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PI3K/AKT 通路在二烯丙基二硫诱导 K562 细胞
凋亡中的作用机制研究

肖亮 1　殷小成 2　曹强强 2

（南华大学附属第一医院儿科，湖南 衡阳　421001）

［摘要］　目的　研究 PI3K/AKT 信号通路在二烯丙基二硫（DADS）诱导 K562 细胞凋亡中的作用。

方法　用 10、20、40、80 mg/L DADS 处理 K562 细胞 48 h，采用吖啶橙 / 溴化乙啶（AO/EB）染色法倒置显

微镜观察细胞形态学变化；AnnexinV-FITC/PI 双染法检测细胞凋亡率；Western blot 技术检测 AKT、p-AKT、

Caspases-3 蛋白的表达，并设置空白对照组和溶媒对照组。结果　DADS 作用 K562 细胞 48 h 后，细胞出现体

积缩小、形态不规则、胞膜突出等凋亡特征。AO/EB 染色显示：随 DADS 浓度增加，胞体缩小、胞核呈固缩

状或圆珠状，染色质凝集，核染色呈橘红色的凋亡细胞数增多，以 40 mg/L DADS 组最明显。10、20、40、

80 mg/L DADS 组的凋亡率均高于对照组（P<0.05）。各浓度 DADS 处理组的 AKT 蛋白表达差异无统计学意义

（P>0.05）；随 DADS 浓度增加，p-AKT 蛋白逐渐下降、Caspases 3 蛋白逐渐升高，差异有统计学意义（P<0.05）。

结论　DADS 诱导 K562 细胞发生凋亡，其机制可能与 DADS 抑制 PI3K/AKT 信号通路的表达相关。
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Abstract: Objective    To study the role of the PI3K/AKT signaling pathway in the diallyl disulfide (DADS)-
induced apoptosis of K562 cells. Methods    K562 cells in the logarithmic growth phase were treated with 10, 20, 40, 
or 80 mg/L DADS for 48 hours, then fixed and stained with acridine orange/ethidium bromide (AO/EB), and examined 
for cellular morphological changes under an inverted microscope. Annexin V-FITC/PI staining was used for determining 
the apoptotic rates, and Western blot for measuring the expression of AKT, p-AKT, and Caspase-3. Two control 
groups, blank and solvent, were used as references. Results    K562 cells treated with DADS for 48 hours exhibited 
the characteristic morphological features of apoptosis including cell shrinkage, irregular cell shape, and membrane 
blebbing. AO/EB staining results demonstrated that the number of apoptotic cells with cell shrinkage, pyknotic or 
bead-like nuclei, chromatin condensation, and orange staining increased with the increasing DADS concentration, and
40 mg/L DADS had the most significant effect. The apoptotic rates of cells treated with 10, 20, 40, and 80 mg/L DADS 
were all significantly higher than those in the control groups (P<0.05). There were no significant differences in AKT 
protein expression between the K562 cells treated with different concentrations of DADS; the p-AKT protein expression 
decreased with the increasing DADS concentration, while the Caspases-3 protein expression increased with the 
increasing DADS concentration (P<0.05). Conclusions    DADS induces the apoptosis of K562 cells, probably through 
inhibiting the protein expression in the PI3K/AKT signaling pathway.    

[Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(10): 1050-1054]
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二 烯 丙 基 二 硫（diallyl disulfide, DADS） 是

从大蒜中提取的含硫化合物，具有诱导癌细胞凋

亡、抵抗病原体、调节机体免疫、预防心血管病

等特性 [1-2]。PI3K/AKT 信号通路是细胞内阻碍肿

瘤细胞凋亡的主要信号通路之一 [3]。研究表明，

慢性粒细胞白血病融合基因 BCR/ABL 可持久性地

活化 PI3K/AKT 信号通路，从而阻碍白血病细胞凋

亡，导致慢粒发生 [4]。本课题组前期研究表明 [5]，

DADS 可诱导 K562 细胞发生凋亡，并具有时间、

剂量依赖性。但 DADS 诱导 K562 细胞凋亡过程中 

PI3K/AKT 信号通路所起的作用尚不清楚。本文旨

在进一步探讨 DADS 诱导 K562 细胞发生凋亡的作

用机制，为 DADS 应用于临床提供实验基础。

1　材料与方法

1.1　主要材料

人 K562 细胞株购于中国典型培养物保藏中

心。DADS 从 Fluka 公司购买；小牛血清：杭州四

季青；RPMI1640：美国 HyClone；AnnexinV-FITC/

PI 双染试剂盒、吖啶橙 / 溴化乙啶（AO/EB）染液、

蛋白磷酸酶抑制剂：北京索莱宝；兔抗人 PI3K

（S-473）一抗：美国 Cell Signaling Technology；兔

抗人 Caspases-3 一抗：美国 Epitomics； 兔抗人 β-actin

一抗、山羊抗兔 IgG：北京博奥森公司。

1.2　细胞培养及分组

细 胞 培 养 基 为 含 有 10% 新 生 小 牛 血 清 的

RPMI 1640。在 37℃，饱和湿度，5%CO2 孵箱中培养，

每 3~4 d 换液传代。取对数生长期的 K562 细胞，

调整细胞浓度至 2.0×106/mL，接种于 6 孔板，分

3 组进行处理：空白对照组的 K562 细胞不予任何

处理；溶媒对照组，加入实验组等体积的二甲基

亚砜（DMSO）；实验组，DADS 加入培养的细胞

中，终浓度分别为 10、20、40、80 mg/L。各处理

组继续孵育 48 h，倒置显微镜观察并摄片。每组 3

个复孔，实验重复 3 次。

1.3　AO/EB 染色法观察 DADS 诱导 K562 细胞凋

亡的形态学变化

各处理组继续培养 48 h 后调整细胞浓度至

5×106/mL， 取 1 mL 细 胞 悬 液，800 转 /min 离 心

10 min，留取沉淀，加入 25 μL PBS 混悬，再加入

2 μL AO/EB 液混匀，取 10 μL 滴于载玻片，封片

后在荧光显微镜下观察并拍片。

1.4　流式细胞术检测细胞凋亡

各处理组培养 48 h 后收集细胞，冷 PBS 洗 3 次，

调整细胞浓度至 1×106/mL，600 转 /min、4℃离

心 5 min，留取沉淀，加入 200 μL Binging Buffer、

10 μL Annexin V-FITC 和 10 μL 碘化丙锭，混匀，

避 光、 冰 上 反 应 30 min， 上 机 前 再 加 入 300 μL 

Binging Buffer，1 h 内流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.5　Western blot 检测 AKT、p-AKT、Caspases-3
蛋白的表达

各处理组培养 48 h 后收集细胞，1 000 转 /min

离心 6 min，冰上裂解 30 min。BCA 法测定蛋白浓度。

点样行凝胶电泳，将分离出的蛋白转移至 PVDF 

膜，封闭膜 2 h。加入 β-actin 兔一抗（1 : 500）、

p-AKT 兔一抗（1 : 1 000） 和 AKT 兔一抗（1 : 200）， 

4 ℃过夜。洗膜，加辣根过氧化物酶标记的二抗

（1 : 1 000），室温作用 2 h。洗膜、显影并拍摄照片。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 13.0 统计软件对数据进行统计学处

理。计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，

多组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采

用 t 检验。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　形态学变化

倒置显微镜下空白对照、溶媒对照组的细胞

大小较均一、呈圆形，细胞膜完整，细胞内未见

明显颗粒；随 DADS 浓度增加，实验组细胞体积

缩小、大小不一，数量减少、胞内颗粒明显增加，

可见椭圆形、杆状形细胞，胞膜外突的细胞增多。

见图 1。

2.2　AO/EB 染色

荧光显微镜观察各组细胞：对照组细胞呈圆

形或椭圆形，大小均一，胞膜正常，细胞核呈绿

色荧光，未见凋亡细胞。实验组随 DADS 浓度增大，

细胞数量减少、体积缩小，细胞核染色质凝集发

出的橘红色荧光逐渐增多，即核固缩的凋亡细胞

增多；以 40 mg/L DADS 处理组凋亡细胞增多最明

显；以 80 mg/L DADS 处理组细胞数量最少、可见

肿胀的坏死细胞。见图 2。
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2.3　流式细胞术检测各组的细胞凋亡率

10、20、40、80 mg/L 的 DADS 作 用 于 K562

细 胞 48 h 后， 其 凋 亡 率 分 别 为（9.4±0.9）%、

（15.1±0.4）%、（27.4±2.6）%、（18.1±1.2）%，

凋 亡 率 逐 渐 增 高 呈 剂 量 依 赖 性 趋 势（80 mg/L 

DADS 组稍有下降，与 K562 细胞死亡多有关），

并且均高于空白组 [（3.2± 0.9）%] 和溶媒对照组

[（2.9±0.3）%]，差异有统计学意义（P<0.05）；

空白对照组和溶媒对照组间的凋亡率差异无统计

学意义（P>0.05）。见表 1。

表 1　各组 K562 细胞的凋亡率　（n=3，x±s，%）

组别 细胞凋亡

空白对照组 3.2±0.9

溶媒对照组 2.9±0.3

DADS 10 mg/L 9.4±0.9a

DADS 20 mg/L 15.1±0.4a,b

DADS 40 mg/L 27.4±2.6a,b,c

DADS 80 mg/L 18.1±1.2a,c,d

注：a 示与空白、溶媒对照组比较，P<0.05；b 示与 DADS 
10 mg/L 组比较，P<0.05；c 示与 DADS 20 mg/L 组比较，P<0.05；
d 示与 DADS 40 mg/L 组比较，P<0.05。

图 2　AO/EB 染色法观察各组 K562 细胞凋亡的形态学变化（×100）　　A 空白对照组；B 溶媒对照组；C~F：

DADS 10、20、40、80 mg/L 组。A~B：正常细胞，细胞核染色质发绿色荧光；C~F：细胞体积逐渐缩小，数量减少，凋亡细胞

核染色凝集发红色荧光，呈固缩状、圆珠状（箭头所示）。

图 1　倒置显微镜观察各组细胞（×200）　　A：空白对照组；B：溶媒对照组；C~F：DADS 10 mg/L、20 mg/L、40 mg/L、

80 mg/L 组。A~B：细胞呈圆形，大小均一；C：细胞体积稍小，形态稍不规则（箭头所示）；D：细胞数量稍减少，见少量胞

膜突出的细胞、形态呈杆形（箭头所示）；E：细胞数量明显减少，失去正常形态，胞内颗粒明显增多（箭头所示）；F：细

胞数量进一步减少，大小不一，可见数颗肿胀的细胞（箭头所示）。

A B C

D E F

A B

E F

C

D
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2.4　各组 K562 细胞的 AKT、p-AKT、Caspases-3
蛋白表达

DADS 处理组的 AKT 表达与空白对照组、溶

媒对照组比较，差异无统计学意义（P>0.05），不

同浓度 DADS 处理组的 AKT 表达差异无统计学意

义（P>0.05）。p-AKT、Caspases-3 蛋白的表达在

空白对照组和溶媒对照组之间的差异无统计学意

义（P>0.05）；DADS 处理组的 p-AKT 蛋白表达低

于空白对照组和溶媒对照组，差异具有统计学意

义（P<0.05），并且随着 DADS 浓度增加有减少趋势；

DADS 处理组的 Caspases-3 蛋白表达高于两个对照

组（P<0.05），并且随着 DADS 浓度增加有升高趋势，

以 DADS 浓度为 40 mg/L 时差异最为显著（P<0.05）。

见图 3~5。

图 5   各组 K562 细胞的 Caspases-3 蛋白表达（n=3）

　　1 空 白 对 照 组；2 溶 媒 对 照 组；3~6 分 别 为 DADS 10、20、

40、80 mg/L 组。a 示与空白、溶媒对照组比较，P<0.05；b 示与

DADS 10 mg/L 组 比 较，P<0.05；c 示 与 DADS 20 mg/L 组 比 较，

P<0.05；d 示与 DADS 40 mg/L 组比较，P<0.05。

图 3　各组 K562 细胞的 AKT 蛋白表达（n=3）　　1 空

白对照组；2 溶媒对照组；3~6 分别为 DADS 10、20、40、80 mg/L 组。

图 4　各组 K562 细胞的 p-AKT 蛋白表达（n=3）　　

1 空白对照组；2 溶媒对照组； 3~6 分别为 DADS 10、20、40、

80 mg/L 组。a 示与空白、溶媒对照组较，P<0.05；b 示与 DADS 

10 mg/L 组比较，P<0.05；c 示与 DADS 20 mg/L 组比较，P<0.05；

d 示与 DADS 40 mg/L 组比较，P<0.05。
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3　讨论

白血病是一类恶性疾病，化疗仍是治疗白血

病必不可少的手段之一，癌细胞对化疗是否敏感

是决定化疗效果的关键，但目前临床上使用的多

种化疗药物呈现出内源性或获得性的药物耐受性，

即多药耐药。因此寻找新的有效药物具有重大的

意义。

近年来通过从植物中寻找天然的有效抗癌成

分是肿瘤研究的新方向。DADS 是从大蒜中提取出

来的含硫化合物，可以导致多种癌细胞凋亡 [6-8]。

本实验倒置显微镜下可见，DADS 处理组细胞体积

缩小、胞浆浓缩、胞膜突出，细胞呈杆形、哑铃形，

胞浆内颗粒增多；AO/EB 染色法观察到：DADS 处

理组的细胞核染色质凝集为固缩状、圆珠状，染

色发橘红色荧光的凋亡细胞逐渐增多，均从形态

学上证明了 DADS 诱导 K562 细胞凋亡。流式细胞

仪的检测进一步验证了 DADS 诱导 K562 细胞发生

凋亡。

国内外研究显示，PI3K/AKT 信号传导途径的

活化能够促使肿瘤生长、繁殖、抗凋亡、促侵袭

转移等一系列生物学活动。在人体多种癌症如卵

巢癌、胰腺癌、乳腺癌和胃癌等中，PI3K 和 AKT 

的过表达与异常激活参与了肿瘤的发生、发展 [9-11]。

AKT 是 PI3K/AKT 信号通路的核心。活化的 AKT

蛋白向下游底物传递信号调控相关基因的表达，
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通过灭活 Caspases 和调控 Bcl-2 家族成员之间表达

的平衡，从而起到促进肿瘤存活、增殖、抗凋亡

的作用。Caspases 家族在细胞凋亡过程中扮演关键

性的角色，位于 PI3K/AKT 通路下游。Caspases-3
是凋亡的主要执行者，可特异性水解底物从而促

使细胞发生凋亡，所以，Caspases-3 经常用作判断

细胞凋亡的指标。本实验验证了 DADS 可有效的

抑制 K562 细胞生长、增殖，促进其凋亡，并且在

一定程度呈剂量依赖性，而且 DADS 可显著降低 

K562 细胞的 p-AKT 蛋白表达，并具有一定浓度依

赖性，而 AKT 的磷酸化水平可以反映 PI3K 信号通

路的活性；Caspases-3 蛋白的表达则随 DADS 浓度

的增加逐渐升高。提示 DADS 可能通过抑制 PI3K/ 

AKT 信号通路及其下游，从而起到促进 K562 细胞

凋亡的作用。

综上，DADS 诱导 K562 细胞发生凋亡的分子

机制可能与抑制 PI3K/AKT 信号途径有关。随着对

DADS 诱导白血病细胞发生凋亡的机制逐渐阐明，

为其将来应用于临床提供实验基础，同时为白血

病的治疗提供新的靶点。
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