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药理与临床

甘草次酸对K562细胞增殖抑制作用及其机制研究

柯文娟，刘新月。，陈 燕，舒文秀

(华中科技大学同济医学院协和医院血液病研究所，湖北武汉430022)

摘要：目的研究甘草次酸对髓系白血病细胞系K562体外增殖抑制作用，分析其引起细胞周期的变化及探讨其

可能的抗癌机制。方法 MTT法检测甘草次酸对K562细胞增殖活性的影响；Hoechst 33258染色法观察细胞凋

亡形态学改变；流式细胞术分析细胞周期的变化以及cyclin D1和eyclin E蛋白表达的变化；RT—PCR测定细胞中

cyclin D1和cyclin E mRNA表达的改变。结果 甘草次酸对K562有增殖抑制作用，其抑制作用呈现为量效和时

效依赖性，作用48 h的IC。。值为(93．1士3．7)t-mol／L。甘草次酸可以诱导细胞发生凋亡，Hoechst染色可见细胞核

内凋亡小体。甘草次酸可以诱导K562细胞周期阻滞于G。／G。期，同时G。／M期细胞比例减小，S期变化不明显。仅

在最大浓度组稍有降低。甘草次酸可以同时下调K562细胞内cylin D1和cyclin E蛋白和基因的表达，下调作用与

剂量呈正相关。结论甘草次酸能明显抑制K562细胞增殖，并诱导其周期阻滞于Go／G-期。该效应可能与其下调

周期蛋白eyclin D1和cyclin E表达有关，有望成为新型抗肿瘤中药。
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Inhibition of glycyrrhetic acid on proliferation in K562 cells and its mechanism

KE Wen—juan，LIU Xin—yue，CHEN Yan，SHU Wen—xiu

(Institute of Hematology，Union Hospital，Tongji Medical College，Huazhong University

of Science and Technology，Wuhan 430022，China)

Abstract：Objective To investigate the effects of glycyrrhetic acid(GA)on the proliferation in K562

cells i咒可itro and explore the possible mechanisms．Methods Cell proliferation was detected by MTT

assay．Hoechst 33258 staining was used tO evaluate the morphological changes in K562 cells induced by

GA．The influence on cell cycle was studied by a propidium iodide method．Both flow cytometry(FCM)

and RT—PCR techniques were applied tO assess the expression of cyclin D1 and cyclin E proteins．Results

GA presented the striking proliferation inhibition，as well as apoptosis induction potency on K562 cells in

vitro in a time—and dose—dependent manner，with IC50 value for 48 h being(93．1土3．7)gmol／L．

Moreover，cells treated with GA showed the accumulation in Go／Gl phase，reduction in the percentage of

cells in G2／M phase and no significant change in S phase，except a little reducing in group with maximum

concentration of GA．The contents of cyclin D1 and cyclin E were found tO be downregulated at both

protein and gene levels in K562 cells in a dose—dependent manner when treated with various concentrations

of GA．Conclusion GA presents the potent inhibition on proliferation of K562，induction on apoptosis，

and cell—cycle arrest in leukemia cells in Go／G1phase，which might correspond to the down regulation of the

expression of cyclin D1 and cyclin E．GA，as a Chinese materia medica，indicates a potential for acute

leukemia．
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甘草为我国自古以来广为药用的植物，其主要

一活性成分为甘草酸(glycyrrhizic acid)和甘草次酸

(glycyrrhetic acid)。甘草酸在人体内经过肠道正常

菌群水解作用分解为甘草次酸，后者为一种五环三

萜类化合物，继而在人体内发挥强大的药理学功

效‘¨。近年来对甘草次酸的研究不断深入，发现甘草

次酸除了传统的止咳平喘、抗炎、抗溃疡、抗过敏、抗

病毒等作用外，对人体多种肿瘤如消化道肿瘤、妇科

肿瘤、皮肤癌、黑色素瘤等有显著的抑制作用‘引，有

关甘草次酸对白血病细胞生长作用的报道较少，对
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其抗肿瘤的确切机制亦不清楚。本研究观察甘草次

酸对髓系白血病细胞系K562细胞生长的抑制作

用，探讨其可能的作用机制。

I材料

1．1 细胞：K562细胞系为华中科技大学协和医院

血液病研究所保存的细胞株。细胞用含10％胎牛

血清的RPMI一1640培养基培养于37℃、5％C02

的恒温培养箱中。细胞隔日换液传代1次，取处于对

数生长期且台盼蓝拒染法测定活性在95％以上的

细胞进行实验。

1．2 药物和试剂：甘草次酸(C。。H。。O。，质量分数

99％)，Sigma公司，DMSO溶解成12 mmol／L的母

液后分装于一20℃保存)；小鼠抗人单克隆抗体

cyclin D1(美国BD公司，Lot 55544)和cyclin E

(美国BD公司，Lot 28046)；FITC一羊抗小鼠IgG、

四甲基偶氮唑蓝(MTT)、碘化丙啶(PI)、核糖核酸

酶A(RNase A)、Hoechst 33258(武汉凌飞公司)；

RPMI一1640培养基(Gibco公司)；胎牛血清(杭州

四季青公司)；trizol(Invitrogen)；RT试剂盒、PCR

试剂盒(Toyobo)；cyclin D1、cyclin E，GAPDH和

pactin的上下游引物(I-海英骏公司设计合成，扩

增片段长度分别为348、260、452、218 bp)；Marker

(武汉天根公司)。

1．3 仪器和设备：细胞培养箱(Forma 3111，

Thermo Electron)，倒置显微镜(CKX41，Olym—

pus)，流式细胞仪(FACscalibur，Becton

Dickinson)，酶标仪(SunRise，Australia)，激光共

聚焦显微镜(FV500，Olympus)。

2方法

2．1 MTT法测定药物对细胞增殖抑制作用：K562

细胞以每孔1×105个，体积100弘L接种于96孔

板，37℃、5％C0：温箱内培养1 d。各组分别加入

100弘L用RPMI一1640培养液稀释的40．60、80、

100、120、140 t-mol／L甘草次酸工作液，空白孔用不

含有细胞的培养液代替。分别培养24、36、48、60、72

h后向每孔加入20 pL MTT溶液(5 mg／mL)，置

于温箱中孵育4 h后离心，小心移除上层液体，再加

入150弘L DMSO充分溶解孔内紫色结晶。酶标仪

上测量波长570 nm，参比波长620 nm处测量各孔

吸光度(A)值。计算细胞增殖抑制率[1。。实验重复

5次。

细胞增殖抑制率一(1一实验组A值／对照组A值)X

100％

2．2 Hoechst 33258染色法观察细胞凋亡的形态

学改变：将细胞分别用80、100、120 tLmol／L甘草次

酸干预后置于培养箱中培育48 h。同时设立阴性对

照。获取细胞后离心，PBS洗1次，用一20℃预冷

70％乙醇固定4℃过夜。离心后PBS洗1次，100

pL PBS重悬。将细胞滴片置于经10％多聚赖氨酸

预处理的玻片上。待细胞干燥后滴加10 pg／mL

Hoechst 33258染液20弘L，37℃避光孵育30

min[3]。在激光共聚焦显微镜下观察细胞核的形态学

变化，并照相保存。实验重复3次。

2．3 DNA倍体分析检测细胞周期：各组细胞用甘

草次酸干预处理同2．2方法。收集细胞后PBS洗1

次，用70％的一20℃预冷的乙醇固定4 h。离心去

除固定液，PBS洗1次。加入30 pL 50 tlg／mL的

PI，30弘L 10 mg／mL的RNase A和240弘L的

PBS，4℃避光孵育30 min后上流式细胞仪检测，

流式细胞仪变异系数纠正于3％以下，用Cell

Modifit软件分析细胞周期。实验重复3次。

2．4 流式细胞仪检测细胞cyclin D1和cyclin E蛋

白的变化：获取各组药物干预的细胞同前，另设空白

对照和阴性对照。4％多聚甲醛固定15 min，0．25％

triton—X100冰上破膜10 rain，3％BSA孵育0．5 h

阻断非特异性反应，按照1 pg／1×106个细胞用量加

入相应一抗，室温下避光孵育1 h，加入1 t 100的

FITC一羊抗小鼠二抗100弘L，避光孵育0．5 h。300

弘L PBS重悬细胞，上流式细胞仪检测486 nm激发

波长下的荧光表达量。实验重复3次。

2．5 RT—PCR检测细胞eyclin D1和cyclin E

mRNA水平：收集各组细胞1×106个，Trizol 1 mL

吹打混匀，经氯仿抽提，异丙醇沉淀，75％乙醇溶解

等步骤后获得细胞总RNA[3]。用紫外分光光度计测

定RNA纯度(A：。。／A：。。>1．8)同时进行RNA定

量。逆转录反应体系为：总RNA模板4～6 pg，5X

RT缓冲液4弘L，dNTP 2 pL，RNasin 1 pL，Oligo

(dT)1 pL，M—MLV酶1弘L，ddH20补足至20

弘L，冰上加样完成后短暂离心，RT条件为30℃、10

min，42℃、20 min，99℃、5 min，4℃、5 min。反应

完成后将产物cDNA置于一20℃保存。PCR反应

体系：H：O 12弘L，6×缓冲液2 pL，M92+1弘L，

dNTP 1弘L，cyclin D1和pactin的上下游引物各

0．5弘L或者cyclin E和GAPDH的上下游序列各

0．5弘L(各序列引物见表1)，cDNA 1 pL，Taq酶

1 pL，冰上加样完成后短暂离心，PCR反应条件为

94℃预变性5 min，94℃、30 S，60℃、1 min 10个

循环保温，94℃、30 S，53℃、30 S，72℃、30 S 25个
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表1 cyclin D1和cyclin E的引物序列

Table 1 Primer sequence of cyclin D1 and cyclin E

引物
序列

正向 反向

cyclin D1 S’-GATCAAGTGTGACCEmACT-3’5’-GAGATGGAAGGC粥AAAGAG一3’
eyclin E 5'-CCATCCTTCTCCACCAAAGA一3『5'-AGCACCTTCCATAGCAGCAT-3『

P-aain 5 7CTGTCCcl’GTATGCcl℃TG-3’ 5'-ATGTCACGCACGATl丁CC一3

GAPDH 5'-ACCACAGTOCATGCCATCAC一3 5 7一TCCACCACCCTGTTGCTGTA．3’

循环变性退火和延伸，72℃、7 rain维持延伸。反应

完成后取10 pL产物混入2 pL 6×负载缓冲液中

在1．5％琼脂糖凝胶上电泳。紫外线凝胶成像系统

上观察摄像，结果用Leica Q Win图像分析软件进

行条带吸光度值分析，用cyclin D1／p-actin和

cyclin E／GAPDH值反映cyclin D1、cyclin E转录

本的量。实验重复3次。

2．6统计学方法：应用SPSS 11．0软件进行统计

学分析，数据以；±s表示，组间比较采用单因素方

差分析。

3 结果

3．1 甘草次酸对K562细胞增殖的影响：甘草次酸

对K562细胞有显著的生长抑制作用，且该作用呈量

效和时效关系(图1)。不同浓度甘草次酸处理组的

K 562细胞的增殖抑制率均明显高于对照组，差异均

术
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1～6—40、60、80、100、120、140 pmoI．L一‘

图1 不同浓度甘草次酸对K562细胞增殖作用的影响

(；土s，露=5)

Fig．1 Effect of GA in various concentration

on proliferation of K562(；±s，n=5)

有统计学意义。甘草次酸作用于K562细胞48 h的

半数抑制浓度(IC5。值)为(93．1士3．7)t}』mol／L。

3．2甘草次酸对K562细胞凋亡的影响：甘草次酸

对K562细胞有促凋亡作用。80、i00、120}￡mol／L

的甘草次酸处理48 h后的K562细胞经Hoechst

染色后在激光共聚焦显微镜下显示，细胞核呈现不

同程度的晚期凋亡特征，表现为染色质浓缩，体积变

小，变形，细胞核裂解为碎块，产生凋亡小体。随着药

物浓度的增加，凋亡特征表现越为显著(图2)。

3．3 甘草次酸对K562细胞周期的影响：不同浓度

对照 甘草次酸80 tl m01．L’1 甘草次酸100 u mol·L。‘ 甘草次酸120 u mol-L 1

图2甘草次酸作用K562细胞48 h后激光共聚焦显微镜下细胞形态学变化

Fig．2 Morphological changes of K562 cells treated by GA for 48 h under laser confocal microscope

甘草次酸作用K562细胞48 h后，细胞周期发生改 表2甘草次酸对K562细胞周期的影响(；±s，露一3)

变。随着药物浓度的增加，主要表现为G。／G。期细胞

发生阻滞，100、120／一mol／L甘草次酸作用显著

(P<0．05、0．01)。S期和G2／M期细胞比例在80、

100弘mol／L浓度组变化不明显，在120 gmol／L干

预组有明显变化(P<O．05)。结果见表2。

3．4甘草次酸对K562细胞cyclin D1和cyclin E

蛋白表达的影响：甘草次酸可使细胞中cyclin D1和

cyclin E蛋白表达下降，与对照组相比，不同浓度药

物处理组中的cyclin D1和cyclin E蛋白表达均为

下降，且呈剂量依赖性，各组平均荧光强度与对照组

之间差异均有统计学意义(尸<0．05、0．01)，结果见

表3。

3．5甘草次酸对K562细胞中cyclin D1和cyclin

Table 2 Effect of GA on cell cycle of K562 cells

(；±$，万=3)

组别
C／ 细胞周期／％(p。1．L__面F—i矿—丁码亡率7％

对照 一

甘草欢酸 So

100

1 20

与对照组比较：’P<O．05 一P<0．01

’P<0．05一P<0．01 w control group

E mRNA表达量的影响：甘草次酸作用细胞后可以

使细胞中cyclin D1和cyclin E mRNA的表达降

低。表现为随着药物浓度的增加，两种mRNA量呈

现剂量依赖性降低。对各组PCR的产物进行电泳
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分析可见，各浓度甘草次酸干预组的条带明显变暗

变细(图3)，3次实验的图像分析结果表明显著的变

化趋势，差异具有统计学意义(P<O．05、0．01)，见

表4。这一结果提示甘草次酸可以下调eyclin D1和

eyclin E的基因表达。

表3甘草次酸对K562细胞cyclin D1和cyclin E蛋白

表达的影响(；士s，厅一3)

Table 3 Effect of GA in various concentrations

Oil expression of cyclin D1 and cyclin E

proteins in K562 cells(；士s，一一3)

与对照组比较：。P<O．05一P<0．01

’P<0．05‘‘P<0．01口J control group

0一对照组1～3—80、100、120,umoI·L-1甘草次酸组

O-control group 1—3—80．i00．120}tmol·L一1 GA group

图3甘草次酸作用K562细胞cyclin D1

和cyclin E mRNA的表达

Fig．3 Effect of GA on expression of cyclin D1

and cyclin E mRNA in K562 cells

表4甘草次酸对K562细胞cyclin DI和cyclin E mRNA

表达的影响(工士s，n一3)

Table 4 Effect of GA in various concentrations

on expression of cyclin D1 and cyclin

E in K562 cells(；±s，一=3)

与对照组比较：。P<0．05一P<0．01

。P<0．05’。P<0．01 w control group

4讨论

近年来国内外文献均有报道甘草次酸对多种肿

瘤细胞有抗瘤效应[2]，Malagol等[33等亦报道甘草

次酸能抑制人HSB一2淋巴细胞性白血病细胞的增

殖。本实验研究甘草次酸对髓系白血病细胞系

K562的作用，分析其对细胞凋亡和细胞周期的影

响。实验显示，甘草次酸对K562细胞有明显的增殖

抑制作用，且该效应呈现量效和时效关系。在激光共

聚焦显微镜下可以观察到，不同浓度的甘草次酸能

不同程度诱导细胞产生凋亡小体，说明细胞在甘草

次酸诱导下发生凋亡是其增殖被抑制的主要途径。

流式细胞仪进行细胞周期分析可以看到，K562经

甘草次酸处理48 h后，G。／G。期细胞比例逐渐升高，

S期细胞在最高浓度组降为最低，表明甘草次酸具

有调节细胞周期运行，阻滞细胞于G。／G。期的作用。

流式细胞术检测cyclin D1和cyclin E蛋白可见，甘

草次酸可以降低这两种蛋白在细胞当中的表达量。

RT—PCR检测相应的mRNA，亦可见其表达量随着

剂量增大而逐渐减小，与其对应的蛋白量变化趋势

一致。

细胞的增殖和分化是通过细胞周期的运转来实

现的，细胞周期调控机制紊乱是细胞增殖失控从而

导致癌变的重要原因。细胞周期蛋白(cyclins)是细

胞周期运行中一类重要的调节因子，cyclins在功能

上主要与特定的细胞周期素依赖激酶(CDKs)结

合，形成cyclins—CDKs复合物，进而通过对特异底

物的磷酸化以周期依赖的方式促进细胞增殖[4’5]。

cyclin D1和cyclin E均在G。期与相应的CDKs结

合，促进细胞加速通过G．期，因而又称为G。期正性

调控因子[5]。Cyclin D1和cyclin E的过量表达可缩

短G。期时间或加速G，期进程，甚至可使细胞逃脱

检测点的监控，直接进入S期，导致细胞失控生

长[6]。Cyclin D1是G。期周期蛋白，由定位于人染色

体1lql3的cyclin D1基因编码，含295个氨基酸，

相对分子质量为34 000[7]。向正常的G，期纤维母细

胞内微注射抗cyclin D1抗体，能阻止细胞进入S

期，表明cyclin D1在G。期起着重要的作用[7饵]。近

几年的研究已经发现在乳腺癌、肝癌、肠癌、肺癌中

cyclin D1基因扩增，cyclin D1 mRNA转录及相关

蛋白的过度表达[6]。在急性白血病患者中也有

cyclin D1 mRNA过度表达的情况，与临床复发关

系较为密切[7]。目前比较认同cyclin D1是一个原癌

基因，也有学者认为cyclin D1就是癌基因，它的活

化直接导致了肿瘤的发生发展[5]。Cyclin E由定位

于19q12—13的eyclin E基因编码[9]，其表达升高始

于G。中期，至G，晚期的G，、S交界处达高峰，后随
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细胞进入S期开始下降，到G：／M期降为零[8]。

Cyclin E／CDK2参与G。／S期的pRb磷酸化作用，

能加速S期，对DNA复制的启动十分重要。

Ohtsubo等[6]发现向G。期正常的人成纤维细胞微

注射抗cyclin E抗体可以抑制细胞进入S期。在乳

腺癌、结肠癌、前列腺癌中，均有cyclin E的过度表

达。研究报道E7,8]，cyclin E参与白血病的发生，在急

性白血病中cyclin E表达增高，其表达水平与疾病

恶性程度有关，高表达者预后差，生存期短。

在本实验中证实，对K562细胞进行甘草次酸

干预后，细胞中的两种G。期调控蛋白cyclin D1和

cyclin E表达水平均被下调，细胞周期发生改变，这

可能是甘草次酸抑制肿瘤细胞增殖的主要机制。然

而此过程中甘草次酸除了下调cyclin D1和cyclin E

的表达水平外，是否还牵涉到抑制CDKs的活性或

者激活CDI活性[6]，还有待进一步研究。同时，甘草

次酸在动物模型体内的作用研究尚在实验摸索中。
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大黄素对LoVo细胞水通道蛋白2表达的调节效应

张文生1，李锋1．，鲍军强1，王胜春2，尚刚伟3，李军昌1，王长海1

(1．第四军医大学西京医院中医科暨全军中医内科专科中心，陕西西安710032I 2．第四军医大学西京医院

药剂科，陕西西安 710032；3．第四军医大学唐都医院疼痛生物医学研究所，陕西西安710038)

摘要：目的探讨大黄素对体外培养LoVo细胞水通道蛋白2(aquaporin 2，AQP2)表达的调节效应。方法体

外培养LoVo细胞并予不同质量浓度大黄素含药培养液24 h处理及大黄素含药培养液(20 mg／L)不同时间处

理，采用免疫细胞化学方法观察LoVo细胞AQP2蛋白表达位置并初步观察AQP2蛋白表达的变化趋势，采用

Western blotting及半定量RT—PCR检测AQP2蛋白及mRNA的表达。结果AQP2表达于LoVo细胞的细胞

膜，且与大黄素用药浓度及用药时间存在着相关性。进一步的Western blotting证实，不同质量浓度大黄素含药培

养液均可抑制AQP2蛋白的表达，药物质量浓度愈大，AQP2蛋白的表达愈低，其中大黄素20mg／L组及40mg／L

组AQP2蛋白表达显著性降低I大黄素作用3、6 h组，AQP2蛋白表达上升，但与对照组比较，无显著差异，作用

12、24、48 h组，AQP2蛋白表达呈进行性下降趋势。半定量RT—PCR结果显示，随着大黄素质量浓度的增加，

AQP2 mRNA表达呈进行性下降趋势；在时间一效应方面，随着用药时间的延长，AQP2 mRNA表达呈进行性下降

趋势。结论大黄素可抑制LoVo细胞AQP2基因转录与翻译，这提示大黄素对AQP2表达的调节效应可能与大

黄的泻下作用有关。

关键词：大黄素；LoVo细胞系；水通道蛋白2
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