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青蒿琥酯诱导人白血病细胞 K562胀亡和凋亡作用的研究 

田雪莲，王莎莉 

(重庆医科大学基础医学院生理学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨青蒿琥~(Artesunate，ART)X~人慢性粒细胞性白血病细胞株K562增殖抑制的影响。方法：采用MTT比色 

法检测青蒿琥酯对体外培养的 K562细胞的生长抑制作用，光、电镜下观察青蒿琥酯作用后的 K562细胞形态学变化特征 ，流式 

细胞仪检测在不同浓度、不同时间作用下青蒿琥酯诱导 K562细胞的细胞胀亡率和凋亡率。结果：青蒿琥酯对 K562细胞有明显 

的增殖抑制作用，24h、48h、72h的半数抑瘤浓度Ic (Ixg／m1)分别为65．17、31．63、10．51。青蒿琥酯主要引起 K562细胞的胀亡和 

凋亡变化，但胀亡率与凋亡率无明显差别。结论：青蒿琥酯主要通过胀亡和凋亡 2种方式抑制 K562细胞增殖，并呈明显量效时 

效关系。 
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The oncosis and apOptOsis—inducing effect of artesunate on the K562 

human leukemia cell line 

TlAN Xue—lian．et(Il 

(Department of Physiology，College of Basic Medicine，Ch ongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of artesunate(ART)on human leukemia cell line K562．Methods：Inhibition of 

proliferation was measured by a colofimetfic M1Tr assay．The morphological changes of K562 were observed under a light 

microscope and an electron microscope．Flow cytometry assay detected the ratio of apoptosis and oncosis of K562 cell lines 

which were induced at three different times by three different concentrations of ART．Results：ART extract clearly inhibited the 

proliferation of K562．The 50％ effective dose evaluated on 24h，48h，and 72h of ordinal exposure to the extract，were 

65．1 7 IX g／ml，3 1．63 IX g／ml，and 1 0．5 1 IX g／ml，respectively，ART extract-treated cells exhibited morphological changes typical of 

oncosis and apoptosis．Futheremore，the ratio of apoptosis was not different from to that of oncosis．Conclusion：Artesunate can 

control proliferation of the K562 human leukemia cell line in two forms：oncosis and apoptosis．The ratio of oncosis and 

apoptosis present typical dose—dependence and time—dependence． 
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青蒿琥酯是青蒿素衍生物，具有过氧化桥的倍 

半萜类化合物，有水溶性好，抗疟活性高等 1特点。 

近年来的研究报道青蒿素及其衍生物具有抗多种 

肿瘤细胞的作用，并且还具有毒性低，不存在交叉 

耐药，可以逆转肿瘤细胞的多药耐药[41等优势 ，故对 

青蒿素衍生物的研究也是当今生物学领域的热门 

课题之一。本实验观察了青蒿琥酯对体外培养的人 

慢性粒细胞白血病细胞株 K562的增殖抑制作用， 

为青蒿素类药物进一步的临床治疗作用提供新的 
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理论与实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 试剂 

RPMI1640培养基(美国 GIBCO 公司)，四甲基唑氮盐 

(IⅥ，Irr)、二甲基亚砜(DMSO)购 自美国 Sigma公司，小牛血清 

(中国杭州四季清公司) 

1．2 青蒿琥酯的配制 

注射用青蒿琥酯(纯度99．99％，广西南药股份有限公司， 

国药准字号 H10930195，批号 050401)，5％碳酸氢钠 lml溶 

解，以RPMI1640培养液配制成lmg／ml，4℃保存。 

1．3 细胞株及细胞培养 
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K562细胞株(人慢性粒细胞白血病细胞株)在含有 10％ 

小牛血清、青霉素(100U／m1)、链霉素(100U／m1)的RPMI1640 

培养基中悬浮培养，在 37℃、5％CO：饱和湿度条件下培养 ， 

2～3d传代 1次。 

1．4 实验方法 

1．4．1 M1Tr(四甲基偶氮唑盐比色法)检测青蒿琥酯对白血 

病细胞株 K562增殖的影响 取对数生长期 K562细胞，台 

盼蓝拒染法检测细胞活力达 95％以上，接种于96孑L培养板 

中，调整青蒿琥酯作用终浓度( g／m1)为：3．125、6．25、12．5、 

25、50、100、150，并设置对照组，每组样本 6个复孑L，37℃、 

5％CO 饱和湿度条件下分别培养 24h、48h、72h。终止培养时 

每孑L加入 MTI~0 l，孵育 4h后 ，加 DMSO(二甲基亚砜 ) 

150 1／孑L，置酶联免疫检测仪下测吸光度(OD)值，570nm为 

检测波长。采用直线回归法计算药物的半数抑制浓度(Ic ) 

细胞生长抑制率(％)=(1一加药组 OD值 ／对照组 OD值) 

×100％ 

1．4．2 青蒿琥酯 25 g／ml作用于 K562 48h后在电镜下观 

察 K562细胞的超微结构变化。 

1．4．3 流式细胞术检测细胞胀亡率和凋亡率 采用 FITC 

AnnexinV—PI双染法。按照说明书操作，设置青蒿琥酯浓度 

12．5 g／ml、25 g／ml、50 g／ml，分别作用于 K562细胞 12h、 

24h、36h，并分别设置对照。离心收集各组细胞约 106。PBS洗 

2次 ，用 1×Binding Buffer缓冲液 400 l重悬细胞，然后加 

入 FITC(异硫氰酸荧光素)标记的 Annexin V(FITC—Annexin 

v)和 PI各 5 l，25℃避光孵育 15～30min，然后上流式细胞 

仪检测。用流式细胞仪 Cell Quest软件分析参数 FLI一1， 

FLI一2。观察 Annexin—V(+)，PI(一)，Annexin—V(++)，PI(+)， 

Annexin—V(一)／PI(一)，检测细胞凋亡率和胀亡率。 

1．4．5 统计学方法 所有实验数据均应用 SAS统计软件分 

析 

2 结 果 

2．1 青蒿琥酯对K562细胞增殖的影响 

MTT结果显示青蒿琥酯对 K562细胞增殖有明 

显的抑制作用，并呈明显时效(P<0．001)、量效(P< 

0．001)依赖关系(表 1)。24h、48h、72h的Ic蜘值分别 

为 65．17 g／m1、31．63 g／ml、10．51 g／ml。 

2，2 青蒿琥酯对K562细胞的超微结构变化 

青蒿琥酯 25 g／ml作用 K562细胞 48h后主 

要表现为 2种方式改变，(1)细胞胀亡 ：细胞膜破 

坏，胞膜起泡，膜泡中充满细胞质，线粒体肿胀，细 

胞周围可见胞内容物的外溢。(2)细胞凋亡：细胞体 

表 1 青蒿琥酯对人白血病细胞 K562体外增殖的影响(；±s。 =6) 

注：与对照组比较：*／9<0．05， <0．01。 

表 2 青蒿琥酯作用于 K562细胞后的细胞凋亡率和胀亡率值(；±s。 =3) 

注：与对照组比较： <0．05， <0．01。 
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A ． 对 照组 ( × 3 0 0 0 ) K 5 6 2 细 胞 B ． 药物 组 ( × 5 0 0 0 )K 5 6 2 细胞

图 1 K 5 6 2 细 胞 ( 透 射 电镜 )

积 缩 小 ， 细 胞 质浓 缩 ， 核 染 色质凝 聚 ， 胞 质 内大 小 不

等 的 空 泡 形 成 ， 细 胞 膜 完 整 ， 胞 膜 表 面 微 绒 毛 和 伪

足 减 少 ， 可 见 膜包 裹 内有 较 完整 的细 胞器 和 细 胞 核

碎 片 的凋 亡 小体 ( 图 1 ) 。

2 _3 青 蒿琥 酯 诱 导 K 5 6 2 细 胞 凋 亡 、 胀 亡

流 式 细 胞 仪 法 检 测 当 青 蒿 琥 酯 浓 度 为

1 2 ． 5 斗 ∥m l 、 2 5 斗 ∥m l 、 5 0 斗 ∥m l 时作 用 于 K 5 6 2 细 胞

1 2 h 、 2 4 h 、 3 6 h 后 ， 可 同时诱导 K 5 6 2 细胞胀 亡 和 凋亡 ，

且 均 与对 照 组 有 显 著性 差 异 (P < 0 ． 0 1 ) 。 但 每相 同浓

度 和 相 同时 间 组 的胀 亡 率 和 凋 亡 率 比 较 无 统计 学

意 义 (P > 0 ． 0 5 ， 表 2 ) 。

3 讨 论

造 血 细 胞 增 殖 失 调 是 白血 病 的重 要 生 物 学 特

征 ， 治疗 白血 病 的有效 方 法 是 尽 可 能 的杀 死 肿 瘤 细

胞并抑制其 生 长 。 本实验用 M 1Tr 法 检测 了青 蒿琥 酯

对 K 5 6 2 细胞 的增 殖 抑制作用 。 结 果 显 示 ：青蒿琥 酯

对 K 5 6 2 细 胞 增 殖 有 明 显 的抑 制 作 用 ， 并 呈 明 显 时

效 (P < 0 ． 0 0 1 ) 、 量 效 (P < 0 ． 0 0 1 )依赖关 系 。 青蒿琥 酯

作 用 于 K 5 6 2 细 胞 2 4 h 、 4 8 h 、 7 2 h 的 半 数 抑 制 浓 度

I C 50 ( ¨ ∥m 1 )分别为 6 5 ． 1 7 、 3 1 ． 6 3 、 1 0 ． 5 l ( 表 1 ) 。

近 年 来 李 颖 ， 刘 新 等 ” 】学 者 认 为 青 蒿 琥 酯 对

K 5 6 2 细胞 的增 殖 抑 制作用 主 要 是诱 导 了 细胞 的凋

亡 ， 但我们实验首次发 现 ：青蒿琥酯可 同时诱导 K 5 6 2

细胞 的胀 亡 和 凋 亡 。 在 电镜 下 可 观 察到 ( 图 1 ) ：
一 种

表现 为细胞 体积增 大 ， 胞 膜不 完整 ， 胞浆溢 出 ， 核肿

胀 等胀 亡 改 变 ；另 一 种 表 现 为细 胞 体积 缩 小 ， 胞 膜

完整 ， 胞 核 固缩 ， 有凋亡 小 体等 。 为 了进 一 步研 究胀

亡 和 凋 亡 这 两 种 形 式 变化 ， 我 们对 此 进 行 了 鉴 别 检

测 。 实 验 采 用 荧 光 标 记 A n n e x i n — V 与 P I 双 染 法

[9 ' 删
， 通 过 反 映细胞膜 的完整 性来 区 别 细胞 的 凋 亡 和

胀 亡 ：胀 亡 细 胞膜完 整 性 破 坏 ， 绿 色及 红 色荧光 A n —

n e x i n — V ( + + ) ， P I ( + ) ；凋 亡 细 胞 膜 完 整 ， 绿 色 荧 光

A n n e x i n
— V ( + ) ， P I ( 一 ) ；活 细 胞 A n n e x i n — V ( 一 ) ， P I ( 一 ) 。

统 计 结 果 显 示 每相 同作 用 条件 下 的 细 胞 胀 亡 率 和

凋 亡 率变化 均 无 明显 差 别 ， 可 见 青蒿琥 酯诱导 K 5 6 2

细 胞 胀 亡 和 凋 亡 2 种 变 化 的作 用 强 度 是 基 本 持平

的 ( 表 2 ) 。

对 于 这 种 同等作 用 条 件下 表 现 出 的 两 种 形 态

学 变 化 ， 我 们认 为青 蒿 琥 酯 对 K 5 6 2 细 胞 具 有 双 重

作 用 ， 即 它 通 过 诱 导 K 5 6 2 细 胞 的胀 亡 和 凋 亡 来 杀

死 肿 瘤 细胞 ， 并 抑 制 其 生 长 。 细胞 胀 亡 是 一 种 A T P

耗 尽 ， 被 动 的细 胞 死 亡 ；而 细胞 凋 亡 是 一 种 主 动耗

能过 程 ， 其程 序 的 完成需 要 A T P I“ 】
。 A T P 是 否 缺乏 可

能 是 青 蒿 琥 酯 作 用 于 细 胞 后 形 态 学 差 异 的决 定 性

因 素 。 只 有在缺 氧 112]
、 底 物缺 乏 、 A rI’P 进 行 性 减 少 等

情 况 下 ， 造 成 各 种 细 胞 膜 性 结 构 的破 坏 ， 膜 通 透 性

严 重 缺 陷及 膜 上 离子 泵 功 能衰竭 等细胞 损伤 ， 从 而

引起 细胞 内的水 、 钠 、 钙离 子 大量 内流 人 细胞 、 线 粒

体肿胀 等
“

伴有肿胀 的细 胞 死 亡
”

一 胀亡 ⋯ “
。 显然青

蒿琥 酯诱 导 K 5 6 2 胀 亡 的产 生 也 可 能 与 细 胞 的 A T P

耗尽 有 关 ， 从 而 导 致 细 胞 膜 的破 坏 ， 钙 、 钠 等离 子 通

道 功 能 以 及 线粒 体 功 能 损 害 ， 这 可 能 也 是 青 蒿琥 酯

抑制 白血 病细胞 的作用 机 制之 一

。
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子存在相关性，直接损伤血管内膜，造成内皮损伤， 

加速动脉粥样硬化进程。③男性 UA>390～420 

txmol／L(6．5～7mg／d1)、女性>360 mol／L(6mg／d1)时， 

UA的抗氧化作用则转化为强氧化剂，氧化应急反 

应增强，UA水平升高可能是促发动脉粥样硬化性 

血管病变的重要因素之一。高尿酸血症时，氧自由 

基生成增加，损害线立体、溶解酶功能，从而促进粒 

细胞在血管内皮的聚集。④参与炎症和血栓形成。 

高尿酸血症还可以促进脂质过氧化，氧化后的低密 

度脂蛋白胆固醇对内皮细胞有毒性作用，促进血管 

平滑肌细胞的凋亡，进一步造成血管局部炎症反 

应，增加斑块的不稳定性。⑤高尿酸血症的患者常 

合并高血压、高血糖症、血脂异常等，UA可通过这 

些因素的综合作用加重血管内皮损伤，促进冠状动 

脉狭窄病变发生l51。 
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