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金钗石斛多糖对髓系白血病细胞 ＷＴ１基因表达的影响
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　　［摘　要］　目的　探讨金钗石斛多糖对髓系白血病细胞 ＷＴ１基因表达的影响。方法　用ＣＣＫ８方法检测金钗石斛多糖在

３种白血病细胞中的ＩＣ５０值；３种细胞各分两组，对照组和处理组，对照组细胞保持正常生长，处理组给予金钗石斛多糖刺激。

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测两组细胞凋亡情况，用ＲＴＰＣＲ检测 ＷＴ１表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＷＴ１、Ｐ５３和ＢＡＸ蛋白表达。结

果　金钗石斛多糖在３种白血病细胞中具有相近的ＩＣ５０值，ＨＬ６０、ＷＥＨＩ３、Ｋ５６２细胞的ＩＣ５０分别为（１１０．７１±６．４９）、（１０４±

４８．５０）、（９６．６６±５．１０）ｍｇ／ｍＬ，３种细胞的ＩＣ５０值比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；处理组凋亡率高于对照组（犘＜０．０５）；与

对照组比较，处理组 ＷＴ１基因、蛋白表达水平降低（犘＜０．０５），Ｐ５３和ＢＡＸ蛋白表达增高。结论　金钗石斛多糖能明显降低

ＷＴ１蛋白表达水平，且对白血病细胞有一定杀伤作用。

［关键词］　石斛；多糖；基因，肾母细胞瘤；白血病

［中图分类号］　Ｒ７３３．７１ ［文献标识码］　Ａ ［文章编号］　１６７１８３４８（２０１５）１０１３０５０３

犛狋狌犱狔狅狀犲犳犳犲犮狋狅犳犱犲狀犱狉狅犫犻狌犿狀狅犫犻犾犲狆狅犾狔狊犪犮犮犺犪狉犻犱犲狊狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犠犜１犵犲狀犲犻狀犿狔犲犾狅犻犱犾犲狌犽犲犿犻犪犮犲犾犾狊


犌犲犡犻犪狅犼狌狀
１，犣犺犲狀犵犔犻犿犲犻

２，犠犪狀犵犢狅狀犵犾狌狀
１，犜犪狀犵犢犪狀狆犻狀犵

３△

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，犉犻狉狊狋犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犜狉犪犱犻狋犻狅狀犪犾

犆犺犻狀犲狊犲犕犲犱犻犮犻狀犲，犉犻狉狊狋犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾；３．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犕狅犾犲犮狌犾犪狉犅犻狅犾狅犵狔犪狀犱

犅犻狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔，犣狌狀狔犻犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犣狌狀狔犻，犌狌犻狕犺狅狌５６３００３，犆犺犻狀犪）

　　［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＷＴ１ｇｅｎｅｉｎｍｙ

ｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｈｅＣＣＫ８ａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ＩＣ５０）ｏｆｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ

ｎｏｂｉｌｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎ３ｋｉｎｄｓｏｆｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ；ｔｈｅｅａｃｈｋｉｎｄｏｆｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｍａｉｎｔａｉｎｅｄｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ，ｗｈｉｌｅｗｈｉｃｈｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｇｉｖｅｎｔｈｅｄｅｎ

ｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ．ＴｈｅＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８ｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｓｉｔｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ

ｔｗｏｇｒｏｕｐｓ．ＴｈｅＷＴｌｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＷＴ１，５３ａｎｄ

ＢＡＸｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｔｈｅＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．犚犲狊狌犾狋狊　ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｈａｄｔｈｅｓｉｍｉｌａｒＩＣ５０ｖａｌｕｅｓｉｎ３ｋｉｎｄｓｏｆｍｙｅｌｏｉｄ

ｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅ（１１０．７１±６．４９），（１０４±４８．５０），（９６．６６±５．１０）ｍｇ／ｍＬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｍｈａｄｎｏ

ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ（犘＞０．０５）；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５）；

ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＷＴ１ｇｅｎｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５），

ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ５３ａｎｄＢＡＸｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｃａｎｏｂｖｉｏｕｓｌｙｄｅｃｒｅａｓｅ

ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＷＴ１ｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄｈａｓａｃｅｒｔａｉｎｋｉｌｌｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｎｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅ；ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ｇｅｎｅ，Ｗｉｌｍｓｔｕｍｏｒ；ｌｅｕｋｅｍｉａ

　　肾母细胞瘤（ｗｉｌｍｓｔｕｍｏｒ，ＷＴ１）基因位于染色体１１ｐ１３

位点，研究者早期认为该基因为 Ｗｉｌｍｓ瘤的抑癌基因
［１］。然

而，随后越来越多的研究提示 ＷＴ１基因可能作为调控造血细

胞增生和（或）分化基因的转录抑制剂或激活剂，并且在白血病

的发生、发展及预后中起重要的作用［２４］。金钗石斛为兰科石

斛属多年生附生草本植物，是中国传统名贵中药，金钗石斛有

益胃生津、延年益寿、抗衰老、抗肿瘤和增强机体免疫力等作

用［５］。它被制成石斛夜光丸等成品药。金钗石斛的药用成分

主要是石斛碱及多糖类物质［６］。多糖类成分是石斛中具有免

疫增强作用的活性成分［７］。本研究旨在探讨髓系白血病细胞

在金钗石斛多糖干预下，采用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检

测 ＷＴ１基因表达水平，确定金钗石斛多糖在髓系白血病中的

药用价值。

１　材料与方法

１．１　材料　急性早幼粒细胞白血病 ＨＬ６０，慢性骨髓性白血

病细胞系Ｋ５６２，骨髓单核细胞白血病 ＷＥＨＩ３由华西科技园

信号转导实验室馈赠。均用 ＲＰＭＩ１６４０含１０％ ＦＢＳ培养；

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８检测细胞凋亡试剂盒、ＲＮＡ提取试剂、逆转录

试剂盒、ＳＹＢＲｇｒｅｅｎⅠ试剂盒购自 ＴＩＧＥＮ 公司；ＷＴ、ｐ５３、

ＢＡＸ和内参 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ公司。采用水

提醇沉的方法提取金钗石斛多糖［８］。

１．２　方法

１．２．１　ＣＣＫ８检测金钗石斛多糖对３种细胞的ＩＣ５０　分别收

集对数生长期的细胞 ＨＬ６０，Ｋ５６２，ＷＥＨＩ３重悬于１０％小

牛血清的ＰＲＩＭ１６４０完全培养基，计数板计数，置于９６孔培

养板，每孔４０００个／１００μＬ，轻摇混匀，３７℃５％ＣＯ２ 孵箱培

养２４ｈ；次日将金钗石斛多糖按１０、３０、６０、１００、２００、３００ｍｇ／Ｌ

加入各孔内，每种细胞每种浓度各设置３个复孔，连续培养４８

ｈ；４８ｈ后取出９６孔板，每孔按１０∶１的比例加入培养基与

ＣＣＫ８的混合物，同时在无细胞的孔内加入该混合物作为空
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白对照，在无菌孵箱中避光培养３ｈ；用 ＭｉｃｒｏＥＬＩＳＡ仪测定

每个孔的吸光度值，设定检测波长为４９０ｎｍ／６３０ｎｍ；以药物

浓度为横坐标，３个孔的平均相对吸光度值为纵坐标，观察各

细胞系的ＩＣ５０。以上实验重复３次。

１．２．２　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８检测细胞凋亡　取对数生长期的３种

细胞，调整浓度为１×１０４ 个／ｍＬ，以每孔０．５ｍＬ接种于２４

孔板，ＲＰＭＩ１６４０含１０％ＦＢＳ培养２４ｈ后，分为处理组和对

照组，处理组加入１００ｍｇ／ｋｇ金钗石斛多糖，对照组不加药物

处理。２４ｈ后，去除培养液，每孔加入０．５ｍＬ固定液，固定１０

ｍｉｎ；去除固定液，用ＰＢＳ清洗２遍，每次清洗３ｍｉｎ，去除液

体；加入０．５ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液，染色５ｍｉｎ，吸尽液体；

滴１滴抗荧光猝灭剂于２４孔板内，荧光显微镜观察。显微镜

下每组细胞记数５个视野，每个视野记数１００个细胞，取平均

值，计算凋亡率。以上实验重复３次。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测３组细胞 ＷＴ１基因表达水平　根据试

剂盒说明书，用Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取对照组和处理组总ＲＮＡ，经

过逆转录为ｃＤＮＡ，保存于－８０℃冰箱或是继续后续实验。

ＲＴＰＣＲ检测处理组和对照组 ＷＴ１基因表达水平。ＷＴ１基

因序列参照 Ｔａｍａｋｉ等
［９］报道方法，ＷＴ１上游引物序列：５′

ＣＣＡＣＡＧＣＡＣＡＧＧＧＴＡＣＧＡＧＡＧ３′，下游引物序列：５′

ＴＣＴＣＡＧＡＴＧＣＣＧＡＣＣＧＡＴＣＡＡ３′，扩增片段长度１５２

ｂｐ；内参基因βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＣＧＣＴＧＣＴＴＧＣＣＡＡＴＡ

ＧＴＡＡＴ３′，下游引物：５′ＣＣＡＣＡＧＧＣＡＴＴＧＴＧＡＴＧＧ

３′。ＲＴＰＣＲ反应条件为：２×ＳＹＢＲｇｒｅｅｎｍｉｘ２０μＬ，上、下游

引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，模板１μＬ，用超纯水扩容至４０μＬ。

条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ；９３℃变性４５ｓ；６０℃退火１ｍｉｎ；

７２℃延伸３０ｓ；共４０个循环，每组ＤＮＡ内参基因、目的基因

各３管，同批次扩增，反应结束后由计算机自动计算定量结果。

以上实验重复３次。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＷＴ１蛋白表达情况　取对数生长

期细胞，按照上述分组，药物作用２４ｈ后提取蛋白，根据ＢＣＡ

蛋白测试试剂盒说明书进行蛋白定量。蛋白样品与ｌｏａｄｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ按１∶１混合后于１００℃中煮沸５ｍｉｎ；取２０～４０μｇ蛋

白上样进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，浓缩胶电压８０Ｖ，分离胶电压

１２０Ｖ；湿法将蛋白转到ＰＶＤＦ膜上，恒流２６０ｍＡ，１２０ｍｉｎ；

５％脱脂奶粉于室温封闭２ｈ；ＰＢＳ稀释一抗，４℃缓慢振荡孵

育过夜，ＰＢＳ洗３次，每次１０ｍｉｎ；ＴＢＳＴ稀释二抗，于室温孵

育２ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每次５～１０ｍｉｎ，避光；Ｏｄｙｓｓｅｙ红外荧光

检测仪扫描。以上实验重复３次。

１．３　统计学处理　所有数据用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分

析。计量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计数资料用率

表示，组间比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　３种细胞系ＩＣ５０检测结果比较　ＣＣＫ８测得３种细胞在

不同药物浓度下的吸光度值，绘制药物剂量效应曲线，根据曲

线估计各细胞系ＩＣ５０范围，再以该范围内的药物浓度处理细

胞，最终测得 ＨＬ６０细胞的ＩＣ５０为（１１０．７１±６．４９）ｍｇ／ｍＬ，

ＷＥＨＩ３细胞的ＩＣ５０为（１０４±４８．５０）ｍｇ／ｍＬ，Ｋ５６２细胞的

ＩＣ５０为（９６．６６±５．１０）ｍｇ／ｍＬ，３种细胞的ＩＣ５０值比较，差异无

统计学意义（犘＞０．０５），见图１。

图１　　３种细胞的金钗石斛多糖ＩＣ５０值

图２　　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测细胞凋亡（×２００）
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２．２　细胞凋亡检测结果　由于３种白血病细胞对金钗石斛多

糖的ＩＣ５０值接近，约为１００ｍｇ／ｍＬ，故在Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８凋亡实

验检测中，处理组均给予１００ｍｇ／ｍＬ金钗石斛多糖处理，对照

组不加药物。经过 Ｈｏｅｃｈｓｔ染色检测细胞凋亡，染色结束后，

荧光显微镜下观察凋亡细胞，每组细胞观察５个视野，每个视

野记数１００个细胞，３种白血病细胞处理组凋亡率均高于对照

组（犘＜０．０５），见表１、图２。

表１　　两组细胞凋亡检测结果比较（％）

组别 ＨＬ６０细胞 Ｋ５６２细胞 ＷＥＨＩ３细胞

对照组 ５．６０ ５．３０ ４．４０

处理组 １９．４０ａ １５．６０ａ １５．２０ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

２．３　３种细胞系在金钗石斛多糖作用下 ＷＴ１基因及蛋白表

达比较　金钗石斛多糖（１００ｍｇ／ｍＬ）刺激后，３种白血病细胞

处理组 ＷＴ１基因表达水平均低于对照组（图３）；３种白血病细

胞处理组 ＷＴ１蛋白表达降低，凋亡相关蛋白Ｐ５３和ＢＡＸ蛋

白表达增加，见图４。

　　
ａ：犘＜０．０５，与对照组比较。

图３　　两组细胞 ＷＴ１基因表达比较

　　－：对照组；＋：处理组。

图４　　两组细胞 ＷＴ１、Ｐ５３和ＢＡＸ蛋白表达比较

３　讨　　论

近几十年来，ＷＴ１基因一直受到研究者和临床医生的关

注，诸多的研究结果表明，ＷＴ１基因与白血病的发生、发展、预

后和耐药方面都有相关性［１０］。金钗石斛为兰科多年生草本植

物，是中国的传统名贵中药材，具有极高的药用价值。金钗石

斛的有效成分主要是石斛多糖和石斛碱，在本研究中，主要探

讨石斛多糖的药理活性，多糖是生物有机体的主要成分之一，

维持着生命的主要功能和活动，目前的研究指出，多糖可以增

强生物体的免疫能力，且具有抗炎、抗肿瘤的作用［１１］。本研究

所用的金钗石斛产于贵州省赤水市，是国家质量监督检验检疫

总局批准的地理标志产品，并认定金钗石斛为赤水道地药材。

在前期的研究中，本课题组探讨了金钗石斛多糖对炎症因子脂

多糖的作用，最终证明金钗石斛多糖具有抗炎的作用［１２］；随

后，在糖尿病研究中，也发现金钗石斛多糖可以改善糖尿病患

者的生存状态和缓解患者的症状［１３］。有研究报道，大黄多糖、

香菇多糖等可以通过调节肿瘤细胞免疫活性的机制来达到抑

制肿瘤生长的目的［１４］，因此，认为金钗石斛多糖对肿瘤细胞应

该也具有较好的抑制作用。在本研究中，主要探讨了金钗石斛

多糖对髓性白血病细胞的影响，首先通过ＣＣＫ８实验，确定金

钗石斛在３种白血病细胞中的ＩＣ５０值；随后用１００ｍｇ／Ｌ的金

钗石斛多糖刺激白血病细胞，经过 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察凋

亡情况，可以明显看出，金钗石斛多糖刺激细胞后，细胞凋亡增

加；通过荧光定量ＰＣＲ和蛋白表达分析，加入金钗石斛多糖

后，白血病细胞 ＷＴ１蛋白表达减低。细胞凋亡和蛋白分析结

果均表明，金钗石斛多糖对白血病细胞具有一定杀伤作用。很

多研究都是通过ＲＴＰＣＲ或是荧光定量ＰＣＲ来检测 ＷＴ１基

因的表达情况［１５１６］，严格来讲，这两种实验方法只能反映 ＷＴ１

基因的ＲＮＡ的表达情况，不能客观的反映实际的 ＷＴ１蛋白

表达水平。本实验采用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ两种技术来

检测 ＷＴ１蛋白的表达水平，结果显示，在金钗石斛多糖刺激

后，３种白血病细胞的 ＷＴ１表达减低，且凋亡相关的蛋白Ｐ５３

和ＢＡＸ表达都是增高的，这也支持了 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８检测的凋

亡结果。有研究表明，ＷＴ１基因可以通过上调ｂｃｌ２的表达水

平，来达到抗凋亡的目的［１７］，在本研究中未见该蛋白表达。以

往的报道中，ＷＴ１作为一种转录调控因子，不仅可以上调很多

生长因子的表达水平，如表皮生长因子（ＥＧＦ）、转化生长因子

（ＴＧＦ）和胰岛素生长因子（ＩＧＦ）等，还可以上调这些生长因子

的受体表达，从而导致细胞增殖速度增加［１８］。本研究结果显

示，金钗石斛多糖可以通过抑制 ＷＴ１的表达水平使白血病细

胞凋亡增多，而 ＷＴ１是否通过这些生长因子或是其受体来导

致肿瘤的恶性增生，金钗石斛是否通过抑制 ＷＴ１基因的表达

水平进而导致肿瘤相关的生长信号表达下调，以及金钗石斛多

糖对常规的化疗药物是否具有增敏作用，都需要进一步研究

证实。
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α７ｎＡＣｈＲ是ＣＡＰ中的关键受体，它的兴奋介导了大部分的

ＡＣｈ在免疫系统中的效应
［１４］。ＩＬ１β具有广泛的生物作用，可

通过自分泌或旁分泌影响其他细胞因子和炎症介质的分泌，诱

导抗原递呈细胞表面免疫分子的表达；其作为Ｔ细胞和Ｂ细

胞的激活和分化因子，可介导免疫球蛋白的分泌、激活补体、杀

伤细胞和吞噬细胞，增强由细胞免疫和体液免疫反应介导的组

织损伤［１５］。在药物诱导大鼠肝损伤模型中ＩＬ１β高表达，应用

护肝药物后可抑制ＩＬ１β表达
［１６］，从而达到护肝作用。本实验

结果显示，ＧＳＳ高剂量组α７ｎＡｃｈＲ受体表达较模型组明显升

高，而ＩＬ１β水平明显降低，提示 ＧＳＳ可激活ＣＡＰ，从而减少

致炎细胞因子如ＩＬ１β的表达，通过抑制炎性反应对抗ＣＣｌ４

诱导的小鼠慢性肝损伤。
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