
样的粪质 ,既不会象硬质粗粪那样 ,引起肛门灼热 、

出血 、剧痛 ,也不会象水样稀便那样嵌入创面诱发感

染 ,避免了使用通便药的弊端 。口服进入肠道内 ,保

持肠道微生物平衡 ,有助于促进肠蠕动 ,缓解术后便

秘及其他由排便困难诱发的诸多症状。
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胭脂树橙对白血病 K562 细胞凋亡及 PPARγ蛋白表达的影响

郭朋辉 ,赵文恩
＊
,张　夏 ,李倩倩 ,李　晓

(郑州大学化学工程学院 , 河南 郑州　450001)

摘　要:目的　探讨胭脂树橙在诱导白血病 K562 细胞凋亡过程中对 PPARγ蛋白表达的影响。方法　用胭脂树

橙作用于 K562 细胞一定时间后 ,通过台盼蓝拒染法观察 K562 细胞生长曲线 , MT T 法检测其对细胞的抑制率 ,
Hoechst 33258 染色后 , 荧光显微镜下观察细胞核形态;流式细胞仪检测细胞的凋亡率;采用 Weste rn-blot ting 技术

从蛋白分子水平上检测胭脂树橙对 PPARγ蛋白表达的影响。结果　胭脂树橙显著抑制 K562 细胞的增殖并呈浓

度依赖关系。电泳的结果显示一定浓度的胭脂树橙能够上调 PPARγ蛋白的表达 ,进而可能诱导 K562 细胞的凋

亡。结论　PPARγ蛋白表达的上调可能是胭脂树橙抑制 K562 细胞增殖诱导凋亡的原因之一 ,其中 ,胭脂树橙具
有 PPARγ非特异配体的作用。
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　　胭脂树橙 (bixin)为类胡萝卜素即共轭多烯烃

的加氧衍生物 ,是类胡萝卜双羧酸的单甲基酯化物 ,

具有不同程度的淬灭单线态氧 (激发态氧)的抗氧

化和清除自由基的功能
[ 1]
。PPARγ是一类由配体

调节的核激素受体 ,属于核激素受体超家族。越来

越多的研究显示 PPA Rγ在肿瘤的发生中起着重要

的作用
[ 2]
。近年来研究表明 PPARγ以失活状态在

多种肿瘤中高表达 ,同时大量文献证实 PPARγ配

体可以通过激活 PPARγ而发挥潜在抗肿瘤作

用
[ 3 , 4]

。但是绝大多数的研究只是通过 PPA Rγ的

天然和合成配体对其诱导激活 ,从而发挥 PPA Rγ

在肿瘤细胞中的作用 。类胡萝卜素在自然界中广泛

存在 ,而且无毒性;但是对于能否通过类胡萝卜素诱

导 PPA Rγ表达的研究甚少。本研究以白血病细胞

系 K562 细胞为靶细胞 ,探讨胭脂树橙对 K562 细

胞的凋亡诱导作用及其可能机制 ,并利用 Western

blo t ting 技术从蛋白分子水平上探讨胭脂树橙对

PPA Rγ蛋白表达的影响 ,研究胭脂树橙在分子水平

上的机制 。

1　材料与方法

1.1　材料:胭脂树橙购自 Ex trasynthese 公司;

MT T 购自美国 Gibco 公司;β-actin 抗体和 PPARγ

抗体购自 Santa Cruz 公司;人白血病 K562 细胞由

郑州大学医学院病理生理研究室赠予 。

1.2　细胞培养及分组:取适量冻存细胞复苏 ,置于

细胞培养瓶中 , 加入含 10%胎牛血清的 RPM I

1640 培养基 ,于 37 ℃、5%CO2饱和浓度的培养箱

中培养 。实验分为实验组 (分别用 0.2 、0.4 、2.0 、

4.0 、8.0 mg/ L 胭脂树橙处理 K562 细胞)和对照

组(加入完全培养基),每次实验重复 3次。

1.3　台盼蓝拒染法检测生长曲线:取对数生长期

K562细胞 ,接种量为 8×104个/mL , 分别在台盼

24 、48 、72 、96 、120 h 时取实验组及对照组细胞 ,用

0.4%的台盼蓝染液染色后计数 。每组设 3 个复

孔 ,取其平均值。

1.4　MT T 检测细胞抑制率:取对数生长期 K562

细胞接种于 96 孔培养板 ,每孔 150 μL (约 3×104

个细胞),培养 24 h 后 ,实验组加入不同浓度胭脂树

橙 ,对照组加完全培养基。每组设 6 个复孔 ,培养

24 、48 、72 h 后 ,分别在各时间段结束前 4 h 每孔加
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MTT (5 mg/mL)150 μL 检测前离心弃上清液 ,每

孔加 DMSO 150 μL ,用 Bio-RAD680 酶标仪于 570

nm 波长处测吸光度(A)值。计算细胞抑制率 。
细胞抑制率=(A对照-A实验)/ A对照 ×100%

1.5　细胞超微结构观察:取对数生长期 K562 细

胞 ,分别在作用 24 、48 、72 h 收集实验组及对照组细

胞 ,用 0.01 mol/ L pH 7.2 的冷 PBS 洗两次 , 加

Hoechst 33258 使其终浓度为 10 mg/L ,室温避光

染色 15 min ,离心后弃上清液 ,加入适量的 PBS 悬

浮细胞 , 涂片 , 紫外光激发 , 荧光显微镜下观察 ,

照相 。

1.6　流式细胞仪检测凋亡率:在 72 h 收集实验组

及对照组细胞 ,以 2 000 r/min 离心 5 min ,弃上清 。

用 PBS 洗涤细胞两次 , 并调整细胞密度为 1 ×

10
6
～ 5×10

6
/mL。加入 500 μL Binding Buffer 重

新悬浮细胞 ,与 2 μL Annexin V-FITC 混匀后 ,加

入 5 μL PI ,混匀。避光室温反应 15 m in ,立即检

测。使用 Cel l Quest 软件获取细胞信息 , Modifi t

软件分析细胞的凋亡 。

1.7　Western-blot ting 检测:提取实验组和对照组

细胞中的总蛋白 ,测定蛋白水平 ,用 BCA 蛋白分析

试剂盒测定总蛋白浓度 。取总蛋白 50 μg 上样 ,用

10%聚丙烯酰胺凝胶 (SDS-PAGE)分离蛋白 ,电

泳后将凝胶中的蛋白电转移至纤维素膜上 ,进行抗

原抗体反应。一抗为兔抗人 PPARγ多克隆抗体 ,

按 1∶800稀释;二抗为辣根过氧化物酶标记的羊

抗兔 IgG 多克隆抗体 ,按 1∶5 000 稀释 。最后经

ECL 超敏发光物检测底物显色 。底片上的条带相

对强度用 NH Image 软件分析 。

1.8　统计分析:实验采用 SPSS 13.0 软件包进行

分析 。MT T 检测结果采用方差分析 ,组间两两比

较用 q检验。

2　结果

2.1　胭脂树橙对 K562 细胞生长曲线的影响:结果

见图 1。胭脂树橙对 K562 细胞增殖和存活均有显

著影响 ,其中≥2.0 mg/ L 胭脂树橙处理后 ,随着作

用时间的延长 ,细胞增殖抑制作用及存活率下降比

低浓度胭脂树橙明显 。同时显示大于 2.0 mg/ L 浓

度的胭脂树橙作用 3 d 后 ,细胞基本不增殖 ,总细胞

数呈缓慢下降的趋势 。

2.2　胭脂树橙对 K562 细胞增殖的抑制作用:结果

见图 2。MT T 法显示胭脂树橙对 K562 细胞增殖

有较强的抑制作用 ,胭脂树橙浓度越高 ,作用时间越

长 ,对细胞的抑制作用越强 ,呈较明显的时间-剂量

依赖性关系。同时显示小剂量的胭脂树橙在作用

3 d 后较作用 1 、2 d 后抑制率有明显提高 。

2.3　胭脂树橙对 K562细胞形态学的影响:对照组

中 K562细胞呈原始未分化状态 ,细胞大而圆 、胞质

少 、胞核大 、核质比例大 ,核染色质细腻 ,见核仁呈现

弥漫性均匀荧光 。2.0 、4.0 、8.0 mg/L 胭脂树橙作

用 24 ～ 72 h 后 ,可见部分细胞呈现典型的细胞凋亡

形态:核染色质呈固缩状或片段状 、胞膜突起 ,细胞

核或细胞浆内可见致密的颗粒状强荧光 ,严重时细

胞出泡形成凋亡小体。

2.4　流式细胞仪分析 K562细胞凋亡率:对照组的

K562细胞凋亡率是 (5.34±1.02)%,胭脂树橙处

理 K562细胞 72 h 后 ,2.0 、4.0 、8.0 mg/L 实验组

的凋亡率分别是 (16.26 ±1.25)%、(23.74 ±

1.67)%、(29.69±1.86)%,与对照组相比差异显著

(P<0.01),说明胭脂树橙能促进 K562 细胞凋亡 ,

且在一定范围内细胞凋亡率与药物浓度呈依赖性。

2.5　胭脂树橙对 K562 细胞中 PPARγ蛋白表达

的影响:结果 (图 3和表 1)显示 4.0 mg/L 胭脂树

·783·中草药　Chinese Traditional and Herbal Drugs　第 40 卷第 5 期 2009 年 5 月



图 3　胭脂树橙对 PPARγ蛋白表达的影响

Fig.3　Effect of bixin on expression of PPARγprotein

表 1　胭脂树橙对 PPARγ蛋白表达相对强度的影响

Table 1　Relative intensity of bixin on expression

of PPARγprotein

组　别 质量浓度/(mg· L -1) 条带强度

对照 - 1.000±0.050

胭脂树橙 0.4 1.150±0.058

2.0 1.311±0.066

4.0 1.779±0.089＊

8.0 2.511±0.126＊＊

　　与对照组比较:＊P<0.05　＊＊P<0.01

　　＊P<0.05　＊＊P<0.01 vs con trol group

橙处理后的细胞 PPARγ蛋白的表达量为 1.779±

0.089 (P <0.05);8.0 mg/ L 为 2.511 ±0.126

(P<0.01),与对照组相比差异显著 ,说明经胭脂树

橙处理后 ,PPARγ蛋白的表达量随药物浓度的增加

而增加;胭脂树橙可上调 PPA Rγ蛋白的表达 ,并呈

明显的剂量依赖性。

3　讨论

　　有关 PPARγ在胭脂树橙诱导 K562 细胞凋亡

过程中的作用 ,国内尚研究较少。本研究表明 ,经胭

脂树橙处理的 K562 细胞 ,采用台盼蓝拒染法和

MTT 法检测显示 ,胭脂树橙对 K562细胞的抑制作

用同其浓度和作用时间呈依赖性关系 ,即使小剂量

的胭脂树橙(0.2 mg/ L)作用 K562 细胞 3 d后 ,仍

能较显著地抑制细胞增殖 。荧光显微镜观察形态学

显示 ,对照组呈弥漫性均匀荧光 ,核/质比例大;给药

组细胞核变小 ,浓缩 ,荧光加强 ,并观察到有大量细

胞碎片 ,呈现典型凋亡细胞的特征性变化 。在此基

础上 ,进一步研究了胭脂树橙诱导 K562 细胞凋亡

的机制 ,通过 Western-blo t ting 检测 PPA Rγ基因

的表达产物 ,显示胭脂树橙显著上调 PPARγ基因

的蛋白表达 ,并呈剂量依赖性 ,提示胭脂树橙诱导

K562细胞凋亡和 PPA Rγ基因的表达有密切关系。

提示胭脂树橙可能是通过上调 PPA Rγ基因的表达

来促进 K562 细胞的凋亡和抑制其增殖的 ,其中 ,胭

脂树橙起着 PPARγ非特异配体的作用。

PPARγ具有调控细胞因子生成 ,调节体内糖平

衡 ,控制炎症形成和影响肿瘤生长等作用 。最近有

研究显示 , PPA Rγ配体抗肿瘤作用不需激活

PPARγ或 PPA Rγ激活与其他途径共同起作用[ 5] 。

可见有关胭脂树橙诱导细胞凋亡及 PPARγ表达的

分子机制有待进一步研究和证实 。
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生当归 、酒当归和油当归体外清除自由基活性研究

邓红娟 ,郭延生 ,曲亚玲 ,杨小虎 ,秦　亮 ,魏彦明
＊

(甘肃农业大学动物医学院 ,甘肃 兰州　730070)

摘　要:目的　研究生当归 、油当归和酒当归的水提取液体外对羟自由基(· OH)和氧自由基(O ÷
2 )的清除作用。

方法　应用分光光度法测定生当归 、油当归和酒当归水提液对 Fenton 反应产生的· OH 和邻苯三酚自氧化产生的

O ÷
2 的清除率。结果　生当归 、油当归和酒当归水提液在 5 ～ 80 mg/ mL 的质量浓度内对· OH 有明显的抑制作

用 ,随着当归及其炮制品水提液质量浓度的增加 ,抑制率明显升高。生当归 、油当归和酒当归水提液对 · OH 清除
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