
Ｆｌａｖａｇｌｉｎｅｓ类化合物对人白血病 ＨＥＬ细胞的作用及
机制
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［摘　要］目的：探讨Ｆｌａｖａｇｌｉｎｅｓ类化合物对人白血病ＨＥＬ细胞的作用及机制。方法：取ＨＥＬ细胞培养至对
数生长期，以ＤＭＳＯ组为空白对照组，采用过四唑盐（ＭＴＴ）法检测阳性对照药阿霉素（０１００、００５０、００３０、
００１０及０００６μｍｏｌ／Ｌ）、化合物 Ｍ８（０２０、０１０、００５、００３及００１μｍｏｌ／Ｌ）及 Ｍ９（２５０、１２５、０６３、０３０及
０１６μｍｏｌ／Ｌ）对ＨＥＬ细胞作用７２ｈ后的吸光度值（ＯＤ）并计算抑制率和半抑制浓度（ＩＣ５０）值；采用流式细胞仪
检测Ｍ８（０２０、００５及００２μｍｏｌ／Ｌ）和Ｍ９（１００、０５０及０２５μｍｏｌ／Ｌ）对ＨＥＬ细胞作用２４、４８及７２ｈ后的细
胞凋亡率；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析Ｍ８（０２０μｍｏｌ／Ｌ）和 Ｍ９（１００μｍｏｌ／Ｌ）对 ＨＥＬ细胞作用２４ｈ后 Ｂ淋巴细胞
瘤２（Ｂｃｌ２）、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅＣａｓｐａｓｅ３、磷酸化信号传导转录激活蛋白３（ｐＳｔａｔ３）及ｃＭｙｃ蛋白表达的变化。结
果：ＭＴＴ结果显示，阿霉素及化合物Ｍ８、Ｍ９抑制ＨＥＬ细胞增殖的抑制率均随浓度的增加而增高（Ｐ＜００５或Ｐ
＜００１），ＩＣ５０值分别为（００６±０００１）μｍｏｌ／Ｌ及（００２±００１０）μｍｏｌ／Ｌ、（０２１±００６０）μｍｏｌ／Ｌ；流式细胞仪结
果显示，化合物Ｍ８和Ｍ９促进ＨＥＬ细胞的凋亡率随浓度的增加而增高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
显示，与ＤＭＳＯ组比较，Ｍ８和Ｍ９组ＨＥＬ细胞的Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３、ｐＳｔａｔ３及ｃＭｙｃ蛋白表达减少（Ｐ＜００５或Ｐ＜
００１），ＣｌｅａｖｅＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达增加（Ｐ＜００１）。结论：Ｆｌａｖａｇｌｉｎｅｓ类化合物 Ｍ８和 Ｍ９可通过影响 Ｓｔａｔ３信号
通路而促进ＨＥＬ细胞发生凋亡。
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ＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｅａｎｄＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｉｃｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５００１４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）
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ＨＥＬｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＣｏｍｐｏｕｎｄｓＭ８ａｎｄＭ９ａｒｅｆｌａｖａｇｌｉｎｅｓ．Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＨＥＬｃｅｌｌｓａｔ
ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｇｒｏｗｔｈｐｈａｓｅｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯａｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ（０．１００，
０．０５０，０．０３０，０．０１０ａｎｄ０．００６μｍｏｌ／Ｌ）ａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐ，ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｍｐｏｕｎｄＭ８（０．２０，
０１０，０．０５，０．０３ａｎｄ０．０１μｍｏｌ／Ｌ）ａｓＭ８ｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｍｐｏｕｎｄＭ９（２．５０，１．２５，０．６３，０．３０ａｎｄ
０．１６μｍｏｌ／Ｌ）ａｓＭ９ｇｒｏｕｐ．Ａｔ７２ｈａｆｔｅｒｔｈｅａｂｏｖｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅＯＤ
ｖａｌｕｅｓ．ＣｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓａｎｄＩＣ５０ ｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ
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ｌｙｍｐｈｏｍａ２（Ｂｃｌ２），Ｃａｓｐａｓｅ３，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３，ｐｈｏｓｐｈｏＳｔａｔ３ａｎｄｃＭｙｃ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅＭＴＴ
ａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｓｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ｃｏｍｐｏｕｎｄｓＭ８ａｎｄＭ９ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｐ＜０．０５ｏｒＰ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅｉｒＩＣ５０ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ（０．０６±
０．００１）μｍｏｌ／ＬＡｎｄ（０．０２±０．０１０）μｍｏｌ／Ｌ，（０．２１±０．０６０）μｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐｏｕｎｄＭ８ａｎｄＭ９ｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｕｌａｒａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍａｎｎｅｒ（Ｐ＜０．０５ｏｒＰ＜０．０１）．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＤＭＳＯｇｒｏｕｐ，
ｂｏｔｈｃｏｍｐｏｕｎｄｓＭ８ａｎｄＭ９ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢｃｌ２，Ｃａｓｐａｓｅ３，ｐｈｏｓｐｈｏＳｔａｔ３
ａｎｄｃＭｙｃ（Ｐ＜０．０５ｏｒＰ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３（Ｐ＜
０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＦｌａｖａｇｌｉｎｅｓＭ８ａｎｄＭ９ｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＥＬｃｅｌｌｓｂｙａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅ
Ｓｔａｔ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｌｅｕｋｅｍｉａ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｃｙｃｌｏｐｅｎｔａｎｅｂｅｎｚｉｄｉｎｅｆｕｒａｎｓ；ＨＥＬｃｅｌｌ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ；
ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３（Ｓｔａｔ３）

　　白血病是由于基因突变导致造血干细胞或造
血祖细胞恶性克隆增生的一种血液肿瘤，全世界每

年至少有５４０００人被诊断为白血病，５年存活率低
于６０％；据２０１８年全球数据表明，９６０万癌症相关
死亡病例中白血病死亡病例占比 ３２％［１－２］。白

血病对人类健康的威胁主要是因为恶性增殖、凋亡

受阻和分化障碍等因素可形成白血病细胞，而后在

骨髓和肝脾等组织器官中大量增殖、广泛浸润，最

终导致白血病患者出现贫血、出血、发热、易感染、

肝脾淋巴结肿大及疼痛等临床表现［３］。目前白血

病主要有化学治疗、放射治疗、靶向治疗、免疫治疗

及干细胞移植等治疗方法［４－５］，部分白血病患者的

预后可以得到极大的改善，相当多的患者可获得治

愈或者长期稳定缓解；但也有部分病人在临床治疗

过程中会复发、药物抗性和发生其它副作用［６］，因

此白血病的治疗仍然是大家关注的重点之一。科

学家正不断探索新的针对白血病的化疗药物，其中

靶向猫肉瘤病毒麦克唐纳株［Ｆｅｌｉｎｅｓａｒｃｏｍａｖｉｒｕｓ
（ｓｔｒａｉｎＭｃＤｏｎｏｕｇｈ），ＦＭＳ］样的酪氨酸激酶３（Ｆｍｓ
ｌｉｋｅｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ３，Ｆｌｔ３）的米哚妥林（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅＣ４１２，ＰＫＣ４１２）已于 ２０１７年获得批准上
市［７］，另外靶向丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ／Ｅｒｋ
ｋｉｎａｓｅ，ＭＥＫ）、Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ
２，ＢＣＬ２）基因、肿瘤蛋白 ５３（ｔｕｍｏｕｒｐｒｏｔｅｉｎ５３，
ＴＰ５３）、信号转导及转录激活蛋白（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）等抑制剂药物
也正在研究中［８－９］。Ｆｌａｖａｇｌｉｎｅｓ是一类具有环戊
烷苯并呋喃骨架的复杂天然产物［１０］，在肿瘤细胞

中具有良好活性，但是对非肿瘤细胞却几乎没有毒

性或是毒性很小［１１－１２］，因此受到了化学家和生物

学家的广泛关注。虽然 Ｆｌａｖａｇｌｉｎｅｓ在肿瘤细胞中
的活性报道已经很多，但其对白血病中的作用机制

研究并不多，尤其是在人白血病细胞系（ｈｕｍａｎ
ｅｒｙｔｈｒｏｌｅｕｋｅｍｉａ，ＨＥＬ）细胞中的研究更少，因此本
研究主要对Ｆｌａｖａｇｌｉｎｅｓ类化合物（Ｍ８、Ｍ９）在白血
病ＨＥＬ细胞中抑制增殖的作用及机制进行初步研
究，以扩大抗白血病药物研究的药库。

１　材料和方法

１１　材料
１１１　化合物及细胞株　Ｆｌａｖａｇｌｉｎｅｓ（Ｍ８和 Ｍ９）
由贵州省中国科学院天然产物化学重点实验室苑

春茂老师课题组合成，阿霉素（１０ｍｇ／支）购于中
国碧云天公司；ＨＥＬ细胞由加拿大多伦多大学
惠赠。

１１２　主要试剂和仪器　胎牛血清购于美国
ＶＡＣＣＡ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基购于美国 Ｇｉｂｏｃ公
司，二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购于上
海Ｓａｎｇｏｎ公司，四唑盐（３（４，５Ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２
ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）试剂、二
喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定
试剂盒、细胞裂解液（ｉｍｍｕｎｏｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＩＰ）及
蛋白 酶 抑 制 剂 （ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，
ＰＭＳＦ）购于北京索莱宝公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡
检测试剂盒购于美国 ＢＤ公司，Ｂｃｌ２及 ｃＭｙｃ抗
体购于美国Ａｂｃａｍ公司，Ｃａｓｐａｓｅ３和磷酸化信号
传导与活化转录因子３（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓ
ｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ｐＳｔａｔ３）购于美
国 ＣＳＴ公司，ＧＡＰＤＨ（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
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ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ）购于中国正能；３１１１细胞培养箱和
１３８４型Ａ２型超净工作台购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，
ＡｘｉｏＶｅｒｔＡ１倒置显微镜购于美国 ＺＥＩＳＳ公司，
Ｓｙｎｅｒｇｙ２ＭｕｌｔｉＭｏｄｅＲｅａｄｅｒ多功能酶标仪购于美国
ＢｉｏＴｅｋ公司，ＮｏｖｏＣｙｔｅ２０４０Ｒ流式细胞仪购于美国
ＡＣＥＡ公司。
１２　方法
１２１　ＨＥＬ细胞培养　ＨＥＬ细胞使用含５％血清
的培养基于３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养。
１２２　ＭＴＴ法检测化合物活性　取处于对数生
长期的ＨＥＬ细胞计数均匀铺板于９６孔板中，细胞
浓度为 ６０００个／孔；阳性对照药阿霉素（０１００、
００５０、００３０、００１０及０００６μｍｏｌ／Ｌ）、化合物Ｍ８
（０２０、０１０、００５、００３及 ００１μｍｏｌ／Ｌ）和 Ｍ９
（２５０、１２５、０６３、０３０及０１６μｍｏｌ／Ｌ），分别对
ＨＥＬ细胞作用７２ｈ后，加入ＭＴＴ试剂１０μＬ，培养
箱中反应４ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，吸尽多余
液体后再加入二甲基亚砜溶解结晶１６０μＬ；用多
功能酶标仪在４９０ｎｍ吸收光处读取吸光度值（ｏｐ
ｔｉｃａｌｄｅｌｎｓｉｔｙ，ＯＤ），计算各浓度药物对 ＨＥＬ细胞的
抑制率［抑制率（％）＝（对照组ＯＤ－治疗组ＯＤ）／
对照组ＯＤ×１００％］，运用 Ｆｏｒｅｃａｓｔ通过抑制率计
算半抑制浓度（５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。
１２３　流式细胞仪检测细胞凋亡　取处于对数生
长期的ＨＥＬ细胞计数铺板于６孔板中，细胞浓度
为２０×１０７个／Ｌ；根据１２２项下 ＩＣ５０分别设置化
合物Ｍ８为０２０、００５及００２μｍｏｌ／Ｌ，化合物Ｍ９
为１００、０５０及０２５μｍｏｌ／Ｌ，均以 ＤＭＳＯ组为对
照，分别培养２４、４８及７２ｈ；收集细胞，预冷ＰＢＳ洗
２次，采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法在流式细胞
仪上检测ＨＥＬ细胞的凋亡率。
１２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＥＬ细胞相关蛋白的表
达　在ＨＥＬ细胞生长到对数生长期时，收集细胞
计数铺板于６０ｍｍ×６０ｍｍ的小皿中，细胞浓度为
５０×１０７个／Ｌ。药物组设置 Ｍ８（０２０μｍｏｌ／Ｌ）和
Ｍ９（１００μｍｏｌ／Ｌ），以 ＤＭＳＯ为对照组，处理 ＨＥＬ
细胞２４ｈ后收集细胞，预冷ＰＢＳ充分洗掉培养基；
加蛋白酶抑制剂的 ＩＰ裂解液（ＩＰ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１）
冰上裂解３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去除絮
状沉淀；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定提取的蛋白浓度，
确定上样量；用５×ＳＤＳｂｕｆｆｅｒ，９５℃变性５ｍｉｎ；按蛋
白质分子量进行１００ＶＳＤＳＰＡＧＥ电泳１２０ｍｉｎ，胶
上的蛋白质用２２０ｍＡ的恒流，１２０ｍｉｎ转到ＰＶＤＦ
膜，３％ ＢＳＡ室温封闭 １ｈ，孵育一抗 Ｂｃｌ２、

Ｃａｓｐａｓｅ３、ｐＳｔａｔ３、ｃＭｙｃ及 ＧＡＰＤＨ（４℃过夜）；孵
育一抗完成后用１×ＴＢＳ洗３次，室温敷二抗２ｈ
（慢摇），用１×ＴＢＳ洗３次后用 Ｏｄｙｓｓｅｙ红外成像
仪上扫膜分析蛋白表达情况。

１３　统计学分析
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行数据分析，定

量数据用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组样本进行
单因素方差分析，组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果

２１　化合物Ｍ８和Ｍ９的活性
化合物 Ｍ８、Ｍ９的结构如图１所示，以环戊烷

苯啶呋喃为基本骨架，Ｒ１＝ＯＨ为化合物 Ｍ８，Ｒ１＝
ＣＬ为化合物Ｍ９；ＭＴＴ法检测结果显示，化合物Ｍ８
（０２０、０１０、００５、００３及 ００１μｍｏｌ／Ｌ）、Ｍ９
（２５０、１２５、０６３、０３０及０１６μｍｏｌ／Ｌ）及阿霉素
（０１００、００５０、００３０、００１０及 ０００６μｍｏｌ／Ｌ）对
ＨＥＬ细胞作用７２ｈ后，对ＨＥＬ细胞的抑制率均随
浓度的增加而增高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）；通过计
算，化合物Ｍ８、Ｍ９及阿霉素的ＩＣ５０值分别为（００２
±００１０）μｍｏｌ／Ｌ、（０２１±００６０）μｍｏｌ／Ｌ及（００６
±０００１）μｍｏｌ／Ｌ，与阿霉素和化合物 Ｍ９比较，化
合物Ｍ８在ＨＥＬ细胞中的ＩＣ５０值较小（Ｐ＜００１）。
见图２。

注：Ｒ１＝ＯＨ，为Ｍ８；Ｒ１＝Ｃｌ，为Ｍ９。

图１　化合物Ｍ８和Ｍ９的结构
Ｆｉｇ．１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓＭ８ａｎｄＭ９

２２　化合物Ｍ８和Ｍ９对ＨＥＬ细胞凋亡的影响
流式细胞检测结果显示，与各时间点 ＤＭＳＯ

组比较，化合物Ｍ８和Ｍ９组ＨＥＬ细胞的凋亡率均
随浓度的增加而增高（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）。见
图３和图４。
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注：与ＤＭＳＯ组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１。

图２　阿霉素、化合物Ｍ８、Ｍ９对ＨＥＬ细胞作用７２ｈ后的抑制率
Ｆｉｇ．２　Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ｃｏｍｐｏｕｎｄｓＭ８ａｎｄＭ９ｏｎＨＥＬｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ７２ｈｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ

注：Ａ为Ｍ８，Ｂ为Ｍ９。

图３　化合物Ｍ８和Ｍ９对ＨＥＬ细胞作用２４、４８及７２ｈ时的流式细胞仪凋亡检测结果
Ｆｉｇ．３　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓＭ８ａｎｄＭ９ｏｎＨＥＬｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ２４，４８ａｎｄ７２ｈｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ

８０５

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４５卷　



注：Ａ为Ｍ８，Ｂ为Ｍ９；与ＤＭＳＯ组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１。

图４　化合物Ｍ８和Ｍ９对ＨＥＬ细胞作用２４、４８及７２ｈ的细胞凋亡
Ｆｉｇ．４　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓＭ８ａｎｄＭ９ｏｎＨＥＬｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ２４，４８ａｎｄ７２ｈｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２３　化合物Ｍ８和Ｍ９对ＨＥＬ细胞相关蛋白的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与ＤＭＳＯ组比较，化合

物Ｍ８（０２０μｍｏｌ／Ｌ）和Ｍ９（１００μｍｏｌ／Ｌ）组ＨＥＬ

细胞中Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３、ｐＳｔａｔ３及 ｃＭｙｃ蛋白的表
达减少（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），ＣｌｅａｖｅＣａｓｐａｓｅ３蛋
白明显增加（Ｐ＜００１）。见图５。

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

图５　化合物Ｍ８和Ｍ９作用２４ｈ后ＨＥＬ细胞相关蛋白的表达
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓＭ８ａｎｄＭ９ｏｎｔｈｅｏｎ

ＨＥＬｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ２４ｈｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　讨论

本研究结果显示，化合物 Ｍ８、Ｍ９及阳性对照
药阿霉素对ＨＥＬ细胞作用７２ｈ后，抑制ＨＥＬ细胞
增殖的抑制率均随浓度的增加而增高，与 ＤＭＳＯ
组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜
００１），７２ｈ的ＩＣ５０值分别为（００２±００１０）μｍｏｌ／
Ｌ、（０２１±００６０）μｍｏｌ／Ｌ及（００６±０００１）μｍｏｌ／
Ｌ，与阿霉素和Ｍ９比较，化合物Ｍ８在ＨＥＬ细胞中
的ＩＣ５０值较小（Ｐ＜００１），提示化合物 Ｍ８在 ＨＥＬ
细胞中的活性优于阳性对照药阿霉素及化合物

Ｍ９；流式细胞仪结果显示，化合物 Ｍ８、Ｍ９对 ＨＥＬ
细胞分别作用２４、４８及７２ｈ后均能促进ＨＥＬ细胞
发生凋亡，凋亡率也随浓度的增加而增高，与各时

间点ＤＭＳＯ组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５
或Ｐ＜００１），提示化合物 Ｍ８、Ｍ９可以通过促进
ＨＥＬ细胞凋亡发挥抗白血病作用。在蛋白水平
上，化合物 Ｍ８、Ｍ９能够抑制 Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３、ｐ
Ｓｔａｔ３及ｃＭｙｃ蛋白的表达（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），
并使ＣｌｅａｖｅＣａｓｐａｓｅ３明显增多（Ｐ＜００１），说明化
合物Ｍ８、Ｍ９可通过调控 Ｓｔａｔ３／ｃＭｙｃ信号通路来
促进白血病ＨＥＬ细胞凋亡。

已知，Ｂｃｌ２蛋白是细胞内源性凋亡的主要调
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节因子，与线粒体损伤的细胞凋亡密切相关［１３］。

事实上，Ｂｃｌ２已经成为刺激各种癌细胞凋亡的最
有价值的靶点之一［１４－１５］。如靶向 Ｂｃｌ２的 ＡＢＴ
７３７、Ｎａｖｉｔｏｃｌａｘ和Ｖｅｎｅｔｏｃｌａｘ等小分子抑制剂在体
内和体外都显示了良好的疗效［１６－１７］。而 Ｃａｓｐａｓｅ３
的激活则是启动凋亡程序的必经之路［１８］。由此可

见，Ｆｌａｖａｇｌｉｎｅｓ（Ｍ８和Ｍ９）可通过下调抗凋亡蛋白
Ｂｃｌ２来激活Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白，从而促进白血病 ＨＥＬ
细胞凋亡，而不是细胞坏死。凋亡是细胞的一种程

序性死亡，与细胞坏死不同，凋亡细胞发生形态学

变化，如细胞皱缩、核凝结、ＤＮＡ断裂及膜泡形成
等，但不破坏细胞膜的完整性，对细胞周围产生的

炎症反应很轻［１９］，这在肿瘤的治疗上具有重要意

义，因此目前很多抗肿瘤药物的研究都是从诱导肿

瘤细胞凋亡的机制入手［２０－２２］。

在前期的研究中，Ｆｌａｖａｇｌｉｎｅｓ主要是通过抑制
翻译起始因子ｅＩＦ４Ａ调控ＭＡＰＫ信号通路，从而诱
导肿瘤细胞凋亡［２３－２４］，但本研究结果显示化合物

Ｍ８和Ｍ９可以使ｐＳｔａｔ３明显减少（Ｐ＜００１）。已
知，Ｓｔａｔ３是一种信号传导活化转录因子，在细胞中
起到传递信号和启动基因转录的双重作用［２５］，

Ｓｔａｔ３信号异常可通过抑制细胞凋亡，诱导细胞增
殖、血管生成、侵袭和转移，诱发炎症等促进肿瘤的

发生和进展，更关键的是在肿瘤耐药方面中扮演了

重要角色［２６］。许多研究已证明Ｓｔａｔ３在白血病、乳
腺癌、胃癌及肺癌等多种人类肿瘤中过度激活，并

与预后相关［２５－２８］。因此，鉴定和开发靶向抑制

Ｓｔａｔ３激活的新型药物已经成为一个肿瘤治疗的方
向［２９］。本研究结果还显示，Ｍ８和 Ｍ９可以明显抑
制ｃＭｙｃ蛋白的表达（Ｐ＜００１）。ｃＭｙｃ蛋白是一
种经典的原癌蛋白，在造血干细胞的自我更新、增

殖、分化中起重要调控作用，但在大多数肿瘤中过

度表达［３０］；同时ｃＭｙｃ蛋白又是由 Ｓｔａｔ３下游靶点
基因ｃｍｙｃ编码表达的蛋白质，因此抑制 ｐＳｔａｔ３／
ｃＭｙｃ的表达，对肿瘤的治疗尤其是白血病的治疗
具有重要意义［３１］。

综上所述，Ｆｌａｖａｇｌｉｎｅｓ化合物 Ｍ８、Ｍ９对白血
病ＨＥＬ细胞均具有良好的活性，且 Ｍ８活性优于
阳性药阿霉素和 Ｍ９；初步探讨了 Ｆｌａｖａｇｌｉｎｅｓ化合
物Ｍ８、Ｍ９作用于 Ｓｔａｔ３／ｃＭｙｃ信号通路促进白血
病ＨＥＬ细胞凋亡的机制，提示化合物Ｍ８、Ｍ９在抗
白血病治疗中具有潜在的应用价值，其具体的抗白

血病分子机制值得进一步研究。
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