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摘要 目的 研究高三尖杉酯碱(HHT) 作用于急性单核细

胞白血病(AML-M5)SHI-1 细胞株的机制，是否可抑制 SHI-1

细胞的增殖、诱导细胞凋亡;了解 HHT 对 AML-M5 SHI-1 细

胞膜电位的影响，即其诱导的细胞凋亡是否通过线粒体介导

的细胞凋亡途径实现。方法 将不同浓度(5、10、50、100、
500 μg /L)的 HHT 作用 SHI-1 细胞，瑞氏染色观察细胞镜下

形态学改变、流式细胞术 AnnexinV-FITC /PI 法检测细胞凋

亡、CCK-8 法测细胞增殖抑制作用、线粒体膜电位试剂盒( 线

粒体染料 JC-1 活细胞染色) 检测线粒体跨膜膜电位(Δψm)

变化。结果 HHT 能有效抑制 SHI-1 细胞的增殖、诱导其凋

亡，随着药物浓度的增高，细胞凋亡率、增殖抑制率明显增加

(P ＜ 0. 05)。流式细胞仪线粒体膜电位结果表明，HHT 作用

后存在明显荧光变化，细胞线粒体膜电位下降，并呈浓度相

关性。结论 HHT 可抑制 AML-M5 SHI-1 细胞株的增殖、诱
导其凋亡，其诱导细胞凋亡可能是通过线粒体介导的细胞凋

亡途径实现。
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急性髓系白血病(acute myeloid leukemia，AML)

是血液系统的克隆性恶性疾病，急性单核细胞白血

病(acute monocytic leukemia，AML-M5)是 AML 中预

后较差的亚型。复发难治、低增生及老年 AML-M5
患者并发症多、缓解率低、对化疗耐受差或不敏感，

是血液科治疗的重点及难点
［1］。高三尖杉酯碱(ho-

moharringtonine，HHT)是从我国海南植物粗榧中提

取出的生物碱，是我国在世界上首先用于治疗急性

非淋巴细胞白血病(acute non-lymphocytic leukemia，

ANLL) 的药物，并获得显著疗效
［2］，早在上世纪 70

年代已用于 AML 等的治疗，临床上常用于治疗难治

复发白血病，研究
［1］

表明其作用机制与诱导多种细

胞凋亡、抑制 DNA 合成等有关。体外实验
［3］

显示，

HHT 对 AML-M5 SHI-1 细胞系有明显促凋亡作用。
常规剂量或浓度时，可抑制真核细胞蛋白质合成，肿

瘤细胞分裂指数减少，瘤组织核酸含量下降
［4］。前

期体外实验
［5］

结果显示，HHT 能够抑制白血病 NB4
细胞的增殖，诱导凋亡。该实验拟对 HHT 促 SHI-1
细胞凋亡作用机制作一探讨，为 HHT 治疗难治复发

急性白血病提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞株 SHI-1 细胞为 AML-M5 细胞株，由

苏州大学医学院第一附属医院血液科实验室惠赠。
1． 1． 2 主要试剂 HHT 购自杭州民生药业集团有

限公司;胎牛血清购自杭州四季青公司;ＲPMI 1640
培养液购自美国 Gibco 公司;AnnexinV-FITC /PI 试

剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司;CCK-8
试剂盒、线粒体膜电位试剂盒(线粒体染料 JC-1 活

细胞染色)均购自上海贝博公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 AML-M5 SHI-1 细胞置于含青霉

素(100 U /ml) 和链霉素(100 g /ml) 及 15% 胎牛血

清的 ＲPMI 1640 培养液中，于 37 ℃、5%CO2 饱和湿

度培养箱中培养，2 ～ 3 d 传代 1 次，细胞接种后，每

日计数细胞数，连续观察 7 ～ 10 d，在对数坐标纸上

绘制细胞生长曲线。当细胞形态逐渐浑圆，透亮，大

小均一，排列整齐，确定曲线基本呈水平的部分即为

指数生长期。取处于指数生长期细胞进行实验。
1． 2． 2 瑞氏染色细胞形态学观察 取对数生长期

的 SHI-1 细胞，将浓度为 500 μg /L 的 HHT 加入培

养体系，置 37 ℃、5% CO2 饱和湿度培养箱培养 20
h，普通光镜下观察对比正常细胞与药物处理后细胞

形态学变化。无菌操作下收集药物处理后的细胞

(密度约为 1 × 106
个 /ml)，1 000 r /min，离心 2 min，

弃净上清液，加入约 10 μl 胎牛血清，涂片，常规瑞

氏染色后光镜下观察细胞形态学改变并摄片。
1． 2． 3 AnnexinV-FITC /PI 流式细胞仪分析 取对

数生长期 SHI-1 细胞进行实验。调整细胞至适宜浓
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度(约为 5 × 105 /ml) 后，分别用 5、10、50、100、500
μg /L HHT 处理 SHI-1 细胞，以相同条件下不加药物

为对照组，接种于 6 孔板内，置于 37 ℃、5% CO2 饱

和湿度孵箱孵育，20 h 后收集细胞(1 × 106 /L)，PBS
洗 2 次，加 490 μl 结合缓冲液，混匀后加 5 μl An-
nexin-V-FITC 和 5 μl PI 液，避光孵育 15 min，流式

细胞仪检测细胞凋亡情况。
1． 2． 4 CCK-8 法检测增殖能力 取对数生长期的

SHI-1 细胞，浓度调整为 5 × 105 /ml，用 5、10、50、
100、500 μg /L 不同浓度 HHT 作用于细胞，设对照

组(不加药) 和空白对照组(只加培养液，无细胞)，

每组另设 3 个复组，用 CCK-8 法( 具体操作参照试

剂盒说明书) 测出相应 450 nm 处吸光度(A450) 值。
实验重复 3 次，取平均值，根据公式:细胞活力(% )

= A( 加药) － A ( 空白) /A ( 对照) － A ( 空白) ×
100%，计算细胞活力。
1． 2． 5 线粒体跨膜电位(Δψm)检测 用 100 μg /L
HHT (此浓度接近 24 h IC50 值) 及 500 μg /L 处理

SHI-1 细胞，无菌操作下收集药物处理前后细胞(密

度约为 1 × 106
个 /ml)，细胞用 JC-1 液 37 ℃孵育 15

min，依照线粒体膜电位试剂盒说明书步骤测线粒体

跨膜电位，上流式细胞仪用 PI 和 FITC 荧光通道检

测。
1． 3 统计学处理 采用 GraphPad Prism 5. 0 统计

软件进行分析，数据以 珋x ± s 表示，两组间比较用非

配对 t 检验进行结果分析。

2 结果

2． 1 HHT 处理前后瑞氏染色细胞形态学观察 光

镜下未经药物作用的 SHI-1 细胞生长状态良好，呈

中等大小，排列整齐，细胞呈圆型，胞质透明，核圆，

规则，胞质量中等至丰富，染灰蓝色，部分细胞胞质

中可见少量淡紫红色颗粒 ，细胞密度较大。而经

HHT 作用后的细胞形态出现不规则、胞质皱缩、核

浓缩、染色体凝集，细胞破裂，细胞密度明显减少。
见图 1。

图 1 药物处理前后细胞形态学改变 瑞氏染色 × 1 000

A:未经药物处理;B:500 μg /L HHT 处理

2． 2 HHT 对 SHI-1 细胞凋亡的影响 Annexin-V
FITC /PI 法 实 验 结 果 示: 浓 度 为 5 ～ 500 μg /L 的

HHT 处理 SHI-1 细胞 20 h 后，与不加药对照组相

比，药物处理后的 SHI-1 细胞凋亡率明显升高，当

HHT 药物浓度 5、10、50、100、500 μg /L 时，统计得

细胞凋亡率(% )分别为:(9. 12 ± 0. 780)、(11. 23 ±
0. 956)、(14. 60 ± 0. 867)、(30. 29 ± 1. 335)、(42. 61 ±
1. 393)［不加药对照组细胞凋亡率(4. 11 ± 0. 863)］，

且随药物浓度的升高，细胞凋亡率增加，表现为一定

的剂量依懒性(P ＜ 0. 05)。见表 1、图 2。

图 2 不同浓度 HHT 作用 SHI-1 细胞 20 h 凋亡情况

A:不加药对照组;B:HHT 5 μg /L 组;C:HHT 10 μg /L 组;D:HHT 50 μg /L 组;E:HHT 100 μg /L 组;F:HHT 500 μg /L 组
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2． 3 HHT 对 SHI-1 细胞的增殖抑制 当 HHT 药

物浓度分别为 5、10、50、100、500 μg /L 时，酶标仪测

得 450 nm 处 平 均 吸 光 值 分 别 为: 0. 484、0. 478、
0. 468、0. 366、0. 327，空 白 对 照 组 平 均 吸 光 值 为

0. 312，不加药对照组平均吸光值为 0. 817，根据公

式计 算 细 胞 活 力 (% ) 分 别 为: (34. 18 ± 0. 662)，

(32. 92 ± 0. 991 )，( 30. 90 ± 0. 633 )，( 10. 10 ±
0. 654)，(2. 87 ± 0. 550) ［不加药对照组细胞活力

为(57. 52 ± 0. 680)］。提示药物作用后细胞活力下

降，且在药物浓度为 100 μg /L( IC50 值) 及更高浓度

时开始出现明显下降。见表 1、图 3。

图 3 不同浓度(5 ～ 500 μg /L)HHT 作用 20 h 后细胞活力

表 1 不同浓度 HHT 作用 SHI-1 细胞 20 h 的凋亡率

和增殖抑制(%，珋x ± s)

组别 凋亡率(n = 5) 增殖抑制(细胞活力，n = 6)

不加药对照 4． 11 ± 0． 863 57． 52 ± 0． 680
HHT 处理(μg /L)

5 9． 12 ± 0． 780* 34． 18 ± 0． 662*

10 11． 23 ± 0． 956* 32． 92 ± 0． 991*

50 14． 60 ± 0． 867* 30． 90 ± 0． 633*

100 30． 29 ± 1． 335* 10． 10 ± 0． 654*

500 42． 61 ± 1． 393* 2． 87 ± 0． 550*

与不加药对照组比较:* P ＜ 0． 05

2． 4 HHT 作用细胞后线粒体膜电位变化 流式细

胞仪结果示，HHT 药物作用后出现明显荧光变化，

细胞线粒体膜电位下降。当 HHT 浓度为 100、500
μg /L 时，线粒体膜电位降低，早期细胞凋亡率分别

为 18. 12%及 30. 77%，较不加药对照组细胞( 凋亡

率 0. 73% )明显升高。细胞凋亡的百分率，即 An-
nexin-V FITC /PI 阳性和线粒体膜电位下降的细胞

百分率是相近的，提示 HHT 诱导细胞凋亡可能与

线粒体膜电位下降有关。见图 4。

3 讨论

AML 是造血干祖细胞的恶性克隆性疾病，发病

时骨髓中异常的原始及幼稚细胞( 白血病细胞) 大

量增殖，抑制正常造血，并广泛浸润肝脏、脾脏、淋巴

结。细胞增殖失控、分化障碍和凋亡受阻是白血病

细胞的基本特征，诱导分化和凋亡疗法已成为白血

病的两个治疗策略
［5］。细胞凋亡是细胞的一种生

理性死亡过程，凋亡的发生是通过一系列复杂的信

号传导通路和基因的调控、多种刺激因素共同作用

的，多种抗肿瘤药物都能诱导细胞的凋亡
［1］。线粒

体是细胞凋亡调控网络中重要的细胞器，是早期细

胞凋亡的标志
［6］。大多数凋亡信号通过诱导线粒

体膜 通 透 性 转 运 通 道 ( mitochondrial permeability
transition pore，MPT) 的开放或线粒体肿胀导致线

粒体膜电位下降，允许线粒体呼吸链蛋白细胞素

C、凋亡诱导因子( apoptosis-inducing factor，AIF) 从

线粒体释放到胞质
［7］。HHT 能够抑制 G1 和 G2 蛋

白的合成，诱导细胞分化，促进细胞凋亡
［8］。刘佳

宁 等
［9］、任艳玲 等

［10］
研究发现，HHT 的作用机制

与诱导多种细胞凋亡、抑制 DNA 合成等有关。亦有

实验
［11］

显示，HHT 单药即可以一种剂量-依赖的方

式抑制 THP-1 细胞及 Kasumi 细胞的生长，诱导上述

细 胞 的 凋 亡。HHT能 够 显 著 下 调PI3 K基 因 的 表

图 4 JC-1 活细胞染色线粒体膜电位

A:不加药对照组;B:HHT 100 μg /L 组;C:HHT 500 μg /L 组
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达。研究
［12 － 14］

显示，许多 BCL-2 家族成员和 AKT
及 JAK /STAT 信号通路在 HHT 介导的抗白血病细

胞过程中起着一定的作用。苏州大学陈苏宁 等
［3］

通过对 1 例 AML-M5b 患者的骨髓细胞进行体外传

代培养，建立了国内第 1 个人单核细胞白血病细胞

系，该细胞倍增时间约为 36 h，以 t (6; l1) ( q27;

q23)、MLL-AF6 融合基因及 del(17)(p11)和 p53 基

因异常为主要特征，命名为 SHI-1。本实验研究显

示，HHT 在 5 ～ 500 μg /L 范围内可有效抑制 AML-
M5 细胞株 SHI-1 细胞的增殖，5 μg /L 的 HHT 即可

特异诱导 SHI-1 细胞凋亡。随着药物浓度的增加，

细胞早期凋亡率相应增高，细胞活力明显下降，呈现

较好的剂量效应关系。细胞凋亡形态在电镜下表现

为细胞核皱缩，核染色质浓缩呈块状边聚于核膜下，

核仁消失。而在细胞凋亡的过程中，亦检测出线粒

体膜电位的平行下降，表明 SHI-1 细胞的凋亡和增

殖抑制与线粒体膜电位有关。以上实验结果初步表

明，HHT 诱导的细胞凋亡很可能是通过线粒体介导

的细胞凋亡途径实现的，线粒体介导的细胞凋亡途

径可能是 HHT 诱导 AML-M5 SHI-1 细胞凋亡的机

制之一。该结果为 HHT 治疗难治复发急性白血病

提供了一定的理论依据，此后的相关信号通路及基

因水平的研究尚需进一步实验探讨。
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Inducing-apoptosis effect of homoharringtonine on acute monocytic
leukemia cell line SHI-1 and its relevant mechanism

Zhao Yuchen，Yang Mingzhen
(Dept of Hematology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore the effect of homoharringtonine (HHT) on proliferation and induce apoptosis of
acute monocytic leukemia cell line SHI-1，and whether the induction of apoptosis is mediated by mitochondrial ap-
optosis pathway．Methods Experiments were divided into control and test groups(5，10，50，100，500 μg /L) ． The
growth inhibitory rate of SHI-1 cells was detected using Cell Counting Kit-8 (CCK-8) method，while the cell apop-
totic rate was measured by AnnexinV-FITC /PI using flow cytometry． Mitochondrial membrane potential across the
membrane(Δψm)was determined by mitochondrial membrane potential assay kit with JC-1． Ｒesults HHT inhibi-
ted the growth of SHI-1 cells and induced apoptosis in concentration-dependent manners (P ＜ 0. 05) ． Mitochondrial
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membrane potential across the membrane analysis showed that SHI-1 cells significantly showed an alteration of fluor-
esence after treating with HHT for 20 hours，as compared with control group． Conclusion HHT is able to inhibit
proliferation and induce apoptosis of SHI-1 cells，the mechanism may be associated with the mediation by mitochon-
drial apoptosis pathway．
Key words homoharringtonine;SHI-1 cell;acute monocytic leukemia;cell proliferation; cell apoptosis

不同浓度葡萄糖对肺腺癌细胞 PEDF 表达的影响
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摘要 目的 观察不同浓度葡萄糖对肺腺癌细胞株 A549
中色素上皮衍生因子(PEDF)表达的影响。方法 在基础培

养液中，根据加入的葡萄糖浓度分为:对照组(5． 6 mmol /L
葡萄糖)、甘露醇组(5. 6 mmol /L 葡萄糖 + 25 mmol /L 甘露

醇)、高糖 A 组(10 mmol /L 葡萄糖)、高糖 B 组(20 mmol /L
葡萄糖)、高糖 C 组(30 mmol /L 葡萄糖)，进行 A549 细胞培

养，分别于 24、48、96 h 后取样:采用半定量 ＲT-PCＲ 法检测

不同时间点、含不同浓度葡萄糖组细胞 PEDF mＲNA 水平，

用 ELISA 法检测细胞培养上清液中和胞内 PEDF 蛋白，比较

不同组间 PEDF 表达水平差异。结果 与对照组相比，随着

葡萄糖浓度的增加，各组 A549 细胞 PEDF 的表达水平有明

显下降趋势(P ＜ 0. 05)，呈剂量依赖性改变;随着葡萄糖作

用时间的延长，除 ＲT-PCＲ 检测中的高糖 C 组，及 ELISA 检

测中的高糖 B 组外，各组 A549 细胞 PEDF 的表达水平有明

显下降趋势(P ＜ 0. 05)，呈时间依赖性改变。结论 高浓度

葡萄糖、较长时间作用可能降低肺腺癌细胞 PEDF 的表达水

平。
关键词 肺腺癌;色素上皮衍生因子;葡萄糖;浓度;影响
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色素上皮衍生因子(pigment epithelium-derived
factor，PEDF)是目前已知最强的内源性血管形成抑
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制剂。研究
［1］

表明，PEDF 在各种类型的肺癌细胞

株中均有表达;有报道
［2］

称，PEDF 在糖尿病性肾病

中分泌降低，并且高血糖是其分泌下降的直接原因;

另有报道
［3］

称，糖尿病患者中肺癌的发病率远高于

普通人群。由此推测较高血糖浓度可能对肺癌细胞

的发生、发展产生影响，但相关研究尚未见报道。该

实验拟通过体外条件下改变细胞培养液中葡萄糖的

浓度，观察不同浓度的葡萄糖对肺腺癌细胞 PEDF
表达的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞系 A549 细胞株由安徽医科大学附属

省立医院检验科实验室惠赠。
1． 1． 2 主要试剂及仪器 检测 PEDF mＲNA 的 ＲT-
PCＲ 引物购于生工生物(上海) 有限公司;TＲIzol 购

于美国 Invitrogen 公司;ＲT-PCＲ 第一链 cDNA 合成

试剂盒购于德国 Thermo Scientific 公司;ELISA 试剂

盒购于上海原叶公司;无糖型 1640 培养液、胎牛血

清购于美国 Gibco 公司;葡萄糖购于美国 Sigma 公

司;DNA Marker(DL2000) 购于日本 TaKaＲa 公司。
电热恒温水浴锅购于上海天平仪器厂;超速离心机

购于德国 Beckman 公司;超净工作台购于苏州安泰

空气技术有限公司;165-4000IEF 电泳仪购于美国

Bio-Ｒad 公司;D-801 凝胶成像分析系统购于江苏捷

达科技发展有限公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 复苏 A549 细胞，用含 100 ml /L
胎牛血清、2 mmol /L 谷氨酰胺、5. 6 mmol /L 葡萄糖

的 1640 培养液培养于 5% CO2、37 ℃ 细胞培养箱，

取对数生长期的细胞用于实验。
1． 2． 2 实验分组 将无糖型 1640 培养液作为细胞
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