ｋ５６２及ＳＵＰＢ１５作为研究模型，ＣＣＫ８法检测细胞活力，ＥｄＵ检测
细胞ＤＮＡ合成能力，ＲＮＡｓｅｑ检测ＰＨＳ处理后差异表达基因，ＧＯ功能富集及 ＫＥＧＧ信号通路富集分
析ＰＨＳ可能作用的分子途径，ＣＴＤ数据库和 ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ软件对 ＰＨＳ进行反向找靶，Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
Ｓｔｕｄｉｏ软件对ＰＨＳ和ＢＣＬ２进行分子对接，流式细胞术检测细胞凋亡变化，ＪＣ１染色检测线粒体膜电
位变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关分子蛋白水平表达变化。结果　ＰＨＳ能抑制Ｋ５６２和ＳＵＰＢ１５细胞
增殖，且呈剂量和时间依赖性。ＰＨＳ的半数抑制浓度在 Ｋ５６２细胞中分别为 １７．６７μｍｏｌ／Ｌ（２４ｈ）和
１２．５２μｍｏｌ／Ｌ（４８ｈ），在 ＳＵＰＢ１５细胞中分别为 １７．５８μｍｏｌ／Ｌ（２４ｈ）和 １４．８６μｍｏｌ／Ｌ（４８ｈ）。
２０μｍｏｌ／ＬＰＨＳ作用白血病细胞４８ｈ后，能显著抑制细胞ＤＮＡ的合成（Ｐ＜０．０５）。对ＰＨＳ作用于Ｋ５６２
细胞后差异基因进行ＧＯ富集分析发现 ＰＨＳ可能参与细胞凋亡正向调控、细胞质膜及组分、激酶结合
与活性等生物功能。反向找靶结果提示，ＢＣＬ２作为ＰＨＳ作用靶点的可能性最高。ＰＨＳ作用白血病细
胞４８ｈ后细胞凋亡率显著增加（Ｐ＜０．０５），呈剂量依赖性；线粒体膜电位下降，抗凋亡蛋白 ＢＣＬ２表达
下调（Ｐ＜０．０５），Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３及Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达上调（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＨＳ诱导白血
病细胞发生线粒体依赖性细胞凋亡，抑制白血病细胞增殖，并可能与ＰＨＳ／ＢＣＬ２结合体有关。
　　［关键词］　植物鞘氨醇；白血病；细胞凋亡；转录组分析
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１４９７０５８８７５＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　白血病是一种以造血干细胞／祖细胞的恶性增殖
和分化阻滞为主要特征的造血系统恶性肿瘤［１］。目

前治疗手段主要包括化疗、造血干细胞移植、靶向治

疗、细胞治疗等［２－４］。尽管这些方法能够缓解病情，但

都存在一定的局限性，尤其是对老年患者，远期预后更

差，２年总生存率仅为 ２０％～４０％［５－６］。因此，积极寻
找白血病新的治疗靶点及高效低毒的药物，突破现

行治疗瓶颈，改善其治疗效果是当前亟待解决的关

键问题。

　　鞘脂是生物膜的重要组成成分，包含神经酰胺
（ｃｅｒａｍｉｄｅ，Ｃｅｒ）、鞘氨醇（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ，Ｓｐｈ）和鞘氨醇
１磷酸（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｓ１Ｐ）等［７－８］。鞘脂及

其代谢物是一类重要的活性分子，参与多种细胞过程，

包括细胞增殖、细胞周期调节、炎症信号通路和细胞死

亡［９－１１］。鞘脂类物质与肿瘤的发生发展相关。其中，

Ｃｅｒ被认为是一种“肿瘤抑制性脂质”，可以调节细胞
生长、细胞周期阻滞、细胞死亡、衰老、自噬和转移［１２］。

Ｓ１Ｐ信号的失调则会导致肿瘤细胞增殖、血管生成并
促进肿瘤转移［１３］。植物鞘氨醇（ｐｈｙｔｏｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ，

ＰＨＳ）是鞘脂类物质的一种，参与调节皮肤炎症［１４］。

近期研究表明，ＰＨＳ还可以抑制鼻咽癌等实体肿瘤的
进展［１５－１６］。然而，关于ＰＨＳ对血液系统肿瘤的作用目
前尚不清楚。本实验将对不同浓度ＰＨＳ对白血病细胞
增殖的作用及其机制进行研究，为进一步探索 ＰＨＳ的
作用机理及其在白血病临床治疗的应用提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国Ｇｉｂｃｏ公司、ＩＭＤＭ细胞
培养基购自以色列 ＢＩ公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自
美国Ｓｉｇｍａ公司；ＰＨＳ购自美国 ＭＣＥ公司；ＣＣＫ８购
自日本同仁公司；ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ购自日本ＴａＫａＲａ公司；
细胞凋亡流式检测试剂盒（ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ，７ａａｄ）购
自美国ＢＤ公司。ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭＥｄＵ５９４细胞增殖检测
试剂盒、线粒体膜电位检测试剂盒（ＪＣ１）、ＲＩＰＡ裂解
液、蛋白酶抑制剂混合物、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、
ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋＴＭ Ｗｅｓｔｅｒｎ一 抗 稀 释 液、ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋＴＭ

Ｗｅｓｔｅｒｎ二抗稀释液、ＱｕｉｃｋＢｌｏｃｋＴＭ Ｗｅｓｔｅｒｎ封闭液均
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购自中国碧云天生物技术有限公司；无菌１×磷酸盐缓
冲液（ＰＢＳ）购自中国北京索莱宝生物科技有限公司；
ＰａｇｅＲｕｌｅｒ预染蛋白Ｍａｒｋｅｒ购自美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司；βａｃｔｉｎ、ＢＣＬ２、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９
抗体及辣根过氧化物酶山羊抗兔二抗均购自美国 ＣＳＴ
公司；ＥＣＬ发光试剂盒购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。多功
能酶标仪购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；倒置显微镜、
正置荧光显微镜均购自日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司；流式细
胞仪购自美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司；电泳仪、Ｃｈｅｍｉ
ＤｏｃＸＲＳ＋Ｉｍａｇｅｒ高灵敏度化学发光成像系统购自美
国ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　ＰＨＳ的配制
　　１０ｍｇＰＨＳ粉末溶解于１．５７ｍＬＤＭＳＯ有机溶剂
中，配制成浓度为 ２０μｍｏｌ／Ｌ的母液，每支 １０μＬ分
装，－８０℃保存。
１．３　细胞培养及分组
　　人慢性髓系粒细胞白血病细胞株 Ｋ５６２及人急性
淋巴细胞白血病细胞株 ＳＵＰＢ１５均购自美国 ＡＴＣＣ
公司。Ｋ５６２、ＳＵＰＢ１５细胞采用含１０％ＦＢＳ的 ＩＭＤＭ
培养基进行培养，在 ３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中培
养细胞，取对数生长期细胞用于实验。后续实验分为

对照组 （０μｍｏｌ／ＬＰＨＳ）和 ＰＨＳ处理组 （５、１０、
２０μｍｏｌ／Ｌ）。
１．４　细胞活力检测
　　细胞以１×１０４个／孔接种于９６孔板，加入不同浓
度的ＰＨＳ（５、１０、２０、３０、４０μｍｏｌ／Ｌ）分别作用２４、４８ｈ，
每组设置３个复孔，每孔加入ＣＣＫ８试剂 １０μＬ，３７℃
继续培养２ｈ，使用酶标仪检测４５０ｎｍ处的光密度值
［Ｄ（４５０）］，并按照以下公式计算细胞存活率。
　　细胞存活率＝［实验组Ｄ（４５０）－空白组 Ｄ（４５０）］／
［对照组Ｄ（４５０）－空白组Ｄ（４５０）］×１００％
１．５　细胞形态学观察
　　细胞以１×１０６个／孔接种于６孔板，加入 ２０μｍｏｌ／Ｌ
的 ＰＨＳ作用４８ｈ后，倒置显微镜下（４０×）观察细胞形
态学变化，并拍照记录。

１．６　ＥｄＵ检测
　　细胞以１×１０６个／孔接种于６孔板，加入２０μｍｏｌ／Ｌ
的ＰＨＳ作用４８ｈ后，加入 ＥｄＵ工作液孵育２ｈ，随后
用４％多聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液洗３次后
加入通透液孵育１５ｍｉｎ，随后加入ＥｄＵ反应液避光孵
育 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液洗涤 ３次后，加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２染色３０ｍｉｎ，荧光显微镜下观察，随机选取３个
视野拍照，计算阳性细胞率。

１．７　转录组测序及分析
　　细胞以１×１０６个／孔接种Ｋ５６２细胞于６０ｍｍ皿，

加入２０μｍｏｌ／ＬＰＨＳ作用４８ｈ后收集细胞，由北京博
奥晶典公司进行转录组测序分析，利用 ｌｉｍｍａ包进行
生物学重复或配对的差异比较，利用 ＤＥＳｅｑ包进行没
有生物学重复的差异比较，分析获得 ＰＨＳ作用 Ｋ５６２
细胞后的差异表达基因火山图。差异基因筛选标准

为：｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１且Ｐ≤０．０５。将筛选得到的差异基因
使用 ＤＡＶＩＤＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓＲｅｓｏｕｒｃｅｓ（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．
ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／）进行ＧＯ功能富集和 ＫＥＧＧ信号通路富
集，再使用微生信平台（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．
ｃｏｍ．ｃｎ／）进行可视化分析。
１．８　流式细胞术检测细胞凋亡
　　细胞以１×１０６个／孔接种于６孔板，加入不同浓度
的ＰＨＳ（５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）作用４８ｈ后，收集细胞，ＰＢＳ
洗２次，加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ及７ａａｄ染料各５μＬ，室温
避光孵育３０ｍｉｎ后用流式细胞仪检测细胞凋亡水平。
１．９　ＣＴＤ数据库反向找靶
　　利用 ＣＴＤ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｔｄｂａｓｅ．ｏｒｇ／），在
“Ｋｅｙｗｏｒｄ Ｓｅａｒｃｈ”中 选 择 “Ｃｈｅｍｉｃａｌ”，输 入

“Ｐｈｙｔｏｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅ”，在“Ｇｅｎｅ”选项中筛选出可能与其
互作的前１０位靶点，再使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件进行可视
化分析。

１．１０　基于药效团模型的反向找靶
　　运用 ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ软件进行反向找靶，导入
ＰＨＳ的结构，调出ＬｉｇａｎｄＰｒｏｆｉｌｅｒ流程，设置参数：ｉｎｐｕｔ
ｌｉｇａｎｄ一项选择导入的小分子，ＩｎｐｕｔＰｈａｒｍａＤＢ
Ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｅｒｅ一项选择“ａｌｌ”，单击“运行”。对筛选
出的药效团按ＦｉｔＶａｌｕｅ打分从高到低排序，打分越高，
作用越强。

１．１１　分子对接
　　从 ＰＤＢ（ＰｒｏｔｅｉｎＤａｔａＢａｎｋ）网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／）上得到 ＢＣＬ２的晶体结构 （ＰＤＢＩＤ：
６Ｏ０Ｋ）。进一步运用ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ软件对蛋白分子
进行优化：加氢、去水、补缺失残基等，定义活性位点为

ＢＣＬ２蛋白含有配体所在的位置，建立基于受体的分
子对接模型。对化合物 ＰＨＳ进行预处理产生 ３Ｄ构
象，用该化合物与建立好的分子对接模型进行对接。

１．１２　线粒体膜电位检测
　　细胞以１×１０６个／孔接种于６孔板，加入２０μｍｏｌ／Ｌ
的ＰＨＳ作用４８ｈ后，３７℃培养箱孵育 ２０ｍｉｎ，收集各
组细胞，ＰＢＳ缓冲液洗涤２次，ＪＣ１试剂３７℃下孵育
２０ｍｉｎ，收集细胞，用 ＪＣ１染色缓冲液洗涤、重悬后在
正置荧光显微镜下观察，随机选取３个视野拍照，观察
线粒体膜电位变化情况。

１．１３　蛋白提取及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　细胞以１×１０６个／孔接种于６孔板，加入不同浓度
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的ＰＨＳ（５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）作用４８ｈ后，收集细胞，加
入蛋白裂解液ＲＩＰＡ及蛋白酶抑制剂冰上裂解３０ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１０ｍｉｎ。使用ＢＣＡ蛋白定量试
剂盒检测蛋白浓度并定量。加入适量的 ５×ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ，１００℃变性后－２０℃保存。配制 １０％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ胶进行电泳，转膜至 ＰＶＤＦ膜上，快速封闭液封
闭 １５ｍｉｎ，４℃过夜孵育 ＢＣＬ２（１∶１０００）、Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１０００）、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９（１∶１０００），
βａｃｔｉｎ（１∶３０００）抗体作为内参。１×ＴＢＳＴ洗涤３次，
每次１０ｍｉｎ，二抗室温孵育２ｈ，１×ＴＢＳＴ洗涤３次，每
次１０ｍｉｎ。配制显影液，化学发光仪显影并拍照。使
用ＩｍａｇｅＪ软件检测蛋白条带灰度值。目的蛋白相对
表达量以目的蛋白与内参灰度值的比值表示。

１．１４　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件进行统计分析与作
图。数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检
验，多组间比较采用单因素方差分析，每次实验至少重

复３次，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＨＳ抑制白血病细胞增殖
　　采用ＣＣＫ８实验检测 ＰＨＳ对白血病细胞增殖的
影响。结果表明，与对照组（０μｍｏｌ／ＬＰＨＳ）相比，
ＰＨＳ给药后Ｋ５６２、ＳＵＰＢ１５细胞增殖能力明显受到抑
制，并呈现剂量和时间依赖性。进一步对药物半数抑

制浓度（ｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）进行
拟合，Ｋ５６２细胞中 ＰＨＳＩＣ５０为 １７．６７μｍｏｌ／Ｌ（２４ｈ）
和１２．５２μｍｏｌ／Ｌ（４８ｈ），ＳＵＰＢ１５细胞中ＰＨＳＩＣ５０为
１７．５８μｍｏｌ／Ｌ（２４ｈ）和１４．８６μｍｏｌ／Ｌ（４８ｈ），见图１Ａ。
显微镜下观察 ＰＨＳ对细胞形态的影响，结果表明，对
照组细胞大小均一，形态规则，未见明显改变，而 ＰＨＳ
处理组（２０μｍｏｌ／Ｌ）细胞出现不同程度的分裂受阻、
形态不规则、细胞皱缩等改变（图 １Ｂ）。ＥｄＵ染色结
果表明，ＰＨＳ给药组（２０μｍｏｌ／Ｌ）能够显著降低Ｋ５６２、
ＳＵＰＢ１５细胞的 ＤＮＡ合成能力（Ｐ＜０．０５，图 １Ｃ、Ｄ）。
表明ＰＨＳ可以抑制白血病细胞增殖。
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Ａ：ＰＨＳ作用２４、４８ｈ后抑制 Ｋ５６２、ＳＵＰＢ１５细胞增殖；Ｂ：ＰＨＳ（２０μｍｏｌ／Ｌ）作用４８ｈ后细胞形态变化；Ｃ：ＰＨＳ（２０μｍｏｌ／Ｌ）
作用后４８ｈ后ＥｄＵ阳性比例定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０μｍｏｌ／ＬＰＨＳ（对照组）比较

图１　ＰＨＳ处理白血病细胞后细胞增殖的变化
（图１Ｄ续下页）
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Ｄ：ＰＨＳ（２０μｍｏｌ／Ｌ）作用４８ｈ后抑制Ｋ５６２、ＳＵＰＢ１５细胞ＤＮＡ合成

续图１　ＰＨＳ处理白血病细胞后细胞增殖的变化

２．２　ＰＨＳ处理后差异基因富集分析
　　对ＰＨＳ（２０μｍｏｌ／Ｌ）处理４８ｈ后 Ｋ５６２细胞和对
照组细胞进行转录组测序，以探索ＰＨＳ抑制白血病细
胞增殖的分子机制。共发现２３９个差异基因，其中差
异上调基因９１个，差异下调基因１４８个（图２Ａ）。进
一步对差异基因进行ＧＯ功能富集和ＫＥＧＧ信号通路

富集。ＧＯ功能富集结果表明，ＰＨＳ可能参与细胞凋
亡正向调控（红色箭头所示）、细胞质膜及组分、激酶

结合与活性等生物功能（图 ２Ｂ）。ＫＥＧＧ信号通路富
集结果表明，ＰＨＳ可能参与转录失调、ＰＩ３ＫＡｋｔ、细胞
衰老等信号通路（图２Ｃ）。
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Ａ：ＰＨＳ作用后差异基因表达火山图；Ｂ：ＰＨＳ作用后差异基因的ＧＯ（生物进程／ＢＰ、细胞组成／ＣＣ及分子功能分析／ＭＦ）富集结
果；Ｃ：ＰＨＳ作用后差异基因的ＫＥＧＧ富集结果

图２　ＰＨＳ处理Ｋ５６２细胞后ＲＮＡｓｅｑ分析结果
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２．３　ＰＨＳ诱导白血病细胞凋亡
　　结合转录组测序的结果，对细胞凋亡进行检测。
通过流式细胞术检测 ＰＨＳ作用后的细胞凋亡率。结
果显示：与对照组相比，ＰＨＳ处理后细胞凋亡比例增加
（Ｐ＜０．０５），且呈现剂量依赖性（图３）。表明ＰＨＳ可诱
导白血病细胞发生凋亡，其中以高浓度组最为显著。

２．４　ＰＨＳ反向找靶
　　为了进一步探索ＰＨＳ（图４Ａ）诱导细胞凋亡的具
体途径，通过 ＣＴＤ数据库筛选，对 ＰＨＳ进行反向找

靶。ＣＴＤ数据库筛选出 ＰＨＳ可能作用的１０个靶点，
包括 ＢＣＬ２、ＣＡＳＰ９、ＡＩＦＭ１、ＭＡＰＫ１等 （图 ４Ｂ）。
ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ软件筛选 ＰＨＳ可能作用的靶点，按匹
配度打分从高到低排序，发现ＰＨＳ可能作用于ＢＣＬ２、
ＣＡＳＰ９、ＰＩＮＫ１、ＣＡＳＰ３、ＭＡＰＫ３、ＰＡＲＰ１等，且 ＢＣＬ２
的匹配度最高（表１）。进一步通过ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ软
件对ＰＨＳ和 ＢＣＬ２蛋白进行对接，发现 ＰＨＳ可以很
好地结合到ＢＣＬ２的活性口袋（图４Ｃ、Ｄ），说明ＢＣＬ２
可能是ＰＨＳ的作用靶点。
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Ａ：ＰＨＳ作用后诱导 Ｋ５６２、ＳＵＰＢ１５细胞凋亡；Ｂ：ＰＨＳ作用后 Ｋ５６２、ＳＵＰＢ１５细胞凋亡率分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与
０μｍｏｌ／ＬＰＨＳ（对照组）比较

图３　ＰＨＳ处理白血病细胞后细胞凋亡的变化
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Ａ：ＰＨＳ的化学结构式；Ｂ：ＰＨＳ潜在作用靶点；Ｃ：ＢＣＬ２的晶体结构，ＰＤＢＩＤ：６Ｏ０Ｋ（左）及ＰＨＳ与ＢＣＬ２的相互作用（右）；
Ｄ：ＰＨＳ与ＢＣＬ２的氢键（左）及芳香键（右）相互作用

图４　ＰＨＳ反向找靶及分子互作分析

表１　基于药效团模型的ＰＨＳ反向找靶

Ｐｈａｒｍａ编号 匹配度 基因名称 Ｕｎｉｐｒｏｔ编号 靶点分类 靶点分类Ａ

２ｏｖｖ ０．９５１９５３ ＢＣＬ２ Ｐ１０４１５ ｏｔｈｅｒ ｏｔｈｅｒ

１ｙ２ｇ ０．９０１１９１ ＣＡＳＰ９ Ｐ５５２１１ Ｅｎｚｙｍｅｓ Ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ

３ｈｒｂ ０．８７２８７３ ＰＩＮＫ１ Ｑ９ＢＸＭ７ Ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ Ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ

２ｇｚ７ ０．８７２６１１ ＣＡＳＰ３ Ｐ４２５７４ Ｅｎｚｙｍｅｓ Ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ

２ｙｂｔ ０．８２０７７５ ＭＡＰＫ３ Ｑ１６６４４ Ｅｎｚｙｍｅｓ Ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ

３ｓ９２ ０．８１６５ ＰＡＲＰ１ Ｐ０９８７４ Ｅｎｚｙｍｅｓ Ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ

２．５　ＰＨＳ诱导白血病细胞线粒体膜电位降低及其对
凋亡相关蛋白表达的影响

　　进一步通过 ＪＣ１染色检测线粒体膜电位变化情
况。结果表明，ＰＨＳ给药后 ＪＣ１单体／聚合物的比值
升高，线粒体膜电位出现下降（图 ５Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果表明，ＰＨＳ处理后，ＢＣＬ２表达显著下调（Ｐ＜
０．０５），Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９表达显
著上调（Ｐ＜０．０５，图５Ｂ～Ｇ）。表明ＰＨＳ可以诱导线粒
体膜电位降低，抑制 ＢＣＬ２表达，下游蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９表达上调。

３　讨论

　　白血病是严重危害人类生命健康的重大疾病，具
有死亡率高、治疗难度大的特点。目前造血干细胞移

植仍是白血病最为有效的治疗方法［３，１７－１８］。尽管造血

干细胞移植使白血病患者生存率得到极大的改善，然

而移植后复发、植入不良、移植物抗宿主病的高发病率

以及长期治疗带来的经济压力等不利因素给患者的生

活造成了极大的困扰［１９－２１］。ＰＨＳ是鞘脂类物质的一
种，以往的研究表明，ＰＨＳ可以改善皮肤炎症［１４］，促进

髓系白血病细胞巨核分化［２２］，在造血干细胞移植后移

植物抗宿主病中发挥免疫调控的作用［２３］。近年来，有

研究发现，ＰＨＳ在部分实体肿瘤中也具有抗肿瘤活
性，但具体分子调控机制仍不明确［１５－１６］。目前尚无关

于ＰＨＳ对血液系统肿瘤作用影响的报道。本研究旨
在探讨ＰＨＳ在白血病细胞中的抗肿瘤作用，并初步探
究其相关作用机制。

　　本研究发现，ＰＨＳ可以明显抑制白血病细胞增
殖，且呈现剂量、时间依赖性。进一步对 ＰＨＳ处理后
Ｋ５６２细胞ＧＯ功能富集结果表明，ＰＨＳ可能参与细胞
凋亡正向调控。流式细胞术结果表明，ＰＨＳ能够诱导
白血病细胞凋亡，且呈现剂量依赖性。因此，推测ＰＨＳ
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Ａ：ＰＨＳ（２０μｍｏｌ／Ｌ）作用 ４８ｈ后 Ｋ５６２、ＳＵＰＢ１５细胞线粒体膜电位降低　阳性对照为诱导线粒体膜电位降低的 ＣＣＣＰ
（ｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅ３ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ，１０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｂ：ＰＨＳ作用 Ｋ５６２、ＳＵＰＢ１５细胞后凋亡相关蛋白的表达；Ｃ：Ｋ５６２细
胞ＢＣＬ２蛋白半定量分析；Ｄ：Ｋ５６２细胞 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白半定量分析；Ｅ：ＳＵＰＢ１５细胞 ＢＣＬ２蛋白半定量分析；Ｆ：ＳＵＰ
Ｂ１５细胞Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白半定量分析；Ｇ：ＳＵＰＢ１５细胞Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９蛋白半定量分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与０μｍｏｌ／ＬＰＨＳ
（对照组）比较

图５　ＰＨＳ处理白血病细胞后线粒体膜电位的变化及凋亡相关蛋白表达的变化

可能是通过诱导细胞凋亡进而抑制细胞增殖。细胞凋

亡是指机体在生理或病理条件下，为了维持自身内环

境的稳态，通过基因调控使细胞产生的主动、有序死

亡［２４］。细胞凋亡发生的途径包括线粒体途径、内质网

途径以及死亡受体途径。为进一步寻找 ＰＨＳ诱导细
胞凋亡的潜在机制，本研究通过ＣＴＤ数据库及药效团
模型两种方法对ＰＨＳ进行反向找靶，根据 ＦｉｔＶａｌｕｅ评
分对药效团模型中筛选出的潜在靶点进行排序，其中

ＢＣＬ２的打分最高，结合 ＣＴＤ数据库的结果，提示
ＢＣＬ２作为 ＰＨＳ作用靶点的可能性最高。同时，对
ＰＨＳ与ＢＣＬ２进行分子对接，发现ＰＨＳ与ＢＣＬ２之间
存在氢键、芳香族相互作用等。这也进一步验证了反

向找靶的结果，即 ＢＣＬ２可能是 ＰＨＳ的潜在靶点。
ＢＣＬ２是线粒体依赖性凋亡途径的重要调控因子，在
此过程中，抗凋亡蛋白ＢＣＬ２活性受到抑制，促凋亡蛋
白Ｂａｘ活性增强，进一步导致线粒体膜电位 （ΔΨｍ）下
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降，线粒体膜通透性增加，从而释放凋亡因子，激活

ｃａｓｐａｓｅ９，进一步激活效应 ｃａｓｐａｓｅ３，启动 ｃａｓｐａｓｅ级
联反应，最终导致细胞凋亡发生［２５］。对线粒体膜电位

进行检测，发现ＰＨＳ作用后，线粒体膜电位显著降低。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，ＰＨＳ作用后 ＢＣＬ２表达下调，
下游蛋白 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９和 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达
上调。综上，本研究结果表明 ＰＨＳ可能通过靶向
ＢＣＬ２蛋白，诱导白血病细胞发生线粒体依赖的细胞
凋亡。在此过程中，ＰＨＳ可能通过竞争性结合于ＢＣＬ
２的ＢＨ３活性口袋，抑制 ＢＣＬ２活性，并导致其降解，
进而抑制ＢＣＬ／Ｂａｘ二聚体的形成，导致肿瘤细胞发生
凋亡［２６］。具体降解机制有待进一步验证。此外，通过

转录组测序寻找ＰＨＳ潜在的作用机制时发现，ＰＨＳ可
能影响Ｃａ２＋通道的结合。内质网腔内 Ｃａ２＋离子失衡，
会引起内质网的应激反应，应激反应过度会触发细胞

内的凋亡信号，促使细胞凋亡［２４，２７］。这表明 ＰＨＳ也
可能通过内质网途径引起细胞程序性死亡，但其具体

机制需要进一步验证。除此之外，ＧＯ功能富集分析
结果显示，ＰＨＳ处理后，细胞质膜、质膜整合组分发生
了显著变化。细胞质膜的重要组分———鞘脂，参与调

节脂质双分子层流动性和膜蛋白运输［２８］，并介导细胞

生理过程，如增殖、凋亡、分化和应激反应［２９］。有研究

表明，鞘脂类及其相关物质的失调与白血病息息相

关［８］。ＰＨＳ作为鞘脂类物质的一种，作用于白血病细
胞后显著改变细胞膜成分。这也在一定程度上提示

ＰＨＳ的稳态可能在白血病细胞生理过程中起着重要
作用。ＫＥＧＧ信号通路富集结果表明，ＰＨＳ还可能参
与细胞衰老信号通路，细胞衰老是继ＤＮＡ修复和细胞
凋亡后的第三大肿瘤屏障［３０］。因此，ＰＨＳ对白血病细
胞的衰老作用及其分子机制仍值得进一步探究。

　　综上所述，本研究发现ＰＨＳ可以诱导白血病细胞
发生线粒体依赖途径凋亡，最终起到抗白血病细胞增

殖的作用。ＰＨＳ可以作为一种新型的抗白血病药物，
但其分子机制仍需进行深入探索。
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