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补骨脂素加长波紫外线光化学疗法诱导HL一60、K562

细胞凋亡及对Fas、FasL表达的影响

陈楠楠，向 阳，张励，张德杰，黄世林

(中国人民解放军第210医院中医血液科，辽宁大连 i16021)

擒要：目的探讨补骨脂素(PSO)加长波紫外线(PUVA)光化学疗法(UVA)诱导人白血病细胞HL一60、

K562凋亡及对Fas、FasL表达的影响。方法 以HL一60、K562细胞为研究对象，以细胞凋亡率、电镜下细胞超微结

构改变以及细胞Fas、FasL在基因、蛋白水平的表达为检测指标，观察PSO加波长为360 nm的UVA对人白血病

细胞诱导凋亡的作用以及部分作用途径，并采用多因素方差分析法进行统计学处理。结果PSO、UVA照射及

PUVA均可诱导HL一60、K562细胞发生凋亡，PUVA的作用显著强于前两者。电镜下观察经PUVA处理后的

HL一60、K562细胞超微结构．可见明显的凋亡形态学改变。PS0、uVA照射及PUVA均可上调HL一60、K562细胞

Fas在基因、蛋白水平的表达，下调FasL在基因、蛋白水平的表达，PUVA的作用显著强于前两者。结论PUVA

可诱导白血病细胞HL一60、K562发生凋亡，作用强于PSO及UVA照射。PUVA诱导HL-60、K562细胞凋亡的途

径之一为上调细胞Fas基因表达水平，下调FasL基因表达水平。
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Effects of PUVA on apoptosis and expression of Fas and FasL in HL一60 and K562 cells

CHEN Nan—nan，XIANG Yang，ZHANG Li，ZHANG De—jie，HUANG Shi—lin

(Department of Traditional Chinese Medicine and Hematology。210”Hospital of PLA，Dalian 116021，China)

Abstract：Objective To explore the effects of psoralen(PSO)and long wave ultraviolet A(UVA)

[PSO+UVA(PUVA)]on apoptosis and expression of Fas and FasL in HL一60 and K562 leukemia cells．

Methods The HL一60 and K 5 62 cells were taken as the study objects and their apoptosis ratios，

ultrastructure changes．and the expression of Fas and FasL were detected in order to observe the effects of

PSO extracted from Chinese medicine and UVA of wave length 360 am on human leukemia cells．The

factorial design and analysis of variance were used to analyze the interaction among the factors．Results

PSo，UVA，and PUVA all induced the apoptosis and the effects of PUVA were stronger than those by

the other two．After HL一60 and K562 cells had been treated with PUVA。they all showed obvious

ultrastructure change about apoptosis observed under the electron microscope．PSO，UVA。and PUVA all

increased the expression of Fas gene and protein and decreased the expression of FasL gene and protein，

the effects of PUVA were stronger than those by the other two．Conclusion PUVA could induce the

apoptosis of HL一60 and K562 cells and the effects are the strongest．One of the pathway of PUVA to

induce apoptosis is to upregulate the expression of Fas gene and downregulate that of FasL gene．
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补骨脂素(psoralen，PSO)是补益类中药补骨

脂Psoralea corylifolia L．种子中的主要成分之一，

属呋哺香豆素类物质。PSO本身具有一定的抗肿瘤

活性[1]，且PSO具有光敏性，经长波紫外线

(ultraviolet A，UVA)照射后，在化学及生物过程

中发生光致敏性，使原来与DNA间微弱的结合转

变成与DNA双螺旋的链间共价键交联，阻碍DNA

聚合酶沿DNA链的连续性移动，使DNA聚合酶

模板活性丧失，从而抑制了DNA的合成[2]。此外，

PSO可对RNA的合成、细胞酶的活性以及糖、脂肪

代谢产物产生影响。本实验由补骨脂中提取出PS0

以不同质量浓度PSO加波长为360 nm，不同照射

时间的UVA光照作用于HL一60、K562细胞，通过

流式细胞仪检测HL一60、K562细胞在补骨脂素加
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长波紫外线光化学疗法(PUVA)后的凋亡情况；

电镜下观察细胞超微结构改变；荧光定量PCR及

流式细胞技术检测Fas、FasL在基因、蛋白水平的

表达情况，以探讨PUVA法对HL一60、K562细胞

诱导凋亡作用及部分作用途径。

l材料与方法

1．1 细胞株：人急性非淋巴细胞白血病一M2型

HL一60细胞、人红白血病K562细胞由大连医科大

学惠赠。

1．2 药品及主要试剂：PSO(质量分数98．5％，质

量浓度10 mg／2 mL)由大连理工大学及本院共同

由补骨脂中提取和制备。RPMI一1640培养液为

Gibeo产品。小牛血清系杭州四季青生物材料工程公

司产品。Trizol为美国Gibeo BRL公司产品。Fas、

FasL基因表达试剂盒购自中山大学达安基因股份有

限公司。鼠抗人Fas(CD95)、FasL(CD95L)单克隆

抗体为美国CALTAG实验室产品。

1．3仪器和设备：流式细胞仪购自美国贝克曼库尔

特公司，GLY一10型光量子血液平衡治疗仪由徐州

华卫医疗设备公司研制，DA7600型荧光定量PCR

仪购自中山大学达安基因股份有限公司。

1．4 细胞培养：HL一60、K562细胞常规培养于含

10％小牛血清的RPMI一1640培养基(含硫酸庆大

霉素0．025 U／mL)中，于37℃、5％CO：饱和湿度

培养箱中进行连续培养。

1．5 流式细胞术测定PUVA 24 h后HL一60、K562

细胞的凋亡情况：取浓度为4．0×105／mL，处于对

数生长期的HL一60、K562细胞5 mL，分别加入

PSO 0、5、10、20、40弘L，使其在反应体系中的终质

量浓度分别为0、10、20、40、80#g／mL，放入石英比

色皿中，在GLY一10型光量子血液平衡治疗仪(A=

360 nm)上以1 J／m2辐射量边照射边震荡，照射时

间分别为0、5 min。处理后各实验组细胞继续培养

24 h后，收集5．0×105细胞，用PBS洗两次，弃上

清，加入100弘L碘化丙啶(PI)染液，避光反应30

min，加入PBS 400弘L，上机检测，并用Muhieyele

软件分析得出相应的细胞凋亡百分率。

1．6 透射电镜观察细胞超微结构：收集浓度为

5．0×105／mL，经PUVA(PSO 80／ag／mL，UVA 5

min)处理24 h的HL-60、K562细胞10 mL，用

PBS清洗两次，转入2．0 mL离心管，2 000 r／rain离

心3 min，弃上清，缓缓加入2．5％戊二醛2 mL，4℃

冰箱静置2 h以上。磷酸缓冲液冲洗，锇酸固定，水

洗、脱水，浸透、包埋，制定超薄切片，透射电镜观察。

1．7 荧光定量PCR技术检测PUVA 4 h后HL-

60、K562细胞Fas、FasL基因表达情况：(1)总

RNA提取，采用Trizol一步法提取mRNA，按照试

剂盒说明书操作。(2)eDNA合成，反应体系包括：

5×逆转录buffer 4 ttL(含M92+4 mmol／L)，逆转

录酶(200 U／t．tL)1弘L，dNTPs(10 mmol／L)0．5

ttL，上游引物0．4 ttL，下游引物0．4 ttL，DEPC水

9．7 pL，RNA模板4弘L，总体积20 pL；反应条件：

37℃、1 h，95℃、3 min。(3)将cDNA进行PCR扩

增，反应体系包括：5×定量PCR buffer 10 ttL(含

M92+2 mmol／L)，Taq酶(3 U／#L)1弘L，Fas或

FasL上游引物1．0 ttL，下游引物1．0 ttL，各自的荧

光探针1．0肛L(注：上、下游引物，探针的终浓度均

为10 pmol／L)，dNTP 1弘L，ddH20 30 ttL，cDNA

模板5 gL，总体积50肛L；同时将制备的定量模板按

照2×108、2×107、2×106、2×105、2×104梯度稀释，

加入不同反应管中，在DA7600型荧光PCR仪进

行扩增；反应条件：93℃、2 min，93℃、1 min，

55℃、1 min，共40个循环。(4)反应结束后由计算

机自动计算定量结果，再通过换算得出每微克总

RNA中Fas、FasL的mRNA拷贝数。上、下游引物

及探针序列如下，H—FAS，上游引物：5’一GGG—

CATCTGGACCCTCCTA一37；下游引物：5’一GGC—

ATTAACACTTTTGGACGATAA一37；探针：5’一

FAM—CTCTGGTTCTTACGTCGTTTGCTAGT—

AMRA一3’。H—FASL，上游引物：57一CAGTCCA—

CCCCCTGAAAAA一3’；下游引物：57一CTTGA—

GTTGGACTTGCCTGTTAA一37；探针：5 7一FAM—

AGGAGCTGAGGAAAGTGGCCCATAMRA一37。

1．8 流式细胞术测定PUVA 24 h后HL一60、K562

细胞Fas、FasL蛋白表达情况：收集HL一60、K562

细胞1×106个，PBS洗涤1次后弃上清液，加入

FITC—Fas抗体10弘L，避光孵育20 min，加500 pL

PBS上机检测Fas蛋白表达，以FITC—IgGl做对

照；收集细胞加入Intraprep Reagent 1 100肛L，轻

轻混匀后室温(18～25℃)孵育15 min，加入4 mL

PBS，300×g室温下离心5 min，加入100／zL

Intraprep Reagent 2 100 pL，轻轻混匀后室温孵育

5 min，加入PE标记的Fas—L，避光孵育15 min，加

入4 mL PBS，300Xg室温下离心5 min，弃上清

液，重悬细胞于500 pL PBS中，上机检测FasL蛋

白表达，以PE—IgGlR做对照。

1．9统计学处理：所有实验结果均来自至少3组平

行或3次重复实验。计量资料以至士s表示，采用多
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因素方差分析；均用SPSS 11．5统计软件进行。

2 结果

2．1 PUVA诱导HL-60、K562细胞凋亡的作用：

应用流式细胞仪检测PUVA 24 h后HL一60、K562

细胞的凋亡率，结果显示，PSO、UVA照射及

PUVA均可使白血病细胞凋亡率升高，与对照组

(0 min，0／19／mL)相比，有统计学意义(P<

0．01)；且PUVA的作用要显著强于PS0及UVA

(尸<0．01)，结果见表1。

2．2透射电镜下观察PUVA后细胞超微结构的

改变：透射电镜下HL一60、K562细胞出现细胞体积

缩小，胞浆浓缩，胞核体积减小，可裂解成一个或数

个致密体，可见核小体碎裂，核染色质聚集或边集，

部分染色质致密成斑块状或沿核膜收缩成新月体

状，整个细胞可裂解成大小不一凋亡小体，见图1

(HL一60、K562对照细胞为×4 000结果，PUVA处

理细胞为×1 500～2 500结果)。

2．3 荧光定量PCR技术检测PUVA 4 h后HL一60、

K562细胞Fas、FasL基因表达情况：结果见表2和

3。PSO、UVA、PUVA均可上调Fas基因的表达，下

调FasL基因表达，且PUVA作用更显著。

衰1 PUVA作用24 h后HL一60、K562细胞的

凋亡率(；士s。矗一3)

Table 1 Apoptosis rate of HL一60 and K562 cells

treated with PUVA for 24 h(；士s，n=3)
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图l PUVA后HL-60和K562细胞超微结构的改变

Fig．I Ultrastructure change of HL-60 and K562 after treated with PUVA

表2 PUVA作用4 h后HL一60、K562细胞Fas mRNA的表达(；士s，矗=3)

Table 2 Expression of Fas mRNA in HL一60 and K562 cells treated with PUVA for 4 h(；士，，厅=3)
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2．4流式细胞术测定PUVA 24 h后HL一60、K562

细胞Fas、FasL蛋白表达情况：PSO、UVA、PUVA

均可上调Fas蛋白的表达，下调FasL蛋白表达，且

PUVA作用更显著。结果见表4和5。

寰4 PUVA作用24 h后HL一60、K562细胞Fas蛋白的

裹达(；士$，一一3)

Table 4 Expression of Fas protein in HL一60 and K562 cells

treated with PUVA for 24 h(；士s，万=3)

裹5 PUVA作用24 h后HL一60、K562细胞FasL蛋白的

衷达G士s，厅=3)

Table 5 Expression of FasL protein in HL一60 and K562

cells treated with PUVA for 24 h G士s，矗一3)

3讨论

PSO具有抗肿瘤、抗白血病的作用，同时又具

有光敏活性[3~7]，波长范围在320～360 nill的紫外

光照射，可激发PSO的动力效应，从而增强其抗肿

瘤及抗白血病的作用。本实验采用紫外波长为360

nm的GLY一10型光量子血液平衡治疗仪和／或

PSO对实验组进行处理，对细胞凋亡率、电镜下超

微结构改变进行检测、分析，证实PUVA法对人急

性非淋巴细胞白血病一M2型HL-60细胞、人红白血

病K562细胞有明显的诱导凋亡作用，可以说明诱

导白血病细胞凋亡是PUVA法杀伤人类白血病细

胞的途径之一。多因素方差分析结果显示，PUVA

可诱导HL一60、K562白血病细胞发生凋亡，与对照

组(0 rain，0 pg／mL)相比，不同质量浓度的PSO

与不同照射的UVA对HL一60、K562白血病细胞

株的凋亡率有明显差异，细胞的凋亡率随着PSO质

量浓度的增加，UVA照射时间的延长而增加。

Fas／FasL系统在传统细胞凋亡信号中起着重

要作用[8]。HL一60、K562细胞Fas的表达下降，而

FasL的表达增强，当Fas水平下调至低于Fas／

FasL途径诱导凋亡的阈值时，凋亡受到抑制，而细

胞表面FasL表达使Fas高表达激活T淋巴细胞

发生凋亡，从而导致肿瘤细胞逃避机体免疫系统监

视，在体内无限增殖。荧光定量PCR技术检测结果

显示，PSO、UVA、PUVA均可上调Fas基因的表

达，下调FasL基因表达，且PUVA的作用要显著

强于前两者，经PUVA作用后，HL一60细胞Fas基

因表达拷贝数的数量级由对照组的103上升至106，

K562细胞Fas基因表达拷贝数量级由对照组的

10‘上升至107，HL一60细胞FasL基因表达拷贝数

量级由对照组的107下调至105，K562细胞FasL基

因表达拷贝数量级由对照组的106下调至103。流式

细胞仪检测结果在蛋白质水平上进一步证实上述结

果。PUVA诱导HL一60、K562细胞发生凋亡的作用

途径之一可能是对Fas／FasL系统的调控，通过上

调Fas基因，下调FasL基因而诱导细胞凋亡。
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