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Abstract
Objective: To investigate the effect of extractive from sago cycas on proliferation and apoptosis inhibition of K562 leukemia cells line 
and discuss its action mechanism. Methods: K562 leukemia cells line was treated with the extractive from sago cycas (1000, 500, 250, 
125, 62.5, 31.25, 15.625mg/L) and another blank group was set up. Cell viability was estimated by using CCK-8 assay; The apopto-
sis morphology changes were observed by Hoechst 33258 staining; Flow cytometry was used on Annexin V-FITC /propidium iodide 
staining to detect the rate of apoptosis; Western blot was used to detect Caspase-3 and Cytochrome C protein expression. Results: The 
extractive from sago cycas  various nuclear changes such as nuclear shrinkage,chromatin condensation and obvious apoptotic bodies 
were observed after K562 cell line was treated with extractive from sago cycas for 24 h. 125, 62.5, 31.25, 15.625mg/Lextractive from 
sago cycas  induced apoptosis of K562(P<0.05).extractive from sago cycas promoted Caspase-3 and Cytochrome C protein degrada-
tion(P<0.05, P<0.01). Conclusion: The extractive from sago cycas can inhibit the proliferation of K562cells in vitro, and the mecha-
nism may be correlated with inducing cell apoptosis by promoting Caspase-3 and Cytochrome C activity. 
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摘　要

目的：以人慢性髓系白血病 K562 细胞为研究对象，探讨苏铁提取物对 K562 细胞增殖与凋亡抑制作用及其作用机制。方法：
以质量浓度分别为 1000、500、250、125、62.5、31.25、15.625mg/L 的苏铁提取物作用于人慢性髓系白血病 K562 细胞，另
设空白组，采用 CCK8 法检测苏铁提取物对其增殖抑制作用，Hoechst 33258 染色法观察细胞凋亡的形态学变化，Annexin 
V-FITC，PI 双染法应用流式细胞术检测细胞凋亡，蛋白质免疫印迹（Western blot）检测半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3（Caspase-3）
凋亡蛋白及细胞色素 C（Cytochrome C）的表达。结果：苏铁提取物作用于 K562 细胞 24h 后可使细胞核皱缩，染色质凝集，
形成明显的凋亡小体；与空白组比较，125、62.5、31.25、15.625mg/L 苏铁提取物能诱导 K562 细胞凋亡（P<0.05）；与空白
对照组比较，苏铁提取物作用组促进 Caspase-3 蛋白及细胞色素 C 的表达（P<0.05,P<0.01）。结论：苏铁提取物能够抑制人
慢性髓系白血病 K562 细胞的增殖，其作用机制可能与促进 Caspase-3 蛋白及细胞色素 C 活性进而诱导细胞凋亡效应有关。　
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1 引言

慢性粒细胞白血病是一种影响血液及骨髓的恶性肿瘤，

其特点是产生大量不成熟的白血病细胞。但在中国古代中医

学中并没有白血病这一疾病名称，根据此病的主要临床特点

如发热、贫血、出血、肝脾及淋巴结肿大等，可在历代文献

中查到相关的证候，故该病可归属于“虚劳”“急劳”“热劳”“百
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日劳”“血证”等病证范畴 [1]。天然药用植物是新药研发的

重要来源，一些具有良好抗肿瘤活性且毒副作用低的化合物

直接或间接来源于天然植物，因此，从天然药物中寻找安全、

有效的抗白血病药物具有重要意义。

苏铁属苏铁科苏铁属植物，苏铁又名铁树、凤尾蕉，裸

子植物，属苏铁科、铁树属常绿乔木。据《本草纲目拾遗》

记载，叶有解热毒，凉血散瘀止血等功效；将其茎干去皮入

药，有清热解毒、止血散瘀、抗菌治烫的作用。为常绿灌木，

全年可采集 [2]，所以对于这种有药用价值的资源进行研究，

发现其新用途，对于中药资源保护和开发具有重要意义。

本研究以造血系统恶性肿瘤白血病细胞为研究对象，

采 用 CCK-8 法、Hoechst 33258 染 色、Annexin Ⅴ -FITC/

PI 双标记法、Caspase-3 活性检测、细胞色素 C 活性检测、

Western blot 等技术与方法，初步研究苏铁提取物对人白血病

K562 细胞的增殖抑制作用及抗肿瘤分子作用机制，期待为苏

铁提取物作为抗白血病等多种肿瘤药物的开发提供实验依据。

2 材料

2.1 细胞株

人白血病 K562 细胞，购于南京凯基生物科技发展有限

公司。K562 细胞悬浮接种在含 10% 胎牛血清 1640 培养液中，

于 37℃ 5% CO2 培养箱中培养。

2.2 药物及试剂

苏铁多糖部位及石油醚部位（课题组提取）；胎牛血清

和 RPMI-1640 培养基（美国 Gibco 公司）；细胞荧光凋亡

Hoechst 33258 检测试剂盒（南京凯基生物科技发展有限公

司）；Caspase-3 antibody 和细胞色素 C（美国 Cell signaling

公司）；Annexin V-FITC Apoptosis Detection kit（美国 BD

公司）；CCK-8（日本同仁公司）；BCA 试剂盒（碧云天生

物技术）；格列宁（北京伊诺凯科技有限公司）；其他试剂

均为分析纯。

2.3 仪器

FACS Calibur 流式细胞仪（美国 BD）；DMI3000B 型倒

置荧光显微镜（德国 Leica 公司），酶标仪（美国 thermo 公

司）；CO2 培养箱（美国 thermo 公司）；高速冷冻离心机（美

国 thermo 公司）；Jess 多功能全自动蛋白免疫印迹定量分析

系统（美国 ProteinSimple 公司）

3 方法

3.1 苏铁有效部位的提取分离

苏铁提取物为本课题组从苏铁中提取分离得到，经前期

试验研究证明苏铁多糖部位和石油醚提取部位的抗肿瘤效果

最优，因此本研究选用这两种苏铁提取物作为研究对象。

制 备 方 法： 取 新 鲜 苏 铁 叶 10g， 洗 净， 加 入 双 蒸 水

30ml，煮沸后文火煎煮，保持微沸状态 30min，冷却后过滤，

收集滤液，药渣再加水 20ml 煎煮 30min，收集滤液。两次滤

液混匀浓缩得到苏铁粗提取液 10ml。

多糖部位提取：取粗提液，3500 r/min 离心 15 min，将

上清液减压浓缩至原体积的 1/5，加入溶液 5 倍体积的无水乙

醇，在 4℃条件下醇化 24h，醇化液在 3500r/min 条件下离心

15min，弃去上清液，将沉淀溶于适量蒸馏水后，除去蛋白质，

蒸馏水透析，减压浓缩，最后冷冻干燥得到苏铁多糖部位冻干粉。

石油醚部位提取：按粗提液 /95% 乙醇 =1/3 比例加入溶

剂，用 95% 乙醇加热回流提取 3 次，用石油醚萃取 3 次，合

并萃取液并减压回收溶剂得到苏铁石油醚部位。

以下文中提到苏铁多糖部位和石油醚部位的提取物，无

特别注明情况下，两者统称为“苏铁提取物”

3.2 细胞培养

于 37℃、5%CO2 下，用 RPMI-1640 培养液（含 10% 胎

牛血清）传代培养人白血病 K562 细胞，实验用细胞均处于

对数生长期。

3.3 CCK-8 法检测苏铁提取物对 K562 细胞增殖的

影响

取对数生长期的 K562 细胞，以 1×105/ 孔接种至 96 孔

板培养 24h 后，设立阴性对照组、阳性对照组及给药组，

阴性对照组加入等体积培养液，阳性药为格列宁，终浓度为

0.1mg/L，药物组加入含不同浓度苏铁提取物（1000、500、

250、125、62.5、31.25、15.625mg/L）培养液 200μL，置培 

养箱中培养，分别在细胞培养 12、24、48h 后于每孔加入

CCK-8（5g/L）溶液 20μL，振荡混匀后，置于培养箱内继

续孵育 4h，加入 150μL DMSO 溶液终止反应，振荡至蓝色晶

体完全溶解，于酶标仪 490nm 处测定光密度值 OD，计算药

物对细胞的增殖抑制率。

细胞增殖抑制率 ％= ×100（ 加药组 值）1- OD
对照组 值OD
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3.4 苏铁提取物诱导 K562 细胞凋亡的形态观察  

取 K562 细胞以 1×105/ 孔接种至 6 孔培养板，培养 24h

后，药物组加入含不同浓度苏铁提取物（125、62.5、31.25、

15.625mg/L）培养液 2mL，对照组孔加入等体积的培养液，

置培养箱培养 24h 后，置倒置显微镜下观察细胞凋亡形态。

3.5 流式细胞仪检测细胞凋亡率

取 K562 细胞接种于 6 孔板中，培养 24h 后加入药物，

作 用 24h 后 收 集 细 胞， 用 预 冷 PBS 洗 涤， 重 悬 于 binding 

buffer 溶液并使细胞浓度为 1×106/mL。于 100μL 细胞悬液

中分别加入 Annexin Ⅴ -FITC 及 50μg/mLPI 染色液各 5μL，

置室温避光孵育 15 min 后加入 binding buffer 200μL，混匀，

1h 内于流式细胞仪进行检测并计算细胞凋亡率，凋亡细胞为

AnnexinV 阳性细胞。

3.6 蛋白质免疫印迹（Western blot）分析蛋白表达

取对数生长期 K562 细胞，细胞数 1×106 个 / 皿置于培

养皿中，分别加入不同质量浓度的苏铁提取物多糖物质和石

油醚部位使其终质量浓度分别为 62.5、15.625 mg/L，125、

31.25mg/L，并设置空白组，作用 24h。收集细胞，用细胞裂

解液 200μL 裂解 1h，冰冻破碎后，15000×g 离心 15min，收

集上清。用 BCA 试剂盒蛋白定量后，上 Jess 多功能全自动

蛋白免疫印迹定量分析系统。

3.7 统计学处理 

实验数据采用 SPSS 17.0 软件进行统计，计数资料以率

表示，计量资料以 x±s 表示。计量资料组间比较采用方差分

析，以 P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

4 结果

4.1 苏铁提取物对 K562 细胞的增殖抑制作用  

结果如图 1、图 2 所示，不同浓度苏铁提取物作用于

K562 细胞 24h 后对 K562 细胞的增殖抑制作用呈浓度依赖性。
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图 1 苏铁多糖成分对 K562 细胞增殖抑制作用

注：** 表示 P<0.01
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图 2 苏铁石油醚部位对 K562 细胞增殖抑制作用 

注：* 表示 P<0.01

4.2 苏铁提取物诱导 K562 细胞凋亡的形态学观察

结果如图 3 所示，经 Hoechst33258 荧光染色显示，未经

药物处理的细胞，其细胞核染色均匀，体积较大，细胞质舒展，

数量较多，而经药物作用 24h 后，细胞生长疏散，细胞核皱

缩，且细胞核染色密集，核内有多个颗粒，即染色发生断裂，

形成凋亡小体。
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A. 阴性对照组；B. 阳性药物对照组；C.62.5ug/ml 苏铁多糖部位提取
物；D.15.625ug/ml 苏铁多糖部位提取物；E.125ug/ml 苏铁石油醚部
位提取物；F.31.25ug/ml 苏铁石油醚部位提取物

图 3 K562 细胞凋亡形态变化的荧光显微镜观察（x20）

4.3 苏铁提取物对 K562 细胞凋亡的影响  

Annexin V-FITC 及 PI 双标记法流式细胞仪检测结果显

示，不同浓度苏铁提取物作用后能明显诱导 K562 细胞发生凋

亡。其中空白组，0.1μg/mL 格列宁组，62.5μg/mL 多糖组，

15.625μg/mL 多糖组，125μg/mL 石油醚部位组，31.25μg/mL

石油醚部位组作用于 K562 细胞 24h 后，细胞早期凋亡率分别

为 1.1%，6.3%，23.6%，6.6%，35.3%，8.6%，晚期凋亡率分别

为 5.2%，19.2%，10.4%，14.4%，11%，11.4% 由此可见，苏铁

提取物多糖物质和石油醚部位对 K562 细胞的凋亡作用剂量依

赖关系主要体现在早期凋亡，对晚期凋亡的作用基本一致。空

白组与药物组比较具有统计学差异（P ＜ 0.05），如图 4 所示。

图 4 各组细胞凋亡不同程度的比较
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4.4 苏铁提取物对 Caspase-3 蛋白和细胞色素 C 表

达的影响  

K562 细胞给予不同质量浓度苏铁提取物作用 24h 后，

与空白组比较，给药组总 Caspase-3 蛋白（35kD）的表达显

著升高。石油醚部位和多糖的激活 Caspase-3（17kD）也都

不同程度升高，62.5ug/mL 石油醚部位较显著。给药组细胞

色素 C 表达有不同程度的升高，但不显著，如图 5 所示。

图 5 不同组间 Caspase-3、Cytochrome C 蛋白表达对比

5 结论

前期孙玲玲 [3] 等已经研究报道铁树叶提取液对白血病细

胞株 K562 的增殖有明显抑制作用，苏铁中含有苏铁苷，新苏

铁苷 A 及 B、黄酮等成分，具有抗肿瘤，但并未阐明抗肿瘤

机制。本实验首次探讨了苏铁有效提取部位对 K562 细胞的

抑制作用及其机制，实验采用 CCK-8 法检测到苏铁多糖部位

和石油醚部位提取物对人白血病 K562 细胞有良好的抑制作

用。细胞凋亡是致病因子或异常信号诱导发生的“生理性”

细胞死亡 [4]，在细胞的精细调控和病损细胞的清除等方面发挥

着重要作用，细胞凋亡过程伴随着细胞内一系列化学分子信

号的传导，影响细胞凋亡的因子包括蛋白质因子、离子（如

Ca2+）、线粒体膜电位等，凋亡细胞通过对凋亡信号的感知和

一系列的变化及调控从而释放一些蛋白，如凋亡介导因子、

Caspase 家族和核酸内切酶、细胞色素 C 等 [5-6]。凋亡是药物

抗肿瘤的主要途径之一，细胞凋亡具有典型的特征性形态学

改变，通过 Hoechst 33258 凋亡染色发现经苏铁提取物处理后

K562 细胞有明显的形态学变化，染色质浓缩沿核膜排列，碎

裂呈块状结构，有凋亡小体出现，呈亮蓝色荧光，呈现出典

型的细胞凋亡形态，表明苏铁提取物具有促进 K562 细胞凋亡

的作用。应用流式细胞术 Annexin Ⅴ -FITC/PI 双标记法定量

实验可见随着苏铁提取物浓度的升高，细胞凋亡率增加，细

胞凋亡率与苏铁提取物的浓度呈正相关，与空白组比较，结

果具有统计学差异，进一步表明苏铁提取物能促进 K562 细胞

凋亡。在 Western blot 实验中显示，苏铁提取物在诱导 K562

细胞发生凋亡的过程中伴有 Caspase-3 和细胞色素 C 两种蛋

白表达的改变，提示苏铁提取物诱导肿瘤细胞凋亡的作用与

这两种蛋白表达调控有关。近年来对细胞色素 C 的认识已经

从其对能量代谢的控制而进展为对其参与凋亡过程的研究。 

在脑缺血再灌注损伤过程中，起作用的不只是线粒体呼吸活

性的丧失，更重要的是细胞色素 C 自线粒体的释放 。正常情

况下，细胞色素 C 是一个定位于线粒体膜间隙的相对分子量

为 1.45×l04 的水溶性蛋白质 ，电稳定性地结合于线粒体内膜，

不能通过外膜。 神经元凋亡过程中，细胞色素 c 通过线粒体

外膜释放，在 ATP/dATP 的参与下，在胞质中与 Apaf-1 结合

形成寡聚体，Apaf-1 通过其氨基端和 Caspase-9 前体的功能

前 区相互作用，导致 Caspase-3 激活，并进一步激活下游的 

Caspases[7-8]。本实验证明苏铁石油醚部位和多糖成分能够诱

导 K562 细胞凋亡，为今后的中药抗白血病研究提供基础。
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