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秦巴硒菇提取物(FA-2-b-β)对慢性髓系白血病原代细胞凋亡的影响 
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摘要：目的  探讨中药秦巴硒菇提取物(酸性 RNA 蛋白复合物 FA-2-b-β)对人慢性髓系白血病(chronic myeloid leukemia，
CML)原代细胞系凋亡的影响。方法  采用 CCK8 法检测不同时间段(24，48，72 h)FA-2-b-β 作用于 CML 原代细胞的增殖

抑制率；流式细胞术检测细胞凋亡率和周期；蛋白印迹法测定相关凋亡蛋白 Bcl-2、Bax、MET、CD44 和 β-catenin 的表

达。结果  FA-2-b-β 抑制 CML 原代细胞增殖，并呈时间、浓度依赖性。FA-2-b-β 处理后，CML 原代细胞凋亡率明显升

高，促凋亡蛋白 Bax 表达升高，抗凋亡蛋白 Bcl-2、MET、CD44 和 β-catenin 表达降低。结论  秦巴硒菇提取物通过下调

凋亡相关蛋白抑制 CML 原代细胞增殖并诱导细胞凋亡，表现出较强的体外抗白血病作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of acidic RNA protein complex (FA-2-b-β) extracted from Qinba 
mushroom on apoptosis of primary human chronic myeloid leukemia(CML) bone marrow cell line. METHODS  The cell 
proliferation rate was measured by CCK8 method at different time(24, 48, 72 h) points. Flow cytometry  was used to detect cell 
apoptotic rate and cell cycle. Western blotting was used to detect the expression of Bcl-2, Bax, MET, CD44 and β-catenin protein. 
RESULTS  FA-2-b-β inhibited the proliferation of primary CML bone marrow cell line effectively in a dose and time 
dependent manner. After treated with Qinba mushroom, the apoptosis rates of primary CML bone marrow cell line increased, the 
expression of Bax increased, and the expression of Bcl-2, MET, CD44, β-catenin decreased. CONCLUSION  Qinba mushroom 
extract inhibits proliferation, induces apoptosis of primary CML bone marrow cell line by regulating the related apoptotic protein. 
Qinba mushroom has strong anti-leukemia effect in vitro. 
KEYWORDS: Qinba mushroom; chronic myeloid leukemia; primary CML bone marrow cell; cell apoptosis; cell cycle 
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慢性髓系白血病(chronic myeloid leukemia，
CML)是一种起源于骨髓多能造血干细胞，由双向

多能造血干细胞衍生而来的骨髓恶性克隆增殖性

肿瘤[1]。其特征为费城染色体(Ph)(9：22)(q34：q11)
相互移位形成 BCR-ABL 致癌基因，并通过下游效

应分子磷酸化驱动 CML 的发生。CML 的治疗药

物主要是 BCR-ABL 酪氨酸激酶抑制剂伊马替尼，

其临床治疗疗效好，能明显改善CML患者的预后，

延长生存期。然而，随着治疗时间的延长，部分

患者出现耐药，复发，甚至导致心、肝、脾、肺、

肾、内分泌等代谢系统不良反应，因此 CML 新的

调控及干预机制有待更深入的探究。研究发现近

几十年的抗肿瘤新药约 50%是自然界中传统药物

提取而来[2]。人们试图从传统药物中寻找价格低
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廉、多靶点、不良反应小的药物为 CML 治疗提供

新的方案。补充和替代医学(complementary and 
alternative medicine，CAM)已被用于治疗各种疾

病，包括肿瘤[3]。 

秦巴硒菇又名姬松茸、粱金菇，属于担子菌

纲，在我国福建、湖北、陕西、云南等多地种植，

营养和药用价值丰富，是一种药食兼用的珍稀菌

类。研究发现秦巴硒菇提取物作为一种极具潜力

的新型抗肿瘤 CAM[4]，能抑制肿瘤细胞增殖，且

未见明显的生物学毒性[5]。秦巴硒菇提取物之一蛋

白葡聚糖，具有诱导肿瘤细胞凋亡，调节自然杀

伤细胞活性和抑制巨噬细胞激活的作用[6]，能够有

效抑制多种肿瘤细胞的生长，提高实验动物生存

率。课题组前期研究发现秦巴硒菇提取物酸性

RNA 蛋白复合物 FA-2-b-β 通过 caspase 信号通路

诱导 CML 细胞 HL60 发生凋亡，并协同叠氮氨酸

(3’-azido-3’-deoxythymidine，AZT)促进胃癌细胞

株 MKN45 凋亡、对 AZT 抗肿瘤效应具有增敏作

用[7]。本研究选取 CML 原代细胞，通过体外实验

探讨秦巴硒菇提取物 FA-2-b-β对CML原代细胞凋

亡的影响及机制。 
1  材料和方法 
1.1  细胞  

原代细胞株分离自甘肃省人民医院初诊 CML
患者骨髓，并在 RPMI 1640(美国 Gibco 公司，批

号：E210702)中培养，辅以 10%热灭活血清(美国

Gibco 公司，批号：11E034)。 
1.2  试剂  

CCK8 试剂盒(贝博公司，批号：LF676)；CD44、
MET、Bcl-2 和β-catenin 抗体均购自美国 Cell 
Signaling Technology 公司，批号：3570；蛋白酶

检测试剂盒(索莱宝公司，批号：20190307)；细胞

凋亡检测试剂盒(索莱宝公司，批号：HC0318)。 
1.3  药品  

秦巴硒菇由陕西紫阳公司提供，其提取物酸

性 RNA 蛋白复合物(FA-2-b-β)由中国兰州大学化

学与化学工程学院天然产物研究室分离，按文献[8]

方法提取，500 g 国产秦巴硒菇水溶多糖经分离纯

化后可得到 4.86 g FA-2-b-β。PBS 配成所需浓度，

灭菌，4 ℃冰箱保存，备用。 
1.4  方法 
1.4.1  CCK8 法检测细胞凋亡率  将密度为 1×104

个细胞接种于 96 孔板，37 ℃，5%的 CO2 饱和湿度

培养箱，0，1.2，1.5，1.8，2.1，2.4 mg·mL–1 的 FA-2-b-β

作用于生长对数期原代细胞、每孔 100 μL，每组 5
个复孔，分别培养 24，48，72 h，培养终止前加

10 μL CCK8 试剂；4 h 后 96 孔板置于振荡器上震

荡 5 mim，酶标仪测 450 nm 处吸光度值。 
1.4.2  流式细胞术检测细胞凋亡  取对数生长期

细胞，将 10×105 个细胞接种到 6 孔板中，加入不

同浓度梯度的 FA-2-b-β(0，1.2，1.5，1.8，2.1，
2.4 mg·mL−1)，培育 48 h 后，各组细胞离心后收集，

用 PBS 洗涤细胞 2~3 次，加入 100 μL loading 
Bufer，制成单细胞悬液，然后依次加入 Annexin 
V-FITC 和 PI 各 5 μL，混匀室温避光 30 min，流式

细胞仪检测细胞凋亡率。 
1.4.3  流式细胞术检测细胞周期  取对数生长期

细胞，将 10×105 个细胞接种到 6 孔板中，加入不同

浓度的 FA-2-b-β(0，1.2，1.5，1.8，2.1，2.4 mg·mL−1)，
处理 48 h 后收集细胞，预冷 PBS 洗 2~3 次，将细

胞悬于预冷 75%的乙醇中，‒20 ℃固定过夜，次日

加 RNase A 400μL，37 ℃水浴 30 min，再加入 50 μL 
PI 染液，缓慢并充分重悬细胞，流式细胞术检测

细胞周期。 
1.4.4  蛋白印迹法  蛋白印迹法检测 Bcl-2，Bax，
β-catenin，CD44 及 MET 表达水平，Actin 为内参

蛋白；不同药物浓度 FA-2-b-β(0， 1.2， 1.8，

2.4 mg·mL−1)作用于原代细胞 48 h 后，收集细胞并

用预冷 PBS 洗涤 2~3 次。加入含有 1 mmol·L−1 

PMSF 的 RIPA 缓冲液裂解。4 ℃离心 15 min，BCA
蛋白质测定试剂盒进行总蛋白定量，取等量蛋白

样品，SDS- PAGE 后将分离蛋白质转移至 PVDF
膜上，将膜用 PBS-Tween 20 中的 5%脱脂奶粉封

闭 2 h，加入按相应比例稀释的一抗 4 ℃孵育过夜。

然后加入二抗孵育 2 h，TBST 洗涤 2~3 次，然后

进行曝光显影。 
1.4.5  统计学分析  以上实验数据进行 3 次相似

独立重复实验，统计软件使用 SPSS 21.0 进行数据

分析，结果均用 sx ± 表示。两组数据间用独立样

本 t 检验进行分析，2 组或者多组数据间则用单向

方差分析。所有实验结果的分析都采用双尾 t 检

验，P<0.05 表示差异有统计学意义。 
2  结果 
2.1  FA-2-b-β 对原代细胞系增殖抑制率 

不同时间段 FA-2-b-β 对原代细胞生长具有增

殖抑制作用，且呈浓度时间依赖性，结果见图 1[存
活率=(实验组 OD−空白对照 OD)/(对照组 OD−空



 

中国现代应用药学 2020 年 10 月第 37 卷第 20 期                        Chin J Mod Appl Pharm, 2020 October, Vol.37 No.20    ·2435· 

白对照 OD)]。 
 

 
 

图 1  FA-2-b-β 对 CML 原代细胞的增殖抑制作用 
Fig. 1  FA-2-b-β inhibited the growth capacity of primary 
CML bone marrow cell cells 
 

2.2  FA-2-b-β 诱导原代细胞凋亡 
FA-2-b-β 诱导肿瘤细胞凋亡，总细胞凋亡率

包括明显的早期凋亡率(右下象限)和晚期凋亡(右

上象限)率，结果见图 2。结果表明，不同浓度(0，
1.2，1.5，1.8，2.1，2.4 mg·mL–1)的 FA-2-b-β 处理

细胞 48 h 后，细胞凋亡率依次为 0.43%，3.47%，

33.18%，71.83%，78.98%，93.45%，随着浓度的

增加，细胞凋亡率显著上升。 
2.3  FA-2-b-β 对原代细胞周期的实验分析 

将原代细胞与不同浓度(0，1.2，1.5，1.8，2.1，
2.4 mg·mL–1)的FA-2-b-β置于适当培养基培育48 h，
与对照组相比，G1 百分比增加，依次为 33%，37%，

43%，54%，63%，89%，结果见图 3。 
2.4  蛋白印迹法 

通过蛋白免疫印迹法测定 β-catenin 相关凋亡

蛋白表达，结果见图 4。不同浓度的 FA-2-b-β 处

理原代细胞 48 h 后，与对照组相比，Wnt 信号下

游的靶标及相关抗凋亡蛋白 Bcl-2、MET、CD44
和 β-catenin 以浓度依赖性方式降低，促凋亡蛋白

Bax 以浓度依赖性方式增加。 
 

 
 

图 2  FA-2-b-β 对 CML 原代细胞凋亡的影响 
Fig. 2  Effects of FA-2-b-β on primary CML bone marrow cell apoptosis 
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图 3  FA-2-b-β 对 CML 原代细胞周期的影响 
Fig. 3  Effects of FA-2-b-β on primary CML bone marrow cell cycle 

 

 
 

图 4  Western blotting 检测 FA-2-b-β 对 Bcl-2、MET、CD44、β-catenin 及 Bax 的影响 
Fig. 4  Effect of FA-2-b-β on Bcl-2, MET, CD44, β-catenin and Bax determined by Western blotting 
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3  讨论 
秦巴硒菇具有抗肿瘤、降血脂、抗凝血、安

神和提高免疫力等功效。秦巴硒菇提取物 FA-2-b-β
调节凋亡蛋白的表达使肿瘤细胞发生凋亡[9]。本研

究通过流式细胞术观察到不同浓度的 FA-2-b-β 作

用于原代细胞后，细胞凋亡率上升，细胞周期阻

滞在 G1 期。有研究指出 β-catenin 与 CML 有显著

关联，CD44 作为黏附分子，对于 CML 干细胞非

常重要[10-11]。虽然 β-catenin 和 CD44 是 2 种不同

的黏附分子，前者在细胞核里促进多种基因转录，

后者则在细胞表面作为受体介导黏附。但两者之

间有许多共同之处，均通过信号分子以细胞骨架

关联，影响细胞黏附，促进细胞生存[12]。β-catenin
和 CD44 任何一信号途径激活，都会促进另一信号

途径的作用[13-14]，在 CML 加速和急变过程起关键

性作用。为此本课题组通过蛋白印迹法检测发现

CML 原代细胞中，β-catenin 和 CD44 高表达，当

不同浓度的 FA-2-b-β 作用于生长状态良好的原代

细胞后，导致胞质中的 β-catenin 大量积累并转位

入核，与转录因子 LEF/TCF 结合，抑制 β-catenin
和 LEF/TCF 的核定位，破坏 β-catenin 和 LEF/TCF
复合物，使 Wnt/β-catenin 下游中抑制凋亡蛋白

Bcl-2，MET 表达降低，促凋亡蛋白 Bax 表达上调，

进而导致原代细胞发生凋亡并且使细胞周期停

滞在 G1 期，抑制 DNA 的合成，从而抑制 CML
原代细胞的生长，引起 CML 原代细胞发生凋亡。

这揭示了 Wnt/β-catenin 表达变化影响了下游相

关凋亡蛋白表达水平，进而影响肿瘤细胞的生

长，与先前学者研究一致[15-16]。该研究结果揭示

FA-2-b-β 促 进 CML 原 代 细 胞 凋 亡 是 通 过

Wnt/β-catenin 和 CD44 信号通路介导的。 
综上所述，秦巴硒菇提取物 FA-2-b-β 通过调

控凋亡蛋白 β-catenin、CD44、Bcl-2，MET 和 Bax
抑制 CML 原代细胞增殖并诱导其凋亡，将细胞周

期阻滞在 G1 期，在体外具有较强的抗白血病效

应。秦巴硒菇抑制 CML 细胞增殖并诱导其凋亡的

其他通路和更深入的分子生物学机制，有待体内

外实验进一步验证。 
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