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【摘要 】目的 　通过用不同浓度的槐耳清膏作用于体外培养的 K562细胞 ,探讨槐耳清膏对

K562细胞的增殖抑制及凋亡诱导作用。方法 　应用 MTT法、细胞形态学观察以及流式细胞术观

察槐耳清膏对体外培养的 K562细胞的增殖抑制及凋亡诱导作用。结果 　MTT法结果显示 :在终

浓度分别为 015、1、2、4和 8 mg/m l的槐耳清膏作用于体外培养的 K562细胞 12、24、36、48、72 h

后 ,槐耳清膏抑制细胞增殖作用随着浓度增加及培养时间延长而逐渐增强 ,与对照组相比差异统计

学意义 ( P < 0101)。流式细胞技术显示 :不同浓度的槐耳清膏作用于 K562细胞 48 h后 ,随着浓度

的增加 ,凋亡细胞百分比逐渐增加 ,与对照组相比差异具有统计学意义 ( P < 0101)。结论 　槐耳清

膏在体外对 K562细胞有抑制增殖和诱导凋亡的作用。
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【Abstract】O bjective　To investigate the effects of extractum trametes robiniphila murr on the

p roliferation and apop tosis of K562 cells, cells were treated with different concentrations of extractum

trametes robiniphila murr. M ethods　K562 cellswere cultured in vitro, and logarithm ic phase cells were

used for study. MTT2inhibitory test and cell morphological analysis were used to exam ine the effccts of

extractum trametes robiniphila murr on the p roliferation of K562 cells. The effects of extractum trametes

robiniphila murr on apop tosis of K562 cells were exam ined by flow cytomery. Results　MTT results

showed that the inhibition ratio of K562 cells p roliferation increased and had a dose2and time2dependent

manner after cellswere treated with 015, 1, 2, 4 and 8 mg/m l concentration of extractum trametes robiniphila

murr for 12, 24, 36, 48 and 72 h. Compared with the control group, the difference had statistical

significance ( P < 0101). IC50 of this polusacchaide in 12, 24, 36, 48 and 72 h was separately 7186,

4164, 3106, 1192 and 1184 mg/m l. Flow cytomery method results indicated that the apop tosis ratio of

K562 cells fbr 48 h increased with the increasing ofconcentration of extractum trametes robiniphila murr,

and the difierence had statistical significance ( P < 0101) compared with the control group. Extractum

tramctcs robiniphila murr could induce cell apop tosis in a dose2dependentmanner. Conclusion　Extractum

trametes robiniphila murr could inhibit p roliferation and induce apop tosis of K562 cells in vitro.
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　　白血病的治疗仍为当今一大难题 ,化疗是目前 治疗白血病最常用的手段 ,但常规化疗药物不仅毒

副作用大 ,而且耐药现象也逐渐显现 ,因此寻找高

效、低毒的新型抗肿瘤药物成为白血病治疗的重要

课题之一。槐耳是一种入药 1500 余年但已湮没
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300余年的重要药用真菌 ,槐耳清膏是药用真菌槐

耳菌质发酵后的热水提取物 ,含有多种有机成分、10

余种矿物质元素 ,其主要活性成分是多糖蛋白 ,由 6

种单糖组成的杂多糖结合 18种氨基酸构成 [ 1 ]。目

前已有成品槐耳颗粒 (商品名 :金克 )应用于肝癌、

胃癌、食管癌、肺癌、乳腺癌、白血病、恶性淋巴瘤等

多种肿瘤的临床治疗 ,取得一定的疗效。然而 ,槐耳

清膏的抗癌作用机理 ,特别是与细胞增殖、凋亡有关

的研究较少 ,其对白血病 K562细胞增殖、凋亡的影

响尚未见报道 ,本实验通过观察槐耳清膏对 K562

细胞增殖、凋亡的影响 ,为槐耳清膏在白血病治疗中

的应用提供实验依据。

材料和方法

1　材料 　K562细胞购自中国科学院上海细胞库 ,培

养液为含 10%新生牛血清 (购于杭州四季青生物公

司 )终浓度为 100 U /m l的青霉素和链霉素的 RPM I2
1640 (购于 Gibco1USA公司 )液体培养体系 ,置 37℃、

5%CO2 恒温培养箱中培养 ,每两天换液一次 ,实验选

用对数生长期细胞。槐耳清膏由江苏启东盖天力药

业有限公司提供。MTT、P I、RNaseA均为 Sigma USA

公司产品。丹尼酶标仪 (MK23)购自丹麦 , EP ICSXL

流式细胞仪购自 COW TER COU1USA。

2　药品配置 　精确称取槐耳清膏 1010 g,溶于 100

m l单 RPM I21640培养液 ,以 0122μm超滤除菌器过

滤除菌 ,制成 100 mg/m l的槐耳清膏浓缩含药培养

液。临用前用培养液分别稀释成 015～8 mg/m l的

工作液。

3　检测指标及方法

311　体外药物 MTT实验及细胞形态学观察 　计算

抑制率采用 MTT法 ,取对数生长期、生长良好的

K562细胞 , 014%台盼蓝染色计数活细胞 (活细胞 ≥

5% )用于实验 ,调整各组细胞浓度为 2 ×105 /m l,每

组设 6个复孔。阴性对照组加入含细胞的 RPM I2
1640培养液 ,各实验组分别加入槐耳清膏终浓度为

015、1、2、4和 8 mg/m l的含细胞的培养液 ,每组均

设空白对照孔 (为无细胞的相应浓度的含药培养

液 ,为消除药物自身颜色对吸光度的影响 )。接种

完毕后在 37℃, 5% CO2 条件下孵育培养 12、24、36、

48、72 h后 ,每孔加入 MTT溶液 ( 5 mg/m l) 10μl混

匀后 37℃, 5% CO2 条件下孵育 4 h,离心去除上清 ,

加入 DMSO 100μl摇床振荡充分溶解 30 m in后 ,用

丹尼酶标仪检测各组细胞的吸光度 ,测定波长为

570 nm ,校正波长为 630 nm。计算 :肿瘤抑制率 =

1 - (实验组光密度 -空白对照组光密度 ) / (阴性对

照组光密度 -空白对照组光密度 ) ×100%。

按改良 Karber公式计算半数抑制率 ( IC50 ) :

IgIC50 = Xm - 1 ( P - (3 - Pm - Pn) /4)

Xm: Ig最大剂量 　 I: Ig(最大剂量 /相临剂量 ) 　P:阳性

反应率之和 　Pm:最大阳性反应率

形态学观察实验分组同 MTT法检测细胞增殖

抑制部分 ,分别作用 48 h后 ,于倒置显微镜下观察

细胞形态变化 ,并拍照。

312　流式细胞术检测细胞凋亡 　分别收集终浓度

为 015、1、2、410、8 mg/m l的槐耳清膏作用 48 h后的

K562细胞 ,加入冷 PBS洗涤离心 2次 ,用 70%冰乙醇

固定 12～24 h (4℃) ,调整细胞数为 1 ×10
6

/m l,冷

PBS洗涤 2次 ,除去乙醇。加入 P I染液 4℃避光染

色 30 m in后 ,用 300目 (孔径 40 - 50μm )尼龙网过

滤后上机检测。采用 488 nm激发波长检测细胞核

中 P I荧光强度 ,打印 DNA含量分布图。

4　统计学方法 　本实验计量资料用 �x ±s表示 ,使

用 SPSS 1310统计软件进行统计描述 ,多个样本均

数的比较采用单因素方差分析 (One2W ay ANOVA ) ,

多个样本均数间每两个均数的比较根据方差齐性检

验 (Homogeneity2of2Variance) ,当总体方差齐同时选

择 LSD法 ;当方差不齐时 ,选择 Tamhane’s T2法 ,

P < 0105差异有统计学意义。

结 　　果

1　槐耳清膏对 K562细胞的增殖抑制作用 　以不

同终浓度 (0、015、1、2、4和 8 mg/m l)的槐耳清膏作

用于 K562细胞 12、24、36、48和 72 h后 ,用 MTT法 ,

槐耳清膏对细胞增殖的抑制作用 ,随着药物浓度的

增加、作用时间的延长 ,细胞抑制率明显增加 (见表

1,图 1)。在 8 mg/m l作用 72 h后 ,细胞抑制率最

高 ,达到 ( 81139 ±2170) %。其中 12、24、36、48和

72 h的半数抑制率 ( IC50 )分别为 7186、4164、3106、

1192和 1184 mg/m l。各实验组与对照组比较 ,差异

具有统计学意义 ( P < 0101)。细胞形态学观察如图

2～7所示 ,槐耳清膏以不同浓度 (0、015、1、2、4和 8

mg/m l)作用于 K562细胞 48 h, K562细胞的活细胞

数随着槐耳清膏浓度的增加胞体逐渐变小 ,其细胞

数亦减少。相差显微镜下可见部分较小细胞先是核

膜边缘出现多个突起后 ,细胞逐渐缩小、碎裂、分散、

死亡 ,浓度越高 ,细胞死亡越多。当槐耳清膏终浓度
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为 8 mg/m l培养 48 h,几乎没有活细胞存在。

图 2　流式细胞术分析不同浓度的槐耳清膏对 K562细胞凋亡率的影响

A　contor(0 mg/m l) 　　　B　0. 5 mg/m l　　　C　2 mg/m l　　　D　8 mg/m l

2　槐耳清膏对 K562细胞的诱导凋亡作用 　流式细

胞仪检测结果 (表 2)显示 ,分别用终浓度为 0μg/m l、

015、1、2、4和 8 mg/m l的处理 K562细胞 48 h后 )结

果 ,随着槐耳清膏浓度增加 ,亚二倍峰 (凋亡峰 )所占

比例逐渐增大 ,与对照组比较差异具有统计学意义

( P < 0105)。

表 1　槐耳清膏对 K562细胞的增殖抑制率 ( �x ±s, n = 6)

浓度

(mg/m l)

作用不同时间的抑制率 ( % )

12 h　　 24 h　　 36 h　　 48 h　　 72 h　　

0 0. 00 ±0. 00 0. 00 ±0. 00 0. 00 ±0. 00 0. 00 ±0. 00 0. 00 ±0. 00

0. 5 5. 54 ±0. 513 3 10. 14 ±1. 073 3 △ 15. 09 ±1. 583 3 △ 21. 45 ±1. 723 3 △ 28. 22 ±1. 163 3 △

1 13. 31 ±1. 893 3 ☆ 20. 07 ±1. 263 3 △☆ 28. 82 ±2. 773 3 △☆ 34. 64 ±1. 613 3 △☆ 38. 49 ±2. 673 3 △☆

2 32. 56 ±2. 373 3 ☆ 39. 95 ±2. 273 3 △☆ 46. 07 ±2. 373 3 △☆ 52. 12 ±1. 813 3 △☆ 58. 20 ±2. 343 3 △☆

4 39. 69 ±4. 283 3 ☆ 48. 59 ±1. 583 3 △☆ 55. 20 ±3. 583 3 △☆ 60. 84 ±2. 423 3 △☆ 68. 99 ±1. 823 3 △☆

8 52. 31 ±1. 993 3 ☆ 60. 88 ±2. 483 3 △☆ 67. 08 ±2. 013 3 △☆ 74. 26 ±2. 33 3 △☆ 82. 39 ±2. 703 3 △☆

　　One2W ay ANOVA, 3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01, compaled with control group; △P < 0. 05, compaled with foretime; ☆P < 0. 05, compaled with foredose
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表 2　流式细胞术分析不同浓度的槐耳清膏刺激 K562细胞

时对细胞凋亡率的影响 ( �x ±s, n = 6)

浓度 (mg/m l) n 凋亡率 ( % )

0. 0 0. 21 ±0. 13

0. 5 1. 18 ±0. 193

1. 0 3. 40 ±0. 223 3

2. 0 7. 38 ±0. 213 3

4. 0 13. 37 ±0. 313 3

8. 0 25. 30 ±0. 313 3

　　One2W ay ANOVA, 3 P < 0105, 3 3 P < 0. 01, compared with

control group

讨 　　论

槐耳是一种药用真菌。其主要抗癌活性成分为

蛋白多糖 ( PS2T)。本实验应用槐耳清膏作用于体

外培养的 K562细胞 ,通过 MTT抑制实验和细胞形

态学观察 K562细胞增殖抑制情况 ,检测槐耳清膏

对 K562细胞增殖的影响 [ 2 ]。结果表明槐耳清膏对

体外培养的 K562细胞的生长具有明显的抑制作

用 ,其抑制强度随槐耳清膏浓度的增加和作用时间

的延长而增强。槐耳清膏对 K562细胞增殖抑制的

机理尚未完全明确。本组实验证实槐耳清膏诱导

K562细胞凋亡是其抑制增殖的重要机理之一。

自细胞凋亡 ( apop tosis)的概念建立以来 ,其与

人类疾病特别是与肿瘤的关系一直是医学界研究的

热点。人们认识到肿瘤的发生不仅和细胞过度增殖

有关 ,也与细胞凋亡的减少有关 ,因此 ,诱导肿瘤细

胞凋亡给恶性肿瘤的防治提供了一条新的思路。近

年来 ,细胞凋亡已作为评估抗肿瘤药物疗效的一个

重要指标。很多多糖类中药可以通过诱导肿瘤细胞

的凋亡而抑制肿瘤细胞增殖 [ 3, 4 ] ,近几年 ,已有报道

槐耳清膏可以通过诱导肺癌、直肠癌等肿瘤细胞的

凋亡而抑制肿瘤的生长 [ 5, 6 ]。槐耳清膏是否可以诱

导 K562细胞凋亡未见报道 ,我们通过流式细胞技

术显示在不同浓度的槐耳清膏作用于 K562细胞

48 h后 ,于 G0 /G1 期前可见亚二倍体峰 (AP峰 )即

凋亡峰 ,随着药物浓度的增加 ,亚二倍体峰的峰值越

高且细胞亚二倍体峰所占比例逐渐增大 ,呈剂量依

赖性 ,与对照组相比差异有显著性。我们研究证明

槐耳清膏可以诱导 K562细胞凋亡 ,这说明诱导细

胞凋亡可能是槐耳清膏抗肿瘤作用的一个重要机理

之一。目前槐耳清膏诱导肿瘤细胞凋亡的机制还不

清楚 ,以往有研究表明槐耳清膏诱导人直肠癌

HR8348细胞凋亡可能与 bak /bcl22、bak /bcl2xl比值

的升高及上调基因 p53表达有关 [ 7 ]。槐耳清膏与

人胰腺癌细胞 Panc21共同培养时可通过上调凋亡

基因 Caspase23的表达而促进凋亡发生 [ 8 ]。调控相

关基因的表达也可能是槐耳清膏诱导 K562细胞凋

亡的重要机制之一 ,关于槐耳清膏诱导 K562细胞

凋亡的作用机制及基因学证据有待进一步研究。
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