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人参总皂苷ＴＳＰＧ联合ＥＰＯ对白血病细胞ＫＧ１α增殖的影响
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　　［摘要］　目的　探讨人参总皂苷ＴＳＰＧ单独或联合人促红细胞生成素（ＥＰＯ）对人白血病细胞 ＫＧ１α增殖的影响及
机制探讨。方法　 体外培养ＫＧ１α细胞，选取处于对数生长期的细胞用于实验。空白对照组予以常规培养；人参总皂苷
ＴＳＰＧ组分别加入２５、５０、１００、２００、４００ｍｇ／ＬＴＳＰＧ；人参总皂苷＋ＥＰＯ组加入上述等量ＴＳＰＧ，同时加入０．５Ｕ／ＬＥＰＯ，并设
置ＥＰＯ对照组。培养３、７、１４ｄ后用ＣＣＫ８法检测ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对ＫＧ１α细胞增殖的影响；运用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
技术检测ＥＰＯＲ、ＳＴＡＴ５、Ｊａｋ２、ＡＫＴ等ＥＰＯ／ＥＰＯＲ通路相关基因的表达。用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、
Ｐ５３、Ｐ１６等蛋白的表达，ＥＰＯＲ蛋白的表达及其活性。结果　 人参总皂苷 ＴＳＰＧ在体外能明显抑制 ＫＧ１α细胞的增殖，
１００μｍｏｌ／Ｌ为最适作用浓度，７ｄ为最适作用时间，如果在ＥＰＯ存在的条件下，其最适浓度则降低到７５ｍｇ／Ｌ；与对照组相
比，在ＥＰＯ存在的条件下人参总皂苷ＴＳＰＧ诱导可明显使细胞阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期，若不使用 ＥＰＯ则 ＴＳＰＧ对细胞周期无影
响；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果显示ＴＳＰＧ诱导组ＫＧ１α细胞内ＥＰＯＲ、Ｊａｋ２、ＳＴＡＴ５等由ＥＰＯＲ介导的ＪＡＫＳＴＡＴ通路相关基
因的表达均随ＴＳＰＧ浓度增加而降低，其中高浓度具有明显差异（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测经单独使用ＴＳＰＧ处理了７ｄ
的ＫＧ１α细胞，与对照组相比，其 ＥＰＯＲ及 ｐＥＰＯＲ表达明显下调，Ｊａｋ２、ＳＴＡＴ５、ｐＳＴＡＴ５、Ｂｃｌ２蛋白表达下调，而 Ｂａｘ、
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表达增高，Ｐ５３及Ｐ１６无变化；然而添加了ＥＰＯ处理的各组ｐＥＰＯＲ、Ｊａｋ２、ｐＳＴＡＴ５、Ｐ５３及Ｐ１６的表达明
显增加，Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的表达没有变化。结论　 ＴＳＰＧ能下调细胞内由ＥＰＯＲ介导的ＪａｋＳＴＡＴ通路相关蛋
白的表达，并降低ＥＰＯＲ的活性，进而下调Ｂｃｌ２、上调Ｂａｘ和ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３来促进细胞凋亡；而添加了ＥＰＯ后这种作
用被拮抗，抑制细胞增殖的作用是通过上调Ｐ５３及Ｐ１６促进细胞衰老而产生的。
　　［关键词］　 人参总皂苷；ＫＧ１α细胞；促红细胞生成素；细胞凋亡；细胞衰老
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　　人参皂苷（ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ）是人参化学成分中最重
要的有效成分，可以对机体的代谢、免疫系统、内分泌

系统以及抗氧化应激系统产生重要作用，表现出很强

的药理作用［１－３］。人参总皂苷是人参中多种皂苷类成

分的总和，近年的研究表明人参总皂苷既能促进造血

干／祖血细胞增殖分化，又能抑制非正常细胞如人白血
病细胞的增殖，表现出中药的适应源性。ＥＰＯ是促红
细胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ）的英文简称，是一种糖蛋
白激素，能够促进红细胞生成。近年来有研究表明，

ＥＰＯ是一种抗凋亡因子［４］，介导多种细胞抗凋亡的作

用，从而发挥器官的保护作用。Ｓｃｈｕｓｔｅｒ等［５］报道

ＥＰＯ调节红细胞生成的一种主要机制就是防止红系
祖细胞凋亡。同时在多种肿瘤细胞的表面有ＥＰＯＲ表
达，使ＥＰＯ／ＥＰＯＲ信号通路在肿瘤尤其是血液肿瘤治
疗研究中有着非常重要的作用。本实验拟联合或者单

独使用ＴＳＰＧ和 ＥＰＯ，观察二者对白血病细胞 ＫＧ１α
的增殖抑制、诱导分化及细胞周期的影响；从基因、蛋

白表达及活性等方面检查细胞中 ＥＰＯ／ＥＰＯＲ信号通
路、Ｂｃｌ２／Ｂａｘ／Ｃａｓｐａｓｅ凋亡信号通路、细胞衰老等相
关基因蛋白的表达，初步研究 ＴＳＰＧ单独或联合 ＥＰＯ
对ＫＧ１α细胞作用机制，对临床同时运用人参总皂苷
和ＥＰＯ治疗白血病及贫血时，药物之间相辅相成作用
及拮抗作用起到一定指导作用。

１　材料与方法

１．１　细胞
　　人白血病细胞ＫＧ１α为本实验室冻存保留。以５×１０８／Ｌ

接种于含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，在３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度下常规培养，每隔２ｄ传代换液。

１．２　主要试剂及仪器
　　人参总皂苷ＴＳＰＧ购自中国药品生物制品检定所（纯度≥
９０％）；ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购自
美国Ｇｉｂｃｏ公司；ｒｈＥＰＯ（５０００Ｕ／ｍＬ）购自美国ＲＤ公司；ＣＣＫ８
试剂购自日本同仁化学研究所；总 ＲＮＡ提取试剂盒购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；逆转录试剂及 ＰＣＲ试剂购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；鼠
抗人ＥＰＯＲ单克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ公司；兔抗人 ｐＥＰＯＲ、
ＰｈｏｓｐｈｏＪａｋ２单克隆抗体购自ＡＢＧＥＮＴ公司；兔抗人Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＳＴＡＴ５、ｐＳＴＡＴ５、Ｊａｋ２、Ｐ５３、Ｐ１６购 自
Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司；ＥＣＬ发光试剂盒购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；细胞培养
箱购自美国Ｆｏｒｍａｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；４８００型ＰＣＲ扩增仪购自美国
ＢｉｏＲａｄ公司。

１．３　ＴＳＰＧ的配制
　　以少量 ＲＰＭＩ１６４０溶解 ＴＳＰＧ配制成浓度为２ｇ／Ｌ的储存
液，－２０℃保存。实验前以含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０稀释
至所需浓度。

１．４　ＣＣＫ８实验检测联合或者单独使用 ＴＳＰＧ和
ＥＰＯ对ＫＧ１α细胞增殖的影响

　　采用对数生长期的 ＫＧ１α细胞，调整密度为５×１０５／ｍＬ，
分为４组：空白对照组、ＴＳＰＧ组、ＥＰＯ对照组、ＥＰＯ＋ＴＳＰＧ组。
其中空白对照组予以常规培养；ＴＳＰＧ组分别加入２５、５０、７５、
１００、１５０、２００ｍｇ／ＬＴＳＰＧ；ＥＰＯ对照组加入０．５Ｕ／ＬＥＰＯ（临床
用药治疗贫血的常规剂量）；ＥＰＯ＋ＴＳＰＧ组加入０．５Ｕ／ＬＥＰＯ，
然后分别加入２５、５０、７５、１００、１５０、２００ｍｇ／ＬＴＳＰＧ，各组细胞以
２００μＬ的培养体系接种于９６孔板，每个浓度设置６个复孔，分
别培养 ３、７、１４ｄ后，每孔加入 １０μＬＣＣＫ８反应液后，于
３７℃、５％ＣＯ２培养３ｈ，然后用酶标仪（波长４５０ｎｍ）测定各孔
光密度值［Ｄ（５７０）］，按如下公式计算细胞生长抑制率（ＩＲ），实
验重复３次。抑制率＝［对照组Ｄ（５７０）－实验组Ｄ（５７０）］／对
照组Ｄ（５７０）×１００％。

１．５　流式细胞仪分析细胞周期
　　选择对数生长期的 ＫＧ１α细胞，接种于６孔板中，使细胞
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终浓度为１×１０５／ｍＬ。空白对照组：常规培养；ＴＳＰＧ组：加入
ＴＳＰＧ（终浓度为 １００、２００ｍｇ／Ｌ）；ＥＰＯ对照组加入 ０．５Ｕ／Ｌ
ＥＰＯ；ＥＰＯ＋ＴＳＰＧ组加入 ０．５Ｕ／ＬＥＰＯ，然后分别加入 ５０、
７５ｍｇ／ＬＴＳＰＧ。培养３ｄ后，各孔转入３０ｍＬ培养瓶中，继续培
养，并于第７天收集细胞，用０．０２ｍＬＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）洗涤细胞
２次，７０％冷乙醇固定，４℃存放过夜。测定前去除固定液，加
入ＲＮＡ酶工作液和碘化丙啶，４℃染色处理３０ｍｉｎ，３００目滤
网过滤后流式细胞仪检测，分析得出细胞周期各时相比例。

１．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测联合或者单独使用 ＴＳＰＧ和
ＥＰＯ前后ＫＧ１α细胞ＥＰＯＲ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达

　　Ｔｒｉｚｏｌ法提取各组细胞总 ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ逆转录获得
ｃＤＮＡ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＫＧ１α细胞中 ＥＰＯＲ、Ｊａｋ２、ＳＴＡＴ５、
ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ、ＪＮＫｍＲＮＡ表达。ＰＣＲ反应步骤：Ｒｅａｌｔｉｍｅ反应采
用２５μＬ体系：模板２μＬ，上下引物各取０．１μＬ，ＳＹＢＲ荧光酶
１２．５μＬ，ＤＥＰＣ水１０．８μＬ。循环条件为：９９．５℃３０ｓ预变性，
９５℃ ５ｓ、５８℃ １５ｓ、７２℃ １５ｓ，共４０个循环。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＳＰＧ和ＥＰＯ处理前后 ＫＧ１α
细胞的ＥＰＯ／ＥＰＯＲ通路相关蛋白的表达

　　收集空白对照组、ＴＳＰＧ组（终浓度 ０．０５、０．０７５ｇ／ｍＬ）、
ＥＰＯ对照组、ＥＰＯ＋ＴＳＰＧ组（终浓度０．０５、０．０７５ｇ／ｍＬ）诱导
７ｄ的ＫＧ１α细胞，细胞裂解液提取蛋白并 ＢＣＡ法检测其浓
度，调整浓度时各组均为４μｇ／μＬ，加入 ＳＤＳ凝胶上样缓冲液
开水煮沸４ｍｉｎ变性后恒压电泳（浓缩胶７０Ｖ、分离胶１００Ｖ），
后２５０ｍＡ横流电转，将蛋白转入 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶封闭
２ｈ，一抗４℃摇床过夜，ＴＢＳＴ洗一抗４×１５ｍｉｎ，二抗室温孵育
１．５ｈ，ＴＢＳＴ洗二抗４×１５ｍｉｎ，ＥＣＬ发光液显示荧光，Ｘ线胶片
曝光显示条带，计算各泳道灰度值，对比内参蛋白βａｃｔｉｎ，统计
各组相应蛋白的表达量。

１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，多组均数间比较采用单因素方
差分析，组间两两比较采用ＬＳＤ法。

２　结果

２．１　人参总皂苷ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对 ＫＧ１α细
胞增殖的影响

　　不同浓度的ＴＳＰＧ（单独或联合ＥＰＯ）作用于白血病细胞株
ＫＧ１α细胞３、７、１４ｄ后，ＣＣＫ８法检测结果如表１所示，实验组
较对照组细胞增殖活性明显降低，其中单独使用ＴＳＰＧ对ＫＧ１α
细胞增殖抑制作用在３ｄ时不是很明显，７ｄ时有明显的剂量
依赖和时间依赖关系，其中２００ｍｇ／Ｌ为ＩＣ５０浓度，而１４ｄ实验

条件不易把握，同时稍高剂量（２００ｍｇ／Ｌ）即出现细胞毒性。单
独使用ＥＰＯ后对细胞有一定的促进增殖作用（７ｄ较明显），但
其达到ＩＣ５０所需的ＴＳＰＧ浓度较低（约为７５ｍｇ／Ｌ）。

２．２　ＴＳＰＧ单独或联合 ＥＰＯ对 ＫＧ１α细胞周期的影
响

　　对照组与各实验组 ＫＧ１α细胞周期的分布结果见表２和
图１。Ｇ０／Ｇ１期细胞数量比例：ＴＳＰＧ组与空白对照组相比，差
异没有统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而 ＴＳＰＧ＋ＥＰＯ组与 ＥＰＯ对照
组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；且与ＴＳＰＧ组相比，ＴＳＰＧ＋
ＥＰＯ处理组增多，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与空白对照
组相比，其他各组Ｓ期细胞数量比例变化不显著（Ｐ＞０．０５），但
与体外培养７ｄ后７５ｍｇ／ＬＴＳＰＧ＋ＥＰＯ组相比，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；各组间的 Ｇ２／Ｍ期细胞分布差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。

表２　各组ＫＧ１α细胞周期百分比（％，ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别　　　　 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

空白对照组 ３５．０８±２．１３ ５７．３５±１．３３ ７．５７±０．１２

ＴＳＰＧ（１００ｍｇ／Ｌ）组 ３６．４９±３．１９ ５５．５１±４．５２ ８．００±０．２６

ＴＳＰＧ（２００ｍｇ／Ｌ）组 ３７．００±２．２６ ５５．７０±３．７５ ７．３０±０．４６

ＥＰＯ对照组 ３２．１０±１．５２ ５５．０３±５．５５ １２．８７±１．１０

ＴＳＰＧ（５０ｍｇ／Ｌ）＋０．５Ｕ／ＬＥＰＯ组 ３８．８±２．４４ａｂ ５１．０５±４．６９ １０．１０±０．４９

ＴＳＰＧ（７５ｍｇ／Ｌ）＋０．５Ｕ／ＬＥＰＯ组 ４１．７±４．２３ａｂ ４９．８６±３．５５ｃ ８．４１±１．００

ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＥＰＯ对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＴＳＰＧ（１００、
２００ｍｇ／Ｌ）组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较

２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＴＳＰＧ单独或联合 ＥＰＯ对
ＫＧ１α细胞 ＥＰＯ／ＥＰＯＲ信号通路 ｍＲＮＡ表达
的影响

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示（图２），单独使用 ＴＳＰＧ７ｄ后，
ＫＧ１α细胞内ＥＰＯＲ、Ｊａｋ２、ＳＴＡＴ５等ＥＰＯ／ＥＰＯＲ通路相关基因
表达均随 ＴＳＰＧ浓度增加而降低，其中高浓度具有明显差异
（Ｐ＜０．０５），但 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ＪＮＫ这几个基因的表达无明显变
化，这表明ＴＳＰＧ能从基因水平抑制由 ＥＰＯＲ介导的 ＪａｋＳＴＡＴ
途径，对ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路则无影响。然而，仅添加了ＥＰＯ之后，
ＥＰＯ组较空白对照组各基因表达均有所增加，但无统计学差
异，说明单独使用 ＥＰＯ对 ＥＰＯ／ＥＰＯＲ通路相关基因的表达无
影响；而在同时使用 ＥＰＯ和 ＴＳＰＧ之后，各基因的表达水平较
空白对照组无变化或差异不明显（Ｐ＞０．０５）。这表明 ＥＰＯ能
抑制或者拮抗ＴＳＰＧ对 ＥＰＯＲ介导的 ＪａｋＳＴＡＴ途径相关基因
表达下调的作用。

表１　ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对ＫＧ１α细胞增殖的抑制作用（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

Ｄ（５７０）值 抑制率（％）
组别

３ｄ ７ｄ １４ｄ ３ｄ ７ｄ １４ｄ
空白对照组 １．０１±０．１１ １．４３±０．１５ ２．０４±０．１２

! ! !

ＴＳＰＧ（１００ｍｇ／Ｌ）组 １．０３±０．１３ １．２０±０．０４ａ １．４７±０．１４ａ !

０．１３±０．０１ ０．２７±０．０２
ＴＳＰＧ（２００ｍｇ／Ｌ）组 ０．８８±０．１１ ０．９７±０．０４ａ １．００±０．０２ａ ０．１３±０．０１ ０．２９±０．０４ ０．５０±０．０５
ＥＰＯ对照组 １．１５±０．１４ １．５６±０．２１ ２．２１±０．２４

! ! !

ＴＳＰＧ（５０ｍｇ／Ｌ）＋０．５Ｕ／ＬＥＰＯ组 １．２０±０．０８ １．３１±０．１７ａ １．６９±０．２２ａ !

０．２１±０．０３ ０．２４±０．０３
ＴＳＰＧ（７５ｍｇ／Ｌ）＋０．５Ｕ／ＬＥＰＯ组 １．０５±０．０４ １．０６±０．０８ａ ０．９０±０．０４ａ ０．０９±０．０１ ０．３１±０．０４ ０．５５±０．０５

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较
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Ａ：空白对照组；Ｂ：ＴＳＰＧ（１００ｍｇ／Ｌ）组；Ｃ：ＴＳＰＧ（２００ｍｇ／Ｌ）组；Ｄ：ＥＰＯ对照组；Ｅ：ＴＳＰＧ（５０ｍｇ／Ｌ）＋ＥＰＯ组；Ｆ：ＴＳＰＧ（７５ｍｇ／Ｌ）＋ＥＰＯ组
图１　ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对ＫＧ１α细胞周期的影响
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ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＴＳＰＧ（１００ｍｇ／Ｌ）组
比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＴＳＰＧ（２００ｍｇ／Ｌ）组比较
图２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对ＫＧ１α

细胞株ＥＰＯ／ＥＰＯＲ信号通路ｍＲＮＡ表达的影响

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对ＫＧ１α
细胞全细胞蛋白中 ＥＰＯＲ含量的表达及活性的
影响

　　结果如图３所示：经过单独使用ＴＳＰＧ处理了７ｄ的ＫＧ１α
细胞，与空白对照组相比，其 ＥＰＯＲ及其磷酸化表达明显下调
（Ｐ＜００５）；而添加了ＥＰＯ处理的ＥＰＯＲ表达较空白对照组无
明显差异，但ｐＥＰＯＲ表达则明显增加（Ｐ＜００５），并且 ＴＳＰＧ
７５ｍｇ／Ｌ＋ＥＰＯ组ｐＥＰＯＲ表达明显高于单独使用ＥＰＯ组。

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对ＫＧ１α
细胞全细胞蛋白中 ＥＰＯＲ通路主要相关蛋白含
量的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果如图４显示：经过单独使用 ＴＳＰＧ处理了

７ｄ的ＫＧ１α细胞，与空白对照组相比，其 Ｊａｋ２、ＳＴＡＴ５及其磷
酸化表达下调，以２００ｍｇ／Ｌ明显（Ｐ＜００５）；然而添加了 ＥＰＯ
处理的各组没有这种下调的趋势，反而有上调的趋势。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；Ｂ：半定量分析；１：空白对照组；２：ＴＳＰＧ
（１００ｍｇ／Ｌ）组；３：ＴＳＰＧ（２００ｍｇ／Ｌ）组；４：ＥＰＯ对照组；５：ＴＳＰＧ
（５０ｍｇ／Ｌ）＋０．５Ｕ／ＬＥＰＯ组；６：ＴＳＰＧ（７５ｍｇ／Ｌ）＋０．５Ｕ／ＬＥＰＯ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较
图３　ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对ＫＧ１α细胞全细胞蛋白中 ＥＰＯＲ

表达及活性的影响

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对ＫＧ１α
细胞全细胞蛋白中细胞凋亡相关蛋白表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果如图５所示，经不同浓度ＴＳＰＧ诱导７ｄ后
ＫＧ１α细胞Ｂｃｌ２蛋白表达下调，而 Ｂａｘ蛋白表达上调，同时
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ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表达增高（Ｐ＜００５），表明其促凋亡功能被
增强；然而添加了ＥＰＯ的各组中，Ｂｃｌ２、Ｂａｘ较空白对照组无变
化，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达上调。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；Ｂ：半定量分析；１：空白对照组；２：ＴＳＰＧ
（１００ｍｇ／Ｌ）组；３：ＴＳＰＧ（２００ｍｇ／Ｌ）组；４：ＥＰＯ对照组；５：ＴＳＰＧ
（５０ｍｇ／Ｌ）＋０．５Ｕ／ＬＥＰＯ组；６：ＴＳＰＧ（７５ｍｇ／Ｌ）＋０．５Ｕ／ＬＥＰＯ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较
图４　ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对ＫＧ１α细胞中Ｊａｋ２、ＳＴＡＴ５及其

磷酸化表达的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；Ｂ：半定量分析；１：空白对照组；２：ＴＳＰＧ
（１００ｍｇ／Ｌ）组；３：ＴＳＰＧ（２００ｍｇ／Ｌ）组；４：ＥＰＯ对照组；５：ＴＳＰＧ
（５０ｍｇ／Ｌ）＋０．５Ｕ／ＬＥＰＯ组；６：ＴＳＰＧ（７５ｍｇ／Ｌ）＋０．５Ｕ／ＬＥＰＯ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较
图５　ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对ＫＧ１α细胞中Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄ

Ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响

２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对ＫＧ１α
细胞全细胞蛋白中细胞衰老相关蛋白表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果如图６所示，经不同浓度 ＴＳＰＧ诱导７ｄ
后ＫＧ１α细胞衰老相关蛋白表达不变或下调，然而添加了ＥＰＯ
的各组中空白对照组表达增强（Ｐ＜００５），表明添加了ＥＰＯ的

各组ＴＳＰＧ能通过上调Ｐ５３、Ｐ１６等蛋白使细胞周期阻滞在Ｇ０／
Ｇ１期并诱导细胞衰老。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；Ｂ：半定量分析；１：空白对照组；２：ＴＳＰＧ
（１００ｍｇ／Ｌ）组；３：ＴＳＰＧ（２００ｍｇ／Ｌ）组；４：ＥＰＯ对照组；５：ＴＳＰＧ
（５０ｍｇ／Ｌ）＋０．５Ｕ／ＬＥＰＯ组；６：ＴＳＰＧ（７５ｍｇ／Ｌ）＋０．５Ｕ／ＬＥＰＯ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较
图６　ＴＳＰＧ单独或联合ＥＰＯ对ＫＧ１α细胞全细胞蛋白中Ｐ５３、

Ｐ１６蛋白表达的影响

３　讨论

　　人参是中国传统医药的补气要药，既往研究表明，
人参有效成分对白血病细胞具有增殖抑制的作

用［６－７］，人参总皂苷能够抑制白血病细胞 ＫＧ１α的增
殖，并诱导其向红系分化［８］；同时 ＴＳＰＧ能对 ＥＰＯ依
赖性（ＴＦ１／ＥＰＯ）和 ＥＰＯ非依赖性（Ｋ５６２）的红系白
血病细胞均有显著的增殖抑制作用并诱导其分化。

　　促红细胞生成素最早用于治疗终末期肾病和贫血
的患者，因为这些患者自身分泌 ＥＰＯ的水平降低［９］。

这些治疗均成功地增加红细胞数和血红蛋白和血细胞

比容水平，从而减少患者的输血需求量和减少红细胞

输血次数［１０］。ＥＰＯ也用于治疗患者与癌症相关的贫
血。促红细胞生成素也参与调节血管生成［１１］，肿瘤血

管生成［１２］，以及在肿瘤细胞的存活和生长［１３－１４］中的

作用。于是出现了一个问题，ＥＰＯ在治疗肿瘤引起的
贫血时是否会促进肿瘤的生长？在治疗白血病的同

时使用 ＥＰＯ治疗贫血是否弊大于利是本实验的研究
重点。

　　通过 ＣＣＫ８实验表明，在作用７ｄ后，单独使用
ＴＳＰＧ或者联合 ＥＰＯ，均能使 ＫＧ１α细胞的增殖受到
抑制，并呈剂量和时间依赖性。有意义的是，在联合使

用ＥＰＯ时，达到相同的抑制率所需要的 ＴＳＰＧ的量要
明显低于单独使用 ＴＳＰＧ的各组（ＴＳＰＧ组 ＩＣ５０为
１８８４ｍｇ／Ｌ，ＴＳＰＧ＋ＥＰＯ组ＩＣ５０为７３．２ｍｇ／Ｌ）。通过
ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等实验结果，我们推测：单独使
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用ＴＳＰＧ后，能够使细胞膜表面的 ＥＰＯＲ活性下降，进
而抑制其下游的Ｊａｋ２、ＳＴＡＴ５等信号蛋白的活性，Ａｌａｓ
等［１５］研究发现活化的 ＳＴＡＴ５进入胞核后通过刺激
Ｂｃｌ２和ＢｃｌｘＬ抗凋亡基因转录，产生大量 Ｂｃｌ２和
ＢｃｌｘＬ抗凋亡蛋白。提示 ＴＳＰＧ可有效地促进 ＫＧ１α
细胞凋亡，可能是通过上调 Ｂａｘ和 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３
蛋白，增加其促凋亡功能，并减弱 Ｂｃｌ２蛋白的抗凋亡
活性来发挥作用。与此相对，添加了 ＥＰＯ之后，细胞
表面的ＥＰＯＲ活性上调，其下游的Ｊａｋ２、ＳＴＡＴ５等信号
蛋白的活性也上调；另外，内源性 ＥＰＯ还可通过
ＳＴＡＴ５下调促凋亡蛋白基因如 Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３等基
因的表达，来发挥抗凋亡作用。由此提示 ＴＳＰＧ产生
的促进细胞凋亡的作用可能被ＥＰＯ所拮抗。
　　那么ＴＳＰＧ联合ＥＰＯ是如何引起细胞的增殖抑制
的？通过对细胞周期的检测发现单独使用 ＴＳＰＧ对细
胞周期无影响，联合使用 ＥＰＯ后，可以使 Ｇ０／Ｇ１期细
胞数量明显增加。细胞周期是指细胞的增殖分化的一

个动态平衡的过程，可以把细胞分为 Ｇ０／Ｇ１期、Ｓ期、
Ｇ２期和Ｍ期，细胞周期调控发生紊乱，是恶性肿瘤增
殖迅速的一个重要原因。有研究表明［１６］，衰老细胞内

主要含有的是Ｇ０／Ｇ１期的 ＤＮＡ，因此衰老细胞停滞于
Ｇ０／Ｇ１期，不能进入Ｓ期。同时，激活 Ｐ１６、Ｐ５３等都与
Ｇ０／Ｇ１期停滞有关，这表明细胞周期Ｇ０／Ｇ１期的关卡是
衰老的关键调控点。在 Ｐ１６和 Ｐ５３缺失的癌组织中，
未能检测到细胞衰老，但在癌前病变或非致死性肿瘤

中可以检测到细胞衰老［１７］。Ｃｏｌｌａｄｏ等［１８］在小鼠模型

中发现在癌前病变和腺瘤中可以检测到衰老细胞以及

一些衰老特异标志基因，但在腺癌细胞中不能检测到

衰老细胞，提示激活的癌基因在小鼠体内诱发细胞衰

老。诱导肿瘤细胞发生衰老已成为抗肿瘤研究中的另

一个新策略［１９］。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞衰老相关蛋白
Ｐ５３、Ｐ１６等表达，发现ＴＳＰＧ（７５ｍｇ／ｋｇ）＋ＥＰＯ组衰老
相关蛋白表达明显上调，衰老细胞明显增加。我们推

测：ＴＳＰＧ联合 ＥＰＯ作用于白血病细胞后，能够激活
Ｐ５３，激活的 Ｐ５３能上调 Ｐ１６，从而阻止细胞由 Ｇ０／Ｇ１
期向Ｓ期转变，进一步影响 ＤＮＡ的复制和修复，发生
衰老样的周期阻滞，产生生长抑制。但这种表现与

ＴＳＰＧ联合ＥＰＯ后对ＥＰＯ／ＥＰＯＲ通路的激活作用是否
相关仍待下一步研究。

　　综上所述，ＴＳＰＧ能够通过促进细胞凋亡途径来引
起非ＥＰＯ依赖性生长的白血病细胞 ＫＧ１α细胞增殖
抑制，虽然这种促进凋亡的作用会被 ＥＰＯ所拮抗，但
添加ＥＰＯ后能通过影响细胞周期来使 ＫＧ１α细胞增
殖抑制，那么对于 ＥＰＯ依赖性生长的白血病细胞如
ＴＦ１、ＵＴ７等细胞株是否有相同的作用，是本课题进
一步研究的重点，由此可以指导在不同类型的白血病

临床治疗过程中对于ＴＳＰＧ和ＥＰＯ的使用方法。
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