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·基础研究·

Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ对人红白血病细胞 ＨＥＬ的抗肿瘤作用及
机制
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［摘　要］目的：研究Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ对人红白血病细胞ＨＥＬ的凋亡、增殖的影响及其作用机制。方法：采用不同
浓度的Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ化合物处理ＨＥＬ细胞，分别采用ＭＴＴ测定细胞活力，ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染流式细胞术检测细胞
凋亡，细胞计数绘制细胞生长曲，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＲＴＰＣＲ法检测胞内信号通路相关基因在蛋白和基因水平的表
达，利用ＳＣＩＤ白血病小鼠模型体内评价该化合物的作用。结果：Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ抑制人红白血病细胞 ＨＥＬ的活性，
ＩＣ５０５４μｍｏｌ／Ｌ可显著抑制人红白血病细胞ＨＥＬ的增殖及诱导细胞凋亡；ｑＲＴＰＣＲ结果显示促凋亡基因Ｂａｘ的
表达增加，而Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８的表达发生下调，抗凋亡基因Ｂｃｌ２、ｃＭｙｃ的表达下调；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示
Ｂａｄ，Ｂａｘ，Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３，Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ８和 ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ的相对表达量呈浓度依赖性上调，而 ＪＡＫ２，Ｐ
Ｓｔａｔ３、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８、ＰＡＲＰ、ＰＥＲＫ１／２和ｃＭｙｃ的相对表达量呈浓度依赖性下调；小鼠体内实验表
明Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ显著延长了小鼠的存活时间，并且增加了血红细胞比。结论：Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ诱导人红白血病细胞ＨＥＬ
细胞凋亡和抑制ＨＥＬ细胞增殖，可能通过抑制ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路而实现的。
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　　白血病是造血系统常见的恶性肿瘤，是严重危
害人类健康的恶性疾病之一，化疗是治疗白血病的

主要手段。传统的化疗药物在杀伤白血病细胞的

同时，对人体正常细胞也产生较强的毒副作用，容

易导致化疗失败［１－３］。急性髓系白血病（ａｃｕｔｅｍｙ
ｅｌｏｉｄｌｅｕｋａｅｍｉａ，ＡＭＬ）是一组造血干或祖细胞异常
的克隆性恶性疾病，其典型特征为白血病克隆细胞

成熟分化障碍而停滞在细胞发育阶段，且伴随凋亡

抵抗和恶性增殖［４］。长期以来，ＡＭＬ细胞对化疗
药物的凋亡抵抗是导致化疗失败和疾病复发的根

源［５］。新的药物和化疗方案在一定程度上改善了

这种局面，因而急性早幼粒细胞白血病有望获得治

愈。然而，大多数急性髓系白血病亚型的治疗，在

目前仍然困难重重［６］。已报道ＡＭＬ的发生与染色
体易位、基因突变等多种因素有关，其致病机制尚

未完全阐明［７］。ＨＥＬ（ｈｕｍａｎｅｒｙｔｈｒｏｌｅｕｋｅｍｉａ）细胞
是１９８２年从红白血病患者的外周血中分离的红白
血病细胞，经证实含有 ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变。ＨＥＬ细
胞在受到不同诱导因素的刺激时，有向红系、单核

巨噬系或巨核系多向分化的潜能，因此具有很重要

的研究价值［８］。本研究采用不同浓度本课题组前

期分离和鉴定的化合物 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ处理白血病细
胞系 ＨＥＬ细胞［９］，探讨 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ对白血病细胞
的凋亡和增殖的影响及可能的作用机制。

１　材料与方法
１１　试剂与材料

Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ是本课题组前期分离和鉴定的化合
物［９］，结构式如图 １。溶解于 ＤＭＳＯ（二甲基亚
砜），储存浓度为 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ，－２０℃保存备用。
ＲＰＭＩ１６４０培养液、胎牛血清购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒购自美国ＢＤ
公司，ＨｉＦｉＳｃｒｉｐｔｃＤＮＡ合成试剂盒和ＵｌｔｒａＳＹＢＲ混
合物购自ｃｗｂｉｏｔｅｃｈ（中国北京）。引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
（中国上海）制备，ＰＡＲＰ、ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ、ＥＲＫ１／２
和ｐＥＲＫ１／２等抗体均购自美国 ＣＳＴ公司。流式

细胞仪为美国ＢＤ公司产品，实时荧光定量ＰＣＲ仪
为美国ＡＢＩ公司产品。

图１　Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ的化学结构
Ｆｉｇ．１　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＩｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ

１２　方法
１２１　细胞培养　ＨＥＬ细胞来自加拿大多伦多
大学，用ＲＰＭＩ１６４０完全培养液（含有１０％胎牛血
清），置于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱内培养，取对数
生长期细胞进行实验。

１２２　ＭＴＴ法检测化合物 ＩＣ５０值　取对数期细
胞，离心，用１０％胎牛血清的新鲜培养基重悬，按
每孔８０００个细胞数接种于９６孔板中，按浓度梯
度为２０、１０、５、２５、１２５μｍｏｌ／Ｌ加入Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ化
合物，ＤＭＳＯ为空白对照，放入培养箱中培养７２ｈ，
每个浓度设置４个复孔。用显微镜采集图片，离
心，去除细胞培养液，加入１０μＬ含１０％ ＭＴＴ的新
鲜培养液，继续培养４ｈ后，离心去除上清液，每孔
加入１６０μＬ的ＤＭＳＯ，室温震荡１５ｍｉｎ，在４９０ｎｍ
光激发下用酶标仪测吸光度（ＯＤ）值。
１２３　细胞生长曲线测定　取对数期生长细胞，
离心，用１０％胎牛血清的新鲜培养基重悬，按每孔
８０００个细胞数接种于９６孔板中。待细胞稳定，加
入浓度梯度为１５、１０、５μｍｏｌ／Ｌ的 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ化合
物，ＤＭＳＯ为空白对照。采用细胞计数板计数１２、
２４、３６、４８、７２ｈ的细胞数，并绘制细胞生长曲线。
每个实验重复３次。
１２４　流式细胞术分析细胞凋亡　利用 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ／ＰＩ双染法通过流式细胞术检测 ＨＥＬ凋亡的情
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况。用 ＤＭＳＯ作对照，加入浓度梯度为 １５、１０、
５μｍｏｌ／Ｌ的化合物 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ处理１２、２４、４８ｈ，计
数每１０６个细胞用１００μＬ１×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬，
每１００μＬ１×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ各加入５μＬ的Ａｎｎｅｘ
ｉｎＶ和ＰＩ染液，室温避光孵育１５ｍｉｎ，离心去除染
液，用２００μＬ１×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬，通过流式细
胞分析仪上机检测。

１２５　ＲＮＡ提取和实时定量 ＲＴＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）
　将对数生长期 ＨＥＬ细胞以３×１０８／Ｌ浓度接种
于６孔培养板中。培养２４ｈ后，分别加入Ｉｓｏｇａｒｃｉ
ｎｏｌ终浓度为５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ，对照组加入等量的
ＤＭＳＯ。２４ｈ后用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，将各孔
裂解液吸到 ＥＰ管中，加入氯仿，用力振摇。室温
下孵育２～３ｍｉｎ，离心后，转移上层无色液体至新
ＥＰ管中。加入异丙醇０５ｍＬ，混匀。２０℃下孵育
１０ｍｉｎ，离心弃上清，沉淀加入７５％乙醇１ｍＬ，用
枪吹打均匀，离心后加入 ＤＥＰＣ水溶解。用 ｃＤＮＡ
反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ，－８０℃保存备用。以反
转录ｃＤＮＡ为模板，βａｃｔｉｎ为内参，荧光实时定量
ＲＴＰＣＲ扩增ｃＭｙｃ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ
８基因，引物序列见表１。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅ

ｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ
基因 引物 序列（５′→３′）

Ｃａｓｐａｓｅ８Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＧＧＡＣＡＧＧＡＡＴＧＧＡＡＣＡＣＡＣＴＴＧＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＣＡＧＧＡＴＧＧＴＧＡＧＡＡＴＡＴＣＡＴＣＧＣＣ

Ｃａｓｐａｓｅ３Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＡＡＡＴＴＧＴＧＧＡＡＴＴＧＡＴＧＣＧＴＧＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＴＡＣＡＡＣＧＡＴＣＣＣＣＴＣＴＧＡＡＡＡＡ

ｃＭｙｃ Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＣＣＴＧＧＣＡＡＡＡＧＧＴＣＡＧＡＧＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＴＴＧＴＧＴＧＴＴＣＧＣＣＴＣＴＴＧＡ

Ｂａｘ Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＣＣＧＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＴＴＣＣＧＡＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＣＡＧＣＣＣＡＴＧＡＴＧＧＴＴＣＴＧＡＴ

Ｂｃｌ２ Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＴＡＣＴＴＡＡＡＡＡＡＴＡＣＡＡＣＡＴＣＡＣＡＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＴＴＧＡＴＴＣＴＧＧＴＧＴＴＴＣＣＣ

βａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＧＴＣＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴ

１２６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　将对数生长期的 ＨＥＬ
细胞以３×１０８／Ｌ浓度接种于６孔培养板中。培养
２４ｈ后，分别加入 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ终浓度为 ５、１０、
１５μｍｏｌ／Ｌ，对照组加入等量的 ＤＭＳＯ。２４ｈ后离
心收集细胞沉淀，加入预冷的裂解液，冰上裂解细

胞３０ｍｉｎ，于４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心１２ｍｉｎ。取上
清，即得到细胞总蛋白质。用 ＢＣＡ试剂盒测定蛋
白质浓度，加入５×ＳＤＳ上样缓冲液，１００℃热变性
１０ｍｉｎ。按相等上样量进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，随后在冰

浴条件下进行湿转。转移完成后用５％脱脂奶粉
封闭１ｈ，加入一抗ＰＡＲＰ、ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ、ＥＲＫ１／２、
ｐＥＲＫ１／２、Ｂａｘ、Ｂａｄ、ｐＳｔａｔ３、ｓｔａｔ３、ｃＭｙｃ、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ８、Ｃａｐａｓｅ８、Ｂｃｌ
２、ＪＡＫ２和βａｃｔｉｎ孵育，４℃摇床孵育过夜。ＴＢＳＴ
洗膜３次，加辣根过氧化物酶标记二抗室温作用
２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，然后用ＬＩＣＯＲ进行扫膜。
１２７　小鼠体内实验　４～５周龄的 ＳＣＩＤ小鼠购
自北京华盛康盛科技有限公司，动物雌雄各半。随

机分为生理盐水组（Ｂｌａｎｋ）、ＤＭＳＯ对照组、给药组
按小鼠体质量５、２５ｍｇ／ｋｇＩｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ，腹腔注射
给药，每两天注射１次，共注射７次，统计小鼠的存
活时间和体质量。

１３　统计学分析
使用ＳＰＳＳ１１５软件进行分析，结果表示为（ｘ

±ｓ）。样本均数间的比较行方差分析，两两比较采
用ｔ检验，统计显著性设定为 Ｐ值，Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果
２１　Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ对人红白血病细胞系ＨＥＬ活性及
增殖能力影响

如图２，通过ＭＴＴ细胞活力测定 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ对
ＨＥＬ的活性，结果显示，Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ对 ＨＥＬ细胞具
有杀伤作用，在 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ浓度达到 １０μｍｏｌ／Ｌ
时，抑制率达到８５％，进一步计算得出其 ＩＣ５０值为
５４μｍｏｌ／Ｌ。同时通过显微镜观察发现Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ
对ＨＥＬ的细胞形态有影响；提示Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ能抑制
ＨＥＬ的细胞活性，同时用 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ（０～１５μｍｏｌ／
Ｌ）处理细胞１２、２４、３６、４８、７２ｈ后，采用细胞计数法
绘制细胞生长曲线，显示出 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ显著抑制
ＨＥＬ细胞的增殖。
２２　Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ诱导人红白血病细胞系ＨＥＬ凋亡

采用流式细胞仪分析了 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ处理后
ＨＥＬ细胞的凋亡，结果显示，不同浓度 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ
处理后，ＨＥＬ细胞中凋亡细胞群中存在显著的剂
量和时间依赖性（图３）。在 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ＞１０μｍｏｌ／
Ｌ时，细胞凋亡率与对照组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜００５或＜００１）。
２３　Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ在ＲＮＡ水平上调控凋亡相关基因
的表达

ｑＲＴＰＣＲ结果显示，Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ处理ＨＥＬ细胞
后，促凋亡基因Ｂａｘ的表达增加，Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ
８的表达下调，抗凋亡基因 Ｂｃｌ２、ｃＭｙｃ的表达下
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调（图４）。

注：Ａ和Ｂ示Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ对人红白血病细胞系ＨＥＬ细胞活力和形态变化的影响，Ｃ示Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ抑制ＨＥＬ增殖

图２　Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ对人红白血病细胞系ＨＥＬ细胞活性及增殖的影响
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＩｓｏｇａｒｃｉｎｏｌｏｎｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＥＬｃｅｌｌｓ

与对照组同时点比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１

图３　Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ诱导人红白血病细胞系ＨＥＬ细胞凋亡
Ｆｉｇ．３　ＩｓｏｇａｒｃｉｎｏｌｉｎｄｕｃｅｄＨＥＬｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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与对照组比较，（１）Ｐ＜００５

图４　Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ调控人红白血病细胞ＨＥＬ中相关凋亡基因的表达（ｑＲＴＰＣＲ）
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩｓｏｇａｒｃｉｎｏｌｏｎｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

２４　Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ通过调节 ＪＡＫ２／Ｓｔａｔ３以及凋亡蛋
白的表达，诱导人红白血病细胞ＨＥＬ的凋亡

为了阐明 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ诱导 ＨＥＬ细胞凋亡可能
的机制，本研究通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ
处理后ＨＥＬ细胞裂解液中ＪＡＫ２／Ｓｔａｔ３及相关凋亡
蛋白的表达。结果显示，与对照组比较，Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ
各浓度组Ｂａｄ、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ８

和 ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ的相对表达量呈浓度依赖性上
调，而 Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ８、ＰＡＲＰ、ｐＥｒｋ及 ｃ
Ｍｙｃ的相对表达量呈浓度依赖性下调（图５）。提
示Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ能够下调 ＪＡＫ２及 ｐＳｔａｔ３蛋白水平
的表达，可能 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ通过调节 ＪＡＫ２／Ｓｔａｔ３信
号通路进而影响下游相关凋亡蛋白表达，从而诱导

ＨＥＬ细胞发生凋亡。

图５　Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ通过调控ＪＡＫ２／Ｓｔａｔ３途径中关键蛋白以及凋亡蛋白表达而诱导细胞凋亡
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＩｓｏｇａｒｃｉｎｏｌｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐａｒｔｏｆｇｅｎｅｓｉｎＪＡＫ２／Ｓｔａｔ３

ｐａｔｈｗａｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ
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２５　Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ延长白血病小鼠存活时间，提高血
红细胞比容

体内实验结果表明，与对照组相比，Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ

显著延长了小鼠的存活时间，并且增加了血红细胞

比（图６），表明 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ能够在体内抑制白血病
的发生及发展。

与对照组比较，（１）Ｐ＜００５

图６　Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ延长白血病小鼠存活时间并提高血红细胞比容
Ｆｉｇ．６　ＩｓｏｇａｒｃｉｎｏｌｐｒｏｌｏｎｇｅｄｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＨＥＬｔｕｍｏｒｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ

３　讨论

目前白血病的治疗手段主要有化疗、放疗、造

血干细胞移植、生物靶向治疗、细胞免疫治疗等。

然而，目前的治疗手段仍远远不能满足临床需求，

白血病的治疗难度依旧很大，由此带来的家庭及社

会负担依旧很重。因此，迫切需要寻找新的治疗方

法和药物［１０－１７］。ＡＭＬ是一种造血干细胞的恶性
克隆性疾病。ＡＭＬ可由髓系细胞分化发育过程中
造血干细胞或造血祖细胞恶性转化而来，也可继发

于化疗、放疗或由其他疾病如骨髓增生异常综合征

（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＤＳ）、骨髓增殖性肿瘤
（ｍｙｅｌｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｎｅｏｐｌａｓｍ，ＭＰＮ）演变而来，继发
性ＡＭＬ在分子遗传特性上与原发性 ＡＭＬ不同且
临床预后较差［１８］。在 ＡＭＬ中有很大一部分病例
发生基因突变从而导致了相应信号转导通路的异

常，在原发性 ＡＭＬ中，ＦＬＴ３、ＮＰＭ１、ＤＮＭＴ３α等是
常见的突变［１９］，而在继发于 ＭＰＮｓ的 ＡＭＬ中，
ＪＡＫ２、ＴＥＮＴ、ＩＤＨ１／２、ＡＳＸＬ１等突变常见，ＪＡＫ２
ＳＴＡＴ信号通路异常活化在 ＡＭＬ发生中有重要作
用［２０］。

ＪＡＫ是一类非受体酪氨酸激酶，它可以通过细
胞因子或生长因子与相应受体结合而被激活。

ＪＡＫ家族有包括 ＪＡＫ１、ＪＡＫ２、ＪＡＫ３及 ＴＹＫ２。ＪＡＫ
与细胞因子之间不存在个体对应，这表明 ＪＡＫｓ各
家族成员可以通过一种细胞因子被激活，并且几种

不同的细胞因子也可以激活同一 ＪＡＫ［２１］。ＳＴＡＴｓ
是一类可以与脱氧核糖核酸（ＤＮＡ）结合的特殊蛋

白家族。ＳＴＡＴ家族包括 ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ２、ＳＴＡＴ３、
ＳＴＡＴ４、ＳＴＡＴ５和 ＳＴＡＴ６。ＪＡＫ被诱导磷酸化后，
活化ＳＴＡＴ以形成二聚体，使 ＳＴＡＴ以二聚体形式
进入细胞核并调节靶基因的表达［２２］。ＪＡＫＳＴＡＴ
信号通路参与多种生理调节过程，涉及细胞的生

长、分化，造血以及免疫功能等［２３］。近年来，在血

液系统肿瘤中研究发现，ＪＡＫＳＴＡＴ通路在白血病、
淋巴瘤及骨髓增殖性肿瘤的发病中具有重要作

用［２４］。ＳｅｉｄｏＯｋｕ通过干扰 ＲＮＡ阻断 ＪＡＫ２
ＳＴＡＴ５通路发现，存在 ＪＡＫ２Ｖ６１７的 ＭＰＮ细胞增
殖明显受到抑制，认为 ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ可磷酸化下游
ＳＴＡＴ３通路［２５］。

本实验通过研究 Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ对 ＨＥＬ细胞增殖
及凋亡的影响，结果显示：Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ作用于 ＨＥＬ
细胞后，与ＤＭＳＯ对照组相比，显著抑制ＨＥＬ细胞
的增殖。流式细胞术结果显示，Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ处理
ＨＥＬ细胞１２、２４、４８ｈ后，随着Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ浓度的增
加和作用时间的延长，Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ组 ＨＥＬ细胞出现
明显凋亡。实时荧光定量 ＰＣＲ结果显示，促凋亡
基因 Ｂａｘ明显上调，而 Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ８、
ＰＡＲＰ及ｃＭｙｃ显著下调。蛋白质免疫印迹结果
显示，Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ作用于 ＨＥＬ细胞 ２４ｈ，发现
ＪＡＫ２、ｐＳｔａｔ３、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ８、ＰＡＲＰ、ｐＥｒｋ
和ｃＭｙｃ相对表达量呈浓度依赖性的下调。Ｂａｄ、
Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ８及 ｃｌｅａｖｅｄ
ＰＡＲＰ的相对表达量呈浓度依赖性的上调。动物
体内实验结果表明，Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ小鼠组与 ＤＭＳＯ对
照组比，显著延长了小鼠的存活时间，并且增加了

血红细胞比，表明Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ能够在体内抑制白血
０４
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病的发生及发展。以上实验结果表明：Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ
可显著抑制ＨＥＬ细胞增殖，诱导细胞凋亡，可以得
出结论：Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ可以通过抑制 ＪＡＫ２／Ｓｔａｔ３信号
通路，导致参与细胞凋亡的基因出现明显变化，并

且诱导细胞凋亡。
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　１期 陈　丽等　Ｉｓｏｇａｒｃｉｎｏｌ对人红白血病细胞ＨＥＬ的抗肿瘤作用及机制


