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昆布多糖硫酸酯对急性髓性白血病 HL～60细胞的调控 

肖 青 ，唐宗山 ，黄宗干 ，董浦江 

(1．重庆医科大学临床学院血液内科；2．重庆医科大学临床学院器官移植研究室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究昆布多糖硫酸酯(LAMS)对急性髓性白血病 HI 一6()细胞株的凋控作用。方法：用MTT法测定不同浓度 

LAMS对HL一6()细胞株的增殖抑制作用；流式细胞仪分析不同浓度作用下细胞捌亡率；免疫组化法测定 LAMS对 HL一60 

细胞株 NF—KB家族P65亚单位的作用。结果：HI 一6()细胞增殖抑制程度与昆布多糖硫酸酯的浓度呈正相关；HL一60细胞 

凋亡率随药物浓度的增加而升高；在LAMS浓度为0．75t*g／ml作用下，P65在 12h表达呈强阳性，24h几乎不表达，而IKba在 

6h表达呈强阳性 、结论：I．AMS可以诱导体外HL一60细胞凋亡，其中对凋亡的调拧作用可能为负调控；LAMS能够调控NF 

—  B的表达，其表达有时间差异性。说明I．AMS已作用于分子水平。 
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【Abstract】Objective：To study the effects of LAMS on nlodulation of HL一60 cell strail1．Methc~ ：MTT was used to determine the 

inhibiting action in the different concentratkm Of LAMS on HI 一60 cell strain The attitude of Sub—G1 peak in DNA histogrmn WaS 

examined by FCM．NF—KB expression affected by LAMS was determined by using imnmnohistochemical stainings．Results：With the 

increase of LAMS concentration．the inbibiting effects on muhiplication of HI 一60 cells were decreased．After treatment of HL一60 

cells with 0．75t~g／ml LAMS for 6h、12h、24h，the expression of P65 WaS the most significant at 12h．while the expression of IKba was 

the most significant at 6h．The expression of NF—KB reduced in LAMS group without time—dependent pattern．Clr)7z(1usimt：LAMS 

can induce HL一60 cells aIx)ptosis．LAMS can modulate the exprexsion of NF～KI3．It also suggested that LAMS had an influence at 

molecular level 
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化疗是目前治疗急性白血病最基本与重要的手 

段。但化疗药物毒副作用大，目前人们正在积极寻 

找高效低毒 的抗癌新 药。昆布多糖硫酸酯 

(1aminarin sulphate，LAMS)是一种具有多种生物功 

能的多糖酯，其从海带中制取昆布多糖，在人工条件 

下硫酸化为昆布多糖硫酸酯。在体内、外实验证实 

LAMS具有抗肿瘤作用 lJj。本 文采用现代生物学 

技术探讨 LAMS对白血病细胞的调控作用。 

l 材料与方法 

1．1 实验细胞 

作者介绍：肖 青(1964一 )，女，主治医师 

主要研究方向：血液系统疾病 

人急性粒系} 血病细胞株(HL一60细胞)：购自第三军 

医大学营养学教研室。常规传代培养。 

1．2 药品和试剂 

LAMS由重庆医科大学临床学院器官移植室自制、提 

供，制取方法按文献l：一制备，多糖含量 30％，使用前用 1640 

培养液配制成50／~g／m[，0．22tan滤膜过滤。阿糖胞苷(Ara 

— c)为比利时法玛西亚普强药厂产品，IKba、P65抗人抗 鼠 

多抗，IKba、P65免疫组化SP试剂盒，为北京中山生物技术 

有限公司产品。 

1 3 噻唑蓝还原法(MT'I 法)检测细胞生长抑制率 

采用常规 M'I F法。取对数生长期，设 PBS对照组和不 

同浓度实验组，每孔细胞总数2×10 个，重复三孔。实验分 

_=三组(1)HL一60细胞 +LAMS，分别加浓度为 1．25 tzg／ml、 

1．875 tzg／ml、2．5 tLg／ml、3．125 tag／ml的 LAMS；(2)HL一60 

细胞 +Ara—c；(3)HL一60细胞 +Ara—c+LAMS，置 37℃、 
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5 ％COz培养箱·I 培养24h 征酶标仪f 560nm波K)f：删最 2 结 果 

各孔吸光度值(()I)值)按【I下公式汁算细胞生长抑制率 

抑制率(r％) (1 实验组 甲均 OD值／对照组平均 ()【) 

值) l 00％ 

1 4 光镜观 察 

分别收集对照组(常规培养)和加入 LAMS浓度为3 ／ 

I孵育 24h实验组细胞．离心后弃 l：清澈．取沉淀涂片，瑞 

氏染色，显微镜下观察细胞形态，见图 1、2 

● 

蠢 

● 

● 
●  

童． 

● 

图1 瑞氏染色 、4i F0 I[1， 细胞株在 I．AMS作用 24 

(浓度 3flg／m1) 

图2 瑞氏染色、1I)00 HL 圳 细胞株对照组 

【．5 流式细胞仪分析 

对照组(常觇培养)和不同终浓度(分5；『』加入 LAMS浓 

度为0 75f嚼／n 1 5f 11I、3 g／m1)的 LAMs与 I I_ 6[J细 

胞 孵育24h后．PBs洗涤阿次．用 71)t 己醇 2 剐定过 

夜．洗涤 加 Rna~：eA酶消化，I I 4t避光染 邑30_1]ï．F【、M 

上硷删．II{现砸(，I峰细胞为删 细胞．得 闶亡率 

1 6 NF KB的 捡 1 

分别收获 i(】75t~g／mlI．AMS共同孵育r 611．I 211，2411 

和对照组的 HIJ 6【l细胞．1(}(R}r／min离心 5mi】I．弃上清液 

(培养液)．PBS洗涤 !趺．离心fl=亍取沉淀涂片 取不同时间 

的细胞潦片．用常规sP染包幢删 I lh、P65的表达 crl性树 

脂封片后．油镜下取 片 L、中、下 走、冉五 视野．眭续 记 

数 l{lf】个细胞中，汁数细胞质或细胞{=萋呈棕黄色瞢为 眭细 

胞的比例．汁算均散 (J ‰ 多抗抗体怖释倍数 为 100．P65 

抗体稀释倍数为51)) 

! 】 I AMS对 H】．一60细胞的生长抑制率 

随 LAMS浓度增加，实验孔的光密度(OD)降 

低 I兑明 LAMS对 H[J 6O细胞增殖的抑制程度 

与其浓度成正比 与对照组 比较，有非常显著性差 

异 ．0 002<，’<0 005 并且 ．71“g／[ Ara C 与 

I 25 t*g／ml I，AMS有协同作用．． 

2 2 I．AMS诱导 HL 6()细胞凋亡的形态 

对照组细胞生长良好．结构完整，核边缘清晰， 

染色质精细 加入不同浓度 LAMS的细胞中．加入 

3／tg／ml、培养 24h，可见部分细胞出现凋亡的典型形 

态学变化．即核浓缩深染，核染色质边缘呈环状或月 

芽状．或核碎裂成串珠状，有的细胞部分脱范形成凋 

亡小体． 

2 3 流式细胞仪鉴定调亡细胞 

LAMS作用 24h后，FCM 显示有凋亡亚 Gl峰 

出现，并且随 LAMS浓度增加，HL 60细胞罚亡率 

增加 ．其凋亡率分别为7 53％、I7．35％、35 8·碥。 

2．4 l H“、P65的定位和表达水平 

免疫组化染色结果，l Bn在加药组和对照组在 

胞浆和胞核均有表达 在 LAMS 0．75Fg／ml浓度 

作用下，在6h表达最强，24h表达降低，6h与24h比 

差异显著(P<0 005)；P65在加药组和对照组胞核 

均有表达．同一浓度下．12h表达最强，24h后 P65 

近乎不表达．12h与 24h比差异显著(P<0 001)． 

提示 NF I{的表达有时问差 肄性 

表 I 不同浓度 I．AMS对 III— hl】细胞增殖抑制 

各项均～3次试验结果的平均值=标准差 

表 [．AMS对 ⋯， 6I)细胞 I fb、1'65蛋 白 

表达的影响(阳性细胞 率 c ) 

● 

，II ◆ 蠢： ． 

◆ 
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3 讨 论 

白血病化疗药物既有抗肿瘤作用，同时对正常 

细胞的损伤又有较强的副作用。天然植物抗癌物质 

的开发和利用正是目前研究的课题。昆布多糖硫酸 

酯是碱性成纤维细胞生长 因子 (bFGF)附着和 

bFGF依赖性细胞增殖的抑制剂。文献报道 J， 

LAMS单独给药，能够使肿瘤生长延迟，并可以加强 
一 些细胞毒物质的抗肿瘤活性，亦无明显毒副作用。 

此外，LAMS还是一种免疫激活剂，能够对抗化疗药 

物环磷酰胺引起的白细胞减少，具有升高白细胞作 

用。那么，LAMS是否具有“双向调节”作用，既能促 

进正常造血，又能抑制白血病等恶性肿瘤增殖，有待 

我们进一步探讨。有实验表明 ，LAMS可使肝癌 

细胞凋亡，增殖受抑制程度加大，且变化程度随 

LAMS剂量增加而加大。我们的实验显示，LAMS 

对HL一60细胞亦有增殖抑制作用和促进凋亡作 

用，其程度与浓度成正比，且与阿糖胞苷合用有协同 

作用。推测 LAMS是否影响了凋亡基因的蛋白表 

达。 

NF—KH是一种具有多向性调节的蛋 白质分 

子，它是一类参与炎症、免疫、细胞生长、细胞凋亡及 

癌症发生等诸多生物学过程中基因调节的重要转录 

因子。通常情况下，NF—KB以NF—IcB／IKHs复合 

物的形式、非活性状态存在于细胞质中，只有在受到 

各种活化因素的作用，使 NF KH从 NF KR／IKHs 

复合物中解离出并转位于细胞核，与相应的靶基因 

结合。故 P65检测阳性常常是 NF—KH活化的标 

志。我们的研究表明，昆布多糖硫酸酯作用于急性 

髓性白血病 HL一60细胞，可以调控 I出a与 P65的 

表达，在 LAMS浓度为 0．75~g／ml时，IIcBa在 6h表 

达最强，而 P65在 12h表达最强，P65在 12h后表达 

减弱，24h几习|不表达。那么 NF KH在细胞周期 

的表达有一定的时限性。这与范芸 7_报道的As2()3 

可诱导早幼粒细胞程序性死亡，在这一过程中，NF 
—

KH可能起负调控作用相一致。 
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