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胞内钙离子的浓度进而影响T细胞活化和增殖。

Meng等[。3报道淫羊藿提取物在体外具有雌激素效

应，可以防止老年鼠和绝经期妇女的骨质疏松症。

Ye等Do]报道淫羊藿提取物或制剂在体内可以引起

类似雌激素效应，提示淫羊藿可能与Genistein作

用路径相似，即通过抑制PTK活性，阻断活化信号

的传递。

淫羊藿提取物对Con A刺激的小鼠T淋巴细

胞早期活化和增殖都是有抑制作用的，具有开发为

免疫调节剂的潜能，其抗肿瘤、抗氧化作用也十分显

著，但具体作用靶点和路径尚不清楚，有待于进一步

探索和研究。
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基因芯片技术分析青蒿琥酯抑癌作用机制

陈立军，姚 丽，靳秋月，谢 红，呼文亮。

(中国人民武装警察部队医学院生化教研室，天津 300162)

摘 要：目的利用基因芯片检测青蒿琥酯作用于K562细胞后的基因表达情况，从基因水平上探讨青蒿琥酯抑制

K562细胞增殖的作用机制。方法K562细胞经不同浓度青蒿琥酯处理24 h，倒置光显微镜和荧光显微镜观察细

胞形态学变化，流式细胞仪检测细胞周期变化。提取总RNA。逆转录生成cDNA，cDNA与基因芯片杂交，扫描仪检

测杂交结果。结果倒置光显微镜观察到青蒿琥酯处理的K562：细胞出现不同程度的皱缩，核分裂相减少，细胞密

度下降，漂浮细胞增多。荧光显微镜观察到青蒿琥酯处理的K562：细胞染色质高度浓缩、边缘化，凝聚成明亮的团

块，即凋亡小体。流式细胞仪检测青蒿琥酯处理K562细胞Gz期细胞的比例明显增加。扫描信号，分析数据显示10

条基因表达有差异，p21、chkl表达上调，cyclinBl、cyclinEl、E2FI、DNA—PK、hTERT、bcl一2、jnk、VEGF表达下调。

结论 青蒿琥酯可以抑制K562细胞增殖，作用机制与改变细胞周期某些调控物质的基因表达、诱导K562细胞凋

亡有关。

关键词：基因芯片；青蒿琥酯}细胞周期I细胞凋亡
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Analysis on mechanism related to anti-cancer effect of artesunate using gene chip technology

CHEN Li—jun，YAO Li，jIN Qiu—yue，XIE Hong，HU Wen—liang
(Department of Biochemistry，Medical College of Chinese People’s Armed Police Forces，Tianjin 3001 62，China)

Abstract：Objective In order to understand how artesunate inhibited leukaemia cellline K562，on the

molecular level。the gene chip was used to detect the gene expression of leukaemia eellline K562 treated by

artesunate．Methods K562 Cells were treated with artesunate for 24 h，and then modality changes were
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studied by under invert microscope；The morphology changes of the nucleons were observed by

Hoechst33342／PI staining；The cell cycle state was examined by flow cytometry(FCM)analysis．Total

RNA samples were obtained bv TRIzol and were reversely transcribed to the cDNA．cDNA Samples were

hybridized to our gene chips．Hybridization signals were collected and analyzed following scanning by Gene

Pix 41 00A．Results The numbers of drift cells were increased and the density of cells was decreased by

under invert microscope after K5 62 cells were treated with artesunate for 24 h．Morphology changes of cell

apoptosis such as karyopyknosis and conglomeration were observed by Hoechst33342／PI staining．FCM

Analysis showed that ceils were arrested in G2 phase．There were ten differentially expressed genes

identified．Hybridization analysis showed up—regulation of p21 and chkl，and down—regulation of cyclinBl，

cyclinEl，E2F1，DNA—PK，hTERT，blc一2，jnk，and VEGF in the artesunate—treated K562 cells．

Conclusion The inhibition of leukaemia eell line K562 by artesunate iS clear：Artesunate exerts its anti—

cancer effect by altering the expression of these genes involved in cell cycle and inducing apoptosis．

Key words：gene chip；artesunate；cell cycle；apoptosis

基因芯片是近年来涌现出来的一种生物学技

术，正广泛应用于基因表达分析、基因型和多态性分

析，疾病诊断与治疗和药物开发等研究中[1]。用基因

芯片作大规模的药物筛选研究可以省略大量的动物

实验，缩短药物筛选所用时间。中药多成分和作用的

多位点特点，决定了基因芯片在重要筛选和作用机

制研究中的优势地位[2]。青蒿琥酯是青蒿素重要的

衍生物之一，是目前常用的抗疟特效药，研究发现青

蒿琥酯还有抗肿瘤的活性口“]。如青蒿琥酯可以抑制

鼠艾氏腹水瘤经胞、人淋巴细胞白血病细胞(Molt一

4)、人宫颈癌细胞(HeLa)和人鼻咽癌细胞

(SUNE一1和CNE一1)的生长。在前期研究中发现，

青蒿琥酯可以诱导肿瘤细胞发生凋亡，对肿瘤细胞

生长具有明显的抑制作用Es]，并且被处理的肿瘤细

胞多被阻抑在G。／M期，和其他药物比较有明显的

差异。因此，本研究拟用细胞周期调控相关的基因表

达谱芯片，从基因水平探讨青蒿琥酯抑制肿瘤细胞

周期作用的分子机制。

1材料

1．1 细胞：人红白血病细胞株K562培养于含

10％胎牛血清、80 U／L庆大霉素的RPMI一1640

(pH 7．o)培养基中，37℃、5％CO。恒温培养箱中

孵育生长。取对数生长期细胞用于实验。

1．2药物：青蒿琥酯购自四川维康植化有限公司

(批号050326，质量分数：99．8％)。

1．3 主要仪器：二氧化碳培养箱(Forma)，倒置相

差显微镜(Olympus)，超纯水器(Millipore)，核酸

定量仪(Biochro)，SpotArray ASP7201点样仪

(PerKinElmer)，GenePix 4100A扫描仪(Axon)，

CL一1000M紫外交联仪(UVP)，HB一1000杂交炉

(UVP)。

2 方法

2．1 青蒿琥酯处理K562细胞：配制青蒿琥酯溶

液，浓度分别为1×10一、4×10～、1．6×10一、6．4X

10一、2．56×10～mol／L。常规培养细胞，调整细胞

数为1×105／mL，体积为4．5 mL／瓶，加入以上各

浓度药物0．5 mL。使其终浓度为1×10一、4×

10—6、1．6×10—5、6．4×10—5、2．56×10一‘mol／L。将

细胞置于37℃、5％CO：培养箱中孵育。实验分组

遵循随机原则，分为对照组和青蒿琥酯组，每组重复

两瓶。

2．2 细胞形态学观察：经青蒿琥酯处理的各瓶细胞

置于37℃、5％CO：培养箱中孵育24 h后，倒置光

显微镜观察细胞形态变化。每个标本分别收集细胞

后用Hoechst33342／PI双荧光染色，荧光显微镜观

察K562细胞变化。用100 mg／L 5一氟尿嘧啶处理细

胞做阳性对照。

2．3流式细胞仪检测细胞周期变化：收集细胞，预

冷的无水乙醇固定细胞，PBS洗1次，加入PI终质

量浓度20／19／mL和RnaseA终质量浓度50 pg／

mL，37℃避光染色30 min，流式细胞仪进行检测。

2．4总RNA提取及质控：药物作用24 h后分别

收集细胞至一离心管中，弃培养液，细胞依次用

TRIzol、氯仿、异丙醇、75％乙醇处理后得到总

RNA，无RNA酶水20 pL溶解RNA沉淀，

一80℃保存备用。总RNA纯化后，核酸定量仪测

定和A。。。／A：8。；变性胶电泳质检总RNA。

2．5 cDNA的生成：总RNA反转录生成cDNA，

同时标记，用纯化柱纯化标记的cDNA。

2．6构建基因芯片：查找相关文献，找到与青蒿琥

酯抗肿瘤密切相关基因及管家基因，在Gene Bank

中查找这些基因的mRNA序列，用软件处理这些
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序列，利用Nucleotide blast数据库，从中找出符合

探针条件的mRNA序列，用Oligo 6．0设计探针，

奥科生物有限公司合成。探针溶解与定量后，加入点

样板的相应位置，运行程序，点制芯片。过夜静置

晾干。

2．7 芯片杂交：标记的eDNA产物放于65℃烘

干，加入18弘L杂交液溶解，混匀；与芯片于杂交舱

中杂交，42℃、16 h；取出芯片，洗液A中洗涤

3 min，洗液B中洗涤3 min，洗液C中洗涤1．5 min。

自然晾干，芯片放人Genepix 4100A扫描仪中扫

描，所得图像用Genepix Pro 6．0进行数据分析，计

算每个探针点的信号值；根据内参照基因的信号值，

对各个杂交阵进行数据归一化处理，根据归一化后

的结果，计算出各个基因的差异表达情况。

3结果

3．1倒置光显微镜观察K562细胞形态学改变：对

照组K562细胞为悬浮生长，胞体圆形，细胞核居

中，细胞膜完整，折光性强，可见大量分裂相。5一氟尿

嘧啶和青蒿琥酯处理的K562细胞出现不同程度的

皱缩，核分裂相减少，细胞密度下降，漂浮细胞增多，

细胞膜完整但出现发泡现象，细胞内可见多个折光

性较强的圆形小泡样结构和细胞出芽样改变。青蒿

琥酯处理的细胞形态变化有剂量依赖性，随药物浓

度增加，死亡细胞增加。见图1。

3．2 荧光显微镜观察K562细胞变化：对照组

K562细胞被染成蓝色，胞膜完整，细胞核结构正

常；5一氟尿嘧啶和青蒿琥酯处理的K562细胞一部

分被染成蓝色，染色质高度浓缩、边缘化，凝集成明

亮的团块，即凋亡小体。一部分细胞被染成红色，并

可见染色质凝集，即凋亡后继发死亡的细胞。还有一

部分染成红色，而细胞核结构正常，即非凋亡而死亡

的细胞。见图2。

图1 青蒿琥醋处理24 h后K562细胞形态变化(光学显微镜)

Fig．1 Morphological changes of K562 cells treated with artesunate for 24 h(optical microscope)

图2青蒿琥酯处理24 h后K562细胞形态变化(荧光显微镜)

Fig．2 Morphological Changes of K562 cells treated with artesunate for 24 h(fluorescence microscope)

3．3 流式细胞仪检测细胞周期：1．6×10-5 mol／L 光度计检测RNA的量，均达到实验要求，测定

青蒿琥酯处理K562细胞24 h后的细胞周期分布： RNA A。。。／A：。。值均在1．9～2．1，纯度较高，基本上

G。期为22．97％、S期为62．1％、G：期为15．o％；对 没有蛋白质和DNA的污染。电泳分析总RNA的

照组的细胞周期分布：G。期为24．9％、S期为 完整性，电泳图上可见清楚的28S和18S条带，且

71．o％、G：期为4．1％。经青蒿琥酯处理的K562细 28S与18S比值大约为2：1，表明没有发生降解，

胞的G：期细胞数量增多。见图3。 总RNA质量较好。见图4。

3．4 TRlzol试剂提取总RNA质控：用紫外分光 3．5基因芯片的构建：找到目的基因34条，细胞周
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图3青蒿琥酯处理K562细胞的细胞周期分布

Fig．3 Cell cycle phase distribution of K562

cells treated with artesunate

A～E一1×10一o、4×10—o、1．6×10一，、6．4X10一，、

2．56×10-4mol／L青蒿琥酯F一对照组

A—E—l×10—6，4×10—6，1．6×10—5，6．4×10—5。

2．56×10一‘mol／L artesunate F—control group

图4青蒿琥酯处理K562细胞提取的总RNA电泳图

Fig．4 Electrophoretogram of total RNA extracted

from K562 cells treated with artesunate

期主要相关基因：PCNA、cyclinAl、cyclinBl、

cyclinC，cyclinDl，cyclinDl，cyclinEl，cyclinGl，

cdk4，cdk2，cdc2，p16，p21，p53，E2F1，chkl、chk2，

参与DNA损伤修复的主要基因：atm、DNA-PK、

DNA—Topo I、hTERT；与细胞凋亡主要相关基因：

bcl一2、trail、mcl一1、bax、bakl、brcal、caspase3；参与

信号转导的主要基因：erk、jnk、p38、cdc25A、fgdl、

rac；与血管生成相关的主要基因：VEGF；管家基因

一条／3-actin。每条基因设计两条探针，合成探针后每

个探针在芯片点制3个点，即每条基因有6个探针位

点，相当于每条探针与样品重复杂交6次。

3．6细胞周期相关基因芯片的检测结果

3．6．1 细胞周期相关基因芯片的检测特异性与均一

性测定结果：从样品中任选一个总RNA，按标准的操

作流程，重复转录标记、杂交两次(图5)。从图中可

见，阳性对照和定位基因荧光强度均较高，说明均一

图5基因芯片的特异性与均一性测定杂交图

Fig．5 Specificity and homogenicity

of hybridization by gene chip

性较好，阴性对照均无明显信号，说明特异性较好。

3．6．2细胞周期相关基因芯片的检测重复性的比

较：从样品中任选一个总RNA，按标准的操作流

程，重复转录标记、杂交两次，计算两次杂交结果的

相关度。相关度为0．987 1，结果稳定可靠，重复性

较好，已达到芯片分析的要求。

3．6．3差异表达基因的检测：用p-actin作为管家

基因对结果扫描后的信号值进行了归一化处理，每

条基因对应的6个探针位点的归一化值取均值后，

其均值同对照信号值比值大于2．0或小于0．5作

为差异的标准，统计显示上调和下调的基因共10

个。见图6和表1。

表1青蒿琥酯处理的K562细胞差异表达基因

Table 1 Difference expression genes of K562

cells treated with artesunate

青蒿琥酝／(Ⅱd·L—o) 下调基因 上诲基因

4讨论

基因芯片又称DNA微阵列、DNA芯片，通过

微加工技术和微电子技术在固体芯片表面构建成的

微型生物化学分析系统，能够检测基因的丰度来确

定基因的表达模式和表达水平。基因芯片在研究基

因差异表达上与传统方法相比具有无法比拟的优

势c6J]：(1)高通量同步分析；(2)全自动快速分析；

(3)高灵敏度精确分析。基于其诸多优势，本实验设

计、构建基因芯片，利用该芯片分析青蒿琥酯的抗肿

瘤作用机制。青蒿琥酯是青蒿素的重要衍生物之一，

是常用的抗疟特效药。近年来发现青蒿琥酯具有较

强的抗肿瘤作用[8]。有研究者[93发现，青蒿琥酯作用

MCF一7细胞2 4h后，细胞的生长被抑制。本实验
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围6青篙琥酯处理K562细胞的cDNA与芯片杂交图

Fig．6 Hybridization between cDNA and chip of K562 cells treated with artesunate

中，K562细胞经青蒿琥酯处理24 h后，细胞生长受

到抑制。倒置光显微镜可见死亡细胞明显增多，并有

剂量依赖性，荧光显微镜也可见大量的死亡细胞。说

明青蒿琥酯能抑制K562细胞的增殖。

采用Hoechst 33342／PI荧光双染，观察到部分

K562细胞出现凋亡小体。说明青蒿琥酯可以诱导

K562细胞凋亡，这与芯片检测中bel一2的表达下调

相符，也与文献报道相一致[1引，说明青蒿琥酯可以

影响Bcl一2与其他蛋白(如Bax、Bad等)相互结

合、相互作用而促进了细胞凋亡。

Efferth等[11]用青蒿琥酯作用于55种肿瘤细

胞，发现有一部分细胞被抑制于G。／G。期，还一部分

细胞被抑制于S期。在实验中通过流式细胞仪的检

测，发现被处理的K562细胞多被阻抑在G：／M期。

说明青蒿琥酯能通过阻滞K562细胞的细胞周期而

抑制其增殖。并且芯片筛选发现与细胞周期相关基

因有表达变化：cyclinBl、cyclinEl、E2FI表达下调，

p21和chkl表达上调。CyclinBl蛋白是G。／M期转

换的重要调节物质，青蒿琥酯可以降低CyclinBl的

表达，可能会使CyclinBl蛋白的合成量减少，不足

够与Cdc2形成成熟促进因子，而成熟促进因子是

驱动细胞Gz／M期转换的重要因素。所以K562细

胞表现出G：期向M期运行受抑制。E2F1表达下

调，抑制了其对一系列编码DNA复制所需蛋白质

的基因(如c—myc和B—myb等)的转录激活，进而

影响了细胞周期的进展。青蒿琥酯上调chkl

(Checkpoint kinase 1)的表达，促进chkl引起

CDC25的Ser216磷酸化，通过抑制CDC25的活性，

抑制M期CDK的活性，使细胞周期中断。通过以上

分析发现流式细胞仪的检测结果与芯片检测结果基

本一致，可以推断，青蒿酯是通过综合调控这些细胞

周期相关基因的表达来阻滞K562细胞周期的，从

而表现出对肿瘤细胞生长的抑制。

此外，通过芯片检测还发现一些对细胞增殖具

有重要作用的基因表达下调，如VEGF、DNA—PK、

jnk等。青蒿琥酯使这些基因下调，也会表现出抑制

细胞增殖。如VEGF表达下调，抑制了VEGF与内

皮细胞跨膜酪氨酸激酶特异受体KDR／FIK一1相互

作用，从而抑制了血管内皮细胞有丝分裂，降低了血

管通透性，使肿瘤细胞得不到充分的营养，表现出生

长受到抑制。说明青蒿素还可以通过细胞凋亡和抑

制细胞周期之外的途径抑制K562细胞生长。

本实验中，利用基因芯片分析青蒿琥酯抗肿瘤

作用机制，发现该药物可以调节很多与细胞增殖、细

胞周期、细胞凋亡、血管生成密切相关的基因的表

达，这很可能就是青蒿琥酯可以抑制肿瘤生长的重

要原因。由于青蒿琥酯作用的复杂性，很多具体的作

用机制还需要进一步研究。
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野西瓜多糖诱导人肝癌HepG2细胞凋亡的实验研究

季宇彬1’2，东 方h2，高世勇1’2，邹 翔1’2

(1．哈尔滨商业大学生命科学与环境科学研究中心药物研究所博士后科研工作站，黑龙江哈尔滨150076}

2．国家教育部抗肿瘤天然药物工程研究中心，黑龙江哈尔滨 150076)

摘 要：目的 观察野西瓜多糖诱导人肺癌HepG2细胞凋亡作用。方法 通过MTT法测定野西瓜多糖对HepG2

细胞的细胞毒作用；倒置显微镜观察野西瓜多糖对HepG2细胞形态的影响；AO／EB双染，激光共聚焦扫描显微镜

观察野西瓜多糖对HepG2细胞形态的影响,PI染色法，流式细胞术检测细胞凋亡率。结果MTT结果显示野西

瓜多糖对HepG2细胞有抑制作用，IC50为471．53 mg／L；倒置显微镜、激光共聚焦扫描显微镜下观察细胞形态，表

现为细胞皱缩、碎裂、甚至出现凋亡小体；流式细胞术检测到野西瓜高剂量组凋亡率为74．926％。结论野西瓜多

糖具有诱导HepG2细胞凋亡的作用。

关键词：野西瓜多糖；HepG2细胞；凋亡

中图分类号：R285．5 文献标识码：A 文章编号：0253—2670(2008)09—1364—04

Apoptosis induced by Capparis spionosa poIysaccharide in human HepG2

JI Yu—binl”，DONG Fan91”，GAO Shi—yon91”，ZOU Xian91’2

(1．Postdoctoral Research Station of Institute of Materia Mediea，Research Center of Life Science and Environment Science，

Harbin University of Commerce，Harbin 150076，China，2．Engineering Research Center

of Natural Anticancer Drugs，Ministry of Education，Harbin 150076，China)

Abstract：Objective To investigate the apoptosis of CappaHs spionosa polysaccharide(CSPS)on

human HeDG2．Methods MTT was adopted to determine if CSPS had cytotoxic effect to HepG2．The

alteration of HepG2
7
s morphology was observed by invert microscope．Morphology of HepG2 changed

with dosage of CSPS was detected by AO／EB and laser confocal scanning microscope．Flow cytometry

(FCM)was used to detect the apoptosis index with PI labeling method．Results The result of MTT

showed that CSPS could inhibit the growth of HepG2，IC50was 471．53 mg／L；The morphology of eell was

observed by invert microscope and laser confocal scanning microscope in cell collapsed，break to pieces，

even appearance of apoptosis body．The apoptosis rate in high dose group was 74。926 oA，detected by

FCM．Conclusion This consequence indicates that CSPS could induce human HepG2 apoptosis．

Key words：Capparis spionosa L．polysaccharide(CSPS)；HepG2；apoptosis
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