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文题释义： 

细胞凋亡：是细胞的一种基本生物学现象，在多细胞生物去除不需要或异常细胞中起着必要的作用。它在生

物体的进化、内环境的稳定以及多个系统的发育中起着重要的作用。细胞凋亡是多基因严格控制的过程，这

些基因在种属之间非常保守，如 Bcl-2 家族、caspase 家族等。细胞凋亡不仅是一种特殊的细胞死亡类型，而

且具有重要的生物学意义及复杂的分子生物学机制。 

半夏提取物：是天南星科植物半夏的干燥块茎经过炮制提纯后的产物，提取物中主要药用成分有半夏植物蛋

白、半夏生物碱、谷甾醇、多糖等，这些主要的药用成分具有抗肿瘤作用。它们通过诱导细胞凋亡、抑制肿

瘤细胞增殖或者调节网状内皮系统的吞噬功能和分泌作用，对白血病、直肠癌和肝癌等肿瘤细胞发挥作用。 

 

摘要 

背景：温热中药半夏拥有可人工广泛种植、易提纯等优势，其提取物可抑制慢性髓系白血病、急性髓系白血

病、急性 T 淋巴白血病细胞增殖，但是作用机制尚不明确。 

目的：探讨中药半夏提取物对 3 种白血病细胞凋亡的作用机制。 

方法：慢性髓系白血病细胞株(K562)、急性髓系白血病 M3 细胞株(HL-60)、急性 T 淋巴白血病细胞株(C8166)

在半夏提取物 5 种浓度梯度中分别作用 24，48，72 h，采用 CCK-8 法评估 3 种白血病细胞增殖情况并从中

筛选出有明显抑制作用的中(300 mg/L)、高(500 mg/L)质量浓度。然后进一步采用流式细胞术检测 3 种白血病

细胞早期凋亡发生率，采用 RT-PCR 与 Western blot 检测 Bax、Bcl-2、Caspase-3 mRNA 及蛋白水平。 

结果与结论：①5 种质量浓度的半夏提取物作用 3 种白血病细胞具有细胞增殖抑制作用，中(300 mg/L)、高 

(500 mg/L)质量浓度半夏提取物增殖抑制率较高，与低质量浓度组(100 mg/L)、对照组比较差异有显著性意义

(P < 0.01)；②中、高质量浓度半夏提取物可诱导 3 种白血病细胞早期凋亡；③中、高质量浓度半夏提取物可

以下调 3 种白血病细胞的 Bcl-2 mRNA 表达，上调 Bax 及 Caspase-3 mRNA 表达(P < 0.05；P < 0.01)；④

中、高质量浓度半夏提取物作用 72 h 后，K562、C8166 细胞的 Bcl-2 蛋白条带明显减弱，而 HL-60 细胞无

减弱变化；Bax 及 Caspase-3 蛋白条带明显增强；⑤结果表明，半夏提取物能有效抑制髓系白血病、T 淋巴

细胞白血病细胞的增殖，促进其凋亡，其作用机制可能与其调节 Bax/Bcl-2、Caspase-3 蛋白表达有关。 
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文章特点— 

(1)探索中药有效成分对白
血病细胞增殖和凋亡的
作用； 

(2)温热中药可能改变白血
病细胞生物学特性诱导
其凋亡； 

(3)深入分子水平研究中药
成分在白血病细胞增殖
和凋亡中的可能机制。 
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Abstract 

BACKGROUND: Pinellia ternata can be cultivated artificially and is easy to purify. Its extract can inhibit the cell proliferation of chronic myeloid 

leukemia, acute myelogenous leukemia M3, and T-cell acute lymphoblastic leukemia, but the underlying mechanism remains unclear. 

OBJECTIVE: To explore the mechanism of action of pinellia ternata extract on apoptosis of three kinds of leukemia cells.  

METHODS: Chronic myeloid leukemia cell lines (K562), acute myeloid leukemia–M3 cell line (HL-60), acute T lymphocyte leukemia cell line 

(C8166) were incubated in five kinds of concentration in pinellia ternata extracts in vitro for 24, 48, and 72 hours, respectively. Cell counting 

kit-8 assay was used to assess the influence of three kinds of leukemia cell proliferation to screen the optimal inhibitory effect of moderate 

(300 mg/L) and high (500 mg/L) concentration. Flow cytometry was used to determine the incidence of early apoptosis of three kinds of 

leukemia cells. The mRNA and protein expression levels of Bax, Bcl-2 and Caspase-3 were detected by RT-PCR and western blot assay.  

RESULTS AND CONCLUSION: Cell counting kit-8 assay results showed that five different concentrations of pinellia extracts could inhibit the 

proliferation of three kinds of leukemia cells. The inhibition rates of medium concentration (300 mg/L) and high concentration (500 mg/L) were 

significantly higher than those of low concentration (100 mg/L) and control group (P < 0.01). Flow cytometry (Annexin PE/7AAD and Annexin 

V/PI) double staining showed that moderate and high concentrations of pinellia extract could induce early apoptosis of three kinds of leukemia 

cells. RT-PCR results revealed moderate and high concentrations of pinellia extract could down-regulate the mRNA expression level of Bcl-2, 

and up-regulate the mRNA expression levels of Bax, Bcl-2 , Caspase-3 (P < 0.05, P < 0.01). Western blot assay results showed that the Bcl-2 

protein bands of K562 and C8166 cells were significantly weakened after 72 hours of incubation with moderate and high concentrations of 

pinellia tubulin extract, while no significant changes were observed in HL-60 cells. Bax and caspase-3 protein bands were significantly 

enhanced. In summary, pinellia ternata extract can effectively inhibit the proliferation of myeloid leukemia and lymphocytic leukemia cells and 

promote their apoptosis via regulating Bax/Bcl-2 and Caspase-3 protein expression.  

Key words: pinellia ternata extract; leukemia cells; apoptosis; Bax; Bcl-2; Caspase-3  
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0  引言  Introduction 

白血病发病率和死亡率在肿瘤前5位，近10年来白血

病发病以2%速度递增，目前可能治愈白血病的方法是造血

干细胞移植。通过化疗药物治疗有效并取得缓解，是实施

造血干细胞移植等可能治愈白血病技术的先决条件和必由

之路[1]。目前，中药提取物长春地辛、三尖杉醇碱、紫杉

醇等已开发成药并对白血病的治疗具有良好的效果。长春

地辛作为治疗急性淋巴性白血病一线化疗药物使用，三尖

杉醇碱、紫杉醇在治疗急性髓系白血病联合化疗中作为主

要药物使用，取得较好的诱导缓解效果，但提纯它们的植

物三尖杉及红豆杉为云南特有的稀有物种，生长速度慢，

环境要求高，目前尚无人工广泛种植的基地。原料稀缺造

成药物成本过高，成药价格昂贵，应用范围受限。因而选

择种植条件不苛刻，能够广泛种植，易于收获的植物原材

料，降低成药成本，开发新药，探寻白血病药物治疗的新

途径尤其重要。 

半夏(Pinellia Ternate (Thunb) Breit，PTB)作为与附子

配伍禁的温热中药，亦可忌，但解决好患者阴阳辩证，方

法得当，亦可配伍，并显著提高疗效。有研究显示半夏具

有抗肿瘤作用，并在移植性肿瘤动物模型中得到验证。半

夏是一味应用广泛的大宗传统中药材，随着对半夏的深入

研究，半夏的抗肿瘤作用越来越受重视，并且有研究显示

半夏生物碱作为半夏主要药用成分，也有抗肿瘤作用。传

统用药具有止呕、镇咳、祛痰、降压、降脂和提高记忆等

功效，现代工艺提取的半夏提取物具有抗肿瘤作用。因此，

作者以解决白血病复发、耐药难点为出发点，基于半夏能

够广泛种植、易于收获成药、提纯工艺成熟，开发其成为

治疗白血病药物，对于增加治疗手段、提高治愈率、降低

治疗成本具有重要科学意义和现实意义。国内学者利用半

夏水提物作用于慢性髓系白血病细胞株(K562)具有明显的

抑制作用，应用于人肾癌中也取得良好抑制效果[2-3]。但目

前应用在急性髓系白血病、慢性髓系白血病、急性T淋巴细

胞白血病方面的研究只见于对细胞株增殖和凋亡的影响，

及中药组方半夏散用于白血病化疗后消化道症状的防治，尚

未见到动物及体内实验研究的报道[4-5]。课题组前期研究发

现部分温阳中药可以调节白血病细胞生物学特性诱导其分

化凋亡，可能对开发新药治疗某些白血病有重要意义[6]。 

Bcl-2属原癌基因，定位于线粒体膜上，高表达的Bcl-2

可抑制细胞凋亡。Bax主要定位于细胞质，当受到凋亡信

号刺激时，从细胞质迁移至线粒体外膜，并发生构象变化、

寡聚化，介导下游凋亡分子释放，从而引发细胞凋亡。半

胱氨酸蛋白酶3(Caspase-3)是细胞凋亡途径中非常重要的

蛋白分子，被应用于多种肿瘤细胞增殖凋亡相关研究中，

技术路线成熟，稳定性高。该实验将半夏提取物作用于慢

性髓系白血病、急性髓系白血病、T淋巴白血病3种白血病

细胞，中、高质量浓度半夏提取物干预72 h后采用RT-PCR

与Western blot分别检测Bax、Bcl-2、Caspase-3 mRNA

及蛋白表达水平，观察各白血病细胞的增殖抑制作用效果，

对比3种不同来源白血病细胞株的凋亡蛋白表达差异，探索

半夏提取物诱导白血病细胞凋亡的可能机制。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  体外细胞干预实验。 

1.2  时间及地点  实验于2018年9月至2019年6月在云南

省第一人民医院血液科综合实验室完成。 

1.3  材料 

1.3.1  白血病细胞株  人慢性髓系白血病细胞株K562，人

急性髓系白血病M3细胞株HL-60，人T淋巴细胞白血病细
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胞株C8166，均购自中国科学院昆明细胞库。 

1.3.2  实验药品、试剂  半夏提取物(南京道斯夫有限公

司，批号：181215A)；RPMI 1640(BI公司)；CCK-8试剂(大

连美伦生物技术有限公司，货号：MA0218)；二甲基亚砜

(Sigma公司)；胎牛血清(杭州四季青生物工程材料有限公

司)；RNA提取试剂盒、蛋白质提取试剂盒(北京索莱宝生

物有限公司)；Bax、Bcl-2、caspase-3、α-tubulin(内参)

一抗(Proteintech Group公司)；Bax、Bcl-2、caspase-3引

物由北京擎科生物有限公司设计合成。 

1.3.3  实验仪器  高速冷冻离心机(Thermo Secientific 

Heraeus)；Applied Biosystems ABI 7500型定量PCR仪(新

加坡Life Technologies)；海尔生物安全柜 HR40-IIA2(中国

海尔)；BD FACSAria Ⅲ流式细胞分选仪(碧迪医疗器械(上

海)有限公司)；日本SANYO二氧化碳培养箱(济南卓隆生物

科技有限公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  细胞培养  K562、HL-60、C8166细胞均接种于含

体积分数为10%胎牛血清、无菌双抗(青霉素100 U/mL、

链霉素100 mg/L)的RPMI-1640培养液中，在37 ℃、体积

分数为5%CO2培养箱恒温培养，每两三天更换培养液1次。

采用对数生长期、状态良好的细胞用于实验。 

1.4.2  CCK-8细胞毒性实验   取对数生长期的K562、

HL-60、C8166细胞，调整细胞浓度为4×10
8
 L

-1，以每孔   

5 000个细胞(50 μL)接种于96孔板，实验组分别加入不同

终质量浓度(100，200，300，400，500 mg/L)的半夏提取

物50 μL，对照组加入等体积培养基50 μL。另设只加培养基

50 μL和半夏提取物(100，200，300，400，500 mg/L) 50 μL

的空白组。每组设3个复孔，放置于培养箱中分别培养24，

48，72 h，每孔加入10 μL CCK-8工作液，继续避光培养4 h

后于酶标仪450 nm处测吸光度值(A值)，取均值计算增殖抑

制率，增殖抑制率=(对照组A值-实验组A值)/(对照组A值-空

白组A值)×100%。后续采用中(300 mg/L)、高(500 mg/L)质

量浓度进行实验。 

1.4.3  流式细胞术检测白血病细胞凋亡   使用BD 

Annexin PE/7AAD、Annexin V/PI双标记法，流式细胞仪

检测取3种对数生长期白血病细胞凋亡情况，细胞浓度调整

至5×10
8
 L

-1，接种于6孔板中，每孔1 mL，实验组分别加

入中(300 mg/L)、高(500 mg/L)质量浓度的半夏提取物   

1 mL，对照组加入等体积培养基，48 h后收集细胞，按BD 

Annexin PE/7AAD凋亡试剂盒说明进行操作，72 h后则按

Annexin V/PI凋亡试剂盒说明进行操作，室温避光10 min

后上流式细胞仪检测。 

1.4.4  Real-time PCR 检测 Bax 、 Bcl-2 和 Caspase-3 

mRNA表达水平  实验分为对照组、300 mg/L半夏提取物

组和500 mg/L半夏提取物组。加药处理48，72 h后收集3

种白血病细胞，按Trizol试剂盒操作提取各组细胞总RNA，

用Promega反转录试剂盒将总RNA反转录成cDNA第一

链，以GAPDH为内参，Real-time PCR 检测 Bax、Bcl-2

和Caspase-3 mRNA表达水平。反应程序设 95 ℃预变性

30 s，95 ℃变性5 s、60 ℃退火及延伸34 s，进行40个循

环，每个样品设置3个复孔。实验重复3次。Bax：上游引

物序列5'-TGG CAG CTG ACA TGT TTT CTG AC-3'；下

游引物序列5'-TCA CCC AAC CAC CCT GGT CTT-3'；

Bcl-2：上游引物序列5'-TCG CCC TGT GGA TGA CTG 

A-3'；下游引物序列5'-CAG AGA CAG CCA GGA GAA 

ATC A-3'；Caspase-3：上游引物序列5'-CTG GAC TGT 

GGC ATT GAG AC-3'；下游引物序列5'-ACA AAG CGA 

CTG GAT GAA CC-3'。 

1.4.5  Western blot法检测Bax、Bcl-2和Caspase-3蛋白

表达水平  实验分为对照组、300 mg/L半夏提取物组和

500 mg/L半夏提取物组。加药处理48，72 h后收集3种白

血病细胞，按总蛋白提取试剂盒操作提取蛋白，BCA法测

定细胞总蛋白浓度，然后进行SDS-PAGE电泳，再将其电

转到PVDF膜上，脱脂牛奶封闭，加入稀释后的一抗4 ℃孵

育过夜，再加二抗37 ℃反应1 h，通过Alpha化学发光凝胶

成像系统FluorChem E检测荧光信号，以α-tubulin为内参。 

1.5  主要观察指标  ①细胞增殖活力；②细胞凋亡；③

Bax、Bcl-2和caspase-3 mRNA的表达；④Bax、Bcl-2和

caspase-3蛋白的表达。 

1.6  统计学分析  上述实验均至少重复3次，所得数据均

用SPSS 19.0，Graphpad prism统计软件进行分析，实验

结果以x
_

±s表示，组间比较采用t 检验，P < 0.05或P < 0 .01

为差异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  半夏提取物对3种白血病细胞增殖的影响  CCK-8法

检测结果见表1，除K562细胞低质量浓度组(100 mg/L半夏

提取物)以外，各实验组24，48，72 h吸光度值均低于对照

组(P < 0.01)。 

表2显示，在相同作用时间的情况下，3种白血病细胞

增殖抑制率随半夏提取物质量浓度增加而增加。随着半夏

提取物质量浓度增加及作用时间延长，500 mg/L半夏提取

物作用72 h时K562细胞增殖抑制率有最大值73.24%，而

HL-60、C8166细胞48，72 h增殖抑制率比较差异无显著

性意义，则不呈现出药物剂量及时间依赖性。当采用中 

(300 mg/L)、高(500 mg/L)质量浓度半夏提取物干预48 h

时3种白血病细胞增殖抑制率与低浓度(100 mg/L)半夏提

取物相比差异有显著性意义(P < 0.05或P < 0.01)；同样，

使用中(300 mg/L)、高(500 mg/L)质量浓度半夏提取物干

预72 h时3种白血病细胞增殖抑制率与低浓度(100 mg/L)

半夏提取物相比差异有显著性意义(P < 0.05或P < 0.01)，

但是3种白血病细胞在选用300，400，500 mg/L相互比较

时发现差异无显著性意义。在后续实验中则选用300，  

500 mg/L作为最优质量浓度选择。 

2.2  中(300 mg/L)、高(500 mg/L)质量浓度半夏提取物对

白血病细胞凋亡率的影响 

2.2.1  半夏提取物对K562细胞凋亡影响  300，500 mg/L

半夏提取物作用K562细胞48 h后，细胞早期凋亡率分别为
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12.1%，8.08%；作用72 h后，细胞凋亡率为38.3%，47.69%，

与对照组相比差异有显著性意义(P < 0.05)，见图1。 

2.2.2  半夏提取物对 HL-60 细胞凋亡影响  300，500 mg/L

半夏提取物作用HL-60 细胞 48 h 后，细胞早期凋亡率分别为

15.3%，55.1%；作用 72 h 后，细胞凋亡率为 25.98%，

43.74%，与对照组相比差异有显著性意义(P < 0.05)，见图 2。 

2.2.3  半夏提取物对 C8166 细胞凋亡影响  300，500 mg/L

半夏提取物作用 C8166 细胞 48 h 后，细胞早期凋亡率分别

为 10.3%，23.6%；作用 72 h 后，细胞凋亡率为 18.64%，

35.90%，与对照组相比差异有显著性意义(P < 0.05)，见图 3。 

2.3  中(300 mg/L)、高(500 mg/L)质量浓度半夏提取物对

白血病细胞 Bax、Bcl-2 和 Caspase-3 表达的影响 

2.3.1  半夏提取物对于K562细胞Bax、Bcl-2和Caspase-3

表达的影响  以不添加半夏提取物为对照组(0 mg/L，

mRNA 相对含量设为 1)，300，500 mg/L 半夏提取物作用

72 h 各组 Bax、Bcl-2、Caspase-3 相对 mRNA 表达见图 4A。

各用药组与对照组比较差异有显著性意义。300，500 mg/L

半夏提取物作用 K562 细胞 72 h 各组凋亡蛋白表达水平见

图 4B，C，内参条带(α-Tubulin)基本一致，500 mg/L 半夏

提取物组 Bax、Caspase-3 条带较对照组明显清晰，Bcl-2

表达随浓度增加而减弱。实验结果显示半夏提取物作用

K562 细胞 72 h，通过上调 Bax/Bcl-2、Caspase-3 蛋白表

达以促进细胞凋亡。 

2.3.2  半夏提取物对HL-60细胞Bax、Bcl-2和Caspase-3

表达影响  以不添加半夏提取物为对照组(0 mg/L，mRNA

相对含量设为 1)，300，500 mg/L 半夏提取物作用 72 h

各组 Bax、Bcl-2、Caspase-3 相对 mRNA 表达见图 5A。 

 

各用药组与对照组比较差异有显著性意义。300，500 mg/L

半夏提取物作用 HL-60 细胞 72 h 各组凋亡蛋白表达水平

见图 5B，C，内参条带(α-Tubulin)基本一致，300，500 mg/L

半夏提取物作用下 Bax、Caspase-3 条带相比对照组清晰

且灰度较高，而 Bcl-2 条带并非随质量浓度升高而减弱，

从相对灰度值统计分析可见 300，500 mg/L 半夏提取物组

的 Bax/Bcl-2 比例、Caspase-3 上调，进而使 HL-60 发生

细胞凋亡。 

2.3.3  半夏提取物对C8166细胞Bax、Bcl-2和Caspase-3

表达影响  以不添加半夏提取物为对照组(0 mg/L，mRNA

相对含量设为 1)，300，500 mg/L 半夏提取物作用 72 h

各组 Bax、Bcl-2、Caspase-3 相对 mRNA 表达见图 6A。

各用药组与对照组比较差异有显著性意义。300，500 mg/L

半夏提取物作用 C8166 细胞 72 h 各组凋亡蛋白表达水平

见图 6B，C，内参条带(α-Tubulin)基本一致，300，500 mg/L

半夏提取物作用下 Bax、Caspase-3 条带相比于对照组清

晰且灰度较高，Bcl-2 随着药物质量浓度升高而减弱。结果

说明 300，500 mg/L 半夏提取物作用 C8166 细胞 72 h 通

过上调 Bax/Bcl-2、Caspase-3 蛋白表达以促进 C8166 细

胞凋亡。 

 

3  讨论  Discussion 

半夏在《神农本草经》早有记载，性温、味辛、有毒，

入脾、胃经，具有燥湿化痰、降逆止呕、消痞散结等功     

效[7]。半夏提取物包括左旋麻黄碱、胆碱、鸟苷、胸苷、

次黄嘌呤核苷等成分，近年研究报道显示半夏提取物具有

明显的抑制肝癌、宫颈癌及结直肠癌细胞增殖的作用[8-10]。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1  半夏提取物对 3 种白血病细胞的增殖抑制作用                                                           (x
_

±s，n=3，吸光度值) 

Table 1  Inhibitory effect of pinellia ternata extract on the proliferation of three kinds of leukemia cells    

半夏提取物质量

浓度(mg/L) 

K562 细胞 HL-60 细胞 C8166 细胞 

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 

0 (对照组) 1.229±0.094 1.699±0.116 2.460±0.097 1.024±0.098 2.345±0.394 2.683±0.061 0.469±0.020 0.543±0.051 0.338±0.060 

100 1.342±0.091 2.053±0.109 2.034±0.636 0.808±0.032
a
 1.833±0.059

a
 2.310±0.245

a
 0.408±0.020

a
 0.434±0.051

a
 0.279±0.038

a
 

200 1.249±0.066 1.655±0.049 1.232±0.111
a
 0.742±0.027

a
 1.526±0.008

a
 1.891±0.175

a
 0.376±0.020

a
 0.403±0.019

a
 0.276±0.018

a
 

300 1.154±0.103 1.187±0.169
a
 0.966±0.088

a
 0.690±0.010

a
 1.421±0.033

a
 1.632±0.100

a
 0.379±0.038

a
 0.331±0.020

a
 0.263±0.037

a
 

400 0.970±0.026
a
 1.070±0.073

a
 0.891±0.051

a
 0.577±0.007

a
 1.294±0.123

a
 1.627±0.256

a
 0.371±0.013

a
 0.282±0.038

a
 0.260±0.018

a
 

500 0.723±0.079
a
 0.882±0.109

a
 0.784±0.040

a
 0.438±0.012

a
 1.302±0.047

a
 1.580±0.204

a
 0.353±0.032

a
 0.282±0.038

a
 0.211±0.025

a
 

 表注：与对照组比较，a
P < 0.01 

 

表 2  半夏提取物分别处理 3 种白血病细胞 24，48，72 h 的增殖抑制率                                                           (%) 

Table 2  Proliferation inhibition rate of three kinds of leukemia cells treated with pinellia ternata extract for 24, 48 and 72 hours 

半夏提取物质量浓度(mg/L) K562 细胞 HL-60 细胞 C8166 细胞 

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 

100 - - 18.61 24.57 23.37 14.83 18.71 28.17 35.39 

200 - 2.89 53.65 32.13 37.39 31.51 28.44 36.09 36.83 

300 6.91 33.23
b
 65.26

b
 37.89 42.18

a
 41.85

b
 27.69 54.70

b
 44.81

a
 

400 23.80 40.79
b
 68.54

b
 50.72 47.99

b
 42.03

b
 30.15 67.44

b
 46.61

a
 

500 46.55 52.98
b
 73.24

b
 66.53 47.65

b
 43.88

b
 35.49 67.36

b
 76.18

b
 

 表注：与低质量浓度组(100 mg/L)比较，a
P < 0.05，b

P < 0.01 
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另有研究显示半夏提取物具有抑制慢性髓系白血病细胞株

增殖的作用，在诱导白血病细胞凋亡机制方面的研究少见

报道，其抑制白血病细胞增殖、诱导凋亡可能的作用机制

和途径值得探讨。如果能够探明半夏提取物清除白血病干

细胞的理想浓度以及作用于细胞凋亡的蛋白分子机制，则

可以为进一步临床研究及应用提供有力的依据。 

该研究结果显示，5种质量浓度梯度体外分别作用24，

48，72 h后，用CCK-8法评估对3种白血病细胞增殖的影响

并从中筛选出有明显抑制作用的中 (300 mg/L)、高    

(500 mg/L)质量浓度。然后进一步采用流式细胞术检测3种

白血病细胞早期凋亡发生率，采用中、高质量浓度干预72 h

后采用RT-PCR与Western blot法分别检测Bax、Bcl-2、

Caspase-3 mRNA及蛋白水平。结果发现：实验组吸光度值

明显低于对照组，提示半夏提取物对K562、HL-60、C8166  

48 h 

 

 

 

 

 

72 h 

对照组                300 mg/L 半夏提取物组   500 mg/L 半夏提取物组 

图 1  半夏提取物作用 K562 细胞 48，72 h 的细胞

凋亡率 

Figure 1  Apoptosis rate of K562 cells treated 

with pinellia ternata extract for 48 and 72 hours 

48 h 

 

 

 

 

 

72 h 

对照组                300 mg/L 半夏提取物组       500 mg/L 半夏提取物组 

图 2  半夏提取物作用 HL-60 细胞 48，72 h

的细胞凋亡率 

Figure 2  Apoptosis rate of HL-60 cells 

treated with pinellia ternate extract for 48 

and 72 hours 

48 h 

 

 

 

 

 

 

72 h 

对照组               300 mg/L 半夏提取物组      500 mg/L 半夏提取物组 

图 3  半夏提取物作用 C8166 细胞 48，72 h

的细胞凋亡率 

Figure 3  Apoptosis rate of C8166 cells 

treated with pinellia ternate extract for 48 

and 72 hours 
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细胞具有增殖抑制作用，但HL-60、C8166抑制率不呈剂

量及时间依赖性，中(300 mg/L)、高(500 mg/L)质量浓度

增殖抑制率较高，与低质量浓度组(100 mg/L)、对照组比

较差异有显著性意义(P < 0.01)，高质量浓度组与中质量浓

度组比较差异无显著性意义(P > 0.05)。因此选取300， 

500 mg/L 2种质量浓度进入下一步研究，为进一步在体内

实验或临床实验中最大限度避免药物的毒副作用，也可作

为后续研究的参考依据。使用高质量浓度的半夏提取物干

预3种白血病细胞72 h后，早期凋亡率分别为47.69%，

43.74%，35.90%，提示半夏提取物可以诱导3种白血病细

胞早期凋亡，作用72 h凋亡指数达到预期效果。 

细胞凋亡属程序性死亡，是机体的重要自我稳定机制。

一般的细胞凋亡途径分为内源性途径(线粒体途径)及外源

性途径2种。Bcl-2原癌基因定位于线粒体膜上，高表达的

Bcl-2可抑制细胞凋亡；Bax主要定位于细胞质，介导下游

凋亡分子释放，从而引发细胞凋亡[11-12]。Bax/Bcl-2比例下

调常见于各种肿瘤中，是决定细胞凋亡的关键因素[13-14]。

该研究结果显示在3种白血病细胞的对照组中，Bcl-2均高

表达，促凋亡蛋白Bax均低表达，用高质量浓度(500 mg/L)

半夏提取物干预后72 h，K562、C8166细胞Bax均为高表

图注：图中 A 为 300，500 mg/L 半夏提取物培养 K562 细胞 72 h 后 RT-PCR 检测 Bax、Bcl-2、Caspase-3 的相对表达量；B 为 3 种凋亡相关

蛋白 Western blot 图，α-tubulin 为内参；C 为 3 种凋亡相关蛋白统计分析图，α-tubulin 为内参；各用药组与对照组比较，a
P < 0.05，b

P < 0.01 

图 4  半夏提取物对 K562 细胞 Bax、Bcl-2 和 Caspase-3 表达的影响 

Figure 4  Effect of pinellia ternata extract on the expression of Bax, Bcl-2 and Caspase-3 in K562 cells 

图注：图中 A 为 300，500 mg/L 半夏提取物培养 HL-60 细胞 72 h 后 RT-PCR 检测 Bax、Bcl-2、Caspase-3 的相对表达量；B 为 3 种凋亡相

关蛋白 Western blot 图，α-tubulin 为内参；C 为 3 种凋亡相关蛋白统计分析图，α-tubulin 为内参；各用药组与对照组比较，a
P < 0.05，b

P < 0.01 

图 5  半夏提取物对 HL-60 细胞 Bax、Bcl-2 和 Caspase-3 表达的影响 

Figure 5  Effect of pinellia ternata extract on the expression of Bax, Bcl-2 and Caspase-3 in HL-60 cells 

图注：图中 A 为 300，500 mg/L 半夏提取物培养 C8166 细胞 72 h 后 RT-PCR 检测 Bax、Bcl-2、Caspase-3 的相对表达量；B 为 3 种凋亡相

关蛋白 Western blot 图，α-tubulin 为内参；C 为 3 种凋亡相关蛋白统计分析图，α-tubulin 为内参；各用药组与对照组比较，a
P < 0.05，b

P < 0.01 

图 6  半夏提取物对 C8166 细胞 Bax、Bcl-2 和 Caspase-3 表达的影响 

Figure 6  Effect of pinellia ternata extract on the expression of Bax, Bcl-2 and Caspase-3 in C8166 cells 

Bax Bcl-2 Caspase-3

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
0

300ug/ml

500ug/ml

*

**

* *

**

Bax       Bcl-2    Caspase-3 Bax    Bcl-2  Caspase-3 α-tubulin 

Bax 

Bcl-2 

Caspase-3 

α-tubulin 

对照组 

300 mg/L 半夏提取物组 

500 mg/L 半夏提取物组 

Bax Bcl-2 Caspase-3

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
0

300ug/ml

500ug/ml

*

**

* *

**

对照组 

300 mg/L 半夏提取物组 

500 mg/L 半夏提取物组 

半夏提取物(mg/L) 

0    300    500 2.5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

0 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

0 

m
R

N
A
相

对
表

达
 

相
对

灰
度

值
 

a 

a a 

b 

b 

a 

a 

a 

b 

 A 

 
 B 

 

 C 

 

Bax Bcl-2 Caspase-3

0

1

2

3
0

300ug/ml

500ug/ml

**
**

*
**

**
**

Bax        Bcl-2     Caspase-3 Bax    Bcl-2  Caspase-3 α-tubulin 

Bax 

Bcl-2 

Caspase-3 

α-tubulin 

对照组 

300 mg/L 半夏提取物组 

500 mg/L 半夏提取物组 

Bax Bcl-2 Caspase-3

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
0

300ug/ml

500ug/ml

*

**

* *

**

对照组 

300 mg/L 半夏提取物组 

500 mg/L 半夏提取物组 

半夏提取物(mg/L) 

0       300     500 3 

 

2 

 

1 

 

0 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0 

m
R

N
A
相

对
表

达
 

相
对
灰

度
值

 

b 

 A 

 
 B 

 

 C 

 
b 

b 
b 

b 
a 

a a 
a 

a 

a 

Bax Bcl-2 Caspase-3

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
0

300ug/ml

500ug/ml

**
**

*

**

*

Bax       Bcl-2   Caspase-3 Bax    Bcl-2  Caspase-3 α-tubulin 

Bax 

Bcl-2 

Caspase-3 

α-tubulin 

对照组 

300 mg/L 半夏提取物组 

500 mg/L 半夏提取物组 

Bax Bcl-2 Caspase-3

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
0

300ug/ml

500ug/ml

*

**

* *

**
对照组 

300 mg/L 半夏提取物组 

500 mg/L 半夏提取物组 

半夏提取物(mg/L) 

0       300     500 2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

0 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0 

m
R

N
A
相
对
表

达
 

相
对
灰
度

值
 

b 
 A 

 

 B 

 

 C 

 

a 

b 

b 

a 

a a 
a 

a 



FENG JK, LIU W, LI ZF, ZHAO XC, LI ZZ, YANG TH, ZHAO RB, HU P, PEI Q, GUAN X. Pinellia ternata extract induces apoptosis of leukemia cells by regulating 
the expression of Bax, Bcl-2 and Caspase-3 proteins. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2020;24(31):5023-5029. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.2120 

P.O. Box 10002, Shenyang   110180   www.CJTER.com 5029 

达，Bcl-2表达量下调。Caspase-3作为细胞凋亡途径中非

常重要的蛋白分子，多种细胞凋亡途径都通过Caspase-3

信号传导诱导细胞凋亡[15]。该研究结果显示，与对照组相

比，随着半夏提取物质量浓度提高3种白血病细胞的

Caspase-3表达增加。由此可以推测：半夏提取物可能通

过 影 响 K562 、 C8166 细 胞 的 Bax/Bcl-2 比 例 及 诱 导

Caspase-3表达增加，从而诱导白血病细胞发生细胞早期

凋亡。 

该研究还发现HL-60细胞在300，500 mg/L半夏提取物

作用72 h的Bcl-2蛋白条带并未发生明显减弱；但通过蛋白

质相对灰度条形统计分析结果发现Bax/Bcl-2比例及

Caspase-3上调，使HL-60细胞发生早期凋亡。导致转录水

平和翻译水平不完全一致原因可能与细胞增殖、凋亡过程

中基因表达转录和翻译层面有关，基因表达分为转录与翻

译2个层面即mRNA水平和蛋白水平。真核基因表达转录和

翻译发生的时间和位点存在时空间隔，其次在转录后又会

有转录后加工，转录产物的降解、翻译，翻译后加工及修

饰几个层面。还有可能与实验采用的细胞系HL-60是急性

早幼粒细胞白血病细胞株有关，其是特殊类型的急性髓系

白血病，有明确的PML/RaRα基因突变t(15，17)染色体易

位为靶点的发病机制[16]。早幼细胞白血病以全反式维甲酸、

砷剂等PML/RaRα结合点的诱导分化、凋亡治疗效果显  

著[17-18]。半夏提取物与此作用途径不相关，因而没有明显的

调节Bcl-2蛋白表达作用。该层次的因素有待进一步研究。 

近年来随着祖国传统医学及现代分子生物学的不断发

展，科学家们通过以中药有效成分单体形式深入研究[19]，

对中药成分抗白血病的作用机制做了有益的探索。该研究

以中药半夏提取物作用于不同种类白血病细胞，探讨其作

用机制。结果表明，半夏提取物能有效抑制髓系白血病、T

淋巴细胞白血病细胞增殖，促进其凋亡，其作用机制与其

调节Bax/Bcl-2、Caspase-3蛋白表达有关，为下一步药物

开发与临床研究提供了理论依据。 
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