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活性氧与谷胱甘肽在辛伐他汀诱导K562细胞凋亡时的变化 

及机制探讨 

曾娅莉 ，黄文芳：，杨永长 ，邓建军 ，何 静 ，昔国强3刘 文 

(1．四川绵I~ISlo四医院检验科，绵阳 621000；2．四川省医学科学院·四川省人民医院检验科，成都 610072；3．重庆医科大学 
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【摘 要】目的：研究辛伐他汀(sirevastatin)诱导K562细胞凋亡过程中细胞内活性氧与谷胱甘肽的变化及凋亡中发生的时问顺 

序，以探讨辛伐他汀诱导 K562凋亡的机制。方法：20 mol／L浓度辛伐他汀处理 K562细胞，48 h光学显微镜观察细胞形态学。 

12、24、48、72 h MT'F法检测细胞活力，荧光染料流式细胞术检测细胞凋亡率和细胞内活性氧，化学比色法检测细胞内谷胱甘肽。 

结果：辛伐他汀作用 K562细胞 48 h后出现典型的凋亡形态学改变；12、24、48、72 h细胞抑制率为 0、(19．02±0．92)％、(56．4± 

3．20)％、(74．4±5．54)％，K562细胞生长被抑制；细胞凋亡率升高为：(2．55±0．25)％、(6．1±O．35)％、(14．15±0．42)％、(30．70± 

0．65)％；活性氧的荧光强度升高为：1．61±0．15、13．1-4-1．54、10．0 4-1．05、8．10±0．87，与不同时间的对照组相比较均显著升高 

(P<O．05)。细胞内谷胱甘肽含量为：274．7±11．5、262．5±9．8、272．4±10．5、(357．2±16．8)mg／gprot，与不同IqlN的对照组相比较均 

显著降低(尸l<0．05)。结论：辛伐他汀诱导 K562细胞凋亡时细胞内发生了氧化还原体系失衡，它可能是细胞凋亡的早期上游事 

件。 

【关键词】辛伐他汀；细胞凋亡；活性氧；谷胱甘肽； 
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The mechanism investigation of the reactive oxygen species and glutathione 

changes in the process of K562 cells induced by simvastatin 

zENG Ya—h．et ol 

(Department ofLaboratory Medicine，404 Hospital ofMianyang) 

【Abstract】Objective：To investigate the changes of reactive oxygen species(ROS)and Glutathione(GSH)and their chronological order 

in the apoptosis of K562 cells induced by simvastatin to explore the apoptosis mechanism ．Methods：K562 cells cultivated in routine 

method for 24h were exposed in the simvastatin 20 mol／L．Cell morphological analysis were conducted at 48h and the vitalities of K562 

cells were cultivated detected with MTY at different times(1 2，24，48，72 h)respectively．Fluorochrome flow cytometry was performed to 

detect cell apoptotic ratio and changes of intraeellular ROS．The content of intraeellular GSH in K562 cells was measured by colorimetric 

method．Results：K562 cells presented typical apoptosis morphological changes the treatment of simvastatin for 48h．cell inhibition ratio at 

differenttimes(12，24，48，and 72 h)were 0，(19．02±0．92)％，(56．4 4-3．20)％，(74．4 4-5．54)％ respectively and cell growth ofK562 

was inhibited．The apoptotic ratio were(2．55±0．25)％，(6．1±0．35)％，(14．15 4-0．42)％，and(30．70±0．65)％respectively．Furthermore， 

the changes of fluorescence intensity of ROS were also significantly increased (P<0．05)in K562 cells compared with the control groups， 

the changes offluorescence intensity were 1．61±0．15，13．1±1．59，10．0±1．05，and 8．10±0．87mg／gprot respectively groups at different 

times (12，24，48 and 72h)．The content of intracellular GSH in K562 cells GSH were 274．7 4-11．5，262．5±9．8，272．4±10．5，and 

357．2±16．8 mg／gprot at different times(12，24，48 and 72 h)respectively．And there was a markedly decrease ofthe intracellular GSH in 

K562 cells compared with the control groups(P<O．05)．Conclusion：K562 cells could be induced apoptosis by simvastatin．The increase 

of the GSH and decrease of the ROS are the early events of the K562 cells apoptosis induced by simvastatin．The potential mechanism of 

the K562 cells apoptosis may be related to the disequilibrium of oxidation—reduction system． 
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随着诱导细胞凋亡药物的深入研究。新的药物 

不断被发现。辛伐他汀作为治疗高脂血症有效药物 

长期应用于临床，近年来研究表明它具有抑制多种 



重庆医科大学学报 2009年第34卷第 8期 (Journal of Chongqing Medical University 2009．VO1
．34 NO．8) 一 993 一  

肿瘤细胞增殖并诱导其凋亡的新用途，且它对正常 

细胞无明显毒副作用，具有研究和开发的潜力【1l 

目前关于辛伐他汀诱导人红白血病细胞株K562细 

胞凋亡的研究不多，凋亡机制 尚不完全明确 。研究 

资料显示作为细胞内重要的氧化物质一活性氧(Re 

active oxygen species，ROS)的过剩和抗氧化代谢物 

质一谷胱甘肽(Glutathione，GSH)的耗竭都可以启动 

细胞凋亡_3l 4]。但是关于辛伐他汀诱导 K562细胞凋 

亡时是否有 ROS和 GSH的失衡及其凋亡发生时间 

顺序尚不清楚，本研究采用荧光染料流式细胞术与 

化学 比色法 ，在 K562细胞凋亡的不 同时间分别检 

测 ROS和 GSH的变化水平 ，以探讨辛伐他汀诱 导 

K562细胞凋亡的机制。 

1 材料与方法 

1．1 细胞株 

人红白血病 K562细胞株购自四川大学华西校区基础与 

法医学院免疫室。 

1．2 主要 试剂与仪器 

辛伐他汀由中国药品生物制品检定所提供，无水乙醇溶 

解后加入与辛伐他汀等摩尔的 NaOH，50℃水浴 2 h，调 pH 

至 7．20，浓度为 tO mmol／L，过滤除菌，分装后保存于 一2Occ。 

RPMI1640培养基购 自美国 Gibco公司，小牛血清购 自美同 

GM公司 ，AnnexinV—FITC试剂盒购 自深圳晶美，活性氧检 

测试剂盒购自碧云天(江苏海门)，谷胱甘肽与细胞裂解液试 

剂盒购自南京建成，流式细胞仪(BEACKMAN美国)，酶标仪 

(Bio—Rad美国)。 

1．3 细胞培养 

K562细胞用含 lO％／b牛血清 、青霉素 100 U／ml、链霉素 

100 U／ml的RPMI 1640培养基，37℃、饱和湿度、5％CO 培养 

箱中培养，2 3 d换液传代。 

1．4 细胞形态观察 

取对数生长期细胞，调整浓度 1×10s个／ml，培养 24 h 

后加入辛伐他汀使终浓度 2O mol／L，对照组加入等浓度溶 

剂(乙醇)，培养 48 h后收集细胞涂片，瑞姬氏染色，光镜下 

观察细胞形态。 

1．5 MTF噻唑蓝法检测细胞增殖抑制率 

取对数生长期细胞以 1×10s个 ／ml浓度接种于 96孑L培 

养板，培养 24 h后加入辛伐他汀至20 mol／L，对照组加入等 

浓度溶剂(乙醇 )；每个时间点设 5个平行复孔 ，同时设空白 

对照调零。37℃、5％C0：培养箱内分别孵育 12、24、48、72 h； 

每孑L加人 5 mg／ml的 Mrrr 10 1，继续培养 4 h；离心去上清； 

加入 100 l DMSO终止反应 ；完全溶解紫黑色结晶，492 nm 

波长测定吸光度(A)，以 A值间接反映存活细胞数量，计算 

不同时间辛伐他汀对 K562增殖抑制率 ，细胞增殖抑制率 = 

(A对照组一A实验组)／A对照组X 100％。 

1．6 AnnexinV—FITC检测细胞 凋亡 

收集各组细胞，4℃预冷 PBS洗细胞 2次，悬浮细胞并调 

节细胞浓度为 1×10 个 ／ml；加入 AnnexinV—FITC和碘化丙 

锭溶液；混匀室温避光孵育 30min，流式细胞仪检测。辛伐他 

汀诱导 K562细胞凋亡率 =处理组细胞凋亡率 一对照组细 

胞凋亡率。 

1．7 细胞 内 ROS的测定 

收集各组细胞 1×10 个，l ml无血清培养液悬浮细胞， 

加入 2’，7’一二氯荧光乙酰乙酸 (2’，7’一Dichloro fluorescein 

diacetate，DCFH—DA)使其终浓度为 10 mol／L，37℃避光孵 

育 20min，PBS洗涤 3次，流式细胞仪检测荧光强度。辛伐他 

汀诱导 K562细胞 ROS变化的荧光强度变化为A F=F 

一 F 对照 (激发波长 485 nm，发射波长为530 nm)。 

1．8 细胞 内 GSH的测定 

收集各组细胞 l×10 个 ，PBS洗涤 3次，每组细胞加 

100 1细胞裂解液充分裂解细胞 ，高速离心去掉细胞碎片， 

留上清液测定蛋白含量。按照试剂盒说明溶解标准和试剂 

1、2、3，同时设定空白管 、标准管、测定管、测定空白管；按照 

操作说明步骤加入样本和试剂 1、2、3后混匀 ，室温静置 5 

rain，412 nm处波长测 A值。计算公式为细胞 GSH(mg／gprot) 

= (A 一A 自)×标准管浓度 ×30 (GSH分子量)／裂解细胞 

上清液的蛋白(gprot／L)。 

1．9 统计学处理 

所有数据以均数±标准差( ±s)表示，n=3，采用 SPSS11．0 

统计学软件分析，组间均数 比较采用单因素方差分析 ，P≤ 

0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 细胞形态学变化 

20 mol／L辛伐他汀作用 K562细胞 48 h后 ，经瑞士姬 

母沙染色，光镜下可见典型的凋亡形态学改变 ，表现为细胞 

体积缩小、胞膜不完整、胞浆中出现空泡 、核染色质浓缩、碎 

裂成块状，并可见凋亡小体，箭头标识，见图 1。 

2．2 细胞增殖抑制率 

不同时间(12、24、48、72 h)辛伐他汀对 K562细胞的细 

胞增殖抑制率随着药物作用时间延长细胞增殖抑制率增大， 

具有时间依赖效应，12h的Jp>0．05无统计学意义，24、48、72 h 

相应 P值为(O．003、0．001、0．000 1)，见表 1。 

2．3 辛伐他汀诱导 K562细胞凋亡率 

流式细胞仪 AnnexinV／PI双染色法是敏感的凋亡检测方 

法，利用荧光染 AnnexinV标记探针 ，AnnexinV能特异的与凋 

亡细胞表面外翻的磷脂酰丝氨酸结合 ，早期凋亡细胞以An— 

nexinV—FITC染色为主，晚期凋亡细胞为 AnnexinV—FITC／PI 

双染色。结果显示辛伐他汀作用 K562细胞 24 h后细胞凋亡 

率变化明显，随时间延长细胞凋亡率逐渐增高，与对照组之 
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问差异具有统计意义 ， 相应 P 值为 (0 ． 0 2 5 、 0 ． 0 16 、 0 ．0 0 6 、0 ． 0 0 0 1 ) ，

见 图 2 。

荧光 染 料 D C F H — D A 能 自由扩 散 进 入 细胞 ， 被 酯 酶水 解

成 D C F H ， 在 R O S 存 在 时 氧化 成 D C F ， 其 荧 光 强 度 与 细 胞 内

R O S 的 含 量 呈 正 相 关 。 结 果 显 示 辛 伐 他 汀 作 用 K 5 6 2 细 胞

12 h 后 处 理 组 的 R O S 开 始 升 高 ， 2 4 h 达 峰 值 ， 然 后 维 持 在 相

对 较 高 水 平 ， 与 对 照 组 之 间 差 异 具 有 统 计 意 义 ， 相 应 P 值 为

( 0 ． 0 16 、 0 ． 0 0 0 1 、 0 ． 0 0 2 、 0 ． 0 0 1 ) ， 她 冈 3 。

2 ． 5 细 胞 内 G S H 的 测 定

G S H 的测 定 原 理 为三 硫 代二 硝 基 苯 甲酸 与 G S H 的巯 基

反 应 能 产 生 一 种 黄 色 化 合物 ， 此 化 合 物 可 在 4 12 13 113 处 比 色

定 量 。 检 测 结 果 显 示 药 物 作 用 K 5 6 2 细 胞 1 2 h 后 G S H 含 量

迅 速 降低 ， 1 2 ～ 4 8 h 维 持 在 较 低 水 平 ， 4 8 ～ 7 2 h 期 间 逐 渐 恢

魁

嘎
兴

憾

-

孽◆叠 -

复 正 常 。 1 2 、 2 4 、 4 8 h 的处 理 组 与相 应 对 照 组 之 间 G S H 的 含

量 相 比 较 具 有 统 计 学 意 义 ， P 值 分 别 为 O． 0 0 0 1 、 0 ． 0 0 0 1 、

O． 0 0 0 1 ， 7 2 h 处 理 组 与 对 照 组 相 比 差 异 无 统 计 学 意 义 ，

P > O ． 0 5 。 见 图 4 。

3 讨 论

辛 伐 他 汀 是 2 0 世 纪 8 0 年 代 后 期 开 发 的 一 类 胆

固 醇 合 成 抑 制 剂 ， 作 为 治 疗 动 脉 粥 样 硬 化 症 有 效 药

物 长 期 运 用 于 临 床 l5 l
， 近 年 来 发 现 他 汀 类 药 物 对 不 同

肿 瘤 细 胞 具 有 增 殖 抑 制 和 诱 导 凋 亡 作 用 11．2 l6 】
， 但 是 目

前 对 这 种 几 乎 无 毒 药 物 的 诱 导 凋 亡 机 制 不 清 。 国 内

4 8 h 阴性 组 细 胞 ( × l 0 0 0 ) 4 8 h 处 理 组 细胞 ( × 1 0 0 0 )

图 1 2 0 LL m o l／L 辛 伐 他 汀 处 理 K 5 6 2 细 胞 4 8 h 的形 态 学 改 变
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2001年任汉云【 I首次报道了用同位素渗入法和DNA 

末端标记法检测不同浓度辛伐他汀对 K562细胞的 

增殖抑制和凋亡 。周定安等【8】认为 P53信号途径参 

与了辛伐他汀诱导 K562细胞的凋亡。本实验用辛 

伐他汀处理 K562细胞，通过细胞形态学，Mr丌 流式 

细胞术等检测细胞增殖与凋亡情况，证实了辛伐他 

汀能抑制 K562细胞增殖和诱导凋亡，随着药物作 

用时间延长其增殖率被抑制，凋亡率逐渐增加，具有 

时间依赖性。 

细胞凋亡是一个程序性的动态可调节过程 ，受 
一 系列细胞 内信号及凋亡相关基因调控 ，因此凋亡 

事件的发生具有时间顺序。辛伐他汀诱导 K562细 

胞凋亡过程中，AnnexinV、ROS、GSH都能检测到变 

化。从出现峰值的时间显示 ：GSH显著降低的时间 

为辛伐他汀作用 K562细胞 12 h，ROS升高的峰值 

时问为 24 h．AnnexinV在药物作用 72 h后还持续 

升高。因此推测 ROS、GSH的失衡是辛伐他汀诱导 

K562凋亡的早期事件。 

随着对凋亡的分子生物学机制的深入研究，许 

多凋亡诱导剂诱导细胞凋亡的分子机制和 ROS的 

升高与GSH耗竭有关。当细胞内产生过多 ROS时， 
一 方面这些 ROS可以作为第二信使促进线粒体膜 

通透孔开放 ，上调促凋亡蛋白 bax表达 ，激活 Cas— 

pase，诱导细胞凋亡 ；另一 方面 ROS通过 氧化应 

激，攻击细胞膜，损伤 DNA，影响线粒体膜完整性和 

能量代谢等途径。因此 ROS在诱导细胞凋亡过程中 

扮演着重要角色。但是当ROS大量产生的同时，细 

胞内也存在着一套抵抗和分解 ROS的分子机制 ， 

GSH是诸多 ROS清 除酶 的重要还原底物之一 ，它 

能被氧化生成氧化态 GSH，从 而有效清除过量生成 

的 ROS，保护细胞正常功能 ，通常细胞内氧化还原 

物质处于平衡之中 ，这种平衡决定细胞生存状态 。 

本研究也证实：辛伐他汀作用 K562细胞 12 h后氧 

化物质 ROS开始升高，24 h达峰值，48～72 h处于较 

高水平，而抗氧化物质～CSH在加入辛伐他汀后显 

著降低，12～48 h GSH处于较低水平。本实验也证实 

了辛伐他汀作用 K562细胞后，细胞一边在发生凋 

亡 ，另一方面细胞 内氧化还原 系统处于失衡 中，这 

种失衡的结果可能是导致 K562细胞凋亡的早期原 

因，这一现象与三氧化砷诱导血液肿瘤 细胞凋亡过 

程中细胞内抗氧化能力的变化相类似 。 

综上所述 ，细胞内氧化还原体系的失衡可能是 

辛伐他汀诱导 K562细胞凋亡的发生早期机制之 
一

，这种失衡的结果与辛伐他汀诱导 K562细胞凋 

亡所引起哪些基因、蛋白质的表达以及信号传导等 

关系还不清楚，有待进一步研究 ，以揭示辛伐他汀 

诱导 K562细胞凋亡的机制。 
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