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∙论著∙

Embelin 通过氧化应激途径导致DNA损伤
抑制HL-60细胞增殖
杨莹 胡荣 朱珂 李迎春 李佳 苗苗 王洪涛 姚鲲 刘卓刚

【摘要】 目的 探讨Embelin是否通过氧化应激途径导致DNA双链损伤，从而抑制HL-60细胞增

殖。方法 HL-60细胞经不同浓度（3、10、30、100 及300 μg/ml）Embelin处理24 h，采用CCK-8法检测

细胞增殖抑制率；采用DCFH-DA荧光探针流式细胞术测定细胞内活性氧（ROS）水平；彗星试验检测

DNA双链断裂（DSB）情况。 结果 与对照组相比，Embelin浓度为10、30、100 及 300 μg/ml时均可显

著抑制HL-60细胞增殖，增殖抑制率分别为（12.74±2.27）%、（23.49±1.96）%、（30.30±1.89）%和（57.55±

3.59）%（P值均<0.05）；随着药物浓度的增加HL-60细胞内ROS的水平增高、DSB增加（P值均<0.05）；

应用ROS抑制剂N-乙酰-L-半胱氨酸（NAC）预先处理HL-60细胞2 h后再加入300 μg/ml的Embelin作

用24 h，与单用300 μg/ml Embelin作用组比较，ROS水平下降、DSB减少，同时Embelin对HL-60细胞

的抑制率由（57.55±3.59）%下降为（32.75±2.70）%（P值均<0.05）。结论 Embelin通过产生细胞内ROS

发生氧化应激作用，导致DSB，最终抑制HL-60细胞的增殖。
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【Abstract】 Objective To evaluate the effects of Embelin on HL- 60 cells by the impact of
oxidative stress on DNA double-strain breaks（DSBs）. Methods HL-60 cells were treated with Embelin
in different concentration（3, 10, 30, 100, and 300 μg/ml）for 24 h，and inhibitory effects was examined by
CCK-8 assay. Reactive oxygen species（ROS）levels were evaluated by flow cytometry using DCFH-DA.
Comet assay was used to detect the extent of DSBs. Results Embelin inhibited proliferation of HL-60
cells in a dose-dependent manner. At the concentration of 10, 30, 100, and 300 μg/ml，the inhibition rate
was （12.74±2.27）%,（23.49±1.96）%,（30.30±1.89）%, and（57.55± 3.59）%（P<0.05）. Embelin also lead
to high level of intracellular ROS and deterioration of DNA damage（P<0.05）. When HL- 60 cells were
pretreated with ROS scavenger N-acetyl-l-cysteine（NAC）for 2 h and then treated with 300 μg/ml Embelin
for 24 h, the intracellular ROS level declined and DSBs relieved（P<0.05）. Meanwhile, embelin- induced
cell viability significantly declined to（32.75±2.70）%（P<0.05）. Conclusions Embelin induced the death
of HL-60 cells by increasing the generation of intracellular oxidation and the oxidative stress, which drived
the damage of DNA double-strand.

【Key words】 Embelia; Leukemia; Reactive oxygen species; Oxidative stress; DNA double-
strand breaks

虽然目前在白血病的发病机制和预后因素方

面已取得巨大的进展［1-3］，但急性髓系白血病（AML）

仍是一种难以治愈的疾病。常规化疗可以使大多

数60岁以下患者获得完全缓解，然而其中绝大部分

最终将面临疾病复发所致的死亡［4］。因此，对于

AML的治疗仍需发掘新的治疗药物。Embelin是一

种具有抗炎、抗菌及抗肿瘤等多种生物学活性成分

的天然植物果实［5-7］。有研究表明其可以抑制肿瘤

细胞增殖并诱导其凋亡［8］。我们既往在研究中也发

现Embelin可以促进白血病细胞的凋亡［9-10］。有研

究表明活性氧（reactive oxygen species，ROS）介导的

DNA双链断裂（DSB）途径在抑制肿瘤生长方面起

重要的作用［3］。因此寻找可以诱导肿瘤细胞DSB从

而达到抑制肿瘤细胞生长的药物，将为复发、难治
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的白血病患者提供新的治疗办法。 在本研究中我

们拟探索Embelin是否可以通过产生细胞内ROS导

致DSB，从而达到抑制白血病细胞增殖的作用。

材料和方法

1. 主要材料及其来源：HL-60细胞由我院血液

科实验室保存；Embelin为美国 Sigma-Aldrich公司

产品；CCK-8试剂盒、N-乙酰-L-半胱氨酸（N-acetyl-

l-cysteine，NAC）、2′,7′-二氯荧光素二乙酸酯（2′,7′-

dichlorodihydrofluorescein diacetate，DCFH- DA）均

为碧云天生物技术研究所产品；Gold view、Tritonx-

100、二甲基亚砜（DMSO）均购自北京索莱宝科技有

限公司。

2. 细胞培养：HL-60 细胞采用含有 10%胎牛血

清 、100 U/ml 青 霉 素 、100 μg/ml 链 霉 素 的

RPMI 1640培养基，于37 ℃、5% CO2、饱和湿度环境

下培养，每2~3 d换液1次。取对数生长期的细胞进

行实验。

3. 药物干预：调整HL-60细胞密度为 1×106/ml

接种于 6孔板中，用不同浓度的Embelin（3、10、30、

100及 300 μg/ml）作用 24 h后收集细胞；NAC组提

前应用 NAC（2 mmol/L）预处理细胞 2 h，再加入

300 μg/ml Embelin培养24 h。另外设立不加药物干

预的对照组。

4. CCK- 8 法检测细胞增殖抑制率：将各组

HL-60细胞以1×104/孔接种于96孔板中。每孔加入

10 μl CCK-8后继续培养 1 h。采用酶标仪检测 450

和 630 nm 波长处吸光度（A）值，每个点设 5 个复

孔。按照如下公式计算细胞增殖抑制率。

细胞增殖抑制率（%）=（1- A实验组 - A空白组

A对照组 - A空白组
）×100%

5. 细胞内ROS检测：采用DCFH-DA荧光探针

检测各组细胞内ROS水平。DCFH-DA可以穿过细

胞膜，进入细胞后可以被细胞内酯酶水解为DCFH，

而DCFH不能透过细胞膜。细胞内的ROS可以氧

化无荧光的 DCFH 生成有荧光的 DCF。检测 DCF

的荧光就可以反映细胞内ROS的水平。取各组细

胞加入 500 μl DCFH-DA（10 μmol/L），在 37 ℃孵育

箱中继续培养 30 min。收集细胞，用PBS冲洗 3次

以充分去除未进入细胞内的DCFH-DA，然后上流

式细胞仪检测DCF荧光强度。每组实验设 3个复

孔，实验重复3次。

6. 彗星试验：调整各组细胞密度为 1×104~1×

105/ml，与1 ml 6 g/L低熔点琼脂糖在37 ℃下混合均

匀后滴于细胞培养皿中，迅速铺平，于4 ℃冰箱使琼

脂糖凝固。凝固后倒入细胞裂解液过夜。而后倒

掉裂解液并用PBS 冲洗2次。处理细胞培养皿使电

泳缓冲液能够通过凝胶，将培养皿底置于水平电泳

槽的阳极端。倒入碱性电泳缓冲液，碱解旋20 min，

再以0.7 V/cm电压电泳20 min。取出培养皿吸干电

泳缓冲液，加入蒸馏水中和 2次。最后滴加 200 μl

浓度为 25 μg/ml的Gold view水溶液，4 ℃避光染色

20 min，于奥林巴斯 AX70 荧光显微镜下观察电泳

图像。每组实验设3个复孔，实验重复3次。

7. 统计学处理：应用SPSS19.0软件进行统计学

分析。实验结果用均值±标准差表示，差异的显著

性检验采用单因素方差分析，P<0.05为差异有统计

学意义。

结 果

1. Embelin对HL-60细胞增殖的影响：Embelin

对HL-60 细胞具有增殖抑制作用，其抑制效应呈浓

度依赖性。3、10、30、100、300 μg/ml Embelin 作用

HL- 60 细胞 24 h 后增殖抑制率分别为（5.09 ±

1.49）%、（12.74±2.27）%、（23.49±1.96）%、（30.30±

1.89）% 和（57.55± 3.59）%。其中10 μg/ml及以上浓

度Embelin的增殖抑制作用较为明显，与对照组相

比，差异有统计学意义（P<0.05），3 μg/ml Embelin 对

HL-60 细胞的增殖抑制作用与对照组相比差异无统

计学意义（P>0.05）。

2. Embelin 对 HL-60 细胞内 ROS 产生的影响：

10、30、100、300 μg/ml Embelin作用HL-60细胞24 h

后随着药物浓度增加细胞内ROS水平也随之增加，

分别为（100.91±0.29）%、（103.33±0.57）%、（137.92±

1.91）%、（443.40±2.62）%。将HL-60细胞应用抗氧

化剂 NAC（2 mmol/L）预先处理 2 h 后再加入 300

μg/ml 的 Embelin 持续作用 24 h。结果显示细胞内

ROS 水平为（189.17 ± 2.00）% ，较单用 300 μg/ml

Embelin 作用组显著下降，差异有统计学意义（P<

0.05）（图1）。

3. Embelin对DSB的影响：彗星实验尾长（TL）

代表DNA损伤的程度。TL值越大表示DNA损伤

越严重。结果显示对照组尾长为（3.68±1.29）μm，

10、30、100、300 μg/ml Embelin作用HL-60细胞24 h

后TL值分别为（7.47±2.23）、（13.74±3.19）、（24.93±

7.06）、（37.06±9.83）μm（P<0.05），随着Embelin药物

浓度的增加，DNA损伤强度加重（P值均<0.05）。加

入ROS抑制剂NAC后TL为（19.86±8.64）μm，较单
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用 300 μg/ml Embelin作用组显著缩短，差异有统计

学意义（图2）。

4. NAC 抑制 Embelin 对 HL-60 细胞增殖的影

响：为证实Embelin对HL-60细胞的增殖抑制作用

是通过增加细胞内ROS水平，加重DNA损伤所致

的，遂再次应用 CCK-8 法检测加入 ROS 抑制剂

NAC后细胞增殖率的变化。结果显示，HL-60细胞

经 2 mmol/L NAC 预处理 2 h 后加入 300 μg/ml

Embelin作用24 h，增殖抑制率为（32.75±2.70）%，较

单用 300 μg/ml的Embelin作用组［（57.55±3.59）%］

显著降低，差异有统计学意义（P<0.05）。

讨 论

Embelin又名酸藤子酚、恩贝酸、信筒子碱，是

一种具有抗肿瘤的生物学活性成分的天然植物果

实；作为一种 X 连锁凋亡抑制蛋白（X- linked

inhibitor of apoptosis protein，XIAP）小分子抑制剂

而引起我们的关注。在既往的研究中，已经证实

Embelin可以诱导HL-60细胞的凋亡，从而抑制其增

殖［9］。鉴于氧化应激反应在抗肿瘤治疗中所展现的

重要作用，在本研究中我们旨在探讨 Embelin 对

HL-60细胞增殖抑制作用是否通过产生 ROS所发

生的氧化应激作用而实现的。

目前氧化应激作为一种可以抑制肿瘤细胞增

A：对照组；B：10 μg/ml Embelin 作用组；C：30 μg/ml Embelin 作用

组；D：100 μg/ml Embelin作用组；E：300 μg/ml Embelin作用组；F：

N-乙酰-L-半胱氨酸（NAC）组（2 mmol/L NAC +300 μg/ml Embelin）

图 2 彗星试验检测 Embelin 对 HL-60 细胞 DNA 双链断裂的影响

（箭头代表彗星尾长，标尺为200 μm）

殖的治疗策略而倍受关注［11-12］。通过氧化应激反应

所产生的DNA破坏进而导致包括 P53磷酸化等一

A：对照组；B：10 μg/ml Embelin作用组；C：30 μg/ml Embelin作用组；D：100 μg/ml Embelin作用组；E：300 μg/ml Embelin作用组；F：N-乙酰-L-

半胱氨酸（NAC）组（2 mmol/L NAC +300 μg/ml Embelin）

图1 2′,7′-二氯荧光素二乙酸酯荧光探针检测Embelin对HL-60细胞内活性氧水平的影响
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系列反应最终导致肿瘤细胞的死亡［10］。有文献报

道，细胞内ROS的产生不仅具有抗肿瘤的活性还可

以增加肿瘤细胞对细胞毒药物的敏感性［12-14］。肿瘤

细胞对于氧化产物更加敏感，使其DNA发生破坏并

且活化转录因子，这些都是导致细胞死亡的原

因［15］。还有研究表明，随着氧化产物的增加将导致

肿瘤细胞 DNA 损伤加重，同时使其阻滞于细胞周

期［12,14］，达到抑制肿瘤细胞的生长作用。

本研究中我们应用不同浓度的Embelin作用于

HL-60细胞 24 h后，采用CCK-8法检测细胞的增殖

抑制率，结果显示Embelin对HL-60细胞的增殖抑

制作用呈浓度依赖性。进一步实验选用10、30、100

及 300 μg/ml的Embelin作用于HL-60细胞 24 h，采

用流式细胞术检测细胞内 ROS 水平。结果发现

Embelin可以促进细胞内ROS的产生，并且这种促

进作用呈浓度依赖性。高水平的ROS不仅可以导

致细胞的死亡，并且可以引起DNA损伤和基因不稳

定性。我们进一步通过彗星试验检测应用 10、30、

100及300 μg/ml的Embelin作用24 h后，HL-60细胞

DSB 情况。结果显示，加入 Embelin 作用后 HL-60

细胞存在DSB；并且随着药物浓度的增加，TL值增

大，提示存在DNA损伤加重。为了证实上述作用与

Embelin所致的细胞内ROS产生增多有关，我们在

进一步实验中加入ROS抑制剂NAC。结果显示加

入 NAC 后与单用同剂量 Embelin 作用组比较，

HL-60细胞内ROS产生减少、DNA损伤减轻，同时

对HL-60细胞增殖抑制作用减轻。证实Embelin通

过产生细胞内ROS所致DSB，最终抑制HL-60细胞

的增殖。

综上，Embelin可以诱导白血病细胞株HL-60细

胞内ROS的产生并导致DNA损伤，从而达到抑制

其增殖的作用，并且这些作用呈浓度依赖性。我们

的研究为 AML 治疗提供了一个重要的思路，

Embelin可能成为治疗AML的重要药物。
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