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氧化氮信号在辛伐他汀诱导K562细胞凋亡过程的作用 

张 娟 -，曾娅莉 2，黄文芳 3，刘 华s，杨永长3，刘 俭 z，何 静 z 

(1．重庆医科大学医学检验系，重庆 400016；2．四川绵阳四零四医院检验科，绵阳 621000；3．四川省医学科学院四川省人民 

医院检验科，成都 610072) 

【摘 要】目的：观察一氧化氮(Nitric oxide，NO)信号在辛伐他汀(Simvastain)诱导K562细胞凋亡过程中变化，推测一氧化氮信 

号与 K562细胞凋亡之间关系。方法：20 mol／L辛伐他汀处理 K562细胞 24、48和 72 h；流式细胞技术检测细胞凋亡率；比色 

法测定 K562细胞内总一氧化氮浓度；RT—PCR检测诱导型一氧化氮合成酶(Inducible nitric oxide synthase，iNOS)基因；一氧化 

氮抑制剂和 20 mol／L辛伐他汀共同培养，观察不同时间细胞凋亡率。结果：与对照组比较，24、48 h和 72 h处理组细胞凋亡率 

增加 6．1％4-0．4％，14．2％±0．4％，30．7％±0．6％，差异具有显著性 ；不同时间处理诱导性一氧化氮基因均显著上调 ；处理组细胞 

内总一氧化氮浓度增加为(0．3 4-0．1)mg／ml，(2．8 4-0．2)mg／ml，(3．8 4-0．4)mg／ml，与对照组比较显著升高 ；一氧化氮抑制剂能显 

著降低处理组细胞凋亡率。结论：辛伐他汀能诱导 K562细胞凋亡，细胞内升高的一氧化氮浓度可能是辛伐他汀诱导K562细胞 

凋亡的信号机制之一。 
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Effect of intracellular nitric oxide on the apoptosis of K562 cell induced by 

simvastatin 

ZHANG】u田t，et al 

(Department ofLaboratory Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the variation of nitric oxide and investigate its relationship with apoptosis in apoptotic K562 cells induced 

by simvastatin．Methods：K562 cells were exposed to 20 mol／L concentrations ofsimvastatin at different times(24，48 and 72 h)．Flow 

cytometry were Derformed to confirm cell apoptotic ratio．Colorimetrie method was used to measure level of intracellular nitric oxide．Re- 

verse transcription——polymerase chain reaction was used to detect the quantity of iNOS mRNA．The apotontic ratio of K562 cells treated with 

nitric oxide inhibitor and simvastatin were detected at difierent times．Results：K562 cells could undergo apoptosis after the treatment of 

20 mol／L simvastatin for 24，48 and 72 h，and the apoptotic ratios were 6．1％ 4-O-4％，14．2％ 4-0．4％ ，30．7％ 4-O．6％ ，respectively．Fu卜 

thermore，the intracellular nitric oxide levels and iNOS mRNA of K562 cells in treated group were increased remarkably in contrast to the 

control group．Th e intracellular nitric oxide levels in the K562 cells of treated group were (0．3±0．1)mg／ml，(2．8 4-0．2)mg／ml， 

(3．8±0．4)mg／m1．The cell apoptotic ratios of treated group decreased by addition of nitric oxide inhibitor，as compared with the control 

group．Conclusion：K562 cells could be induced to apoptosis by simvastatin，the undedying mechanism of which might be related to 

regulation of increased intracellular nitric oxide levels． 

【Key words】Simvastatin；Nitric oxide；Apoptosis 

一 氧化氮 (Nitric oxide，NO)在许多生理和病 

理过程 中发挥着重要作用 ，这种泛肽信号分子调节 

多种细胞的凋亡，它具有活跃而广泛的生化活性， 

研究资料l1．21显示它对多种细胞凋亡具有双重影响， 

高浓度的NO会启动和增强细胞凋亡，低浓度时则 
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会延缓细胞凋亡 ，细胞内 NO浓度和细胞的凋亡密 

切相关。辛伐他汀(Simvastatin)是他汀类药物，它长 

期作为有效降脂药物运用于临床，近年来研究【314】表 

明它能导致多种肿瘤细胞凋亡，且对正常细胞无明 

显的毒副作用，具有研究和开发的潜力。但是关于 

辛伐他汀诱导人红白血病细胞株 K562细胞的凋亡 

研究不多，机制尚不明确，NO是细胞凋亡的重要早 

期调节信号[5]，它是否参与了辛伐他汀诱导 K562细 
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胞的凋亡调控未见报道。本研究采用流式细胞术、 

比色法、RT—PCR和 NO信号抑制剂技术检测了辛 

伐他汀诱导 K562细胞凋亡率，细胞内总NO浓度 

和诱 导性一 氧化 氮合成 酶 (Inducible nitric oxide 

synthase．iNOS)基因变化，以探讨 NO与细胞凋亡 

信号之间关系。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞株 人红白血病 K562细胞株购自四川I大学华西 

校区基础与法医学院免疫室。 

1．1．2 主要试剂 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浓度的 NaOH， 

50℃水浴 2 h，调整 pH至 7．20，浓度为 l0 mol／L，过滤除 

菌，分装后于一20~C保存备用。RPMI1640培养基购自美国 

Gibeo公司，小牛血清购 自美国 GM公司，AnnexinV—FITC试 

剂盒购 自深圳晶美生物工程有限公司，总 NO试剂检测试剂 

盒购自南京建成生物技术有限公司，总 NO抑制剂 L-NAME 

和RIPA细胞裂解液购自江苏碧云天生物有限公司，RNA提 

取试剂购自美国Invitrogen，逆转录反应体系购自成都博瑞克 

公司，Master Mix购自北京天为时代生物有限公司，流式细胞 

仪购自美国贝克曼公司，电泳仪器和凝胶成像仪购自美国 

Bio—Rad。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 K562细胞用含 10％胎牛血清、100 kU／L 

青霉素、100 kU／L链霉素的 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。 

1．2．2 Annexin V—FITC检测细胞凋亡 取对数生长期细胞， 

调整浓度 1×10s个 几，培养 24 h后加入辛伐他汀使终浓度为 

20 mol／L，对照组加入等浓度溶剂(乙醇)，培养 24、48、72 h， 

收集各组细胞，4℃预冷PBS洗细胞 3次，悬浮细胞并调节细 

胞浓度为 1×109个 几；加入 AnnexinV—FITC和碘化丙锭溶 

液；混匀室温避光孵育 30rain，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。 

1．2-3 细胞内总 NO测定 取对数生长期细胞 ，调整浓度 

(2～3)10s个 几，培养 24 h后加入辛伐他汀使其终浓度 20 

mol／L，对照组加入等浓度溶剂(乙醇 )，培养 24、48 h和 72 

h；收集各组细胞 1．0 X 10 个，PBS洗涤 3次，每组细胞加 100 

l细胞裂解液充分裂解细胞，高速离心去掉细胞碎片，留上 

清 ；用 RIPA把 10 mmol／L KNO 稀 释成 5、10、20、50、100 

mol／L。加约 1 ml蒸馏水或 Milli—Q级纯水至 5 mg NADH 

中，颠倒混匀溶解后，用 DH O定容至 3．2 ml，配制成 2 

mmol／L NADH；按照说明进行酶混合液的配制，按照 3O 1／ 

孔，在 96孔板中加人标准品或样品，同时以相应的等量适当 

溶液设置空白对照；每孔加入 30 I酶混合液，轻轻混匀， 

30℃反应 20 rain；每孑L加入 50 l室温 Griess Reagent I和 

Ⅱ轻轻混匀；540 nm测定吸光度，根据标准品计算出样品中 

N0浓度。 

1．2．4 RT—PCR检测 iNOS mRNA 

1．2．4．1 总 RNA提取 收集各组细胞 5 X 106个于离心管 

中，离心去上清；加人 TRIzol试剂，按照说明书操作步骤提取 

RNA，使用分光光度计检测 RNA质量和浓度，要求 D D 

比值在2．0左右，进行纯化和鉴定。 

1．2_4．2 逆转录合成cDNA 逆转录聚合酶链反应：采用博 

瑞克公司一步法 RT-PCR反应体系，逆转录反应严格按说明 

进行，总体系体积为25 l，42~C 30～50 min，一20℃保存。 

1．2．4．3 PCR扩增 目的基因 各基因特异的上、下游引物设 

计用 primer 5．0软件 ，iNOS上游引物序列为 F 5’一ggage- 

gagttgtggattgtt一3’；下游引物为 R 5’-gtggggttgttgclgaactt-3’，基 

因长度为270 hp；GAPDH上游引物序列为 F 5’一ggectccaag- 

gagtaagacc一3’，下游引物为 R 5’-aggggtctacatggeaactg-3’，基 

因长度为 150 bp；以逆转录产物 cDNA为模板，GAPDH为内 

参 进行 PCR扩增 ，1．5％琼 脂 糖凝 胶 电泳 PCR产 物 ， 

BIO—RAD凝胶成像分析仪上观察结果并照相。Quantity one 

软件分析结果，以目的基因与 GAPDH条带的相对含量表 

示。PCR反应体系组成：eDNA模板 2 l，上、下游引物各 1 

l，2×MasterMix12．5 l，DH2O 8．5 l，总体积 25 l，混匀， 

2．0 X 10 g瞬时离心，PCR仪上扩增。扩增条件 94℃5min： 

94cC 30 S，56℃ 45 S，72℃90 s，30循环 ；最后 72cc延伸 5 

min。caspase一3退火温度为 59℃ 45 s，HSP70退火温度为 

55℃ 45 S。 

1．2．5 总 NO抑制剂对细胞凋亡率影响 取对数生长期细 

胞，调整浓度(2～3)×10s个 ，L培养 12 h；对照和处理组分 

别加入终浓度为 40 mg／ml总NO抑制剂 L—NAME；继续培养 

12 h；处理组加入终浓度 20 mol／L辛伐他汀，对照组加入等 

浓度溶剂(乙醇)，继续培养 24、48、72 h；收集各组细胞，检测 

凋亡率，具体方法见 1。 

1,2．6 统计学处理 以上实验均重复 3次，所有数据以均 

数±标准差( ±s)表示，采用SPSSI1．0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差异具有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 辛伐他汀作 用 K562细胞的凋亡率 

AnnexinV／PI双染法是敏感的凋亡检测方法，早期凋亡 

细胞以 AnnexinV—FITC染色为主，晚期凋亡细胞则以 An— 

nexinV—FITC／PI双染色。结果显示 20 mo／L辛伐他汀作用 

K562细胞 24、48、72 h，细胞凋亡率 变化分别是 6．1％± 

0．4％，14．2％±O．4％，30．7％±O．6％。随着辛伐他汀作用K562 

细胞的时间增加凋亡率逐渐升高，与辛伐他汀作用时间成正 

相关(r：0．9)，各处理组和同时间对照组比较差异有统计学意 

义(P<0．05)，见图 1。 

2．2 细胞 内总 NO测定 

总 NO的检测原理为硝酸盐还原酶还原硝酸盐为亚硝 

酸盐，然后通过经典的Griess Reagent试剂检测亚硝酸盐，从 

而测定出总 NO。检测结果显示 24 h后处理组细胞总 NO浓 

度含量显著增加，48 h和 72 h的处理组与相应时间对照组 

之间比较差异具有统计学意义(P<O．05)，见图2。 
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2 ． 3 细 胞 内诱 导 型 N O 合 成 酶 ( i N O S )m R N A 测 定

i N O S 为诱 导 型 N O 合成 酶 ， 细胞 在各 种 内外 因素刺 激 作

用 下 诱 导 i N O S 基 因 表 达 上 调 ， 然 后 合 成 大 量 的 N O ， 促 进 细

胞 凋亡 。 检测 结果 显 示 2 4 — 7 2 h 处 理 组 i N O S 基 因表 达 明显

高于 对 照 组 ， 差 异具 有 统计 学 意义 ( 尸< 0 ． 0 5 ) 。 推 测 i N O S 基 因

上 调 导 致 i N O S 合 成 增 加 ， 合成 N O 增 快 ， 从 而 使 细胞 内 N O

浓度 升 高 ， 见 图 3 。

2 ． 4 总 N O 抑 制 剂 对 细 胞 凋 亡 作 用

结果 显 示 与未加 抑 制 剂 的处 理 组 相 比较 ， 加 入 L — N A M E

预 处 理 组 K 5 6 2 细 胞 凋 亡 率 部 分 减 少 ( 火 0 ． 0 5 ) ， 可 见 阻 断 细

胞 N O 内生 成后 ， 辛伐他 汀诱 导 K 5 6 2 细胞 凋 亡 率 降低 ， 因 此

推测 升 高 的 N O 参 与 了辛伐他 汀诱 导 K 5 6 2 细胞 凋 亡 的信 号

传递 ， 结 果 见 表 1 。

3 讨 论

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 是 I临床 常 用 降脂 药 物 。 近 年

来 发 现 他 汀 类 药 物 对 不 同 肿 瘤 细 胞 具 有 诱 导 凋 亡

：
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作 用 ， 且 毒 副 作 用 较 小 _3 14 ]
， 这 种 安 全 的 诱 导 凋 亡 药

物 使 人 们 对 它 的 凋 亡 机 制 产 生 了 新 兴 趣 。 资 料 【l l 2】显

示 N O 是 细 胞 凋 亡 重 要 调 节 信 号 ， 细 胞 内不 同 N O

浓 度 决 定 细 胞 生 存 与 否 。 在 辛 伐 他 汀 诱 导 K 5 6 2 细

胞 凋 亡 过 程 中 细 胞 内 N O 是 否 参 与 了 K 5 6 2 细 胞 凋

亡 过 程 目前 还 未 见 报 道 。 K 5 6 2 细 胞 是 慢 性 粒 细胞 白

血 病 病 变 细 胞 株 ． 证 实 N O 信 号 在 辛 伐 他 汀 诱 导

K 5 6 2 细 胞 凋 亡 的 信 号 传 导 作 用 ， 这 对 于 慢 性 粒 细 胞

白血 病 的诊 断 、 治 疗 和 防 治 具 有 重 要 意 义 。

本 实 验 用 流 式 荧 光 技 术 和 比 色 法 检 测 了 细 胞 凋

亡 的 指 标 A n n e x i n V ， 证 实 了 辛 伐 他 汀 能 诱 导 K 5 6 2

细 胞 凋 亡 。 R T — P C R 技 术 和 比 色 法 证 实 了 K 5 6 2 细 胞

凋 亡 时 细 胞 内 N O 浓 度 和 i N O S 基 因 均 上 调 。 白细 胞

内存 在 的 N O 合 成 酶 主 要 为 i N O S 。 它 在 静 息 细 胞 内

不 表 达 ， 当 细 胞 受 到 细 胞 因 子 或 物 质 时 ，
i N O S 催 化

合 成 非 生 理 浓 度 的大 量 N O ， 产 生 一 系 列 病 理 作 用 [6 1
。

随 着 辛 伐 他 汀 作 用 K 5 6 2 细 胞 时 间 延 长 ， 处 理 组 细
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注 ：A 、 c
、 E 2 4 、 4 8 、 7 2 h 对 照 组 ； B 、 D 、 F 2 4 、 4 8 、 7 2 h 处 理 组

图 1 不 同 时 间 2 0 I~ m o l ／L 辛 伐 他 汀 诱 导 K 5 6 2 细 胞 凋 亡 率 变化

M 6 5 4 3 2 1
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辛伐 他 汀

时 间 ( h )

图 2 2 0 Ix m o l／L 辛 伐他 汀 作 用 K 5 6 2 细 胞 不 同 时

间 总 N O 浓 度

4 0 0 b p
3 0 0 b p

2 0 0 b p

1 0 0 b p

0 S

P D H

注 ：条带 M ． m a r k e r ；条带 1 、 3 、 5 ． 2 4 、 4 8 、 7 2 h 对 照

组 ； L i n e 2 、 4 、 6 ． 2 4 、 4 8 、 7 2 h 处 理 组

图 3 2 0 Ix m o l ／L 辛 伐 他汀 作 用 K 5 6 2 细 胞 不 同 时 间

i N O S m R N A 表
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注：n=3，和相同时间的处理组比较 P<0．01 

胞内NO浓度和innsmRNA表达显著升高，证实了 

辛伐他汀诱导 K562细胞凋亡与细胞内NO浓度和 

凋亡率呈正相关，这和大多数资料报道一致。加入 

NO抑制剂 L—NAME后 ，不同时间处理组细胞凋亡 

率显著降低，NO抑制剂能阻断了细胞内NO生成， 

NO参与的凋亡信号途径，这使细胞凋亡率降低，这 

与Chamberlainrl报道的资料一致。 

关于 NO细胞凋亡机制有很多报道，NO引发的 

凋亡其启动方式在不同生物的细胞 中是有所不 同 

的，在通常情况下，NO是通过线粒体介导的途径引 

起细胞凋亡 的吲，线粒体通路 通常是凋亡 的主要通 

路。在这个途径中，NO将线粒体作为其靶标，抑制细 

胞呼吸．导致一连串的凋亡效应，例如膜电位的下 

降，运输通道的开放以及细胞色素 C的释放等[91，从 

而导致细胞发生程序性死亡。我们前期的研究也证 

实了辛伐他汀诱导K562细胞凋亡时经过了线粒体 

途径 ，和上述观点一致 。但是 NO对细胞作用是双 

重性的，低剂量 NO具有广泛抗凋亡功能 ，easpases 

家族是凋亡联级反应的中心组成部分，低剂量的NO 

能够通过降低线粒体通透性从而妨碍Caspases的激 

活，阻止Caspases活性形式的生成，使其无法释放出 

凋亡信号。进而阻断细胞的凋亡路径⋯J。本文证实的 

是升高细胞内NO浓度会促进辛伐他汀诱导 K562 

细胞凋亡，这个机制的证实将为开发 NO类药物治 

疗慢性粒细胞白血病提供理论新依据，Moriyatn噌报 

道 NO类药物不仅可以提高胰腺癌细胞对于 5一氟 

尿嘧啶化疗药物的敏感性，同时还可减轻由于用药 

量过大而产生的不良反应 ，与本文报道相似。 

综上所述 ，细胞凋亡的调控是一个复杂的网络 

过程，受许多不同的信号和胞内小分子物质调控， 

其复杂程度因细胞种类而异，细胞内NO浓度大小 

决定着和影响细胞存活方向。其中可能还涉及许多 

凋亡基因，如Bcl一2、C—myc和 P53等，它们之间必 

然存在复杂的网络关系，关于NO在辛伐他汀诱导 

K562细胞凋亡的调控中仍有不少问题有待解决，随 

着研究的不断深入，人们一定会对 NO与细胞凋亡 

的关系更明确，开发出更多新的NO类药物或新的 

治疗途径应用于临床。 
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