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二烯丙基二硫诱导人白血病 Ｋ５６２细胞
凋亡及其对 Ｆａｓ、ＦａｓＬ及 ｃａｓｐａｓｅ８表达的影响
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　　［摘　要］　目的　探讨二烯丙基二硫（ＤＡＤＳ）诱导白血病 Ｋ５６２细胞凋亡的作用及其机制。方法　采用 Ｈｏ
ｅｃｈｓｔ３３２５８染色法观察细胞凋亡形态学变化；流式细胞术分析不同浓度及不同作用时间 ＤＡＤＳ对 Ｋ５６２细胞凋亡
的诱导作用；ＲＴＰＣＲ法检测ＤＡＤＳ作用４８ｈ后 Ｆａｓ、ＦａｓＬ、ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ的表达。结果　ＤＡＤＳ可诱导 Ｋ５６２细
胞凋亡。ＤＡＤＳ（作用细胞２４ｈ）浓度从１０ｍｇ／Ｌ增至４０ｍｇ／Ｌ时，其对Ｋ５６２细胞的凋亡率由（１１．６０±０．８３）％增
至（３７．９４±０．８７）％；ＤＡＤＳ（４０ｍｇ／Ｌ浓度组）作用时间从２４ｈ增至７２ｈ，其对 Ｋ５６２细胞的凋亡率由（３７．９４±
０．８７）％ 增至（４７．０２±０．６６）％，各实验组随时间、浓度增加凋亡率明显增加 （Ｐ＜０．０５）。ＤＡＤＳ作用４８ｈ后，Ｆａｓ、
ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ表达水平较对照组上调；ＦａｓＬｍＲＮＡ较对照组下调（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＤＡＤＳ呈时间和浓度依赖
性诱导白血病Ｋ５６２细胞凋亡，其凋亡机制可能与上调 Ｆａｓ、ｃａｓｐａｓｅ８，下调 ＦａｓＬ有关。
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　　二烯丙基二硫 （ｄｉａｌｌｙｌｄｉｓｕｌｆｉｄｅ，ＤＡＤＳ）是一种
小分子量的大蒜脂溶性提取物，具有广泛的生物学

效应，如降胆固醇、降血压、抗衰老、抗菌消炎、提高

免疫力等［１］。大量的流行病学和实验性研究证实，

大蒜及其烯丙基硫化物有抗肿瘤的作用，能降低多

种化学致癌物诱发的恶性肿瘤的发生率［２］。近年

来，ＤＡＤＳ的抗肿瘤作用日益受到人们的关注。有
研究表明［３］，ＤＡＤＳ可以抑制乳腺癌、皮肤癌、肝癌、
肺癌、胃癌、食管癌、结肠癌等肿瘤细胞的生长，但其

对白血病细胞的影响目前报道较少。本研究探讨

ＤＡＤＳ诱导人红白血病细胞株 Ｋ５６２凋亡及其对
Ｆａｓ／ＦａｓＬ受体相关信号转导的调节作用，为寻找和
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开发能诱导白血病细胞凋亡而毒副作用较小的中药

提供理论与实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
ＤＡＤＳ购自 Ｆｌｕｋａ公司，用二甲基亚砜（Ｄｉｍｅｔｈｙｌ

ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）溶解配制，ＤＭＳＯ终浓度＜０．０１％；
小牛血清购自杭州四季青生物工程有限公司；

ＲＰＭＩ１６４０培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；Ｔｒｉｚｏｌ购自美
国ＧＩＢＣＯＢＲＬ公司；逆转录试剂盒购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司，ＰＣＲ试剂盒购自广州东盛生物公司，ＰＣＲ引
物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８凋亡检测
试剂盒购自江苏碧云天生物技术公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞株与细胞培养　　Ｋ５６２细胞株购自第
四军医大学实验动物中心，细胞生长于含１０％的新
生小牛血清、１×１０５Ｕ／ｍＬ青霉素和１０ｍｇ／ｍＬ链霉
素的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，置于３７℃，５％ ＣＯ２培养
箱内培养，每２～３ｄ换液传代。实验分为２组：对
照组及药物处理组。对照组包括：空白对照及溶媒

对照，空白对照组不加ＤＡＤＳ与 ＤＭＳＯ，溶媒对照组
加有同最高药物浓度组等量体积的 ＤＭＳＯ；药物处
理组加入浓度分别为１０、２０、４０、８０ｍｇ／ＬＤＡＤＳ。取
对数生长期细胞进行实验。

１．２．２　Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染色　　收集细胞，用１０％
小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基制成 ３．０×１０５／ｍＬ
的单细胞悬液，接种于无菌 ６孔培养板中，每孔
２ｍＬ。２４ｈ后吸去上清，离心去液体，冷 ＰＢＳ洗 ２
遍，涂片，用４％的甲醛溶液 ｌｍＬ４℃固定１０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗２遍，滴加１００μＬ的Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８工作液，
室温１０ｍｉｎ，冲洗干净，自然风干，在荧光显微镜下
紫外光３４０ｎｍ波长激发条件下观察并照相。
１．２．３　流式细胞仪检测ＤＡＤＳ作用后Ｋ５６２细胞的
凋亡率　　收集ＤＡＤＳ作用后培养２４、４８、７２ｈ细胞，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，用预冷ＰＢＳ液重悬细胞，离
心５ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ，重复１次；将收集的细胞用
４℃预冷的体积分数为０．７５的乙醇固定，冰盒送检。
上机前作如下处理：①细胞离心洗涤，去上清，摇匀；
②加ＲＮＡ酶５０μＬ，３７℃水浴３０ｍｉｎ。③加碘化丙
啶（ＰＩ）５０μＬ，振荡混匀，避光置冰箱 ３０ｍｉｎ；④
３００目尼龙网滤过，上机检测，计数１００００个细胞，进
行凋亡率的检测。细胞凋亡率 ＝［凋亡细胞数／（凋
亡细胞数 ＋未凋亡细胞数）］×１００％。实验重复
１５次。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测 Ｆａｓ、ＦａｓＬ及 ｃａｓｐａｓｅ８基因表
达　　根据流式结果选择凋亡率最明显的４８ｈ进
行ＲＴＰＣＲ检测。收集各组细胞，按 Ｔｒｉｚｏｌ法提取
各组细胞总 ＲＮＡ，取总 ＲＮＡ约 ２μｇ，逆转录合成
ｃＤＮＡ，反应体积为２０μＬ。以ＧＡＰＤＨ作为内参，取
上述逆转录产物２μＬｃＤＮＡ进行 ＰＣＲ循环，扩增
Ｆａｓ、ＦａｓＬ、ｃａｓｐａｓｅ８基因。Ｆａｓ的引物上游为：５
ＣＡＣＴＡＴＴＧＣＴＧＧＡＧＴＣＡＴＧ３，下游：５ＣＴＧＡＧＴＣＡＣ
ＴＡＧＴＡＡＴＧＴＣＣ３；扩增片段２６６ｂｐ；ＦａｓＬ的引物上
游：５ＡＣＡＣＣＴＡＴＧＧＡＡＴＴＧＴＣＣＴＧＣ３，下游：５ＧＡＣ
ＣＡＧＡＧＡＧＡＧＣＴＣＡＧＡＴＡＣＧ３，扩增片段 ３１１ｂｐ；
Ｃａｓｐａｓｅ８的引物上游：５ＣＴＧＣＴＧＧＧＧＡＴＧＧＣＣＡＣＴ
ＧＴＧ３；下游５ＴＣＧＣＣＴＣＧＡＧＧＡＣＡＴＣＧＣＴＣＴＣ３，扩
增片段３６６ｂｐ。Ｆａｓ、ＦａｓＬ的 ＰＣＲ扩增条件为：９４℃
预变性 ２ｍｉｎ→９５℃６０ｓ→６０℃６０ｓ→７２℃９０ｓ（循
环 ３０次）→７２℃ 延伸 ５ｍｉｎ。Ｃａｓｐａｓｅ８的扩增条
件为：９５℃ 预变性 ２ｍｉｎ→９５℃ １５ｓ→６０℃ １５ｓ→
７２℃１５ｓ（循环４０次）→７２℃ 延伸５ｍｉｎＰＣＲ。使
用ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ图像分析软件进行 ＰＣＲ产物凝胶电
泳图像分析。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行统计学处理，

所有数据均以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两样本均
数的比较采用ｔ检验，多组比较用单因素方差分析，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色检测细胞形态学变化
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色法检测 ＤＡＤＳ对 Ｋ５６２

细胞的凋亡作用。对照组 Ｋ５６２细胞胞核界限清
晰，呈圆形或椭圆形，为均匀蓝绿色荧光，染色质分

布均匀；ＤＡＤＳ处理后的细胞，部分细胞核缩小，染
色质凝集呈颗粒团状分布，有的核碎裂形成多个球

形颗粒，为凋亡细胞。见图 １。
２．２　流式细胞仪检测 ＤＡＤＳ对 Ｋ５６２细胞凋亡率
的作用

本研究用流式细胞仪分析了细胞凋亡情况。

ＤＡＤＳ各浓度组凋亡率与对照组比较差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），而各时间点空白对照组与ＤＭＳＯ溶
媒对照组的凋亡率差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
ＤＡＤＳ在不同浓度、不同时间的细胞凋亡率组间差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＤＡＤＳ对 Ｋ５６２细胞的
凋亡效应与药物浓度及作用时间有明显依赖关系：

同一时间点（２４ｈ）ＤＡＤＳ浓度从 １０ｍｇ／Ｌ增至
·４５·
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４０ｍｇ／Ｌ时，Ｋ５６２细胞的凋亡率由（１１．６０±０．８３）％
增至（３７．９４±０．８７）％；ＤＡＤＳ（４０ｍｇ／Ｌ浓度组）作
用时间从 ２４ｈ增至 ７２ｈ，Ｋ５６２细胞凋亡率由
（３７．９４±０．８７）％ 增至（４７．０２±０．６６）％；各药物

组随时间、浓度增加凋亡率明显增加，以 ４８ｈ时间
组中 ４０ｍｇ／Ｌ浓度组最明显；而 ＤＡＤＳ浓度在
８０ｍｇ／Ｌ时凋亡率反而轻度降低，可能是由于高浓
度 ＤＡＤＳ导致 Ｋ５６２细胞部分坏死。见表 １。

　　图１　Ｈｏｅｈｅｓｔ３３２５８染色检测不同浓度ＤＡＤＳ处理后的Ｋ５６２细胞形态变化 　Ａ：空白对照；Ｂ：溶媒对照；
Ｃ～Ｆ：１０、２０、４０、８０ｍｇ／ＬＤＡＤＳ组。空白组及溶媒对照组细胞呈均匀蓝绿色荧光。药物处理组随着药物浓度增加，凋亡细

胞增多，呈染色质凝集，甚至形成凋亡小体（箭头所示）。

表１　ＤＡＤＳ作用不同浓度、不同时间后Ｋ５６２细胞凋亡率　（ｎ＝１５，ｘ±ｓ，％）

时间
对照组

空白对照 ＤＭＳＯ对照

药物处理组（ｍｇ／Ｌ）

１０ ２０ ４０ ８０

２４ｈ ２．１０±０．２５ ２．３５±０．１０ １１．６０±０．８３ｃ １８．０２±０．７０ｃ，ｄ ３７．９４±０．８７ｃ，ｄ，ｅ 　２１．４８±０．８０ｃ，ｄ，ｅ，ｆ

４８ｈ ３．７６±０．１８ ３．９６±０．１８ １６．０４±０．７５ａ，ｃ ２６．７４±０．４０ａ，ｃ，ｄ ４２．２２±０．５０ａ，ｃ，ｄ，ｅ 　４０．０２±０．７３ａ，ｃ，ｄ，ｅ，ｆ

７２ｈ ６．８６±０．２２ ７．４４±０．５２ ２３．６４±０．４１ａ，ｂ，ｃ ２９．４８±０．８９ａ，ｂ，ｃ，ｄ ４７．０２±０．６６ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ　４６．７６±０．５４ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ，ｆ

　　ａ：与２４ｈ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与４８ｈ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与同时间点对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与同时间点１０ｍｇ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５；ｅ：

与同时间点２０ｍｇ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５；ｆ：与同时间点４０ｍｇ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　Ｆａｓ、ＦａｓＬ和 ｃａｓｐａｓｅ８基因表达在 ＤＡＤＳ诱
导Ｋ５６２细胞凋亡中的作用

ＤＡＤＳ作用 Ｋ５６２细胞４８ｈ后，空白对照组的
Ｆａｓ基因 ＲＴＰＣＲ产物相对表达量为 ０．９０±０．０５，与
ＤＭＳＯ溶媒组的表达强度（１．０２±０．０６）无明显差
异，Ｆａｓ基因 ＲＴＰＣＲ产物（２６６ｂｐ带）随着 ＤＡＤＳ
浓度增大明显增多，电泳条带变宽、变亮（图２Ａ）。
１０ｍｇ／Ｌ组Ｆａｓ表达强度为１．１９±０．０５；２０ｍｇ／Ｌ组
的表达强度为１．２７±０．０４，４０ｍｇ／Ｌ组为１．７５±０．０３，
８０ｍｇ／Ｌ组为 １．６１±０．０６，均高于空白对照组
（Ｐ＜０．０５）。空白对照组 ＦａｓＬ相对表达量为
２．８０±０．０５，与 ＤＭＳＯ溶媒组表达强度（２．７５±

０．２６）无明显差异 （Ｐ＞０．０５）；１０ｍｇ／Ｌ组、
２０ｍｇ／Ｌ、４０ｍｇ／Ｌ组、８０ｍｇ／Ｌ药物处理组的 ＦａｓＬ
相对表达量（２．５８±０．１０，２．１３±０．０３，１．６７±０．０２，
１．８６±０．０４）明显低于空白对照组（Ｐ＜０．０５）。见
图２Ｂ。

ＤＡＤＳ作用细胞４８ｈ后，空白对照组的ｃａｓｐａｓｅ８
相对表达强度为１．０３±０．０５，与溶媒组（０．９３±０．１１）
差异无统计学意义。药物处理１０ｍｇ／Ｌ组ｃａｓｐａｓｅ８
相对表达为１．２５±０．０７，２０ｍｇ／Ｌ组为１．３５±０．１３、
４０ｍｇ／Ｌ组为１．９７±０．０７、８０ｍｇ／Ｌ组为１．８５±０．
０８，均高于空白对照组（Ｐ＜０．０５）。见图２Ｃ。

·５５·
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　　图２　ＲＴＰＣＲ法检测 Ｆａｓ、ＦａｓＬ及 ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ
表达情况　 Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：空白对照；２：ＤＭＳＯ对照；３～６：１０、
２０、４０及８０ｍｇ／Ｌ药物处理组。

３　讨论

Ｆａｓ是细胞膜Ⅰ型糖蛋白，分子质量为４８ｋＤａ，
属于肿瘤坏死因子受体家族，由３２５个氨基酸组成，
主要以膜受体形式存在，在细胞凋亡中具有信号传

导作用。ＦａｓＬ为Ｆａｓ配体，Ｆａｓ与 ＦａｓＬ结合使细胞
表面Ｆａｓ分子交联，凋亡信号被传导到细胞内，从而
诱导细胞凋亡，所以Ｆａｓ又称死亡因子［４］。Ｃａｓｐａｓｅ８
是一类蛋白水解酶，为 Ｆａｓ及 ＦａｓＬ下游的效应分
子，活化的 ｃａｓｐａｓｅ８能裂解大量底物，是凋亡机制
的核心成分，当 ＦａｓＬ表达增高时，ｃａｓｐａｓｅ８活性明
显提高［５］，Ｆａｓ与 ＦａｓＬ结合后，Ｆａｓ相关蛋白
（ＦＡＤＤ）激活 ｃａｓｐａｓｅ８、ｃａｓｐａｓｅ３、７等级联反应，诱
导细胞凋亡［６］。ＤＡＤＳ作为大蒜中最重要的有效成
分，可通过激活相应的受体调控基因的转录活性，从

而产生调节增殖、分化和凋亡等多种生物学效应。

本研究利用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色法，从形态
学方面观察了ＤＡＤＳ处理后细胞凋亡的变化。发现
ＤＡＤＳ处理后的部分细胞核缩小，染色质凝集呈颗
粒团状分布，有的核碎裂形成多个球形颗粒为凋亡

小体。采用流式细胞仪检测凋亡率，结果显示

ＤＡＤＳ呈时间和浓度依赖性诱导 Ｋ５６２细胞凋亡，以
４８ｈ４０ｍｇ／Ｌ浓度组最明显。

Ｆａｓ、ＦａｓＬ介导的信号传导通路是细胞凋亡的

主要途径，通路上任一环节缺失都可导致癌细胞逃

逸细胞凋亡，从而导致细胞无限增殖。有报道，Ｆａｓ、
ＦａｓＬ表达水平与肿瘤发生与转移密切相关［７１０］。本

研究发现Ｆａｓ及ｃａｓｐａｓｅ８在 Ｋ５６２细胞中表达水平
较ＦａｓＬ在 Ｋ５６２细胞中表达水平较低，提示 Ｋ５６２
细胞通过减少细胞凋亡数量，有利于肿瘤细胞增殖。

不同浓度 ＤＡＤＳ作用 Ｋ５６２细胞 ４８ｈ后，Ｆａｓ、
ｃａｓｐａｓｅ８表达水平较对照组增加（Ｐ＜０．０５）；ＦａｓＬ
表达水平较对照组减少（Ｐ＜０．０５），提示 Ｆａｓ／ＦａｓＬ
途径在诱导Ｋ５６２细胞凋亡中起着重要作用。

综上所述，ＤＡＤＳ可在体外呈时间和浓度依赖
性诱导人白血病 Ｋ５６２细胞凋亡，其凋亡机制可能
是通过上调 Ｆａｓ和 ｃａｓｐａｓｅ８及下调 ＦａｓＬ表达，激
活Ｆａｓ／ＦａｓＬ死亡受体通路实现的。
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