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二烯丙基二硫抑制 HL鄄60 细胞增殖及对 c鄄myc 基因表达调控
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摘摇 要:摇 目的摇 研究二烯丙基二硫(DADS)对人髓系白血病细胞株 HL鄄60 细胞增殖及对 c鄄myc 基因表达的影

响。 摇 方法摇 采用 MTT 和细胞记数法分析 DADS 对细胞生长的影响、蛋白印迹法检测细胞内 c鄄myc 蛋白表达水平。
结果摇 DADS 能抑制 HL鄄60 细胞增殖,并呈剂量和时间依赖性(P < 0. 05),DADS(20 滋mol / L)作用 12 h 后能下调 c鄄
myc 蛋白的表达水平。 摇 结论摇 DADS 抑制 HL鄄60 细胞增殖,其机制可能与下调 c鄄myc 表达水平密切相关。
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Proliferation Inhibition and c鄄myc Expression Down鄄Regulated
by Diallyl Disulfide in HL鄄60 Cells
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Abstract:摇 Objective摇 To investigate the effects of DADS on proliferation inhibition and on c鄄myc protein expression
in human myeloid leukemia cell line HL鄄60 cells. 摇 Methods摇 HL鄄60 cells were exposed to DADS at different dosages.
Growth inhibition was detected by MTT assay and cell growth. The expression of c鄄myc was measured by Western blotting.
摇 Results摇 After treatment with DADS, the growth of HL鄄60 cells were suppressed in a concentration鄄dependent and time鄄
dependent manner(P < 0. 05). Incubation of HL鄄60 cells with DADS(20 滋mol / L)for 12 h could decrease the expression of
c鄄myc. 摇 Conclusion摇 DADS could inhibit HL鄄60 cells proliferation,its mechanism may be closely related with adjusting
expression level of the c鄄myc.
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摇 摇 大量的研究阐明:大蒜及其烯丙基硫化物能抑

制多种化学致癌物诱发的癌症[1]。 二烯丙基二硫

(DADS)是一种大蒜中非水溶性单体硫化物,能明

显抑制皮肤癌、肝癌、胃癌、食管癌、结肠癌细胞等多

种肿瘤细胞的生长[2鄄3]。 前期的研究表明:DADS 能

抑制 HL鄄60 细胞增殖,但机制尚不完全清楚[4]。 本

文以人髓系白血病细胞株 HL鄄60 细胞作为实验研

究对象,观察 DADS 对 HL鄄60 细胞生长增殖抑制作

用以及对 c鄄myc 蛋白表达水平的影响,进一步探讨

DADS 的抗肿瘤机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 试剂与仪器

摇 摇 RPMI1640 培养基购于 Gibco 公司,辣根过氧化

物酶标记二抗购于武汉博士得生物工程有限公司,
小鼠抗人 c鄄myc 单克隆抗体为 Santa Cruz 公司的产

品,Western鄄blot 荧光检测试剂盒、BCA 蛋白检测试

剂盒为 Hyclone鄄Pierce 公司的产品,全反式维甲酸

(ATRA)、四甲基偶氮唑盐(MTT)为 Sigma 公司的

产品,DADS 购于 Fluka 公司,用二甲基亚砜(DM鄄
SO)溶解配制,DMSO 终浓度 < 0. 05% 。
1. 2摇 细胞系及培养条件

人髓系白血病细胞株 HL鄄60 细胞系由中南大

学提供。 细胞生长于含 1 伊 105 U / mL 青霉素和 10
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mg / mL 链霉素、 10% 灭活新生小牛血清的 RP鄄
MI1640 培养基中,置于 37 益、5% CO2 饱和湿度培

养箱内培养。 细胞经传代和收集后,取对数生长期

细胞进行实验。
1. 3摇 MTT 法

细胞传代并接种于 96 孔培养板中,分别给予不

同浓度 DADS(5、10、20、40 和 80 滋mol / L),然后加

入 10%MTT,继续培养 4 ~ 6h,离心,弃去培养基,加
入 250 滋L DMSO,室温振摇 10 min,用 Elx鄄800 酶联

免疫检测仪测定 A570 nm 值,以 A570 nm 值代表细胞

活力。 细胞生长抑制率(IR)按公式计算:IR(% ) =
(1 -实验组 OD570值 /对照组 OD570值) 伊 100% 。
1. 4摇 生长曲线绘制

取对数生长期细胞,常规胰酶消化后传代,接种

于 24 孔塑料培养板培养 6 h,加用培养液稀释的不

同浓度的 DADS 液,阴性对照组为常规培养液,每
24 h 取 3 瓶细胞记数,每瓶记数 3 次,求出 3 瓶细胞

的均值。 将每次所得的细胞数标记于坐标纸上,然
后将各点连接成线绘制成生长曲线。
1. 5摇 蛋白免疫印迹

悬浮缓冲液裂解细胞,离心吸出上清液后,酶联

免疫检测仪进行蛋白质定量,分别取 50 滋g 电泳、转
膜与封闭,加入一抗孵育,TBST 洗涤,室温下孵育二

抗 1 h,TBST 洗涤,用化学发光法检测 c鄄myc 蛋白表

达的水平。
1. 6摇 统计学方法

采用 SPSS10 统计学软件进行结果分析,实验所

得数据均采用均数 依 标准差,实验组与对照组用 t
检验,实验组比较使用单因素方差分析,P < 0. 05 为

差异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 DADS 对 HL鄄60 细胞增殖的影响

摇 摇 为了解 DADS 对 HL鄄60 细胞增殖的影响,采用

MTT 法检测细胞的吸光度 OD570 值,细胞生长抑制

率(IR% )按公式计算:细胞生长抑制率 = (1 - 实验

组 OD570值 /对照组 OD570值) 伊 100% 。 如图 1 所示:
用不同浓度 DADS(5、10、20、40、80 滋mol / L)处理

HL鄄60 细胞 72 h 后,其生长抑制率分别为 6郾 804% 、
20. 656% 、30. 255% 、37. 546% 、45. 808% ,与对照组

(0 滋mol / L)比较差异均有显著性意义(P < 0. 05)。
方差分析显示,各浓度组之间均有显著性差异,呈明

显的浓度依赖关系(P < 0. 05)。

图 1摇 不同浓度 DADS 对HL鄄60 细胞增殖的影响(n = 3)摇 与

对照组比较,*:P < 0. 05

2. 2摇 DADS 抑制 HL鄄60 细胞增殖的时间 -效应曲线

采用细胞记数(图 2A)或 MTT(图 2B)法测定

不同浓度 DADS 对 HL鄄60 细胞生长抑制作用的时效

关系。 结果显示:随着 DADS 浓度增加以及培养时

间延长,HL鄄60 细胞的生长抑制率随之增加,呈现明

显的剂量和时间 - 效应依赖关系(P < 0. 05),从图

2B 可以看出,20 滋mol / L DADS 作用 24 h 后,随培养

时间的延长,生长抑制稍有增加而近成直线,表明

20 滋mol / L DADS 对 HL鄄60 细胞生长抑制效应稳定,
故取 20 滋mol / L DADS 用于后续实验。

图 2摇 不同浓度 DADS 处理 HL鄄60 细胞生长抑制剂量和时
间 -效应曲线摇 A:细胞计数( 伊 104 细胞数 / mL);B:细胞生长抑
制率 IR(% )(n = 3). 摇 与 5 滋mol / L 组比较,*:P < 0. 05,与 12 h 比
较,#:P < 0. 05
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2. 3摇 DADS 对 HL鄄60 细胞 c鄄myc 蛋白表达的影响

采用蛋白免疫印迹法检测 c鄄myc 蛋白的表达水

平。 20 滋mol / L DADS 分别处理 HL鄄60 细胞 6 h、
12 h、18 h 和 24 h。 结果显示:随着 DADS 处理时间

的延长,c鄄myc 在 HL鄄60 细胞的表达水平逐渐下降,
至 12 h,c鄄myc 表达水平下降到最低水平(图 3),与
对照组比较差异具有显著性(P < 0. 05)。

图 3摇 DADS(20 滋mol / L)处理细胞后 c鄄myc 表达的时效关

系摇 (n = 3)与对照组比较,*:P < 0. 05

3摇 讨摇 摇 论

近年来大量的实验研究表明,大蒜及其提取物

具有抗微生物感染、抗肿瘤、抗动脉粥样硬化以及提

高免疫力等多种药理作用,引起有关研究人员的极

大关注[1]。 目前已经从大蒜中提取分离出许多种

具有药理作用的单体化合物,其中以 DADS 在防癌、
抗癌方面的作用尤为显著[2]。

DADS 作为大蒜中一种有效的单体化合物,对
多种肿瘤细胞具有明显的抑制作用[3]。 前期研究

与本实验显示,DADS 能明显抑制人髓系白血病

HL鄄60 细胞的增殖,其 20 滋mol / L 浓度抑制增殖效

应与 ATRA(10 nmol / L)的效应相当[4]。 本研究结

果表明:不同浓度 DADS 能明显抑制 HL鄄60 细胞的

生长,并呈浓度依赖性。 HL鄄60 细胞生长曲线与时

间鄄效应曲线的研究显示,随着 DADS 浓度增加及培

养时间的延长,HL鄄60 细胞生长抑制率随之增加,呈
现时间一效应依赖关系 ( P < 0. 05 ),20 滋mol / L
DADS 对 HL鄄60 细胞生长抑制效应稳定。

c鄄myc 是一个重要的细胞原癌基因,与细胞增

殖、分化以及凋亡调控密切相关[5]。 c鄄myc 基因主

要通过扩增和染色体易位重排激活,在白血病细胞

株可发现该基因的扩增。 c鄄myc 基因编码蛋白质位

于细胞核内,能在细胞激活数分钟内高效表达,在细

胞外信号引发的生物程序激活或抑制下一组基因中

都具有十分重要作用。 许多生长因子和促癌剂作用

细胞后能引起其表达上调,其在生长旺盛的细胞及

肿瘤细胞中高表达,而在静止生长的细胞中 c鄄myc
的表达则明显减少[6]。 在大多数情况下,c鄄myc 的

高表达是细胞分裂周期中细胞从 G1 期进入 S 期所

必需的[7],而当细胞出现恶性增殖时则常伴有该基

因的表达失控。 例如,c鄄myc 基因扩增及其高表达

是 HL鄄60 细胞的重要特征,由于它在白血病细胞中

的扩增及高表达,产生磷酸化的蛋白质,促使细胞信

号传导以及细胞分化等正常生理功能均发生改变,
诱发急性白血病的发生。 并且,HL鄄60 细胞在诱导

分化以及生长抑制过程中,c鄄myc 表达水平明显下

降[8]。 本实验也表明,c鄄myc 基因在 HL鄄60 细胞中

高表达,而在 DADS 作用后,c鄄myc 蛋白表达水平随

作用时间的延长逐渐减少,说明 c鄄myc 基因也参与

DADS 抑制 HL鄄60 细胞增殖的过程。
本实验仅研究了与细胞增殖相关的部分蛋白在

DADS 抑制 HL鄄60 细胞生长阻滞中的表达变化, 还

需进一步研究蛋白与蛋白之间的相互作用, 以明确

DADS 抑制细胞生长的具体信号通路, 从而找出

DADS 抗肿瘤的靶点。 鉴于 DADS 的毒性低,对多

种肿瘤细胞有抑制作用,在肿瘤治疗方面有一定的

应用前景,深入研究它的抗肿瘤机制对将来 DADS
的临床应用有重要意义。
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义。 目前尚未发现问号钩体能产生外毒素,也无明

显的侵袭性毒力因子[7],故外膜蛋白(OPMs)成为

目前钩体疫苗的主要靶位[8],而确定 OMP 是否为钩

体属特异性抗原,其编码基因是否存在于所有致病

性钩体基因组中是关键。
前期研究表明,钩体 Loa22 蛋白存在所有致病

钩体的外膜中[1鄄3],本文的前期研究表明,Loa22 重

组蛋白有很强的免疫原性,而且免疫力持久[4],对
澳洲群同种血清型钩体有很强的保护作用[[5],但该

蛋白免疫血清是否与其它血清型钩体进行免疫交叉

反应尚不明确。 为此,本实验以 LipL32 免疫血清为

阳性对照(该蛋白在各血清群和血清型致病性问号

钩体间高度保守[[9] ),在动物体外用 ELISA 检测了

Loa22 蛋白免疫血清与我国主要流行的问号犬群犬

型 56603 株、致热群致热型 56605 株、澳洲群澳洲型

56607 株、波摩那群波摩那型 56608 株、流感伤寒群

临海型 56609 株、七日群七日热型 56610 株及明尼

群明尼型 56655 株的交叉免疫反应,结果显示

Loa22 蛋白免疫血清与各钩体株间均有良好的免疫

反应性,各效价均高于或等于相应的阳性对照血清

效价,提示以 Loa22 重组蛋白免疫血清可能对以上

各血清群和型钩体的感染具有交叉免疫保护作用,
但这需在进一步的动物实验中得到证实。
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