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不同浓度哇巴因对白血病细胞增殖的影响

徐佳伟!金润铭!王艳荣!林雯!蒙冰

"华中科技大学同济医学院附属协和医院儿科!湖北 武汉&"D$$##$

&&!摘&要"&目的&近年来研究表明钠钾9<1酶通过与强心甾类固醇$'<U%特异性结合'可激活细胞内一系列

信号级联反应'调节细胞的增殖与凋亡& 该研究通过检测不同浓度的哇巴因对多种白血病细胞株增殖的影响'进

一步探讨白血病的发病机制及钠钾9<1酶作为信号转导体的功能效应以及其在细胞增殖调控过程中的作用& 方

法&采用@<<方法检测不同浓度的哇巴因$! */,6=A*!$ */,6=A%在不同作用时间$? ('!# ('#" (%下对多种白血病

细胞株增殖的作用'f.R-.4* Z6,-检测白血病细胞株钠钾9<1酶
/

! 亚单位表达水平的变化情况& 结果&@<<结果

表明 ! */,6=A*!$ */,6=A哇巴因可促进急性淋巴细胞白血病细胞株C%E'+((3*与巨核系白血病@$>.'@.P$! 细胞

株增殖'f.R-.4* Z6,-结果显示 ! */,6=A*!$ */,6=A哇巴因可使钠钾9<1酶
/

! 亚单位表达升高& 与空白对照组相

比'! */,6=A*!$ */,6=A哇巴因作用 #" ( 时细胞增殖程度与钠钾 9<1酶
/

! 亚单位表达升高'差异具有显著性

$3e$7$E%& 细胞增殖作用与哇巴因浓度与孵育时间成正比& 结论& 钠钾9<1酶具有信号传导功能'它能通过与

哇巴因结合调节多种不同来源白血病细胞株的增殖& ! */,6=A与 !$ */,6=A的哇巴因可促进白血病细胞株C%E*+(F

(3**@$>.*@.P$!增殖'增殖效应与哇巴因浓度与孵育时间呈正比& !中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&!'# &!L!"

!关&键&词"&哇巴因#钠钾9<1酶#细胞增殖#增殖调控#白血病细胞株
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&&强心甾类固醇$W342),-,*)WR-.4,)2R''<U%包括动

物来源的布法林与植物来源的哇巴因*夹竹桃甙等'

是一类能与真核细胞膜钠钾 9<1酶特异性结合的

化学物质!!"

& '<U 具有调节水钠代谢*血管收缩和

心肌收缩等重要的生理功能'多年以来一直用于治

疗充血性心力衰竭与心律失常等疾病& 近年来研究

发现纳摩尔范围$

"

!$ */,6=A%的 '<U 如夹竹桃甙

与布法林等能够促进细胞增殖以及分化'并且能保

)%E#)
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护正常细胞和一些肿瘤细胞不产生凋亡'也有报道

证实一些疏水性的 '<U 在非常低的浓度条件下就

能导致一些肿瘤细胞凋亡或者死亡'然而高浓度

$ c!$ */,6=A%的布法林或夹竹桃甙则能导致白血

病细胞或其他肿瘤细胞发生凋亡!#"

& 即 '<U 对肿

瘤细胞具有促进增殖和诱导凋亡的双重效应'但目

前对'<U促进细胞增殖与诱导凋亡的机制尚未完

全明确& 本实验以不同起源的白血病细胞株为研究

对象'研究不同浓度哇巴因对各种白血病细胞株增

殖的影响'为进一步明确白血病发病机制及钠钾

9<1酶调控细胞增殖效应提供理论依据&

$F材料与方法

$7$F主要试剂

四甲基偶氮唑盐$@<<%购于 U)P/3公司'新生

牛血清*I@J@培养基购于L)ZW,公司& 抗钠钾9<1

酶
/

! 亚单位单克隆抗体$

/

?B%$<(.J.[.6,0/.*-36

U-Y2).RHMZ4)2,/3C3*Q 3--(.j*)[.4R)-M,XI,\3%*

HN1偶联羊抗小鼠二抗*HN1偶联羊抗兔二抗

$U3*-3'4Y_公司产品%*f(3-/3* D@@滤纸*f(3-F

/3* 8'膜以及T'A底物增强发光试剂盒$1).4W.公

司产品%均由美国俄亥俄医科大学药理系谢子健教

授惠赠&

$7!F白血病细胞株的体外培养

急性C淋巴细胞白血病细胞株 C%E'急性 <淋

巴细胞白血病细胞株+((3*'巨核细胞白血病细胞株

@$>.'@.P$! 由香港大学杨默教授惠赠& C%E'

+((3*'@.P$! 细胞在含 !$S L)ZW,新生牛血清

$8'U%的I@J@中常规培养'@$>.必须在上述培养

液中加入 !$

&

P=A<1K& 培养条件为 ES 'K

#

'

D>o'饱和湿度& 所有实验细胞均取自于对数生长

期'台盼蓝拒染率均在 %ES以上&

$7GF方法

!7D7!&@<<方法检测细胞增殖率&&取对数生长

期细胞'! $$$ 4=/)* 离心 !$ /)* 收集细胞'用无血

清培养基洗细胞一次'调整细胞密度为 ! a!$

E

=/A

接种于 %? 孔板'首先进行无血清培养 #" ( 然后再

按下列分组加入不同浓度的哇巴因& 培养细胞分为

> 组(第 ! 组$空白对照组%不加哇巴因#第 # "̀ 组

加入终浓度为 ! */,6=A的哇巴因'孵育时间分别为

?'!#'#" (#第 E >̀ 组加入终浓度为 !$ */,6=A的哇

巴因'孵育时间分别为 ?'!#'#" (& 分别在孵育结束

后'每孔加入@<<$E P=A%#$

&

A'继续孵育 " ('离心

弃上清'加入二甲亚枫$J@UK%!E$

&

A'振荡 !$ /)*

后'使用酶标仪测定 "%# */处吸光度 KJ值& 细胞

增殖率公式为(增殖率$S% m$实验组 KJ值 ;空

白对照组 KJ值=阴性对照组 KJ值% a!$$S& 每

组设 D 个复孔'以未加哇巴因的培养细胞与无细胞

的培养液作为空白对照和阴性对照&

!7D7#&钠钾9<1酶
/

! 亚单位的f.R-.4* Z6,-检测

&&细胞分组同前'取各组细胞约 E a!$

? 个'离心收集

细胞'用预冷 1CU 缓冲液洗细胞后离心去上清'加

入裂解缓冲液!含 E$ //,6=A<4)RFH'6$0H>7"%'!S

81F"$'$7#ES脱氧胆酸钠'!E$ //,6=A氯化钠'

! //,6=A正钒酸钠'! //,6=A氟化钠'! //,6=A

TJ<9'! //,6=A1@UB'!$ /P=/A抑肽酶"#$$

&

A'

置冰上裂解 D$ /)*'!D $$$ 4=/)* 离心 #$ /)*'取上

清'C432X,42法测蛋白浓度'每份样品取 ?$

&

P蛋白

进行 !$SUJU聚丙烯酰胺凝胶电泳'并转至硝酸纤

维素膜上'经 ES脱脂奶粉封闭后'加入一抗
/

?B'

"o过夜& 然后加入二抗HN1偶联羊抗小鼠多克隆

抗体孵育 ! ('加 T'A反应体系曝光显影'条带用

@LI9UF!$$$ 凝胶成像系统扫描计算条带面积&

$7%F统计学处理

采用 U1UU !#7$ 统计软件进行数据分析'所有

数据均以均数b标准差$LbI%表示& 两两均数比较

采用>检验'自身前后比较用配对 >检验& 3e$7$E

被认为差异具有显著性&

!F结果

!7$F各组白血病细胞增殖率

! */,6=A' !$ */,6=A哇巴因对 C%E' +((3*'

@$>.及@.P$! 等白血病细胞株均有促增殖作用'

该促增殖作用与哇巴因作用浓度及孵育时间呈正

比& 与空白对照组相比'! */,6=A'!$ */,6=A哇巴因

孵育 #" ( 实验组促白血病细胞增殖效应最为显著

$3e$7$E'3e$7$!%& 在同样孵育时间条件下'哇巴

因 !$ */,6=A实验组增殖率高于哇巴因 ! */,6=A实

验组$3e$7$E'表 !%&

!K!F各组钠钾=ND酶
"

$ 亚单位的表达情况

C%E'+((3*'@$>.'@.P$! 白血病细胞株钠钾

9<1酶
/

! 亚单位蛋白表达量采用f.R-.4* Z6,-检测

确定'以相应条带面积与
-

F3W-)*条带面积的比值来

表示& 未经处理的C%E'+((3*'@$>.'@.P$! 白血病

细胞株均有钠钾 9<1酶
/

! 亚单位表达' 经

! */,6=A'!$ */,6=A哇巴因处理后'各种白血病细

胞株钠钾9<1酶
/

! 亚单位蛋白表达量均增加& 与

空白对照组相比'! */,6=A'!$ */,6=A哇巴因 #" (

)$?#)
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实验组细胞株钠钾9<1酶
/

! 亚单位蛋白表达量差

异有显著性$3e$7$E%& 而且在哇巴因同样孵育时

间条件下'哇巴因 !$ */,6=A实验组增殖率高于哇

巴因 ! */,6=A实验组$3e$7$E%'$图 ! "̀%&

表 $F$ /5.*[Q'$" /5.*[Q哇巴因分别孵育 L 1'$! 1'!% 1后的白血病细胞株增殖率的比较
$LbI%

细胞种类 空白对照组
哇巴因$! */,6=A%组

? ( !# ( #" (

哇巴因$!$ */,6=A%组

? ( !# ( #" (

C%E #$7E b!7! #>7> b$7E D"7! b!7>

D%7: b#7!

3

D!7: b!7# D>7? b$7?

"E7# b$7E

Z'W

+((3* !?7> b$7: #$7D b$7" #E7D b$7%

#:7$ b!7!

3

#"7# b$7E #%7? b$7!

DD7: b$7>

Z'W

@$>. !!7% b!7> #$7E b$7> ##7" b!7!

#E7> b!7$

3

##7E b$7% #E7% b$7!

#%7> b$7>

Z'W

@.P$! !"7? b$7E !?7: b$7? !%7> b!7#

#"7: b!7E

3

!%7D b!7$ #D7% b$7:

#%7: b$7E

Z'W

&&3(与空白对照组比较'3e$7$E# Z(与空白对照组比较'3e$7$!# W(与哇巴因 ! */,6=A实验组比较'3e$7$E

!!!"#$#%&'

"!()'&%

!"#$%&'(""!"# !)"#$%&*(+"!"#

,%#-.%&

/+0 !1+0 12+0 /+0 !1+0 12+0

!!)+34

21+34

&&图 $F$ /5.*[Q#$" /5.*[Q哇巴因对I#' 白血病细胞

株钠钾=ND酶
"

$ 亚单位蛋白表达的影响F哇巴因 ! */,6=A

组与对照组相比'3e$7$E# !$ */,6=A哇巴因组较 ! */,6=A组表达

量明显增高'3e$7$E&

!!!"#$#%&'

"!()'&%

!"#$%&'(""!"# !)"#$%&*(+"!"#

,%#-.%&

/+0 !1+0 12+0 /+0 !1+0 12+0

!!)+34

21+34

&&

图 !F$ /5.*[Q'$" /5.*[Q哇巴因对 C11+/白血病细

胞株钠钾=ND酶
"

$ 亚单位蛋白表达的影响F

! */,6=A哇巴

因组*!$ */,6=A哇巴因组与对照组相比'3e$7$E# !$ */,6=A组较

! */,6=A组蛋白表达量明显增高'3e$7$E&

!!!"#$#%&'

"!()'&%

!"#$%&'(""!"# !)"#$%&*(+"!"#

,%#-.%&

/+0 !1+0 12+0 /+0 !1+0 12+0

!!)+34

21+34

&&

图 GF$ /5.*[Q'$" /5.*[Q哇巴因对 A"\)白血病细

胞株钠钾 =ND酶
"

$ 亚单位蛋白表达的影响F

! */,6=A*

!$ */,6=A哇巴因组与对照组相比'3e$7$E# !$ */,6=A哇巴因蛋白

表达明显高于 ! */,6=A组'3e$7$E&

!!!"#$#%&'

"!()'&%

!"#$%&'(""!"# !)"#$%&*(+"$"#

,%#-.%& /+0 !1+0 12+0 /+0 !1+0 12+0

!!)+34

21+34

&&

图 %F$ /5.*[Q'$" /5.*[Q哇巴因对 A)7"$ 白血病细

胞株钠钾 =ND酶
"

$ 亚单位蛋白表达的影响F

! */,6=A'

!$ */,6=A哇巴因组与对照组相比'3e$7$E# !$ */,6=A组较

! */,6=A组表达量明显增高'3e$7$E&

GF讨论

'<U是一种特异性的钠钾 9<1酶抑制剂'它可

与钠钾9<1酶的
/

亚单位特异性结合而阻断其离

子泵功能'导致细胞内 '3

# d浓度升高'具有改善心

肌收缩力与心脏泵功能等作用& 近年来研究发现

'<U除了强心等作用外'还对肿瘤细胞的增殖与凋

亡具有调节作用'因此有学者认为 '<U 将可以用作

为肿瘤化疗的辅助治疗!D"

& 目前国内外的研究证

实纳摩尔范围$

"

!$ */,6=A%的 '<U 如夹竹桃甙与

布法林等能够促进细胞增殖以及分化'并且能保护

正常细胞和一些肿瘤细胞不产生凋亡'同时也有报

道证实一些疏水性的 '<U 在非常低的浓度条件下

就能导致一些肿瘤细胞凋亡或者死亡& 然而高浓度

$

!

$7!

&

/,6=A%的布法林或夹竹桃甙则能导致白

血病细胞或其他肿瘤细胞发生凋亡!""

& 但目前'<U

促进细胞增殖与诱导凋亡的机制尚未完全明确&

目前通过研究证实肿瘤细胞如人类粒系白血病

细胞株HAF?$'j%D>'OE?# 对'<U比较敏感'低浓度

$

"

!$ *@%的 '<U 可促进这些细胞增殖与分化'但

在高浓度$

!

$7!

&

/,6=A%'<U 则使这些细胞凋亡&

我们以急性淋巴细胞白血病来源与巨核细胞白血病

来源的细胞株作为研究对象'通过使用低浓度的哇

巴因$! */,6=A*!$ */,6=A%观察不同作用时间段

$?'!#'#" (%对不同白血病细胞株增殖的影响'结果

显示这些白血病细胞株均对低浓度的哇巴因敏感'

! */,6=A与 !$ */,6=A哇巴因作用下均表现出细胞增

殖的趋势'增殖效应与哇巴因作用时间成正比'此研

究结果与国外在其他细胞株检测报道的结果一致!E"

&

钠钾9<1酶$也称钠泵%作为离子通道蛋白'其

基本功能为维持细胞膜内外的 83

d

'O

d浓度梯度'

稳定胞内 0H值及 '3

# d水平'驱动 83

d依赖性的葡

萄糖和氨基酸的继发性转运'对维持细胞正常生理

状态起非常重要的作用!?"

& 近年来研究还发现'钠

)!?#)
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钾9<1酶除了离子泵功能外'还具有介导信号转导

的功能'在调控基因表达*激活信号通路*调节细胞

增殖分化与凋亡等方面具有重要的作用!>"

& 钠钾

9<1酶介导信号转导的功能主要通过与 '<U 特异

性结合而实现& 其主要作用机制包括以下几点(一

是哇巴因能激活A型电压依赖性的钙离子通道'使

钙离子流入细胞内'导致 !'3

# d

"

)

升高'并激活

@91O'使得线粒体释放活性氧$4.3W-)[.,̂MP.* R0.F

W).R'NKU%增加& 而 NKU 与 '3

# d作为第二信使'在

细胞的分裂*分化及凋亡中发挥重要的作用& NKU

释放增加还可激活 8BF

+

C'后者能使肿瘤细胞增殖

分化而避免发生凋亡#二是钠钾 9<1酶可与 U4W激

酶形成一种功能性复合体'当钠钾 9<1酶与哇巴因

结合后'使 U4W的激酶结构域从中释放出来并使之

活化'钠钾 9<1酶=U4W信号复合体的活化'导致多

种蛋白酪氨酸磷酸化'进一步激活下游信号如 N3R=

N3X=TNO!=#& 而TNO!=# 的激活与磷脂酶'$1A'%

能够与'3

# d升高和NKU的释放产生协同效应'进一

步使细胞增殖#三是哇巴因结合钠钾 9<1酶后可激

活蛋白激酶 '$1O'%并使 U4W活化'导致上皮生长

因子受体$.0)2.4/36P4,\-( X3W-,44.W.0-,4'TLBN%酪

氨酸磷酸化'进而进一步激活 TNO!=# 与 N3R等信

号通路'使细胞增殖!:'%"

&

钠钾9<1酶是由具有催化作用的
/

亚单位与

具有调节作用的
-

亚单位所组成&

/

亚单位有 " 种

亚型'其中
/

! 分布最广'存在于大部分细胞中!!$"

&

我们的实验结果进一步证实了钠钾9<1酶
/

! 亚单

位在不同来源的白血病细胞株中均有表达& 低浓度

的哇巴因可诱导多种白血病细胞增殖'也使钠钾

9<1酶
/

! 亚单位表达相应升高'此正效应关系提

示钠钾9<1酶
/

! 亚单位在白血病细胞增殖方面扮

演了重要的角色'其机制不是离子泵效应而是通过

细胞信号转导实现的'此进一步证实了钠钾 9<1酶

/

! 亚单位具有传导细胞外信号的功能& 最近

@)i3-,[)W

!!!"在人非小细胞性肺癌细胞株中发现钠钾

9<1酶
/

! 亚单位与肿瘤细胞增殖密切相关'该项

研究结果显示钠钾9<1酶
/

! 亚单位高表达的人非

小细胞性肺癌细胞对一些'<U 敏感'这些'<U 可以

明显改变肌动蛋白和细胞骨架的结构'而导致细胞

恶性增殖& 这项研究还证明了在组织细胞中钠钾

9<1酶
/

! 亚单位的表达量并不是静止不变的'而

是随着由细胞由良性转变成恶性而发生改变&

U3Q3)

!!#"最近研究发现在结肠组织恶变的同时伴随

钠钾9<1酶
/

! 亚单位和
/

D 亚单位表达分别降低

与升高& 这些研究结果都证实了哇巴因在诱导细胞

增殖中的作用与钠钾9<1酶
/

! 亚单位的表达水平

密切相关& 根据组织细胞来源或钠钾9<1酶
/

! 亚

单位的表达量不同'哇巴因对细胞的作用效应也有

不同'它可以促进细胞增殖也可以诱导细胞凋亡&

自 !%E> 年由 UQ,Y

!!D"发现钠钾 9<1酶具有离

子泵功能以来'近年来越来越多的研究证实了这个

广泛存在于各种组织细胞的酶具有非常重要的信号

转导功能& 本研究结果也进一步证实了钠钾 9<1

酶
/

! 亚单位在多种白血病细胞株增殖过程中出现

表达量升高& 但相同浓度的 '<U 为何对不同组织

来源的肿瘤细胞有不同的作用'这些问题需要进一

步的研究来阐明&
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