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辛伐他汀通过氧化应激诱导K562细胞凋亡 

黄文芳 -，杨永长-，曾娅莉z，刘 华 -，肖代雯 ，胥国强 ，刘 文 

(1．四川省医学科学院．四川省人民医院检验科，成都 610072；2．绵阳市第四人民医院检验科，绵阳 621000；3．重庆 

医科大学医学检验系，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察辛伐他汀对K562细胞凋亡的影响，探讨辛伐他汀诱导K562细胞凋亡的分子机制。方法：不同浓度辛伐他 

汀处理 K562细胞，Annexin V—FITC／PI双染法检测辛伐他汀对 K562细胞凋亡的影响。辛伐他汀处理 K562细胞 48 h，流式细胞 

仪检测活性氧(Reactive oxygen species，ROS)浓度，免疫组织化学法测定突变 P53蛋白表达。RT—PCR测定 c-jun mRNA表达。结 

果：Annexin V—FITC／PI双染法检测结果显示，5、10、20 mol／L辛伐他汀作用K562细胞48～72 h能诱导其凋亡。辛伐他汀作用 

K562细胞后，与对照组比较，处理组细胞内ROS明显升高。辛伐他汀处理·K562细胞后突变P53蛋白表达明显下调，c-jun mRNA 

表达上调。结论：辛伐他汀改变 K562细胞内氧化还原状态，细胞氧化应激，下调突变 P53蛋白表达 ，上调 c-jun表达诱导 K562 

细胞凋亡。 
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Simvastatin induces K562 cell apoptosis by oxidative stress 

HUANG Wen-fang etal 

(Department ofClinical Laboratory，Sichuan Medical Science Academy，Sichuan Provincial People’s Hospita1) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of simvastatin on K562 cells apoptosis and elucidate its molecular mechanisms．Methods： 

K562 cells were treated with various concentrations of simvastatin for different time．and then Annexin V—FITC／PI staining was performed 

to con~YIn the apoptosis of K562 cells．Flow eytometry was employed to measure ROS level；mutant P53 protein expression level in K562 

cells was measured by immunohistochemistry method．RT-PCR was employed to analyze the mRNA expression levels of c_jun．Results： 

K562 cells were induced to undergo apoptosis after 5，10 mol／L and 20 mol／L simvastatin treatment for 48 h and 72 h．After the 

treatment of 1 0 mol／L and 20 mol／L simvastatin for 48 h，compared with the control group，ROS level in K562 cells increased 

obviously．Immunohistochemistry results indicated that simvastatin could inhibit protein expression levels of mutant-type P53．RT-PCR 

results showed that simvastatin could increase the mRNA expression levels of c-jun significantly．Conclusion：Simvastatin induces K562 

cells apoptosis by down-regulating mutant P53 protein and up-regulating cIiun mRNA expression which might be caused by changes of 

intracellular redox state． 

【Key words】Simvastatin；Oxidative stress；Apoptosis 

慢性粒细胞白血病(Chronic myelocytic leukemia， 

CML)是一类起源于造血干细胞的恶性疾病，其发病 

机制十分复杂 ，至今尚不完全清楚。研究发现 ，CML 

具有 BCR／ABL融合基因，其表达蛋白可持续激活 

Ras信号通路，使 CML凋亡受阻。我们前期研究显 

示辛伐他汀能诱导 K562细胞凋亡，并且在凋亡过程 

中Caspase一3、Caspase一9蛋白活性明显增加I1】，但其 

诱导凋亡的机制目前尚不明确。氧化应激是细胞损害 
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的因素之一，研究显示，氧化应激与细胞凋亡有关圆。 

本实验采用流式细胞术测定细胞凋亡率和活性氧 

(Reactive oxygen species，ROS)水平 ，免疫组 织化学 

法测定突变 P53蛋白表达 ，RT—PCR方法检测 c—ian 

mRNA表达，探讨辛伐他汀是否通过氧化应激诱导 

K562细胞凋亡。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

K562细胞株购自四川大学华西免疫室，辛伐他汀购 自 
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中国药品生物制品检定所，RPMI 1640培养基购自美国Gibco， 

小牛血清购 自美国 GM，AnnexinV—FITC试剂盒购 自深圳 晶 

美生物工程有限公司，总 RNA提取试剂购自美国Invitrogen， 

RNasin，DNase I，AMV逆转录酶 ，dNTPs，oligo(dT)18，Taq 

DNA聚合酶均购 自大连宝生物，琼脂糖购 自英国 OXOID， 

DNA Marker购自北京天为时代，c-jun引物由北京塞百盛合 

成。抗人 P53抗体购 自Dako公司，ROS检测试剂盒购自江苏 

碧云天，细胞培养箱购自德国Heraeus，倒置显微镜购 自日本 

Olympus，流式细胞仪购自美国Beckman Coulter，PCR扩增仪 

PTC一200，数字核酸成像仪购自Bio—Rad。 

1．2 实验方法 

1．2．1 AnnexinV—FITC／PI双染法检测细胞凋亡率 取对数 

生长期细胞，离心计数 ，调整细胞浓度为 1．0×1 05个 ／ml，实 

验组加入辛伐他汀，终浓度分别为 5、10、20 mol／L，每个浓 

度均行 3个复孔，同时设溶剂对照，相同条件下培养 48 h，72 h 

收集细胞。去离子水稀释结合缓冲液，4℃预冷 PBS洗细胞 2 

次 ，250 l结合缓 冲液重新悬浮细胞 ，调整细胞浓度为 

1．0 X 10 个 ／ml。取 100 ul细胞悬液于 5ml流式管，加入 5 

l AnnexinV—FITC和 10 l PI，室温避光孵育 15 min。反应 

管中加 400 l PBS，流式细胞仪检测。 

1．2．2 流式细胞术测定细胞内ROS 取对数生长期细胞 ，调 

整浓度 1．0 X 10s个 ／ml，实验组加入辛伐他汀，同时设溶剂对 

照 ，相同条件下培养后收集细胞，RPMI 1640悬浮细胞，加入 

荧光染料 2’，7’一二氯荧光乙酰乙酸 (2’，7’一dichloro—fluo— 

rescein diacetate，CDFH—DA)使其终浓度为 10 mol／L，37℃ 

避光孵育 20 min，PBS洗涤 3次 ，流式细胞仪检测荧光强度 

(激发波长 485 rim，吸收波长为 530 nm)。ROS浓度变化 ： 

AF=F53o处理组一F530对照组。 

1．2．3 免疫细胞化学法检测 P53蛋白表达 收集对数生长 

期细胞，调整细胞浓度为 1．0×10 个 ／ml，实验组加入辛伐他 

汀 ，并设溶剂对照 。相同条件下培养 48 h收集细胞 ，PBS 

(pH7．4)洗 2次，加适量 PBS重悬后涂片。涂片晾干后，细胞 

固定液固定 15 min。蒸馏水冲洗，PBS浸泡 5 min。3％H 0 室 

温孵育 10 min，蒸馏水冲洗，PBS洗 3次，每次 2 min。滴加特 

异性一抗(鼠抗人 P53单抗 ，1：150稀释 )或 PBS，37 oC孵育 

30min或 4~C过夜。PBS洗 3次 ，每次 2min。滴加酶标二抗 

EnVision，37 oC孵育 30min。PBS洗 3次，每次 2min。DAB染 

液显色，显微镜下观察 ，显色后将玻片放人蒸馏水中终止染 

色。苏木素作核衬染 ，自来水冲洗 ，梯度酒精脱水 ，二甲苯透 

明 5 min，中性树脂封片。显微镜观察结果 ，照相并储存图片。 

随机计数 1 000个细胞，根据阳性细胞数进行半定量分析。 

1．2．4 Rrr_PCR检测基因表达变化 

1．2．4．1 RNA提取 取对数生长期细胞 ，调整细胞浓度为 

1．0×l0s个 ／ml，实验组加入辛伐他汀 ，终浓度分别为 1O、20 

mol／L，并设溶剂对照，相同条件下培养 72 h收集细胞。按 

总 RNA提取试剂说明书提取 K562细胞 RNA，Dnase I消化 

提取 RNA中残留的基因组 DNA，纯化 RNA，琼脂糖凝胶电 

泳鉴定 RNA完整性 ，紫外分光光度仪对 RNA进行定量，同 

时计算 A A 比值 ，分析 RNA纯度。 

1．2．4．2 cDNA合成 反应体系为 2．0 l RNA，1．5 l 0lig0 

(dT)18，混匀后 700(2水浴 5 min变性 ，立即转入冰上 ，加入 

1．0 l Rnasin(40 U／ 1)，4．0 l 5 X逆转录缓冲液，4．0 l 

dNTPs，1．0 l AMV逆转录酶(5 U／ 1)，混匀后 37~C水浴 1 

h。95％5 min灭活 AMV逆转录酶。分装，一20~C保存。 

1．2．4．3 PCR扩增 c—iliB 采用 c-jun特异的上下游引物，分 

别用对照组和处理组的逆转录产物 cDNA为模板，以 13一actin 

为内对照进行 PCR扩增。c-jun引物序列为 F5'-ATGACTG— 

CAAAGATGGAAACGACC一3’．R5’一GATGTGCCCGTFGCTG— 

GACTGGAT一3’，产物长度 264 bp。 B—actin引物序列 F5’ 

一 AAGTACTCCCTGTGGATCGG一3’．R5’一TCAGTrGGGGGA— 

CAAAAAG一3’，产物长度 615bp。PCR反应体系为5．0 1 10 X 

PCR buffer，0．5 l Taq DNA 聚 合 酶 (5 U／ 1)，4．0 l 

dNTPs，上下游引物各 1．5 l。1．5％N,n旨糖凝胶电泳分析 PCR 

产物，在 Bio—Rad凝胶成像分析仪上观察结果并照相。用凝胶 

成像系统 Quantity one软件分析结果 ，以目的基因与 B—aetin 

条带的相对含量表示。 

1．3 统计学处理 

计量资料实验结果以均数 ±标准差( ±S)表示，多组比 

较采用方差分析 ，组间比较采用 SNK法，计数资料用 x 检 

验。所有实验数据采用 SPSS 10．0统计学软件分析，以P<O．05 

为差异具有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 辛伐他汀诱导 K562细胞凋亡 

Annexin V—FITC结果显示 5、10、20 Ixmol／L辛 

伐他汀作用 K562细胞 48 h，细胞凋亡率分别为 

4．00％±0．13％、6．24％---0．18％和 9．41％±0．22％ ，与 

对照组 1．88％+0．14％比较 ，差异具 有统计 学意义 

(P<0．01)。相同浓度辛伐他汀作用K562细胞 72 h， 

细胞凋亡率分别为 7．62％±O．21％、12．41％+0．32％ 

和 19．08％±O．26％，与对照组 4．20％±0．19％比较 ，差 

异具有统计学意义 (P<0．O1)。 

2．2 辛伐他汀增加 K562细胞 ROS含量 

荧光染料 DCFH—DA能 自由扩散进入细胞 ，被 

酯酶水解成 2’，7’一二氢二氯荧光黄，在 ROS存在 

时氧化成 2’，7’一二氯荧光黄，其荧光强度与细胞内 

ROS的含量呈正相关。结果显示辛伐他汀作用 

K562细胞后荧光强度分别升高 5．26+0．65、10．O± 

1．05，见图 1。 
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2 -3 辛 伐 他 汀 对 K 5 6 2 细 胞 突 变 P 5 3 蛋 白 表 达 的

影 响

突变 型 P 5 3 蛋 白呈 棕 黄 色散 在 分 布 的颗 粒 ， 定

位 于 K 5 6 2 细胞 浆 和 细胞 核 内 。 随机 计 数 1 0 0 0 个 细

胞 ， 根 据 阳性 细 胞 数进 行 半定量分 析 。 对 照 组 突变 型

P 5 3 过 度 表 达 ， 1 0 、 2 0 “ m o l ／L 辛 伐 他 汀 作 用 K 5 6 2

细胞 4 8 h 突变 型 P 5 3 蛋 白表 达 有 所减 少 ， 与对 照 组

比较 ， 差 异 具 有统计 学 意义 ( P < 0 ． 0 1 ) ， 见 图 2 ， 表 1 。

2 ． 4 辛伐 他 汀 对 K 5 6 2 细 胞 c — i u n 表 达 的 影 响

1 0 、 2 0 I, z m o l ／L 辛 伐 他 汀 处 理 K 5 6 2 细 胞 7 2 h
．

c
-

j u n 表 达 增 加 ， 见 图 3 。 c
— i u n 相 对 表 达 量 分 别 上 升

了 0 ． 4 l 倍 和 1 ． 0 3 倍 。

图 1 辛 伐 他 汀 作 用 K 5 6 2 细 胞 4 8 h 细 胞 内 R O S 浓度 变 化 l 2 3 4
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2 0 ~ m o l ／L 辛 伐 他 汀 ：4 ． D N A M a r k e r

图 2 辛 伐 他 汀 对 K 5 6 2 细 胞 突 变 P 5 3 蛋 白表 达 的影 响 图 3 R T — P C R 检 测 c - ju n m R N A 表 达 水 平

表 1 辛 伐 他 汀 对 K 5 6 2 细 胞 突 变 P 5 3 蛋 白表 达 的影 响

注 ：

’

与 对 照 组 比较 ， P < 0 ． 0 1

3 讨 论

体 外 研 究 表 明 ， 他 汀 类 药 物 具 有 抑 制 肿 瘤 细 胞

增 殖 、 诱 导 其 凋 亡 或 分 化 ， 以 及 放 疗 增 敏 作 用 ， 而 对

正 常 细 胞 无 明 显 的 毒 副 作 用 ∞ ]
。 我 们前 期 实 验 证 实

了 H M G C o A 还 原 酶 抑 制 剂 辛 伐 他 汀 能 诱 导 K 5 6 2

细 胞 凋 亡 ， 同 时 观 察 到 凋 亡 过 程 中 线 粒 体 凋 亡 通 路

中 C a s p a s e 9 活 性 增 加 ， 但 其 诱 导 凋 亡 的 机 制 目前 尚

不 清 楚 。

氧 化 应 激 是 细 胞 损 害 的 因 素 之 一

， 研 究 发 现 细

胞 凋 亡 与 R O S 升 高有 关 。 R O S 是 指 氧 的某 些 衍 生 物

如 超 氧 负 离 子 、 羟 自由 基 和 过 氧 化 氢 等 ， 当 细 胞 内产

生 过 多 R O S 时 ， R O S 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 B a x 表 达 ， 激 活 C a s —

p a s e ， 诱 导 细 胞 凋 亡 16 1
。 同 时 R O S 可 攻 击 细 胞 膜 ， 损 伤

D N A ． 影 响 线 粒 体 膜 完 整 性 和 能 量 代 谢 等 途 径 。

辛伐 他 汀作 用 K 5 6 2 细 胞 后 ，
M V A 途 径 受 阻 ， 抑

制 下 游 产 物 泛 醌 的 产 生 ， 细 胞 内 电 子 传 递 链 与 A T P

形 成 之 间 的 偶 联 被 打 破 ， 导 致 细 胞 所 处 的 氧 化 还 原

状 态 发 生 改 变 。 当抗 氧 化 防 御 体 系 不 足 以 清 除 R O S

时 ， 细 胞 出 现 氧 化 应 激 诱 导 D N A 损 伤 ， 野 生 型 p 5 3

基 因 表 达 使 细 胞 停 滞 于 C ， 期 ，
D N A 得 以 修 复 。 如

D N A 损 伤 不 能 修 复 ， 野 生 型 p 5 3 持 续 高 表 达 ， 通 过

诱 导 p 5 3 下 游 的 凋 亡 相 关 基 因 或 与 D N A 合 成 、 修 复

及 凋 亡 的 蛋 白结 合 成 蛋 白复 合 体 诱 导 细 胞 凋 亡 。

p 5 3 基 因 突 变 是 人 类 肿 瘤 中最 常 发 生 的 一 种 现

象 ， 几 乎 所 有 组 织 中 均 可 发 生 p 5 3 的 突 变 。 通 过 肿

瘤 大 量 突 变 体 分 析 ， 证 实 大 部 分 突 变 是 位 于 4 个 突

变 热 点 ( a a l 2 9 ～ 1 4 6 、 1 7 1 ～ 1 7 9 、 2 3 4 ～ 2 6 0 、 2 7 0 ~ 2 8 7 ) 的

错 义 突 变 ， 这 4 个 突 变 热 点 正 对 应 于 p 5 3 基 因 进 化

最 保 守 区 域 ， 体 外 实 验 证 实 突 变 体 失 去 特 异 位 点 的

结 合 能 力 。 突 变 P 5 3 蛋 白能 抑 制 野 生 型 p 5 3 基 因 的

活 性 或 使 之 失 活 ． 这 种 抑 制 作 用 可 能 是 通 过 突 变 体

P 5 3 蛋 白与 野 生 型 P 5 3 结 合 形 成 失 活 的 寡 聚 复 合 物
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胰岛素样生长因子 一I(IGF一1)在HIE新生兔的表达 

林迳苍，朱世泽，杜翠琼，黄 煌 ，许相洋 

(福建省泉州医学高等专科学校，泉州 362000) 

【摘 要】目的：探索慢性宫内缺氧时胰岛素样生长因子 ～10nsulin—like growth factor-l，IGF-1)在新生兔脑组织和血清中的表达 

规律。方法：取孕中晚期新西兰兔 24只，随机分为对照组、缺氧组以及中药干预缺氧组，对比3组新生兔的脑组织和血清的 IGF一1 

表达与变化。结果：IGF一1在脑组织的表达经 检验，各组间差异均有统计学意义(P<0．01)，缺氧组明显高于中药干预组，且中药 

干预组高于对照组。ELISA法定量测定血清 IGF一1含量，缺氧组的血清 IGF—l的含量低于对照(P<0．01)，中药干预组的血清 

IGF_l的含量低于对照组(尸<0．05)。结论：缺氧缺血性脑病(Hypoxicischemic encephalopathy，HIE)新生兔的体内IGF-1进行了重 

新分布。脑组织内为保护神经细胞发生应激反应，调集外周血中的 IGF一1进入中枢神经系统，参与内源性保护机制。 
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【Abstract】Objective：Searching after the regularity of the expressions the insulin-like growth factors(IGF一1)inside the neonatal 
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rabbits with chronic intrauterine anoxemia give to brain Tissues 

and serums．Methods：Choosing 24 Zelanian rab bits that have 

been in afternoon pregnancy，we divide them into three 

stochastic contratest group by chance：the control group，the 

产生的。本研究中，辛伐他汀作用 K562细胞 48 h， 

实验结果显示细胞内 ROS明显升高，突变 P53表达 

水平下降。突变 P53蛋白表达下调解除其对正常 

P53蛋 白功能的抑制 ，正常 P53功能得以实现 ，通过 

一 系列机制诱导 K562细胞凋亡【7j。 

c-jun编码分子量为 39 kD含 334个氨基酸残 

基的蛋白质 Jun。在细胞中，Jun与 Fos结合形成 

Fos／Jun异二聚体，即稳定的高活性复合物 AP—l转 

录因子，通过亮氨酸拉链结合于DNA上，参与基因 

表达的复杂调控网络。Turi等[8J研究表明氧化应激 

可激活AP一1。Taimor等 曾报道 AP一1介导 NO诱 

导的心肌细胞凋亡。本研究结果显示，辛伐他汀作 

用 K562细胞 72 h，c—iun mRNA表达增强 。提示辛 

伐他汀可能通过增强 c--juII表达，激活 AP一1诱导 

K562细胞凋亡。 
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