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二烯丙基二硫上调 Beclin1介导白血病 K562
细胞自噬性死亡的研究 *

胡贤娇 殷小成△ 王 萍 彭艳辉 罗永姣
(南华大学附属第一医院儿科 湖南衡阳 421001)

摘要 目的：通过二烯丙基二硫诱导白血病 K562细胞发生自噬性死亡，探讨其作用机制。方法：40 mg/L DADS作用 K562细胞 12

小时后，透射电镜观察 K562细胞超微结构，MDC染色荧光显微镜观察自噬泡及流式细胞仪定量检测自噬率，RT-PCR检测 Becl-

in1mRNA的表达水平。结果：DADS作用后的 K562细胞后，透射电镜可观察到胞质内出现大量自噬体；MDC染色荧光显微镜观
察显示，K562细胞胞浆中的自噬泡明显增多，而空白组与溶媒组胞浆中的自噬泡很少；流式细胞术定量测定空白对照组、溶媒对

照组、DADS药物组自噬率分别为(7.27± 5.60)%、(7.10± 5.13)%、(27.39± 6.51)%（P<0.05）；空白对照组为 0.658± 0.007，溶媒对

照组为 0.671± 0.012，两者的 Beclin1mRNA的表达强度无明显差异（P>0.05），DADS 药物组为 0.911± 0.008，高于对照组（P<0.

05）。结论：二烯丙基二硫可诱导白血病 k562细胞发生自噬性死亡，其机制可能与 Beclin1的上调有关。
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Diallyl Disulfide Raised Beclin1 Mediated Autophagy
in Leukemia K562 Cell*

To investigate the possibility of autophagic death of K562 cell induced by diallyl disulfide (DADS) and its
possible mechanisms. K562 cells was treated by 40mg/L DADS for 12 hours. Its ultrastructure was observed by transmission

election microscopy (TEM); Using monodansylcadaverin (MDC) staining, the autophagic vacuoles (AV) was observed by fluorescence

microscope and the rates of autophagy was analyzed by flow cytometry; RT-PCR was employed to detect the expression levels of

Beclin1mRNA. After treatment with DADS, large amount of autophagosomes were observed in cytoplasm of K562 cell by

TEM. Compared with blank reference group and the vehicle group, the autophagic vacuoles determined by MDC staining fluorescence

microscope were increased significantly in DADS medication group. And the autophagy rate of blank reference group, vehicle reference

group and DADS medication group, measured by means of flow cytometer, were (7.27± 5.60)%,(7.10± 5.13)%, (27.39± 6.51)% (P<0.
05) respectively. Higher Beclin1mRNA expression level (0.911± 0.008) was found in DADS medication group compared with blank

reference group (0.658± 0.007) and vehicle reference group (0.671± 0.012), while no significant difference was observed between those

contorl groups. DADS can induce autophagic death of leukemia K562 cell, the autophagic death may be related to the

up-regulation of Beclin1 mRNA expression.
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前言

自噬性细胞死亡（autophagic cell death）又称为Ⅱ型程序性

细胞死亡，是近期研究发现的凋亡以外的一种新的程序性细胞

死亡。大量研究表明，化疗药物主要通过诱导肿瘤细胞程序性

死亡发挥抗肿瘤作用，目前常见的细胞程序性死亡形式包括凋

亡和自噬。二烯丙基二硫（diallyl disulfide，DADS）是从植物大

蒜中提取的有效成分，研究表明，其可诱导多种肿瘤细胞发生

凋亡作用 [1-3]。本课题组前期研究发现，DADS诱导人白血病
K562细胞发生凋亡且呈时间和剂量依赖性 [4-5], 而关于 DADS

诱导肿瘤细胞自噬性死亡的研究目前很少。本实验通过二烯丙

基二硫上调 Beclin1介导白血病 K562细胞自噬性死亡的研究,

探讨二烯丙基二硫能否诱导白血病 K562 细胞发生自噬性死
亡及其相关分子机制，为二烯丙基二硫应用于临床提供理论基

础，同时为白血病的治疗提供新的靶点。
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1 材料与方法

1.1主要材料与试剂
DADS购自 Fluka公司，用二甲基亚砜（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；RPMI1640 培养基购自 HyClone 公司；Trizol 购自
Invitrogen 公司;逆转录试剂盒及 PCR 试剂购自 Fermentas 公

司；PCR引物由上海生工公司合成；单丹磺酰尸胺(MDC,货号
30432) 购 自美国 sigma 公司 , 临用前用 PBS 配制 成
0.05mmol/L。
1.2 方法
1.2.1 细胞株与细胞培养 K562 细胞株购自北京协和细胞中

心，细胞生长于含 10%的新生小牛血清的 RPM I1640培养基

中，置于 37 ℃，5% CO2培养箱内培养，每 2~ 3 d换液传代，取

对数生长期细胞进行实验。

1.2.2 实验分组 实验分为 3组：空白对照组；实验组：40 mg/L

DADS药物组；溶媒对照组：加有同 DADS组等量体积的 DM-
SO。
1.2.3 透射电镜观察细胞自噬性死亡 收集三组 12 h后的细

胞，PBS液洗涤，800 rpm离心 5 min，然后将细胞收集于离心
管中；经 2.5%戊二醛和 1%锇酸双重固定,丙酮逐级脱水，环氧

树脂包埋，超薄切片(厚度 500埃)，醋酸铀和柠檬酸铅双染色，

最后透射电镜进行观察和摄片。

1.2.4 MDC荧光染色 MDC荧光染色检测自噬泡(autophagic

vacuoles,AV)的染色：参考文献 [6]，取对数生长期 K562细胞，调

整细胞浓度后接种于 6孔板，按上述分组进行加药处理，在给
药 12 h后换 0.05 mmol/L的 MDC37 ℃，5% CO2孵育 15 min；

再用 PBS洗涤两次，离心 800 rpm,5 min；用少量 PBS重悬细胞

后涂于载玻片上，盖上盖玻片；使用荧光显微镜(Olympus)加
356 nm发射滤片和 545 nm断滤片进行观察和摄片。
1.2.5 流式细胞术定量检测细胞自噬率 MDC 染色方法染

色，流式细胞仪以 488 nm激发波长测定 MDC染色阳性 K562

细胞百分率即自噬率。

1.2.6 RT-PCR检测 Beclin1mRNA 表达 收集各组胞，TRIzol

法提取各组细胞总 RNA，取总 RNA1.5uL；按逆转录合成试剂

盒说明合成 cDNA，取 cDNA2uL行 PCR循环，扩增 Beclin1基

因。GAPDH作为内参，GAPDH上游引物：5' ACCACAGTCC-

ATGCCATCAC 3'，下游引物：5' TCCACCACCCTGTTGCTG-

TA3'，扩增片段 452bp。Beclin1上游引物:5'ATCCTGGACCG-
TGTCACCATCCAGG 3'，下游引物：5' GTTGAGCTGAGTGT-

CCAGCTGG 3'，扩增片段 363 bp。PCR反应条件：94 ℃ 2 min

变性后，按热循环参数 94 ℃ 45 s、59 ℃ 45 s、72 ℃ 45 s反应 40

个循环，72 ℃延伸 5 min。使用图像分析软件对 PCR凝胶电泳
产物进行分析。

1.3 统计学分析

所有指标以均数± 标准差(x± s) 表示，采用 SPSS18.0 统

计软件包进行统计处理，多组均数间的显著性检验采用单因素

方差分析，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1透射电镜观察 DADS对 K562细胞超微结构的影响

与对照组、溶媒组相比，DADS药物处理组 K562细胞胞

质内出现独立双层膜结构，部分双层膜结构逐渐延伸、弯曲，包

含一部分胞浆成分以及溶酶体等细胞器形成双层及多层膜结

构的自噬体，部分自噬体内部可见未消化的细胞器(图 1)。表明
DADS可诱导 K562细胞发生自噬性死亡。

图 1 透射电镜观察 DADS对 K562细胞超微结构的影响

A 空白对照组（× 1.5k）；B溶媒对照组（× 1.5k）；C DADS药物组（× 4k）

Fig.1 K562 cell ultrastructure was observed by transmission election microscopy after treated with DADS

A Blank reference group（× 1.5k）; B Vehicle reference group（× 1.5k）; C DADS medication group（× 4k）

2.2 MDC荧光染色检测 DADS诱导 K562细胞自噬

实验结果示：MDC作为自噬追踪剂，可被 K562细胞吸收

并选择性地聚集于自噬囊泡中，荧光显微镜可观察被 MDC染

上的细胞呈深绿色或黄绿色点状结构的自噬囊泡。DADS药物

组，被 MDC 染上的细胞数明显增加，每个细胞中自噬泡的数

量也增多，空白组、溶媒组细胞、仅见到很少量的被 MDC染上

的细胞，并且每个细胞中含的自噬泡数量很少(图 2)。空白对照

组、溶媒对照组和 DADS 药物组的自噬率分别为 (7.27±
5.60)%、(7.10± 5.13)%、(27.39± 6.51)%（P<0.05）（表 1）。
2.3 DADS处理 12小时后 Beclin1mRNA表达变化

RT-PCR 结果显示：DADS 作用 K562 细胞 12 小时后，
GAPDH基因的 RT-PCR产物几乎保持不变，但目的基因 Be-
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clin1 表达增多，电泳条带变亮（图 3）。Beclin1mRNA 表达水

平，空白对照组为 0.658± 0.007，溶媒对照组为 0.671± 0.012，

两者表达强度无明显差异（P>0.05），DADS药物组为 0.911±
0.008，高于对照组（P<0.05）(图 3)。

图 2 MDC染色荧光显微镜观察自噬泡（MDC× 400）

A 空白对照组；B溶媒对照组；C DADS药物组

Fig.2 MDC staining the autophagic vacuoles observed by fluorescence microscope

A Blank reference group; B Vehicle reference group; C DADS medication group

表 1 DADS作用 K562细胞 12小时后的自噬率(x± s, n=3)

Table 1 Cell autophagy rate in k562 cell treated with DADS for 12h(x± s, n=3)

Group Autophagy (%)

Blank reference group

Vehicle reference group

DADS medication group

7.27± 5.60

7.10± 5.13 a

27.39± 6.51 b

注：a:空白对照组与溶媒对照组 P>0.05 b: DADS药物组与对照组 P<0.05。

Note: a：Blank reference group vs Vehicle reference group P>0.05 b：DADS medication group vs control group P<0.05.

图 3 RT-PCR检测 Beclin-1 mRNA表达变化

M:marker 1 空白对照组；2溶媒对照组；3 DADS药物组 (*P<0.05与对照组比较)

Fig.3 The expression of Beclin-1 mRNA by RT-PCR

M:marker 1 Blank reference group; 2 Vehicle reference group; 3 DADS medication group（*P<0.05 vs control group）

3 讨论

一直以来，凋亡作为化疗药物抗肿瘤的主要作用机制，然

而，近几年发现化疗药物抗肿瘤除了引起肿瘤细胞凋亡,还可

引起其他形式的非凋亡形式死亡如自噬等[7]。目前自噬与肿瘤

发生及治疗之间的关系成为了研究热点[8-10]，在对乳腺癌，前列

腺癌，结肠癌使用抗肿瘤药物的研究中都出现了自噬性细胞死

亡[11]。

自噬性细胞死亡的形态学特征为细胞质中大量的自噬体

和自噬溶酶体[12]。透射电子显微镜是观察自噬现象最直接、最

经典的方法。本实验采用透射电子显微镜观察发现经 DADS

处理的 K562细胞胞质内可见大量自噬体，自噬体内部含有尚

未消化的细胞器，从而从形态学证实了 DADS可诱导 K562发

生自噬性死亡。在细胞自噬发生过程中，单丹磺酰尸胺(MDC)

染色后荧光显微镜观察自噬泡及流式细胞术定量检测细胞自

噬率是一种特异性的自噬性死亡检测方法 [13,14]。本研究利用

MDC染色，通过荧光显微镜观察及流式细胞术定量分析，发现

经 DADS处理的 K562细胞自噬阳性细胞增多，自噬率提高，

进一步证实 DADS可诱导 K562细胞发生自噬性死亡。
Beclin1是酵母自噬相关基因 Atg6/Vps30的哺乳动物细胞

同源基因，也称 BECN1基因，是参与自噬调控的重要基因，主

要是与 Class-III PI3K/hvps34形成复合体调节自噬相关蛋白在

前自噬体膜上的定位，其表达强度与自噬活性密切相关[15-17]。大

量研究表明，Beclin1基因是一种重要的抑癌基因[18-20]，其过度
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表达能够促进肿瘤细胞自噬性死亡，从而抑制肿瘤生长[21]。本

研究采用 RT-PCR 技术在基因转录水平检测了 Beclin1表达，

发现经 DADS作用后，Beclin1表达明显增加，提示 DADS诱

导 K562细胞自噬性死亡可能与 Beclin1的上调有关。

综上，二烯丙基二硫可诱导白血病 K562细胞发生自噬性

死亡，其机制可能与 Beclin1的上调有关。本课题组前期研究初

步表明，DADS可诱导 K562细胞发生凋亡作用且呈时间和剂

量依赖性发生[4-5]凋亡，且凋亡发生最明显是在 40 mg/LDADS

药物处理组，DADS处理组 K562细胞自噬率明显增高，DADS

诱导 K562细胞凋亡与自噬之间可能存在一定的关系，但其具

体关系及分子机制有待进一步研究。
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