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［摘　要］　目的　探讨川芎嗪（ＴＭＰ）联合三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）对人急性早幼粒细胞白血病（ＡＰＬ）细胞株 ＨＬ－６０增殖的影响

及其治疗ＡＰＬ的作用机制。 方法　采用 ＨＬ－６０和脐带内皮细胞系ＥＣＶ－３０４两种细胞株，分为空白组、ＴＭＰ组、Ａｓ２Ｏ３ 组、

ＴＭＰ＋Ａｓ２Ｏ３ 组，每组设４个复孔，经ＴＭＰ单独或联合Ａｓ２Ｏ３ 作用后，应用噻唑蓝（ＭＴＴ）实验测定 ＨＬ－６０细胞增殖变化；

检测 ＨＬ－６０细胞血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡ和蛋白表达；台盼蓝染色计数绘制ＥＣＶ－３０４细胞生长曲线；流式细胞仪

检测ＥＣＶ－３０４细胞早期凋亡率；倒置显微镜观察ＥＣＶ－３０４细胞贴壁情况。 结果　ＴＭＰ能明显抑制 ＨＬ－６０、ＥＣＶ－３０４细胞

增殖，且能加强Ａｓ２Ｏ３ 抑制增殖的作用；ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ和蛋白表达在ＴＭＰ与Ａｓ２Ｏ３ 联合处理后明显减少；ＴＭＰ与Ａｓ２Ｏ３ 均

能诱导ＥＣＶ－３０４细胞早期凋亡，降低细胞贴壁能力，联合作用后效果均明显增强。 结论　ＴＭＰ联合 Ａｓ２Ｏ３ 抑制 ＡＰＬ　ＨＬ－
６０细胞增殖作用增强，抗血管新生是其治疗ＡＰＬ的可能机制。

［关键词］　川芎嗪；急性早幼粒细胞白血病；细胞增殖；ＨＬ－６０细胞；抗血管新生；三氧化二砷
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　　三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）可使初治的急性早幼粒细
胞白血病（ａｃｕｔｅ　ｐｒｏｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃ　ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＰＬ）患
者有较高的完全缓解率，对全反式甲酸（ＡＴＲＡ）耐
受的复发患者也有良好的治疗作用［１］。Ａｓ２Ｏ３ 治疗

ＡＰＬ的疗效具有浓度依赖性，致副作用凸显，为了
克服该问题，减毒增敏剂应运而生。目前，研究较多
的减毒增敏剂有蛋白酶体抑制剂、细胞因子及中药
提取物如丹参酮、鼠尾草酸、人参皂苷［２］等，而中药

川芎嗪（Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ，ＴＭＰ）是从川芎根茎
中提取的有效成分，其逆转肿瘤多药耐药及抗白血
病细胞增殖作用已在许多研究中得到证实［３］。本实
验观察ＴＭＰ联合Ａｓ２Ｏ３ 对ＡＰＬ细胞株 ＨＬ－６０细
胞的杀伤作用，并探讨其机制。

１　材料与方法

１．１　细胞株、细胞培养及主要试剂

ＨＬ－６０细胞、ＥＣＶ－３０４细胞 （重庆医科大学儿
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科研究所传代保存），Ｔｒｉｚｏｌ和逆转录ＰＣＲ其他相
关试剂（ＴａＫａＲａ公司，日本），流式细胞仪（ＢＤ公
司，美国）。ＨＬ－６０培养在含１０％优级胎牛血清、

１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００Ｕ／ｍｌ链霉素、ｐＨ７．４的 ＲＰ－
ＭＩ１６４０培养基中，ＥＣＶ－３０４培养在ＤＭＥＭ 高糖培
养基中。置于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱内。

１．２　药物
盐酸ＴＭＰ注射液，上海现代哈森药业有限公

司生产，批号１００９０５２。注射用Ａｓ２Ｏ３，北京双鹭药
业股份有限公司生产，批号２０１１０４０１。

１．３　细胞增殖活性测定

１．３．１　ＴＭＰ对 ＨＬ－６０细胞增殖活性的影响　实
验组加入用ＲＰＭＩ　１６４０完全培养基稀释的不同浓
度的 ＴＭＰ液，终浓度分别为１００、２００、３００、４００、

６００、８００、１　０００μｇ／ｍｌ；正常组和空白组加入 ＲＰＭＩ
１６４０。每组设４个复孔。分别于２４ｈ、４８ｈ、６０ｈ、７２ｈ
加入 ＭＴＴ。培养４ｈ后加入１５０μｌ　ＤＭＳＯ。酶标仪

６３０ｎｍ波长测定其吸光值（ｏｐｔｉｃａｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ），计
算细胞生长抑制率。生长抑制率＝（正常组 ＯＤ６３０
值－实验组 ＯＤ６３０值）／（正常组 ＯＤ６３０值－空白组

ＯＤ６３０值）。

１．３．２　ＴＭＰ联合Ａｓ２Ｏ３ 对 ＨＬ－６０细胞增殖活性
的影响　ＴＭＰ（终浓度１　０００μｇ／ｍｌ）和（或）Ａｓ２Ｏ３
（终浓度４μｍｏｌ／Ｌ）２００μｌ，接种于９６孔板中，调整细
胞悬液密度为２×１０５／ｍｌ；余同前。

１．４　血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡ表达的检测
收集ＴＭＰ（终浓度１　０００μｇ／ｍｌ）和（或）Ａｓ２Ｏ３

（终浓度４μｍｏｌ／Ｌ）处理７２ｈ的 ＨＬ－６０细胞（约１×
１０７ 个细胞），用ＰＢＳ洗涤１次。Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞
总ＲＮＡ，测纯度及含量。引物序列：Ｆｏｒｗａｒｄ：５＇－
ＧＡＡＧＴＧＧＴＧＡＡＧＴＴＣＡＴＧＧＡＴＧＴＣ－３＇， Ｒｅ－
ｖｅｒｓｅ：５＇－ＣＧＡＴＣＧＴＴＣＴＧＴＡＴＣＡＧＴＣＴＴＣＣ－３＇；
产物为４０８ｂｐ和５４１ｂｐ；退火温度为５５℃。ＰＣＲ扩增
条件：９４℃ 预变性５ｍｉｎ；随后９４℃变性１ｍｉｎ，退火

１ｍｉｎ，７２℃延伸９０ｓ，３５个循环；７２℃ 延伸７ｍｉｎ。设
立β－ａｃｔｉｎ内参。产物经琼脂糖凝胶电泳，紫外照相，
凝胶图像分析，计算目的基因／β－ａｃｔｉｎ比值。

１．５　细胞培养上清ＶＥＧＦ水平的检测

ＴＭＰ（终浓度１　０００μｇ／ｍｌ）和（或）Ａｓ２Ｏ３（终浓
度４μｍｏｌ／Ｌ）培养 ＨＬ－６０细胞２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后，收
获上清，－２０℃保存。采用酶联免疫试剂盒ＥＬＩＳＡ
双夹心法，按试剂盒说明书进行检测。４５０ｎｍ波长
测定其ＯＤ值，绘制浓度与ＯＤ值关系曲线，计算标

本的ＶＥＧＦ浓度。

１．６　细胞培养上清对ＥＣＶ－３０４细胞体外增殖的影响

１．６．１　细胞培养上清的制备　含 ＴＭＰ（终浓度

１　０００μｇ／ｍｌ）和（或）Ａｓ２Ｏ３（终浓度４μｍｏｌ／Ｌ）２００μｌ
的ＲＰＭＩ１６４０培养基５ｍｌ，调整 ＨＬ－６０细胞密度为

１×１０５／ｍｌ，培养２４ｈ后，收获上清，－２０℃保存。

１．６．２　ＥＣＶ－３０４细胞生长抑制率测定 　 消化

ＥＣＶ－３０４细胞呈单个细胞悬液，除ＲＰＭＩ１６４０培养
基做对照外，分别换以用含各组细胞培养上清的体
积分数为 ２５％的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，总体积

５ｍｌ，于加药后２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ取各组细胞，台盼蓝染
色后记数，计算生长抑制率。
生长抑制率＝（阴性对照组活细胞数－实验组

活细胞数）／阴性对照组活细胞数×１００％
１．７　ＥＣＶ－３０４细胞早期凋亡和黏附能力的观察

ＴＭＰ（终浓度１　０００μｇ／ｍｌ）和（或）Ａｓ２Ｏ３（终浓
度４μｍｏｌ／Ｌ）作用ＥＣＶ－３０４细胞７２ｈ后，消化细胞，

ＰＢＳ离心洗涤，按试剂盒使用说明，在细胞悬液中
加入ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ，用流式细胞仪测定 Ａｎｎｅｘ－
ｉｎＶ表达。在已经贴壁８０％的ＥＣＶ－３０４细胞中用

ＴＭＰ（终浓度１　０００μｇ／ｍｌ）和（或）Ａｓ２Ｏ３（终浓度

４μｍｏｌ／Ｌ）处理７２ｈ，观察细胞贴壁情况，倒置显微
镜下摄像。

１．８　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１７．０统计软件进行分析，计量资料

采用（珚ｘ±ｓ）表示，比较采用组间方差分析。

２　结果

２．１　不同浓度ＴＭＰ对 ＨＬ－６０细胞增殖的影响

图１　ＴＭＰ对 ＨＬ－６０细胞的生长抑制作用

图１示，当 ＴＭＰ浓度＜２００μｇ／ｍｌ时，细胞生
长抑制率＜５０％，ＴＭＰ对细胞的生长抑制作用呈剂
量和时间依赖关系，各处理组与正常组相比，差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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２．２　ＴＭＰ联合Ａｓ２Ｏ３ 对 ＨＬ－６０细胞增殖的影响
表１示，ＴＭＰ＋Ａｓ２Ｏ３ 组在４８ｈ、７２ｈ的生长抑

制率均高于ＴＭＰ组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），Ａｓ２Ｏ３
组在２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ的生长抑制率均低于 ＴＭＰ组
（Ｐ＜０．０１）。

表１ＴＭＰ联合Ａｓ２Ｏ３ 对ＨＬ－６０细胞增殖的影响（％，珔ｘ±ｓ）

组别 样本量 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＴＭＰ组 ４　０．７６±０．０１　 ０．７７±０．０１　 ０．７８±０．０２
Ａｓ２Ｏ３组 ４　０．０５±０．０１＊＊０．２８±０．０５＊＊０．５３±０．０３＊＊

ＴＭＰ＋Ａｓ２Ｏ３组 ４　０．７８±０．０１　 ０．８５±０．０２＊ ０．８９±０．０１＊＊

　　注：与ＴＭＰ组同时间点比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１

２．３　ＴＭＰ联合Ａｓ２Ｏ３ 对 ＨＬ－６０细胞表达 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ和蛋白分泌的影响
表２示，各组ＶＥＧＦ水平、ＶＥＧＦ１ｍＲＮＡ相对

灰度值、ＶＥＧＦ２ｍＲＮＡ相对灰度值与空白组比较，
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．４　细胞培养上清对ＥＣＶ－３０４细胞增殖的影响
表３示，ＴＭＰ＋Ａｓ２Ｏ３ 组对 ＥＣＶ－３０４细胞增

殖的影响，随着作用时间延长，抑制率升高。与

ＴＭＰ组比较，ＴＭＰ＋Ａｓ２Ｏ３ 组可显著提高对ＥＣＶ－
３０４细胞增殖的抑制率（Ｐ＜０．０５）。ＴＭＰ＋Ａｓ２Ｏ３
组在７２ｈ的生长抑制率与 Ａｓ２Ｏ３ 组和 ＴＭＰ组相
比，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．５　ＴＭＰ联合Ａｓ２Ｏ３ 诱导ＥＣＶ－３０４细胞凋亡的
作用

用流式细胞仪检测ＥＣＶ－３０４细胞的早期凋亡
率，结果显示ＴＭＰ单独或联合Ａｓ２Ｏ３ 时均可诱导其
早期凋亡，在ＴＭＰ＋Ａｓ２Ｏ３ 组ＥＣＶ－３０４细胞７２ｈ的
早期凋亡率高达４２．３％。表４示，各组ＥＣＶ－３０４细
胞凋亡率与空白组比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。

２．６　ＴＭＰ联合Ａｓ２Ｏ３ 对ＥＣＶ－３０４细胞贴壁的影响
图２示，ＥＣＶ－３０４细胞为贴壁细胞，经ＴＭＰ或

Ａｓ２Ｏ３ 单独处理后，能明显抑制ＥＣＶ－３０４细胞的黏
附能力。空白组贴壁细胞的密度大，细胞触角贴壁

能力强，故触角边缘在镜下观察不明显；而在ＴＭＰ
组和Ａｓ２Ｏ３ 组，贴壁细胞量减少，ＴＭＰ＋Ａｓ２Ｏ３ 组
数量减少更明显，细胞触角贴壁能力也明显减弱，触
角形态镜下完整。

表３　细胞培养上清对ＥＣＶ－３０４细胞增殖的影响（％，珚ｘ±ｓ）

组别 样本量 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＴＭＰ组 ４　 １０．９０±１．３７　 １４．８０±１．２３　２０．１３±２．２４＃

Ａｓ２Ｏ３组 ４　 ４．２７±０．６５　 ７．３０±０．９８　１０．６０±１．６１＃

ＴＭＰ＋ Ａｓ２Ｏ３组 ４　 ２０．６７±１．９１＊ ２６．４０±２．３０＊３４．７７±１．３１＊

　　注：与ＴＭＰ组同时间点比较，＊Ｐ＜０．０５；与ＴＭＰ＋Ａｓ２Ｏ３ 组

同时间点比较，＃Ｐ＜０．０５

表４　ＴＭＰ联合Ａｓ２Ｏ３ 对ＥＣＶ－３０４

　　细胞凋亡率的影响（％，珚ｘ±ｓ）

组别 样本量 凋亡率

空白组 ４　 ６．５４±０．４６
ＴＭＰ组 ４　 ２６．１９±１．５７＊

Ａｓ２Ｏ３组 ４　 ２２．１１±１．６８＊

ＴＭＰ＋ Ａｓ２Ｏ３组 ４　 ４２．２３±１．５８＊

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０１

图２　 ＴＭＰ联合Ａｓ２Ｏ３ 对ＥＣＶ－３０４细胞贴壁能力的影响
（注：Ａ：空白组Ｂ：ＴＭＰ组Ｃ：Ａｓ２Ｏ３ 组Ｄ：ＴＭＰ＋ Ａｓ２Ｏ３ 组）

表２　ＴＭＰ联合Ａｓ２Ｏ３ 对 ＨＬ－６０细胞表达ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ和蛋白分泌的影响（珚ｘ±ｓ）

　　组别 样本量
ＶＥＧＦ１ｍＲＮＡ
相对灰度值（％）

ＶＥＧＦ２ｍＲＮＡ
相对灰度值（％）

ＶＥＧＦ水平（ｐｇ／ｍｌ）

空白组 ４　 ５２．７１±２．３０　 ９０．３５±２．５５　 ８２９．９１±７１．７７
ＴＭＰ组 ４　 ４５．７２±１．５５＊ ６３．４１±２．１２＊ ４８５．２８±２８．２５＊

Ａｓ２Ｏ３组 ４　 ２２．４５±３．１４＊ ３８．３７±３．０６＊ ４２９．３９±３０．０１＊

ＴＭＰ＋Ａｓ２Ｏ３组 ４　 １３．５０±１．７９＊ １８．７４±２．０５＊ １８１．２５±１７．２４＊

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０１
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３　讨论

Ａｓ２Ｏ３ 能抑制ＨＬ－６０细胞增殖，但它治疗ＡＰＬ
引起的急性副反应，以及蓄积导致的慢性不良反应
仍是临床难题，故减毒增敏剂的应用不可或缺。本
研究发现，ＴＭＰ能抑制 ＨＬ－６０细胞增殖，呈剂量和
时间依赖性，且能加强Ａｓ２Ｏ３ 抑制ＨＬ－６０细胞增殖
的作用。盐酸 ＴＭＰ注射液投入临床使用已２０多
年，使用途径多样，剂量自４０ｍｇ至２　０００ｍｇ，鲜有不
良反应发生，安全范围大［４］。ＴＭＰ有希望作为减毒
增敏剂在与Ａｓ２Ｏ３ 联合治疗ＡＰＬ中发挥作用。
抗血管新生是ＴＭＰ联合 Ａｓ２Ｏ３ 治疗 ＡＰＬ的

机制之一。血管新生是指在原有血管基础上形成新
的微小血管，抗血管新生治疗可通过阻断肿瘤细胞
血供，有效阻止肿瘤的生长和转移。恶性血液病也
存在血管新生亢进现象，在众多调节血管生成的因
子中只有ＶＥＧＦ与微小血管密度（ｍｉｒｃｏｖｅｓｓｅｌ　ｄｅｎ－
ｓｉｔｙ，ＭＶＤ）相关［５］。ＶＥＧＦ参与ＡＰＬ发生、影响疗
效及预后的机制包括自分泌和旁分泌途径。自分泌
途径即白血病细胞分泌 ＶＥＧＦ与自身细胞膜上受
体Ｆｌｔ－１结合，抵抗凋亡。我们以 ＨＬ－６０细胞为研
究对象，结果证实，ＴＭＰ与 Ａｓ２Ｏ３ 联合作用后，

ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ的合成和蛋白分泌都受到明显抑制，
说明两者通过自分泌途径抑制血管新生，发挥抗肿
瘤效应。旁分泌途径即 ＶＥＧＦ可以高效特异性地
作用于血管内皮细胞 ＫＤＲ受体，促进内皮细胞增
殖。我们以 ＥＣＶ－３０４细胞作为研究对象，结果显
示，ＴＭＰ与Ａｓ２Ｏ３ 均能诱导ＥＣＶ－３０４细胞早期凋
亡，降低细胞贴壁能力。ＴＭＰ和Ａｓ２Ｏ３ 联合应用，
作用明显增强，提示两者可以通过阻断内皮细胞的
增殖与转移，打断白血病细胞和内皮细胞之间交互
刺激链。
白血病属于中医“髓劳”、“癥积”等病范畴，血瘀

证候起着重要作用，故活血化瘀法常应用于白血病
治疗［６］。川芎味辛，性温，归肝、胆、心包经，功效为
活血行气、祛风止痛。然而活血化瘀药究竟是抑制
还是加速血管新生，是目前尚有争议的问题。本实
验证实，ＴＭＰ可以抑制ＶＥＧＦ介导的血管新生，抑
制白血病细胞增殖，ＴＭＰ活血行气功能与抗肿瘤作
用并不矛盾。
综上所述，本研究从ＶＥＧＦ自分泌和旁分泌两

个途径着手，初步证实了抗血管新生是 ＴＭＰ单独
或联合 Ａｓ２Ｏ３ 治疗 ＡＰＬ的机制，但还有待进一步
研究。联合应用增强抑制增殖作用，使 ＴＭＰ有望
成为 Ａｓ２Ｏ３ 临床应用的减毒增敏剂，达到拓宽

Ａｓ２Ｏ３ 临床应用的目的。
致谢：本研究得到儿童发育疾病研究省部共建教育部重

点实验室、儿科学重庆市重点实验室、重庆市（儿童发育重大

疾病诊治与预防）国际科技合作基地的支持，特此致谢！
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