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二烯丙基二硫诱导人白血病 K562 细胞凋亡及其对 Bax、Bag-1
表达的影响 *

赵 谦 殷小成△ 彭艳辉
（南华大学附属第一医院儿科 湖南 衡阳 421001）

摘要 目的：探讨二烯丙基二硫 (Diallyl disulfide) 诱导白血病 K562 细胞凋亡的作用及其机制。方法：采用吖啶橙 / 溴化乙啶

(AO/EB)染色法观察细胞凋亡形态学变化；DNA 琼脂糖凝胶电泳测定 DNA 梯度带；RT-PCR 法检测 BAG-1、BAX 基因的 mRNA
表达变化。结果：DADS 可诱导 K562 细胞凋亡。其对 K562 细胞的凋亡效用与药物浓度、有明显依赖关系；DNA 琼脂糖凝胶电泳

示：40mg/LDADS 作用 K562 细胞 48 小时后能够产生明显的梯形电泳图谱(DNA ladder)：DADS 作用 48h 后，BAX mRNA 表达水

平较对照组上调；BAG-1 mRNA 较对照组下调（差异具有统计学意义，P＜0.05）。结论：DADS 能够诱导 K562 细胞凋亡，其凋亡机

制可能与上调 BAX，下调 BAG-1 有关。
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ABSTRACT Objective: To study the effects of diallyl dsulfide (DADS) on apoptosis of human leukemia K562 cells and possible
mechanisms. Methods: The morphologic changes of leukemia K562 after DADS treatment were observed by AO/EB. DNA ladder was
showed by agarose gelelectrophoresis. Bax, Bag-1 mRNA expression was estimated by reverse transcriptionpolymerase chain reaction
(RT-PCR) 48 hours after DADS treatment. Results: The characteristics of apoptosis in k562 cells induced by DADS were observed. The
leukemia K562 was treated with 40mg/L DADS for 48 hours reveal an obvious DNA ladder. Expression of Bax mRNA increased, while
Bag-1 mRNA expression decreased significantly after DADS treatment for 48 hours compared with the control group(P<0.05). Conclusion:
DADS can induce apoptosis of human leukemia K562 cells in a concent ration-dependent manner, possilbly through increasing Bax ex-
pression and decreasing Bag-1 expression.
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前言

大蒜(Allium sativumL)是百合科属植物的鳞茎，早在公元

前 15 世纪，古埃及人就已经认识到大蒜对许多种疾病具有治

疗作用，具有抗菌，防癌，抗病毒，降血脂，抗肿瘤，抗氧化，解

毒，提高免疫功能的功效[1-3]。流行病学调查显示：摄入大蒜与众

多肿瘤的发生发展成负相关[4]。二烯丙基二硫(diallyl disulfide,
DADS)是大蒜中的一种脂溶性的有效成分。对乳腺癌、皮肤癌、
肝癌、肺癌、胃癌、食管癌、结肠癌和白血病等细胞均有抑制作

用[5]。本研究探讨 DADS 诱导人红白血病细胞株 K562 凋亡的

机制，为临床应用 DADS 治疗白血病提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物和试剂

DADS 购自 Fluka 公司，按说明书用二甲基亚砜(DMSO)溶
解配制，DMSO 终浓度 <0.01%；小牛血清购自杭州四季青；RP-
MI-1640 培养基购自 HyClone 公司；Trizol 为美国 GIBCOBRL
公司产品；逆转录试剂盒购自 Fermentas 公司，PCR 试剂盒购

自广州东盛生物工程公司，PCR 引物由 Invitrogen 公司合成；

AO/EB 染色剂购自江苏碧云天生物技术公司。
1.2 实验方法和步骤

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%的灭活新生小牛血清、1×
105μ/mL 青霉素和 10mg/mL 链霉素的 RPMI-1640 完全培养基

中，置于 37℃、5% CO2 饱和湿度培养箱内培养，每 2-3 天换液

传代。实验分为 2 组：对照组及药物处理组。对照组包括：空白

对照组及溶媒对照组，空白对照组不加 DADS，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
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分别为 20 mg/L、40 mg/L、80mg/L DADS。取对数生长期细胞进

行实验。
1.2.2 (AO/EB)染色 取对数生长期 K562 细胞，用 10%灭活的

新生牛血清 RPMI-1640 培养基制成 3.0×106/mL 的单细胞悬

液，接种于无菌 6 孔培养板中，每孔 2ml。48 小时后，小心吸去

部分上清，离心去液体，用冷 PBS 洗 2 遍，调整细胞浓度至

106/ml，取 1ml 细胞悬液离心收集细胞，加入 25 μl PBS 重新悬

浮细胞，加 2μl AO 染(100μg/ml)及 2μlEB 染液(100μg/ml)混
合，取 10 μl 滴于载玻片上盖片封片后在荧光显微镜下观察形

态学。
1.2.3 DNA 琼脂糖凝胶电泳 收集细胞，用 10%小牛血清的

RPMI-1640 培养基制成 3.0×106/mL 的单细胞悬液，接种于无

菌 6 孔培养板中，每孔 2ml。48 小时后，小心吸去部分上清，

2000r/min 离心 10min 后去上清，用冷 PBS 洗 2 遍。将细胞重

悬 于 0.5ml 裂 解 缓 冲 液 中 （10mmol/L Tris-HCl, pH7.5, 10
mmol/L Nacl, 10 mmol/LEDTA, 100μg/ml 蛋 白 酶 K，0.5%
SDS），与 50℃孵育 1 小时。然后用等体积的饱和酚抽提，

10000r/min 离心 10min，取上层，再用等倍体积的氯仿 / 异戊醇

(24:1) 抽提一次，除蛋白，10000r/min 离心 10min，收集水相，加

入 2.5 体积冰冷无水乙醇及 0.1 体积的 3mol/L 醋酸钠 -20℃沉

淀，过夜。最后 10000r/min 离心 10min，将沉淀用 70%乙醇洗涤

两次，空气干燥后，溶于 50μl 含有 0.1μg/ml RNase A 的 TE 缓

冲液中。在 1.5%的琼脂糖凝胶电泳 2 小时，用凝胶成像系统观

察、拍照。
1.2.4 RT-PCR 检测 Bax、Bag-1 基因的表达 根据 AO/EB 染色

结果选择凋亡率最明显的 40mg/L 浓度进行 RT-PCR 检测。收

集作用 48 小时后的各组细胞，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 β-action 作为内参，取上述逆转录产物 2μlcDNA 进行 PCR

循 环 ， 扩 增 Bax、Bag-1 基 因。 β-action 的 上 游 引 物 为 ：

5-ATCTGGCACCACACCT-3，下游引物：5-CGTCATACTCCT-
GCTT-3；扩增片段 838bp；Bax 的上游引物为：5-GAGGAT-
GATTGCCGCCGTGGACA-3， 下 游 引 物 ：5-GGTGGGGGT-
GAGGAGGCTTGAGG-3，扩增片段 275bp；Bag-1 的上游引物

为：5-AAGCGACCTGGAGTGAAG -3；下游引物 5-AGTGCT-
GACAACGGTGTTT -3，扩增片段 330bp。β-action、Bax 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。Bag-1 的扩增条件为：95℃预变

性 2min→95℃ 15s→60℃ 15s→72℃ 15s （循环 40 次）→72℃
延伸 5min PCR。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 统计学软件进行结果处理，所有数据均以

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 或 0.01，差异有统计学意义）。

2 结果

2.1 (AO / EB)染色

经 20mg/L、40mg/L、80mg/L 浓度的 DADS 作用 48 小时

后，K562 细胞在 AO / EB 染色时，显微镜下形态学改变（图 1）。
正常细胞核染色着绿色，并呈圆形或椭圆形；凋亡细胞核染色

质为橘红色，并呈固缩状或圆珠状；非凋亡的死亡细胞核染色

质着橘红色，并呈正常结构。随着 DADS 浓度的加大，细胞失

去原有形状胞核染色质为橘红色，并呈固缩状或圆珠状的

K562 细胞数目逐渐增多，甚至形成凋亡小体（箭头所示）；其中

加入浓度为 80mg/LDADS 时细胞核染色质着橘红色，并呈正

常结构，可能是由于高浓度 DADS 导致 K562 细胞坏死所致。

图 1 DADS 作用于 K562 细胞 48 小时后 AO/EB 染色光镜观察（400×）

A：空白对照；B：溶酶对照；C~E：20、40、80mg/L DADS 组

Fig. 1 The morphologic changes of leukemia DADS on K562 cell 48 hour after AO/EB staining observed by light microscope(400×) A: control group;

B: DMSO group; C~E:20、40、80mg/L DADS group
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图 3 RT-PCR 法检测 Bag-1、Bax mRNA 表达情况

M：marker；1：空白对照；2：DMSO 对照；3~5：20、40、及 80mg/L 药物处理组

Fig. 3 RT-PCR detection the expression of Bag-1、Bax mRNA

M:marker; 1:control group; 2:DMSO group; 3~5:20, 40, 80mg/L DADS group

Note: a: vs the control group, P<0.05; b: vs the 20mg/L DADS group, P<0.05; c: vs the 40mg/L DADS group, P<0.05

2.2 DNA 琼脂糖凝胶电泳

分别用 20mg/L、40mg/L、80mg/L 浓度的 DADS 处理细胞

48h 后，提取细胞 DNA 进行琼脂糖凝胶电泳，检测到 40mg/L
浓度细胞发生凋亡时由于 DNA 有规律的降解而出现典型的

DNA 梯形条带（图 2）。

2.3 DADS 诱导 K562 细胞凋亡与 Bax、Bag-1 基因表达的变化

不同浓度的 DADS 作用 K562 细胞 48 h 后，空白对照组的

Bax 基因 RT-PCR 产物相对表达量为 0.55±0.03，与 DMSO 溶

媒组的表达强度(0.54±0.03)无明显差异，Bax 基因 RT-PCR 产

物（275bp 带）随着 DADS 浓度增大明显增多，电泳条带变宽、
变亮（图 3A）。20mg/L 浓度组 Bax 的表达强度为 0.68±0.03；

40mg/L 浓度组 Bax 的表达强度为 1.13±0.04；80mg/L 浓度组

Bax 的表达强度为 0.32±0.02；均高于空白对照组(P < 0.05)；空

白对照组的 Bag-1 基因 RT-PCR 产物相对表达量为 1.17±
0.04，与 DMSO 溶媒组的表达强度(1.15±0.04)无明显差异，

Bag-1 基因 RT-PCR 产物（330bp 带）随着 DADS 浓度增大明显

增多，电泳条带变窄、变暗 （图 3B）20mg/L 组、40mg/L 组、
80mg/L 药物处理的 Bag-1 相对表达量(0.70±0.03, 0.44±0.02,
0.23±0.01)均明显低于空白对照组(P < 0.05)，见表 1。

3 讨论

Bag-1(Bcl-2-associated athanogene 1) 称为 Bcl-2 相关抗凋

亡基因 1，是 20 世纪 90 年代初发现的一种抗细胞凋亡基因。
它属于分子伴侣家庭成员，分为 4 个亚型，根据分子量大小分

别命名为 p29、p33、p46 和 p50。Bag-1 在人体大部分正常组织

中呈微弱表达或不表达，但在大多数肿瘤细胞 （如乳腺癌、肾

图 2 DADS 作用 K562 细胞 48 小时后 DNA 梯状条带的形成

M：marker；1：空白对照；2：DMSO 对照；3~5：20、40、及 80mg/L 药物处

理组

Fig. 2 DADS on K562 cell 48 hour after DNA ladder was showed

M:marker; 1:control group; 2:DMSO group; 3~5:20, 40, 80mg/L DADS

group

Contrast group DADS group(mg/L)

Control DMSO 20 40 80

V bag-1/Vβ-actin 1.17±0.04 1.15±0.04 0.70±0.03a 0.44±0.02a,b 0.23±0.01a,b,c

V bax/Vβ-actin 0.55±0.03 0.54±0.03 0.68±0.03a 1.13±0.04a,b 0.32±0.02a,b,c

表 1 DADS 作用 K562 细胞 48 小时后 Bag-1 和 Bax mRNA 表达的情况

Table1 After treated with DADS for 48h the expression of Bax and Bag-1 mRNA

癌、前列腺癌、直肠癌和白血病等）中均有表达，这表明与肿瘤

的恶性转化密切相关[6]。Bag-1 是一种抗凋亡蛋白，它可以通过

与 Bcl-2 结合形成复合物，与雌激素、雄激素及糖皮质激素等

的受体结合，通过多种途径抑制细胞凋亡，并可与热休克蛋白

70 作用，发挥多种生理、病理功能[7]。线粒体途径是细胞凋亡的

一重要的信号转导通路。Bcl-2 家族是在细胞凋亡过程中起关

键性作用的一类基因，它们通过调控线粒体结构与功能的稳定

性，发挥着细胞凋亡 " 主开关 " 的作用[8]。Bax 是 Bcl-2 家族中

研究最广泛的促凋亡蛋白，其定位于细胞浆，自身可形成同源

二聚体或与 Bcl-2 形成异源二聚体 [9]。许多细胞凋亡中有 Bax
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表达升高。Bax 广泛分布于人体组织和细胞，在多数肿瘤表达

下降。
在实验中我们利用 AO/EB 染色法，从形态学方面观察了

细胞凋亡的变化。荧光染色观察到，未干预的 K562 细胞核染

色质着绿色并呈呈圆形或椭圆形；DADS 处理后的细胞核染色

质为橘红色并呈固缩状或圆珠状。为了进一步验证 DADS 对

K562 凋亡的影响，采用 DNA 琼脂糖凝胶电泳观察基因凋亡，

结果显示：DNA 琼脂糖凝胶电泳观察到典型的 DNA 梯形条

带。
Bcl-2 家族是在细胞凋亡中有重要作用的一类蛋白质，

Bcl-2 家族的表达和调控是影响细胞凋亡的关键因素之一，而

Bag-1 与 Bax 又分别是 Bcl-2 家族中重要的抗凋亡基因和促凋

亡基因[10]。有报道，Bag-1 与 Bax 表达水平与肿瘤发生与转移密

切相关[6]。我们的实验结果表明，Bax 在 K562 细胞中表达水平

较低，Bag-1 在 K562 细胞中表达水平较高。不同浓度 DADS 作

用 K562 细胞 48h 后，Bax 表达水平较对照组增加 (P <0.01)；
Bag-1 表达水平较对照组减少 (P<0.01)，提示线粒体途径中的

Bcl-2 家族在诱导 K562 细胞凋亡中起着重要作用。
由此我们认为，DADS 可在体外呈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 Bax，下调

Bag-1 表达，激活线粒体通路实现的。
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