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　　［摘要］　目的　本研究观察大黄素（ｅｍｏｄｉｎ）对人急性髓系白血病 ＫＧ１ａ细胞的增殖及凋亡影响，探讨 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ基
因在其中的作用。方法 　采用四唑蓝比色试验（ＭＴＴ）检测大黄素对 ＫＧ１ａ细胞增殖的影响；流式细胞术（ＦＣＭ）测定细
胞周期变化与凋亡情况；ＲＴＰＣＲ法检测大黄素作用后细胞 Ｂｃｌ２／ＢａｘｍＲＮＡ表达的变化。结果　 大黄素能抑制 ＫＧ１ａ
细胞的增殖，作用４８ｈ的半数抑制浓度（ＩＣ５０）约为１７１．８μｍｏｌ／Ｌ流式细胞仪分析出现典型的亚二倍体峰（凋亡峰），将细
胞阻滞于Ｇ０／Ｇ１期，大黄素作用后ＫＧ１ａ细胞Ｂｃｌ２基因表达下调，而Ｂａｘ基因表达上调，并呈量效关系。结论 　大黄素
可诱导ＫＧ１ａ细胞凋亡，其机制可能与下调Ｂｃｌ２，上调Ｂａｘ基因表达水平有关。
　　［关键词］　 大黄素；ＫＧ１ａ细胞；Ｂｃｌ２；Ｂａｘ；细胞凋亡；干细胞
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　　大黄素是从大黄及其他中药中提取出来的蒽醌类
衍生物，具有抗菌消炎、免疫抑制、抗肿瘤等生物学活

性，尤其是其抗肿瘤作用已成为近年的研究热点［１］，

并且由于其毒性低活性高而受到研究者的广泛关注。

ＫＧ１ａ细胞是来源于急性髓系白血病微分化的 Ｍ０亚
型白血病细胞系，有研究表明处于 Ｇ０／Ｇ１期的细胞比
例约为１５．５％［２］。ＣＤ３４主要在干／祖细胞上表达，其
带有更为原始的细胞特性，而 ＫＧ１ａ细胞中含有的

ＣＤ３４＋细胞约占９６．３％，明显比其他人白血病细胞系
多（Ｋ５６２仅占 ０．１７％）［２］。Ｂｏｎｎｅｔ等［３］证实 ＣＤ３４＋

ＣＤ３８－白血病细胞是导致 ＡＭＬ的 Ｌｓｃ，而 ＫＧ１ａ细胞
中含有的 ＣＤ３４＋ＣＤ３８－亚群细胞约占７．０２％［２］。故

本研究选用人急性髓细胞性白血病细胞系 ＫＧ１ａ细
胞作为研究对象，探讨大黄素对其增殖、凋亡的影响及

作用机制，为大黄素的临床应用提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　药品、试剂和细胞培养
　　大黄素（纯度大于９８％）为甘肃鹏程生物科技发展有限公
司产品，用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，Ｓｉｇｍａ公司产品）溶解，－２０℃
避光保存备用。人急性髓细胞性白血病细胞株 ＫＧ１ａ购自上
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海丽臣生物科技有限公司，用含１０％胎牛血清（杭州四季青公
司产品）的ＲＰＭＩ１６４０培养基，于３７℃、５％ ＣＯ２，饱和湿度的培
养箱中培养，２～３ｄ换液传代１次。
１．２　细胞增殖试验
　　采用ＭＴＴ法。取对数生长期的 ＫＧ１ａ细胞，将细胞调整
为１×１０５／ｍｌ接种于９６孔板，每孔１００μｌ，加入不同浓度大黄
素（终浓度依次为２５、５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ），各组溶液中ＤＭＳＯ
体积分数不超过０．１％，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中分别培养
２４、４８和７２ｈ后在各孔加入 ＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ公司产品）（５ｇ／Ｌ）
１０μｌ，继续培养４ｈ后，轻轻吸掉上清，然后加入 ＤＭＳＯ１００μｌ
终止培养，于摇床上轻摇１０ｍｉｎ，用酶标仪在４９２ｎｍ波长下测
各孔的吸光度［Ｄ（４９２）］。计算细胞增殖抑制率。
　　细胞抑制率＝［１－Ｄ（实验组）／Ｄ（对照组）］×１００％
１．３　细胞凋亡和细胞周期检测
　　取对数生长期的ＫＧ１ａ细胞，调整密度为１×１０５／ｍｌ的细
胞悬液５ｍｌ接种于６孔板，分别加不同浓度大黄素（终浓度依
次为２５、５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ），培养４８ｈ后离心收集细胞，用
ＰＢＳ洗涤，重悬细胞于７０％乙醇，４℃固定２４ｈ，经ＰＢＳ洗涤，加
入含ＲＮＡ酶的碘化丙锭（ＰＩ）避光染色３０ｍｉｎ，用流式细胞仪
分析。

１．４　ＲＴＰＣＲ法检测Ｂｃｌ２／ＢａｘｍＲＮＡ的表达
　　取对数生长期的ＫＧ１ａ细胞，调整密度为１×１０７／ｍｌ的细
胞悬液５ｍｌ接种于６孔板，分别加不同浓度大黄素（终浓度依
次为２５、５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ），培养４８ｈ后离心收集细胞，用总
ＲＮＡ提取试剂盒（天根生化科技有限公司产品）抽提细胞总
ＲＮＡ，使用分光光度仪检测ＲＮＡ的浓度与质量。要求Ｄ（２６０）／
Ｄ（２８０）在１．８～２．０左右，进行纯化和鉴定。用 ｃＤＮＡ第１链
合成试剂盒（天根生化科技有限公司产品）合成第１链 ｃＤＮＡ，
以第１链反应液为模板，加入相应引物 ５０μｌ反应体系进行
ＰＣＲ扩增（９４℃，４５ｓ；５５℃，４５ｓ；７２℃，４５ｓ；３５个循环），
７２℃ 延伸５ｍｉｎ反应产物经１％的琼脂糖凝胶电泳，溴化乙啶
（ＥＢ）显色，在凝胶成像仪上成像，分析条带的亮度（表１）。

表１　Ｂｃｌ２、Ｂａｘ引物序列

基因 序列（５′－３′）
Ｂｃｌ２ 上游：ＣＧＡＣＴＴＣＧＣＣＧＡＧＡＴＧＴＣＣＡＧＣＣＡＧ

下游：ＡＣＴＴＧＴＧＧＣＴＣＡＧＡＴＡＧＧＣＡＣＣＣＡＧ
Ｂａｘ 上游：ＧＴＴＴＣＡＴＣＣＡＧＧＡＴＣＧＡＧＣ

下游：ＧＧＡＡＧＴＣＣＡＡＴＧＴＣＣＡＧＣ
βａｃｔｉｎ 上游：ＣＣＡＣＧＧＣＴＧＣＴＴＣＣＡＧＣＴＣＣ

下游：ＧＧＡＣＴＣＣＡＴＧＣＣＣＡＧＧＡＡＧＧＡＡ

１．５　统计学分析
　　结果以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０软件分析，用单因素方
差分析进行统计学处理。

２　结果

２．１　倒置显微镜下观察大黄素作用于 ＫＧ１ａ细胞的
形态变化

　　ＫＧ１ａ细胞经不同浓度大黄素处理培养４８ｈ后细胞形态
不规则，均匀性降低，细胞间隙增大，数量明显减少，细胞有较

明显的固缩现象，碎片增多。随着药物浓度的增加，细胞数量

逐渐减少（图１）。
２．２　大黄素对ＫＧ１ａ细胞的增殖抑制作用
　　ＭＴＴ法检测结果显示，大黄素作用于ＫＧ１ａ细胞后，随大黄
素浓度的增加，细胞增殖抑制越明显，呈剂量依赖性；随时间的

延长，大黄素对 ＫＧ１ａ细胞的增殖抑制亦升高，呈时间依赖性
（表２）。大黄素对ＫＧ１ａ细胞的４８ｈ半数抑制浓度（ＩＣ５０）约为
１７１．８μｍｏｌ／Ｌ，实验组与对照组比较差异显著（Ｐ＜０．０５）。

表２　大黄素对ＫＧ１ａ细胞的增殖抑制率［ｎ＝３，（珋ｘ±ｓ）％］

组别　　 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
对照组 １．０４±０．０１ ２．２４±０．０１ ４．０１±０．０１
大黄素２５μｍｏｌ／Ｌ １７．９１±１．６８ａ ２１．９１±１．５５ａ ２６．２３±１．０７ａ

大黄素５０μｍｏｌ／Ｌ ３４．７２±１．５０ａ ３６．２０±１．０５ａ ３８．２１±２．０４ａ

大黄素１００μｍｏｌ／Ｌ ４６．５６±１．３５ａ ５０．８１±２．０４ａ ６５．１４±１．１１ａ

大黄素２００μｍｏｌ／Ｌ ５５．９２±１．９４ａ ６６．５０±１．３２ａ ８０．４０±１．９１ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．３　大黄素对ＫＧ１ａ细胞周期和凋亡的影响
　　大黄素作用ＫＧ１ａ细胞４８ｈ后，细胞出现明显的凋亡现
象，随着浓度的增加，细胞凋亡的比例增加，Ｓ期细胞逐渐减少，
Ｇ０／Ｇ１期细胞逐渐增多，细胞被阻滞在 Ｇ０／Ｇ１期。流式细胞仪
分析出现典型的亚二倍体峰（凋亡峰），表明大黄素能够诱导

ＫＧ１ａ细胞凋亡，与对照组比较差异显著（Ｐ＜０．０５）（表３）。

表３　大黄素对ＫＧ１ａ细胞周期的影响［ｎ＝３，（珋ｘ±ｓ）％］

组别　　 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

对照组 ４５．３１±０．９８ ４８．８０±１．０２ ６．８５±１．３５

大黄素２５μｍｏｌ／Ｌ ４８．７１±１．２３ ４４．５１±１．２４ａ ３．１７±０．８６

大黄素５０μｍｏｌ／Ｌ ６３．７２±０．９９ｂ ３７．１４±０．８６ｂ ０．２６±０．０２

大黄素１００μｍｏｌ／Ｌ ６６．２０±１．０２ｂ ３３．８±１．３２ｂ ０．１７±０．０６

大黄素２００μｍｏｌ／Ｌ ６６．９１±１．２６ｂ ３３．２０±０．９８ｂ ０．１４±０．０４

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

! "

#

Ａ：对照组；Ｂ：１００μｍｏｌ／Ｌ大黄素；Ｃ：２００μｍｏｌ／Ｌ大黄素
图１　大黄素作用于ＫＧ１ａ细胞４８ｈ的形态变化　（倒置显微镜×１００）
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２．４　大黄素对ＫＧ１ａ细胞Ｂｃｌ２／ＢａｘｍＲＮＡ的影响
　　凝胶成像仪上成像，分析条带的亮度。不同浓度大黄素作
用于ＫＧ１ａ细胞４８ｈ后，随药物浓度的增加 Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表
达逐渐减少，条带逐渐变暗；ＢａｘｍＲＮＡ的表达逐渐增加，条带
逐渐变亮（图２）。
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Ｍ：ＤＮＡ标准；１：对照组；２：５０μｍｏｌ／Ｌ大黄素；３：１００μｍｏｌ／Ｌ
大黄素；４：２００μｍｏｌ／Ｌ大黄素
图２　大黄素作用于ＫＧ１ａ细胞４８ｈ后Ｂｃｌ２／ＢａｘｍＲＮＡ的表达

３　讨论

　　诱导肿瘤细胞凋亡是目前最为热点的中药抗肿瘤
机制，利用凋亡机制清除白血病细胞引发出白血病治

疗的新观念、新手段。大黄素在化学结构上和阿霉素、

柔红霉素等抗癌药物一样同属于蒽醌类化合物，其药

理作用广泛，具有抗菌消炎、免疫抑制、抗肿瘤等方面

的作用。早在１９６６年，我国学者已发现大黄素对治疗
动物移植瘤有效，已发现大黄素可明显抑制多种肿瘤

细胞的增殖并诱导其凋亡［４－６］，但对凋亡的机制有多

种不同的解释。本研究采用不同浓度的大黄素处理来

源于人急性髓系白血病未分化的Ｍ０亚型白血病细胞
系ＫＧ１ａ后，探讨细胞增殖、凋亡和凋亡相关基因
ｂｃｌ２和ｂａｘ表达的关系。
　　本研究结果显示，大黄素能够明显抑制 ＫＧ１ａ细
胞的增殖，这种抑制作用呈时间和剂量依赖的关系，其

４８ｈ的半数抑制率（ＩＣ５０）约为１７１．８μｍｏｌ／Ｌ。通过流
式细胞仪检测发现大黄素作用于ＫＧ１ａ细胞４８ｈ后，
可出现典型的亚二倍体峰（凋亡峰），将细胞阻滞于

Ｇ０／Ｇ１期，并且存在明显的量效关系。由此可见，大黄
素主要是通过诱导凋亡而抑制肿瘤细胞的增殖。

　　细胞凋亡是一种由基因调控的主动而有序的细胞
自主性死亡过程，Ｂｃｌ２基因家族发挥着重要作用，尤
其是抑凋亡基因Ｂｃｌ２和促凋亡基因 Ｂａｘ［７］。Ｂｃｌ２是
抑凋亡基因，可控制线粒体中致凋亡因子释放，增加

细胞对多种凋亡刺激因素的抗性；而 Ｂａｘ是与 Ｂｃｌ２
功能密切相关的促凋亡基因，它不但可以拮抗 Ｂｃｌ２
的凋亡抑制作用，而且还可直接促进细胞的凋亡。

Ｂａｘ大量表达时自身形成的同源二聚体（Ｂａｘ／Ｂａｘ）可
促进细胞凋亡，而 Ｂｃｌ２过度表达时与 Ｂａｘ形成异源
二聚体（Ｂｃｌ２／Ｂａｘ）可抑制细胞凋亡［８］。因此人们认

为在凋亡刺激物作用后，抗凋亡基因 Ｂｃｌ２与促凋亡
基因Ｂａｘ之间的失衡是肿瘤发生的机制之一，已有研
究证实其与多种肿瘤的发生、发展有关［９－１０］。大黄素

诱导白血病细胞凋亡的研究显示，大黄素可下调Ｂｃｌ２
并刺激Ｂａｘ蛋白表达来诱导细胞凋亡。本研究结果显
示，经大黄素作用于 ＫＧ１ａ细胞后，Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表
达水平下降，而 ＢａｘｍＲＮＡ的表达水平明显增高。这
说明了Ｂｃｌ２／ＢａｘｍＲＮＡ参与了大黄素诱导 ＫＧ１ａ细
胞凋亡的调控，并且通过下调 Ｂｃｌ２上调 Ｂａｘ的表达
而诱导其凋亡。

　　综上所述，大黄素可显著抑制具有干细胞性的
ＫＧ１ａ细胞的增殖并诱导其凋亡，同时Ｂｃｌ２／Ｂａｘ基因
也参与了该过程的调控，但是对于诱导凋亡的信号通

路还有待进一步研究。
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