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阿糖胞苷诱导人ＭＤＳ细胞株ＭＵＴＺ８细胞凋亡过程中活性氧水平的变化
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　　［摘要］　目的　探讨阿糖胞苷诱导人ＭＤＳ细胞株ＭＵＴＺ８细胞凋亡的可能机制。方法 　将细胞分为以下５组：阴
性对照组、０．１μｍｏｌ／ＬＡｒａｃ组、１μｍｏｌ／ＬＡｒａｃ组、１０μｍｏｌ／ＬＡｒａｃ组、１０μｍｏｌ／ＬＡｒａｃ＋６２．５μｍｏｌ／ＬＡＬＡ组。用ＭＴＴ
法测定阿糖胞苷对各组细胞抑制率的影响，用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法及 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色观察阿糖胞苷对各组
细胞凋亡的影响，并用流式细胞仪检测各组细胞线粒体膜电位的变化。运用二氢二氯荧光素（ＤＣＦＨＤＡ）为细胞内活性
氧探针，通过荧光显微镜及流式细胞仪检测各组细胞内活性氧水平的变化。结果 　ＭＴＴ结果提示，阿糖胞苷处理组细胞
增殖抑制率高于阴性对照组，二者相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。流式细胞仪结果提示，不同浓度的阿糖胞苷作用
ＭＵＴＺ８细胞后，凋亡率明显升高，线粒体膜电位明显下降，与阴性对照组相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。流式细
胞仪及荧光显微镜检测均显示，阿糖胞苷作用后细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）明显上升。而加入抗氧化剂
α硫辛酸后细胞内ＲＯＳ表达水平下降。结论 　 阿糖胞苷明显抑制了人ＭＤＳ细胞株ＭＵＴＺ８的生长并诱导其凋亡，可能
与阿糖胞苷影响了细胞内ＲＯＳ水平有关。
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　　骨髓增生异常综合征（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＭＤＳ）是一组起源于多能造血干／祖细胞的异质性恶性
疾病，主要表现为病态造血、难治性血细胞减少，以高

风险向急性白血病转化为其特征。目前 ＭＤＳ发病率
有增高趋势，但对其缺乏有效的治疗手段，即使对高危

组患者进行异基因造血干细胞移植，平均生存期也仅

为５～１２个月［１］。因此，寻找有效、经济、副作用小的

药物成为近年来ＭＤＳ基础和临床研究的热点。
　　阿糖胞苷（ｃｙｔｏｓｉｎｅａｒａｂｉｎｏｓｉｄｅ，ＡｒａＣ）是胞苷和
去氧胞苷类抗代谢药，主要通过抑制细胞 ＤＮＡ的合
成，达到干扰细胞增殖。传统观念认为阿糖胞苷是周

期特异性药物，而近几年的研究报道认为阿糖胞苷对

静止期及增殖期肿瘤细胞均有促凋亡作用［２］。由于

其广谱的抗肿瘤活性，因此成为治疗恶性肿瘤最常用

的化疗药物之一，更是许多血液系统肿瘤化疗方案的

核心药物，但其抗肿瘤的分子机制尚不十分清楚。

　　活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）可以影响细
胞的生长周期、细胞迁移、基因突变以及细胞对药物的

敏感性等。活性氧存在于多条细胞生长因子信号通路

中，与细胞生长、增殖、迁移、转移、药物耐受等密切相

关，在药物诱导的肿瘤细胞凋亡中起着重要作用［３－７］。

目前，活性氧在凋亡中的作用越来越受到重视。阿糖

胞苷在抗肿瘤细胞的过程中，是否与活性氧有关，尚少

见相关报道。本实验采用阿糖胞苷体外作用于人

ＭＤＳ细胞株 ＭＵＴＺ８细胞，比较不同浓度的阿糖胞苷
对ＭＵＴＺ８细胞的增殖以及诱导凋亡的影响。进一步
观察阿糖胞苷诱导ＭＵＴＺ８细胞凋亡过程中活性氧水
平的变化，以及加入抗氧化剂后细胞生长抑制率、凋亡

率及活性氧水平的变化，初步探讨阿糖胞苷对ＭＵＴＺ８
细胞增殖、凋亡的影响，以及活性氧在阿糖胞苷诱导

ＭＵＴＺ８凋亡过程中发挥的作用。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　ＭＵＴＺ８细胞株（德国ＤＭＳＺ研究所Ｄｒｅｘｌｅｒ教授惠赠）；阿
糖胞苷（Ｓｉｇｍａ），相对分子质量为２４３．２２。ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ试剂
盒和胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；αＭＥＭ培养液购自美国
ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＩＬ３、ＧＭＣＳＦ和 ＳＣＦ细胞生长因子购自 Ｐｅｐｒｏ
ｔｅｃｈ公司；流式细胞仪ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ购自美国ＢＤ公司；倒置荧
光显微镜购自德国 Ｌｅｉｃａ公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、噻唑蓝
（ＭＴＴ）购自Ｓｉｇｍａ公司；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色试剂盒和 α硫辛酸
（ＡＬＡ）以及活性氧检测试剂盒购自碧云天生物技术研究所，罗
丹明１２３购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　细胞培养于含２０％胎牛血清，１０ｎｇ／ｍｌ

ＳＣＦ、ＧＭＳＣＦ、ＩＬ３的αＭＥＭ培养液中，于３７℃，５％的 ＣＯ２饱
和湿度孵箱中培养，３～５ｄ换液传代１次，取对数生长期细胞
进行后续实验。

１．２．２　ＭＴＴ法检测　　取对数生长期 ＭＵＴＺ８细胞，调整细
胞密度为 ２×１０４／ｍｌ，接种于 ９６孔板，每孔加入细胞悬浮液
２００μｌ，于３７℃，５％的ＣＯ２饱和湿度孵箱中培养，培养２４ｈ后
离心弃去全培养液，加入含０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ浓度阿糖胞苷以
及１０μｍｏｌ／Ｌ的Ａｒａｃ＋６２．５μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＬＡ的培养液于细胞
中，同时设立阴性对照及空白对照组，每组设４个复孔，在药物
分别作用２４、４８、７２ｈ后，每孔加入５ｇ／ＬＭＴＴ溶液２０μｌ，培养
４ｈ后，在１０００ｒ／ｍｉｎ的条件下，离心１０ｍｉｎ，弃上清，所有孔均
加入１５０μｌ的 ＤＭＳＯ，于振荡器上振荡１５ｍｉｎ，待颗粒完全溶
解后，在酶标仪５７０ｎｍ波长处测定每孔Ｄ（５７０）值。按照公式
计算细胞抑制率。细胞抑制率（％）＝［１－实验组 Ｄ（５７０）值／
对照组Ｄ（５７０）值］×１００％。
１．２．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染标记法检测　　收集对数生长
期细胞，调整细胞密度为５×１０５／ｍｌ，接种于６孔板，并设立对
照组，实验组分别加入０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ不同浓度的阿糖胞苷
以及１０μｍｏｌ／Ｌ的 Ａｒａｃ＋６２．５μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＬＡ，作用 ＭＵＴＺ８
细胞４８ｈ后，在２０００ｒ／ｍｉｎ的条件，离心５ｍｉｎ后，弃上清，用
４℃预冷的 ＰＢＳ洗涤细胞２次，在离心弃上清收集细胞后，进
行ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染标记法检测，染色按照试剂盒说明
书进行操作。根据ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ（Ｘ轴）／ＰＩ（Ｙ轴）荧光做对
数散点图，可获得由４个象限组成的双参数图左下象限为活细
胞，右下象限为早期凋亡细胞，左上象限为细胞收集过程中产

生的损伤细胞，右上象限为晚期凋亡细胞和坏死细胞，每个象

限的细胞数即为受检总细胞数中所占的比例。

１．２．４　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察细胞核凋亡形态　　收集正常
培养和１０μｍｏｌ／Ｌ的Ａｒａｃ处理４８ｈ后的细胞于载玻片上，经
４０ｇ／Ｌ的多聚甲醛在室温固定３０ｍｉｎ后，用 ＰＢＳ洗３次，滴加
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色，染色 ５ｍｉｎ，滴加抗荧光淬灭液于载玻片
上，用盖玻片封片，在荧光显微镜下观察细胞凋亡形态。

１．２．５　细胞内活性氧水平测定　　用二氢二氯荧光素
（ＤＣＦＨＤＡ）探针检测 ＲＯＳ。本身没有荧光的 ＤＣＦＨＤＡ可穿
过细胞膜进入细胞，在细胞内 ＲＯＳ存在的条件下被氧化生成
荧光物质二氯荧光黄（ＤＣＦ），其荧光强度与细胞内ＲＯＳ水平成
正相关性。按活性氧检测试剂盒说明将生长在６孔板中的细胞
经上述分组培养后，吸弃板内培养液，每孔滴加１ｍｌ终浓度为
１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＤＣＦＨＤＡ，３７℃细胞培养箱内避光孵育２０ｍｉｎ
后，分别用倒置荧光显微镜进行定性观察及使用流式细胞仪进

行定量检测各组细胞荧光强度，以荧光强度反映细胞内ＲＯＳ水
平。ＤＣＦＨＤＡ荧光探针激发波长为４８８ｎｍ，发射波长为５２５ｎｍ。
１．２．６　线粒体膜电位的测定　　收集１×１０６个细胞，用 ＰＢＳ
洗涤后，加入１．０ｍｌ的ＤＨａｎｋｓ液悬浮，加入１０μｌ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
的罗丹明１２３，使其终浓度为２５μｍｏｌ／Ｌ，在３７℃、５％ＣＯ２培养
箱内避光孵育３０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗涤３次，流式细胞仪检测分析。

１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＡＳＳ１７．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，各
组间采用单因素方差分析对所得数据进行统计学分析。
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２　结果

２．１　Ａｒａｃ对ＭＵＴＺ８细胞增殖的影响
　　ＭＴＴ检测结果显示，阿糖胞苷 ０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ作用
ＭＵＴＺ８细胞２４、４８、７２ｈ后细胞的增殖下降，与阴性对照组相
比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。加用抗氧化剂 α硫辛
酸 （ＡＬＡ）后ＭＵＴＺ８细胞的增殖下降，与未加抗氧化剂组相比
较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　ＭＴＴ检测各组阿糖胞苷对ＭＵＴＺ８细胞生长抑制率的影响（珋ｘ±ｓ）

组别　　 剂量（μｍｏｌ／Ｌ） ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

阴性对照组 ０ ０ ０ ０

Ａｒａｃ组 ０．１ １５．４７７±２．３０３ａ １８．８３８±２．４９１ａ ２５．４１３±２．４７０ａ

１ ２０．５９１±１．４２０ａ ２５．１２１±１．４９１ａ ３２．６０５±２．７８８ａ

１０ ２５．８５３±２．６１２ａ ５１．１６８±４．１９２ａ ５１．２６７±４．２７０ａ

Ａｒａｃ＋ＡＬＡ组 １０＋６２．５ １９．８０５±１．２８６ａｂ３４．６５４±２．７９８ａｂ４０．２０３±２．３７１ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１０μｍｏｌ／ＬＡｒａｃ组
比较

２．２　Ａｒａｃ对ＭＵＴＺ８细胞凋亡的影响
　　阿糖胞苷０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ作用ＭＵＴＺ８细胞４８ｈ后凋亡
率随阿糖胞苷浓度的提高而增加，与阴性对照组相比较，差异

具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；１０μｍｏｌ／Ｌ的Ａｒａｃ组加入抗氧化
剂后凋亡率下降，与１０μｍｏｌ／Ｌ的 Ａｒａｃ未加抗氧化剂组凋亡
率相比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　阿糖胞苷作用４８ｈ对各组ＭＵＴＺ８细胞凋亡率的影响（％，珋ｘ±ｓ）

组别　　　 剂量 （μｍｏｌ／Ｌ） 细胞凋亡率

阴性对照组 ０ ４．４０４±０．８３０

Ａｒａｃ组 ０．１ １４．１１８±２．０２０ａ

１ １９．７０２±１．５７４ａ

１０ ３１．０９６±２．３０４ａ

Ａｒａｃ＋ＡＬＡ组 １０＋６２．５ ２１．１１９±２．２６７ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１０μｍｏｌ／ＬＡｒａｃ
组比较

２．３　阿糖胞苷诱导ＭＵＴＺ８细胞凋亡的形态学变化
　　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色图片显示，阴性对照组细胞核膜完
整，核呈圆形或椭圆形，染色质分布较均匀，细胞核为蓝色均匀

淡染。１０μｍｏｌ／Ｌ的Ａｒａｃ作用ＭＵＴＺ８细胞４８ｈ后，部分细胞
出现核体积变小，核固缩，细胞核出现碎裂，呈现致密的蓝色颗

粒状荧光，表现为典型的细胞凋亡形态学改变，表明阿糖胞苷

可以诱导ＭＵＴＺ８细胞凋亡。见图１。
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Ａ：１０μｍｏｌ／ＬＡｒａｃ组作用４８ｈ后；Ｂ：阴性对照组

图１　荧光显微镜观察Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色的变化　（×１００）

２．４　阿糖胞苷对ＭＵＴＺ８细胞活性氧的影响
　　不同浓度阿糖胞苷作用ＭＵＴＺ８后４８ｈ，倒置荧光显微镜
下观察各组细胞内活性氧水平，以荧光强度反映 ＲＯＳ水平。
阴性对照组荧光强度较微弱，ＲＯＳ最低，处理组细胞内活性氧
水平明显高于阴性对照组（图２）；流式细胞仪检测各组细胞活
性氧水平，阿糖胞苷处理后细胞内活性氧水平增加，处理组活

性氧水平与阴性对照组相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
见表３。

!
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Ａ：阴性对照组；Ｂ：１０μｍｏｌ／ＬＡｒａｃ组作用４８ｈ后
图２　荧光显微镜观察ＭＵＴＺ８细胞活性氧水平　（×１００）

表３　阿糖胞苷对各组ＭＵＴＺ８细胞ＲＯＳ的影响（％，珋ｘ±ｓ）

组别 剂量 （μｍｏｌ／Ｌ） ＲＯＳ
阴性对照组 ０ ５１．４４７±８．８１５
Ａｒａｃ组 ０．１ １１４．５４５±１２．５０８ａ

１ １５７．５８１±１０．８００ａ

１０ ２８６．９３０±１２．９５８ａ

Ａｒａｃ＋ＡＬＡ组 １０＋６２．５ １６６．７０７±１１．７８１ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１０μｍｏｌ／ＬＡｒａｃ组
比较

２．５　阿糖胞苷对ＭＵＴＺ８细胞线粒体膜电位的影响
　　流式细胞仪检测线粒体膜电位，检测结果表明，阿糖胞苷
作用ＭＵＴＺ８细胞４８ｈ后，细胞线粒体膜电位明显下降，较阴
性对照组相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。加入抗氧化
剂后，细胞线粒体膜电位下降，与同一阿糖胞苷浓度作用下的线

粒体膜电位相比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表４。

表４　阿糖胞苷作用４８ｈ对各组ＭＵＴＺ８细胞线粒体膜电位的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 剂量（μｍｏｌ／Ｌ） 线粒体膜电位

阴性对照组 ０ １３０．７±２．９０２

Ａｒａｃ组 ０．１ １１０．３±２．９０２ａ

１ ８０．６±２．１５９ａ

１０ ６８．７±２．７０６ａ

Ａｒａｃ＋ＡＬＡ组 １０＋６２．５ ７５．２±１．８６１ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１０μｍｏｌ／ＬＡｒａｃ
组比较

３　讨论

　　活性氧是一类异质性分子，包括超氧化物氢离子，
过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）及羟自由基（·ＯＨ）等，致癌因素的
刺激、线粒体功能紊乱、促凋亡信号等因素均可以导致

ＲＯＳ增多。多种病理状态下可呈现出活性氧水平升
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高，反之，过度的ＲＯＳ水平亦可损坏细胞的ＤＮＡ、蛋白
及脂质成分等，导致细胞凋亡［８］。细胞内环境氧化还

原状态平衡对于细胞的生存和增殖至关重要，破坏细

胞氧化还原状态可以导致疾病的发生。大多数肿瘤细

胞内的 ＲＯＳ处于活跃状态，研究［９－１０］已证实 ＡＭＬ、
ＣＭＬ、ＭＤＳ等细胞中ＲＯＳ呈现出高水平。进一步提高
肿瘤细胞内的 ＲＯＳ水平，可以促进肿瘤细胞凋亡，达
到治疗的目的。因此，增加 ＲＯＳ水平、抑制抗氧化系
统可能成为治疗肿瘤的又一新的途径［１１］。研究［１２－１３］

发现许多抗肿瘤药物如蒽环类抗生素、三氧化二砷、拓

扑异构酶Ⅱ抑制剂Ｓａｌｖｉｃｉｎｅ、甲氧雌二醇等，诱导肿瘤
细胞凋亡其作用均与 ＲＯＳ密切相关。Ｈａｈｍ等［１４］在

研究醉茄素Ａ抗乳腺癌细胞的作用机制中亦发现，醉
茄素Ａ通过ＲＯＳ介导对乳腺癌细胞的凋亡。
　　细胞的过度增殖及凋亡受阻导致了肿瘤的发生，
因此抑制细胞增殖、促进细胞凋亡成为肿瘤治疗的有

效方法之一。有些抗癌药物通过干扰细胞的周期抑制

细胞增殖，有些药物则通过促进凋亡来使癌细胞死亡。

阿糖胞苷是治疗恶性肿瘤的重要药物之一，其主要通

过诱导肿瘤细胞凋亡起到治疗作用。活性氧是否在阿

糖胞苷诱导白血病细胞凋亡过程中起作用，尚少见相

关报道。

　　线粒体途径是阿糖胞苷介导白血病细胞凋亡的核
心途径，线粒体是活性氧产生的一个重要部位，阿糖胞

苷作用肿瘤细胞后使线粒体膜电位下降，线粒体膜电

子传递链受损，电子不能经 ｃｙｔｃ传递给氧，使氧不能
与氢离子结合形成水，使 ＲＯＳ过度形成，ＲＯＳ形成后
导致线粒体膜电位进一步下降，形成恶性循环，导致凋

亡的发生。

　　在本研究中，我们通过 ＭＴＴ法证实阿糖胞苷对
ＭＤＳ细胞株 ＭＵＴＺ８增殖有明显抑制作用，Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ／ＰＩ法证实阿糖胞苷对 ＭＵＴＺ８的凋亡有明显
促进作用，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色亦表明 ＭＵＴＺ８细胞在
阿糖胞苷作用下出现胞体变小、核固缩、核碎裂等典型

的细胞凋亡形态学特征。因此我们有理由认为阿糖胞

苷可以促ＭＤＳ细胞株ＭＵＴＺ８细胞凋亡。另一方面，
我们通过对各组细胞的活性氧水平测定表明，人 ＭＤＳ
细胞株 ＭＵＴＺ８细胞在不同浓度阿糖胞苷的作用下，
其细胞内ＲＯＳ荧光强度升高，且随阿糖胞苷剂量的增
加而升高，呈剂量依赖性。抗氧化剂硫辛酸可以降低

阿糖胞苷诱导的 ＭＵＴＺ８细胞内的 ＲＯＳ水平及凋亡
率，进一步证实了 ＲＯＳ在阿糖胞苷诱导 ＭＵＴＺ８细胞
凋亡过程中的作用。

　　综上所述，阿糖胞苷是一个有效的治疗ＭＤＳ的药
物，它不仅可以抑制 ＭＤＳ细胞的增殖，还可以诱导其

凋亡。ＲＯＳ在阿糖胞苷诱导 ＭＤＳ细胞凋亡过程中起
着很重要的作用。ＲＯＳ作为阿糖胞苷诱导 ＭＤＳ细胞
凋亡过程中新的分子机制的发现，为我们治疗ＭＤＳ提
供了新的方法，新的思路。
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