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　　［摘　要］　目的　探讨铁螯合剂去铁胺（ＤＦＯ）诱导白血病细胞凋亡的分子机制。方法　实验分为 ＤＦＯ组
（终浓度分别为１０、５０、１００μＭ）、ＤＦＯ＋ＦｅＣｌ３（各１０μｍｏｌ／Ｌ）组及空白对照组。用钙黄绿素检测Ｋ５６２细胞可变铁
池。锥虫蓝活细胞拒染实验进行活细胞计数及细胞存活率测定；光镜形态学观察及流式细胞仪方法检测 Ｋ５６２细
胞凋亡；比色法检测ｃａｓｐａｓｅ３活性。结果　（１）ＤＦＯ作用于Ｋ５６２细胞后，随培养时间延长及ＤＦＯ浓度的增加，动
态铁池降低，细胞生存率逐渐下降，凋亡率增加，显示一定的时间剂量依赖性；而ＤＦＯ＋ＦｅＣｌ３组细胞凋亡率与空白
对照组差异无统计学意义。（２）５０μｍｏ／Ｌ、１００μｍｏｌ／ＬＤＦＯ作用于Ｋ５６２细胞２４ｈ时，ｃａｓｐａｓｅ３酶活性升高明显，
与对照组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；相关分析结果显示，Ｋ５６２细胞铁池的荧光改变与 ｃａｓｐａｓｅ３活性变
化呈负相关（ｒ＝－０．８９４，Ｐ＜０．０５）。结论　ＤＦＯ诱导白血病细胞凋亡的作用可能与螯合细胞内铁，降低细胞可
变铁池，激活ｃａｓｐａｓｅ３有关。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（８）：６７４－６７６］
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ｕｓｉｎｇｔｈｅｍｅｔａｌｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐｒｏｂｅｃａｌｃｅｉｎＡＭ．Ｔｈｅｖｉａｂｌｅｃｏｕｎｔａｎｄｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｙｐａｎｂｌｕｅａｓｓａｙ．Ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｕｄｙａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｓｓａｙ．Ｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＡｆｔｅｒＤＦＯｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｌａｂｉｌｅｉｒｏｎｐｏｏｌａｎｄｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｒｅｄｕｃｅｄａｎｄ
ｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎａｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒａｔｅｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＤＦＯ＋ＦｅＣｌ３ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗａｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
Ｔｈｅｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ２４ｈｒｓａｆｔｅｒ５０ａｎｄ１００μｍｍｏｌＤＦＯｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｗａｓａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｃｅｌｌｕｌａｒｌａｂｉｌｅｉｒｏｎｐｏｏｌａｎｄｃａｓｐａｓｅ３
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓ（ｒ＝－０．８９４，Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＤＦＯｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｌｅｕｋｅｍｉｃｃｅｌｌｓｐｏｓｓｉｂｌｙｔｈｒｏｕｇｈ
ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒｌａｂｉｌｅｉｒｏｎｐｏｏｌａｎｄｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（８）：６７４－６７６］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｃａｓｐａｓｅ３；Ｌｅｕｋｅｍｉｃｃｅｌｌ

　　铁是细胞生长所必需的元素之一，人体内许多
酶的合成及其活性的维持都依赖于铁，许多基因的

表达也受细胞内铁水平的影响。研究表明，铁螯和

可抑制白血病细胞生长，诱导其凋亡［１］，其作用可

能与铁螯合剂导致肿瘤细胞可变铁池（ｌａｂｉｌｅｉｒｏｎ
ｐｏｏｌ，ＬＩＰ）的改变有关，但无细胞铁ＬＩＰ变化的直接

证据，是否与ｃａｓｐａｓｅ级联反应有关也尚不清楚［２］。

本研究以白血病细胞 Ｋ５６２为研究对象，观察去铁
胺（ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ，ＤＦＯ）诱导白血病细胞凋亡过程
中细胞铁池及ｃａｓｐａｓｅ３的改变，进一步阐明铁剥夺
诱导白血病细胞凋亡的可能机制，为探索儿童白血

病治疗的新方法提供初步的实验依据。
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１　材料与方法

１．１　材料
Ｋ５６２细胞 （本室保存）；ＤＦＯ （Ｇｉｂａ公司

０６９８）；ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ公司）；特级新生牛血清
（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；ｃａｌｃｅｉｎＡＭ（ＦＷ９９８．９Ｓｉｇｍａ公
司）；ＢＩＰ（２，２Ｂｉｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＦＷ１５６．２Ｓｉｇｍａ公司），
ＤＭＳＯ（上海试剂公司）。ｃａｓｐａｓｅ３检测试剂盒
（ＣＨＥＭＩＣＯＮ（Ｎｏ．ＡＰＴ１３１）；兔抗人 ｃａｓｐａｓｅ３多克
隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，Ｕ．Ｓ．Ａ）。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　　将Ｋ５６２细胞置于含体积分数
为１０％灭活小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，３７℃、
体积分数为５％的ＣＯ２培养箱中悬浮培养，２～３ｄ传
代一次，取对数生长期细胞进行实验。细胞浓度为

１×１０６／ｍＬ，０．１％台盼蓝鉴定活性在９８％以上。
１．２．２　细胞周期同步化　　采用血清饥饿法，将
Ｋ５６２细胞置于无血清培养基中，培养４８ｈ，重悬于
含有血清的培养基中。

１．２．３　实验分组　　根据有关文献报道及临床用
药剂量［３］，经预实验选择 ＤＦＯ浓度 １０μｍｏｌ／Ｌ、
５０μｍｏｌ／Ｌ、１００μｍｏｌ／Ｌ为实验浓度，加于 Ｋ５６２细
胞培养基中。实验分为对照组、ＤＦＯ（终浓度分别为
１０μｍｏｌ／Ｌ、５０μｍｏｌ／Ｌ、１００μｍｏｌ／Ｌ）组、ＤＦＯ＋ＦｅＣｌ３
（各１０μｍｏｌ／Ｌ）组。每组设２个复孔，实验重复３
次，以生理盐水代替ＤＦＯ作为空白对照。分别于第
６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ收集细胞，观察不同浓度 ＤＦＯ
对Ｋ５６２细胞增殖及凋亡的影响。
１．２．４　细胞ＬＩＰ检测　　参考文献［４］提供的方法，

略加改进。钙黄绿素是一种荧光染料，可以主动穿

过细胞膜，在细胞内乙酰甲基化酯被分解，ｃａｌｃｅｉｎ
即游离出来。在细胞内，ｃａｌｃｅｉｎ可以与 Ｆｅ２＋，Ｆｅ３＋

可逆性结合，几乎不与其他金属离子结合，对添加铁

螯合剂所增加的荧光几无影响。用０．２５μｍｏｌ／Ｌ钙
黄绿素负荷细胞，添加锥虫蓝（０．２５μｇ／ｍＬ）以猝灭
细胞外过多的钙黄绿素，测定荧光后，再加入ＢＩＰ螯
合钙黄绿素结合的铁，再检测荧光值，二者的差值即

为细胞内ＬＩＰ的变化量。
１．２．５　细胞凋亡检测　　分别取培养不同时间点
的Ｋ５６２细胞，行苏木精伊红染色形态学观察及流
式细胞仪检测细胞凋亡率及细胞周期分布。

１．２．６　ｃａｓｐａｓｅ３活性测定　　采用比色法检测
ｃａｓｐａｓｅ３（基于 ｐＮＡ标记底物的比色法）活性，依

照说明操作。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件分析，各组细胞凋亡

率及ｃａｓｐａｓｅ３活性比较采用方差分析，两两比较用
ｑ检验，ｃａｓｐａｓｅ３活性与细胞 ＬＩＰ的关系用相关分
析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　细胞ＬＩＰ测定
荧光光度计（激发波长：４９５ｎｍ；发射波长：

５３０ｎｍ）检测对照组及ＤＦＯ组４８ｈ荧光变化量，本
研究结果显示５０μｍｏｌ／Ｌ及１００μｍｏｌ／ＬＤＦＯ可降
低Ｋ５６２细胞 ＬＩＰ，与对照组比较，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。见图１。
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　　图１　ＤＦＯ作用Ｋ５６２细胞４８ｈＬＩＰ改变　ａ：与对照组
比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与其他３组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　形态学观察及流式细胞仪检测 ＤＦＯ对 Ｋ５６２
细胞凋亡的作用

不同浓度的 ＤＦＯ作用于 Ｋ５６２细胞 ６～４８ｈ，
形态学检测均可见凋亡细胞。随 ＤＦＯ浓度升高，凋
亡率逐渐增加，在４８ｈ时凋亡率最高（表１），显示
ＤＦＯ诱导Ｋ５６２细胞凋亡有剂量及时间依赖性。与
等当量ＦｅＣｌ３共同作用于Ｋ５６２细胞时，凋亡率与对
照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．３　ｃａｓｐａｓｅ３活性在Ｋ５６２细胞凋亡中的变化

结果显示，Ｋ５６２细胞在不同浓度的ＤＦＯ作用下，
ｃａｓｐａｓｅ３的活性逐渐升高。５０μｍｏｌ／Ｌ、１００μｍｏｌ／Ｌ
ＤＦＯ作用于Ｋ５６２细胞２４ｈ时，ｃａｓｐａｓｅ３酶活性升
高明显，与对照组相比，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．００１）；６ｈ时，各浓度组之间 ｃａｓｐａｓｅ３活性
水平比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图２。
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表１　ＤＦＯ浓度及培养时间对Ｋ５６２细胞凋亡的影响　（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别
细胞凋亡率（％）

６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
对照组 １．３３±０．５６ １．３５±０．４１ ２．２３±０．５９ ５．６７±１．６７
１０μｍｏｌ／ＬＤＦＯ １．４２±０．６２ １．５３±０．５６ ３．４３±１．２７ ９．６３±３．９２ａ

５０μｍｏｌ／ＬＤＦＯ １．４８±０．３６ ６．８７±２．３０ａ，ｂ １７．９７±３．８５ａ，ｂ ３２．６７±４．８４ａ，ｂ

１００μｍｏｌ／ＬＤＦＯ １．８３±０．５３ ９．７２±３．９９ａ，ｂ ２３．０７±７．０４ａ，ｂ，ｃ ４２．６７±９．３５ａ，ｂ，ｃ
ＤＦＯ＋ＦｅＣｌ３ １．１８±０．２４ １．５５±０．３８ｃ，ｄ ２．５５±０．９１ｃ，ｄ ７．３０±１．１４ｃ，ｄ

Ｆ值 １．４６４ １８．６２ ３９．５５１ ５９．４３
Ｐ值

#

０．０５
$

０．０５
$

０．０５
$

０．０５

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与１０μｍｏｌ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与５０μｍｏｌ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与１００μｍｏｌ／Ｌ比较，Ｐ＜０．０５。
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　　图２　ＤＦＯ对 Ｋ５６２细胞 ｃａｓｐａｓｅ３活性的影响　ａ：与
同时间点对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与同组其他时间点比较，Ｐ＜０．０１

２．４　细胞ＬＩＰ和凋亡率与ｃａｓｐａｓｅ３活性的相关关
系

相关分析结果显示，Ｋ５６２细胞 ＬＩＰ的改变与
ｃａｓｐａｓｅ３活性呈负相关（ｒ＝－０．８９４，Ｐ＜０．０５）；细
胞凋 亡 率 与 ｃａｓｐａｓｅ３活 性 呈 正 相 关 关 系
（ｒ＝０．９４６，Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

已有的研究显示，一定量的铁可促进肿瘤细胞

生长，而铁螯合可诱导肿瘤细胞凋亡，并推测与铁螯

合剂导致肿瘤细胞内铁的改变有关［５］。由于缺少

检测ＬＩＰ的方法，则无法提供细胞铁 ＬＩＰ变化的直
接证据。铁通过内吞膜转入胞浆后进入细胞内铁

池，称之为ＬＩＰ，参与机体的许多生理病理过程。本
研究结果显示，ＤＦＯ降低了细胞的 ＬＩＰ，且呈现剂
量依赖性。该实验结果提供了ＤＦＯ作用下，细胞内
铁池变化的直接证据。

细胞凋亡主要是由一系列高度调控的半胱氨酸

蛋白酶 ｃａｓｐａｓｅ级联反应事件的结果［６］。ｃａｓｐａｓｅ３
是凋亡过程中激活的关键激酶，通过降解细胞内相

关的底物使细胞死亡。本研究结果显示，Ｋ５６２细
胞在ＤＦＯ的作用下，随作用时间的延长及浓度的

增加，ｃａｓｐａｓｅ３的活性逐渐升高，呈现出时间及剂
量依赖性。相关分析显示，细胞 ＬＩＰ下降与
ｃａｓｐａｓｅ３活性升高呈负相关，进一步表明 ｃａｓｐａｓｅ３
在ＤＦＯ诱导Ｋ５６２细胞凋亡过程中起重要作用。

ｃａｓｐａｓｅ３被 激 活 的 通 路 有 线 粒 体 途 径、
Ｆａｓ／ＦａｓＬ信号途径、ＴＮＦＲ１信号途径、内质网通
路［７］。不同途径下传的凋亡信号，最终激活

ｃａｓｐａｓｅ３，导致细胞凋亡。本研究结果表明，ＤＦＯ
可能通过螯合细胞内铁，使细胞内 ＬＩＰ降低，诱导
细胞凋亡，而且可通过对 ｃａｓｐａｓｅ３的激活实施细
胞凋亡。但有关凋亡过程中细胞铁的改变与

ｃａｓｐａｓｅ３间的信号转导途径及ｃａａｓｐａｓｅ级联反应之
间的关系尚待进一步研究。

［参　考　文　献］

［１］　汤有才，贾国存，李丰益，廖清奎，张冬梅，王军．铁剥夺抗
Ｋ５６２细胞的增殖作用及机制［Ｊ］．实用儿科临床杂志，２００７，
２２（３）：１８０１８２．

［２］　ＭｅｇｇｉａｔｏＴ，ＣａｌａｂｒｅｓｅＦ，ＤｅＣｅｓａｒｅＣＭ，ＢａｌｉｅｌｌｏＥ，ＶａｌｅｎｔｅＭ，
ＤｅｌＦａｖｅｒｏＧ．ＣＪＵＮａｎｄＣＰＰ３２（ＣＡＳＰＡＳＥ３）ｉｎｈｕｍａｎｐａｎ
ｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ：ｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｅａｔｈ［Ｊ］．Ｐａｎｃｒｅ
ａｓ，２００３，２６（１）：６５７０．

［３］　ＧａｏＪ，ＬｏｖｅｊｏｙＤ，ＲｉｃｈａｒｄｓｏｎＤＲ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｒｏｎｃｈｅｌａｔｏｒｓｗｉｔｈ
ｐｏｔｅｎｔａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎ
ｖｏｌｖｅｄｉｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＲｅｄｏｘＲｅｐ，
１９９９，４（６）：３１１３２２．

［４］　ＥｐｓｚｔｅｊｎＳ，ＫａｋｈｌｏｎＯ，ＧｌｉｃｋｓｔｅｉｎＨ，ＢｒｅｕｅｒＷ，ＣａｂａｎｔｃｈｉｋＩ．
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｌａｂｉｌｅｉｒｏｎｐｏｏｌｏｆｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍ，１９９７，２４８（１）：３１４０．

［５］　贾国存，刘玉峰，汤有才，李丰益，房定珠，廖清奎．去铁胺联合
阿糖胞苷诱导ＨＬ６０细胞凋亡作用实验研究［Ｊ］．中国当代儿
科杂志，２００３，５（４）：３６８３７０．

［６］　ＧｒｅｅｎｅＢＴ，ＴｈｏｒｂｕｒｎＪ，ＷｉｌｌｉｎｇｈａｍＭＣ，ＴｈｏｒｂｕｒｎＡ，Ｐｌａｎａｌｐ
ＲＰ，ＢｒｅｃｈｂｉｅｌＭＷ，ｅｔａｌ．ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅｐａｔｈｗａｙｓｄｕｒｉｎｇ
ＩｒｏｎＣｈｅｌａｔｏｒｍｅｄｉａｔｅｄＡｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００２，２７７
（２８）：２５５６８２５５７５．

［７］　ＲｏｙＳ，ＢａｙｌｙＣＩ，ＧａｒｅａｕＹ，ＨｏｕｔｚａｇｅｒＶＭ，ＫａｒｇｍａｎＳ，Ｋｅｅｎ
ＳＬ，ｅｔａｌ．Ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｅｎｚｙｍｅｄｏｒｍａｎｃｙｂｙａｎ
ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ＂ｓａｆｅｔｙｃａｔｃｈ＂ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｔｒｉｐｅｐｔｉｄｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄ
ＳｃｉＵＳＡ，２００１，２２（１１）：６１３２６１３７．

（本文编辑：徐福兰）

·６７６·




