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大黄素诱导自血病 K562细胞凋亡的实验研究 

金丹婷，刘北忠，刘 畅，王春光，王 种，王东生，郝 坡，钟 梁 

(重庆医科大学临床检验诊断学教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨大黄素对人自血病K562细胞的增殖抑制与诱导凋亡作用。方法：采用MTT法检测大黄素对 K562细胞的 

增殖抑制作用；通过 Wight—Giemsa染色(w—G染色)，在普通光镜下观察细胞的形态学变化；运用 AnnexinV／PI双标记法检测大 

黄素对K562细胞的凋亡效应；采用流式细胞技术检测细胞周期变化与凋亡情况；通过比色法检测 Caspase一3、8、9的相对活性， 

分析大黄素诱导 K562细胞凋亡的信号途径。结果：大黄素能显著抑制 K562细胞的增殖，作用 24、48、72 h后的半数抑制率浓 

度分别为 80、50、40 IXmol／L；处理组细胞在普通光镜下可见典型的凋亡形态学改变；Annexin V／PI双标记法检测到 K562细胞在 

大黄素的诱导下出现早期凋亡并呈剂量依赖性(P<0．01)；流式细胞仪结果分析发现，处理组的 K562细胞被阻滞于G0／G 期，与 

对照组相比，凋亡率明显升高并呈现剂量依赖性(P<0．O1)；大黄素可触发 Caspase一3、8、9的活性增高(P<0．O1)。结论：大黄素能 

有效地抑制K562细胞的增殖并诱导其凋亡，其机制和 Caspase信号途径的活化有关。 
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Experimental study of K562 leukemia cells apoptosis induced by emodin 

jIN Dan—ting，et al 

(KeyLaboratory ofLaboratoryMedicoJDiagnostics，MinistryofEducation，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the mechanism of K562 leukemia cells proliferation and apoptosis induced by emodin．Methods： 

Inhibitory effect of emodin on proliferation of K562 leukemia cells was assayed by M|丌 method．The morphologie changes of K562 cells 

were observed under microscop after Wight-Giemsa staining．Apoptosis was checked by Annexin V／PI．The changes of cell cycle and 

apoptosis were detected by flow cytometry．The activities of Caspase一3，8，9 were checked by chromatometry to analyze the apoptosis of 

K562 cells．Results：The proliferation of K562 leukemia cells was significantly inhibited by emodin．The IC50 of K562 cells inhibited with 

emodin for 24 h，48 h and 72 h were 80，50 and 40 mol／L respectively．Typical morphological changes of K562 cells were observed by 

microscopy．The proliferation of K562 cells was obviously inhibited in dose-dependent manner．In Annexin V／PI，emod in induced K562 

cells toward apoptosis in dose-dependent manner(P<O．01)．The result offlow cytometry indicated that the cell cycle was blocked in GJGl 

phase (P<O．O1)．After treated with emodin，the activities of Caspase一3，8，9 were significantly highel"than those in the normal control 

(P<0．01)．Conclusion：Emodin inhibits proliferation and induces apoptosis ofK562 leukemia cells．and up-regulating the experession of 

Caspase may be one of its mechanisms． 
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大黄素是从大黄及其它中药中提取出来的蒽醌 

类化合物，具有多种生物学活性，如抗肿瘤、抗菌、增 

强免疫力及促进胃肠平滑肌运动等 。近年来的研 

究表明大黄素能够抑制肝癌[51，肺癌细胞[61，急性早幼 

粒 HL一60细胞[71，淋巴瘤 U937细胞罔的增殖并诱导 
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其凋亡；但是对人红白血病 K562细胞株的作用尚 

无报道。本实验通过 M1Tr、流式细胞术、Caspase检测 

等方法观察大黄素对 K562细胞的增殖抑制和诱导 

凋亡作用，并探讨其作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

K562细胞株为本实验室保存；大黄素(纯度>98％)购 

自陕西森弗；四甲基偶氮唑盐(M啊 )、二甲基亚砜(DMSO)购 
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自美国 Sigma公司，MTT以PBS配成 5 mg／ml的工作液 ，4℃ 

保存 ；RPMI1640购 自GIBCO公司 ，胎牛血清购自杭州四季 

青公司；K562细胞培养于 RPMI1640培养基中(含 10％胎牛 

血清，青、链霉素 100 U／m])，置37℃，饱和湿度，5％CO 培养 

箱中培养。 

1．2 方法 

1．2．1 M1Tr观察细胞的增殖抑制 取对数生长期的细胞 ，将 

细胞数调整到 1 X 10 个 ／ml，接种于 96孑L板 ，每孔细胞液量 

为 100 l，加人大黄素使其终浓度分别为 20、40、5O、60、8O 

mol／L。同时设立DMSO，阴性和溶剂对照。每个浓度做5个 

平行孑L。37℃、5％CO：条件下培养 24、48、72、96 h。实验结束 

前 4 h加入 M1Tr(5 mg／m1)l0 l，继续培养 4 h，离心，弃上 

清，加入 100 l的 DMSO终止反应。摇匀后在 492 nlTl的波 

长下测吸光度值(A )，计算不同浓度下大黄素作用 K562 

细胞不同时间的抑制率(％)。细胞生长抑制率 =(1-A试验 )／ 

A 组×100％ 。 

1．2．2 光学显微镜观察细胞形态学变化 取 K562细胞悬液 

1．0x 105个 ／ml 5 ml接种于培养瓶中，加人大黄素使其终浓度 

为 40 mol／L培养48 h后，瑞氏染色后，光学显微镜下观察。 

1．2．3 Annexin V／PI双标记法 离心收集药物处理 12 h后 

K562细胞数为 1．0×l0 个 ／ml，PBS洗 2次，用 1：4的 bind— 

ingbuffer缓冲液 190 l重悬细胞 ，加入异硫氰酸荧光素(F1 

Tc)标记的 AnnexinV—FITC 5 l和 20 g／ml PI 10 l，置冰 

上作用 10 rain，流式细胞仪检测。 

1．2．4 流式细胞仪检测细胞周期的变化 收集对数生长期 

细胞 ，计数调整细胞数为 1．0×10s个 ／ml，实验组加入大黄 

素，终浓度分别为 20、30、40 mol／L，同时设立阴性对照 ，相 

同的条件下培养 48 h，收集细胞 ，1 000 ffmin离心 5 rain，PBS 

洗 2次 ，75％的乙醇固定，流式细胞仪检测。 

1．2．5 比色法测定 Caspase一3、8、9活性 收集对数生长期细 

胞，将细胞数调整到 1 X 10 个 ／ml，实验组加入大黄素并将 

浓度调整到 40 mol／L，重复 3次，同时设立阴性对照。相同 

条件下 培养 72 h收集细胞 ，PBS洗 2遍 ，加入 5O l的 

Lysis bufier和 0．5 l的DTF，置冰上作用 40 min，离心收集 

上清液 ，加入 5O 1的 2×Reaction Buffer和 0．5 l的 DTr， 

再力Ⅱ5 LL l Casp~se一3 Substrate、Caspase一8 Subslra~、easpase一9 

Substrate，37％避光孵育4 h。酶标仪检测 405 nm处的吸光度 

值(A )。 

1．3 统计学分析 

实验数据以 ±s表示，采用 SPSS 13．0统计软件 ，进行 

两因素重复测量设计的方差分析。 

2 结 果 

2．1 大黄素对K562细胞增殖抑制作用 

MTF法结果显示 ．同一 浓度的大黄素对 K562 

细胞的增殖抑制率随着时间的延长而增高，具有时 

间依赖性。处理组 K562细胞的增殖抑制率随大黄 

素浓度增大而增高，具有剂量依赖性(见表 1)。 

2．2 大黄素诱导 K562细胞凋亡的形态学改变 

对照组为典型的 白血病细胞形态 ，细胞完 整 ． 

圆形，细胞核大，核仁明显 ，染色质分布均匀，细胞 

质少 ，蓝色 ．细胞质 内无明显 的颗粒。40~mol／L的 

大黄素作用于 K562细胞 48 h后凋亡明显增加。 

Wight—Giemsa染 色(W—G染色 )，光 镜下可看到细 

胞体积缩小，皱缩 ，胞核固缩，核碎裂，核仁消失并 

有典型的凋亡小体(Apoptosis body)形成(见图 1)。 

2．3 Annexin V／PI双标记法检测细胞凋亡 

Annexin V／PI双参数 法是 敏感 的凋 亡检测 方 

法 ，早期 凋亡细胞以 Annexin V—FITC染色为主 ，结 

果显示实验组 K562经 40、60 Ixmol／L大黄素处理 

12 h后均可出现早期 凋亡 ，并呈现浓度梯度 ，凋亡 

率分别为 8．89％、26．06％，对照组为 2．09％(见表2， 

图 2)，与对照组相 比有统计学意义(P<0．01)。 

2．4 流式细胞仪分析 K562细胞周期的变化与凋亡 

大黄素作用 K562细胞 48 h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 ，GdG 期细胞逐渐增多 ，细胞 

被阻滞在 GgG．期。表明大黄素能够诱导 K562细 

胞的凋亡，并有剂量依赖性(P<O．01)(见图3)。 

2．5 大黄素对K562细胞 Caspase一3、8、9活性的影响 

大黄素作用 K562细胞 72 h后，A(405)值明显 

升高(P<0．O1)，表明大黄素作用 K562细胞后，处理 

组 Caspase～3、8、9的相对活性明显升高(见表 3)。 

表 1大黄素对 K562细胞的增殖抑制率(X~S，％，n=5) 

与对照组比较 P<0．01 
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3 讨 论 

Kawai等【9J首先发现了大黄素能够抑制鼠白血 

病 L1210细胞的生长。目前有研究报道了大黄素能 

够抑制多种肿瘤细胞的生长 ，并通过 Bax途径 ． 

Caspase途径 ，FAS途径，P53途径等[51诱导多种肿 

瘤细胞株的凋亡。 

本实验以K562细胞为研究对象。通过 MTr法 

证实了大黄素能够有效抑制 K562细胞的增殖。终 

浓度在 40～80 Ixmol／L的大黄素作用 K562细胞 24 h 

均出现抑制现象。48 h后处理组 的抑制效果与对照 

组相比明显增强，72 h后，各处理组细胞抑制率都 

超过半数 ，与对照组相比差异有统计学意义 。另外 

在 MTT试验过程中还发现低浓度的大黄素能够促 

进 K562细胞的增殖。具体机制尚不清楚。本实验结 

果表明，大黄素对 K562细胞抑制作用具有一定的 

时间与剂量依赖性。通过 Wight—Giemsa染色 (W—G 

染色)可以看到典型的细胞凋亡形态学变化。An— 

nexin V／PI结果显示大黄素能够早期诱导细胞的凋 

亡并有剂量依赖性。同时，流式细胞周期分析结果 

显示大黄素能够显著诱导 K562细胞的凋亡 ，并有 

剂量依赖性。另外随着药物浓度的增加 S期细胞逐 

渐减少 ，G0／G 期细胞逐渐增多 ，大部分细胞被 阻滞 

在 Go／G1期。 

细胞凋亡是一个 由多因素 ．多分子参与的复杂 

过程 。在细胞凋亡的机制研究 中，明确提出了 3条 

途径，线粒体途径，死亡受体途径和内质网途径 ，其 

中线粒体途径是主要的。Caspase一9是该途径的关 

键蛋 白酶 ，处于 Caspase瀑布式激活的起始部位 。在 

细胞色素 C及凋亡蛋白酶活化因子一1(Apaf一1)等 

协助下活化 Caspase一3。而 Caspase一8的活化依赖于 

死亡受体途径 ．被激活 的 Caspase一8又可激活下游 

的 Caspase一3。Caspase一3是细胞凋亡蛋白级联反应 

的关键激酶 ，也是细胞凋亡的主要效应分子。Cas． 

pase一3活化是染色质聚集．DNA片段化等凋亡形态 

形成所必须 的。因此 Caspase一8和 Caspase一9分别 

代表了死亡受体和线粒体两条凋亡途径。本实验通 

过酶标法检测到大黄素作用后 K562细胞的 Cas— 

pase一3、8、9活性明显增高 ，推测大黄素诱导 K562 

细胞凋亡可能与线粒体和死亡受体途径有关。连晓 

岚等【8_在研究大黄素诱导 U937细胞凋亡中也发现 

了大黄素能够活化Caspase一3，从而诱导细胞的凋亡。 

细胞凋亡在肿瘤的形成过程中扮演着重要的 

角色，肿瘤的发生是细胞的增殖和凋亡失去平衡所 

致，通过诱导肿瘤细胞的凋亡。以达到治疗肿瘤的 

目的。本实验研究发现，大黄素能显著抑制人红白 

血病 K562细胞的增殖并诱导其凋亡，并对其作用 

机制进行初步探讨，从而为大黄素的进一步开发应 

用奠定实验基础。 
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