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近年来中药成分分子靶向治疗白血病成为国内外研究

的热点［1］，中药有效成分高三尖杉酯碱（HHT）、苦参碱

（MAT）等经多种途径与化疗药物协同作用于白血病细胞已

受到越来越广泛的重视［1-2］，但MAT联合HHT治疗急性髓系

白血病（AML）的报道极少。诱导细胞凋亡亦是中药抑制肿

瘤细胞增殖的一条重要途径，我们通过探讨MAT联合HHT

对人AML细胞系HL-60细胞凋亡的影响及机制，为中药联

合应用抗AML提供理论依据。

材料和方法

1. 主要材料及来源：HL-60 细胞购自美国 ATCC 公司，

RPMI 1640 培养基、胎牛血清购自美国Gibco公司，DMSO

购自美国 Sigma 公司，Annexin Ⅴ-FITC 凋亡检测试剂盒购

自美国Becton Dickinson公司，Bcl-2、Bax 兔单克隆抗体（单

抗）购自美国 Cell Signaling Technology（CST）公司，牛血清

白蛋白（BSA）购自北京索莱宝科技有限公司，CCK-8 试剂

盒、Western及 IP细胞裂解液、PMSF、BCA蛋白浓度测定试

剂盒、SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒、SDS-PAGE 蛋白上样缓

冲液（6×）、彩色预染蛋白质分子量标准、考马斯亮蓝染色试

剂盒均购自碧云天生物技术研究所，增强型HRP-DAB底物

显色试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司，PVDF膜购

自美国 Bio-Rad 公司，HHT 购自杭州民生药业有限公司，

MAT购自扬子江药业集团有限公司。

2. 细 胞 培 养 ：HL- 60 细 胞 用 含 10% 胎 牛 血 清 的

RPMI 1640培养液，置 37 ℃、5 % CO2、饱和湿度培养箱中培

养，每2~3 d换液1次并传代，实验前无药培养2周。

3. CCK-8法检测药物对细胞的增殖抑制率：取对数生长

期的HL-60细胞，调整细胞密度为2×105/ml，接种于96孔板，

每孔100 μl，在37 ℃、5 %CO2、饱和湿度培养箱中预培养2 h

后分别加入不同浓度 HHT、MAT，使 HHT 终浓度分别为

0.0025、0.005、0.01、0.02、0.04、0.08、0.16 μg/ml，MAT终浓度

分别为 25、50、100、200、400、800、1 600、3 200 μg/ml。按浓

度由低到高依次加入 96孔板混匀培养，每个浓度设 4个复

孔，以不含药正常培养的HL-60细胞孔为对照组，另设含有

培养基而没有细胞孔为调零空白对照孔，混匀后置 37 ℃、

5 %CO2、饱和湿度培养箱中培养 24 h 后，每孔加入 10 ml

CCK-8溶液，将培养板在同样条件下孵育4 h，用酶标仪测定

在450 nm处的吸光度（A）值，分别计算细胞增殖抑制率。实

验重复3次，取平均值作为结果。

细胞增殖抑制率（%）=（1- A测定组

A对照组
）×100%

4. Annexin Ⅴ/PI标记流式细胞术检测各组细胞凋亡率：

取对数生长期的HL-60细胞，调整细胞密度为 1×106/ml，接

种于 24孔板，实验分为空白对照组（细胞悬液）、MAT单药

组、HHT单药组、MAT+HHT组。加入相应浓度药物工作液

混匀后置 37 ℃、5 %CO2、饱和湿度培养箱中培养 24 h后，收

集细胞，4 ℃ PBS洗 2次，再加入 1×结合缓冲液重新悬浮细

胞，调整其密度为1×106/ml，取100 μl上述细胞悬液（1×105细

胞）至流式管中，加入 Annexin Ⅴ-FITC、碘化丙锭（PI）各

5 μl，轻轻涡旋后于室温（25 ℃）避光孵育 15 min，在每个反

应管中加入400 μl 1×结合缓冲液，立即上流式细胞仪检测。

5. Western blot法检测各组Bcl-2、Bax蛋白表达水平：取

对数生长期的HL-60细胞，调整细胞密度为 1×106/ml，接种

于 6孔板，实验分组同上。加入相应浓度药物工作液，混匀

后置 37 ℃、5 % CO2、饱和湿度培养箱中培养 24 h后收集细

胞，Western及 IP细胞裂解液裂解细胞提取总蛋白，用BCA

蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，进行SDS-PAGE，蛋白

从凝胶电转移至 PVDF 膜上，3%BSA 室温封闭 2 h，加一抗

4 ℃过夜。次日加二抗室温孵育1 h，增强型HRP-DAB底物

显色试剂显色。

6. 统计学处理：PVDF 膜经扫描成像后用 Quantity One

凝胶图像处理软件进行半定量分析，条带强度分析所得的蛋

白相对值（%）采用方差分析进行统计学处理。采用 SPSS

17.0软件进行统计学分析，数据以均数±标准差表示，以P<

0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. HHT 对 HL-60 细胞 IC50、MAT 对 HL-60 细胞 IC10 筛
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选：HHT、MAT单药对HL-60细胞的增殖抑制率随着药物浓

度增加而升高，呈剂量依赖关系（图 1、2）。HHT 单药对

HL-60 细胞 IC50为 0.042 μg/ml，MAT 单药对 HL-60 细胞 IC10

为 32 μg/ml。筛选出 HHT 0.04 μg/ml、MAT 25 μg/ml 联合

用药作用于 HL-60 细胞，避免大剂量诱导剂对细胞的杀伤

作用。

图1 不同浓度高三尖杉酯碱（HHT）对HL-60细胞增殖的抑制作用

（实验重复3次）

图 2 不同浓度苦参碱（MAT）对HL-60细胞增殖的抑制作用（实验

重复3次）

2. Annexin Ⅴ/PI标记流式细胞术检测各组HL-60细胞

凋亡情况：空白对照组、MAT（25 μg/ml）单药组、HHT（0.04

μg/ml）单药组、MAT（25 μg/ml）+HHT（0.04 μg/ml）组 HL-60

细胞凋亡率分别为（0.96±0.04）%、（1.29±0.06）%、（8.36±

0.13）%和（12.8±1.75）%，其中HHT单药组、MAT+HHT组凋

亡率显著高于空白对照组、MAT 单药组（P 值均<0.01），且

MAT+HHT 组凋亡率显著高于 HHT 单药组（P<0.01）；MAT

单药组较空白对照组稍增高，差异无统计学意义（P>0.05）。

3. 各组Bcl-2、Bax蛋白表达水平：Western blot检测结果

显示，空白对照组、MAT（25 μg/ml）单药组、HHT（0.04

μg/ml）单药组、MAT（25 μg/ml）+HHT（0.04 μg/ml）组Bcl-2相

对表达水平（灰度值）分别为 85.43±7.54、83.86±8.07、40.58±

5.29、20.99±3.25，Bax相对表达水平（灰度值）分别为 42.71±

0.72、43.42±1.03、57.19±5.05、65.33±6.07，Bcl-2/Bax 比值分

别为 2.00±0.21、1.93±0.14、0.71±0.03、0.32±0.02。其中HHT

单药组、MAT+HHT组Bcl-2/Bax比值显著低于空白对照组、

MAT 单药组（P 值均<0.01），且 MAT+HHT 组也显著低于

HHT单药组（P<0.01）；MAT单药组较空白对照组Bcl-2/Bax

比值稍减低，但差异无统计学意义（P>0.05）（图3）。

1：空白对照组；2：MAT（25 μg/ml）单药组；3：HHT（0.04 μg/ml）单药

组；4：MAT（25 μg/ml）+HHT（0.04 μg/ml）组

图 3 Western blot法检测苦参碱（MAT）联合高三尖杉酯碱（HHT）

对HL-60细胞Bcl-2、Bax蛋白表达的影响

讨 论

诱导白血病细胞凋亡是目前治疗白血病药物重要的作

用机制之一［3］。多种凋亡相关基因参与了诱导肿瘤细胞凋

亡的过程，如 p53、Bcl 家族、Caspase 家族和 Survivin 等［4］。

Bcl-2家族蛋白在细胞凋亡调控中起重要作用，Bcl-2与Bax

分别是抑制凋亡和促进凋亡的基因［5］。Bcl-2表达升高使细

胞数目增加，未成熟和衰老细胞亦增多，受到致癌因素攻击

后细胞变性的概率明显增加，易于发生肿瘤［6］，而肿瘤细胞

高表达Bcl-2基因可促进肿瘤生长［7］。Bax具有拮抗Bcl-2促

进细胞凋亡的作用。当Bax形成同源二聚体时可以诱导细

胞凋亡，而当Bax与Bcl-2形成异源二聚体时则抑制细胞凋

亡［6］。细胞内Bcl-2/Bax表达水平的比值是决定细胞凋亡及

其凋亡严重程度的关键［8-9］。

HHT是从我国三尖杉属植物中分离出的一种有抗癌作

用的天然生物碱，我国首先将其用于白血病的治疗，并取得

显著的临床疗效［10-12］。HHT具有抑制蛋白质合成作用，能诱

导多种白血病细胞凋亡［13-14］。此外，HHT与组蛋白去乙酰化

酶抑制剂辛二酰苯胺异羟肟酸（suberoylanilide hydroxamic

acid, SAHA）联合应用能通过上调TNF相关凋亡诱导配体和

死亡受体增强AML细胞的凋亡［1］。

MAT是传统中药苦参的主要有效成分，以MAT为主要

活性成分的苦参碱注射液目前在临床应用广泛，有治疗或辅

助治疗实体肿瘤和血液肿瘤的作用［15］。临床研究表明，苦参

碱注射液不仅能增强化疗药物的作用，还能减轻多发性骨髓

瘤（MM）、急性白血病、非霍奇金淋巴瘤化疗过程中的不良

反应，如恶心、呕吐、黏膜炎、心脏毒性、肝脏毒性、骨髓抑制、

多汗等［16］。MAT主要通过抑制肿瘤增殖、诱导肿瘤分化和

凋亡、抗肿瘤浸润和远处转移等发挥抗肿瘤作用［17-18］。研究

发现MAT通过将细胞阻滞于G1期，改变caspase-3、Cyclin E、

Bcl-2、Bax 蛋白表达诱导细胞凋亡而抑制胆囊癌细胞增

殖［19］。MAT 还通过上调 Bax、Fas/FasL 和下调 Bcl-2 诱导人

骨肉瘤细胞caspase依赖的凋亡［20］。MAT能通过诱导凋亡发

挥抗骨髓瘤细胞效应，三氧化二砷与MAT协同作用能增强
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MAT诱导凋亡的作用［16］。MAT还可通过线粒体通路及Akt

失活诱导人AML细胞凋亡［2］。

我们选取HHT对HL-60细胞 IC50前的浓度 0.04 μg/ml，

与非细胞毒剂量的MAT（25 μg/ml）联合作用于HL-60细胞，

避免大剂量诱导剂对细胞株的杀伤作用，结果显示 MAT+

HHT组凋亡率明显高于空白对照组、MAT单药组及HHT单

药组（P<0.01）。提示 MAT与HHT联合用药有增强HHT诱

导 HL-60 细胞凋亡的作用。MAT 单药组、HHT 单药组、

MAT+HHT组Bcl-2表达水平依次下降，Bax表达水平则依次

升 高 ，Bcl- 2/Bax 比 值 也 依 次 降 低 ，且 MAT + HHT 组

Bcl-2/Bax 比值也显著低于 HHT 单药组，提示 MAT 与 HHT

联合用药可增强HHT上调促凋亡蛋白Bax、下调抗凋亡蛋白

Bcl-2 诱导 HL-60 细胞凋亡，为临床联合用药提供了理论

参考。
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