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番荔枝内酯类聚醚类似物 AA005 抗白血病细胞体外
增殖效应及其可能的机制
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摘要 本研究探讨番荔枝内酯类聚醚类似物 AA005 广泛的体外抗白血病细胞增殖效应及对急性早幼粒白血病
细胞系 NB4 的可能作用机制。采用 CCK-8 试剂盒检测 AA005 对多种白血病细胞系增殖的影响; 台盼蓝染色法检
测细胞活率的改变; 瑞氏染色后显微镜观察 NB4 细胞形态学结构的变化; 流式细胞术分析细胞死亡形式; Western
Blot检测 caspase-3 的活化情况及其底物 PARP-1 的剪切情况; 流式细胞术检测低浓度 AA005( ＜ 200 nmol /L ) 对细
胞周期的影响。结果表明，高浓度 AA005( ＞ 200 nmol /L) 能够抑制多种白血病细胞的增殖，呈浓度依赖性; 不同浓
度的 AA005 作用于 NB4、U937、K562 白血病细胞 48 h后，绝大多数细胞死亡; 以 NB4 细胞为例，AA005 作用后出
现类似凋亡形态特征; AA005 几乎可同时诱导细胞发生早期凋亡及晚期凋亡; AA005 诱导细胞死亡过程中仅有微
弱的 caspase-3 活化及其底物 PARP-1 的剪切，caspase 广谱抑制剂 Z-VAD-fmk 不能抑制 AA005 所致的细胞死亡;
非毒性浓度的 AA005( ＜ 200 nmol /L) 引起细胞 G2 /M 期阻滞。结论: 番荔枝内酯类聚醚类似物 AA005 具有广泛
的抗白血病细胞增殖效应，其机制可能与 AA005 诱导白血病细胞死亡及引起细胞 G2 /M 期阻滞有关。
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Abstract This study was aimed to investigate the biological behavior of annonaceous acetogenin mimic AA005 in
various kinds of leukemia cells and further elaborated its possible mechanisms in acute promyelocytic leukemia ( APL )
cell line NB4． The proliferative inhibition of leukemia cells was measured by CCK-8 method． Cell death was determined
by trypan blue． Cell morphological features of NB4 treated with AA005 were examined by microscopy after Wright' s
staining． The form of cell death was measured by flow cytometry． Proteins PARP-1 and caspase-3 were detected by
Western blot． Flow cytometry was used to detect the cell cycle arrest induced by AA005 of low concentration． The
results showed that AA005 ( ＞ 200 nmol /L ) significantly inhibited proliferation of all tested leukemia cell lines in a
concentration-dependent manner． The vast majority of cells went to die after leukemia cell lines of NB4，U937 and K562
were treated with different concentration of AA005 for 48 h． Typical morphologic changes significantly appeared in NB4
cells after AA005 treatment． AA005 almost simultaneously induced early apoptosis and late apoptosis． The little cleavage
of PARP-1 and activation of caspase-3 happened in AA005-induced cell death，and caspase-3 inhibitor Z-VAD-fmk could
not block the cell death． The non-toxic concentrations of AA005 ( ＜ 200 nmol /L) caused NB4 cells G2 /M-phase arrest．
It is concluded that annonaceous acetogenin mimic AA005 induces significant proliferative inhibition of various leukemia
cell lines in a concentration-dependent manner，which may be associated with cell death and G2 /M-phase arrest induced
by AA005．
Key words annonaceous acetogenin mimic AA005; acute promyelocytic leukemia; cell proliferation; cell death;
cell cycle
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造血系统肿瘤白血病是指造血过程中骨髓中的

造血干 /祖细胞不能正常分化为外周血中成熟的血
细胞，是造血系统调控发生紊乱导致造血细胞增殖

失控、分化受阻和 ( 或) 凋亡障碍产生的恶性疾
病［1］。急性早幼粒细胞白血病( acute promyelocytic
leukemia，APL ) 是髓细胞白血病的一种，由于携带
特异性的 t ( 15; 17 ) 染色体易位，产生 PML-RARα
融合蛋白质，通过与一些转录抑制子相互作用，显性

负抑制野生型的 PML 和 RARα 蛋白质的功能［2］，
促使细胞停留在相对幼稚的早幼粒细胞阶段，不能

向成熟血细胞分化，导致白血病的发生［3］。传统治
疗白血病的细胞毒化疗、放疗等手段主要是通过化
学或物理的方法抑制白血病细胞的增殖，诱导细胞

的凋亡。20 世纪 80 年代中期我国学者首次采用全
反式维甲酸( all-trans retinoic acid，ATRA) 通过诱导
白血病细胞分化有效地治疗 APL 患者［4］。然而，在
临床 APL 患者经 ATRA 治疗后经常由于耐药而复
发。所以发现新的治疗药物或者 ATRA 的辅助药
物显得尤为重要。番荔枝内酯是从番荔枝科植物中
分离得到的一类具有广谱生理活性的天然化合物，

具有广泛的抗肿瘤活性［5］。番荔枝内酯类聚醚类
似物( annonaceous acetogenin mimic) AA005 的结构
综合了天然产物( 例如 bullatacin) 和以前报道的多
种化合物的优点，其活性比天然的番荔枝内酯类化

合物分子高 5 倍以上，并且具有良好的选择性抗肿
瘤活性，对正常细胞损伤小［6，7］。在此基础上，本研
究探讨 AA005 对多种白血病细胞系的毒性效应，并
分析其可能的作用机制，为其潜在的临床医用提供

借鉴。

材料和方法

主要试剂及仪器

胎牛血清 ( Gibco，美国) ; RPMI 1640 培养基
( Sigma，美国) ; NSC606985 ( 美国国立癌症研究院
抗癌药物筛选标准药剂数据库提供) ; 活化 caspase-
3，PARP 抗体 ( Santa Cruz，美国) ; β-actin 抗体
( Oncogene，美国) ; HRP 偶联的二抗 ( DAKO，丹
麦) ; HRP-显色试剂盒 ( Pierce，美国) ; ApoAlert
Annexin-Ⅴ kit( BD Biosciences，美国) ; caspase-3 特
异抑制剂 Z-VAD-fmk ( Sigma，美国) 。化合物
AA005 由中国科学院上海有机化学研究所姚祝军
研究员课题组提供。流式细胞仪 ( BD FACSCa-
libur，美国) ; CO2 培养箱( Thermo，美国) ; 超净工
作台( Thermo，美国) ; 倒置相差显微镜( Nikon，日

本) ; SDS-PAGE凝胶电泳及转移装置均为 Bio-Rad
公司( 美国) 产品;

细胞培养

本研究采用的人的白血病细胞系包括急性早幼粒白

血病细胞株 NB4、急性单核性白血病细胞株 U937
和急性粒细胞白血病部分分化型细胞株 Kasumi-1、
慢性髓系白血病细胞株 K562、急性粒细胞白血病细
胞株 HL-60、急性 T 淋巴细胞白血病细胞株 Jurkat。
这些细胞每日接种于含 10%胎牛血清、100 U /ml青
霉素，100 μg /ml 链霉素和 2 mmol /L 谷氨酰胺的
RPMI 1640 或 DMEM 中，于 37℃、5% CO2、饱和湿
度培养箱中培养，每天换液，保证一定的细胞浓度。
根据实验需要加入适量的药物。

细胞增殖的 CCK-8 法检测
使用 CCK-8 试剂盒检测细胞增殖能力。每孔接种
5 000 － 10 000个细胞，按实验需要加入适量药物刺
激。细胞培养一定时间后，每孔加入 10 μl CCK-8
试剂，37℃孵育 0． 5 － 4 h 后酶标仪检测 450 nm 波
长处测定吸光度，计算药物对细胞增殖的抑制率。

细胞死亡率的台盼蓝染色法检测

取细胞悬液与 0． 4%台盼蓝溶液以 9∶ 1 均匀混合，
在 3 min内用计数板分别计数活细胞和死细胞，再
根据公式计算细胞死亡率。

细胞凋亡的流式细胞术检测

使用 ApoAlert Annexin-Ⅴ kit 检测细胞凋亡。收集
2 × 105 细胞，用 PBS 洗 2 次，加入 200 μl 1 ×结合缓
冲液重悬细胞，再加 2． 5 μl Annexin-Ⅴ和 5 μl 碘化
丙啶( propidium iodine，PI) ，室温避光孵育 15 min，
再加 300 μl 1 ×结合缓冲液上流式细胞仪检测。

Caspase 3 活化的Western blot 检测
蛋白裂解液与 2 ×上样缓冲液( 100 mmol /L Tris，
4% SDS，0． 2%溴酚蓝，20%甘油和 5% β 巯基乙
醇) 等量混合，100℃加热 5 min，定量后上样于 8%
－15% SDS-PAGE 凝胶进行电泳，常规转膜，再用
5%脱脂奶粉( TBS 配制) 室温封闭 1 h后，与一抗室
温孵育 2 h或 4℃孵育过夜，经 TBS 充分洗涤后，与
相应的 HRP标记的二抗室温孵育 1 h，经 TBS 洗 3
遍后用 HRP-显色试剂显色并曝光于 X 光片上。

细胞周期分析

收集 2 × 106 细胞，用 PBS 洗 1 遍，离心，细胞沉淀用
75%乙醇于 － 20℃固定过夜。固定后的细胞用 PBS
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洗 2 遍，离心，弃去 PBS，用 100 μl PBS 将细胞重
悬，然后用 100 mg /ml RNase A ( 溶解于 pH 7． 4 的
Tris-HCl 缓冲液) 消化 30 min。消化完成后标记 25
μg /ml的 PI，室温孵育 20 min，加入 400 μl PBS 将细
胞重悬后，用流式细胞仪检测细胞内 DNA 含量并将
随机收集的10 000个细胞的数值进行统计分析。

统计学处理

相关实验数据用单因素方差和 t-检验进行统计学分
析，P ＜ 0． 05 为差异具有统计学显著性。

结 果

AA005 抑制白血病细胞增殖
选用不同浓度 AA005 处理多株白血病细胞系 NB4、
U937、K562、Kasumi-1、HL-60、Jurkat。CCK-8 法检
测结果表明，AA005 0． 2、1、5、25 μmol /L 作用于白
血病细胞 48 h后，对白血病细胞具有广泛的增殖抑
制效应，呈浓度依赖性，尤其是对急性早幼粒白血病

细胞系 NB4 细胞作用最为显著( 图 1) 。

Figure 1． Inhibitory effect of AA005 ( 48 h ) on
different leukemia cell lines detected by CCK-8
method．

AA005 诱导白血病细胞死亡
为了明确 AA005 抑制白血病细胞增殖的原因，进一
步采用 CCK-8 法、台盼蓝染色、形态学观察、流式细
胞术等方法进行检测分析。在上述实验的基础上，
选择代表性的 U937、NB4、K562 白血病细胞系，经
不同浓度 AA005 处理后用 CCK-8 试剂盒检测细胞
增殖抑制率，并与台盼蓝染色法检测细胞死亡率进

行对比。结果表明，AA005 对白血病细胞的增殖抑
制效应部分由 AA005 诱导细胞死亡所致( 图 2) 。

AA005 诱导 NB4 细胞死亡特征
采用急性早幼粒白血病细胞系 NB4 作为细胞模
型，用1 μmol /L AA005，20 μmol /L NSC606985［8］

Figure 2． Death in NB4，U937，K562 leukemia cells
induced by AA005 for 48 h． A : NB4 cells． B: U937
cells． C: K562 cells． * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01．

( caspase依赖的细胞凋亡诱导剂) 处理细胞后，瑞氏
染色，显微镜观察。结果发现，AA005 诱导的细胞
死亡形态类似于 NSC606985 诱导的细胞凋亡形态，
如胞浆内出现小空泡，但细胞膜完整，晚期会出现凋

亡小体、核碎裂等( 图 3A ) 。用不同浓度 AA005 处
理 NB4 细胞 48 h 后，Annexin-Ⅴ及 PI 染料双标细
胞，流式细胞术分析细胞死亡情况。如图 3B 所示，
0，0． 2，1，5 μmol /L AA005 处理细胞后早期凋亡细
胞 ( Annexin-Ⅴ + / PI － ) 分别为 2． 85%，3． 83%，

Figure 3． Death of NB4 cells induced by AA005． A :
cell morphological features of NB4 examined by microscopy
after Wright' s staining． B: cell death measured by flow
cytometry． C: proteins PARP-1 and caspase-3 detected by
Western blot．
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21． 92%，27． 72%，晚期凋亡细胞( Annexin-Ⅴ + /
PI + ) 分别为 3． 37%，5． 91%，44． 84%和 43． 19%。

Caspase-3 抑制剂对细胞死亡的影响
Western blot 分析 caspase-3 的活化结果显示 ( 图
3C) ，AA005 1 μmol /L 作用于 NB4 细胞 24 h 后可
以检测到 caspase-3 微弱的剪切条带，相应地也出现
了底物 PARP-1 的剪切，表明 caspase-3 已开始活化。
随后，AA005 处理 36 和 48 h 的细胞蛋白也显示了
caspase-3 活化程度随细胞死亡过程的发展而加强。
但直到 AA005 作用细胞 48 h ( 此时细胞死亡率约
60% ) ，与 NSC606985 阳性对照组( 细胞死亡率约
60% ) 相比，也只有少量 caspase-3 活化。进一步地，
在反应体系中加入 caspase-3 的广谱抑制剂 Z-VAD-
fmk 处 理 NB4 细 胞 后，再 分 别 用 AA005 和
NSC606985 诱导细胞死亡。流式细胞仪检测结果
显示，Z-VAD-fmk 不能抑制 AA005 诱导的细胞死
亡，但几乎可以完全抑制 NSC606985 诱导的细胞死
亡( 图 4) 。

Figure 4． Cell death measured by flow cytometry
after AA005 and NSC606985 treatment without or
with Z-VAD-fmk．

非毒性浓度的 AA005 对细胞周期的作用
AA005 对白血病细胞的增殖抑制效应部分由其诱
导细胞死亡而引起，但并不是全部。200 nmol /L
AA005 处理 3 种白血病细胞系 U937、NB4，K562，
生长抑制率分别为 39%，61%和 33%，而细胞死亡
率仅为 13%，34%和 11%。低浓度( 12． 5，25，50，
100，200 nmol /L ) 的 AA005 单独作用 NB4 细胞后，
用 CCK-8 法检测细胞生长抑制率( 图 5A ) ，台盼蓝
染色法检测细胞活率( 图 5B ) ，可以看到，AA005 处
理组的细胞从第 2 天就发生了明显的增殖抑制。从

中选取具有明显增殖抑制效应的 50 和 100 nmol /L
AA005 作为非毒性浓度处理 NB4 细胞 2 d，检测细
胞周期的结果表明，低浓度 AA005 抑制细胞增殖与
细胞周期的改变密切相关，与对照组相比，AA005
处理的细胞在第 2 天 G1 期细胞明显减少，而 S 期、
G2 /M 期细胞增多( 图 6 ) ，这说明低浓度的 AA005
诱导 NB4 细胞发生了 G2 /M 期阻滞。

Figure 5． Proliferative inhibition and viability of
NB4 cells after treatment with AA005 in low
concentration． A : the proliferative inhibition of NB4 cells
measured by CCK-8 assay． B: the cell viability measured by
trypan blue assay．

Figure 6． Changes of ce ll cycle in NB4 cells treated
with AA005 in non-toxic concentrations．

讨 论

迄今为止，已发现番荔枝内酯类化合物 400 余种，它
们大都具有显著的抗肿瘤活性及强细胞毒性［5］，并

且有报道称其可能是通过抑制哺乳动物线粒体中
NADH-泛醌-氧化还原酶( 线粒体复合体Ⅰ) 的活性
而发挥作用［9］。中国科学院有机化学研究所姚祝
军研究员课题组在过去几年里成功合成了一系列番

荔枝内酯类化合物分子的类似物，其中 AA005 的结
构综合了天然产物的优势，合成更简单并且抗肿瘤
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活性显著优于其它类似物［7］。目前，有研究报道，
AA005 能够选择性诱导胃癌细胞的死亡，但细胞死
亡的机制和作用靶标尚不明确［10］。
本研究首次在体外实验中证实了 AA005 对白

血病细胞具有广泛而明显地抑制增殖效应，并且该

抑制效应呈浓度依赖性，其中尤其对急性早幼粒白

血病细胞系 NB4 药效最为显著。以 NB4 细胞为模
型，进一步探讨 AA005 抗白血病细胞增殖效应的机
制，发现相对高浓度( ≥1 μmol /L ) 的 AA005 处理
48 h后，能够显著诱导 NB4 细胞死亡( 细胞死亡率
约 60% ) 。形态学观察表明，AA005 诱导的细胞死
亡形态与典型细胞凋亡诱导剂 NSC606985 处理后
的死亡形态类似，如胞浆内出现小空泡，但细胞膜完

整，晚期会出现凋亡小体、核碎裂等。然而 Annexin-
Ⅴ及 PI染料双标记，流式细胞术检测细胞死亡情况
显示，AA005 几乎可同时诱导细胞发生早期凋亡及
晚期凋亡，并未出现明显的细胞由早期凋亡向晚期

凋亡的转变。
Caspase在凋亡的执行过程中起着必不可少的

作用，细胞凋亡的过程实际上是 caspase不可逆有限
水解底物的级联放大反应过程［11，12］。凋亡启动阶
段，caspase-8，caspase-10，caspase-9 通过 adaptor 被
募集到特定的起始活化复合体，形成同源二聚体构

象改变，导致同源分子之间的酶切而自身活化，即开

启细胞内的死亡程序; 通过异源活化方式水解下游
caspase，包括 caspase-3，caspase-6，caspase-7，将死亡
信号向下传递，同时将凋亡信号放大［13］。为了更进
一步明确 AA005 诱导的细胞死亡方式，对细胞凋亡
中关键的执行者 caspase-3 做了检测。Western blot
分析结果显示，在 AA005 诱导 NB4 细胞死亡过程
中，只有少量 caspase-3 的活化，提示 AA005 诱导的
细胞死亡过程中 caspase-3 并未发挥关键作用，其很
可能启动了一种 caspase-3 非依赖的细胞死亡途径，
caspase-3 广谱抑制剂 Z-VAD-fmk对 AA005 的抗白
血病细胞效应无影响，这为我们的观点提供了证据。
进一步探讨低浓度( ＜ 200 nmol /L ) AA005 对细胞
周期的影响结果表明，低浓度的 AA005 诱导 NB4
细胞发生 G2 /M 期阻滞。
目前治疗白血病的方法大都缺乏特异性，对正

常细胞也产生杀伤效应，导致机体出现严重的不良

反应。不仅如此，最新的研究成果表明，导致白血病
细胞恶性增殖的罪魁祸首可能来自于具有自我更新

能力的白血病干细胞，而这些细胞具有非常强的耐

药、耐放射线等特性，导致白血病患者在化疗放疗得
到完全缓解后仍复发，且复发率相当高［14，15］，所以

寻找新的小分子以实现治愈白血病的目标显得极为

重要。本研究发现 AA005 具有广泛而明显地抗白
血病细胞增殖效应，高浓度 AA005 诱导细胞死亡，
低浓度引起细胞 G2 /M 期阻滞，为以后研究 AA005
诱导白血病细胞死亡的具体机制及作用靶标提供了

实验依据，同时也为 AA005 的潜在临床医用提供了
借鉴。
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