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摘= =要：目的= =探讨吴茱萸碱通过抑制组蛋白去乙酰化酶 S（eaACS）促进人白血病hRSO细胞周期阻滞以及凋亡的机制。

方法= =采用 CChJU法检测吴茱萸碱对 hRSO 细胞增殖的影响；流式细胞术检测 hRSO 细胞周期和凋亡；化学比色法检测 hRSO

细胞eaACS活性；testern=blotting法检测hRSO细胞中eaACS、Cyclin=aN、CahQ、_clJO、_~x、Cle~ved=C~sé~seJP、boh、

éJboh、éPU和 éJéPU蛋白的表达。结果= = CChJU法结果提示，吴茱萸碱在一定浓度范围内（N～NS=μmolLi）可以有效抑制 hRSO

细胞增殖，并呈时间和浓度依赖性；流式细胞术结果显示，吴茱萸碱可将hRSO的细胞周期阻滞于 dMLdN期；O、Q、U=μmolLi=吴
茱萸碱诱导hRSO细胞 QU=Ü后，其凋亡率分别为（NNKQT±NKMR）B、（NOKTT±MKTV）B和（NUKRU±NKPT）B，与对照组（OKTV±

NKMN）B相比差异显著（m＜MKMN）；化学比色法结果显示，吴茱萸碱能有效抑制 eaACS的活性；testern=blotting结果显示，

吴茱萸碱能上调 _~x、Cle~ved=C~sé~seJP、éPU和 éJéPU蛋白的表达，下调 CahQ、Cyclin=aN、_clJO、eaACS、boh和 éJboh

蛋白的表达。结论= =吴茱萸碱可能是通过抑制 eaACS 的活性，激活 jAmh 信号通路，进而上调促凋亡蛋白的表达，下调

周期蛋白的表达，从而抑制 hRSO细胞的增殖，诱导细胞周期阻滞和凋亡。=
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control=groué=EOKTV=±= NKMNFB=Em= Y= MKMNFK=qÜe=~ctivity=of=eaACs=w~s=reduced=~fter=tre~ted=witÜ=bvo=EOI=QI=~nd=8 μmol/L). Western 
blotting=~ss~y=sÜowed=tÜ~t=tÜe=exéression=of=_~xI=Cle~ved=C~sé~seJPI=éPUI=~nd=éJéPU=éroteins=incre~sedI=wÜile=CahQI=Cyclin=aNI=

_clJOI=eaACSI=bohI=~nd=éJboh=éroteins=downJregu~tion=~fter=induced=by=bvoK=Conclusion= = bvo=c~n= induce=cell=cycle=~rrest=~nd=

~éoétosis=in=hRSO=cells=tÜrougÜ=tÜe=inÜibition=of=eaACSK=

hey=wordsW=evodi~mineX=leukemi~X=Üistone=de~cetyl~se=SX=~éoétosisX=cell=cycle=

=

白血病是一种常见的血液系统恶性肿瘤，据统

计，白血病已经占据我国肿瘤性疾病的第 S 位xNz。

目前，白血病的治疗以化疗为主，然而，化疗是一

种不可避免的损伤性治疗方法，竭力探索损伤较小

的治疗白血病的新方法，是临床研究的热点。近年

来研究表明，中药不仅可以减轻化疗的副作用，还

可以延长甚至阻止白血病的复发；研究还表明，中

药可以逆转包括白血病在内的多种肿瘤的多药耐

药和预防相关并发症xOJQz。=

吴茱萸碱（evodi~mine，bvo）是从吴茱萸中提

取出来的活性生物碱之一，具有降血压、降血糖、

镇痛、减肥、抗肿瘤等多种生物学效应xRz。已有文

献报道xSz，吴茱萸碱可以明显抑制人宫颈癌 eei~，

人前列腺癌 mCJP，人黑色素瘤 APTRJpO、ikC~m，

人急性白血病 CCocJCbj和人胃癌 jdCUMP等细

胞系的增殖和诱导细胞凋亡，但吴茱萸碱抗肿瘤的

具体作用机制尚不清楚。=

组蛋白乙酰化调控基因的转录和表达，涉及细

胞内多种生理病理过程。组蛋白去乙酰化酶（Üistone=

de~cetyl~ses，eaACs）是组蛋白乙酰化平衡的关键

酶之一，其催化组蛋白的去乙酰化作用，从而抑制

体内包括抑癌基因在内的多种基因的转录xTz。大量

研究表明，抑制 eaACs 可以导致多种肿瘤细胞的

增殖抑制，也能促进细胞凋亡，eaACs 已经成为

潜在肿瘤治疗的靶点xUJVz。本研究以白血病 hRSO细

胞株为研究对象，探讨吴茱萸碱对 hRSO 细胞

eaACs 活性的影响和诱导白血病细胞凋亡的可能

机制，为吴茱萸碱的临床应用以及白血病的治疗提

供新的思路和实验依据。=

N= =材料=

NKN= =细胞株=

人白血病 hRSO 细胞株受赠于重庆医科大学检

验系，由本实验室保存。=

NKO= =药品与试剂=

吴茱萸碱购自南京泽朗药物科技有限公司（质

量分数 VUB，批号 wiOMNPNMNR）。细胞胞浆胞核蛋

白提取试剂盒、eaAC 检测试剂盒购自美国

_iosision 公司；msac 膜和 bCi 发光液购自美国

jilléore 公司；omjf= NSQM 培养基购自美国 dibco

公司；胎牛血清购自以色列 _ioind公司；甘氨酸、

qrisb~se、pap 购自美国 denview 公司；eistone=

ae~cetyl~se= Antibody= p~méler= hit 购自美国 Cell=

pign~ling= qecÜnology 公司；Cle~ved= C~sé~seJP、

βJ~ctin单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗小

鼠和山羊抗兔 fgd二抗购于碧云天生物技术研究所。=

NKP= =仪器=

jCsJ_NSNp（q）超净工作台（p~nyo）；ChuQN

倒置显微镜（llyméus）；_pNOQp 型电子天平

（p~rtorius）；PhNR低温离心机（pigm~）；NRNM酶标

仪（qÜermo），MQP_oQOQMO垂直电泳仪（_ioJoAa），

CÜemiaocuop化学发光成像系统（_ioJoAa）；PNNN

二氧化碳培养箱（qÜermo）。=

O= =方法=

OKN= =细胞培养=

取对数生长期hRSO细胞以 S×NMU个Li的细胞

数接种于含 NMB胎牛血清的 omjf=NSQM培养液，在

PT=℃、RB=ClO饱和湿度下常规培养，每 O～P=d换

液传代。=

OKO= =吴茱萸碱的配制=

取 ajpl 将吴茱萸碱充分溶解，配制成 NMM=

μmolLi的储备液。实验前用 omjf=NSQM完全培养液

（含 NMB胎牛血清）稀释成所需浓度（ajpl 终体

积分数＜MKNB）。=

OKP= = CChJU法检测 hRSO细胞的增殖=

取对数生长期的 hRSO 细胞，调整浓度为 N×

NM
U个Li，接种于 VS孔板，每孔 OMM=μi。设对照组：

加入终体积分数 MKNB的 ajpl；药物组：加入终

浓度为 N、O、Q、U、NS= μmolLi的吴茱萸碱；本底

对照组：加入等量培养基；每组分别设 R个复孔。

吴茱萸碱分别诱导 OQ、QU、TO=Ü后，每孔加入 NM=μi=
CChJU工作液，轻轻震荡使之混匀，于 PT=℃、RB=

ClO饱和湿度下继续培养 O=Ü。在 QRM=nm波长处检

测各孔吸光度（A）值，并计算细胞增殖抑制率和

各时间点的半数抑制浓度（fCRM），根据 fCRM确定药
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物最适作用浓度和时间，实验重复 P次。=

增殖抑制率＝EA 对照组－A 药物组FLEA 对照组－A 本底对照组F=

OKQ= =流式细胞仪检测 hRSO细胞周期和早期凋亡=

取对数生长期的 hRSO 细胞种植于 S孔板，每

孔总体积为 P=mi，细胞密度为 N×NMULi。实验分组：

对照组加入终体积分数为 MKNB的 ajpl；药物组

分别加入终浓度为 O、Q、U=μmolLi的吴茱萸碱。作

用 hRSO细胞 QU=Ü后，收集各组细胞，用预冷 MKMN=

molLi=m_p（ée=TKO）漂洗 O次，TRB冷乙醇 Q=℃固

定过夜。检测前去除固定液，加入碘化丙啶（mf）

和 Annexin=sJcfqC，于 Q=℃染色处理 PM=min，每组

样本取 P×NMQ个细胞上流式细胞仪检测。采用 Cell=

nuest 软件分析得出细胞周期各时相比例和细胞早

期凋亡率。实验重复 P次。=

OKR= =化学比色法检测 hRSO细胞 eaACs活性=

细胞接种及分组方法同“OKQ”项，吴茱萸碱诱

导 S=Ü（作用 S=Ü，eaACs活性已经有明显变化。）

后收集细胞。预冷 MKMN=molLi=m_p（ée=TKO）漂洗 O

次，按照细胞胞浆胞核蛋白提取试剂盒说明书提取

核蛋白；按照 eaAC检测试剂盒说明书测定 A值。

实验重复 P次。=

OKS= =testern=bloting法检测 hRSO细胞 eaACS、

Cyclin=aN、CahQ、BclJO、Bax、Cleaved=CaspaseJP、

boh、pJboh、pPU、pJpPU蛋白表达=

细胞接种及分组方法同“OKQ”项，吴茱萸碱诱

导 QU=Ü后，收集各组细胞，预冷 MKMN=molLi=m_p（ée=

TKO）漂洗细胞 O 次，ofmA 全细胞蛋白液提取全细

胞蛋白，_CA法检测蛋白浓度。取 RM=μg待测蛋白

样品，进行 papJmAdb，电转移至 msac膜，RM=gLi

脱脂奶粉室温封闭 O=Ü，分别加入 N∶O=MMM稀释的兔

抗人eaACS=mAb和 N∶N=MMM稀释的兔抗人Cyclin=

aN抗体、兔抗人 CahQ抗体、兔抗人 boh抗体、

兔抗人 éJéPU抗体、兔抗人 _~x抗体、兔抗人 _clJO

抗体、兔抗人 Cle~ved= C~sé~seJP 抗体、小鼠抗人

éJboh=mAb、小鼠抗人 éPU=mAb、小鼠抗人 βJ~ctin=
mAb，Q=℃孵育过夜；用 q_pq漂洗后，分别加入

稀释度为 N∶N= MMM 的辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔 fgd（e＋i）和辣根过氧化物酶标记山羊抗小

鼠 fgd（e＋i），室温孵育 O=Ü，经 q_pq漂洗，最

后用显色剂 bCi化学发光，图像分析软件 nu~ntity=

lne 定量分析特定条带的 A 值，并以目的条带与

βJ~ctin 的 A 值的比值作为目的蛋白的相对表达水

平。实验重复 P次。=

OKT= =统计学处理=

使用 pmpp= OOKM软件进行统计分析，所有数据

用 ±x s表示，多组均数间比较用两因素和单因素方

差分析。=

P= =结果=

PKN= =对 hRSO细胞增殖的影响=

CChJU 法结果显示，给予吴茱萸碱（N～NS=

μmolLi）后 hRSO 细胞的增殖受到抑制，且呈剂量

和时间依赖性，与对照组比较，差异显著（m＜MKMN）。
结果见图 N，吴茱萸碱作用 hRSO细胞 OQ、QU和 TO=

Ü 的 fCRM分别为（NOKMP±MKUR）、（TKMV±MKNN）、（SKQT±

MKMR）μmolLi。作用 QU=Ü时的 fCRM为（TKMV±MKNN）

μmolLi，故选取与之接近的 U=μmolLi作为后续实验

浓度的阈值。=

=

= = = = = = =
=

与对照组比较：GGm＜MKMN，下同=
GGm=Y=MKMN=vs=control=grouéI=s~me=~s=below=

图 N= =吴茱萸碱对hRSO细胞的增殖抑制作用= E x±sI=n=Z=RF=

cigK= N= = bffect= of= bvo= on= proliferation= of=hRSO= cells=

E x±sI=n=Z=RF=

PKO= =对 hRSO细胞周期及相关蛋白表达的影响=

不同浓度（O、Q、U=μmolLi）吴茱萸碱作用 hRSO

细胞 QU=Ü后，流式细胞仪检测结果显示，随着吴茱

萸碱浓度的增加，dMLdN期细胞比例逐渐增加，分别

为（PVKPT±NKNR）B、（RQKOR±NKSO）B、（STKTT±

NKQP）B，与对照组（NVKUM±NKRO）B相比，差异显

著（m＜MKMN），见图 O。testern=bloting结果显示，

随着吴茱萸碱浓度的升高，与细胞周期相关的

CahQ和 Cyclin=aN蛋白表达下调，与对照组比较，

差异显著（m＜MKMR），见图 P。=

PKP= =对hRSO细胞凋亡及凋亡相关蛋白表达的影响=

不同浓度（O、Q、U=μmolLi）吴茱萸碱作用 hRSO

细胞 QU=Ü后，流式细胞仪检测结果显示，随着吴茱=

增
殖
抑
制
率
LB
=

=

TO=Ü=
=
QU=Ü=
=
=
=
=
=
=
OQ=Ü=

GG=GG=
GG=

GG=

GG=

GG=
GG=

GG= GG=

GG=

GG=

GG=

M= = = O= = = Q= = = S= = = = U= = = NM= = = NO= = = NQ= = = NS= = = NU= = = =

= = = = = = = = = = = = = =吴茱萸碱LEμmol·i−N
F=

NMM=

UM=

SM=

QM=

OM=

M=

GG=

GG=
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图 O= =吴茱萸碱对 hRSO细胞周期的影响= E x±sI=n=Z=PF=

cigK=O= =bffect=of=bvo=on=cell=cycle=of=hRSO=cells=E x±sI=n=Z=PF=

= = = = = = = = = = = = = = = = =

=
与对照组比较：Gm＜MKMR，下同=

Gm=Y=MKMR=vs=control=grouéI=s~me=~s=below=

图 P= =吴茱萸碱对 hRSO细胞 CahQ和 Cyclin=aN蛋白表达的影响= E x±sI=n=Z=PF=

cigK=P= =bffect=of=bvo=on=CahQ=and=Cyclin=aN=protein=expression=in=hRSO=cells=E x±sI=n=Z=PF=

碱浓度的增加，hRSO细胞的早期凋亡率逐渐升高，

其凋亡率分别为（NNKQT±NKMR）B、（NOKTT±MKTV）B、

（NUKRU±NKPT）B，与对照组（OKTV±NKMN）B相比，

差异显著（m＜MKMN），见图 Q。testern=bloting结果

显示，促凋亡蛋白 _~x和 Cle~ved=C~sé~seJP蛋白表

达上调；凋亡抑制蛋白 _clJO 的表达下调，与对照

组相比，差异显著（m＜MKMN），见图 R。=

PKQ= =对 hRSO细胞的 eaACs活性及 eaACS蛋白

表达的影响=

图 S结果表明，不同浓度（O、Q、U=μmolLi）吴=
=

= =

图 Q= =吴茱萸碱对 hRSO细胞早期凋亡的影响= E x±sI=n=Z=PF=

cigK=Q= =bffect=of=bvo=on=early=apoptosis=of=hRSO=cells=E x±sI=n=Z=PF=
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图 R= =吴茱萸碱对 hRSO细胞 BclJO、Bax和 Cleaved=CaspaseJP蛋白表达的影响= E x±sI=n=Z=PF=

cigK=R= =bffect=of=bvo=on=expression=of=BclJOI=BaxI=and=Cleaved=CaspaseJP=protein=in=hRSO=cells=E x±sI=n=Z=PF=

=

= = =

=

图S= =吴茱萸碱对hRSO细胞eaACs活性的影响= E x±sI=n=Z=PF=

cigK= S= =bffect= of=bvo= on= activity= of=eaACs= in= hRSO= cells=

E x±sI=n=Z=PF=

茱萸碱作用 hRSO细胞 S=Ü，随着吴茱萸碱浓度的增

加，eaACs 活性降低，与对照组相比，差异显著

（m＜MKMR、MKMN）。testern= bloting结果显示，随着

吴茱萸碱浓度的增加，eaACS蛋白表达逐渐降低，

与对照组相比，Q、U= μmolLi 吴茱萸碱组差异显著

（m＜MKMN），O=μmolLi组没有统计学意义，见图 T。=

PKR= =对 hRSO细胞 boh、pJboh、pPU、pJpPU蛋

白表达的影响=

不同浓度（O、Q、U=μmolLi）吴茱萸碱作用 hRSO

细胞 QU=Ü，testern=bloting结果显示，随着吴茱萸碱

浓度的增加，éPU和 éJéPU表达升高，boh和 éJboh

的表达下调，与对照组相比，差异显著（m＜MKMR、
MKMN），见图 U。=

=

= = = =

图 T= =吴茱萸碱对 hRSO 细胞 eaACS 蛋白表达的影响=

E x±sI=n=Z=PF=

cigK= T= =bffect= of=bvo= on= expression= of= eaACS= protein=

in=hRSO=cells=E x±sI=n=Z=PF=

=

= = = = =

图 U= =吴茱萸碱对 boh、pJboh、pPU和 pJpPU蛋白表达的影响= E x±sI=n=Z=PF=

cigK=U= =bffect=of=bvo=on=expression=of=bohI=pJbohI=pPUI=and=pJpPU=protein=in=hRSO=cells=E x±sI=n=Z=PF=
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Q= =讨论=

吴茱萸作为一种传统中药广泛应用于中医临

床，其味辛、苦，性热；具有散寒止痛、降逆止呕、

助阳止泻之功。吴茱萸碱是吴茱萸的主要成分，近

年来众多细胞实验和动物实验均证实其有较强的

抗肿瘤活性xNMz。本研究采用 CChJU 法检测吴茱萸

碱对人白血病 hRSO 细胞增殖的影响，结果表明吴

茱萸碱对人白血病 hRSO 细胞有较强的杀伤作用，

能有效抑制 hRSO细胞的增殖，且药物起效浓度低，

呈时间和浓度依赖性。=

细胞周期中有 O 个重要的调控点：dNLp 和

dOLj，当 dN期中的正调节因子达到一定程度时，

周期才能越过 dNLp交界点以继续细胞周期进程，否

则，细胞周期阻滞在dMLdN期
xNNz。Cyclin=aN与CahQ

在 dN 期互相结合成复合物，有利于细胞周期越过

dNLp点，促进细胞周期进程。本研究实验结果显示，

吴茱萸碱阻滞 hRSO 细胞周期于 dMLdN期，同时，

Cyclin= aN 和 CahQ 蛋白的表达均下调。细胞外信

号调节激酶（boh）是丝裂原激活蛋白激酶（jAmh）

信号转导通路的关键分子之一，涉及细胞生长、发

育及分化等多种生物学效应xNOz。研究报道，boh对

细胞周期的进程具有正调节作用，用 boh 阻滞剂

抑制 boh的活化，可以抑制细胞周期的调控xNPJNQz。

本研究证明，吴茱萸碱诱导 hRSO后，boh蛋白的

表达下调，éJboh的表达也下调，变化有统计学意

义（m＜MKMR、MKMN）。推测，吴茱萸碱是通过抑制

boh的活性阻滞 hRSO细胞周期。=

_clJO和 _~x分别具有抑制和促进凋亡的作用，

两者在细胞内以同源二聚体存在，也可以形成异源

二聚体，当 _clJO不足，_~x过量时，_~xL_~x的同

源二聚体占优势，促进细胞凋亡xNRz。C~sé~ses家族

是哺乳动物细胞凋亡的启动者和执行者，其中

C~sé~seJP 是 C~sé~ses 级联“瀑布”下游最关键的

凋亡蛋白酶。_~x 蛋白作为线粒体膜上离子通道的

组成成分，使细胞色素 C得以穿过线粒体膜，激活

C~sé~seJV，并进一步激活 C~sé~seJP，导致细胞凋

亡xNSz。testern=blotting结果显示，吴茱萸碱能抑制

hRSO细胞 _clJO蛋白的表达，上调促凋亡蛋白 _~x

的表达，同时 C~sé~seJP 被激活，说明吴茱萸碱能

调控 hRSO细胞凋亡相关蛋白，并激活 C~sé~ses家

族，促进细胞凋亡。=

éPU=jAmh信号通路是jAmh蛋白激酶家族的

主要成员之一，定位于细胞质，当受到外界刺激激

活后，转位到细胞核。细胞外多种应激原都可引起

细胞内蛋白激酶的连锁反应，从而影响细胞的基因

转录、蛋白合成和促进细胞凋亡等生物效应xNTz。目

前普遍认为，éPU= jAmh 通过多种途径调控细胞凋

亡，比如增强 cJmyc基因的转录水平、磷酸化 éRP、

参与 c~sLc~si介导的凋亡、激活 cJjun和 cJfos以及

刺激 _~x 流入线粒体而导致细胞凋亡等。本实验研

究证实，在 hRSO中，吴茱萸碱可以激活 éPU，导致

éPU磷酸化，éPU的磷酸化进一步导致细胞发生凋亡。=

组蛋白乙酰化修饰是由组蛋白乙酰化酶

（Üistone= ~cetyltr~nsfer~ses，eAqs）和 eaACs共同

调节xNUz。eAqs 调节组蛋白乙酰化，使核小体结构

松弛，增强翻译活性；eaACs 调节组蛋白去乙酰

化，使染色体聚集，抑制翻译xNVz。组蛋白乙酰化和

去乙酰化的共同作用是基因表达调控的重要推动

力xOMz。研究证实，eaACs 的过表达可以导致肿瘤

的发生发展，并且在许多肿瘤中已经发现存在

eaACs的过表达xONJOOz。因此，eaACs是一个潜在

的肿瘤治疗靶点xOz。本研究证明，吴茱萸碱能有效

抑制 eaACs的活性，并下调 eaACS蛋白的表达。

推测，吴茱萸碱可能是抑制白血病 hRSO 细胞中

eaACS 的表达，从而发挥其抗肿瘤作用。研究发

现 eaACS可参与肿瘤的一些信号通路的调控，比

如 o~sLjAmh信号通路，实验中发现，随着吴茱萸

碱浓度的增加，éPU和 éJéPU的表达升高，boh和

éJboh的表达则下调，与对照组相比，其改变具有

统计学意义。因此，吴茱萸碱诱导 hRSO 细胞周期

阻滞和凋亡，可能通过抑制 eaACS的活性，激活

jAmh信号通路，进而上调促凋亡蛋白的表达，抑

制周期蛋白的表达来实现的。=

综上所述，吴茱萸碱能有效抑制 hRSO 细胞的

增殖，阻滞细胞周期，诱导细胞凋亡。其可能的机

制是吴茱萸碱通过抑制 eaACS的表达，上调 éPU，

最终活化 C~sé~seJP，引起 hRSO细胞凋亡；eaACS

表达的抑制，还可能下调 boh 表达，引起细胞周

期的阻滞。=
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