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大黄虫丸对基因转染慢性粒细胞白血病
K562 细胞趋化因子受体 4 表达的影响
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［摘要］ 目的 探讨大黄虫丸治疗慢性粒细胞白血病的可能作用机理。 方法 将 CXCＲ4 基因定向克隆
到含有双启动子的真核表达载体 pBudCE4. 1，经转染入 K562 细胞，筛选获得能稳定高表达人 CXCＲ4 蛋白
的 K562 /CXCＲ4 细胞。16 只裸鼠随机分为空白组和大黄虫丸大、中、小剂量组，每组 4 只。大黄虫丸
大、中、小剂量组分别给予大黄虫丸 270、135、70 mg /ml 灌胃，每次 3ml，空白组给予生理盐水 3 ml 灌
胃，均每天 1 次，连续给药 3 天，第 3 天每隔 2h给药 1 次，连续给药 3 次，末次给药 1 h后，心脏采血，分
离血清，制备大黄虫丸含药血清。应用 MTT法检测不同浓度大黄虫丸含药血清对 K562 /CXCＲ4 细胞增
殖的影响，TUNEL法检测其对 K562 /CXCＲ4 细胞凋亡的影响，Western blotting 法检测各组细胞 CXCＲ4 表达
的变化。 结果 与空白组比较，大黄虫丸大、中、小剂量组细胞在 24、48、72、96 h 时吸光度 A490 均
明显降低 ( P ＜ 0. 01) ; 大黄虫丸大、中、小剂量组作用时间越长、药物浓度越高，细胞的抑制率越高。
空白组细胞凋亡率为 0. 28%，大黄虫丸大、中、小剂量组细胞凋亡率分别为 60. 79%、28. 91% 和
10. 14%。大黄虫丸大、中、小剂量组细胞中 CXCＲ4 表达较空白组明显降低，并且随剂量增大 CXCＲ4 表
达降低。 结论 大黄虫丸可能通过抑制 K562 /CXCＲ4 细胞增殖，诱导其凋亡，并影响 CXCＲ4 的表达，
进而干预慢性粒细胞白血病的发生发展过程。
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近年来随着中医药对慢性粒细胞白血病发病机

制及临床特点的研究，发现慢性粒细胞白血病多属

于中医学的“干血痨”［1］。张仲景 《金匮要略·血
痹虚劳病脉证并治》中 “干血痨”的代表方剂为
大黄虫丸。既往研究结果表明，大黄虫丸在慢
性粒细胞白血病中有确切疗效［2］。本研究拟通过
观察大黄虫丸对人慢性粒细胞白血病系 K562 细
胞趋化因子受体 4 ( CXCＲ4) 表达的影响，探索其
治疗慢性粒细胞白血病的内在可能作用机制，为中

药治疗血液系统疾病提供理论和实验依据。

1 材料与方法

1. 1 细胞及药品
人慢性粒细胞白血病系 K562 细胞，购自山东

省医学科学院基础所。大黄虫丸 ( 浓缩丸) ，北
京同仁堂股份有限公司同仁堂制药厂，国药准字

Z11020002，药物组成: 熟地黄、土鳖虫、水蛙、
蛇虫、蟒槽、干漆、桃仁、苦杏仁、黄芩、生地
黄、白芍、甘草。
1. 2 实验动物

SPF级 BALB /c-nu 裸鼠 16 只，雌雄各半，体
重 ( 200 ± 20 ) g，购于上海斯莱克实验动物有限
责任公司，实验动物许可证号: SCXK ( 沪) 2003 －
0003。
1. 3 主要试剂及仪器
四甲基偶氮唑盐 ( MTT，Biolab 公司，批号:

#M03187S) ; 二甲基亚砜 ( DMSO，国药集团化学
试剂有限公司，批号: T20080711 ) ; 限制性内切
酶 ( XbaⅠ、KpnⅠ) 和 T4-DNA连接酶 ( Biolab 公司，
批号: #M0290S) 。真核表达载体 pBudCE4. 1 试剂盒
( Invitroge 公司，批号: Biovector008) ; PCＲ 试剂盒
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( Invitroge 公司，批号: C81401180 ) ; Zeocin ( In-
vitroge公司，批号: Ｒ250-01) ; 小量质粒 DNA提取
纯化试剂盒、胶回收试剂盒 ( 上海中科玉博生物科
技有限公司，批号: Qiagen 69104) ; TUNEL 试剂盒
( Promega 公司，批号: Promega G7360 ) ; Western
Blotting试剂盒 ( 上海美吉生物有限公司，批号:
M20401) 。ＲPMI-1640培养基 ( 美国 Gibco公司，批
号: G307964) ; Dead End Colorimetric TUNEL System
( 货号: Promega G7360 ) ; GelDoc100 凝胶成像仪
( 美国 Bio-Ｒad 公司，型号: V140130) 和 ChemiDoc
XＲS化学发光成像仪 ( 美国 Bio-Ｒad 公司，型号:
170-8070) 。
1. 4 CXCＲ4 基因重组质粒 CXCＲ4-pBudCE4. 1 的
构建

抽取正常人空腹外周血 10 ml ( 潍坊市中医院
血液科提供 ) ，肝素抗凝，获取单个核细胞，用

Trizol试剂提取细胞总 ＲNA。以提取的细胞 ＲNA
为模板进行 ＲT-PCＲ 扩增 CXCＲ4 基因片段，以
GAPDH为内参。纯化的 CXCＲ4 DNA 用限制性内
切酶 KpnⅠ和 XhoⅠ酶切。1%琼脂糖凝胶电泳分
离，胶回收纯化，经 T4-DNA连接酶作用后转化感
受态大肠杆菌细胞 TOP10，涂布于含 Zeocin的低盐
平板 37℃培养过夜，挑取阳性克隆扩增培养后
备用。
1. 5 K562 细胞转染
对数生长期 K562 细胞按 2 × 105 /孔的密度悬

于 2 ml完全培养液中，接种在 6 孔板，37℃、5%
CO2 培养箱中过夜，至细胞长至约 60% ～ 80%融
合。用无血清和无抗生素的培养液冲洗，每孔加入
2. 5μg目的基因质粒 CXCＲ4-pBudCE4. 1 和 8μl 脂
质体，然后置于 5% CO2 培养箱中 37℃培养 12 h。
然后各孔添加含 20%胎牛血清的培养液 500μl，再
继续培养至 24 h。加入浓度为 200 mg /L 的选择性
抗生素 Zeocin筛选，隔天换液，2 周后从稳定表达
的细胞克隆中挑选出多个单细胞克隆继续培养，将

CXCＲ4-pBudCE4. 1 转染的细胞命名为 K562 /CX-
CＲ4。将细胞用含 10%胎牛血清的 ＲPMI-1640 培养
液，于 37℃、5% CO2、饱和湿度条件下培养，细
胞悬浮生长于培养基中，取对数生长期细胞用于

实验。
1. 6 含药血清的配制

16 只裸鼠按照随机数表法分为空白组和大黄
虫丸大、中、小剂量组，每组 4 只。大黄虫丸
大、中、小剂量组分别给予大黄虫丸 270、135、

70 mg /ml灌胃，每次 3 ml，空白组给予生理盐水
3 ml灌胃，均每天 1 次，连续 3 天，第 3 天每隔
2 h给药 1 次，连续 3 次，末次给药 1 h后，无菌条
件下心脏采血，分离血清，不灭活，在超净工作台

上用 0. 22μm微孔滤过器滤过除菌， － 20℃冰箱保
存备用。
1. 7 MTT法观察各组 K562 /CXCＲ4 细胞增殖情况
取处于对数生长期 K562 /CXCＲ4 细胞，以 2 ×

105 /ml的细胞悬液接种于 96 孔培养板内，100μl /
孔。空白组加入 0. 2%的 DMSO，大黄虫丸大、
中、小剂量组分别加入相应血清，每孔 80μl，每
组 6 个平行孔，重复 3 次。全湿条件下 37℃、5%
CO2 培养箱中培养 24、48、72、96 h 后各孔加入
MTT 10μl ( 5 g /L ) ，继续培养 4h 后，每孔加入
10% SDS 100μl 终止培养，37℃、5% CO2 培养箱

中过夜，用酶联免疫检测仪于 490 nm 处测吸光度
A值。计算细胞增殖抑制率，细胞抑制率 ( % ) =
( 1 －试验组 A值 /对照组 A值) × 100%。
1. 8 TUNEL 法检测各组 K562 /CXCＲ4 细胞凋亡
情况

收集空白组与大黄虫丸各剂量组作用 96h的
K562 细胞，离心在 37℃温箱中孵育 60min。采用
TUNEL试剂盒，按试剂盒说明书操作，高倍镜下观
察，DAB显色下凋亡细胞呈棕褐色。计数 200 个细
胞，计算凋亡率，每一个样本随机计数 5个视野。
1. 9 Western blotting 检测各组 K562 /CXCＲ4 细胞
CXCＲ4 的表达
收集各剂量组大黄虫丸含药血清作用 96h的

K562 /CXCＲ4 细胞，提取总蛋白进行 Western Blot-
ting 检测。SDS-PAGE 上样量为 15μg /L。SDS 电
泳: 恒流，每块板 20 ～ 40 mA，电泳时间约 2 h。
转膜: 恒流，每张膜 42 mA，时间为 3. 5 h。
1. 10 统计学方法
采用 SPSS11. 5 软件包进行统计学处理，计量

资料以均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，组间比较采用
方差分析; 计数资料采用 χ2 检验。

2 结果

2. 1 各组 K562 /CXCＲ4 细胞不同时间细胞增殖情
况比较

表 1 示，与空白组比较，大黄虫丸大、中、
小剂量组细胞在 24、48、72、96 h 时吸光度 A490
均明显降低 ( P ＜ 0. 01 ) ，且大黄虫丸大、中、
小剂量组作用时间越长、药物浓度越高，细胞的抑
制率越高。
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表 1 各组 K562 /CXCＲ4 细胞不同时间细胞抑制情况比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数
24 h

A490 抑制率 ( % )
48 h

A490 抑制率 ( % )
72 h

A490 抑制率 ( % )
96 h

A490 抑制率 ( % )

空白组 4 0. 38 ± 0. 06 — 0. 45 ± 0. 06 — 0. 63 ± 0. 04 — 0. 82 ± 0. 08 —
大黄虫丸小剂量组 4 0. 33 ± 0. 04* 8. 68 0. 39 ± 0. 04* 13. 33 0. 38 ± 0. 03* 39. 68 0. 45 ± 0. 03* 45. 12
大黄虫丸中剂量组 4 0. 29 ± 0. 02* 23. 68 0. 29 ± 0. 04* 35. 56 0. 33 ± 0. 02* 47. 62 0. 31 ± 0. 05* 62. 20
大黄虫丸大剂量组 4 0. 24 ± 0. 03* 36. 84 0. 23 ± 0. 03* 48. 89 0. 25 ± 0. 02* 60. 32 0. 24 ± 0. 02* 70. 73

注: 与空白组比较，* P ＜ 0. 01

2. 2 各组 K562 /CXCＲ4 细胞凋亡情况比较
大黄虫丸作用细胞 96h后，空白组仅偶见棕

褐色晚期凋亡细胞，占 0. 28%，大黄虫丸大、
中、小剂量组均可见数量不等的棕褐色凋亡细胞，
凋亡率分别为 60. 79%、28. 91%和 10. 14%。
2. 3 各组 K562 /CXCＲ4 细胞 CXCＲ4 表达比较
图 1 示，大黄虫丸大、中、小剂量组细胞中

CXCＲ4 表达较空白组明显降低，并且随剂量增大
CXCＲ4 表达降低。

图 1 各组基因转染 K562 细胞后 CXCＲ4 的表达情况
注: A，空白组; B，大黄虫丸小剂量组; C，大黄虫
丸中剂量组; D，大黄虫丸大剂量组

3 讨论

慢性粒细胞白血病是一种起源于多能造血干细

胞的恶性骨髓增殖性疾病。目前中医学认为其发生
过程中骨髓干细胞进行性堆积、病态造血，似中医
之所谓瘀血，瘀血不去，新血不生，临床见一派气

血亏虚之象，与 “干血劳”的临床表现基本符
合［3］。“干血痨”最早见于张仲景 《金匮要略·血
痹虚劳病脉证并治》，谓 “五劳虚极羸瘦，腹满不
能饮食，……内有干血，肌肤甲错，两目黯黑，缓
中补虚，大黄虫丸主之”。周霭祥［4］认为，慢性
粒细胞白血病的发病机理为邪毒入血伤髓，产生瘀

血，表现为胸骨压痛、骨痛、肝脾肿大、白细胞总
数增高、骨髓增生极度活跃、舌质紫黯等，由于瘀
血不去，则新血不生，故重症或晚期患者会出现贫

血的症状。
CXCＲ4 是一个由 352 个氨基酸构成的视紫红

质样 G 蛋白偶联受体 ( GPCＲ) 。目前认为基质衍
生因子 ( SDF-1) ，亦称 CXCL12，是该受体的唯一

配体。近来研究发现，CXCＲ4 与其趋化因子 CX-
CL12 所构成的 CXCL12-CXCＲ4 生物学轴在白血病
及多种肿瘤的播散和器官特异性转移中发挥着重要

的作用［5 － 8］，CXCL12-CXCＲ4 生物学轴可能参与白
细胞浸润、细胞迁移和器官发育等一系列重要的生
理和病理过程［9］。急性淋巴细胞白血病、急性髓
性白血病等多种白血病细胞均高表达 CXCＲ4，其
表达与白血病细胞在骨髓的分布和扩散有关［10 － 11］。
研究表明，白血病细胞的迁移能力与细胞表面 CX-
CＲ4 的表达呈正相关，而与白血病细胞的大小、生
长周期无关［12 － 14］。
本实验通过体外培养 CXCＲ4 基因转染后的白

血病 K562 细胞，应用大黄虫丸含药血清进行体
外干预，发现大黄虫丸能有效抑制白血病细胞
K562 细胞的增殖，促进其凋亡，并发现大黄虫
丸能影响基因转染后 K562 细胞 CXCＲ4 的表达。
提示大黄虫丸治疗慢性粒细胞白血病的内在机制
之一可能是其降低 CXCＲ4 的表达后，引起 CX-
CL12-CXCＲ4 生物轴的失衡，进而打破白血病细胞
与其依赖的微环境之间的联系，影响慢性粒细胞白

血病的发生发展过程。
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Effects of Dahuang Shuchong Wan on the CXC Chemokine Ｒeceptor 4 Expression in Chronic Myeloid Leukemia
K562 Cell with Gene Transfection
TENG Wenjing1，ZHOU Chao2，CAO Xiaojing1，QIN Baoning1，YANG Jing2，DENG Laijun2，SUN Chang-
gang2

( 1． Chinese and Western Medicine Integrative Clinical Department，Shandong University of Chinese Medicine，Shandong Province，
250355; 2． Weifang Hospital of Traditional Chinese Medicine，Shandong Province)

ABSTＲACT Objective To explore the underlying possible mechanism of Dahuang Zhechong Wan ( DZW大黄
虫丸 DZW) in treating chronic myeloid leukemia ( CML) ． Methods The CXCＲ4 gene was directional cloned to
eukaryotic expression vector pBudCE4． 1 carrying with double promoters，and transfected into K562 cell． Screen the
steady K562 /CXCＲ4 cells with high expression of human CXCＲ4 protein． 16 nude mice were randomly divided to a
control group and three DZW groups respectively with a large，medium and small dose，4 mice in each group． The
three DZW groups with a large，medium and small dose were respectively received DZW gavage in 270mg /ml，
135mg /ml and 70mg /ml，3ml one time，once daily for 3 days． The control group was given normal saline gavage in
3ml，once daily for 3days． On the third day，give gavage once every 3hours for three times． The blood was collected
from the heart one hour after the last administration，and the serum was separated for DZW serum preparation． Effects
of DZW serum in different concentrations on K562 /CXCＲ4 cells proliferation and apoptosis were respectively deter-
mined by MTT and TUNEL methods． Changes in the expression of different group CXCＲ4 cells were tested by West-
ern blotting method． Ｒesults Compared with the control group，the A490 absorbance of three DZW group cells at
large，medium and small doses were significantly lower at 24h，48h，72h and 96h． The longer the DZW action time
with large，medium and small doses，the higher the drug concentration，and the higher was the cell inhibition rate．
The cell apoptosis rate was 0． 28% in the control group，and in the large，medium and small doses DZW groups were
60. 79%，28. 91% and 10. 14% ． CXCＲ4 expressions significantly decreased in the large，medium and small doses
DZW groups than that in the control group． The increasing the dose，the lower was the CXCＲ4 expression． Conclu-
sion DZW could intervene in the CML developing process by restraining K562 /CXCＲ4 cells proliferation，inducing
their apoptosis and decreasing CXCＲ4 expression．
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