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甲异靛对 JAK2/V617F杂合突变细胞系
SET2细胞凋亡和增殖作用
及其机制的研究
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【摘要】 目的 观察甲异靛对 JAK2/V617F杂合突变细胞系SET2细胞凋亡及增殖的影响，并探

讨 JAK-STAT信号通路在其中所起的作用。方法 不同浓度甲异靛（0、5、10 μmol/L）作用于SET2细胞

24、48、72 h后，采用流式细胞术检测细胞凋亡。不同浓度甲异靛（0、5、10、20 μmol/L）作用于SET2细

胞24、48、72、96 h后，CCK8法检测细胞增殖。不同浓度甲异靛（0、5、10、20 μmol/L）作用于SET2细胞

12 h后，在甲基纤维素半固体培养基进行集落培养，Western blot法测定 JAK-STAT信号通路相关蛋白

及凋亡相关蛋白表达水平。结果 在0、5、10 μmol/L甲异靛作用于SET2细胞后24、48和72 h，细胞凋

亡率均随药物浓度的增大而增高（P＜0.01）。0、5、10、20 μmol/L甲异靛作用SET2细胞后，随着药物浓

度增加，细胞增殖受抑制（P＜0.01）。不同浓度甲异靛处理SET2细胞后，其集落形成率随药物浓度增

加而降低［0 μmol/L 甲异靛组为（4.48±1.19）％，20 μmol/L 甲异靛组为（2.55±0.36）％，Dunnett P＝

0.020］。不同浓度甲异靛作用于 SET2 细胞 12 h 后，JAK2、P-JAK2、P-STAT1、P-STAT3、P-STAT3 和

STAT5的表达水平均有随药物浓度增加而逐渐下调的趋势，抗凋亡蛋白BCL-2、BCL-XL的表达水平

随药物浓度增加而下调，促凋亡蛋白BID、BIM的表达水平随药物浓度增加而上调。结论 甲异靛对

Ph阴性骨髓增殖性肿瘤细胞系SET2细胞具有明显的促进凋亡、抑制增殖作用，伴随着抗凋亡蛋白表

达下调及促凋亡蛋白表达上调，其作用机制可能与甲异靛抑制 JAK-STAT信号通路有关。
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【Abstract】 Objective To observe the effect of meisoindigo on apoptosis and proliferation of
JAK2/V617F heterozygous mutation cell line- SET2 cell line to further explore the role of JAK- STAT
pathway in this effect. Methods Cell apoptosis after treated with different concentration of meisoindigo
(0, 5, and 10 μmol/L) was evaluated by flow cytometry at different time points (24, 48, 72 h). Cell
proliferation with CCK8 test was evaluated at different time points (24, 48, 72, 96 h) after administered
with different concentration of meisoindigo (0, 5, 10, and 20 μmol/L). After treatment with different
concentration of meisoindigo (0, 5, 10, and 20 μmol/L), SET2 cells were collected after 12 h, and then
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甲异靛是青黛提取物靛玉红的一种衍生物，为

新型的双吲哚化合物。在酪氨酸激酶抑制剂（TKI）

问世前，针对甲异靛的研究主要围绕Ph阳性骨髓增

殖性肿瘤（MPN）——慢性髓性白血病（CML）来展

开，有关的基础及临床研究结果均提示该药对CML

细胞系和患者原代细胞有增殖抑制和诱导凋亡的

作用，临床上具有疗效好、不良反应少、费用低廉等

优点［1-6］。随着TKI的出现，CML的治疗得到突破性

进展，同时 JAK抑制剂芦可替尼已获批用于部分Ph

阴性 MPN 如骨髓纤维化（MF）和羟基脲耐药/不耐

受的真性红细胞增多症（PV）的治疗。但目前为止，

Ph 阴性 MPN 目前仍缺乏特异、高效的治疗药物。

为了探讨甲异靛在Ph阴性MPN患者中可能的临床

应用价值，我们选用 JAK2/V617F 杂合突变细胞系

SET2细胞，了解甲异靛对SET2细胞凋亡及增殖功

能的影响，并探讨 JAK-STAT信号通路在其中所起

的作用。

材料与方法

1. 细胞系与细胞培养：SET2细胞由美国辛辛那

提儿童医院黄刚教授赠予，培养于含20％胎牛血清

的RPMI 1640培养液中，置于37 ℃、5％CO2、饱和湿

度孵箱培养。取对数生长期细胞进行实验。

2. 主要试剂：RPMI 1640培养基和胎牛血清购

于美国Gibco公司；PE-Annexin Ⅴ和7-AAD购于美

国 Sigma 公司；CCK8 试剂购于日本同仁化学研究

所；兔抗人 JAK2、P-JAK2（Tyr1007/1008）、STAT1、

P-STAT1（Tyr701）、STAT3、P-STAT3（Ser727）、

P-STAT3（Tyr705）、STAT5、P-STAT5（Tyr694）、BIM

抗 体 和 羊 抗 兔 的 HRP 二 抗 均 购 于 美 国 Cell

Signaling公司，兔抗人BCL-2、BCL-XL、BID抗体均

购于美国Proteintech公司；甲基纤维素半固体培养

基购于美国Stem Cell公司。

3. 流式细胞术检测细胞凋亡：用预冷的PBS洗

涤待检测的处于对数生长期的细胞，后用1×Annexin

Ⅴ缓冲液重悬细胞，加PE-Annexin Ⅴ和 7-AAD，室

温避光孵育15 min，再加入1× Annexin Ⅴ缓冲液重

悬，用筛网过滤至测定的流式管中，上流式细胞仪

检测细胞凋亡。实验分组：①阴性对照组（即甲异

靛 0 μmol/L 组）；②甲异靛 5 μmol/L 组；③甲异靛

10 μmol/L组。以上 3 个实验组再根据药物作用时

间分为 24、48、72 h 组。同一药物浓度同一时间组

实验分别重复3次。

4. CCK8法检测细胞增殖：取生长状态良好的

对数生长期细胞，每孔1×104个细胞，设5个复孔，接

种至96孔板中，置于细胞培养箱中培养。培养指定

时间后，每孔加入新鲜配制的含 10 μl 的毒性检测

液CCK8，置 37 ℃培养箱中继续培养 2～4 h。用酶

标仪测波长为 450 nm的吸光度（A）值。实验分组：

①阴性对照组（即甲异靛 0 μmol/L 组）；②甲异靛

5 μmol/L 组；③甲异靛 10 μmol/L 组；④甲异靛

20 μmol/L组。以上 4个实验组再根据药物作用时

间分为24、48、72、96 h组。同一药物浓度同一时间

组实验分别重复3次。

5. 集落形成实验：将甲基纤维素半固体培养基

H4230加入 15 ml离心管，加入不同浓度甲异靛（0、

5、10、20 μmol/L）处理 12 h后的 SET2细胞，振荡混

匀，吸取混有细胞的半固体培养基接种于 24孔板，

cultured in incomplete methylcellulose-based medium for clone formation. JAK-STAT signaling pathway
and apoptosis related protein by Western blot test were evaluated 12 h after administered with different
concentration of meisoindigo (0, 5, 10, and 20 μmol/L). Results At different time points after treated with
meisoindigo, the apoptosis rate of SET2 cell lines increased (P＜0.01) with the inhibited proliferation (P＜
0.01), and the decreased clone formation rate of SET2 cell lines [0 μmol/L meisoindigo: (4.48±1.19)%, 20
μmol/L meisoindigo: (2.55 ± 0.36)％ ; Dunnett P＝0.020] in the presence of augmented concentrations of
meisoindigo. At 12 hours after administration with meisoindigo, the reduced expressions of JAK2, P-JAK2,
P- STAT1, P- STAT3, P- STAT3, STAT5, the decreased anti- apoptosis proteins BCL- 2, BCL- XL and the
increased pro- apoptosis protein BID, BIM were observed in the presence of increased concentrations of
meisoindigo. Conclusion Meisoindigo played an important role during the apoptosis and the inhibition of
proliferation in ph-negative myeloproliferative neoplasm cell-SET2 cell lines, which might be related to the
inhibition of JAK- STAT signaling pathway with up- regulation of pro- apoptosis protein and down-
regulation of anti-apoptosis protein.
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每孔1 000个细胞，设3个复孔。两周后查看细胞并

拍照。集落形成率（％）＝（每孔所含≥50个细胞的

集落数量/每孔接种细胞数）×100％。

6. Western blot法测定 JAK-STAT信号通路相关

蛋白表达：收集待测细胞，加入细胞裂解液（内含蛋

白酶及磷酸酶抑制剂），测定蛋白浓度后，每孔上样

20 μg总蛋白于120 g/L的SDS-聚丙烯酰胺凝胶80 V

恒压电泳，并将膜上的蛋白转移到醋酸纤维素膜

上。将膜放于 5 g/L的脱脂奶粉中封闭 1 h，加入兔

抗人JAK2、P-JAK2（Tyr1007/1008）、STAT1、P-STAT1

（Tyr701）、STAT3、P- STAT3（Ser727）、P- STAT3

（Tyr705）、STAT5、P-STAT5（Tyr694）和β-actin抗体，

4 ℃过夜后，PBST洗涤 10 min×3次后，加入羊抗兔

HRP二抗，摇床常温孵育1 h后，PBST洗涤10 min×

3次，加入发光试剂，用显影仪显影、拍照。实验分组：

①阴性对照组（即 0 μmol/L甲异靛组）；②5 μmol/L

甲异靛组；③10 μmol/L甲异靛组；④20 μmol/L甲异

靛组。

7. Western blot法检测凋亡相关蛋白：收集待测

细胞，加入细胞裂解液（内含蛋白酶抑制剂），测定

蛋白浓度后，每孔上样 20 μg 总蛋白于 120 g/L 的

SDS-聚丙烯酰胺凝胶80 V恒压电泳，并将膜上的蛋

白转移到醋酸纤维素膜 上。将膜放于5 g/L的脱脂

奶粉中封闭1 h，加入兔抗人BIM、BCL-2、BCL-XL、

BID 和β-actin 抗体，4 ℃过夜，PBST 洗涤 10 min×

3次后，加入羊抗兔HRP二抗，摇床常温孵育1 h后，

PBST洗涤10 min×3次，加入发光试剂，用显影仪显

影、拍照。实验分组：①阴性对照组（即0 μmol/L甲

异靛组）；②5 μmol/L甲异靛组；③10 μmol/L甲异靛

组；④20 μmol/L甲异靛组。

8. 统计学处理：采用 SPSS 22.0 软件进行统计

学分析，不同时间点多组间比较采用随机截距模型

进行多水平分析，同一时间点多组间均数的比较采

用单因素方差分析进行检验，组间两两比较采用

Dunnett法，以阴性对照组为参考，P＜0.05为差异有

统计学意义。

结 果

1. 甲异靛对SET2细胞凋亡的影响：SET2细胞

在未加甲异靛24、48、72 h后，细胞凋亡率差异无统

计学意义。在5 μmol/L甲异靛作用下，随着时间推

移，细胞凋亡率的变化也无统计学意义。10 μmol/L

甲异靛作用 SET2 细胞 24、48、72 h 后，细胞凋亡率

分别为（61.50 ± 0.57）％、（77.20 ± 0.51）％、（79.50 ±

0.51）％。结果显示，48 h时的细胞凋亡率较24 h时

有明显上升趋势，但48和72 h时的细胞凋亡率上升

趋势并不显著。不同浓度（0、5、10 μmol/L）甲异靛

作用于 SET2 细胞 24 h 后，细胞凋亡率分别为

（17.86±0.90）％、（28.67±0.68）％、（61.50±0.57）％，

呈浓度依赖性增加（P＜0.01）。不同浓度甲异靛作

用于 SET2 细胞 48、72 h 后，均呈类似的变化趋势

（P值均＜0.01）（表1）。

表1 不同浓度的甲异靛作用于SET2细胞不同时间点细胞

凋亡率（％，Mean±SD，实验重复3次）

组别

0 μmol/L甲异靛处理组

5 μmol/L甲异靛处理组

10 μmol/L甲异靛处理组

F值

P值

作用24 h

17.86±0.90

28.67±0.68

61.50±0.57

30.219

＜0.01

作用48 h

13.60±0.71

29.93±0.45

77.20±0.51

10 157.363

＜0.01

作用72 h

15.00±0.30

29.76±0.61

79.50±0.51

14 231.897

＜0.01

2. 甲异靛对 SET2 细胞增殖及集落形成的影

响：甲异靛作用 SET2细胞后，随着药物浓度增加，

增殖抑制率增高。20 μmol/L甲异靛作用SET2细胞

24、48、72、96 h后，细胞增殖抑制率分别为（71.62±

0.30）％、（80.10±0.45）％、（78.63±0.07）％、（73.05±

1.49）％，均分别明显高于相应时间的未加药对照组

的（-0.04±1.05）％、（-0.02±2.73）％、（0.02±0.21）％、

（0.00±2.81）％（P值均＜0.01）（图1）。不同浓度（0、

5、10、20 μmol/L）甲异靛作用 SET2细胞 12 h后，细

胞 集 落 形 成 率 分 别 为（4.48 ± 1.19）％ 、（4.00 ±

0.64）％、（3.52±0.49）％、（2.55±0.36）％，有随着药物

浓度增加而降低的趋势，但统计学分析提示，0、5、

10 μmol/L甲异靛组的细胞集落形成率差异无统计

学意义，而 20 μmol/L 甲异靛组的细胞集落形成率

较前三组明显降低（图2）。

3. 甲异靛对 SET2 细胞 JAK-STAT 信号通路相

关蛋白表达的影响：不同浓度（0、5、10、20 μmol/L）

甲 异 靛 作 用 SET2 细 胞 12 h ，JAK2 、P-JAK2 、

P- STAT1、P- STAT3（Ser727）、P- STAT3（Tyr705）、

STAT5的表达水平均有随甲异靛药物浓度增加而下

调的趋势（P值均＜0.05），但P-STAT5的表达水平无

明显变化（图3）。

4. 甲异靛对SET2细胞凋亡相关蛋白表达的影

响：不同浓度（0、5、10、20 μmol/L）甲异靛作用SET2

细胞 12 h，抗凋亡蛋白BCL-2、BCL-XL的表达水平
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随药物浓度增加而下调，促凋亡蛋白BID、BIM的表

达水平随药物浓度增加而上调（P值均＜0.05）（图4）。

与0 μmol/L甲异靛组比较，*P＜0.05。实验设3个复孔

图2 不同浓度甲异靛作用SET2细胞12 h后细胞集落形成率比较

讨 论

MPN是一组起源于造血干细胞，以骨髓一系或

多系过度增殖为特征的疾病，主要包括 CML、PV、

原发性血小板增多症（ET）、原发性 MF（PMF）等。

TKI已成为Ph/BCR-ABL1阳性为特征的CML的一

线治疗方案［7-8］。JAK2/V617F 突变见于 95％的 PV

及 50％～60％的 PMF 和 ET。JAK-STAT 信号通路

的异常活化是绝大多数Ph阴性MPN的分子发病基

础［9-11］。芦可替尼是一种强效 JAK1/JAK2选择性抑

制剂。尽管已有数据证实该药可显著改善患者的

脾脏肿大、症状负荷，以及可能延长患者总生存期，

已推荐用于中、高危的MF及对羟基脲无应答/不耐

受的 PV 患者，但由于Ⅲ～Ⅳ级的贫血和血小板减

少及继发耐药，3年约有 30％接受治疗的患者退出

治疗［12］。且迄今患者的基因突变仍不能对 JAK抑

制剂的疗效进行有效预测。因此，寻找新的治疗药

物依然是MPN领域的主要研究方向。

1～4分别为0、5、10、20 μmol/L甲异靛处理组

图 3 Western blot 方法检测不同浓度甲异靛作用 SET2 细胞 12 h

JAK-STAT信号通路蛋白表达情况

1～4分别为0、5、10、20 μmol/L甲异靛处理组

图4 Western blot方法检测不同浓度甲异靛作用SET2细胞12 h抗

凋亡蛋白及促凋亡蛋白表达情况

甲异靛是“当归龙荟丸”提取物之一靛玉红的

衍生物。Hoessel等［13］发现多种靛玉红衍生物可与

细胞周期依赖性激酶结合，并抑制该激酶功能，使

肿瘤细胞阻滞在某个周期，从而起到抗肿瘤的作

用。但在既往的研究中，仅有少数研究发现甲异靛

图1 不同浓度甲异靛作用SET2细胞不同时间后的细胞增殖抑制率比较（与0 μmol/L甲异靛组比较，*P＜0.05。实验重复3次）
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有阻滞细胞周期的作用［14-16］，其中涉及的细胞系包

括：人结肠癌细胞HT-29细胞、多种人急性白血病细

胞和原代急性髓系白血病（AML）细胞；涉及的机

制有：甲异靛可抑制Wnt通路中的GSK-3β磷酸化，

或者作用于细胞周期相关蛋白 p21和 p27。有少数

研究显示甲异靛可能有诱导恶性细胞分化的作

用［15-17］，具体机制尚不明确。更多研究表明的是甲

异靛可抑制细胞增殖及诱导细胞凋亡［14,18-19］。王一

等［18］发现，甲异靛能诱导人乳腺癌MCF-7细胞凋亡

并抑制细胞增殖，其发生机制可能与下调BCL-2有

关。APL 细胞系 NB4 细胞在甲异靛的作用下，

BCL-2 表达下调［15］。甲异靛对耐吉西他滨的人胰

腺导管腺癌细胞系PDAC细胞诱导出的凋亡过程可

能与AMPK的活化有关。此外，甲异靛可以降低肿

瘤细胞内氧蓄积及糖摄取，同时增加细胞内的活

性氧［19］。还有研究发现，MAPK信号途径也参与到

甲异靛诱导NB4细胞凋亡的过程中［20］。体外通过

对NB4、HL-60、U937细胞和原代AML细胞的研究

表明，甲异靛除了作用于凋亡相关蛋白外，还可下

调人端粒酶逆转录酶表达和加强传统化疗药物

阿糖胞苷及去甲氧柔红霉素的细胞毒作用［16］。

Caspase信号通路活化后，促使抗凋亡蛋白 bcl-2的

表达下调，促凋亡蛋白 bax上调，也可能参与到AL

细胞系 HL-60 细胞的增殖抑制及凋亡诱导中［21］。

在 Jurkat 细 胞 的 研 究 中 ，甲 异 靛 通 过 活 化

Caspase-2、-3、-8、-9，降低AKT信号通路中相关蛋白

的磷酸化水平，协同诱导细胞凋亡［22］。在 WNT 信

号通路方面，也有少量研究发现甲异靛可使HL-60

细胞中β-catenin和 c-myc基因表达下降，明显降低

细胞中 c-MYC蛋白表达水平，并使细胞中β-catenin

表达下降，提示甲异靛可抑制HL-60细胞中Wnt信

号通路的传导，降低癌基因和相关蛋白的表达，从

而发挥治疗白血病的作用［23］。

在TKI问世前，通过与白消安、羟基脲等治疗药

物的对比，发现甲异靛治疗 CML 具有较高的缓解

率，对骨髓不产生抑制作用，不良反应较轻［6,24- 27］。

疗效机制研究证实甲异靛在细胞水平可抑制肿瘤

细胞增殖、促进凋亡［1-5］。本研究进一步证实甲异靛

可有效抑制MPN细胞系SET2细胞的增殖、抑制集

落形成、促进其凋亡，并呈现出明显的浓度依赖性。

既往有研究提示甲异靛抑制CML细胞系K562

细胞增殖有赖于抑制 STAT相关信号通路，即通过

降低STAT5、ERK2蛋白含量，部分阻止BCR-ABL1

细胞恶性信号的传导，从而抑制 K562 细胞增殖

并诱导其凋亡［3］。JAK-STAT 信号通路的异常活

化被认为是绝大多数 Ph 阴性 MPN 的分子发病机

制 ［9- 11］。本研究我们发现甲异靛通过下调 JAK-

STAT信号通路相关蛋白如JAK2、P-JAK2、P-STAT1、

P-STAT3、STAT5的表达抑制信号传导，伴随着抗凋

亡蛋白 BCL- 2、BCL- XL 表达下调，促凋亡蛋白

BID、BIM表达上调，从而抑制SET2细胞的增殖并

诱导其凋亡。

自1997年开始，有多项临床试验将甲异靛用于

逾千例 CML 患者［6,25-27］，结果均提示甲异靛不良反

应少，且对骨髓不产生抑制作用，故本研究并未设

立甲异靛针对正常细胞的对照组。目前对于甲异

靛与 JAK抑制剂芦可替尼在Ph阴性MPN中的研究

仍在进行中。

综上，本研究结果证实甲异靛对 MPN 细胞系

SET2细胞在体外有显著的促进凋亡和抑制增殖作

用，其作用机制主要是抑制了 JAK-STAT 信号通

路。本研究提示甲异靛在Ph阴性MPN患者治疗中

有一定的应用前景。但由于本研究仅为细胞系体

外研究，研究结果有待今后患者原代细胞和MPN小

鼠模型体内研究来进一步加以肯定。
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∙读者·作者·编者∙
关于重视引用国内文献的意见

部分作者在撰写论文时，只引用国外文献（或非中文语种的文献）。诚然，在医学的许多领域，国内的研究水平确实有待提

高，有引用国外文献的必要。但是，不引用国内相关文献，将存在以下问题：①作者没有阅读国内文献，这样作者阅读的文献就

不全面，作者所撰写的论文、综述等的科学性、先进性就值得商榷。②不引用国内文献，就不能准确、全面地反映国内的研究水

平和进展，毕竟本刊发表的文章主要的阅读对象是中国医师。③有的作者虽然阅读了国内文献，但未引用。不引用国内文献

的想法可能更为复杂，如轻视或忽略国内同行，或暗示首创权。除非是专门的国外医学文摘或国外文献综述，均应有国内文献

的复习、引用和注解。本刊倡导在论文的撰写中应维护参考文献的科学性，鼓励作者在引用国外文献的同时检索并引用国内

相关的文献。
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