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３溴丙酮酸单独或联合牛熊去氧胆酸钠对人髓系白血病细胞存活、
增殖、凋亡的影响及其机制

于　建１，高五集２，段永彬２，陆枢桠２，钟加滕１，２

（１．新乡医学院第一附属医院病理科，河南　卫辉　４５３１００；２．新乡医学院基础医学院病理学系，河南　新乡　
４５３００３）

摘要：　目的　探讨３溴丙酮酸（３ＢＰ）单独或联合牛熊去氧胆酸钠（ＴＵＤＣＡ）对人髓系白血病细胞存活、增殖、凋
亡的影响及其机制。方法　将对数生长期人髓系白血病细胞 Ｋ５６２随机分为０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组、８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组，分别用含终浓度 ０、４０、８０、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ的
ＲＰＭＩ１６４０培养液培养，采用细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ８）检测细胞存活能力，采用流式细胞术检测细胞凋亡情况，采
用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞凋亡相关蛋白Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、ｃｌｅａｖｅｄｃａｐｓａｓｅ３及内质
网应激相关蛋白免疫球蛋白结合蛋白（Ｂｉｐ）、真核翻译起始因子２α（ＥＩＦ２α）、磷酸化真核翻译起始因子２α（ｐＥＩＦ２α）、
转录激活因子４（ＡＴＦ４）的表达。将对数生长期的人髓系白血病细胞 Ｋ５６２随机分为 ０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、
５μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组，分别用含终浓度０、５、１０、
２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ的ＲＰＭＩ１６４０培养液培养，采用ＣＣＫ８法检测培养０、２４、４８、７２、９６ｈ时的细胞增殖能力。另将
对数生长期Ｋ５６２细胞随机分为对照组、３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组、３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组，分别使用含终浓度０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ和
０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴＵＤＣＡ、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ、０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴＵＤＣＡ、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ和 ０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴＵＤＣＡ的
ＲＰＭＩ１６４０培养液培养，采用ＣＣＫ８法检测各组细胞存活能力，采用流式细胞术检测各组细胞凋亡情况，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测各组细胞凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｐｓａｓｅ３的表达。结果　３ＢＰ干预１６ｈ时，随着药物浓度的升
高，０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组细胞存活能力呈显著
降低趋势（Ｆ＝５４２．１７０，Ｐ＜０．０５）。药物干预１６ｈ时，３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组、３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组细胞存活能力显著低于对
照组，３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组细胞存活能力显著低于３ＢＰ组和ＴＵＤＣＡ组（Ｐ＜０．０５）。３ＢＰ干预２４、４８、７２、９６ｈ时，随３ＢＰ
干预浓度的升高，０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、５μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组细胞增殖能力呈显著降低趋势（Ｆ＝２８４．８７５、８１９．６５８、１９９．５３５、４６７．６３３，Ｐ＜０．０５）。随着３ＢＰ干预浓度的增
加，０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组细胞的凋亡率及Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｐｓａｓｅ３蛋白呈显著升高趋势，Ｂｃｌ２蛋白呈显著降低趋势（Ｆ＝２１４８．２７８、１１７６．８３８、１３５０．６４６、６７６５．４８２，
Ｐ＜０．０５）。随着３ＢＰ浓度的升高，０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组细胞Ｂｉｐ、ｐＥＩＦ２α、ＡＴＦ４蛋白相对表达量呈显著升高趋势（Ｆ＝１６００．４４７、５０４．６７２、１９４９．８３７，Ｐ＜０．０５）；
０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组细胞的 ＥＩＦ２α蛋白相对
表达量比较差异无统计学意义（Ｆ＝１．０３４，Ｐ＞０．０５）。３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组细胞凋亡率及 Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白相
对表达量显著高于对照组、３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组（Ｐ＜０．０５）；３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组细胞的Ｂｃｌ２蛋白相对表达量显著低于对
照组、３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组（Ｐ＜０．０５）。结论　３ＢＰ可显著抑制人髓系白血病细胞Ｋ５６２的增殖和存活能力，促进Ｋ５６２
细胞凋亡，并可诱导内质网应激的发生；内质网应激抑制剂 ＴＵＤＣＡ可增加３ＢＰ对 Ｋ５６２细胞的促凋亡作用，抑制
Ｋ５６２细胞存活。
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　　慢性髓性白血病（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＣＭＬ）是骨髓造血干细胞异常克隆性增殖形成的恶
性肿瘤，绝大多数患者起病缓慢。随着酪氨酸激酶

抑制剂伊马替尼的研发，患者保守治疗取得不错的

效果，但是长期接受伊马替尼治疗的ＣＭＬ患者超过
３０％出现了耐药或者不耐受，这使得寻找新的治疗
策略和靶点迫在眉睫［１２］。肿瘤细胞不受控制的生

长和增殖需要通过糖酵解获得大量的能量和代谢产

物。３溴丙酮酸（３ｂｒｏｍｏｐｙｒｕｖａｔｅ，３ＢＰ）是糖酵解
中关键激酶己糖激酶（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ，ＨＫ）２的抑制剂。
有文献报道，３ＢＰ可通过抑制肿瘤细胞糖酵解抑制
肿瘤细胞生长［３］。内质网应激相关信号通路作为

凋亡途径通路的一种，在抑制肿瘤细胞生长中同样

发挥着重要作用［４］。３ＢＰ对髓系白血病细胞的作
用及对内质网应激相关信号通路的影响还未见报

道。研究显示，牛熊去氧胆酸钠（ｓｏｄｉｕｍｔａｕｒｓｕｓ
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ｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ，ＴＵＤＣＡ）治疗胆石症及肝病有显著的
效果［５６］。近年来，ＴＵＤＣＡ在其他疾病的治疗方面
也引起了广泛的关注，有研究发现，ＴＵＤＣＡ具有抑
制内质网应激发生的作用，可以作为内质网应激的

抑制剂［１６］。本研究通过探讨 ３ＢＰ单独或联合
ＴＵＤＣＡ对髓系白血病细胞存活、增殖、凋亡及内质
网应激相关信号通路蛋白表达的影响，以期为临床

治疗ＣＭＬ及联合用药提供新的方向。

１　材料与方法

１．１　细胞、试剂与仪器　人髓系白血病细胞 Ｋ５６２
购自武汉普诺赛生物科技有限公司；３ＢＰ、Ｔｕｂｕｌｉｎ
抗体购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，ＴＵＤＣＡ、细胞计数试剂
盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）购自美国ＭｅｄＣｈｅｍ
Ｅｘｐｒｅｓｓ公司，Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，
Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白 （Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸ
ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）抗体购自上海 Ａｂｗａｙｓ公司，ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、免疫球蛋白结合蛋白（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂｉｐ）、真核翻译起始因子２α（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２α，ＥＩＦ２α）抗体购自美国
ＣＳＴ公司，磷酸化真核翻译起始因子２α（ｐｈｏｓｐｈｏ
ｒｙｌａｔｅｄ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ２α，
ｐＥＩＦ２α）、转录激活因子 ４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）抗体购自德国Ｓｎｔａｃｒｕｚ公司，人膜联
蛋白 Ｖ异硫氰酸荧光素（ａｎｎｅｘｉｎＶｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏ
ｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ）／碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）凋亡检测试剂盒购自日本同仁公司，十二
烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌ
ｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）
凝胶配制试剂盒、二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，
ＢＣＡ）蛋白浓度检测试剂盒购自上海碧云天生物技
术有限公司，ＲＰＭＩ１６４０培养液、磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌａｔｉｏｎ，ＰＢＳ）购自武汉普诺赛
生物科技公司，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）
购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，胰蛋白酶购自武汉塞维尔公
司；酶标仪购自武汉赛默飞公司，流式细胞仪购自美

国贝克曼公司，电转仪、电泳仪购自北京六一仪器公

司，金属浴购自山东博科科学仪器公司。

１．２　细胞培养　将 Ｋ５６２细胞接种于含体积分数
１０％ ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置于３７℃含体
积分数５％ ＣＯ２培养箱中培养。
１．３　ＣＣＫ８检测细胞存活能力　收集对数生长期
Ｋ５６２细胞，胰蛋白酶消化后，用培养基重悬，以每孔
１．２×１０４个细胞接种于 ９６孔板中，并随机分为

０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组、４０μｍｏｌ· Ｌ－１ ３ＢＰ组、
８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组，分
别用含终浓度０、４０、８０、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液培养；另铺９６孔板，并随机分为对
照组、３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组、３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组，分别使
用含终浓度０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ和０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴＵＤ
ＣＡ、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ、０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴＵＤＣＡ、
４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ和 ０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴＵＤＣＡ的
ＲＰＭＩ１６４０培养液培养。每组设６个复孔。细胞铺
板并加药后，每隔２ｈ观察细胞生长状态，药物干预
１６ｈ后，加入ＣＣＫ８试剂，置于 ３７℃细胞培养箱孵
育２ｈ。使用酶标仪于波长 ４５０ｎｍ处测定光密度
（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。ＯＤ值越高表示细胞存活
能力越强。实验重复３次，取均值。
１．４　ＣＣＫ８法检测细胞增殖能力　收集对数生长
期Ｋ５６２细胞，以每孔３０００个细胞接种于５个９６
孔板，每个９６孔板随机分为０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、
５μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组、１０μｍｏｌ· Ｌ－１ ３ＢＰ组、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组，分别
用含终浓度 ０、５、１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ的
ＲＰＭＩ１６４０培养液培养。５组细胞使用不同浓度
３ＢＰ培养 ０、２４、４８、７２、９６ｈ时，每孔加入 １０μＬ
ＣＣＫ８试剂，置于３７℃细胞培养箱孵育２ｈ，使用酶
标仪于波长４５０ｎｍ处检测ＯＤ值。ＯＤ值越高表示
细胞增殖能力越强。实验重复３次，取均值。
１．５　流式细胞术检测细胞凋亡情况　收集对数生
长期Ｋ５６２细胞，以每孔２．５×１０６个细胞均匀铺于
６孔板中，并随机分为 ０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组、
４０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组、８０μｍｏｌ· Ｌ－１ ３ＢＰ组、
１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组，分别用含终浓度０、４０、８０、
１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ的ＲＰＭＩ１６４０培养液培养。另
取对数生长期 Ｋ５６２细胞铺６孔板，并随机分为对
照组、３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组、３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组，３ＢＰ
组、ＴＵＤＣＡ组、３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组细胞分别用含终浓度
４０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ、０．２５ ｍｍｏｌ· Ｌ－１ ＴＵＤＣＡ、
４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ和 ０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴＵＤＣＡ培
养，对照组细胞不加药培养。每组设６个复孔。药
物作用１２ｈ后，使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ检测试剂
盒处理细胞，按照试剂盒说明书进行操作，使用流式

细胞仪检测细胞凋亡率。实验重复３次，取均值。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞凋亡相关蛋白及内
质网应激相关蛋白的表达　取药物干预 １２ｈ的
０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组、４０μｍｏｌ· Ｌ－１ ３ＢＰ组、
８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组及对
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照组、３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组、３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组细胞，用
胰蛋 白 酶 消 化 并 收 集 细 胞 至 离 心 管 中，

８００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收集细胞沉淀。加入适量
细胞裂解液吹打混匀，置于冰上裂解２０ｍｉｎ，使用
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。将所提蛋白
置于金属浴１００℃、１０ｍｉｎ变性。使用 ＳＤＳＰＡＧＥ
分离蛋白，并将蛋白恒压转至聚偏氟乙烯膜上，脱脂

牛奶室温封闭 ２ｈ，Ｔｒｉｓ缓冲生理盐水洗涤；加入
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｉｐ、ＥＩＦ２α、ｐＥＩＦ２α、
ＡＴＦ４一抗（稀释度１１０００），４℃孵育过夜，Ｔｒｉｓ
缓冲生理盐水洗涤３次，每次１０ｍｉｎ；加入辣根过氧
化物酶标记的二抗（稀释度１２０００），室温摇床孵
育１ｈ，Ｔｒｉｓ缓冲生理盐水洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；滴
加电化学发光显色剂，暗室中曝光、显影，应用凝胶

成像系统扫描、分析各条带灰度值，以 Ｔｕｂｕｌｉｎ为内
参，以目的蛋白条带灰度值与 Ｔｕｂｕｌｉｎ条带灰度值
比值表示蛋白相对表达量。实验重复３次，取均值。
１．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２０．０和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｍｅｒ９．０软件进行数据统计与分析。计量资料以均
数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，２组间比较采用ｔ检验，多组
间比较采用方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３ＢＰ对髓系白血病细胞 Ｋ５６２存活能力的影
响　３ＢＰ干预 １６ｈ时，０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、
４０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组、８０μｍｏｌ· Ｌ－１ ３ＢＰ组、
１２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组 细 胞 的 ＯＤ 值 分 别 为
１．１６４±０．０３１、０．９１０±０．０３７、０．７２９±０．０３３、０．３８４±
０．０１０；随着药物浓度的升高，０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、

４０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组、８０μｍｏｌ· Ｌ－１ ３ＢＰ组、
１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组细胞存活能力（ＯＤ值）呈显著
降低趋势，差异有统计学意义（Ｆ＝５４２．１７０，Ｐ＜０．０５）。
２．２　３ＢＰ联合 ＴＵＤＣＡ对髓系白血病细胞 Ｋ５６２
存活能力的影响　药物干预１６ｈ时，对照组、３ＢＰ
组、ＴＵＤＣＡ组、３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组细胞 ＯＤ值分别为
０．９６８±０．４１７、０．７６０±０．０１０、０．７４０±０．０１２、０．３１５±
０．０１０。３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组、３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组细胞的
存活能力（ＯＤ值）显著低于对照组，３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ
组细胞的存活能力（ＯＤ值）显著低于 ３ＢＰ组和
ＴＵＤＣＡ组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。３ＢＰ组
与ＴＵＤＣＡ组细胞的存活能力（ＯＤ值）比较差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．３　３ＢＰ对髓系白血病细胞 Ｋ５６２增殖能力的影
响　结果见表 １。３ＢＰ干预 ０ｈ时，０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组、５μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ
组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组细
胞的增殖能力（ＯＤ值）比较差异无统计学意义（Ｆ＝
２．２８４，Ｐ＞０．０５）。３ＢＰ干预２４、４８、７２、９６ｈ时，随
３ＢＰ干预浓度的升高，０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组、
５μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１０μｍｏｌ· Ｌ－１ ３ＢＰ组、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组细胞
的增殖能力（ＯＤ值）呈显著降低趋势（Ｆ＝２８４．８７５、
８１９．６５８、１９９．５３５、４６７．６３３，Ｐ＜０．０５）。３ＢＰ干预
０、２４、４８、７２、９６ｈ时，随干预时间的延长，０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组、５μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组３ＢＰ组、１０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ
组细胞的增殖能力（ＯＤ值）呈显著升高趋势，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　不同浓度３ＢＰ组髓系白血病细胞Ｋ５６２增殖能力的比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａＫ５６２ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ３ＢＰｇｒｏｕｐｓ

（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
增殖能力（ＯＤ值）

０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
Ｆ Ｐ

０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ０．３４０±０．００５ ０．６４６±０．０１０ ０．９１６±０．０１９ １．４４３±０．０８５ １．８１５±０．０２４ ６５２．０５５ ０．０００
５μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ０．３５５±０．０１０ ０．５８２±０．００３ ０．６１５±０．００６ ０．８６４±０．０３７ １．０８５±０．０７１ １８２．６７０ ０．０００
１０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ０．３４３±０．０１１ ０．５２５±０．００６ ０．５７２±０．００６ ０．７１６±０．００２ ０．９３４±０．００９２６６６．７８０ ０．０００
２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ０．３３８±０．００６ ０．４８７±０．０１１ ０．５３４±０．００７ ０．６８１±０．００７ ０．８２１±０．００６１７７１．５４７ ０．０００
４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ０．３５２±０．００３ ０．４１４±０．０１２ ０．４９４±０．００８ ０．５９３±０．０１４ ０．６５２±０．０２９ １８９．６９８ ０．０００
Ｆ ２．２８４ ２８４．８７５ ８１９．６５８ １９９．５３５ ４６７．６３３
Ｐ ０．０８３ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

２．４　３ＢＰ对髓系白血病细胞 Ｋ５６２凋亡率及凋亡
相关蛋白表达的影响　结果见图１、图２和表２。随
着３ＢＰ干预浓度的增加，０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、

４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、８０μｍｏｌ· Ｌ－１ ３ＢＰ组、

１２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组细胞的凋亡率及 Ｂａｘ、

ｃｌｅａｖｅｄｃａｐｓａｓｅ３蛋白相对表达量呈显著升高趋势，
Ｂｃｌ２蛋白相对表达量呈显著降低趋势，差异有统计
学意义（Ｆ＝２１４８．２７８、１１７６．８３８、１３５０．６４６、
６７６５．４８２，Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组；Ｂ：４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组；Ｃ：８０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组；Ｄ：１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组。

图１　不同浓度３ＢＰ组Ｋ５６２细胞凋亡率
Ｆｉｇ．１　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎｓｏｆ３ＢＰｇｒｏｕｐｓ

１：０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组；２：４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组；３：８０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组；４：１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组。

图２　不同浓度３ＢＰ组Ｋ５６２细胞中凋亡相关蛋白的表达
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＫ５６２
ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ３ＢＰｇｒｏｕｐｓ

表２　不同浓度 ３ＢＰ组Ｋ５６２细胞凋亡率及Ｋ５６２细胞中凋亡相关蛋白相对表达量的比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓ

ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ３ＢＰｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 凋亡率／％
蛋白相对表达量

Ｂｃｌ２ Ｂａｘ ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３

０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ３．６５７±０．３８３ ０．８５１±０．０２９ ０．２４８±０．００１ ０．３７８±０．００１

４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ９．０６７±０．１６２ ０．６２４±０．００４ ０．４８９±０．００５ ０．３２１±０．００１

８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ３３．４５０±０．７２０ ０．４５２±０．００６ ０．７８９±０．００９ ０．８９３±０．００４

１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ３５．７８３±０．９０９ ０．１２２±０．００８ ０．８２０±０．０２４ ０．７０３±０．０１１

Ｆ ２１４８．２７８ １１７６．８３８ １３５０．６４６ ６７６５．４８２

Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

２．５　３ＢＰ对髓系白血病细胞 Ｋ５６２细胞内质网应
激相关蛋白表达的影响　结果见表３和图３。随着
３ＢＰ浓度的升高，０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组、８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ
组细胞Ｂｉｐ、ｐＥＩＦ２α、ＡＴＦ４蛋白相对表达量呈显著

升高趋势，差异有统计学意义（Ｆ＝１６００．４４７、
５０４．６７２、１９４９．８３７，Ｐ＜０．０５）。０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ
组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、
１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组细胞的 ＥＩＦ２α蛋白相对表
达量比较差异无统计学意义（Ｆ＝１．０３４，Ｐ＞０．０５）。

表３　不同浓度３ＢＰ组Ｋ５６２细胞中内质网应激相关蛋白相对表达量的比较

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ３ＢＰｇｒｏｕｐｓ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
蛋白相对表达量

Ｂｉｐ ＥＩＦ２α ｐＥＩＦ２α ＡＴＦ４

０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ０．３８５±０．０１４ １．０６６±０．０１５ ０．７１１±０．００２ ０．４２３±０．００７

４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ０．６５１±０．００２ １．０８９±０．００５ ０．９１７±０．００６ ０．７３５±０．０１０

８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ０．７００±０．００８ ０．９５８±０．００７ １．０７９±０．０２９ ０．７９８±０．００４

１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组 ３ ０．９０１±０．００９ １．０２５±０．０１２ １．１８１±０．０１１ ０．９２１±０．０１１

Ｆ １６００．４４７ １．０３４ ５０４．６７２ １９４９．８３７

Ｐ ＜０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５
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Ａ：０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组；Ｂ：４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组；Ｃ：８０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组；Ｄ：１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组。

图３　不同浓度３ＢＰ组 Ｋ５６２细胞中内质网应激相关蛋白
的表达

Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ３ＢＰ
ｇｒｏｕｐｓ

２．６　３ＢＰ联合 ＴＵＤＣＡ对髓系白血病细胞 Ｋ５６２

细胞凋亡率及凋亡相关蛋白相对表达量的影响　结

果见表 ４和图 ４、５。３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组、３ＢＰ＋

ＴＵＤＣＡ组细胞的凋亡率显著高于对照组，ＴＵＤＣＡ

组细胞凋亡率显著低于３ＢＰ组，３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组

细胞凋亡率显著高于３ＢＰ、ＴＵＤＣＡ组，差异均有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组、３ＢＰ＋

ＴＵＤＣＡ组细胞中Ｂｃｌ２蛋白相对表达量均显著低于

对照组，Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量均显

著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组细胞中Ｂｃｌ２蛋白相对表达量显著

低于 ３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组，Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋

白相对表达量均显著高于３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。３ＢＰ组与 ＴＵＤＣＡ组细

胞中 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量

比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表４　对照组、３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组、３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组Ｋ５６２细胞凋亡率及Ｋ５６２细胞中凋亡相关蛋白相对表达量的比较

Ｔａｂ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＫ５６２ｃｅｌｌｓ

ａｍｏｎｇｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，３ＢＰｇｒｏｕｐ，ＴＵＤＣＡｇｒｏｕｐａｎｄ３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 细胞凋亡率／％ Ｂｃｌ２蛋白相对表达量 Ｂａｘ蛋白相对表达量 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量
对照组 ３ ３．７５７±０．５７５ ０．８６９±０．０１３ ０．２１６±０．０２３ ０．２５５±０．００１
３ＢＰ组 ３ ２４．１１３±１．８７０ａ ０．７１２±０．００６ａ ０．４０１±０．００６ａ ０．４０７±０．００１ａ

ＴＵＤＣＡ组 ３ １０．２８３±０．５７４ａｂ ０．６２９±０．０１６ａ ０．５９３±０．００６ａ ０．５６９±０．００１ａ

３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组 ３ ４４．２００±３．４２１ａｂｃ ０．４０１±０．０２３ａｂｃ ０．７５８±０．００８ａｂｃ ０．６６７±０．００８ａｂｃ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与３ＢＰ组比较ｂＰ＜０．０５；与ＴＵＤＣＡ组比较ｃＰ＜０．０５。

Ａ：对照组；Ｂ：３ＢＰ组；Ｃ：ＴＵＤＣＡ组；Ｄ：３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组。

图４　对照组、３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组、３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组Ｋ５６２

细胞凋亡情况

Ｆｉｇ．４　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，３ＢＰ

ｇｒｏｕｐ，ＴＵＤＣＡｇｒｏｕｐａｎｄ３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡｇｒｏｕｐ

１：对照组；２：３ＢＰ组；３：ＴＵＤＣＡ组；４：３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组。

图５　对照组、３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组和 ３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组
Ｋ５６２细胞中凋亡相关蛋白的表达
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＫ５６２
ｃｅｌｌｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，３ＢＰｇｒｏｕｐ，ＴＵＤＣＡｇｒｏｕｐａｎｄ３ＢＰ＋
ＴＵＤＣＡｇｒｏｕｐ

３　讨论

ＣＭＬ是一种起源于多能干细胞的增殖性髓系
肿瘤，急变期ＣＭＬ患者缓解率较低，预后差。因此，
寻找新的有效的治疗方案尤其是联合用药方案成为

·６０４· 新乡医学院学报　　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｘｘｙｘｙｘｂ．ｃｏｍ　　　　　　　　　２０２２年　第３９卷



控制ＣＭＬ发生发展的关键。
肿瘤细胞往往通过糖酵解的方式获取能量，而

不是正常细胞的有氧循环方式获取能量，肿瘤细胞

这种代谢方式的改变称为代谢重编程，也称为

“Ｗａｒｂｕｒｇ效应”［８９］。糖酵解途径中第一限速酶ＨＫ
的基因参与了肿瘤细胞代谢重编程的过程。ＨＫ已
知有４种类型，由不同染色体的不同基因控制，其中
ＨＫ２与肿瘤发生发展的关系最为密切［１０１１］。大量

研究显示，ＨＫ２在多种肿瘤中呈高表达，并且在肿
瘤发生发展中发挥重要的调控作用［１２１４］。３ＢＰ是
研究最广泛的ＨＫ２抑制剂，但是其对白血病细胞生
物学行为的影响目前尚不清楚，且关于是否存在可

能的联合用药方案报道较少［１５１６］。基于此，本研究

通过给予人髓系白血病细胞 Ｋ５６２不同浓度的
３ＢＰ，研究３ＢＰ对 Ｋ５６２细胞存活、增殖和凋亡的
影响。本研究结果发现，３ＢＰ干预１６ｈ时，随着药
物浓度的升高，０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组、８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ
组细胞存活能力（ＯＤ值）呈显著降低趋势；３ＢＰ干
预２４、４８、７２、９６ｈ时，随 ３ＢＰ干预浓度的升高，
０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ 组、５μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ 组、
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组、２０μｍｏｌ·Ｌ－１ ３ＢＰ组、
４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组细胞的增殖能力（ＯＤ值）呈显著
降低趋势；随着３ＢＰ干预浓度的增加，０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、
１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组细胞的凋亡率及促凋亡相关蛋
白Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３呈显著升高趋势，抑制性
凋亡蛋白Ｂｃｌ２呈显著降低趋势；提示３ＢＰ可以显
著抑制 Ｋ５６２细胞的增殖能力，降低细胞存活率，促
进细胞凋亡的发生。Ｂａｘ基因是人体线粒体凋亡途
径中最主要的凋亡基因，对Ｂｃｌ２具有抑制作用［１７］。

研究发现，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２蛋白比例是决定对细胞凋亡抑
制作用强弱的关键因素，Ｂａｘ被认为是非常重要的
促细胞凋亡基因之一［１８］。正常情况下，ｃａｓｐａｓｅ３以
酶原的形式存在，但是当细胞发生凋亡时，ｃａｓｐａｓｅ３
被活化为ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３，并发挥促进细胞凋亡的
作用［１９］。

内质网是细胞内蛋白质合成、折叠、存储的重要

细胞器。当内质网发生错误蛋白折叠或钙离子超载

时，细胞会发生内质网应激［２０］。内质网应激发生

时，未折叠蛋白在内质网上堆积，会导致内质网应激

蛋白Ｂｉｐ从跨膜蛋白上解离，并与未折叠蛋白结
合［２１］。当内质网应激过于强烈时，会导致细胞凋

亡。有研究显示，内质网应激在抗肿瘤药物诱导肿

瘤细胞死亡中发挥着双重作用，既可以促进肿瘤细

胞凋亡，也可维持肿瘤细胞内稳态［２２２３］。本研究使

用不同浓度３ＢＰ处理 Ｋ５６２细胞，结果发现，随着
３ＢＰ浓度的升高，０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、４０μｍｏｌ·Ｌ－１

３ＢＰ组、８０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ组、１２０μｍｏｌ·Ｌ－１３ＢＰ
组细胞中内质网应激相关蛋白 Ｂｉｐ、ｐＥＩＦ２α、ＡＴＦ４
相对表达量呈显著升高趋势，提示３ＢＰ所诱导的
Ｋ５６２细胞凋亡可能通过激活 Ｂｉｐ、ｐＥＩＦ２α、ＡＴＦ４
蛋白表达引起了内质网应激的发生。

本研究进一步研究内质网应激抑制剂 ＴＵＤＣＡ
和３ＢＰ联合应用对 Ｋ５６２细胞存活、凋亡的影响及
机制，结果发现，３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组细胞的存活能力
显著低于对照组、３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组，凋亡率显著
高于对照组、３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组；３ＢＰ＋ＴＵＤＣＡ组
细胞中促凋亡相关蛋白 Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３相对
表达量显著高于对照组、３ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组，抑制
性凋亡蛋白 Ｂｃｌ２相对表达量显著低于对照组、３
ＢＰ组、ＴＵＤＣＡ组，提示３ＢＰ作用于Ｋ５６２细胞所引
起的内质网应激反应对 Ｋ５６２细胞发挥了保护作
用；３ＢＰ和内质网应激抑制剂 ＴＵＤＣＡ联合用药则
抑制了内质网应激反应，进一步促进了 Ｋ５６２细胞
凋亡，抑制Ｋ５６２细胞存活。

综上所述，３ＢＰ可显著抑制人髓系白血病细胞
Ｋ５６２的增殖和存活能力，促进Ｋ５６２细胞凋亡，并可
诱导内质网应激的发生。此外，３ＢＰ和内质网应激
抑制剂ＴＵＤＣＡ联合用药可增加３ＢＰ对 Ｋ５６２细胞
的促凋亡作用，抑制 Ｋ５６２细胞存活。本研究为临
床靶向有氧糖酵解治疗白血病提供了一定的方向和

理论依据，也为联合用药治疗 ＣＭＬ提供了新的
策略。
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