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·专题研究·

双吲哚马来酰亚胺衍生物 ＧＺＷＭ０５１对 ＨＥＬ细胞
周期及分化的影响
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［摘　要］目的：研究双吲哚马来酰亚胺衍生物ＧＺＷＭ０５１（简称化合物ＧＺＷＭ０５１）对人白血病ＨＥＬ细胞周
期及分化的影响。方法：ＨＥＬ细胞分为对照组（ＤＭＳＯ处理）和化合物ＧＺＷＭ０５１组（００２５、００５０、０１００μｍｏｌ／
Ｌ化合物ＧＺＷＭ０５１处理，分别为低剂量、中剂量、高剂量组），采用流式细胞术检测细胞周期及分化水平，采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞ＣｙｃｌｉｎＢ１、ｃＭｙｃ、ＳＴＡＴ３及ＰＳＴＡＴ３蛋白表达水平。结果：处理２４ｈ后，与对照组ＨＥＬ
细胞相比，化合物ＧＺＷＭ０５１中、高剂量组 ＨＥＬ细胞处于Ｇ１和Ｓ期细胞数量显著减少，处于Ｇ２期的数量显著
增加，差异有高度统计学意义（Ｐ＜００１）；相比对照组，作用４８ｈ后化合物 ＧＺＷＭ０５１低、中、高剂量组 ＨＥＬ细
胞的ＣＤ４１ａ和ＣＤ７１均上调；与对照组ＨＥＬ细胞对比，中剂量及高剂量化合物ＧＺＷＭ０５１组ＨＥＬ细胞生长相关
蛋白ｃＭｙｃ表达水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）；与对照组 ＨＥＬ细胞对比，低、中及高剂量
的化合物ＧＺＷＭ０５１组ＨＥＬ细胞的ＰＳＴＡＴ３表达水平降低（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），中、高剂量化合物 ＧＺＷＭ
０５１组ＨＥＬ细胞周期蛋白 ＣｙｃｌｉｎＢ１表达水平降低（Ｐ＜００５）。结论：化合物 ＧＺＷＭ０５１不仅能诱导白血病
ＨＥＬ细胞发生Ｇ２周期阻滞，促进其向巨核及红系进行分化，抑制细胞恶性增殖，还能失活ＳＴＡＴ３关键通路。
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　　白血病（ｌｅｕｋｅｍｉａ）是危害人类健康的恶性血
液疾病［１］，美国癌症协会预测 ２０１９年美国将有
２２８４６人死于白血病，并且白血病仍会是第六大癌
症［２］。目前，白血病的主要治疗方法是化疗和放

疗［１］，但白血病细胞对化疗药物的耐药性是临床

治疗的主要障碍［３］。因此，探索新的白血病化疗

药物具有重要的医学意义。已有研究显示，诱导细

胞分化可作为一种有效抑制多种癌症细胞的新思

路［４－５］，且细胞周期检查点抑制剂对白血病、实体

肿瘤有一定的治疗效果［６］，这使通过细胞分化和

细胞周期阻滞途径抑制癌细胞增殖的化合物有着

重要的应用前景。１９８２年，Ｍａｒｔｉｎ等［７］科学家首

次报道从白血病病人外周血中分离并建立了 ＨＥＬ
（ｈｕｍａｎｅｒｙｔｈｒｏｌｅｕｋｅｍｉａ）细胞系，自此 ＨＥＬ细胞系
作为人白血病细胞模型广泛用于科学研究［８－１１］。

双吲哚马来酰亚胺及其衍生物主要用于抑制蛋白

激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）［１２－１３］，但双吲哚马
来酰亚胺衍生物 ＧＺＷＭ０５１（简称化合物 ＧＺＷＭ
０５１）对白血病细胞的周期及分化的影响未见报
道。因此，本研究就化合物 ＧＺＷＭ０５１对 ＨＥＬ细
胞系的周期及分化的影响进行探讨，报告如下。

１　材料与方法

１１　主要材料和仪器
１１１　细胞、药物和试剂　人红白血病ＨＥＬ细胞
系为贵州省中国科学院天然产物化学重点实验室

保存。化合物ＧＺＷＭ０５１由中国海洋大学朱伟明
教授课题组设计合成，相对分子量为 ６３８，纯度
９５％以上。细胞分化抗体 ＣＤ６１、ＣＤ４１ａ、ＣＤ２３５ａ、
ＣＤ７１购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，ＰＢＳ缓冲液、
二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）、细胞周期
碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染料及 ＲＮＡａｓｅ及
试剂购自北京索莱宝科技有限公司，蛋白裂解液

（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）、ＢＣＡ蛋白
浓度测定试剂盒和 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶快速配置试剂
盒购于上海碧云天生物技术有限公司，ＰＶＤＦ膜购
于美国 ＢｉｏＲａｄ公司，蛋白内参（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、ｃＭｙｃ、Ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ１、ＳＴＡＴ３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３）、ＰＳＴＡＴ３（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓ
ｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３）抗体购自美国
Ａｂｃａｍ公司，荧光标记抗兔二抗购自美国 ＣＳＴ
公司。

１１２　主要仪器　Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ２０Ｒ冷冻离心机购
自美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳转膜仪购自
美国 ＢｉｏＲａｄ公司产品，Ｓｙｎｅｒｇｙ２酶标仪购自美国
ＢｉｏＴｅｋ公司，ＮｏｖｏＣｙｔｅ２０４０Ｒ流式细胞仪购自杭
州安捷伦生物有限公司，ＯｄｙｓｓｅｙＣＬＸ双色红外激
光成像系统购自美国ＬＩＣＯＲ公司。
１２　实验方法
１２１　细胞周期测定　取２×１０６个对数生长期
细胞，铺于 ６孔板中，分别加入 ００２５、００５０、
０１００μｍｏｌ／Ｌ化合物 ＧＺＷＭ０５１作为低剂量、中
剂量和高剂量组，以 ＤＭＳＯ为对照组；作用 ２４ｈ
后，用离心管收集细胞，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃
上清液；用ＰＢＳ轻轻冲洗细胞，洗３次；接着１５００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液；加入７５％乙醇１ｍＬ固定
细胞，置－２０℃固定处理过夜；取出样品１５００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ去除乙醇上清液，用 ＰＢＳ洗涤细胞
后去除上清液；加入５００μＬ的 ＰＢＳ重悬细胞，转
移至１５ｍＬ离心管中，加入ＲＮＡａｓｅ酶、ＰＩ染液使
其终浓度分别为１００ｍｇ／Ｌ和５０ｍｇ／Ｌ；轻轻混匀，
置３７℃避光处理１ｈ；用１ｍＬ的 ＰＢＳ洗涤细胞１
次，并１５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清液；用适量
ＰＢＳ重悬细胞沉淀，后用流式细胞仪检测并分析
ＨＥＬ细胞周期分布。
１２２　细胞分化分析　收集生长状态良好的细
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胞，放入离心机１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清
液；用培养基重悬细胞，进行细胞计数后，铺６孔
板，每孔 ２×１０６ 个；加入 １２１项下化合物
ＧＺＷＭ０５１低、中、高剂量作用４８ｈ，用离心管收集
细胞，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液；用 ＰＢＳ
重悬细胞，进行细胞计数后，调整细胞密度至１×
１０１０个／Ｌ；取１００μＬ转移至１５ｍＬ离心管，加入
分化抗体进行染色：对于巨核分化检测，加入

ＣＤ６１ＡＰＣ抗体及 ＣＤ４１ａＦＩＴＣ抗体各２μＬ至细
胞悬液；对于红系分化检测，则加入 ＣＤ２３５ａＡＰＣ
抗体及ＣＤ７１ＦＩＴＣ抗体各２μＬ至细胞悬液；加入
分化抗体后混匀，置冰上染色１ｈ，用流式细胞仪进
行检测并分析 ＨＥＬ细胞 ＣＤ６１、ＣＤ４１ａ、ＣＤ２３５ａ及
ＣＤ７１的百分比分布。
１２３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定　取２×１０６个对数生长
期稳定生长细胞，铺于６孔板中，加入１２１项下
化合物 ＧＺＷＭ０５１低、中、高剂量，同时以 ＤＭＳＯ
为对照组；处理４８ｈ，收集细胞，加入适量蛋白裂解
液置于冰上作用 ３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ低温离心
１５ｍｉｎ，取上清液，弃去沉淀。用 ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒测定蛋白样品浓度，加入５×蛋白上样缓
冲液，１００℃蛋白变性 ５ｍｉｎ，置于超低温冰箱备

用；进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离（１００Ｖ恒压，
２ｈ），将ＰＶＤＦ膜置于甲醇中激活１ｍｉｎ，放入１×
转膜缓冲液浸润后转膜（２２０ｍＡ恒流，２ｈ）；用
５％脱脂牛奶进行封闭１ｈ，一抗孵育过夜；完成一
抗孵育后洗膜３次，二抗孵育１ｈ后洗膜３次，用
双色红外荧光成像系统检测和分析ＨＥＬ细胞的蛋
白表达水平。

１３　统计学分析
所有实验至少进行３次重复，采用 ＳＰＳＳ软件

对实验数据进行分析。数据以均数 ±标准差（ｘ±
ｓ）表示，多组样本进行单因素方差分析，组间两样
本比较采用 ｔ检验。Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果

２１　细胞周期
流式细胞术检测结果显示，处理２４ｈ后，与对

照组ＨＥＬ细胞相比，化合物ＧＺＷＭ０５１中、高剂量
组 ＨＥＬ细胞处于Ｇ１和Ｓ期细胞数量显著减少，处
于Ｇ２期的数量显著增加，差异有高度统计学意义
（Ｐ＜００１）。见图１、图２。

图１　化合物ＧＺＷＭ０５１促使ＨＥＬ细胞Ｇ２期阻滞
Ｆｉｇ．１　Ｇ２ｐｈａｓｅａｒｒｅｓｔｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｏｍｐｏｕｎｄＧＺＷＭ０５１

注：（１）与ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＜００１。

图２　化合物ＧＺＷＭ０５１处理２４ｈ
后ＨＥＬ细胞周期分布

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＧＺＷＭ０５１ｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｈｒａｓｅｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

２２　细胞分化
流式细胞术检测结果显示，相比对照组，作用

４８ｈ化合物ＧＺＷＭ０５１低、中、高剂量组ＨＥＬ细胞
的ＣＤ４１ａ和ＣＤ７１均上调。见图３。
２３　ＣｙｃｌｉｎＢ１、ｃＭｙｃ、ＳＴＡＴ３及 ＰＳＴＡＴ３蛋白表
达水平

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组 ＨＥＬ细
胞对比，中剂量化合物 ＧＺＷＭ０５１及高剂量化合
物ＧＺＷＭ０５１组ＨＥＬ细胞生长相关蛋白ｃＭｙｃ表
达水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜
００１）。与对照组ＨＥＬ细胞对比，低化合物ＧＺＷＭ
０５１、中化合物 ＧＺＷＭ０５１及高剂量的化合物
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ＧＺＷＭ０５１组ＨＥＬ细胞的ＰＳＴＡＴ３表达水平降低
（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），中、高剂量化合物 ＧＺＷＭ

０５１组ＨＥＬ细胞周期蛋白ＣｙｃｌｉｎＢ１表达水平降低
（Ｐ＜００５）。见图４。

图３　化合物ＧＺＷＭ０５１诱导ＨＥＬ细胞分化
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＧＺＷＭ０５１ｏｎＨＥＬｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

注：Ａ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果，Ｂ为蛋白相对表达水平直条图；与ＤＭＳＯ组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１。

图４　化合物ＧＺＷＭ０５１对ＨＥＬ细胞ＣｙｃｌｉｎＢ１、ｃＭｙｃ、ＳＴＡＴ３及ＰＳＴＡＴ３蛋白表达水平的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄＧＺＷＭ０５１ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｙｃｌｉｎＢ１、ｃＭｙｃ、ＳＴＡＴ３ａｎｄＰＳＴＡＴ３

３　讨论

为了探索不同浓度化合物 ＧＺＷＭ０５１对 ＨＥＬ
细胞的作用效果，本研究检测低剂量（００２５μｍｏｌ／
Ｌ）、中剂量（００５０μｍｏｌ／Ｌ）、高剂量（０１００μｍｏｌ／
Ｌ）３种浓度对 ＨＥＬ细胞的周期、分化及相关蛋白
表达水平的影响。结果显示，化合物 ＧＺＷＭ０５１

低、中、高剂量组ＨＥＬ细胞的ＣＤ４１ａ阳性率均高于
对照组，这表明化合物 ＧＺＷＭ０５１诱导 ＨＥＬ细胞
向巨核分化。中、高剂量化合物 ＧＺＷＭ０５１处理
组ＣＤ７１阳性率高于对照组，表明化合物 ＧＺＷＭ
０５１诱导ＨＥＬ细胞向红系分化。正常血细胞在骨
髓中增殖、分化并成熟，然后进入血液发挥作用，所

以大部分血细胞处于高度分化的状态，其蛋白合成

及细胞分裂能力较低，寿命大多很短，如中性粒细
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胞只有几小时，血小板只有几天，红细胞只有几

周［１４］。然而，大部分癌症细胞尤其是白血病细胞，

在细胞成熟的不同阶段分化被阻断而保持未分化

状态［１５］。因此，诱导癌细胞分化可改变癌细胞的

干细胞特征，抑制其恶性增殖。分化疗法是用小剂

量的化合物诱导癌细胞分化，将恶性癌症细胞及无

用的细胞重新分化成为功能细胞，这被认为是诱导

癌细胞死亡和增殖抑制的一种新思路［１４，１６－１７］。相

比其他癌症治疗方法，分化疗法可以降低细胞化疗

带来的毒副作用，更重要的是可以提高完全缓解和

治愈率，且不易产生耐药性［１５，１８］。化合物 ＧＺＷＭ
０５１处理组ＨＥＬ细胞的红细胞标志物 ＣＤ４１ａ及巨
核细胞标志物 ＣＤ７１增多，意味着化合物 ＧＺＷＭ
０５１促使ＨＥＬ细胞发生红系及巨核分化，从而抑
制其恶性增殖。因此，该化合物有重要的潜在临床

应用价值。许多抗癌药物都能在特定的检查点阻

滞细胞周期，从而导致分裂停止［１９］。抑制细胞周

期已成为抑制癌症进展中最常见的方法之一，已报

道的一些化合物可以通过诱导 Ｇ２周期阻滞进而
抑制肿瘤细胞的增殖［２０－２２］。本研究检测结果显

示，处理２４ｈ后，与对照组 ＨＥＬ细胞相比，化合物
ＧＺＷＭ０５１中、高剂量组ＨＥＬ细胞处于Ｇ１和Ｓ期
细胞数量显著减少，处于Ｇ２期的数量显著增加（Ｐ
＜００１），这表明化合物ＧＺＷＭ０５１诱导ＨＥＬ细胞
阻滞于 Ｇ２期，从而抑制细胞分裂与增殖。ＳＴＡＴ３
是ＳＴＡＴ蛋白家族中的一员［２３］。在细胞因子和生

长因子的作用下，ＳＴＡＴ３被受体相关的 Ｊａｎｕｓ激酶
（ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ，ＪＡＫ）磷酸化，并转移到细胞核中，
在细胞核中发挥转录激活剂的作用［２３］。ＳＴＡＴ３介
导多种基因在细胞刺激反应中的表达，在细胞生

长、凋亡等细胞过程中发挥着关键作用［２４－２６］。有

报道指出，一些影响癌症进展的ｍｉｃｒｏＲＮＡ，如ｍｉＲ
３３７３、ｍｉＲ１７５ｐ及 ｍｉＲ２０ａ等，通过调控 ＪＡＫ／
ＳＴＡＴ３信号通路发挥作用［２７－２８］。ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信
号通路还在促进肿瘤干细胞自我更新和分化过程

中扮演重要角色［２９－３０］。不仅如此，ＳＴＡＴ３还可通
过调控线粒体功能及表观遗传影响癌症进展［２４］。

因此，可以认为 ＳＴＡＴ３是癌症治疗的重要靶点。
本研究中化合物 ＧＺＷＭ０５１下调 ＰＳＴＡＴ３蛋白表
达水平（Ｐ＜００５），推测其抑制ＳＴＡＴ３所在信号通
路，从而抑制细胞生长。此外，ＣｙｃｌｉｎＢ１对细胞发
育至关重要，细胞有丝分裂必须从细胞核中释放

ＣｙｃｌｉｎＢ１，以防止细胞过早进入有丝分裂［３１］。本

研究显示化合物ＧＺＷＭ０５１可显著下调ＣｙｃｌｉｎＢ１

表达水平（Ｐ＜００５），从而抑制细胞的分裂。ｃ
Ｍｙｃ通常在癌症组织中表达，并引起许多参与细胞
增殖及有助于癌症形成的基因表达增加［３２－３３］。化

合物ＧＺＷＭ０５１显著下调ｃＭｙｃ的表达水平（Ｐ＜
００５或Ｐ＜００１），从而进一步抑制细胞分裂。

综上所述，化合物 ＧＺＷＭ０５１不仅能诱导白
血病ＨＥＬ细胞发生Ｇ２周期阻滞，促进其向巨核及
红系进行分化，抑制细胞恶性增殖，还能失活

ＳＴＡＴ３关键通路。因此，化合物 ＧＺＷＭ０５１是良
好的治疗癌症的潜在化合物。
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