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沙蟾毒精激活ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ１信号通路诱导急性白血病细胞凋亡的分子机制研究
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　　［摘要］　目的　研究沙蟾毒精（ａｒｅｎｏｂｕｆａｇｉｎ，ＡＲＥ）对急性白血病细胞的凋亡诱导作用及可能的
分子机制。方法　急性白血病细胞 Ｊｕｒｋａｔ和 ＭＶ４１１经不同浓度（０、１０、２０、４０、８０ｎｍｏｌ／Ｌ）ＡＲＥ作用
２４ｈ，８０ｎｍｏｌ／ＬＡＲＥ作用不同时间（０、６、１２、１８、２４ｈ）或ＲＯＣＫ１抑制剂Ｙ２７６３２（２０μｍｏｎ／Ｌ）预处理１ｈ
后８０ｎｍｏｌ／ＬＡＲＥ作用２４ｈ，采用ＭＴＴ检测ＡＲＥ抑制急性白血病细胞增殖的能力；采用流式细胞术检测
ＡＲＥ诱导急性白血病细胞凋亡的能力；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＣｏＩＰ实验检测急性白血病细胞经ＡＲＥ作用后
细胞中凋亡相关蛋白和ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ１信号通路相关蛋白的变化情况。结果　ＡＲＥ对Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１
细胞的抑制增殖作用呈剂量依赖性和时间依赖性（Ｐ＜０．０１），对Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１细胞凋亡诱导作用亦呈
剂量和时间依赖性（Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ＡＲＥ可激活ＲＯＣＫ１信号通路，促进ＢＡＸ移位至
线粒体，Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ（Ｃｙｔｏｃ）和ＡＩＦ由线粒体释放入细胞质，增加Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ７剪切激活，增加
ＰＡＲＰ１剪切，并减少ＸＩＡＰ表达，其上述作用具有剂量依赖性和时间依赖性（Ｐ＜０．０１）；使用Ｙ２７６３２抑制
ＲＯＣＫ１信号通路可明显阻断ＡＲＥ诱导的ＢＡＸ移位至线粒体、Ｃｙｔｏｃ和ＡＩＦ向细胞质的释放、Ｃａｓｐａｓｅ３和
Ｃａｓｐａｓｅ７的剪切激活、ＰＡＲＰ１的剪切、ＸＩＡＰ表达的下调以及细胞凋亡（Ｐ＜０．０１）。结论　ＡＲＥ通过激活
ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ１信号通路有效诱导急性白血病细胞（Ｊｕｒｋａｔ、ＭＶ４１１）发生凋亡。
　　［关键词］　 沙蟾毒精；急性白血病；Ｒｈｏ因子相关激酶１；细胞凋亡
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　　白血病作为全球癌症的主要负担之一，其发病率
和病死率均位于前列［１］。因此，针对白血病的特效药

研究显得尤为重要。蟾蜍毒素从中华蟾蜍或黑眶蟾蜍

的耳后和皮肤腺体分泌的毒液中分离提取所得，其中

沙蟾毒精（ａｒｅｎｏｂｕｆａｇｉｎＡＲＥ）是一种蟾蜍二烯醇化物，
为新近发现的蟾蜍毒液的主要有效成分，可以阻断血

管内皮生长因子介导的血管生成，从而抑制肿瘤的恶性

增殖和转移［２］。前期文献报道提示：ＡＲＥ对多种肿瘤
细胞具有明确的杀伤作用，且毒副作用甚微［３］，然而，

ＡＲＥ对白血病细胞的影响目前国内外均鲜有报道。
　　内源性凋亡途径的激活主要源自不同刺激导致的
ＢＣＬ２蛋白家族中促进凋亡和抑制凋亡成分之间平衡
的失调，如药物等诱导 ＢＡＸ转位至线粒体，在线粒体
膜上聚合形成孔道，使线粒体膜通透性增加，细胞色素ｃ
（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ）由线粒体释放入细胞质，酶解激活
Ｃａｓｐａｓｅ家族（Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７等），最终导致细胞
发生凋亡；此外，ＩＡＰ家族可以负性调节作为凋亡执行
者的 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３活性，从而抑制细胞凋亡的最
终执行过程［４－６］。

　　Ｒｈｏ家族小 ＧＴＰ酶（ＲｈｏＡ等）将信号从质膜上
的受体转导到调节细胞形态等的激酶，Ｒｈｏ相关激酶
ＲＯＣＫ１和 ＲＯＣＫ２已被证实为 Ｒｈｏ因子的效应蛋
白［７］。据报道，ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ１信号通路广泛参与多种
细胞生理和病理活动，如细胞转录、细胞动力、增殖

等［８］，甚至包括肿瘤细胞的增殖和凋亡；ＲＯＣＫ１结构
相对保守，且活化的 ＲｈｏＡＧＴＰ形式与 ＲＯＣＫ１的结
合为ＲＯＣＫ１活化所必需［９－１０］。有研究指出：相较于

ＲＯＣＫ２，ＲＯＣＫ１在血液系统细胞中呈现明显高表达，
提示在白血病的治疗中 ＲＯＣＫ１信号通路可以作为治
疗策略研究的靶点［１１－１２］。本研究旨在考察不同浓度

不同作用时间下ＡＲＥ对白血病细胞Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１
增殖和凋亡的影响，并初步探索可能的分子作用机制，

为开发治疗白血病新药提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　细胞株及培养方法
　　人急性淋巴细胞白血病细胞 Ｊｕｒｋａｔ、人急性单核

细胞白血病细胞 ＭＶ４１１均购自美国 ＡＴＣＣ细胞库，
采用ＲＰＭＩ１６４０培养基（含１０％胎牛血清、１％青霉素
链霉素双抗），在３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度条件下的
细胞培养箱中培养，每２～３天换液传代。
１．２　药物及试剂
　　ＡＲＥ购自 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ（ＭＣＥ）公司，ＲＰＭＩ
１６４０培养基购自生工生物工程股份有限公司，胎牛血
清（ＦＢＳ）购自 ＢｉｏＢａｓｉｃ公司，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及 ＣｏＩＰ相
关试剂［ＩｇＧ抗体和琼脂糖珠子（Ａ＋Ｇ）等］购自碧云天
生物技术有限公司，ＧＡＰＤＨ、ＣＯＸⅣ、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ７、ＰＡＲＰ１、ＲｈｏＡ、ＲＯＣＫ１、ＡＩＦ、ＢＡＸ、
Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ（Ｃｙｔｏｃ）、Ｔｏｍ２０抗体均购自 Ａｂｃａｍ公
司，四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。
１．３　细胞分组及药物处理
　　细胞培养后按照 ＡＲＥ作用浓度（０、１０、２０、４０、
８０ｎｍｏｌ／Ｌ）和作用时间（０、６、１２、１８、２４ｈ）分组，量效
组（以ＡＲＥ作用浓度分组）细胞经对应浓度ＡＲＥ处理
后继续培养２４ｈ，时效组（以 ＡＲＥ作用时间分组）细
胞经８０ｎｍｏｌ／ＬＡＲＥ作用后继续培养相应时间后，收
集细胞进行检测。

１．４　ＭＴＴ检测细胞活力
　　取对数生长期细胞，计数后种植于９６孔板中，每
孔９０μＬ细胞液，１．０×１０４细胞／孔，培养２４ｈ。对应
组加入１０μＬ用完全培养基配制的梯度浓度 ＡＲＥ（０、
１００、２００、４００、８００ｎｍｏｌ／Ｌ），按照不同时间（６、１２、１８、
２４ｈ）继续培养。待达到药物作用时间后，９６孔板中
每孔加入２０μＬ０．５％ＭＴＴ工作液，３７℃避光孵育４ｈ
后，每孔加入三联液（５ｍＬ异丙醇、１０ｇＳＤＳ、１００μＬ
分析纯盐酸混溶于 １００ｍＬ双蒸水中配制而成）
１００μＬ，３７℃避光孵育过夜。酶标仪 ５９５ｎｍ波长处
检测光密度，计算细胞相对存活率。

１．５　流式细胞术检测细胞凋亡
　　细胞以３．０×１０５／ｍＬ密度种植于１２孔板中，每孔
１ｍＬ细胞悬液，按１．３方法分组处理并收集细胞于离
心管内，１０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心５ｍｉｎ，去除上清，细胞
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再经 ＰＢＳ洗 ２遍，每管中加入 １００μＬ１×ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ、２μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ及５μＬ５０μｇ／ｍＬＰＩ，涡
旋混匀细胞，避光冰上染色１５ｍｉｎ。采用流式细胞仪
检测细胞凋亡。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　细胞以３．０×１０５／ｍＬ密度种植于１００ｍｍ培养皿
中，细胞悬液体积 １０ｍＬ，按 １．３方法分组处理后，提
取全细胞蛋白（碧云天Ｐ００１３蛋白提取试剂盒）、线粒
体蛋白以及细胞质蛋白（碧云天细胞线粒体分离试剂

盒）并测定蛋白浓度（碧云天 ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂
盒增强型），蛋白液加入５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，９６℃金属浴
１０ｍｉｎ，保存于－２０℃冰箱。经聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离后，４５０ｍＡ恒流３～４ｈ转印至ＰＶＤＦ
膜上，再用５％脱脂牛奶封闭１ｈ，一抗（１∶１０００）于４℃
摇床上孵育过夜，１×ＴＢＳＴ洗涤１０ｍｉｎ／次×３次，加入
二抗（１∶５００００）室温下孵育２ｈ，１×ＴＢＳＴ洗涤３０ｍｉｎ／次×
３次，暗室曝光显影。
１．７　ＪＣ１方法检测线粒体膜电位
　　细胞以３．０×１０５／ｍＬ密度种植于１２孔板中，每孔
１ｍＬ细胞悬液，按 １．３方法分组处理并收集细胞于
１．５ｍＬＥＰ管中，１０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心５ｍｉｎ，重悬细
胞于０．５ｍＬ细胞培养液中，并加入０．５ｍＬＪＣ１染色
工作液，轻柔颠倒数次混匀，细胞培养箱中３７℃避光
孵育２０ｍｉｎ后，６００×ｇ，４℃离心 ３～４ｍｉｎ以沉淀细
胞，弃上清；ＪＣ１染色缓冲液（１×）洗涤细胞２次，弃上
清，再用１００μＬＪＣ１染色缓冲液（１×）重悬细胞后，流
式细胞仪检测细胞线粒体膜电位变化情况。

１．８　免疫共沉淀实验（ＣｏＩＰ）检测
　　细胞以３．０×１０５／ｍＬ密度种植于１００ｍｍ培养皿
中，细胞悬液体积 １０ｍＬ，按对照组和加药处理组
（８０ｎｍｏｌ／ＬＡＲＥ）分组处理，３７℃细胞培养箱继续培养
２４ｈ后，提取总蛋白，测蛋白浓度。蛋白样品分为３份，
１份用于全蛋白直接制样（约１００μｇ），另２份分为 ＩＰ

组和阴性对照（ＩｇＧ）组（蛋白体积约３００μＬ，浓度不低
于３μｇ／μＬ），ＩＰ组加入 Ｔｏｍ２０（抓手蛋白）抗体约
２μｇ，ＩｇＧ组加入与 ＩＰ组 Ｔｏｍ２０同种属 ＩｇＧ抗体约
２μｇ，４℃缓慢振摇过夜。离心后沉淀加入３０μＬ琼脂
糖珠子（Ａ＋Ｇ），４℃缓慢振摇３～４ｈ，珠子经ＰＢＳ洗涤
５次后制样，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白变化情况。
１．９　统计学分析
　　流式细胞术检测数据采用 ＦｌｏｗＪｏＶ１０．６．２软件
进行分析。采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件或ＳＰＳＳ２６．０
进行统计学分析，数据均以 珋ｘ±ｓ表示，两样本组间比较
采用独立样本ｔ检验，多个样本组间比较采用单因素
或两因素方差分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＡＲＥ抑制白血病细胞 Ｊｕｒｋａｔ和 ＭＶ４１１的细胞
增殖

　　采用ＭＴＴ实验检测ＡＲＥ对白血病细胞存活率的
影响，结果显示：ＡＲＥ作用于Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１细胞后，
显著降低了这两种白血病细胞的存活率（Ｐ＜０．０１），并
呈现一定的剂量依赖性和时间依赖性（图１），ＡＲＥ作用
２４ｈ，对Ｊｕｒｋａｔ细胞ＩＣ５０为（１７．３６０!３．７４０）ｎｍｏｌ／Ｌ，对
ＭＶ４１１细胞 ＩＣ５０为（８．６２７!

０．３５２）ｎｍｏｌ／Ｌ。采用
ＡＲＥ同等剂量梯度作用２４ｈ，目前白血病临床一线用
药阿糖胞苷和柔红霉素对Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１无明显抑
制增殖作用（图２）。以上结果提示：ＡＲＥ以２０ｎｍｏｌ／Ｌ
浓度作用１２ｈ后即可抑制 Ｊｕｒｋａｔ和 ＭＶ４１１细胞存
活率达到４０％左右。
２．２　ＡＲＥ增加白血病细胞Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１的凋亡率
　　流式细胞术检测及半定量分析结果显示：ＡＲＥ可
显著增加Ｊｕｒｋａｔ和 ＭＶ４１１的细胞凋亡率，且具有一
定的剂量依赖性和时间依赖性，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０１），见图３。
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图１　ＡＲＥ对白血病细胞存活率的影响
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图２　阿糖胞苷和柔红霉素对白血病细胞存活率的影响
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ａ：Ｐ＜０．０１，与对应０ｎｍｏｌ／ＬＡＲＥ组或０ｈ组比较
Ａ：量效组细胞凋亡检测；Ｂ：时效组细胞凋亡检测；Ｃ：量效组细胞凋亡率；Ｄ：时效组细胞凋亡率

图３　ＡＲＥ对Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１细胞凋亡的影响
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２．３　ＡＲＥ可激活白血病细胞 Ｊｕｒｋａｔ和 ＭＶ４１１的细
胞凋亡信号通路

　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对 Ｊｕｒｋａｔ和 ＭＶ４１１两种细胞
凋亡相关蛋白表达进行检测，结果显示：ＡＲＥ可明显
导致两种细胞中凋亡相关蛋白 ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ１（ＣＦ

ＰＡＲＰ１）、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ７表达升
高，凋亡抑制蛋白ＸＩＡＰ表达降低，且具有剂量依赖性
和时间依赖性（Ｐ＜０．０１），提示 ＡＲＥ可有效诱导白血
病细胞Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１发生凋亡（图４）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与对应０ｎｍｏｌ／ＬＡＲＥ组或０ｈ组比较
Ａ：量效组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：时效组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｃ：Ｊｕｒｋａｔ细胞量效组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析；Ｄ：ＭＶ４
１１细胞量效组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析；Ｅ：Ｊｕｒｋａｔ细胞时效组 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析；Ｆ：ＭＶ４１１细胞时效组
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１细胞经ＡＲＥ作用后凋亡相关蛋白的表达

４０７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．４　ＡＲＥ引发Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１细胞线粒体损伤
　　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１两种细胞线
粒体损伤相关蛋白表达变化情况进行检测，结果显示：

ＡＲＥ可明显增加两种细胞中ＢＡＸ从细胞质转移至线粒
体，ＡＩＦ和Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ从线粒体释放至细胞质，且具有
剂量依赖性和时间依赖性（Ｐ＜０．０１），提示ＡＲＥ可使白
血病细胞线粒体发生损伤，进而诱导细胞发生内源性凋

亡（图５）。以线粒体外膜受体Ｔｏｍ２０为抓手蛋白进行
免疫共沉淀（ＣｏＩＰ）实验，结果证实ＡＲＥ诱导ＢＡＸ发生

线粒体转位（Ｐ＜０．０１，图６），与前述实验结果一致。
２．５　ＡＲＥ导致Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１细胞线粒体膜电位下降
　　采用流式细胞术检测不同浓度 ＡＲＥ作用２４ｈ后
Ｊｕｒｋａｔ和 ＭＶ４１１细胞线粒体膜电位的相对水平，结
果显示：ＡＲＥ可使 Ｊｕｒｋａｔ和 ＭＶ４１１细胞的线粒体膜
电位明显下降，提示线粒体膜通透性增加（图７Ａ），与
前述实验结果一致。半定量分析结果显示：ＡＲＥ降低
线粒体膜电位具有一定的剂量依赖性，差异具有统计

学意义（Ｐ＜０．０１，图７Ｂ、Ｃ）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与对应０ｎｍｏｌ／ＬＡＲＥ组或０ｈ组比较
Ａ：量效组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：时效组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｃ：Ｊｕｒｋａｔ细胞量效组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析；Ｄ：ＭＶ４
１１细胞量效组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析；Ｅ：Ｊｕｒｋａｔ细胞时效组 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析；Ｆ：ＭＶ４１１细胞时效组
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半定量分析

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１细胞经ＡＲＥ作用后线粒体损伤相关蛋白的表达

５０７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）
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图６　免疫共沉淀（ＣｏＩＰ）证实ＡＲＥ增加Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１细胞中ＢＡＸ和线粒体的结合
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ａ：Ｐ＜０．０１，与对应０ｎｍｏｌ／ＬＡＲＥ组比较
Ａ：流式细胞术检测不同浓度ＡＲＥ作用于Ｊｕｒｋａｔ和 ＭＶ４１１细胞２４ｈ后线粒体膜电位水平；Ｂ：Ｊｕｒｋａｔ细胞线粒
体膜电位半定量分析；Ｃ：ＭＶ４１１细胞线粒体膜电位半定量分析

图７　ＡＲＥ对Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１细胞线粒体膜电位的影响

６０７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．６　ＡＲＥ通过 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ１信号通路诱导 Ｊｕｒｋａｔ
和ＭＶ４１１细胞发生凋亡

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：Ｊｕｒｋａｔ和 ＭＶ４１１细
胞经ＡＲＥ作用后，ＲｈｏＡ蛋白总水平无明显变化，但
ＲＯＣＫ１全蛋白水平减少，ｃｌｅａｖｅｄＲＯＣＫ１（ＣＦＲＯＣＫ１）
蛋白水平增加，且具有剂量依赖性和时间依赖性（Ｐ＜
０．０１，图８）。

２．７　抑制ＲＯＣＫ１阻断ＡＲＥ诱导的Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１
凋亡发生

　　流式细胞术检测结果显示：细胞经 Ｙ２７６３２预处
理后，与ＡＲＥ（８０ｎｍｏｌ／Ｌ）处理组比较，细胞凋亡率明
显降低（Ｐ＜０．０１，图 ９、１０）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示：细胞经 Ｙ２７６３２预处理后抑制了 ＡＲＥ导致的
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ７的裂解激活以及 ＰＡＲＰ１的剪切，
阻断了ＡＲＥ诱导的 ＢＡＸ线粒体转位以及 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
ｃ和ＡＩＦ由线粒体向细胞质的释放，并减弱了 ＡＲＥ所
致的ＸＩＡＰ表达下调（图１１）。
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３　讨论

　　蟾蜍毒素是蟾蜍科动物耳后腺和皮肤腺体的干燥
分泌物，在我国应用广泛。ＡＲＥ作为蟾蜍毒素活性成
分之一，已证实可抑制多种肿瘤细胞增殖和转移，如通

过ＪＮＫ信号介导的 Ｙｅｓ相关蛋白多位点磷酸化促进
乳腺癌细胞 ＭＣＦ７发生凋亡［１３］；通过与 Ｐ３８ＭＡＰＫ
抑制剂ＳＢ２０３５８０联合作用明显抑制胶质瘤细胞 Ｕ８７
增殖［１４］；通过下调 βｃａｔｅｎｉｎ表达抑制上皮细胞间充
质转化进而抑制前列腺癌细胞 ＰＣ３的增殖转移［１５］。

本研究证实：ＡＲＥ能明显抑制白血病细胞 Ｊｕｒｋａｔ和
ＭＶ４１１的活性，并提出ＡＲＥ可能通过损伤线粒体诱
导内源性凋亡途径发挥抗癌作用。

　　近期文献报道，Ｒｈｏ激酶系统参与细胞内多种信
号通路，如炎症、ＲＯＳ、细胞凋亡等［１６］，其中凋亡通路

中，不仅ＲＯＣＫ１在凋亡小体形成过程中发挥重要作
用，而且ＲＯＣＫ１裂解活化片段可直接或者间接激活
内源性凋亡途径，而凋亡执行效应蛋白 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３可进一步反馈增强 ＲＯＣＫ１活化，形成正反
馈环路，促使细胞凋亡进程不断增强［１７－１９］。前期研究

提示：ＡＴ１０１通过激活 ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ１通路，活化
ＲＴＥＮ并使 Ａｋｔ失活，造成线粒体损伤，导致白血病细
胞Ｕ９３７等发生凋亡［２０］；山金车二醇（ａｒｎｉｄｉｏｌ）通过激
活ＲＯＣＫ１改变Ｄｒｐ１（Ｓｅｒ６３７）和Ｃｏｆｉｌｉｎ（Ｓｅｒ３）位点磷
酸化状态，促进Ｄｒｐ１和 Ｃｏｆｉｌｉｎ转位至线粒体，导致线
粒体过度分裂破碎，使乳腺癌、肺癌等多种肿瘤细胞发

生凋亡［２１］。本研究结果显示：ＲＯＣＫ１在 ２０ｎｍｏｌ／Ｌ
ＡＲＥ作用２４ｈ或者８０ｎｍｏｌ／ＬＡＲＥ作用１２ｈ后开始
出现明显剪切，且与凋亡相关蛋白 ＰＡＲＰ１、Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ７等和线粒体损伤相关蛋白 ＢＡＸ、Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
ｃ等的变化趋势一致，证实ＡＲＥ可激活ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ１
通路进而活化经线粒体内源性细胞凋亡途径，最终杀

死急性白血病细胞 Ｊｕｒｋａｔ和 ＭＶ４１１，在提出 ＡＲＥ可
有效诱导急性白血病细胞发生凋亡的同时，为阐明其

可能的分子机制提供了实验依据。

　　经线粒体的内源性细胞凋亡途径，可由生理性或
病理性刺激、药物（尤其是肿瘤化疗药物）等作用所激

活，这些刺激将死亡信号传递到线粒体，导致线粒体外

膜通透性增加，使促凋亡成分得以释放进入细胞质，活

化Ｃａｓｐａｓｅ级联反应，最终引发细胞凋亡［２２］。因此，靶

向激活经线粒体的内源性凋亡途径在多种疾病的治疗

中表现出很好的应用前景，如神经退行性疾病、自身免

疫性疾病和恶性肿瘤等。然而，ＢＣＬ２蛋白家族（如
ＢＡＸ）和线粒体之间的复杂相互作用网络，以及线粒体

在细胞凋亡通路中的具体分子作用机制目前仍未完全

阐明［２３－２４］。

　　本研究通过多项实验证实：ＡＲＥ激活 ＲｈｏＡ／
ＲＯＣＫ１信号通路，促进 ＢＣＬ２家族蛋白 ＢＡＸ转位至
线粒体外膜，在线粒体膜上自我聚合形成通透性孔道，

使线粒体膜通透性增加、膜电位下降，促使Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ
和ＡＩＦ由线粒体释放入细胞质，进一步酶解活化
Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ７等级联反应，裂解ＰＡＲＰ１，并减
少ＸＩＡＰ蛋白表达，Ｊｕｒｋａｔ和ＭＶ４１１细胞发生凋亡崩
解，被吞噬细胞吞噬清除，彻底杀死恶性白血病细胞。

然而，本研究仅限于体外实验，未来还需要动物模型等

体内实验进一步证实 ＡＲＥ对急性白血病的作用及其
分子作用机制；此外，鉴于 ＡＲＥ对 Ｊｕｒｋａｔ和 ＭＶ４１１
细胞促凋亡作用显著，未来可以探索ＡＲＥ对其他类型
肿瘤细胞系或者非肿瘤疾病细胞系是否有作用以及是

否存在其他分子作用机制。
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