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� � [摘要 ] � 目的 � 研究阿糖胞苷 ( cy tarab ine, A ra�C)或柔红霉素 ( daunorubic ine, DNR )与全反式维 A酸 ( all�trans retino ic

acid, ATRA )以不同方式联用, 体外作用于白血病细胞株 HL�60,导致细胞凋亡差异及可能机制。方法 � 体外培养 HL�60细胞

株, 细胞悬液以浓度 2. 0 � 105 /m l接种后分 7组,分别为 A: 对照组; B: A ra�C与 ATRA同时联用 48 h组, A ra�C+ ATRA 48 h; C:

ATRA与 A ra�C先后联用 48 h组, ATRA 24 h Ara�C 24 h; D: A ra�C与 ATRA先后联用 48 h组, A ra�C 24 h ATRA 24 h; E:

DNR与 ATRA同时联用 48 h组, DNR+ ATRA 48 h; F: ATRA与 DNR先后联用 48 h组, ATRA 24 h DNR 24 h; G: DNR与 AT�

RA先后联用 48 h组, DNR 24 h ATRA 24 h。A ra�C、DNR、ATRA给药浓度均为 1. 0 � 10- 7 mo l/L。应用流式细胞仪、W estern

b lo tting观察药物不同方式联用致 HL�60细胞凋亡的差异及相关机制变化。结果 � 与 A组相比, D组 H L�60细胞凋亡比例轻

度增加 ( 50 ! 14. 7)% , 抗凋亡蛋白 Bcl�2消失; E组和 G组 HL�60凋亡细胞明显增多, 其中 E组能最大限度减少 HL�60存活数

量, 使 H L�60细胞死亡数目增加,达 ( 4. 00 ! 0. 56)% ; E、F、G组抗凋亡蛋白 Bc l�2均消失。结论 � 同时联用 DNR与 ATRA能

显著减少 HL�60细胞存活率,两药的三种联用方式均可使抗凋亡蛋白 Bc l�2消失。但是, 首先应用小剂量 A ra�C,随后应用 AT�

RA的联用方式可明显增多细胞凋亡数目,抑制 HL�60细胞的抗凋亡蛋白 Bc l�2不能表达, 有效控制细胞凋亡方向,是最有潜

力的药物联用方式。
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D ifferent adm inistrations of combination cytarabine or daunorubicin w ith all-

trans retinoic acid lead to variance of H L �60 ∀ 's apoptosis and respectively

m echanism in vitro
ZHANG Chun1, LU X iao�tong1, CH EN M in�ling2, ZHANG Shun�guo2, WANG Yan�q iong2, ZHAO W ei 2, ZHANG Jian1 ( 1�X inhua
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[ Abstract] � Objective� To investigate var iance o f apoptosis and correspond ing lym echan ism in HL�60 ce ll line in v itro by dif�

ferent comb inations adm instra tion o f three drug includ ing cy tarab ine, daunorubic in and a ll�trans retino ic ac id. M ethonds� HL�60 cell

linew as cu ltured in v itro, ce ll suspension was d iv ided into different 7 g roups w hich∀ s density was 2. 0 � 105 /m l: G roup A: contro ;l

G roup B: A ra�C and ATRA w ere s imu ltaneous applied in cells for 48 h ( A ra�C+ ATRA 48 h); G roup C: ATRA and Ara�C subse�

quently adm in istrated respectively fo r 24 h that is ATRA w as applied first for 24 h, then fo llowed byA ra�C fo r 24 h. G roup D: A ra�C

and ATRA subsequently adm inistrated respectiv ely for 24 h that is A ra�C w as applied first fo r 24 h, then fo llowed by ATRA for 24 h;

G roup E: DNR and ATRA sim ultaneously adm in istrated fo r 48 h; G roup F: DNR and ATRA subsequently adm in istrated respective ly

for 24 h that is DNR w as applied first fo r 24 h, then fo llow ed byATRA fo r 24 h. G roup G: ATRA and DNR subsequently adm in istra�

ted respective ly for 24 h tha t is ATRA w as app lied first for 24 h, then fo llow ed by DNR for 24 h. A ll drug concentrations of A ra�C,

DNR and ATRA w ere 1. 0 � 10- 7 m o l/L . The ratio of apopto sis ce lls was evaluated by flow cytom etry. Anti�apoptosis prote in Bcl�2

w as checked byW estern B lotting. R esults� The ra tio o f ce ll apoptosis in D group increase slightly, the rate o f increase in apoptosis

w as ( 50 ! 14. 7) % , its pro te in Bc l�2 disappeared. Com pared w ith control group, bo th tw o groups includ ing E and G g roups caused

the apoptosis ratio s ignificant h igher. The a live ce lls∀ ra tio in E g roup w as reduced to the h ighest deg ree and the amoun t o f dead ce lls

increased to a deg ree o f ( 4. 00 ! 0. 56) % . Anti�apoptosis prote in B cl�2 in E, F, G groups a ll disappea red. Conclusion� Comb ina�

tion DNR and ATRA sim ultaneously can effective ly decreaseHL�60 surv iva.l Threew ays o f com bination DNR w ith ATRA can sign ifi�

� � cantly cause pro te in Bcl�2 disappear. But low dose ofA ra�C w as

adm in istrated first then fo llow ed byATRA can not only increase

slightly the ratio o f apoptosis o fHL�60 cel,l but a lso inhib ited
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anti�apoptosis pro tein Bc l�2 to express and effective ly contro led thew ay of HL�60 ce lls' death to apoptos is, and w e conc luded tha t this

comb ination is them ost po tentiallw ay.

[ Key words] � cy tarab ine; daunorub ic in; a ll�trans re tino ic ac id; H L�60; comb ination; apop to sis; anti�apop to sis prote in

� � 化疗药物与细胞非毒性药物全反式维 A酸 ( all�
trans ret ino ic acid, ATRA )联用已被证实可提高急性

早幼粒细胞性白血病 ( acute promyelocytic leukem ia,

APL)患者的无病生存率,减低复发率。在此基础上,

有临床研究比较 ATRA以不同顺序联用化疗药物:

ATRA与化疗同时进行或 ATRA首先治疗 90 d,随后

进行相同方案化疗,结论认为后者可减少患者 2年内

的复发率,说明 ATRA先于化疗药物应用更有益
[ 1]
。

然而随后有研究跟踪以上两方案的长期疗效,比较后

认为无明显差异
[ 2]
。由此可见 ATRA如何与化疗药

物联用是目前研究尚存争议之处,且缺乏改变两类药

物联用方式的体外研究。本研究培养人早幼粒白血

病细胞株 HL�60, 改变阿糖胞苷 ( cytarab ine, A ra�C )

或柔红霉素 ( daunorubic in, DNR)与 ATRA的联用形

式, 体外作用于 HL�60, 观察药效,拟阐明药物的不同

联用方式是否会对体外培养的 HL�60细胞产生疗效
差异及相应的可能机制,为临床药物选择与合理联用

提供药理学实验资料。

1� 材料与方法

1. 1� 试剂及配制 � A ra�C ( 0. 1g, 辉瑞公司, 批号:

678012�B 65G012)。DNR( 20mg,法玛西亚普强 (中

国 )有限公司, 批号: 5F1011�A )。A ra�C、DNR以生
理盐水溶解,储存液浓度分别为 8. 0 � 10- 2

、7. 09 �

10
- 3

mol/L; 工作液为 1. 0 � 10- 3
、1. 0 � 10- 4

mo l/L,

- 20# 分装保存备用。ATRA ( S igma公司, 批号:

066K1044) ,以无水乙醇溶解, 配成 1. 0 � 10- 2
mo l/

L储存液, - 20# 保存。以 1. 0 � 10- 3
mo l/L为工作

液, - 4# 保存待用。Annex in∃�FITC凋亡试剂盒
(美国 BD B iosc iences公司 )。细胞裂解、蛋白抽提、

蛋白浓度测定、SDS�PAGE蛋白上样缓冲液、SDS�
PAGE凝胶配制等试剂盒、蛋白质分子量标准、A ctin

抗体、Western荧光检测的 BeyoECL Plus试剂盒均

来自碧云天生物技术公司。X光压片为柯达公司产

品。Bc l�2单克隆兔抗购自美国 Ep itom ics公司。其

他试剂包括: 1640培养液 (杭州吉诺公司 )。胎牛

血清 (杭州四季清公司 )。甘氨酸、吐温 20、乙醇等

其它试剂均为实验用分析纯。

1. 2� 仪器 � CO 2细胞培养箱 (美国 K endro实验室:

Revco 3000TVBB) ; Labconco%生物净化柜;流式细

胞仪 ( Beckman Cou lter公司: Coulter Epics A ltra) ;恒

温摇床 (华利达实验设备公司: HZ�8811K ) ,分光光

度计 ( Eppendo f公司: B iophotometer) , 电泳仪 (江苏

海门医用仪器厂: EEP102) ,细胞培养瓶, 培养板等

细胞培养用耗材均为 Co rn ing公司产品。

1. 3� 细胞培养及分组 � HL�60细胞株来自 ATCC,

购自中科院上海分院细胞库。将 HL�60细胞悬浮
培养于含 10%胎牛血清的 1640培养液, 于 37 # ,
5% CO 2的饱和湿度培养箱中培养。每隔 2~ 3 d传

代 1次。取对数生长期细胞, 调整细胞悬液密度为

2. 0 � 105 /m ,l以药物不同联合作用方式分组处理细

胞, 设置 7组: A组:不加药的培养细胞 (对照组 ); B

组: Ara�C与 ATRA同时联合作用 48 h组 ( A ra�C +

ATRA 48 h); C组: ATRA预先作用 24 h, Ara�C继续
作用 24 h组 ( ATRA 24 h A ra�C 24 h) ; D组: A ra�C
预先作用 24 h, ATRA继续作用 24 h组 ( A ra�C 24 h

 ATRA 24 h) ; E组: DNR与 ATRA同时联合作用

48 h组 ( DNR + ATRA 48 h); F组: ATRA预先作用

24 h, DNR继续作用 24 h组 ( ATRA 24 h DNR 24

h); G组: DNR预先作用 24 h, ATRA继续作用 24 h

组 ( DNR 24 h ATRA 24 h)。给药过程中第 1种药

物作用 24 h后,以 1 000 r /m in , 5 m in离心洗涤细

胞悬液,弃上清,加第 2种药物的含药培养液悬浮细

胞, 轻轻吹散细胞,继续培养 24 h。为保持实验条件

一致,对照组和两种药物同时联用组在实验处理 24

h后与其他组同时离心洗涤, 然后以与第 1个 24 h

相同含药培养液悬浮培养。

1. 4� 流式细胞凋亡分析 � 按 BD公司试剂盒说明

步骤进行: 以冰 PBS洗涤细胞悬液, 调整细胞密度

为 1. 0 � 106 /m ,l重悬于 100 � l结合液中,加入 5 �L

Annex in∃ �FITC及 5 �l P I,轻柔混悬细胞,室温暗处

反应 15m in,加入结合液 400 � ,l混悬后上机分析。

同时设置未染色细胞, Annex in∃ �FITC单染色及 PI

单染色为补偿分析。

1. 5� 细胞裂解及蛋白抽提 � 取 R IPA裂解液, 在使

用前 5 m in加入 PMSF, 使 PM SF的最终浓度为 1

mM。充分裂解细胞, 10 000 g离心,取上清。

1. 6� 蛋白定量 � 以 BCA法测定蛋白浓度, 标准曲

线为 25~ 500 �g /m ,l各样品加入工作液后于 37 #

恒温摇床缓摇 30 m in, 于 562 nm处测定吸光度。每

个样品均以 2管平行管测定,取均值。定量上样蛋

白浓度为 0. 73mg /m l。

1. 7� 凋亡蛋白家族 Bc l�2蛋白的Western B lo tt ing�
每 4 �l蛋白样品加入 1 � l上样缓冲液, 100 # 加热
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5 m in,使之充分变性, 冷却致室温后上样。以 12%

分离胶配制 SDS�PAGE凝胶依次行垂直电泳、以
PVDF膜行水平电泳后,以 5%脱脂牛奶封闭,依次

加入第一抗体, 4 # 缓摇过夜, 加入辣根过氧化物酶

标记的小鼠二抗 ( ��A ctin )及兔抗 ( B cl�2) , 室温缓
摇 2 h, 4# TBST漂洗, 发光 15 m in。

1. 8� 统计学处理 � 应用 SPSS 15. 0统计分析软件,

实验数据以  x ! s表示,采用 Student�t检验。凋亡细
胞升高幅度表示为: 凋亡细胞升高幅度百分数 =

&(处理组凋亡细胞百分数 - 对照组凋亡细胞百分

数 ) /对照组凋亡细胞百分数∋ � 100%。

2� 结果 �

2. 1� 流式细胞仪凋亡分析 � A ra�C与 ATRA联用

的各种方式,与对照组相比凋亡细胞百分数均有升

高趋势:升高幅度最高的 B组升高了 ( 99 ! 14. 1)

% ,其次为 D组, 升高了 ( 50 ! 14. 7) %, 达 ( 0. 90 !
0. 14)% , C组升高了 ( 42 ! 6. 6) %, 达 ( 0. 85 !

0�07)%。DNR与 ATRA各种联用方式中 E组与 G

组的凋亡百分数比对照组明显升高 (P < 0. 05) ,且

E组比 G 组的凋亡百分数比亦明显升高 ( P <

0�05)具体见表 1。

表 1� 阿糖胞苷、柔红霉素与全反式维 A酸不同方式
联用对 HL�60细胞的凋亡作用 (% ,  x ! s, n= 4)

分组 凋亡率

A: C on trol 0. 60 ! 0. 01

B: Ara�C+ ATRA 48h 1. 20 ! 0. 14

C: ATRA 24 h A ra�C 24 h 0. 85 ! 0. 07

D: A ra�C 24 h ATRA 24 h 0. 90 ! 0. 14

E: DNR+ ATRA 48 h 4. 00 ! 0. 561) 2)

F: ATRA 24 h DNR 24 h 0. 70 ! 0. 14

G: DNR 24 h ATRA 24 h 3. 05 ! 0. 491)

1) P < 0. 05,与 A组比较; 2)P < 0. 05,与 G组比较。

2. 2� 凋亡蛋白家族 Bcl�2的 W estern B lo tt ing分析

� 为了进一步研究 HL�60细胞在不同药物联用方
式下发生凋亡差异的可能机制,本研究选取了凋亡

家族中有较强代表性的抗凋亡蛋白 Bcl�2做 West�
ern B lotting分析,如图 1所示。 Bcl�2蛋白在 A、B、C

组均强烈表达,在 D、E、F、G组均未表达, 显示阴性。

从左至右分别为: A: Contro ;l B: Ara�C+ ATRA 48 h;

C: ATRA 24 h A ra�C 24 h; D: A ra�C 24 h ATRA

24 h; E: DNR + ATRA 48 h; F: ATRA24 h DNR 24

h; G: DNR 24 h ATRA 24 h。

3� 讨论

化疗药物与 ATRA的联用方式当前尚有不同观

点与方案,主要有: ( ATRA与急性粒细胞性白血病

标准化疗方案联用,包括蒽环类抗生素的标准诱导

治疗及标准剂量的 A ra�C, 随后接 1 ~ 2个巩固治

疗
[ 3~ 7]

; ) ATRA仅与蒽环类药物联用以减小诱导

治疗的压力, 随后接 3个巩固疗程
[ 8, 9 ]

; ∗ ATRA单

用数周,观察其有无治疗作用,从而以此预测化疗疗

效, 再以 2倍化疗剂量 (包括高剂量 A ra�C )与 AT�
RA联用

[ 10]
。

图 1� A ra�C或 DNR与 ATRA以不同方式联合给药后的

HL�60细胞中抗凋亡蛋白 bcl�2的变化

本研究于体外培养 HL�60, 将 Ara�C与 ATRA以

不同方式联用,改变两药联用顺序,导致 HL�60细胞
凋亡百分数的差异及抗凋亡蛋白变化,从实验条件证

实了不同联用方式对 HL�60凋亡存在不同意义。
在 A ra�C与 ATRA联用的条件下, HL�60的凋

亡率从高至低依次为: A ra�C与 ATRA同时联用,

A ra�C首先作用 24 h, ATRA随后作用 24 h; ATRA

首先作用 24 h, A ra�C随后作用 24 h, 提示两药同时

联用对增加细胞凋亡数较理想。而抗凋亡蛋白 Bcl�
2的 Western blot却显示只有 A ra�C首先作用 24 h,

ATRA随后作用 24 h的这种方式 Bcl�2蛋白消失,

由此可有 2种推测: 在这种药物作用方式下 HL�60
细胞启动了强大的凋亡机制将 Bcl�2裂解, 从而大

大削弱细胞的抗凋亡力量,使之顺利进入凋亡程序;

或者在此种作用方式下 Bcl�2根本无法表达, 即其

表达受到了抑制, 从而不能行使抗凋亡功能。那么

到底是 +裂解 ,还是 +抑制,? 结合流式细胞测试的

结果:凋亡细胞数 D组升高幅度高于 C组, 本文推

测是药物的 +抑制,起到了主导作用。A ra�C是与体
内核苷结构相似的抗代谢化疗药物, 属于细胞周期

特异性药物,主要抑制 S期细胞的 DNA复制; 同时

还可使 S期激活因子即细胞周期蛋白 A和细胞周

期蛋白依赖性蛋白激酶瞬时消失,而这两种酶对 S

期 DNA复制的启动有重要信号作用;由此在 S期与

DNA复制有关的蛋白质酶类的合成就被完全阻

断
[ 11]
。此时编码 Bcl�2的癌基因的表达则也可能在

被抑制之列,从而使起抗凋亡作用的 Bcl�2蛋白不
能表达。这与其它研究一致

[ 12 ]
:小剂量 A ra�C ( 10

- 8

mol/L )组肿瘤细胞的 p53蛋白、mRNA、bcl�2mRNA

(下转第 273页 )
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均随作用时间呈递减变化。还有报道当 10
- 6

mo l/L

的 A ra�C与一定剂量的喜树碱联合应用诱导急性早
幼粒白血病细胞株 MOL T�4 4 h,细胞凋亡数目明显

增加
[ 13]

, 且细胞多处于 G0期, S期细胞明显减少。

因此推断正是这种抑制作用为随后 ATRA的诱导分

化作用铺平了道路, 除被阻断在 S期的细胞外, AT�
RA将诱导其它处于细胞周期阶段的细胞分化, 使

之趋于衰老直至死亡。

当 ATRA与 A ra�C同时作用时, B cl�2反而表
达,推测有可能 DNA复制阻断药物与诱导分化药物

间发生了一定的拮抗,使抗凋亡癌基因有机会表达。

因此 A ra�C在联合给药中的作用地位主要是对细胞
周期的阻断。

ATRA与 DNR联用,不论何种方式均可获得良好

效果,表现为细胞凋亡流式检测同时联用和 DNR先

用, ATRA后用均可显著提高细胞凋亡数量,而联用的

三种方式均可使 Bcl�2蛋白消失。推测这是因为 DNR

是对 G1期细胞作用最强的抗癌抗生素。目前已知肿

瘤细胞周期长于正常细胞主要在于其有较长的 G1

期
[ 11]

, DNR强烈抑制 G1期 RNA和各种 DNA转录启

动蛋白的合成,使之不能进入下一个细胞周期,为 AT�
RA的同时或后续诱导分化提供了良好的条件。

根据本研究结论推测首先应用小剂量 Ara�C, 随
后应用 ATRA的联用方式可明显增多细胞凋亡数目,

抑制 HL�60细胞的抗凋亡蛋白 Bcl�2不能表达,有效

控制细胞凋亡方向,是最有潜力的药物联用方式。

−参考文献.

[ 1] � Lau ren tD, Zheng YW. A ll trans retino ic acid in acu te promyelo�

cytic leukem ia[ J] . Oncogene, 2001, 20: 7140�

[ 2 ] � M artin ST, Jan etWA, CharlesAS, e t al. A ll�tran s ret inoic acid

in acute prom yelocytic leukem ia: long�term ou tcom e and p rognos�

t ic factor analysis from the North Am erican In tergroup p rotocol

[ J] . B lood, 2002, 100( 13 ) : 4298�

[ 3] � Tallm anM S, Andersen JW, S ch iffer CA, et a l. A ll�tran s retinoic

acid in acu te prom yelocytic leukem ia[ J] . N Engl JM ed, 1997,

337: 1021�

[ 4 ] � T allm anMS, A nd ersen JW, Sch iffer CA, et al. A ll�trans ret inoic

acid in acute prom yelocytic leukem ia: long�term ou tcom e and

p rognost ic factor an alysis from theN orth Am erican Intergroup p ro�

tocol[ J] . B lood, 2002, 100: 4298�

[ 5] � Fen aux P, L e Deley MC, Castaigne S, e t a l. E ffect of all�trans

retino ic acid in new ly diagnosed acu te p rom yelocyt ic leukem ia.

R esults of am u lticen ter random ized study[ J] . B lood, 1993, 82:

3241�

[ 6 ] � Fenaux P, Chastang C, Ch evret S, et al. A random ized com pari�

son of all transret inoic acid ( ATRA) follow ed by chem oth erapy

and ATRA plus chem otherapy and the role ofm a intenan ce thera�

py in new ly d iagnosed acu te p rom yelocytic leukem ia[ J] . B lood,

1999, 94: 1192�

[ 7] � Bu rnett AK, G rimw ade D, Solom on E, et al. present ing wh ite

b lood cel l coun ts and k in et ics of m olecu lar rem ission pred ict

p rognos is in acute prom yelocytic leukem ia treated w ith all�trans

retino ic acid: resu lts of the random ized MRC trial [ J] . B lood,

1999, 93: 4131�

[ 8] � Aandel liF, D iviero D, AvvisatiG, e t al. M olecu lar rem iss ion in

PML /RAR �positive acute prom yelocytic leukem ia by com b ined

al l�trans ret inoic acid and idarub icin ( A IDA ) th erapy [ J ].

B lood, 1999, 90: 1014�

[ 9] � SanzMA, M art in G, Ray�n C, et al. A m od ifiedA IDA protoco l

w ith an th racyclin e�based con sol idation resu lts in h igh an tileuke�

m ic eff icacy and reduced toxicity in n ew ly d iagnosed PML /

RAR �posit ive acu te p rom yelocyt ic leukem ia[ J] . B lood, 1999,

94: 3015�

[ 10] � L engfelder E, Reichert A, Schoch C, et al. E ffects in patients

w ith new ly diagnosed acute p rom yelocyt ic leukem ia[ J ]. Leuke�

m ia, 2000, 14: 1362�

[ 11] � 陈仁彪,孙岳平. 细胞与分子生物学基础 [M ] . 第 2版. 上

海:上海科学技术出版社, 2003: 147�

[ 12] � 杜� 冰,朱道银,唐恩洁. 小剂量阿糖胞苷体外诱导HL�60细胞凋

亡的作用 [ J]. 重庆大学学报 (自然科学版 ) , 2004, 27: 145�

[ 13] � 喻春钊,吴丰华,余 � 源,等. C am ptothecin ( CPT) 和 C ytosine

arab inos ide ( Ara�C ) 联合应用对 MOL T�4细胞株周期特异性

凋亡的影响 [ J] . 肿瘤, 2004, 24: 349

[收稿日期 ] � 2009�12�11

[修回日期 ] � 2010�01�11

273

药学实践杂志 � 2010年 7月 25日第 28卷第 4期

Journal o f Pharm aceutical Practice, Vo.l 28, No. 4, Ju ly 25, 2010


