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医学与免疫生物技术                                                               

二萜化合物 Rabdocoetsin B抑制蛋白酶体功能并诱导
t(8;21)白血病细胞凋亡 
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摘  要: 从香茶菜属植物细锥香茶菜中分离得到的二萜类化合物 Rabdocoetsin B(Rabd-B), 研究其对人类 t(8;21)白血病

细胞凋亡的诱导作用及其对蛋白酶体 19S 泛素识别亚基 S6’(Rpt5)的抑制作用, 为 Rabd-B 应用于 t(8;21)白血病治疗提供

实验依据。以不同浓度的 Rabd-B 处理 t(8;21)白血病 Kasumi-1 细胞, 应用 CCK-8 法检测细胞活力, 用 Bliss 法计算 IC50

值, 通过流式细胞术检测细胞凋亡情况, 并以稳定表达 pGC-E1-ZU1-GFP 的 A549 细胞作为蛋白酶体抑制剂筛选模型, 
荧光显微镜成像拍照 GFP 荧光。Western blotting 检测不同浓度的 Rabd-B 处理 Kasumi-1, 检测 Casp-3、S6’(Rpt5)、PARP、
ubiqutin 在该细胞内的表达变化。结果显示, Rabd-B 明显抑制 t(8;21)阳性的 Kasumi-1 细胞生长, 48 h 的 IC50值为 1.27 μmol/L; 
同时诱导 Kasumi-1 细胞凋亡效果显著; 荧光显微镜观察药物处理和未处理的 pGC-E1-ZU1-GFP 的 A549 细胞 Ub-GFP 表达, 
结果显示 GFP 平均荧光值随药物浓度增高而增强; Rabd-B 处理 Kasumi-1 细胞 24、48 h 后蛋白质免疫印迹技术检测 Casp-3、
PARP, 发现 Casp-3 激活, 其底物 PARP 发生切割产生 85 kD 的降解带; 2.5、5.0 μmol/L Rabd-B 处理 Kasumi-1 细胞 24、48 h
后 Western blotting 检测蛋白酶酶体组分, 发现 19S 调节亚基 S6’(Rpt5)降解, 细胞内泛素化水平增高。以上结果说明, Rabd-B
一方面通过激活 Caspase 级联反应, 另一方面抑制蛋白酶体 19S 泛素识别亚基, 导致细胞内泛素化积累, 进而抑制 t(8; 21)白
血病细胞生长并诱导其凋亡。 

关键词 : t(8;21)白血病 , Rabd-B, 泛素 , 凋亡  

Rabdocoetsin B, a diterpenoid isolated from Isodon coetsa, is a 
potential proteasome inhibitor and induced apoptosis of 
t(8;21) leukemia cells 
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Abstract: Effects of Rabdocoetsin B (Rabd-B), a diterpenoid extracted from Isodon coetsa, on t(8;21) leukemic cells was tested by 
CCK-8 assay and Flow cytometry. The A549 cells stably expressing pGC-E1-ZU1-GFP were treated with Rabd-B for 4 h, and the 
accumulation of GFP was detected by fluorescence microscope. Using Western blotting, we investigated the expression of Casp-3, 
PARP, S6’, which is a subunit of the 19S regulatory complex of the 26S proteasome, and cellular ubiqutinated proteins. We found 
that Rabd-B induced growth inhibition and apoptosis of Kasumi-1 cells in a dose-dependent manner. In Kasumi-1 cells treated 
with 2.5 μmol/L Rabd-B for 24 h, pro-caspase-3 was processed into its active form. The substrate of Casp-3, poly ADP-ribose 
polymerase (PARP), was cleaved with generation of an 85 kD fragment. The increased GFP fluorescence intensity, cleavage of S6’ 
and the accumulation of ubiquitinated proteins were found in Kasumi-1 cells treated with Rabd-B. These results suggested that 
Rabd-B is a potential proteasome inhibitor which induces programmed cell death of t(8;21) cells. Further study might provide 
evidence for employing Rabd-B in treating human t(8;21) leukemia. 
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泛素蛋白酶体系统是调节细胞内蛋白降解的重

要途径, 蛋白底物被多聚泛素分子标记后, 能被蛋

白酶体 19S 上泛素识别亚基所识别[1], 接着在 20S

催化核心腔内被催化降解成肽段, 该通路参与细胞

内绝大多数的蛋白降解[2-3]。很多重要的调节蛋白都

是通过这一途径降解, 因此, 可以通过干预调节这

一通路, 触发肿瘤细胞的周期阻滞, 诱导肿瘤细胞

凋亡[4]。 

t(8; 21)(q22; q22)是 AML中最常见的染色体易

位 , 在所有的 AML 中其发生率为 12%~15%, 在

AML M2中发生率为 40%~80%。t(8; 21)累及 21号

染色体上的急性髓性白血病基因 1(Acute myeloid 

leukemia gene 1, AML1)基因和 8 号染色体上的

ETO(Eight-Twenty One)基因, 从而产生 AML1-ETO

融合转录因子[5]。 

AML1-ETO 融合蛋白的 N 末端保留了包括

RHD(Runx homology domain)结构域在内的 AML1

蛋白中前 177个氨基酸, C末端部分包含了几乎全长

的 ETO 蛋白, 因此保留了 AML1 上与 DNA 结合、

与野生型伙伴形成异二聚体的结构域及 ETO的多个

功能结构域并通过它们募集 N-CoR/SMRT-mSin3A- 

HDAC 转录共抑制物[6], 通过直接抑制基本转录机

制 及 募 集 HDAC 而 发 挥 转 录 抑 制 作 用 , 使

AML1-ETO 与 CBF β的亲和力比野生型 AML1 强, 

从而在核内能更有效地募集 CBFβ[7], 抑制野生型

AML1/CBFβ转录复合体的形成 , 进而抑制野生型

AML1、GM-CSF[8]、C/EBPα [9]、PU.1[10]和肿瘤抑制

基因 p14(ARF)[11]。 并且还能激活 Bcl-2[12]凋亡抑制

因子的转录, 上调蛋白酪氨酸激酶 C-KIT[13], 诱导

癌基因 c-Jun 的表达 [14], 并通过 C/EBPε上调

G-CSFR 的表达使白血病细胞获得自分泌的生长信

号及增殖/生存优势[15]。  

AML1-ETO癌蛋白能增强造血干细胞的自我更

新能力、阻断造血分化、干扰正常细胞的增殖[14]。

在体外, AML1-ETO的表达可促进人 CD34+造血干/

祖细胞的生长并使其获得明显的生存优势; 使人原

始红细胞的自我更新能力明显增强[16]。 

近来本研究室从一些中药提取物中筛选新型蛋

白酶体抑制剂, 发现从香茶菜属植物细锥香茶菜中

分离得到的二萜类化合物Rabd-B[17-18]可以引起蛋白

酶体 19S调节亚基 S6’发生降解, 导致细胞内泛素化

水平的升高, 并可以明显地诱导 t(8; 21)白血病细胞

凋亡 , 活化 Caspase-3, 切割底物分子 PARP, 为

Rabd-B应用于 t(8; 21)白血病治疗提供了依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
化合物: Rabd-B 由中国科学院昆明植物所孙汉

董研究员提供, PS-341购自美国强生公司, PBS溶解

至储存浓度 2.6 mmol/L, 培养基稀释至需要浓度 ; 

MG-132购自 Calbiochem。 

细胞: 蛋白酶体抑制剂筛选模型 pGC-E1-ZU1- 
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GFP的 A549细胞由本实验室构建并保存。 

抗体: polymerase(PARP), caspase-3,ubquitin 一

抗 购自 Cell signaling, S6’(Rpt5)一抗购自 upstate。 

1.2  方法 
1.2.1  细胞的培养 

饱和湿度、37 oC、5% CO2的条件下, Kasumi-1

细胞在含有青霉素(100 U/mL)和链霉素(100 g/mL)

的 20%小牛血清(FBS; Gibco/BRL, Grand Island, NY)

的 1640 中培养[19]。 

A549-ZU1-GFP细胞培养在含有 2% GlutaMAX, 

1%青霉素链霉素的 10%小牛血清(FBS; Gibco/BRL, 

Grand Island, NY)的 DMEM中培养。 

1.2.2  CCK-8法检测细胞增殖 

按实际给药浓度用新鲜培养基配药(10×), 收集

细胞计数后调整至 1.11×105 cells/mL, 96孔板每孔加

入 90 μL 细胞悬液以及 10 μL 相应药物, 设置空白

(只有培养基)及对照(90 μL细胞加 10 μL培养基)组, 

37 oC、5% CO2下孵育 20 h 或 44 h, 加入 10 μL 
CCK-8 solution(CCK-8; Dojindo, Kumamoto, Japan), 
继续孵育 4 h, 酶标仪测量 450 nm及 600 nm (600 nm

作为背景值参考)下的吸光度, 450 nm的吸光度减去

600 nm吸光度得数值 ΔOD。抑制率按以下公式计算:  

(Rabd B) (Blank)Inhibition rate (%)= 1 100%
(Control) (Blank)

OD OD
OD OD

⎡ ⎤Δ − Δ
− ×⎢ ⎥Δ −Δ⎣ ⎦

 

1.2.3  细胞的生长曲线实验 

根据相关资料数据选取合适的药物浓度, 用新

鲜培养基稀释 Rabd-B贮存液至所需浓度(100×)。收

集细胞: 吸取细胞悬液, 充分吹匀后转移至 50 mL

离心管中, 取少量用于细胞计数, 其余离心弃上清

以获得细胞沉淀。密度调整: 由上步计数结果知细

胞 总 数 , 按 比 例 用 新 鲜 培 养 基 稀 释 至 约    

1.01×105 cells/mL, 吸管吹打均匀后再取少量用于计

数, 根据该结果对细胞密度进行微调, 使得最终细

胞密度为 1.01×105 cells/mL。点板加样: 12孔板做好

相应标记后, 每孔加入 990 μL已充分吹匀的细胞悬

液, 然后各孔分别加入相应药物(对照组为新鲜培养

基), 37 oC、5% CO2的孵箱中培养 12 h、24 h、36 h

或 48 h, 药物作用相应时间后, 吹匀孔板内对照组

细胞和不同浓度药物处理组细胞, 分别取 100 μL细

胞悬液与 100 μL PBS、200 mL 0.4%的台盼兰混合, 

计数活细胞数, 每组细胞平行计数 12 次, 取平均数

绘制生长曲线。 

1.2.4  流式细胞术检测细胞凋亡 

以每孔 5×105的密度, 6孔板培养 2 mL Kasumi-1 

细胞 ; 按实际给药浓度用新鲜培养基配药 (100×), 

用药组加入 20 μL稀释好的Rabd-B(对照组以培养基

代替); 24 h和 48 h后, 细胞计数。每组取 2×105个细

胞, 800 r/min离心 6 min; 预冷 PBS洗 2遍, 100 μL 

PBS 重悬细胞转移至 FACS 管中, 加 Annexin V、

碘化丙啶(PI)各 2.5 μL, 室温避光孵育 15 min, 加 1× 

Binding buffer(按 Annexin V/FITC Kit 说明书稀释 

Binding buffer), 15 min内用 FACS Calibur 流式细胞

仪(BD公司)分析检测。 

1.2.5  药物处理及绿色荧光观察 

A549-ZU1-GFP细胞以 80 000 cells/mL铺 96孔

板, 每孔 100 μL, 37 °C、5% CO2、95%培养箱中培

养 18~24 h, 用 100 μL Assay buffer (含有 2% 

GlutaMAX, 1% Penicillin-Streptomycin,和 10 mmol/L 

Hepes buffer的 10% FBS的 DMEM培养基) 稀释药

物加入 96孔板中, 培养箱中培养 4 h, 之后弃去培养

基, 每孔加 150 μL Fixing Solution (10% formalin, 
neutral- buffered solution (approximately 4% 
formaldehyde)), 室温培养 20 min, 再用 PBS洗 4次, 

最 后 加 入 100 μL 1 μmol/L Hoechst staining 

solution(10 mmol/L stock solution 溶于 DMSO)。

LEICA DMI6000B型倒置荧光生物显微镜 40倍观察

细胞绿色荧光。 

1.2.6  流式细胞术检测平均荧光值 

A549-ZU1-GFP细胞以 80 000 cells/mL铺 96孔

板, 每孔 100 μL, 37 oC、5% CO2、95%培养箱中培

养 18~24 h, 用 100 μL Assay buffer稀释药物加入 96

孔板中 , 培养箱中培养 4 h, 之后弃去培养基 , 用

PBS洗 2次, 用胰酶消化 1 min, 加入培养基中离心, 

去上清, 加 PBS重悬, FACS Calibur流式细胞仪(BD

公司)分析检测。 

1.2.7  Western blotting 检测 

5×106 的细胞用 200 μL 裂解液 (0.5 mol/L 
Tris-HCl, pH 6.8, 2 mmol/L EDTA, 10% glycerol, 2% 
SDS and 5% β-mercaptoethanol) 裂 解 。 用 12% 

SDS-PAGE电泳裂解的蛋白产物 (50 μg), 之后 100 V



冯婷婷等: 二萜化合物 Rabdocoetsin B抑制蛋白酶体功能并诱导 t(8;21)白血病细胞凋亡 1221 

 

Journals.im.ac.cn 

恒压转膜(Nitrocellulose membrane, NC) 1 h, 封闭液

(5% No fat milk, 1×TBS-T)浸没 NC膜, 摇床室温缓

慢振荡 1 h。一抗孵育: 10 mL封闭液中按照抗体说

明书要求的比例加入抗体, 浸没 NC 膜, 摇床室温

缓慢振荡 1.5 h(个别抗体要求 4 oC杂交过夜)。孵育

结束后, 1×TBS-T洗涤 5 min×5次。二抗孵育: HRP

标记二抗按照 1:10 000的比例加入 10 mL封闭液, 

浸没 NC膜, 摇床室温缓慢振荡 1.5 h, 1×TBS-T洗

涤 5 min, 重复 5次, 加显色底物 Chemiluminescence 
phototope-horseradish peroxidase kit (Cell Signaling),
曝光显影。 

1.2.8  统计分析 

统计学处理所有数据应用 SPSS 12.0 软件进行

统计学分析, 均数比较采用 t检验。 

2  结果 

2.1  Rabd-B 诱导 t(8; 21)白血病细胞凋亡 
不同浓度的 Rabd-B作用于 Kasumi-1细胞 24 h、

48 h, 细胞生长受到抑制, 以 48 h 的抑制作用更为

明显, 并呈浓度依赖性, 0.5~4 µmol/L Rabd-B 抑制

率分别为 6.9%、25.6%、56.5%、79.7%、90.3%、98.3%,

用 Bliss 法计算 IC50为 1.27 μmol/L。细胞计数结果

显示随药物浓度升高, Kasumi-1 细胞生长抑制作用

显著。Kasumi-1细胞凋亡结果, 2.5、3.5、5 μmol/L

浓度 Rabd-B 处理 Kasumi-1 细胞 24 h、48 h 后, 

Annexin-V-FITC阳性细胞率分别为 34.9%、35.3%、

41.8% 和 55.9%、56.6%、66.1%(图 1)。 

2.2  Rabd-B刺激A549-ZU1-GFP细胞内泛素化积累 
A549细胞是人非小细胞肺癌细胞株, 本实验所

用的 A549-ZU1-GFP 细胞稳定转染了人的 Ubi 

(G76V), ZU1-GFP 为泛素-绿色荧光蛋白融合基因, 

其编码的泛素-绿色荧光蛋白发生了突变, 即在 N端

泛素的第 76 位甘氨酸突变为缬氨酸, 阻断了融合

蛋白的去泛素化过程, 使得融合蛋白可以直接进入

蛋白酶体进行降解, 泛素融合 GFP 蛋白在泛素蛋白

酶体降解系统功能正常的细胞内很快被降解, 泛素

蛋白酶体途径被抑制则引起 GFP 在细胞内的积   

累[20]。实验结果证明该细胞模型能有效反映蛋白酶

体抑制剂 Rabd-B 对细胞泛素蛋白酶体途径的抑制

作用。在荧光显微镜下观察, 发现随着药物浓度的

增高, GFP在细胞内累积明显, 流式细胞术分析显示

同样的结果(图 2)。 

 

图 1  化合物 Rabd-B 抑制 Kasumi-1 细胞增殖并诱导其凋亡 
Fig.1  Rabd-B inhibits cell growth and proliferation of 
t(8;21)-bearing leukemic cells, and induced apoptosis. (A) Effects 
of Rabd-B on Kasumi-1 cell proliferation detected by using a 
CCK-8 Kit. (B) Effects of Rabd-B on Kasumi-1 cell growth. (C) 
Apoptotic effects of Rabd-B on t(8;21) leukemic cells. 
 
2.3  Rabd-B 降解 19S 蛋白酶体亚基 S6’并引起细

胞内泛素化水平增高 
对 Kasumi-1 细胞蛋白酶体组分进行 Western 

blotting 检测, 发现 19S 蛋白酶体泛素识别亚基 S6’

发生降解, 尤其在 5 μmol/L Rabd-B处理 48 h时, 出

现了 S6’的切割条带。检测细胞内泛素化水平, 发现

2.5 μmol/L Rabd-B处理 24 h后, 胞内泛素化明显升

高(图 3)。 

2.4  凋亡蛋白 caspase-3 的激活 
随着 Rabd-B 浓度增加和药物处理时间的延长, 

凋亡相关蛋白 35 kD Caspase-3酶原蛋白水平降低明

显[21], 表明其发生了剪切活化, 同时 Caspase-3的底

物 PARP被切割, 产生 85 kD的切割带[19](图 3A)。 

3  讨论 

t(8;21)是急性髓性白血病最常见的染色体异常

之一, 其特点为发病年龄轻、恶性度高、预后差, 严

重危害人类生命与健康。尽管化疗对许多 AML患者

有效, 仍有很多患者复发或耐药, 这些病人需要新

的治疗。从天然药物中提取有效成分用于治疗恶性 
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图 2  Rabd-B 处理 A549-ZU1-GFP 细胞后检测 GFP 荧光表达强度 
Fig. 2  Ub-GFP expression monitored by fluorescence intensity. (A) Green fluorescent micrographs of A549-ZU1-GFP cells treated 
with different concentrations of Rabd-B, MG-132 and PS-341 (proteasome inhibitors). (B) Flow-cytometric analysis of 
A549-ZU1-GFP cells expressing the Ub-GFP chimeras. The mean fluorescence (FL) intensity is indicated. 

 
图 3  Rabd-B 诱导 Caspase-3 激活和泛素化蛋白积累 
Fig. 3  Activation of Caspase-3 and the accumulation of ubiquitinated proteins in Kasumi-1 cells in response to Rabd-B. (A) After 
treatment with Rabd-B at 2.5 or 5 μmol/L for 24 h or 48 h, Kasumi-1 cells are lyzed, and Western blotting assays are performed to test 
the expression of Rpt5, caspase-3 and PARP. (B) Accumulation of ubiquitinated proteins is found in Kasumi-1 cells treated with 
Rabd-B at 2.5 μmol/L for 24 h, detected by Western blotting using an anti-ubiquitin antibody. (C) Treatment with both MG-132 and 
Rabd-B 2.5 μmol/L for 24 h leads to accumulation of ubiquitinated proteins. 
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肿瘤已经获得了广泛的应用, 比如紫杉醇用于治疗

乳腺癌、卵巢癌[22] , 维甲酸用于治疗白血病等[23]。 

Rabd-B 是从细锥香茶菜(Isodon coetsa)中分离

得到的二萜类化合物, 研究发现这一化合物 Rabd-B

对 t(8; 21)白血病细胞的生长有明显的抑制作用, 并

且随着药物浓度的增高, 生长抑制率增加。恶性肿

瘤的发生发展与细胞增殖和凋亡的调控失衡密切相

关, 细胞凋亡在肿瘤发展中起着负向调控作用, 可

以抑制白血病细胞生长。目前, 通过诱导凋亡来治

疗肿瘤已成为肿瘤研究的热点。通过流式细胞术证

实, Rabd-B 可以诱导 t(8; 21)白血病细胞发生凋亡, 

并且呈明显的量效关系。这提示 Rabd-B可能在治疗

t(8; 21)白血病中具有潜在的应用价值。 

真核细胞内大多数调控细胞生长和凋亡的调

节蛋白通过泛素-蛋白酶体通路降解 , 蛋白酶体活

性的异常改变, 使肿瘤细胞持续性生长, 是肿瘤发

生的标志。蛋白酶体抑制剂阻止蛋白酶体降解调节

蛋白 , 导致细胞内泛素化水平增高破坏细胞稳态 , 

诱导细胞凋亡[2]。发现化合物 Rabd-B 抑制泛素蛋

白酶体途径, 导致泛素融合 GFP 蛋白在细胞内的

积累。这一结果表明, Rabd-B可能作为一种潜在的

蛋白酶抑制剂通过对蛋白酶体功能的抑制从而导

致细胞凋亡。 

为了进一步探寻细胞内泛素水平增高的机理 ,

对蛋白酶体的组分进行表达分析, 发现其中一个重

要的 19S 调节亚基组分 S6’发生降解, 有文献报道

这一亚基有依赖于 ATP 识别多聚泛素链的功能[1], 

药物诱导的这一亚基的降解可能使泛素化蛋白底

物无法被识别不能进入 20S 催化核心颗粒中降解而

被积累。 

Caspase(半胱氨酸天门冬氨酸蛋白酶)家族包含

多个成员 , 在细胞凋亡过程中起着非常关键的作

用。正常情况下 Caspase 以无活性的酶原形式存在, 

在促凋亡因素的作用下级联激活而触发凋亡。

Caspase-8 和 Caspase-9 位于凋亡途径的上游, 分别

介导外源性死亡受体通路和内源性线粒体通路, 活

化后作为始动 Caspase 进一步活化下游的效应性

Caspase-3, 从而剪切其死亡底物如 PARP、DNA2PK

等 , 导致蛋白酶级联切割放大 , 使细胞走向凋     

亡[21,24]。为进一步阐明 Rabd-B 诱导 Kasumi-1 细胞

凋亡的信号通路, 本实验检测了其对 Caspase-3的影

响。可以看到 Kasumi-1 细胞中的 Caspase-3 在加入

Rabd-B 处理后被活化, 其死亡底物 PARP 被剪切, 

提示 Rabd-B 诱导的 Kasumi-1 细胞凋亡与 Caspase

级联活化有关。有文献报道 , S6’的降解依赖于

Caspase-3 的激活[1], 药物对蛋白酶体功能的抑制可

能是由于先激活 Caspase 通路, 从而降解 S6’, 导致

细胞内泛素化水平升高, 最终诱导细胞凋亡。 

因此推测, Rabd-B 除了通过抑制蛋白酶体、活

化 Caspases 外, 还可能通过多种分子通路诱导细胞

凋亡。比如: 1) 激活其下游 Bax、Fas基因的表达, 下

调 Bcl-2、Bcl-xl的表达, 促进细胞色素 C从线粒体

解离; 2) 调控癌蛋白 AML1-ETO的表达, 从而促进

细胞凋亡。拟进一步研究其分子作用机制, 为阐明

其作用机制、开发 Rabd-B治疗 t(8;21)白血病提供重

要的实验依据。 
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