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桃儿七联合伊马替尼对慢性粒细胞白血病

K562细胞增殖的影响
蔡佳1  周芳竹1  仁青巴松2  旺堆2  黄峥兰1  王欣3*  冯文莉1*

(1重庆医科大学检验医学院临床检验诊断学教育部重点实验室, 重庆 400016; 2西藏昌都地区藏医院, 西藏 854000;
 3重庆医科大学附属第一医院血液内科, 重庆 400016)

摘要      该文探讨了桃儿七联合伊马替尼对慢性粒细胞白血病K562细胞增殖的影响。采用

桃儿七、伊马替尼(imatinib, IM)单独和联合处理K562细胞, CCK8法和克隆形成实验检测药物对

K562细胞生长抑制的影响; 流式细胞术检测药物处理之后K562细胞周期的变化; 间接免疫荧光法

以及蛋白印迹法检测药物对BCR-ABL及其下游JAK/STAT信号通路相关分子的影响。结果显示, 
与桃儿七或IM单用相比, 两药连用能更有效地抑制K562细胞的生长及克隆形成, 能将K562细胞周

期有效地阻滞在G2/M期。BCR-ABL融合蛋白及其下游STAT5信号通路分子表达及磷酸化水平明

显减少。以上结果表明, 桃儿七和低浓度IM联合处理具有协同效应, 能有效地抑制K562细胞的增

殖, 其机制可能与细胞周期阻滞和BCR-ABL-JAK-STAT5信号通路抑制有关。
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Abstract       To investigate the effects of Sinopodophyllum hexundrum combined with imatinib (IM) on 
proliferation of chronic myeloid leukemia K562 cells. K562 cells were treated with Sinopodophyllum hexundrum 
Imatinib, and joint processing, the effect of growth inhibition of K562 cells was detected by CCK8 and cell clon-
ing assay method. Cell cycles were measured by flow cytometry analysis (FCM). Indirect immunofluorescence and 
Western blotting were used to detect the effects of the fusion BCR-ABL protein and its downstream JAK/STAT 
signaling pathway-related molecules. The results showed that compared with the use of Sinopodophyllum hexun-
drum or IM alone, the Sinopodophyllum hexundrum combined with IM can inhibit the growth and clonal formation 
of K562 cells more effectively, and block the K562 cell cycle in the G2/M phase. The expression and phosphoryla-
tion levels of BCR-ABL fusion protein and its downstream STAT5 signaling pathway were significantly reduced. 
In conclusion, Sinopodophyllum hexundrum and Imatinib has a synergistic effect and can inhibit the proliferation 
of K562 cells in chronic myeloid leukemia, which may be related to cell cycle arrest and inhibition of BCR-ABL-
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JAK-STAT5 signaling pathway.
Keywords       Sinopodophyllum hexundrum; chronic myeloid leukemia; imatinib; JAK-STAT5 signal path-

ways; cell proliferation

慢性粒细胞白血病 (chronic myeloid leukemia, 
CML), 简称慢粒, 是一类血液系统的恶性肿瘤, 90%
以上的慢粒患者细胞中存在由t(9;22)(q34;q11)形成

的BCR-ABL融合基因, 其编码产生的BCR-ABL融
合蛋白具有异常增高的酪氨酸激酶活性, 激活下游

等多条信号通路, 导致血液细胞的恶性转化[1-3]。目

前, 慢粒治疗主要依赖于放化疗以及酪氨酸激酶抑

制剂(tyrosine kinase inhibitors, TKIs), 其中伊马替尼

(imatinib, IM)作为临床一线用药, 在慢粒的治疗上

取得了良好疗效, 延长了患者的生存率[4]。然而近年

来患者向急变期转变以及对TKIs耐药的现象日趋普

遍, 因此, 寻找新的慢粒治疗方法是亟待解决的重要

问题[5]。

桃儿七 (Sinopodophyllum hexundrum)是小蘖科

桃儿七属植物, 最早于喜马拉雅山脉地区被发现, 于
2005年被中国药典收载[6]。桃儿七是一种广谱的抗

肿瘤药物, 以往有研究学者发现, 桃儿七根醇提物可

显著抑制人乳腺癌MCF-7细胞的生长[7]。此外, 有文

献报道, 桃儿七的叶萃取物可以通过调节HeLa细胞

内DNA损伤机制从而选择性地抑制宫颈癌细胞的

增殖[8]。桃儿七的主要成分为鬼臼毒素, 其对小鼠移

植性肝癌有明显的抑制作用[9]。但桃儿七对慢粒急

变期K562细胞的增殖影响尚不清楚。因此, 本研究

初步探讨桃儿七联合IM对K562细胞增殖的影响及

可能的作用机制, 以期为慢粒的临床治疗提供新的

思路。

1   材料与方法
1.1   材料

桃儿七由西藏昌都地区藏医院提供并鉴定其

品质, 避光保存, 使用前用RPMI 1640培养基稀释。

IM购于瑞士诺华制药有限公司。CCK8试剂购自索

莱宝科技有限公司。RPMI 1640培养基、胎牛血清

(FBS)购自美国Gibco公司。甲基纤维素购自德国

Sigma公司。p-BCR-ABL、BCR-ABl抗体以及P73、
P27抗体购自美国Cell signaling technology公司。

NF-κB抗体购自英国Abcam公司。β-actin抗体购自

三箭生物公司。c-MYC抗体购自美国Origene公司。

试验中所用仪器主要为酶标仪、相差倒置显微镜、 
倒置荧光显微镜、流式细胞仪、化学发光仪。

1.2   细胞及其培养

慢粒急变期K562细胞由本课题组保存。K562
细胞用含1%双抗和10% FBS的RPMI 1640培养基 , 
置于37 °C、5%的二氧化碳培养箱中培养。取对数

生长期的细胞进行后续的实验。

1.3   CCK8法检测K562细胞活性

K562细胞按 2×103个 /孔的密度接种于 96孔
板, 每孔总体积100 μL。5个实验分组如下: 空白

对照组(RPMI 1640培养基)、DMSO对照组(0.01% 
DMSO)、IM处理组(1 μmol/L的低浓度IM)、桃儿

七处理组(2 μg/mL桃儿七)、桃儿七联合IM处理组

(2 μg/mL桃儿七和1 μmol/L IM)。以上每组设5个
复孔, 均培养12 h、24 h、48 h、72 h、96 h后, 加入

CCK8, 37 °C孵育4 h, 于酶标仪上测定波长492 nm
处吸光度值。

1.4   克隆形成实验检测K562细胞的克隆数

K562细胞分组和处理方法同1.2, 48 h后处理细

胞, 500 r/min离心5 min, 重悬计数, 每组取300个细

胞铺于24孔板, 设2个复孔。置于37 °C,  5% CO2细

胞孵箱中培养10天, 倒置显微镜下计数细胞克隆的

数量。

1.5   间接免疫荧光检测K562细胞中BCR-ABL融
合蛋白的表达量

按1×106/mL的细胞密度将K562细胞铺板于10 cm 
细胞培养皿中,  分组及处理按照1.3处理方法。涂片

自然干燥之后。4%多聚甲醛室温固定15 min, PBS洗
涤3遍; 0.1% Triton X-100室温处理15 min, PBS洗涤

3遍; 之后山羊血清4 °C封闭1 h; 加入一抗4 °C孵育

过夜, 洗涤之后二抗室温孵育1 h, PBS洗涤; 室温条

件下DAPI处理15 min, PBS冲洗之后自然干燥, 最后

甘油封片, 荧光显微镜下观察并记录结果。

1.6   流式细胞术检测K562细胞周期的变化

按照1×106/mL的细胞密度铺板于10 cm的细胞

培养皿中, 分组及处理同前1.3, 48 h之后收集细胞, 
PBS洗涤2遍, 70%的乙醇重悬细胞, 4 °C固定过夜, 
后续送重庆医科大学生命科学研究院流式检测细胞
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周期。

蛋白印迹法检测BCR-ABL-JAK-STAT5信号通

路及周期相关蛋白的表达情况

将K562细胞 (1×106/mL)接种于 10 cm细胞培

养皿中, 处理方式及时间同前1.3; 收细胞, 提总蛋

白; 经BCA法测定后, 每孔加样50 μg进行10% SDS-
PAGE电泳分离蛋白, 转膜后用含5%的脱脂奶粉

TBST缓冲液室温封闭2 h, 一抗4 °C孵育过夜; 洗涤

之后室温孵育二抗2 h。化学发光显示条带, 并记录

结果。

1.7   统计学分析

实验数据采用GraphPad Prism5软件进行分析, 
实验结果的计量数据用均数±标准差(x±s)表示, 组
间比较采用单因素方差分析(One-Way ANOVN), 以
P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   CCK8检测桃儿七联合低浓度IM对K562细
胞生长的抑制

分别给予K562细胞桃儿七、低浓度IM单独以及

联合处理, CCK8检测细胞生长情况。统计学分析桃

儿七和IM的IC50值分别为2.36 μg/mL、3.379 μmol/L。
结果显示, 与空白对照以及单药处理组相比, 联合处

理组能有效地抑制K562细胞的增殖, 且差异有统计

学意义(P<0.001)(图1)。最终选取2 μg/mL桃儿七和

1 μmol/L的IM作用48 h作为处理条件。

2.2   桃儿七联合低浓度IM对K562细胞克隆形成

能力的影响

K562细胞经过桃儿七、低浓度IM单独处理以

及联合处理48 h之后, 克隆形成结果显示, 与空白

组(140.7±17.3)和低浓度IM处理组(56.3±2.1)的克隆

数及大小相比, 联合处理组(10.7±2.9)的克隆数显著

减少, 克隆大小明显缩小, 差异均具有统计学意义

(P<0.001)(图2)。克隆形成实验表明, 桃儿七联合低

浓度IM处理对K562细胞的增殖有明显的抑制作用。 
2.3   间接免疫荧光检测桃儿七联合低浓度IM对

BCR-ABL融合蛋白表达的影响

免疫荧光结果显示, 处理48 h后, 空白组、

DMSO组以及低浓度IM处理组比较, 融合蛋白BCR-
ABL的表达量没有变化(图3)。桃儿七以及桃儿七联

合低浓度IM处理组与对照组相比, 其BCR-ABl蛋白

的表达量明显下降。

2.4   流式细胞术检测桃儿七联合低浓度IM对

K562细胞周期的影响

流式细胞术结果(图4)显示, 空白对照组和DMSO
对照组G2/M期所占比例分别是16.92%和12.51%, 而桃

儿七(2 μg/mL)处理K562细胞48 h之后, G2/M期细胞所

占比例为29.51%, 与对照组相比, 差异具有统计学意

K562细胞分别以Sinopodophyllum hexundrum(2 μg/mL)、IM(1 μmol/L)和Sinopodophyllum hexundrum(2 μg/mL)联合IM(1 μmol/L)作用12 h、24 h、
48 h、72 h、96 h后检测吸光度值。***P<0.001, 联合处理组分别与对照组和单药组比较。

The absorbance value of K562 cells were treated with Sinopodophyllum hexundrum (2 μg/mL), IM (1 μmol/L) and Sinopodophyllum hexundrum (2 μg/mL) 
combined with IM (1 μmol/L) for 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h. ***P<0.001, the combined treatment group was compared with the blank control group 
and the single drug group, respectively. 

图1   CCK8检测桃儿七联合低浓度IM处理对K562细胞增殖的响

Fig.1   The effects on cell proliferation of Sinopodophyllum hexundrum combined with 
low concentration imatinib on K562 cells was tested by CCK8
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A: 桃儿七、IM以及两药联合处理K562细胞48 h后的细胞克隆结果; B: 处理后的克隆数量。***P<0.001。
A: cell clone results of 48h after treatment of K562 cells with Sinopodophyllum hexundrum, IM and Sinopodophyllum hexundrum combined with IM; B: 
number of cell clones after treatment. ***P<0.001.

图2   桃儿七联合低浓度IM作用对K562 细胞克隆形成能力的影响

Fig.2   Effects of Sinopodophyllum hexundrum combined with low concentration imatinib 
on the colony forming ability of K562 cells
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图3   桃儿七联合低浓度IM作用对K562 细胞BCR-ABL融合蛋白合成的影响

Fig.3   The Effects of Sinopodophyllum hexundrum combined with low concentration  imatinib 
on the synthesis of BCR-ABL fusion protein in K562 cells
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义(P<0.001)。桃儿七联合低浓度IM处理K562细胞

48 h之后, G2/M期细胞占比80.24%, 比例明显增高, 
与伊马替尼单独处理组相比, 差异具有统计学意义

(P<0.001)。以上结果表明, 桃儿七联合低浓度IM用

药能将K562细胞周期阻滞在G2/M期, 从而抑制拓扑

异构酶的活性, 致使DNA断裂, 抑制K562细胞的增

殖。

2.5   桃儿七联合低浓度IM对BCR-ABL及其下游

STAT信号通路相关分子的影响

K562细胞经桃儿七、低浓度IM单独以及联合

处理48 h后, 结果显示, 与空白对照组和单药处理组

相比, 联合处理组中BCR-ABL(各组灰度值102.07、
96.31、93.91、84.82、55.26)和STAT5(各组灰度值

93.66、80.48、49.63、26.44、10.07)以 及c-MYC蛋

A: K562细胞经过桃儿七、IM单药以及联合处理48 h后, 流式检测细胞周期; B: GraphPad Prism 5软件定量分析对照组和不同处理组的周期; C: 
对照组和不同处理组G2/M期结果。***P<0.001。
A: cell cycle results of flow cytometry after K562 cells were treated with Sinopodophyllum hexundrum, IM monotherapy and combined treatment for 
48 h; B: quantitative analysis of cell cycle results of the control group and different treatment groups by GraphPad Prism5; C: G2/M phase results of the 
control group and different treatment groups by GraphPad Prism 5. ***P<0.001.

图4   流式细胞术检测IM、桃儿七单独以及联合作用对K562细胞周期的影响

Fig.4   Flow cytometry analysis of the effect of Sinopodophyllum hexundrum combined with Imatinib on K562 cell cycle
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白表达量均减少, 磷酸化的p-BCR-ABL、p-STAT5
减少 (图 5)。同时介导 BCR-ABL转录的核因子

NF-κB以及调控周期相关蛋白P73、P27表达水平也

明显下降。实验结果表明, 桃儿七联合低浓度IM可

能是通过下调BCR-ABL-JAK-STAT5信号通路的蛋

白表达水平, 从而抑制慢粒K562细胞的增殖。

3   讨论
慢粒是一种恶性克隆增生性血液疾病, 在白血

病中其发病率约占11%[10]。临床上将慢粒分为慢性

期、加速期、急变期, 由于多种原因的存在, 慢性期

的患者极易向急变期转变, 导致对一般的化疗敏感

性降低[11-13]。目前IM作为慢粒治疗的一线用药, 临
床慢粒患者约有60%取得缓解[14], 但仍有约30%的

患者产生耐药性[15]。此外, 患者一旦进入急变期则

迅速向急性粒细胞白血病或急性淋巴细胞白血病转

变。近年来研究发现, 一些药物和TKIs连用能发挥

协同效应, 对TKIs耐药的慢粒患者治疗有效[14]。

具有异常增高的酪氨酸激酶活性的BCR-ABL
融合蛋白在CML发病中起重要作用, 该蛋白可激活

下游JAK-STAT5、PI3K-AKT和RAS-MAPK等多条

信号通路, 导致血细胞恶变[1-3]。其中JAK是一类位
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图5   桃儿七联合低浓度IM对BCR-ABL及其下游STAT5信号通路的影响

Fig.5   Effects of Sinopodophyllum hexundrum on combined with low concentration of Imatinib 
on BCR-ABL and its downstream STAT5 signaling pathway

于胞质的非受体型酪氨酸蛋白激酶, STATs是JAK激

酶的作用底物[15]。JAK/STAT信号通路是多种细胞

因子和生长因子在细胞内传递信号的共同途径, 对
于调节细胞增殖、分化、迁移等具有重要作用[16]。

JAK受到BCR-ABL融合蛋白激活后, 其受体分子二

聚化, 导致胞质中的JAK-JAK交互酪氨酸磷酸化而

活化, 从而使STATs与受体上磷酸酪氨基残基结合实

现磷酸化。p-STATs表达的升高, 能增加JAK-STAT
信号通路下游相关分子(如c-MYC等)的表达, 从而

调节肿瘤细胞的增殖[17]。IM作为酪氨酸激酶抑制

剂之一, 能有效地降低p-BCR-ABL和p-STATs蛋白的

磷酸化水平, 从而抑制慢性粒细胞白血病K562细胞

的增殖。

有研究表明, 我国传统中药桃儿七作用K562细
胞后能与微管蛋白结合, 阻止微管蛋白与染色体结

合, 影响DNA拓扑异构酶的作用从而抑制K562细胞

的增殖和周期相关蛋白的表达[18]。同时高玉桥等[19]

对中药治疗肿瘤所涉及的JAK/STAT信号通路做了

总结, 发现小檗碱、姜黄素、苦参碱等中药对肝癌、

宫颈癌等有积极的治疗作用, 其可能的机制为下调

JAK-STAT信号通路中蛋白表达水平, 阻断细胞信号

转导, 从而抑制癌细胞增殖。
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为了初步探讨桃儿七联合低浓度IM抑制K562
细胞增殖的机制, 本实验以慢粒K562细胞为研究对

象, CCK8和克隆形成实验结果表明, 桃儿七联合低

浓度IM能有效地抑制K562细胞的生长以及其克隆

形成。流式细胞术结果显示, 桃儿七联合低浓度IM
能将K562细胞大量阻滞在G2/M期。间接免疫荧光

结果表明, 与对照组相比联合处理组中BCR-ABL融
合蛋白表达减少。蛋白印迹实验结果发现, K562细
胞经过两药联用处理后, BCR-ABL、p-BCR-ABL以
及其下游的STAT5、p-STAT5蛋白表达或磷酸化水

平降低, 并减少NF-κB、c-MYC以及p73、p27周期

相关蛋白的表达, 从而抑制了K562细胞的增殖。以

上结果表明, 桃儿七联合低浓度IM抑制K562细胞增

殖的作用机制可能与下调JAK/STAT信号通路以及

阻滞周期有关。本实验为桃儿七治疗慢粒奠定了研

究基础, 也为IM联合用药提供了新的思路, 有利于

深入开发传统中草药在白血病治疗中的应用价值。
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