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青蒿琥酯抑制白血病耐药细胞株 K562/ADM转铁蛋白受体表达 *
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摘要 目的：观察青蒿琥酯对于白血病多药耐药细胞细胞株 K562/ADM转铁蛋白受体表达的影响。方法：将 K562/ADM（耐阿霉

素）细胞分别经浓度为 12.5、25、50 滋g/mL的青蒿琥酯处理 48 h，同时 25 滋g/mL实验组在 12 h、24 h、36 h分别收集足量细胞。采

用流式细胞术检测青蒿琥酯对细胞转铁蛋白受体（TfR）密度的调控作用，Western blot检测青蒿琥酯对细胞 TfR蛋白表达的调控

作用。CCK-8法分析青蒿琥酯对 K562/ADM细胞生长增殖的影响。结果：K562/ADM细胞 TfR密度和 TfR蛋白表达水平分别经

12.5、25、50 滋g/mL青蒿琥酯处理后均下降，呈浓度依赖性。25 滋g/mL青蒿琥酯处理 K562/ADM细胞不同时间段后转铁蛋白受体

蛋白表达水平随着 Art作用时间延长而逐渐降低，表明呈时间依赖性。K562/ADM细胞经青蒿琥酯处理后其耐药性减弱：与对照

组相比，12.5、25、50 滋g/mL实验组细胞耐药逆转倍数分别为 1.38、2.12和 2.95倍，从而抑制 K562/ADM细胞增殖。IC50值为 19.7

滋mol/L。结论：青蒿琥酯能降低细胞 TfR密度和下调 TfR蛋白的表达，逆转K562/ADM细胞的耐药性，从而起到抗肿瘤作用。
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Effect of Artesunate on Transferrin Receptor in K562/ADM Cells*

To investigate the effect of Artesunate (Art) on the expression of transferrin receptor (TfR)in K562/ADM

cells. The drug-resistant K562/ADM cells were cultured with 1000 ng/mL doxorubicin for two weeks followed by Artesunate

treatment with different concentrations (12.5 滋g/mL, 25滋g/mL and 50 滋g/mL) or different time (12 h, 24 h, 36 h, and 48 h). The content
of transferrin receptor in K562/ADM cells was determined by flow cytometry. The effect of Artesunate on the expression of transferrin

receptor protein in K562/ADM cells was measured by Western blot. Cell counting kit-8 (CCK-8) assay was used to evaluate inhibitory

effect of Art combined with doxorubicin (ADM) in K562/ADM cells. The reversal index was defined as the IC50 of the experimental

group divided by the IC50 of the control group in K562/ADM cells. Art effectively decreased the content of transferrin receptor

and the expression of transferrin receptor protein in K562/ADM cells in a dose-dependent manner. Moreover, Art also inhibited

transferrin receptor protein expression in K562/ADM cells in a time-dependent manner. The different concentrations of Art(12.5 滋g/mL,
25滋g/mL and 50 滋g/mL) could induce reversal of drug-resistance with the reversal index being 1.38, 2.12 and 2.95 times (P<0.05). Art

inhibited cell proliferation of K562/ADM cells, and the IC50 were19.7 滋mol/L. Art effectively down-regulated the

transferrin receptor content as well as transferrin receptor protein expression in K562/ADM cells, which resulted in reversal of drug

resistance of K562/ADM cells. Art also inhibited K562/ADM cells proliferation, which has great value in clinical treatment of leukemia.
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前言

白血病（leukemia）作为一种造血系统恶性肿瘤，其致死率

在我国肿瘤患者死亡率中排名前列，尤其是在儿童之中其致死

率居首位，成为影响国民健康和生命的危险因素之一。近年来

虽然各种化疗药物尤其是靶向药物的问世极大改善了白血病

患者的生存质量，延长了患者生存时间。但在临床治疗过程中

相关治疗方案失败的原因之一常为体内肿瘤细胞对化疗药物

产生抵抗或敏感性下降即产生耐药性。青蒿素(Artesunate,Art)

为我国学者从我国传统药物中提取的一种晶状体，具有明显的

抗疟疾作用并以此获得诺贝尔奖。青蒿素类药物首先应用于抗

疟治疗中，但在研究中发现此类药物对于诸如卵巢癌、前列腺
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癌等多种肿瘤细胞的增殖分化也具有一定的抑制作用[1-5]，其中

对白血病细胞的作用也有较多相关报道[6,7]。而青蒿琥酯具有上

述作用的同时且与同类药物相比显示出更强的抗肿瘤活性[8]。

1 材料与方法

1.1 药品与仪器

青蒿琥酯、阿霉素为上海阿拉丁生化科技有限公司产品，

二甲亚枫（DMSO）为美国 Sigma公司产品，所有实验中 DMSO

终浓度＜0.1 %。CCK-8细胞增殖 -毒性检测试剂盒购买于上

海东仁化学科技有限公司。苯甲基磺酰氟（PMSF）为美国 Am-

resco公司产品，4× Laemmli sample buffer和聚偏二氟乙烯膜

（PVDF膜）为美国 Bio-Rad公司产品，兔抗人 CD71、茁-actin为
美国 CST公司产品，辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔

抗体为美国 Santa Cruz公司产品，ECL为美国 Advansta 公司

产品。细胞 K562/ADM(耐药株)为上海酶研生物科技有限公

司，胎牛血清购买于杭州四季青生物工程材料有限公司，RP-

MI1640培养基购买于上海培源生物科技有限公司。低速离心

机 1-16型（Sigma，美国）；流式细胞仪 FC500型（Beckman coul-

ter，美国）；垂直电泳设备（Bio-Rad，美国）；荧光倒置显微镜(Le-

ica，德国)；酶联免疫分析仪(Bio-Tek，美国)。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 将 K562/ADM细胞培养于含 10 %小牛血

清 RPMI 1640液中(100 U/mL青霉素，100 滋g/mL链霉素，5 %
CO2，37℃)。利用处于对数生长期的细胞进行实验。

1.2.2 药物处理 化疗药物近似血药浓度按公式计算：最大血

药浓度 =该药物临床用量 /(患者体重× 0.08× 1000)。患者体重

以 60 kg计算，最大近似浓度为 25 滋g/mL[9]。建立青蒿琥酯浓度

分别为 12.5、25、50 滋g/mL。
1.2.3 流式细胞术测定 TfR 密度 上述浓度药物处理

K562/ADM细胞 48 h，按文献记载方法[10]离心收集，用冰冻甲

醇固定 20 min，PBS洗 1次后用 3 %BSA封闭 30 min，建立细

胞浓度梯度，取不同浓度细胞悬液 100 滋L，加入 TfR单克隆抗

体 2 滋L孵育 1 h后，PBS洗 1次后继续以 100 滋L重悬，加入
二抗 2 滋L，避光孵育 30 min，PBS洗两次，加 PBS 500 滋L上机
检测 TfR细胞表达率。

1.2.4 Western blot检测 K562/ADM细胞用不同浓度的青蒿

琥酯作用 48 h后，1000 rpm离心后加入 PBS洗一次，用等体积

2× 细胞裂解液裂解细胞，加入 1 mmol/LPMSF，金属浴 5min，

加入 4× Laemmli sample buffer。蛋白条带用 100V，1 h转移至

PVDF 膜。膜经含 5 %脱脂奶粉 TBST [10 mmol/L Tris，150

mmol/L NaCl，0.1 %Tween-20]室温封闭 1 h,兔抗人 TfR单克隆

抗体（1:1000稀释）及抗茁-actin单克隆抗体（1:1000稀释）4 ℃

过夜孵育。HRP标记的山羊抗兔抗体（1:8000稀释）室温孵育

1 h。再次 TBST洗膜并采用 ECL法检测 TfR及 茁-actin条带。
1.2.5 细胞增殖分析 K562/ADM细胞(1× 104/mL)接种于 96

孔板，分别于上述浓度药物作用 48 h后，向每孔加入 10 滋L的
CCK-8溶液，继续孵育 4小时，用酶标仪测定波长 450 nm下各

孔吸光度（A）值，并绘制生长曲线。

1.2.6 细胞生长抑制实验 将 K562/ADM 细胞分为 4 组：

（Ⅰ）对照组：K562/ADM（不加任何药物）；（Ⅱ）12.5 滋g/mL实
验组 K562/ADM细胞 +青蒿琥酯（终末浓度为 12.5 滋g/mL），
（Ⅲ）25 滋g/mL实验组 K562/ADM细胞 +青蒿琥酯（终末浓度

为 25 滋g/mL），（Ⅳ）50 滋g/mL实验组 K562/ADM细胞 +青蒿

琥酯（终末浓度为 50 滋g/mL），96孔培养板接种对数生长期
K562/ADM细胞，细胞密度调整为 1× 104/mL。按上述分组加入

不同浓度青蒿琥酯。培养 48 h后加入阿霉素，使阿霉素终末浓

度分别为 0、200、400、800及 1600 ng/mL，再培养 48 h后。每孔

加入 CCK-8溶液 10 滋Ｌ，继续孵育４ h，用酶标仪测定波长

450 nm下各孔吸光度（A）值，以既不加药也不加 CCK-8试剂

为空白对照组，计算细胞存活率。细胞存活率＝［（As-Ab）/

（Ac-Ab）］× 100 %；细胞增殖抑制率＝［（Ac-As）/（Ac-Ab）］×

100 %（As、Ac、Ab分别代表实验孔、对照孔和空白孔）。各组设

3个复孔，实验重复 4次，取平均值。计算出半数抑制率的

ADM浓度（IC50）。细胞耐药逆转倍数＝对照组细胞 IC50／实

验组细胞 IC50。

1.2.7 数据统计分析 所有实验至少重复 3次，数据采用均

数± 标准差（x± s）表示，两样本间均数比较采用 t检验。所有数

据均用 SPSS13.0统计软件处理。P<0.05表示有统计学差异。

2 结果

2.1 青蒿琥酯降低 K562/ADM细胞 TfR密度

经不同浓度青蒿琥酯处理后 K562/ADM细胞 TfR密度均

有不同程度下降，且呈浓度依赖性。图 1可见 25 滋g/mL组和
50 滋g/mL组与对照组相比分别下降 36.61 %和 47.85 %，差异

具有统计学意义（P<0.05）。

图 1 青蒿琥酯对 K562/ADM细胞 TfR密度的影响

Fig.1 Effect of Art on TfR content in K562/ADM cells
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2.2 青蒿琥酯下调 K562/ADM细胞 TfR蛋白表达

Western blot 结果示 K562/ADM 细胞 TfR 蛋白表达水平

在经青蒿琥酯处理后发生不同程度下降，且呈剂量依赖和时间

依赖的特性。其中 K562/ADM 细胞水平分别经 12.5、25、50

滋g/mL Art处理后 TfR蛋白表达量随青蒿琥酯浓度增加而逐渐

减少，见图 2A。25 滋g/mL和 50 滋g/mL实验组与对照组相比差
异具有统计学意义(P<0.05)，见图 2B。经 25 滋g/mL青蒿琥酯分
别作用 12 h、24 h、36 h和 48 h后，细胞表面 TfR蛋白表达量相

对于未经药物处理组均有所下降，且随时间的延长下降程度逐

渐增加，见图 2C，青蒿琥酯作用耐药细胞 24 h后与对照组差异

有统计学意义(P<0.05)，见图 2D。

2.3 青蒿琥酯对 K562/ADM细胞的耐药逆转作用

不同药物浓度的青蒿琥酯对 K562/ADM细胞均具有不同

程度的耐药逆转作用，并且在 12.5-50 滋g/mL浓度范围内，逆转
作用（耐药倍数）随青蒿琥酯浓度升高而明显增加：12.5、25、50

滋g/mL实验组细胞分别为 1.38、2.12和 2.95倍，呈浓度依赖性

（P<0.05），见表１。

2.4 青蒿琥酯对 K562/ADM细胞增殖的影响

经不同浓度青蒿琥酯处理后的 K562/ADM细胞增殖均受

到抑制。将浓度分别为 12.5、25、50 滋g/mL 的青蒿琥酯与
K562/ADM细胞作用 48 h后,抑制率依次为 42.4 %，51.91 %和

69.29 %，呈剂量依赖性。统计学处理得到 IC50 值为 19.7

滋mol/L。

3 讨论

转铁蛋白受体(transferrin receptor，TfR)是一种可见于绝大

多数机体正常细胞细胞膜上的跨膜糖蛋白，尤其是在幼红细胞

和肝细胞细胞膜上最多。转铁蛋白受体基因位于第 3号染色体

上的 q21-25区，有两个相对分子质量为 95000的亚单位构成[11]。

转铁蛋白受体参与铁离子吸收和细胞生长且表达水平受细胞

内铁离子水平调节，其可通过铁 -转铁蛋白 -转铁蛋白受体复

合物形式将铁运送至细胞内。而大量研究发现在肿瘤细胞发生

发展过程中转铁蛋白受体可能起着极其重要的作用。Liu等[12-15]

研究发现与正常组织相比，肿瘤细胞细胞膜上 TfR蛋白表达明

显增高，并且在肿瘤细胞增殖周期中 TfR发挥出重要作用。同

时肿瘤细胞处于增殖周期时 TfR表达明显增高，而处于静止期

的细胞表面 TfR表达水平仅维持在极低水平甚至缺乏[16]。这可

能与肿瘤细胞中铁离子大量增加有关。而且在肿瘤细胞增殖过

程中 TfR可能始终处于活动状态以维持肿瘤细胞的多种生理

图 2 青蒿琥酯对 K562/ADM细胞 TfR蛋白表达的影响。

Fig.2 Effect of Art on expression of TfR protein in K562/ADM cells

Note: Compared with groupⅠ, *P<0.05.

表 1 不同浓度青蒿琥酯对 K562/ADM细胞耐药性的逆转

Table 1 Effect of Artesunate with different concentrations on MDR

reversal of K562/ADM cells

Groups the reversal index being

(Ⅰ)K562/ADM cell

(Ⅱ)K562/ADM cell+12.5 滋g/mL Art 1.38*

(Ⅲ)K562/ADM cell+25 滋g/mL Art 2.12*

(Ⅳ)K562/ADM cell+50 滋g/mL Art 2.95*

图 3 青蒿琥酯对 K562/ADM细胞增殖的影响

Fig.3 Effects of Art on the proliferation of K562/ADM cells
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功能。实验表明抗转铁蛋白受体单克隆抗体对于在各种白血病

细胞同样产生抑制肿瘤生长等作用，因此在各种白血病治疗中

对于 TfR表达的调节如制备相关单抗可能是有效治疗手段之

一 [17,18]。转铁蛋白受体还有另一种形式 -- 转铁蛋白受体 2

（TfR2），其基因位于人 7号染色体 q22区，有两个亚基（琢亚基
和 茁亚基）[19]。与转铁蛋白受体 1（TfR1）不同的是 TfR2表达水

平并不受细胞内铁离子水平影响而是受细胞周期调节，在细胞

增殖中的不同时期表达水平不一[20]。TfR2在正常组织细胞中表

达十分有限，仅在肝细胞和部分肠组织细胞中多见[21,22]。但当细

胞发生恶变成后，多种肿瘤细胞中 TfR2表达水平均明显增高。

这两种转铁蛋白受体在肿瘤细胞中发挥出重要作用，它们可能

在白血病的诊治、疗效判断及预后中有重要意义，比如可以作

为相关白血病的肿瘤标记物[23]。因此它们在临床治疗白血病中

有巨大潜力。

实验发现 K562/ADM 细胞 TfR 密度分别经 12.5、25、50

滋g/mL青蒿琥酯处理后均发生不同程度下降：其中与未经青蒿
琥酯处理组相比 12.5 滋g/mL组下降程度差异无统计学意义
（P>0.05，下同），而 25 滋g/mL组和 50 滋g/mL组差异有统计学
意义（P<0.05，下同），显示出青蒿琥酯对转铁蛋白受体密度的

调节具有剂量依赖性。Western blot结果同样显示三组不同浓

度的青蒿琥酯具有下调转铁蛋白受体蛋白表达水平的作用，其

作用也且呈剂量依赖性。而同一浓度青蒿琥酯（25 滋g/mL）处理
K562/ADM细胞不同时间段后（12 h、24 h、36 h及 48 h）实验结

果显示转铁蛋白受体蛋白表达水平随着青蒿琥酯作用时间延

长而逐渐降低，则显示出时间依赖性。此结果与青蒿素类衍生

物双氢青蒿素对敏感株 K562细胞表面转铁蛋白受体的影响

一致[9]，表明 K562细胞经阿霉素诱导对其产生耐药性后转铁

蛋白受体仍可作为青蒿素类药物杀伤肿瘤细胞的靶点之一。实

验进一步发现 K562/ADM细胞经青蒿琥酯处理后对阿霉素的

耐药性有所降低，以耐药系数为指标，12.5、25、50 滋g/mL实验
组分别为 1.38、2.12 和 2.95 倍，且与未经青蒿琥酯处理的

K562/ADM细胞相比差异均具有统计学意义（P<0.05），表明

K562/ADM细胞对阿霉素的耐药性随着青蒿琥酯浓度增高而

逐渐降低，即具有剂量依赖性。与此对应的是 12.5、25、50

滋g/mL的青蒿琥酯对 K562/ADM细胞生长抑制率依次为 42.4

%、51.91 %和 69.29 %，同样呈剂量依赖性。

目前认为青蒿素类药物抗肿瘤细胞机制复杂，因其作为植

物提取化学物之一具有多靶点多机制特性，抗肿瘤作用可能与

参与信号转导、抗氧化应激、影响细胞增殖周期、抑制血管再

生、铁离子过载、线粒体损伤、损伤 DNA及诱导细胞凋亡等有

关[3,24-30]。而肿瘤细胞对抗肿瘤药物耐药性的产生一方面可能是

突变过程中已经携带相关药物耐药基因，另一方面可能是由化

疗药物逐渐诱导产生的，比如基因表达异常，DNA损伤修复能

力异常，多药耐药相关基因表达、耐药肿瘤细胞中基因扩增及

其他与肿瘤耐药相关的分子改变等[31]。以上实验结果证明青蒿

琥酯可以影响 K562/ADM细胞增殖周期达到抑制其生长的目

的，同时还能逆转其耐药性进一步加强对 K562/ADM细胞杀

伤作用。其机制可能为通过干扰 K562/ADM细胞表面 TfR表

达，影响肿瘤细胞内吞作用、线粒体功能、铁的摄取及活性氧的

产生等功能从而起到抗肿瘤作用。而且青蒿琥酯作为青蒿素类

衍生物之一同样具有过氧基团，肿瘤细胞内所富含的二价铁离

子可以催化青蒿琥酯过氧桥裂解，产生大量自由基和活性氧簇

（ROS），本身还可能通过加强 DNA损伤、下调 ABC转运蛋白

超家族如 P-糖蛋白的表达、下调耐药基因的表达等多方面起

到逆转耐药性的作用。其机制值得我们更进一步探索。

青蒿琥酯作为青蒿素类衍生物本身具有抗肿瘤作用，且试

验发现它与多种化疗药物如长春新碱等无交叉耐药。而且其不

仅可以从黄花蒿中获取，更有报道称烟草中也可以提取出大量

相关物质[32]，这表明其来源广泛易获取且价格低廉。多年临床

用药观察已经证实青蒿素类药物治疗疟疾时安全性强，患者可

以耐受相关副反应。而且已经有临床研究发现在肿瘤患者对于

治疗量青蒿琥酯也具有良好的耐受性[33]，这为青蒿素类药物应

用于临床治疗肿瘤疾病提供了有效的保障。虽然青蒿素类及其

衍生物在体内外及前期临床实验中均展现了良好的抗肿瘤特

性，但仍需大规模Ⅱ期和Ⅲ期临床试验来为此提供更有效地证

据。同样青蒿琥酯如何在肿瘤细胞尤其是多药耐药肿瘤细胞中

发挥作用值得更加深入。
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