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地塞米松对 K562细胞增殖抑制作用及诱导凋亡机制的研究 
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(重庆医科大学医学检验系教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究地塞米松对K562细胞的增殖抑制作用及诱导细胞凋亡的机制。方法：用不同浓度的地塞米松对K562细胞 

进行处理，检测细胞增殖抑制率，观察细胞凋亡的形态学变化，测定细胞端粒酶活性，Fas表达及 NO产生情况。结果：地塞米松 

能抑制 K562细胞的增殖，降低端粒酶活性，使 Fas表达上调，诱导细胞凋亡。但对 NO的生成不具有显著性差异。结论：地塞米 

松可能通过抑制端粒酶的活性而诱导 K562细胞的凋亡。同时，Fas也可能参与了凋亡的调节： 
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The investigation of the proliferation inhibition and apoptosis of K562 

ninduced by dexamethasone 

LIU Chang，et al 

(Key Laboratory of Laboratory Medical Diagnostics of Ministry of Education，Facuhy of Laboratory 

Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of dexamethasone on the growth and the mechanism of apoptosis in K562 cells． 

Methods：Treat of different dosages of dexamethasone in K562 cell cultural to observe cell inhibitory rate and cell morphology 

variation．To detected telomerase activity，Fas expression and NO release．Results：Dexamethasone can inhibit the proliferation of 

K562 cell，decrease telomerase activity，increase Fas expression and induce apoptosis．But no significant effect on nitric oxide 

production．Conclusion：Inhibit telomerase activity
，

and increase Fas expression maybe one of mechanism of apoptosis． 
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白血病是严重危害人类健康的恶性肿瘤，儿童 

尤其多见。地塞米松作为。肾上腺皮质激素药物，能 

诱导多种细胞系及肿瘤细胞的凋亡l】1。在白血病治 

疗方面，地塞米松与化疗药物联用，能增强药物诱 

导的白血病细胞的凋亡12l。如今，地塞米松已广泛应 

用于急性粒细胞白血病、急性淋巴细胞白血病的诱 

导缓解和诱导缓解后的治疗【31。 

研究资料表明，在血液系统的恶性肿瘤中，地塞 

米松能抑制人类 T淋巴白血病细胞等急性白血病 

细胞的生长并诱导其凋亡l4,51，但其诱导细胞凋亡的 

机制尚不完全清楚。同时地塞米松对 K562细胞的 
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增殖抑制及诱导凋亡的机制也鲜有报道。因此，本 

实验通过不同浓度的地塞米松对 K562细胞进行体 

外作用，观察了其抑制细胞增殖及诱导凋亡情况， 

对药物可能的作用机制进行了初步的探讨。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

K562细胞由本实验室保存，地塞米松(纯度 98％)，M1Tr 

(四甲基偶氮唑蓝 )，DMSO(二甲基亚砜 )购于美国 Sigma公 

司，RPMI1640培养液，小牛血清购于美国Gibco公司，端粒 

酶 TRAP—Hyb Kit购于华美生物工程公司，Fas单抗，S-P试 

剂盒购于北京中山试剂公司，Griess试剂购于 Promega公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 含用 10％ib牛血清 、青霉素、链霉素0．1mgd 

ml的RPMI1640培养基，在 37℃饱和湿度、5％CO 培养箱中 

常规培养。 
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1 ． 2 ． 2 M 1Tr 实 验 取 对 数 生 长 期 细 胞 ， 离 心 计 数 ， 以 1 ． 0 ×

l 0 4 个 接种 9 6 孔 培 养板 ． 每孑L 2 0 0 “ J ， 再 加 入 终 浓 度 分别 5 、

1 0 、 2 0 、 4 0 、 8 0 IX m o l／L 的 地 塞 米 松 ， 并设 不 加 药 的 阴性 对 照

孑L ， 以 上 均 行 5 个 平行 复孔 。 培 养 板 置 3 7 qC 、 饱 和 湿 度 、 5 ％

C O： 培 养箱 中常规培 养 4 8 h 。 实验 结束 前 4 h ， 每孔加 入 5 m g ，

m l 的 M T T 2 0 “ l ， 继 续 培 养 4 h 。 平 板离心 机 2 0 0 0 r ／m i n 离 一tT,

1 0 ra i n ， 去 上 清 ， 每 孔 加 D M S O 10 0 “ l 终止 反 应 ， 振 荡 至 结 晶

完 全 溶 解 ， 酶标 仪 4 9 2 n m 测 吸 光 度 值 D ．埘 。 计 算 抑 制 率 ％ =

( 1 - A ”目 ／A ” jlfl ) × 10 0 ％ 。

1 -2 ．3 细 胞 形 态 学 观 察 收 集 4 0 I, t m o l／L 地 塞 米 松 处 理 后

4 8 h 的细 胞 离 心 ， 涂 片后 w ri g h t — G i e m s a 染 色 ， 光 学 显 微 镜 下

观 察 细胞膜 ， 细胞 质及 细胞核 的各种变化 。

1 ． 2 ． 4 端粒 酶 活 性 的检 测 采 用 P C R — T R A P 法 检 测 端 粒 酶

活 性 ， 培 养 细 胞 1 ． 0 X 1 0 s 个 经 4 0 0 0 d m i n 离 心 1 0 ra i n ， 沉 淀

加 入 裂解 液 ， 取 上 清 2 “ I 做 T R A P 反应模板 。 在 P C R 反 应 管

中 各 加 入 反 应 混 合 物 4 5 ¨ l ， 混 匀 ， 离 心 5 s
， 置 2 5 ℃ 水 浴

3 0 ra i n 。 P C R 仪扩增 ， 各孔 加入 杂交 反 应 液反 应 ， 洗 板 ， 加 显 色

剂 ， 3 7 ℃ 避 光 显 色 10 ra i n ， 加 终 止 液 ， 在 酶标 仪上 测 得 D 。扣 。

值 ， 判 断端粒 酶活性 。

1 ． 2 ． 5 F a s 的 检测 取 对 照 组 及 不 同浓 度地 塞 米 松 处 理 4 8 h

后 细胞 ， 用 P B S 洗 3 次 ， 涂 片 。 按 照 试 剂盒进 行免疫 细 胞 化学

S - P 染 色 ， 设 立 不 加 一 抗 的 阴性 对 照 ， 镜 下 计 数 阳性 细 胞 ， 并

计算 阳性 表达 率 。

1 ． 2 ． 6 一 氧 化 氮 ( N O )水 平测 定 按 G r ie s s 反 应 原 理 ， 将 地

塞 米 松 处 理 4 8 h 细 胞培 养上 清经 离 心 后 10 0 ¨ 1 中加 入 等量

的 G ri e s s 反 应 液 ( 1 ％ 磺 胺 、 0 ． 1 ％ N — I 一 萘 乙 二 胺 )混 匀 ， 室 温

放 置 1 0 ra i n ， 用 酶 标 仪 于 5 4 0 n m 处 进 行 吸光 度 测 定 D 。 。 以

细 胞 培养 上 清液 中 N O
：一

水平 反 映 N O 的生 成 。

1 ． 3 统 计 学 处 理

实验数据 以 ；± s 表示 ， 统 计学处理 用 S P S S l l ． 0 统计软 件

进行单 因 素方 差 分析 。

2 结 果

2 ． 1 地 塞 米 松 对 K 5 6 2 细 胞 增 殖 抑 制 作 用

M rr l l 结果 显 示 不 同浓 度 的地 塞米 松 对 K 5 6 2 细

胞增 殖 抑 制作用 见 表 1 。 地 塞 米松 能抑 制 K 5 6 2 细

胞 的 增 殖 ， 且 随着 药 物作 用 浓 度 的 增 加 ， 其 抑 制 作

用 增 强 。 在 最 低药物 浓 度 1 0 IX m o l ／L 作 用 下 ， 抑 制 率

与 对 照 组 比较 差 别 具 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) 。

2 ．2 细 胞 形 态 学观 察

经 4 0 ／． t m o l ／L 的地 塞米 松处 理 4 8 h 后 的 细 胞 镜

下 观 察 可 见 细 胞 生 长 受 抑 制 ， 活 细 胞 数 量 减 少 。

4 0 斗 m o l／L 的 地 塞 米 松 作 用 组 ， 处 理 4 8 h 后 可 就 可

见 部 分细 胞 体积 缩 小 ， 细 胞 质 凝 固 ， 细 胞 核 内染 色

质浓缩成块 ， 呈 现 凋 亡 变化 ( 图 1 ) 。

表 1 地 塞 米 松 对 K 5 6 2 细 胞 增 殖 抑 制 作 用 ( ；t s ，／2 ： 5 )

注 ：．P < 0 ． 0 5
， 与对 照组 比较

图 I 4 0 ~ m o l／L 地塞 米松 作 用 4 8 h 后 细 胞 形 态 变化

( W ri g h t — G i e m s a x 4 0 0 )

2 ． 3 端 粒 酶 活 性 检 测

4 0 IX m o l l L 地 塞 米 松作 用 K 5 6 2 细 胞 4 8 、 7 2 h 与

9 6 h 后 ， 其 吸 光 度 值 分 别 为 0 ． 6 5 ± 0 ． 0 5 ， 0 ． 4 9 ± 0 ． 0 3

与 0 ． 3 4 ± 0 ． 0 5 ， 提 示 随着 地 塞 米 松 作 用 时 间增 加 ，

K 5 6 2 细 胞 端 粒 酶 活 性 明 显 降 低 ， 与 对 照 组 1 ． 8 ±

0 ． 0 5 比较 ， 其 差 别具 有 显 著性 意 义 ( 尸< 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 4 F a s 的 检 测

F a s 在 对 照 组 K 5 6 2 细 胞有 一 定表 达 ， 其 阳性 表

达 率为 1 3 ． 3 ％ 。 经 5 ～ 8 0 ¨ m o l／L 地 塞 米松 处 理 后 的

K 5 6 2 细胞 ， 其 F a s 的表达 随药物浓 度 的增加 而 上 调 ，

由 5 斗 m o l ／L 的 1 5 ． 7 6 ％ 上 升 到 8 0 IX m o l ／L 的2 5 ． 3 2 ％ 。

5 ～ 8 0 tx m o l ／L 地 塞 米 松 处 理 组 与 对 照 组 比 较 ， 差 别

具 有 显 著性 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) ( 表 2 ) 。

2 ． 5 地 塞 米松 对 N O 产 生 的 影 响

培 养上 清 中 N O
} 的浓 度 间接 反 映 了 N O 的分

泌 量 。 如表 3 所 示 ， 5 ～ 8 0 “ o m ／L 地 塞米 松 作用 后 细

胞 培 养 上 清 中的 N O 量 均低 于 对 照 组 ， 但 与 对 照 组

比较差别 没有统 计学意 义 (尸 > 0 ． 0 5 ) ( 表 3 ) 。
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表 2 地塞米松对 K562细胞 Fas抗原表达的影响 

(；±s。n=3) 

地塞米松作用浓度( mnl／L) Fas阳性表达率 

对照组 

10 

20 

40 

80 

注： <0．05，与对照组比较 

表 3 地塞米松对细胞培养液中 NO含量的影响 

(王±s。 =3) 

地塞米松作用浓度( mol／L) 

对照组 

10 

20 

40 

80 

18．19±1．48 

12．85±1．61 

13_29± 1_30 

15．02± 1．07 

17_29± 1．99 

16．28± 1．56 

注：P>0．05，与对照组比较 

3 讨 论 

大量研究表明，地塞米松对多种血液系统的肿 

瘤细胞具有生长抑制作用，并能诱导其凋亡。本研 

究通过地塞米松对 K562细胞的作用表明，地塞米 

松能抑制 K562细胞的增殖，从细胞形态学观察发 

现细胞体积缩小，胞膜皱缩，胞核凝固成块，出现凋 

亡变化。同时，实验通过对地塞米松作用后 K562细 

胞端粒酶活性，Fas抗原表达，NO产生情况几个不 

同途径凋亡指标的检测，对药物诱导凋亡的可能机 

制进行了初步探讨。检测结果表明，细胞端粒酶的 

活性随着药物作用时间的延长，其活性明显降低。 

Fas则随着地塞米松作用浓度的增加其表达上调 ， 

但 NO的产生却无显著性差异。 

端粒酶是一种特殊的核糖核蛋白酶，具有逆转 

录酶的功能。该酶的激活能以自身的RNA为模板 

合成端粒 DNA，使端粒的长度保持相对稳定，使细 

胞获得“永生化”状态，因此端粒酶的激活与恶性肿 

瘤的发生、发展密切相关。研究报道，发生于不同组 

织部位及造血系统的恶性肿瘤，普遍检测出端粒酶 

的活性，其中以急性白血病端粒酶活性最强16---。有 

资料显示，端粒酶在细胞的凋亡过程中，可能起着 

重要的调节作用，其活性的抑制可以增加急性白血 

病细胞的凋亡率l8I。本研究也发现 ，地塞米松抑制 

K562细胞增殖同时端粒酶的活性降低，推测可能机 

制是通过抑制端粒酶活性，破坏端粒稳定性引起细 

胞凋亡。 

地塞米松作为免疫抑制剂，通过诱导不成熟胸 

腺细胞的凋亡和抑制成熟 T细胞生成细胞因子两 

种途径来发挥其作用。前期研究报道，用抗 CD 抗 

体与激活 T细胞的TCR结合而诱导的激活 T细胞 

凋亡时，伴有 Fas表达增加【9I。Fas作为一种细胞凋 

亡信号受体，与其配体结合后，通过信号转导，可诱 

导 Fas蛋白所在的细胞凋亡。Fas在造血系统多种 

肿瘤上都有表达。本实验经地塞米松处理后的 

K562细胞 Fas蛋白表达率随药物浓度增加表达上 

调，提示 Fas蛋白表达上调可能与药物诱导的细胞 

凋亡相关。 

NO这种泛肽信号分子也调节多种细胞的凋 

亡。一定浓度水平的 NO能损伤 DNA，增强表达 

P53，进而上调促凋亡蛋白Bax和细胞周期素依赖 

蛋白激酶 P21的表达，使细胞停止于 G．期，促进细 

胞的凋亡 。有研究报道，1～100 mol／L的地塞米松 

能抑制T淋巴瘤细胞中NO的释放Il JI。但本实验用 

不同浓度地塞米松处理 K562细胞后 ，其 NO水平 

却无显著差异，推测地塞米松诱导的K562细胞的 

凋亡可能不依赖于 NO通路。 

研究结果表明地塞米松能抑制 K562细胞增殖 

并诱导凋亡，能降低端粒酶活性，使 Fas表达上调， 

提示地塞米松诱导细胞凋亡可能有不同的独立通 

路，其中可能与抑制端粒酶的活性 ，Fas所调节的凋 

亡途径相关。 
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护勃起功能的设想是正确的，并且上述结果很可能 

是吡哆胺通过抑制糖尿病高血糖状态下产生的过 

量 AGEs对 L—arg—NO—cGMP通路的损害而发挥作 

用的。但同时我们也应注意到，①DM+PM组的阴茎 

海绵体 NO、NOS、cGMP水平仍明显低于正常对照 

组，勃起功能也较正常对照组明显下降，提示单用 

吡哆胺还不能很好的起到保护勃起功能和预防糖 

尿病 ED的作用；②吡哆胺对于 L⋯arg NO cGMP通 

路保护作用的具体作用机制仍不清楚，尚有待进一 

步研究。但本实验的结果终究说明对糖尿病个体早 

期给予吡哆胺在保护勃起功能、延缓 ED的发生方 

面仍有一定的积极作用。 
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