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酌-生育三烯酚联合亚砷酸对急性早幼粒细胞NB4生长的抑制作用及机制 *
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摘要 目的：研究酌-生育三烯酚联合亚砷酸对急性早幼粒细胞 NB4生长的抑制作用及可能的分子机制。方法：采用 CCK-8、细胞

周期实验检测细胞增殖、利用激光共聚焦显微镜、Annexin V/PI染色、Caspase活性检测、Western Blot等方法测定细胞凋亡。采用

1 滋mol/L ATO及不同浓度(0、15、30、45 滋mol/L)的 酌-生育三烯酚处理 NB4细胞 24、48和 72小时，通过 CCK-8检测细胞的增殖

情况，流式细胞术、激光共聚焦显微镜检测细胞周期和凋亡情况，检测 Caspase3，8，9的活性，Western Blot检测细胞中 c-cas-

pase-3、Bcl-2和 survivin的蛋白表达。结果：酌-生育三烯酚联合亚砷酸显著抑制 NB4细胞增殖(P<0.01)，且随着作用时间延长和 酌-
生育三烯酚浓度的增加，其增殖抑制作用增强；细胞周期阻滞在 S期，S期的比例由 38.21%± 2.99上升到 50.31%± 5.03；酌-生育
三烯酚联合亚砷酸诱导 NB4细胞凋亡，1 滋mol/L ATO联合 15、30 滋mol/L的 酌-生育三烯酚处理 48h后，细胞活率分别为 82.27%

± 3.16、66.97% ± 3.17、12.63% ± 2.66；1 滋mol/L ATO联合 30 滋mol/L的 酌-生育三烯酚处理后，NB4细胞 caspase-3，-8，-9的活性

均较 ATO单独用药组显著增高，c-caspase-3表达增高而 Bcl-2和 survivin蛋白的表达无明显变化。结论：生育三烯酚联合亚砷酸

对急性早幼粒细胞 NB4的生长具有抑制作用，此作用可能与抑制增殖并诱导凋亡相关，其作用靶点可能与促进 Cas- pase诱导的

凋亡有关。
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Inhibitory Effect and Mechanism of 酌-tocotrienol in Combination with
Arsenic Trioxide on the Growth of Acute Promyelocytic Leukimia Cell Line

NB4*

To evaluate the inhibitory effect and possible mechanism of 酌-tocotrienol in combination with ATO on the

acute promyelocytic leukimia cell line NB4. NB4 cells were treated with 1 滋mol/L ATO in combination with different concen-

trations of 酌-tocotrienol (15, 30and45 滋mol/L) for 24, 48, 72h respectively. The proliferation of NB4 cells were tested by CCK-8 assay.

Flow cytometry and Confocal microscopy were used to evaluate the cell cycle and apoptosis of 酌-tocotrienol in combination with ATO

on NB4 cells. The activity of Caspase3, 8, 9 and the protein expression of c-caspase-3, Bcl-2 and survivin were evaluated by Western

Blot. ATO in combination with different concentrations of 酌-tocotrienol significantly suppressed proliferation on NB4 cells. The
cell cycle arrested at the S phase, The proportion at the S phase from 38.21 %± 2.99 to 50.31%± 5.03 compared with 1 滋mol/L ATO treated

cells. Various apoptotic assessment assays have shown that combination of ATO and 酌-tocotrienol significantly induced apoptosis in a

dose-dependent manner in NB4 cells.The cell viability was 82.27%± 3.16, 66.97%± 3.17, 12.63%± 2.66 in NB4 cells treated with 1

滋mol/L ATO and in combination with 15, 30 滋mol/L 酌-tocotrienol for 48 h, respectively. In addition, caspase activity assay and western
blot have shown that ATO + 酌-tocotrienol induced apoptosis in NB4 cells by activation of caspase-3,-8, and-9. However, 酌-tocotrienol
had no signi覱cant effect on Bcl-2 and survivin expression. These data suggest that 酌-tocotrienol as a poten- tial, new support

treatment for the APL patients. Moreover, caspase-3 could be a promising target for 酌-tocotrienol in an effective method of chemopreven-
tion and chemotherapy in APL patients.
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前言

急性早幼粒细胞白血病 (Acute Promyelocytic Leukemia，

APL)是以 t(15；17)和融合基因 PML-RARA为诊断依据、显著

的致死性出血为临床特征的一种特殊的急性髓系白血病。亚砷

酸(Arsenic trioxide，ATO)作为治疗 APL的临床一线药物取得

了良好的治疗效果。但亚砷酸作为传统的毒性药物，其临床应

用的不良反应引起了人们的普遍关注。如何降低亚砷酸的不良

反应，增加其疗效，是亚砷酸临床应用的关键因素。

生育三稀酚(Tocotrienols，T3)是维生素 E的一个亚族，与

生育酚(Tocopherols，Tp)的区别在于生育三稀酚尾链上有三个

不饱和键，这决定了生育三烯酚的生物活性优于生育酚。生育

三烯酚富含于大米麸皮，棕榈油中[1]，具有潜在的抗肿瘤作用。

研究显示生育三烯酚单体和富含生育三稀酚的棕榈油对不同

种系来源(人、鼠)和不同组织来源的肿瘤细胞(包括肝癌，乳腺

癌、宫颈癌、胃癌、结肠癌、前列腺癌等)均有抑制增殖和诱导凋

亡的作用[2-9]，且对正常组织上皮细胞无明显毒副作用。此外，生

育三烯酚还表现出降低胆固醇和神经保护的特性。

本研究以 APL细胞株 NB4细胞为离体实验模型，研究酌-
生育三烯酚联合亚砷酸对其增殖的抑制作用并初步探讨其分

子机制，以期为天然抗肿瘤药物的开发和应用提供参考依据，

为富含生育三稀酚食物资源的开发和利用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 酌-生育三稀酚(Cayman)、亚砷酸(伊泰达)、凋亡

检测试剂盒(BD)，细胞周期检测试剂盒(BD)、CCK-8试剂(日本

同仁)、半胱氨酸 -天冬氨酸特异性蛋白酶 (cysteinyl aspartate

specific proteinase，caspase）活性检测试剂盒 (碧云天 )、Cas-

pase-3 抗体 (Cell Signaling)、B 淋巴细胞瘤 -2 （B-cell lym-

phoma-2，Bcl-2）抗体 (Cell Signaling)、生存素（survivin）抗体

(Cell Signaling)。

1.1.2 细胞 急性早幼粒白血病细胞株 NB4由哈尔滨医科大

学附属第一医院血液实验室提供，该细胞在含 1%青链霉素、

10%胎牛血清 RPMI 1640( Gibco公司)培养液中，于 37℃ 5%

CO2培养箱中培养、传代。

1.2 方法

1.2.1 细胞生长曲线测定 取 NB4细胞，用含 10%胎牛血清

的 RPMI1640培养液配成 5× 104个 /mL的细胞悬液，接种至

96孔板中，每孔 5× 103个细胞，培养过夜，更换浓度 1 滋mol/L
ATO及浓度分别为 0、15、30、45、60 滋mol/L的酌-生育三烯酚
的培养液，每个剂量组设 5个平行孔，另设乙醇溶剂对照组和

空白组，置 37℃ 5% CO2培养箱中培养 24、48和 72h后，每孔

加入 CCK-8溶液 10 滋L，在相同条件下继续培养 2 h，用酶标仪

(450 nm)测定各孔的吸光度(OD)值。

1.2.2 细胞周期测定 NB4细胞接种至 24孔板中，每孔 1×

105 个细胞，1 滋mol/L ATO 联合 酌- 生育三烯酚 (0、15、30

滋mol/L) 处理细胞 48 h 后，收集 NB4 细胞，磷酸盐缓冲液

（phosphate buffered solution, PBS）洗涤并收集于 Eppendorf管

中。加入 100 滋L的 PBS，使细胞悬浮，并将其快速加入到 1 mL

预冷的 70%乙醇中，于 4℃固定过夜。PBS洗涤，加 800 滋L

PBS使细胞重悬。加入 4 滋L核糖核酸酶（Ribonuclease, RNase）
(终浓度为 20 滋g/mL)，37℃水浴 30min。向细胞悬液中加入 PI

染液 100 滋L，另补加 96 滋L的 PBS，室温避光染色 15 min，流

式细胞仪测定细胞周期。

1.2.3 激光共聚焦显微镜观察细胞凋亡 收集 1 滋mol/L ATO

联合 0、15、30、45 滋mol/L酌-生育三烯酚作用 48h的 NB4细胞，

PBS缓冲液洗 2次重悬后加入膜连蛋白 V(Annexin V) 10 滋L，
避光 20 min后，PBS缓冲液洗 2次后加入碘化丙啶(Propidium,

PI) 5 滋L，激光共聚焦显微镜观察经过 Annexin V/PI 双染的

NB4细胞形态变化。

1.2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡 收集 1 滋mol/L ATO 联合

0、15、30、45 滋mol/L酌-生育三烯酚作用 48 h的 NB4细胞，PBS

缓冲液洗 2次，PBS缓冲液重悬后加入 Annexin V 10 滋L，避光
20 min后，PBS缓冲液洗 2次，200 滋L 1× Banding缓冲液重悬

后加入 PI 5 滋L，流式细胞仪检测细胞凋亡 1× Banding缓冲液

重悬后加入 PI5滋L，流式细胞仪检测细胞凋亡。
1.2.5 caspase试剂盒检测 Caspase活性 收集 1 滋mol/L ATO

联合 30 滋mol/L酌-生育三烯酚作用 48 h的 NB4细胞，加入裂

解液，重悬沉淀，冰浴裂解 15 min，4℃12000× g离心 15 min，

取上清，加入 Caspase-3显色底物（Ac-DEVD-pNA）、Caspase-8

显色底物（Ac-IETD-pNA）、Caspase-3显色底物（Ac-IEVD-pNA）

于 37℃孵育 120 min，酶标仪测定 A405的吸光度。

1.2.6 Western Blot检测凋亡相关蛋白表达 将 NB4 细胞接

种于 100 mL培养瓶中，每瓶 1× 106个细胞，培养 24 h后，换成

含 1 滋mol/L ATO及不同剂量的 酌-生育三烯酚培养液作用 48

h，收集细胞。加细胞裂解液，4℃裂解 2 h，12000× g离心 15

min，取上清，测定蛋白含量，调整蛋白含量为 5 滋g/滋L。经 12 %

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，转膜，含 1 %小牛血清白蛋白

的 TBST，37℃封闭 1 h，多克隆抗体 Caspase-3、Bcl-2、抗体，37

℃2 h，二抗杂交，37℃1 h，碱性磷酸酶标记显色，数字成像仪

分析蛋白的光密度。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 13.0软件进行统计分析，计量资料采用均数±

标准差表示，多组间差异采用方差分析进行处理，两组间比较

采用 SNK-q检验，以 P＜0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 酌-生育三烯酚联合亚砷酸对 NB4细胞的增殖的抑制作用

CCK-8实验结果显示(如图 1所示)：与 1 滋mol/L亚砷酸联
用 24、48 和 72 h 后，随 酌- 生育三烯酚浓度 (15、30、45、60

滋mol/L)的增加，NB4细胞的增殖率逐渐降低，差异具有统计学
意义(P＜0.05)，具有明显的时间 -剂量依赖性。

2.2 酌-生育三烯酚联合亚砷酸对 NB4细胞周期的影响

采用流式细胞仪对 NB4细胞周期分布进行检测分析，结

果显示：1 滋mol/L ATO使细胞周期阻滞在 G2期，G2期的比例

由18.35%± 7.62上升到 36.45%± 5.23 联合用药处理 48 h 的

NB4细胞周期分布出现显著变化，细胞周期阻滞在 S期，S期

的比例由 38.21%± 2.99上升到 50.31%± 5.03。此外，流式细胞

术检测到了联合用药处理 48 h后典型的前 G1期亚二倍凋亡

峰(如图 2所示)。
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图 3 酌-生育三烯酚联合亚砷酸对 NB4细胞凋亡的形态学影响

Fig.3 The morphologic changes of cells treated by 酌-tocotrienol in combination with ATO

注：A:阴性对照. B: 1 滋mol/L ATO C:1 滋mol/L ATO+15 滋mol/L 酌-生育三烯酚.

D:1 滋mol/L ATO+30 滋mol/L 酌-生育三烯酚。
Note: A: Negative control B: 1 滋mol/L ATO C:1 滋mol/L ATO and 15 滋mol/L 酌-tocotrienol

D: 1 滋mol/L ATO and 15 滋mol/L 酌-tocotrienol.

图 1 酌-生育三烯酚联合亚砷酸对 NB4增殖的影响

Fig.1 Effect of 酌-tocotrienol in combination with ATO on proliferation of

NB4 cells

注：与对照组（1 滋mol/L ATO）相比 **P＜0.01。

Note: compared with the control（1 滋mol/L ATO),**P＜0.01.

2.3 酌-生育三烯酚联合亚砷酸对 NB4细胞凋亡的影响

激光共聚焦观察 NB4凋亡(如图 3所示)：凋亡早期细胞呈

Annexin V高染而 PI低染，细胞膜呈绿色而细胞核不着色；随

着 酌-生育三烯酚浓度增加，NB4细胞 Annexin V和 PI均为高

染；细胞膜呈绿色而细胞核呈红色；部分细胞的核呈碎片状或

梅花状，为典型的细胞凋亡形态。

药物联合处理 NB4细胞 48 h后，利用 Annexin-V /PI双染

方法检测细胞凋亡情况，如图 4所示，随着 酌-生育三烯酚浓度
的增加，NB4细胞凋亡显著增加，细胞活率分别为 95.90%±

1.56、82.27%± 3.16、66.97%± 3.17、12.63%± 2.66。

2.4 酌-生育三烯酚联合亚砷酸对 NB4细胞 Caspase活性的影响

药物联合处理 NB4细胞 48h后，利用 Caspase试剂盒方法

检测 Caspase活性的变化情况，结果如图 5所示，Caspase-3、-8、

-9活性均较对照组显著升高(P<0.05)。

2.5 酌-生育三烯酚联合亚砷酸对 NB4细胞凋亡相关蛋白表达

的影响

酌-生育三烯酚联合亚砷酸联合作用 NB4细胞 48 h，随 酌-
生育三稀酚剂量的增加，c-caspase-3 的表达较对照组（1

滋mol/L ATO）增加，而 Bcl-2、survivin蛋白表达无明显变化。

图 2 酌-生育三烯酚联合亚砷酸对 NB4细胞周期的影响

Fig.2 Cell cycle distribution in NB4 cells treated by tocotrienol in combination with ATO

注：A:阴性对照. B: 1 滋mol/L ATO C:1 滋mol/L ATO+20 滋mol/L 酌-生育三烯酚
D:与阴性对照相比，*P＜0.05, **P＜0.01

Note: A: Negative control B: 1 滋mol/L ATO C: 1滋mol/L ATO and 20 滋mol/L 酌-tocotrienol。
D: compared with the control , *P＜0.05, **P＜0.01.

3 讨论
亚砷酸是中药砒霜的提取物，化学成分是 As2O3，可以通过

维甲酸受体信号通路使 PML-RARA融合蛋白降解，并下调端
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图 6 酌-生育三烯酚联合亚砷酸对 Caspase-3、Bcl-2, Survivin蛋白的影响

Fig.6 Expression of Caspase-3, Bcl-2, Survivin in NB4 cells treated by 1滋mol/L ATO in combination with different concentrations of 酌-tocotrienol

注：与对照组（1 滋mol/L ATO）相比，*P＜0.05, **P＜0.01。

Note: compared with the control（1滋mol/L ATO）, *P＜0.05, **P＜0.01.

图 5 酌-生育三烯酚联合亚砷酸对 Caspase活性的影响

Fig.5 Effect of 酌-tocotrienol in combination with ATO on caspase

activation

注：与对照组（1滋mol/L ATO）相比，*P＜0.05, **P＜0.01。

Note: compared with the control（1滋mol/L ATO）, *P＜0.05, **P＜0.01.

图 4 酌-生育三烯酚联合亚砷酸对 NB4细胞凋亡的影响

Fig.4 The effect of 酌-tocotrienol in combination with ATO on the apoptosis of NB4 cells

注：A:阴性对照；B: 1 滋mol/L ATO；C:1 滋mol/L ATO+15 滋mol/L 酌-生育三烯酚；D:1滋mol/L ATO+30 滋mol/L 酌-生育三烯酚；
与对照组（1 滋mol/L ATO）相比 **P＜0.01。

Note: A: Negative control; B: 1 滋mol/L ATO; C:1滋mol/L ATO and 15 滋mol/L 酌-tocotrienol; D: 1 滋mol/L ATO and 30 滋mol/L 酌-tocotrienol; compared
with the control（1 滋mol/L ATO),**P＜0.01.

的热点。生育三烯酚的抑制肿瘤活性比生育酚强，此外，生育三

烯酚抗肿瘤活性的发挥与其抗氧化活性无关。大量研究表明生

育三烯酚能够在低浓度下，微摩尔级浓度即能抑制肿瘤细胞生

长，可抑制乳腺癌、结肠癌、胃腺癌、肝癌、前列腺癌等肿瘤细胞

粒酶的活性使白血病细胞部分分化[1-3]。此外，亚砷酸抑制肿瘤

细胞增殖并诱导肿瘤细胞凋亡，砷化合物使 NB4细胞周期阻

滞于 G2/M期；亚砷酸诱导肿瘤细胞凋亡的作用机制主要通过

巯基依赖性途径。通过激活 Caspase 家族、调节 MAPKs、

Fas/FasL信号通路、抑制 NF-资B活化、升高胞质 Ca2+浓度等方

式诱导肿瘤细胞凋亡[4-10]。亚砷酸是目前治疗急性早幼粒细胞

白血病的临床一线药物，治疗效果显著。但其作为传统的毒性

药物，临床应用的不良反应引起了人们的普遍关注，主要针对

血液系统、心血管系统、神经系统、消化系统、体液潴留、皮肤损

害及肾功能损害。降低亚砷酸的不良反应并增加其疗效是亚砷

酸临床应用的关键因素。利用食物中的天然抑癌成分干预肿瘤

形成的某些环节阻止其向肿瘤进一步发展成为目前肿瘤研究
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的增殖并诱导其凋亡[11-22]。

细胞凋亡是指细胞在一定的生理或病理条件下，为维持内

环境稳定，由基因控制的细胞自主的、有序的程序化死亡。引起

肿瘤细胞凋亡被认为是肿瘤治疗的有效途径之一。本研究结果

显示随着 酌-生育三烯酚浓度增加，NB4细胞 Annexin V和 PI

均为高染，出现典型的凋亡状态，细胞活率分别为 66.97%±

3.17、12.63%± 2.66，提示凋亡诱导作用是联合用药对 NB4细

胞作用的主要机制之一。此外，CCK-8和细胞周期实验结果表

明联合用药能够抑制 NB4细胞增殖，细胞周期阻滞在 S期。

Caspase是一类在结构和功能上比较保守的蛋白酶，在细胞凋

亡的起始和过程中都有非常重要的作用。其中，Caspase-8和

Caspase-9首先被激活，随后 Caspase-3被激活。Caspase-3是一

类天冬氨酸残基特异性的半胱氨酸蛋白家族，在细胞凋亡过程

中起重要作用，随着 Caspase-3的激活，PARP开始被裂解。因

此，PARP裂解片断的出现，被作为凋亡的标志[27]。有研究显示

富含 酌-生育三烯酚的棕榈油可以增加 Caspase-3的活性，诱导

人结直肠癌细胞和人乳腺癌细胞凋亡[23,24]。酌-生育三烯酚还可
以通过激活 Caspase-3，-8，-9 诱导肝癌细胞 Hep38 细胞凋亡
[25]。本研究结果表明联合用药可以激活 Caspase-3、-8、-9，与报

道的生育三稀酚诱导肿瘤细胞凋亡的作用机制一致。

综上所述，酌-生育三烯酚联合亚砷酸对 NB4细胞的生长

有抑制作用，且抑制作用主要与其诱导细胞凋亡有关，Caspase

有可能是其诱导凋亡作用的作用靶点。
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