
重要 ,缺一不可。成熟 T细胞可按 CD 抗原分为两

个亚群 CD4
+细胞和 CD8

+细胞 ,CD4
+细胞能协助

B细胞产生抗体和其他 T 细胞分化成熟 ,CD8
+ T

细胞能抑制 B细胞产生抗体和其他 T细胞分化成

熟。本研究显示 , Fr . MuL V 病毒感染小鼠的

CD4
+ 、CD8

+ 、CD4
+ / CD8

+值均显著下降 ,而灵芝孢

子油各剂量均能够改善胸腺萎缩 ,升高 CD4
+ 、

CD8
+细胞比例 ,升高 CD4

+ / CD8
+ 值。因此 ,推测

灵芝孢子油可能是通过促进 T 淋巴细胞的成熟分

化增殖 ,提高机体的免疫功能 ,从而起到抗病毒

作用。
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川楝素提取物诱导 K562 细胞凋亡的实验研究

刘小玲 ,王　进 ,张　伶 ,易　钢 ,何於娟 3
①

(重庆医科大学 医学检验系 临床检验诊断学教育部重点实验室 ,重庆　400016)

摘　要 :目的　探讨川楝素提取物对人白血病 K562 细胞的增殖抑制和诱导凋亡作用及其机制。方法 　采用
M TT 法检测川楝素提取物对 K562 细胞增殖的影响 ;Wright′s 染色观察细胞的形态学改变 ;流式细胞技术检测细
胞周期与凋亡率的变化 ;Annexin V/ PI双标记法检测细胞的早期凋亡变化 ;DNA 琼脂糖凝胶电泳观察 DNA 片段
化 ;比色法检测 Caspase23、Caspase28、Caspase29 相对活性的改变 ; RT2PCR 检测凋亡相关基因 p21、bcr/ abl、H2ras

mRNA 表达水平的改变。结果　川楝素提取物显著抑制 K562 细胞的增殖 ,并呈剂量2时间依赖性 ,作用 72 h 的
IC50值为 20 nmol/ L ;处理组细胞可见典型的凋亡形态学改变 ;细胞周期和 Annexin V/ PI双标记检测表明川楝素
提取物可诱导 K562 细胞凋亡 ,并呈剂量2时间依赖性 ;处理组细胞 DNA 琼脂糖凝胶电泳出现明显的 DNA ladder ;

处理组细胞 Caspase23、Caspase28、Caspase29 的活性均显著增加 ;p21、H2ras mRNA 表达上调 ,bcr/ abl mRNA 表达下
调。结论　川楝素提取物对 K562 细胞具有增殖抑制和诱导凋亡的作用 ,其机制与 Caspase信号途径的活化有关。
关键词 :川楝素提取物 ; K562 细胞 ; 细胞凋亡
中图分类号 :R28515 ; R329. 28 ; R733. 7　　　文献标识码 :A　　　文章编号 :025322670 (2010) 0320426206

Experimental study on K562 cell apoptosis induced by toosendanin extracts
L IU Xiao2ling , WAN G Jin , ZHAN G Ling , YI Gang , H E Yu2juan

( Key Laboratory of Clinical Diagnostics , Department of Laboratory Medicine , Chongqing

Medical University , Chongqing 400016 , China)

Abstract : Objective　To study t he effect s of toosendanin ext ract s on t he apoptosis of human erythro2
leukemia K562 cells. Methods　M T T Assay was used to examine t he effect s of toosendanin ext ract s on t he
proliferation of K562 cells. Cell morp hological changes were detected by Wright′s stain and light micro2
scope. Alteration of cell cycle and apoptosis rate was defected by flow cytomet ry. DNA Agarose gel elec2
t rop horesis was used to observe the cell apoptosis. Chromatomet ry was used to detect t he relative activity
of caspases. Expressions of p21 , H2ras , and bcr/ abl were analyzed by R T2PCR. Results　Toosendanin ex2
t ract s significantly inhibited t he growth of K562 cells in a dose2time dependent manner , t he IC50 of 72 h

was 20 nmol/ L . The K562 cells t reated wit h toosendanin ext ract s showed morp hological characteristics of
apoptotic cells. Cell cycle and Annexin V/ PI double labeling test indicated that toosendanin ext ract s2
induced apoptosis of K562 cells in a concent ration2 and time2dependent manner . The typical DNA ladder on
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agarose gel elect rop horesis for analysis of cellular apoptosis was significantly appeared in the t reated K562
cells. Too sendanin ext ract s induced K562 cell apoptosis involved in t he activation of caspase. The mRNA

expressions of p21 and H2ras were up2regulated , while the mRNA exspression of bcr/ abl was down2
regulated. Conclusion　Toosendanin ext ract s could inhibit t he growt h and induce t he apoptosis of human
leukemia K562 cells via caspase pat hway.

Key words : toosendanin ext ract s ; K562 cell line ; apoptosis

　　川楝是具有杀虫、镇痛、消炎作用的传统中药 ,

广泛分布于我国的四川、湖北、湖南、河南、贵州及甘

肃南部等地。早在两千年前 ,我国已有利用楝属植

物的根、皮、干、果实、种子和叶治疗消化道寄生虫病

和防治农业害虫的记载。川楝素是从楝属植物根

皮、树皮中提取、分离的一种三萜类化合物 ,具有驱

虫、神经递质抑制、抗肉毒效应及抗癌等多种生物活

性[1 ]。川楝素在我国已作为无公害、无残毒的植物

杀虫剂用于果蔬生产 ,但在临床医学上的应用仍在

研究阶段。

近年从天然植物中提取有效成分治疗肿瘤的研

究甚为活跃 ,寻求天然抗肿瘤药物已成为治疗肿瘤

的新策略之一。目前抗癌药物的筛选的主要指标之

一就在于它能抑制肿瘤细胞的无限增殖 ,继而引发

细胞走向凋亡。研究发现从传统中药中提取的川楝

素能有效抑制多种肿瘤细胞增殖并引发凋亡[ 2 ] ,表

明川楝素具有作为候选抗癌药物的可能性。但川楝

素提取物诱导 K562 细胞凋亡的研究鲜有报道。本

实验以川楝树皮为原料 ,采用超声波乙醇提取2氯仿
萃取法制备川楝素提取物[3 ] ,通过观察川楝素提取物

对人 K562 细胞的增殖抑制和诱导凋亡作用 ,初步探

讨川楝素提取物诱导 K562 细胞凋亡的可能机制。

1　材料

111　细胞 : K562 细胞株购自中国科学院上海细胞

生物学研究所 ,常规培养于含 10 % 胎牛血清的

RPMI 1640 培养基 (含青霉素、链霉素 100 U/ mL)

中 ,置于 37 ℃、5 % CO2、饱和湿度的混合气体培养

箱中培养 ,2～3 d 换 1次液 ,3～5 d 细胞长至 80 %

左右传代培养 ;正常成人外周血单个核细胞 ( PB2
MC) 采用 ficol 液提取 ,按上述条件常规培养可存

活 1周。

112　川楝素提取物 :以川楝树皮为原料 ,采用超声波

乙醇提取2氯仿萃取法自制 (川楝素质量分数为

16 %) [3 ] ,以川楝素对照品 (质量分数≥95 %) 定标 ,

乙醇溶解 ,配成 11198 5 mmol/ L 储存夜 ,滤过除菌 ,

- 20 ℃冰箱保存 ,使用时以 RPMI 1640 培养基稀释

至所需浓度 (培养液中乙醇体积分数 )。

113　主要试剂 :川楝素对照品 (上海卓康生物有限

公司 ,质量分数≥95 %) ;二甲基亚砜 (DMSO , Sig2
ma 公司 ) ;噻唑蓝 ( M T T , Sigma 公司 ) ; RPMI

1640 培养基 ( Gibco 公司) ;胎牛血清 (杭州四季青

生物研究所) ;Annexin V/ FITC 试剂盒 (Biovision

公司) ; Caspases 试剂盒 (Biovision 公司 ) ; DNA

ladder 试剂盒 (博士德公司) ; RNA 提取试剂盒

( TIAN GEN 公司 ) ;逆转录试剂盒 ( Ta KaRa 公

司) ; PCR 试剂盒 ( Ta KaRa 公司) ;ficol 液 (天津市

灏洋生物制品科技有限责任公司) ;其余试剂均为国

产分析纯。

114　仪器 :CO2恒温培养箱 (德国 Heraeus 公司) ;

医用超净工作台 (苏净集团安泰公司) ;普通光学显

微镜 (Nikon) ;酶标仪 (美国 Awareness 公司) ;流

式细胞仪 (美国库尔特公司) ; PCR 仪 (Bio2RAD

公司) ;电泳槽 (北京市六一仪器厂) ;凝胶成像系统

(Bio2RAD 公司) 。

2　方法

211　M T T法测定川楝素提取物对 K562细胞增殖

的抑制作用 :将对数生长期的 K562 细胞用含 10 %

胎牛血清的 RPMI 1640 完全培养基换液 ,常规培养

24 h 后 ,配成单细胞悬液 ,按 1 ×104 / mL 细胞浓度

接种于 96 孔板中 ,每孔 200μL ,分别加入不同浓度

川楝素提取物 ,实验分 7组 :溶剂对照组 (加入等量

含 01 02 % 无水乙醇的培养基) 、对照组 (加入等量

培养基) 、川楝素提取物组 (终浓度分别为 5、10、

20、30、40 nmol/ L) 。同时设立正常成人 PBMC 对

照组 (加入等量含 0102 % 无水乙醇的培养基) 和

正常成人 PBMC 药物处理组 (加入终浓度为 40

nmol/ L 的川楝素提取物) 。每组设 5 个平行孔 ,分

别培养 24、48、72、96、120 h 后 ,每孔加入质量浓度

为 5 mg/ mL 的 M T T 20μL ,继续培养 4 h ,离心 ,

弃上清 ,加入 DMSO 150μL ,震荡 10 min ,在酶标

仪上于 492 nm 处检测各孔吸光度 ( A ) 值 ,记录结

果 ,实验重复 3次 ,取每次各浓度孔 A 值的均值作

为该浓度的最终吸光度值。计算抑制率 [抑制率 =

(1 / ) ×100 %]。
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212　Wright′s 染色观察细胞形态变化 :将对数生长

期细胞用含 10 %胎牛血清的 RPMI 1640 完全培养

基配成浓度为 110×105 / mL 的单细胞悬液 ,取 6 mL

接种于培养瓶中。实验分为川楝素提取物处理组

(终浓度分别为 10、20 nmol/ L) 和对照组 ,培养 3、6 d

后 ,Wright′s染色 ,光学显微镜下 ( ×1 000) 观察细

胞形态变化。

213　流式细胞仪检测细胞周期和细胞凋亡率 :实验

分为 20 nmol/ L 川楝素提取物处理组和对照组。

收集培养 24、48、72 h 的所有细胞 ,800 r/ min 离心

5 min ,弃上清液 , PBS 漂洗两次后收集细胞 ,加入

70 %的冷乙醇固定 ,4 ℃冰箱过夜 , PBS 洗涤去除

乙醇 ,800 r/ min离心 5 min ,弃上清液 ,015 mL PBS

重悬细胞 ,同时加入碘化丙啶 ( PI) 染色 30 min ,用

流式细胞仪测定细胞周期各时相细胞的百分比及细

胞凋亡率。

214　Annexin V/ PI双标记法检测凋亡效应 :实验

分为 20 nmol/ L 川楝素提取物处理组和对照组。

离心收集处理 24、48 h 后的 K562 细胞 1 ×106 /

mL ,PBS洗 2次 ,用 1∶4 的结合缓冲液 190μL 重

悬细胞 ,加入 Annexin V2FITC 5μL 和 20μg/ mL

PI 10μL ,置冰上作用 10 min ,流式细胞仪检测。

215 　DNA 琼脂糖凝胶电泳分析 :收集 10、20

nmol/ L 川楝素提取物作用后的 K562 细胞 2×106

个 ,经 PBS 洗涤 ,提取 DNA ,样品溶于 17μL TE

中 ,加入 3μL DNA loading buffer ,上样量为 20

μL ,经 1 %琼脂糖凝胶电泳。

216　Caspase23、Caspase28、Caspase29 活力检测 :实

验分为 20 nmol/ L 川楝素提取物处理组和对照组。

离心收集处理 72 h 后的 K562 细胞 , PBS 洗 2 次 ,

加入 50μL L ysis Buffer 和 015μL D T T ,置冰上作

用 40 min ,离心收集上清液 ,加入 50μL 2 ×Reac2
tion Buffer 和 015μL D T T ,再分别加入 5 μL

Caspase23、Caspase28、Caspase29 底物 ,37 ℃避光孵

育 4 h ,用酶标仪测定 405 nm处的 A 值 ,计算相对活

性 (相对活性 = A处理组 / A对照组 )。

217　R T2PCR 检测凋亡相关基因 mRNA 表达的

影响 :采用总 RNA 抽提试剂盒 ,提取总 RNA。采

用 Prime Script TM逆转录试剂盒 ,反应体系为 : 5 ×

逆转录缓冲液 2μL、逆转录酶 015μL、oligo d T (50

μmol/ L) 0. 5μL、随机引物 (100μmol/ L) 0. 5μL、

总 RNA 500 ng、RNase Free d H2 O 加至 10μL ,反

应条件为 : 37 ℃、15 min ,85 ℃、5 s。20μL PCR反

应体系 酶 ( μ ) μ 、 ×

PCR buffer (Mg2 + f ree) 2μL、MgCl2 (25 mmol/ L)

1. 2μL、dN TP 混合液 1. 6μL、上下游引物 ( 10

p mol/ L) 各 1μL、dd H2 O 12. 1μL、模板 1μL。反

应条件 : 94 ℃、5 min , 94 ℃、30 s , 55 ℃、30 s ,

72 ℃、1 min ,30 个循环 ,72 ℃、5 min。p21、H2ras、

bcr/ abl、β2actin 基因引物序列见表 1。
表 1　凋亡相关基因引物序列及产物长度

Table 1　Primer sequences of apoptosis related

genes and length of products

基因 引物序列 产物长度/ bp

p21 正向 5′2TTA GGGCTTCCTCTTGGA GAA GA T23′ 495

反向 5′2A TGTCA GAACCGGCTGGGGA TGTC23′
H2ras 正向 5′2ACCA TCCA GCTGA TCCA GAACCA TTTTGTG23′ 233

反向 5′2CTGTACTGGTGGA TGTCCTCAAAA GACTTG23′
bcr/ abl 正向 5′2CTCCA GACTGTCCACA GCA TTCCG23′ 165

反向 5′2CA GACCCTGA GGCTCAAA GTCA GA23′
β2actin 正向 5′2ACACTGTGCCCA TCTACGA GG23′ 621

反向 5′2A GGGGCCGGACTCGTCA TACT23′

218　统计学分析 :实验数据以 x±s表示 ,采用 SPSS

1310 统计软件 ,组间比较进行单因素方差分析。

3　结果

311　川楝素提取物对 K562 细胞的增殖抑制作用 :

不同浓度的川楝素提取物处理 K562 细胞后 ,M T T

法测定 A 值 ,计算抑制率 ,结果显示川楝素提取物

对 K562 细胞生长有明显的抑制作用 ,具有时间和

剂量依赖性 ,72、96、120 h 的半数抑制浓度 ( IC50 )

分别为 22、20、19 nmol/ L。40 nmol/ L 的川楝素提

取物处理正常成人外周血单个核细胞 ,结果显示川

楝素提取物对外周血单个核细胞无明显的抑制作

用 ,表明 40 nmol/ L 浓度以下的川楝素提取物对人

体正常细胞安全无毒。见图 1。溶剂对照组与对照

组比较 ,结果无显著差异 ,表明01 02 %无水乙醇对

12溶剂对照组　22PBMC药物处理组

3～725、10、20、30、40 nmol·L - 1川楝素提取物组

12solution cont rol group　22PBMC treat ment group

3—725 , 10 , 20 , 30 , and 40 nmol·L - 1 toosendanin ext ract s

图 1　川楝素提取物对 K562 细胞和 PBMC

增殖的影响 ( x±s , n = 5)

Fig. 1　Effects of toosendanin extracts on proliferation

± n = 5)
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K562 细胞的生长无明显抑制作用 ,可以作为溶剂

溶解川楝素提取物。

312　川楝素提取物诱导 K562 细胞凋亡的形态学

改变 :瑞氏染色可见对照组 K562 细胞体积较大 ,核

大而明显 ,核仁清晰 ,核浆比大 ,胞浆有瘤状突起 ;用

药组细胞出现典型的凋亡形态变化 :细胞体积明显

缩小、胞核变小 ,核仁减少或消失 ,核浆比降低 ,染色

质聚集、核固缩、核碎裂、凋亡小体逐渐增多 ,形态变

化呈剂量2时间依赖性。见图 2。

313　川楝素提取物对细胞周期和细胞凋亡率的影

响 :20 nmol/ L 川楝素提取物处理 K562 细胞 24、

48、72 h 后 ,FCM 检测细胞周期及细胞凋亡率。结

果表明川楝素提取物处理后 , K562 细胞周期无显

著变化 ,不影响细胞周期。而川楝素提取物处理后

K562 细胞凋亡率分别为 1116 %、9174 %、24155 % ,

与对照组相比有统计学意义 ( P < 0105) ,表明川楝

素提取物能够诱导 K562 细胞凋亡 ,并呈时间依赖

性 ,见图 3。

图 2　川楝素提取物处理后 K562 细胞形态改变

Fig. 2　Morphological changes of K562 cells treated by toosendanin extracts

图 3　川楝素提取物对 K562 细胞凋亡率的影响

( x±s , n = 3)

Fig. 3　Effects of toosendanin extracts on apoptosis

rate of K562 cells ( x±s , n = 3)

314　Annexin V / PI双标记法检测细胞凋亡 :

Annexin V/ PI双标记法检测细胞凋亡效应时 ,An2
nexin V ( + ) / PI ( - ) 代表早期凋亡细胞 ,Annexin

V ( + ) / PI ( + ) 代表晚期凋亡细胞。20 nmol/ L 川

楝素提取物处理 K562 细胞 24、48 h 后 ,细胞凋亡率

分别为 5195 %、7188 % ,与对照组相比有统计学意义

( P < 0101) ,并呈时间依赖性。见表 2。

315　凋亡细胞的 DNA 片段琼脂糖凝胶电泳 :由图

4可见 ,10、20 nmol / L川楝素提取物处理 K562细
表 2　川楝素提取物对 K562 细胞凋亡的影响 ( x±s , n = 3)

Table 2　Effects of toosendanin extracts on apoptosis

of K562 cells ( x±s , n = 3)

组　别
凋亡率/ %

24 h 48 h

对照 2193±0196 2109±0187

川楝素提取物 5195±1101 3 3 7188±2113 3 3

　　与对照组比较 : 3 3 P < 0101

12对照组　2～3210、20

nmol·L - 1川楝素

提取物组　M2Marker 2000

12cont rol group

2—3210 and 20 nmol·L - 1

toosendanin ext ract group

M2Marker 2000

图 4　川楝素提取物处理后 K562 细胞 DNA梯形条带

Fig. 4　DNA Ladder of K562 cells treated

by toosendanin extracts

胞 72 h 后 ,DNA 裂解为片段 ,琼脂糖凝胶电泳获得

清晰的凋亡特征性梯形条带 (DNA ladder) ;对照组

细胞 DNA 完整 ,无 DNA 梯形条带。

316 　川楝素提取物对 K562 细胞 Caspase23、

Caspase28、Caspase29 活力检测 :经 20 nmol/ L 川楝

素提取物作用 K562 细胞 72 h 后 , Caspase23、

Caspase28、Caspase29 相对活性明显升高 ,与对照组

相比有统计学意义 ( P < 0101) 。见图 5。

317　R T2PCR 检测凋亡相关基因的改变 :20 nmol/

L 川楝素提取物处理 K562 细胞 72 h 后 ,p21、H2
ras 的 mRNA 表达上调 ,bcr/ abl 的 mRNA 表达下

调。见图 和表 。
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图 5　川楝素提取物处理 K562 细胞 Caspase23、

Caspase28、Caspase29 活性改变 ( n = 5)

Fig. 5　Caspases23 , Caspase28 , and Caspase29 activities of K562

cells treated by toosendanin extracts ( n = 5)

12对照组　22川楝素提取物组

12cont rol group　22toosendanin ext ract group

图 6　川楝素提取物处理后 K562 细胞凋亡相关基因

mRNA表达水平的改变

Fig. 6　Effects of toosendanin extracts on mRNA expression

of apoptosis related gene of K562 cells

表 3　川楝素提取物对 K562 细胞凋亡相关基因

mRNA表达的影响

Table 3　Effects of toosendanin extracts on mRNA expression

of K562 apoptosis related genes

组别 p21/β2actin H2ras/β2actin (bcr/ abl) /β2actin

对照 0106 01 14 0158

处理 0147 01 61 0119

4　讨论

　　K562 细胞株最初是由 Lozzio 等从一位慢性粒

细胞白血病伴晚期幼稚细胞危象患者的胸腔积液中

分离建立的、能连续传代的细胞系 ,是分化极差的白

血病细胞系 ,常作为增殖抑制与诱导凋亡研究的细

胞模型。本实验以 K562 细胞为研究对象 ,通过

M T T 法证实了川楝素提取物对 K562 细胞有明显

的增殖抑制作用 ,并呈时间和剂量依赖性 ,作用 72

h 的 IC50约为 20 nmol/ L。在 IC50浓度下作用细

胞 ,通过瑞氏染色观察到典型的细胞凋亡形态学变

化 ,流式细胞周期分析、Annexin V/ PI染色和 DNA

梯形条带结果显示川楝素提取物能够显著诱导

细胞凋亡 并呈时间依赖性。

为进一步探讨川楝素提取物诱导 K562 细胞凋

亡的作用机制 ,本研究应用比色法和 R T2PCR 技

术 ,分别从酶活性和 RNA 水平确定 Caspase23、

Caspase28、Caspase29 和凋亡相关基因 p21、H2ras、

bcr/ abl 的变化。细胞凋亡主要通过 3条途径 :线粒

体途径、死亡受体途径和内质网途径。Caspase 的

本质是一些半胱氨酸蛋白酶 ,其剪切位点是在特异

的天冬氨酸 (Asp) 残基。据其功能可将参与凋亡

的 Caspase 分为触发 Caspase ( initiator ) , 如

Caspase22、Caspase28、Caspase29 和 Caspase210 ,以

及 执 行 Caspase ( executor ) , 如 Caspase23、

Caspase26 和 Caspase27 两类。在启动细胞凋亡

Caspase 激酶通路时 ,凋亡刺激首先激活触发

Caspase ,然后由它剪切执行 Caspase ,所产生的活

性片段再剪切下游底物 ,而导致凋亡[4 ]。其中线粒

体途径中涉及到细胞色素 C与 Apaf21 及 A TP 形

成多聚体 apoptosome 后 ,结合并激活 Caspase29 ,

再激活 Caspase23 ;而死亡受体途径中位于胞膜的

Fas/ TN F 受体被凋亡刺激激活后 ,激活 Caspase28 ,

再由其激活 Caspase23 ,引发凋亡。执行 Caspase 被

激活后剪切一系列胞内底物 ,其中有 DNA 结合修

复蛋白 PA RP、核纤层蛋白、细胞骨架蛋白、核蛋白

等 ,使这些蛋白丧失维持细胞正常形态和修复细胞

功能的能力 ,从而产生细胞形态改变 ,DNA 双链断

裂 ,呈现凋亡细胞特征[5 ]。在本实验中 ,发现 20

nmol/ L 川楝素提取物处理 K562 细胞 72 h 后 ,可以

明显促进 K562细胞中 Caspase23、Caspase28、Caspase2
9 的激活 ,表明川楝素提取物诱导 K562 细胞凋亡的

机制可能是通过线粒体和死亡受体双重途径。

Bcr/ abl 是慢性粒细胞白血病 (CML) 的标记

基因 ,具有明显的抗凋亡作用 ,川楝素提取物处理

K562 细胞 72 h ,bcr/ abl 的 mRNA 水平表达明显

下调。p21 是细胞周期蛋白依赖性抑制剂 ,能够作

用于细胞周期素 cyclin Es和 cyclin Ds而改变细胞

周期进程 ,影响细胞增殖的生物学活性[6 ]。在本实

验中 ,观察到 p21 mRNA 在川楝素提取物处理 72 h

后出现明显上调 ,这与流式凋亡率明显增加的结果

一致 ,但细胞周期却没有明显的改变 ,需要进一步研

究证实。ras 基因是最常被激活的人类原癌基因之

一 ,ras 基因家族有 3种基因 ,即 H2ras、N2ras 和 K2
ras。研究证明 ,CML 病情的发生、发展确与 ras 信

号传导通路及 ras 基因活性失调有关 ,野生型及突

变型 H2ras、N2ras和 K2ras 基因的高表达都可抑制

细胞增殖[7 ]。本研究观察到川楝素提取物处
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理后 K562 细胞中 H2ras 的表达增加。

目前许多应用于临床的抗癌药物 ,如 V P16、顺

铂、阿霉素及紫杉醇等都是通过抑制肿瘤细胞的增

殖 ,引发细胞凋亡的作用来实现抗癌功效的。与之

相比 ,川楝素提取物不仅具有抑制肿瘤细胞增殖 ,引

发凋亡的作用 ,而且其 IC50更低 ,表明川楝素提取物

具有更强的抑制肿瘤细胞增殖及促进细胞凋亡的能

力。研究还发现 ,高浓度川楝素提取物对外周血单个

核细胞的生长无抑制作用 ,表明川楝素提取物对人体

正常细胞安全无毒。因此川楝素提取物可能是一种

潜在的、具有应用前景的、安全无毒的抗癌药物。
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血水草生物碱致钉螺肝脏蛋白质差异表达分析

彭　玲1 ,黄琼瑶1 ,刘建军2 ,彭　飞1 ,孙　慧1 ,袁仕善1 3
①

(11 湖南师范大学医学院 ,湖南 长沙　410006 ; 21 深圳市疾病预防控制中心 ,广东 深圳　518020)

摘　要 :目的　分析血水草生物碱 ( ECA) 致钉螺肝脏蛋白质表达的变化。方法　10 mg/ L ECA 浸泡钉螺 36 h

后 ,解剖活钉螺并收集肝脏 ,双向电泳分离 ECA 组和清水对照组钉螺肝脏蛋白质 , ImageMaster 2D 5. 0 软件分析

图谱 ,筛选差异蛋白质 ,并用 MALDI2TOF2TOF 质谱进行鉴定。结果 　ECA 组和清水对照组分别检出 (354 ±

110) 、(311±12) 个蛋白点 ;质谱鉴定获得假定蛋白、ENSAN GP00000022175 蛋白、醛脱氢酶、未知蛋白、ENSAN2
GP00000027067 蛋白、类似锚蛋白 3的 1亚型 4亚亚型蛋白、相似 A型肝炎病毒短型细胞受体 1的蛋白、线粒体异
柠檬酸脱氢酶 2样蛋白、类似角蛋白的蛋白、角蛋白 10、角蛋白 1共 11个蛋白质 ,这些蛋白质均为 ECA 处理后表

达上调的蛋白质。结论　ECA 可引起钉螺肝脏蛋白质表达发生改变。

关键词 :血水草 ; 生物碱 ; 钉螺 ; 肝脏 ; 蛋白质组学
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Proteome analysis on differential expression of l iver proteins from Oncomla nia hupensis

induced by Eomecon chiona nt he alkaloids
PEN G Ling1 , HUAN G Qiong2yao1 , L IU Jian2jun2 , PEN G Fei1 , SUN Hui1 , YUAN Shi2shan1

(11 Medical College of Hunan Normal University , Changsha 410006 , China ; 2. Shenzhen Center

for Disease Control and Prevention , Shenzhen 518020 , China)

Abstract : Objective　To analyze t he influence of Eomecon chionant he alkaloids ( ECA) on differential

expression of liver p roteins f rom Oncoml ani a hu pensis . Methods　O. hu pensis was immersed in 10 mg/ L

ECA or clean water for 36 h and livers were isolated f rom live snails. Total liver p roteins were ext racted
and separated by two2dimensional gel elect rop horesis , differentially expressed proteins between ECA group

and clean water group were selected and analyzed by mat rix2assisted laser desorption/ ionization time2of2
flight mass spect romet ry ( MALDI2TOF2MS) and tandem mass spect romet ry sequencing of t ryptic pep2
tides. Results　There were (354±110) and (311±12) spot s observed in ECA group and in water group ,

respectively. Eleven differential expressed proteins were identified and all were up2regulated in ECA

group . The eleven identified proteins were hypot hetical p rotein , ENSAN GP00000022175 , class I aldehyde

dehydrogenase , unknown protein , ENSAN GP00000027067 , p rotein similar to ankyrin 3 isoform 1 isoform
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