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康莱特注射液对 HL-60/ADR 细胞周期调控蛋白 P16、P63 表达的影响 
 

余永莉，李季蓉(遵义医学院珠海校区解剖组胚教研室，广东 珠海 519041) 

 
摘要：目的  探索康莱特注射液对 HL-60/ADR 细胞周期调控蛋白 P16、P63 表达的影响。方法  使用康莱特注射液作用

于 HL-60/ADR 细胞，用细胞计数法检测康莱特注射液对 HL-60 细胞生长曲线的影响，MTT 法检测阿霉素对康莱特注射

液作用后细胞的抑制效应。康莱特注射液作用 HL-60/ADR 细胞一定时间后，再用一定浓度的阿霉素作用该细胞一定时间，

流式细胞仪检测该细胞内的阿霉素浓度并分析细胞周期调控蛋白 P16、P63 的表达。结果  各组细胞计数第 6 天达峰值，

康莱特注射液各组细胞计数，较未加药组细胞计数低(P<0.05)。1 mg·mL1 康莱特注射液作用 HL-60/ADR 细胞 96 h，阿霉

素对该细胞的抑制效应较对康莱特注射液未作用的 HL-60/ADR 细胞抑制效应强(P<0.05)；不同浓度的康莱特注射液作用

HL-60/ADR 细胞 96 h 后，再用 1.5 μg·mL1 的阿霉素作用 6 h，该细胞内的阿霉素荧光强度平均值(127.2±4.8)较对照组

(77.8±7.2)高(P<0.05)，且具有剂量依赖关系；1 mg·mL1 康莱特注射液作用 HL-60/ADR 细胞 48 h，HL-60/ADR 细胞的细

胞周期调控 P16 的平均值 (898.46±30.50)较对照组 (698.45±91.29)高 (P<0.05)；P63 的平均值 (837.53±42.75)较对照组

(591.33±92.99)高(P<0.05)。结论  康莱特注射液对 HL-60 细胞生长有抑制作用，可能有促进细胞对阿霉素的敏感性的作

用。康莱特注射液还有上调 HL-60/ADR 细胞周期调控蛋白 P16、P63 的表达，此机制可能参与康莱特注射液抗肿瘤作用。 
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The Effect of Kanglaite Injection on Expression of Cyclin Modulin P16, P63 in HL-60/ADR Cells  
 
YU Yongli, LI Jirong(Department of Anatomy and Histology and Embryology, Zhuhai Campus of Zunyi Medical College, 

Zhuhai 519041, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect of Chinese medicine Kanglaite injection on expression of cyclin modulin 
P16, P63 in HL-60/ADR cells. METHODS  HL-60/ADR cells during logarithmic growth phase were treated with Kanglaite 
injection, growth curve was based on cell counting; the inhibitory effect of adriamycin(ADR) on Kanglaite injection-treated 
HL-60/ADR cells was tested by MTT assay; the concentration of intracellular adriamycin and the expression of P16, P63 were 
detected by flow cytometry. RESULTS  In each group, live cell count reached a peak on the 6th day, compared with control 
group, the Kanglaite injection-treated cell count was lower with statistical significance(P<0.05). Treated HL-60/ADR cells with 

1 mg·mL1 Kamglaite for 96 h, the inhibitory effect of adriamycin on the cells were greater than that of control groups(P<0.05). 

After treatment with different concentration of Kanglaite injection, the intrancellular ADR fiourescence of 1.5 μg·mL1 

ADR-treated for 6 h were statistical higher than that of control group(P<0.05). Treated HL-60/ADR cells with 1 mg·mL1 

Kamglaite for 48 h, compared with the control group, the expression of P16, P63 were all significantly increased(P<0.05). 
CONCLUSION  HL-60/ADR cells exposed to Kanglaite injection resulted in dose-depentent inhibitory, Kanglaite injection 
could increase the sensitivity of HL-60/ADR cells to ADR. Kanglaite injection could increase the expression level of P16, P63 in 
HL-60/ADR cells, that maybe involved in the anti-tumor mechanics of Kanglaite injection. 
KEY WORDS: Kanglaite injection; HL-60/ADR cells; cell cycle; P16; P63 

 

康莱特注射液是薏苡仁提取物研制而成的一

种中成药，临床和实验研究均证明其有明显的抗

肿瘤作用，对多种抗癌药具有明显的增敏作用[1]。

笔者用康莱特注射液作用白血病细胞株HL-60细
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胞，发现其可诱导HL-60细胞形态向成熟粒细胞分

化 [2]，增加HL-60细胞内的阿霉素浓度 [3]，下调

P-170蛋白表达  

[4]，上调CyclinA蛋白的表达[5]。为

了进一步探索康莱特注射液抗肿瘤作用的机制，

本试验选用影响细胞分化和凋亡的细胞周期调控

蛋白P63，P16为观测指标，观察康莱特注射液对

HL-60/ADR细胞周期调控调控蛋白P63，P16表达

的影响。 

1  材料和方法 

1.1  材料   

细胞：人早幼粒白血病细胞株HL-60/ADR(中

国医学科学院血研所 )。药物：康莱特注射液

(10%)(浙江康莱特药业有限公司，4 ℃储存，批号：

0309081)。阿霉素(深圳万乐有限公司，0305E1)。

鼠抗人P63、P16羊抗鼠荧光抗体(上海华美生物技

术公司)。 

1.2  细胞培养 

取一株白血病细胞株 HL-60/ADR 细胞接种于

含 20%小牛血清的 RPMl l640 培养液，置于 37 ℃，

5%CO2 培养箱复苏后，接种于含 10%小牛血清的

RPMl l640 培养液中培养，待稳定后先加入

0.1 μg·mL1 阿霉素，逐渐加至 0.5 μg·mL1，并使

HL-60/ADR 在含 0.5 μg·mL1 阿霉素培养液中培

养，实验前 1 周无药培养。 

1.3  康莱特注射液对 HL-60/ADR 细胞生长曲线

的影响 

取对数生长期 HL-60/ADR 细胞 2 × 105

个·mL1，加入康莱特注射液，使终浓度分别为 0.1，

1，10 mg·mL1，并设立未加药对照组。进行活细

胞计数，每组计数 3 次，取均值为当天的活细胞

计数，连续计数 7 d。 

1.4  康莱特注射液对阿霉素抑制 HL-60/ADR 细

胞效应影响的检测     

取对数生长期 HL-60/ADR 细胞接种于新的培

养瓶中，调节细胞终浓度为 2×105 个·mL1，然后

加入康莱特注射液，使终浓度为 1 mg·mL1，并设

立未加药对照组，置于 37 ℃，5%CO2 培养箱分别

培养 96 h，收集上述 2 组细胞，无血清培养液离心

洗 2 次，分别接种于 3 块 96 孔培养板，细胞终浓

度为 2×105 个·mL1，然后分别加入阿霉素，使终

浓度分别为 0.5，1，5，10 µg·mL1，并设立未加

药对照组，每种浓度均设 4 个复孔，调零孔为空白

孔。置于 37 ℃，5%CO2 分别培养 24，48，72 h，

实验终止前 4 h 加入 50 µg MTT。10％SDS-0.1 

mol·L1 HCl 终止反应，24 h 后用酶标仪检测 A570

值，以未加药细胞孔 A570 值为对照组。细胞抑制

率%=(1给药物组 A 值/对照组 A 值)×100%。 

1.5  流式细胞仪检测 HL-60/ADR 细胞内阿霉素

浓度[5]    

取对数生长期HL-60/ADR细胞接种于新的培

养瓶中，调节细胞终浓度为 2×105 个·mL1，然后

加入康莱特注射液，使终浓度分别为 0，0.1，1，

10 mg·mL1，置于 37 ℃，5%CO2 培养箱分别培养

96 h，收集各浓度组细胞，无血清培养液离心洗 2

次，调节各组细胞为 2×105 个·mL1，分别加入阿

霉素 1.5 µg·mL1 作用 6 h，收集各组细胞，PBS

离心洗 2 次，流式细胞仪检查细胞内荧光强度。 

1.6  流式细胞仪检测 HL-60/ADR 细胞 P63 

分别收集 0，0.1，1 mg·mL1 康莱特注射液作

用于 48 h HL-60/ADR 细胞 1×106 个·mL1，用 0.01 

mol·L1 pH 7.2 PBS 离心洗涤 2 次，每次 5 min。加

2%多聚甲醛 200 μL 固定 15 min，加 1 mL PBS，

1 500 r·min1 离心 5 min。加 0.5％  Tritonx-100 

100 µL 打孔 5 min 弃上清。加一抗鼠抗人 P63 

(1 200) 100∶  µL 37 ℃水浴 1 h，加 1 mL PBS，

1 500 r·min1 离心 5 min，弃上清。加二抗羊抗鼠

荧光抗体(1 100)100∶  µL室温避光 30 min，加 1 mL 

PBS，1 500 r·min1 离心 5 min，弃上清。PBS 重洗

涤 2 次。加 0.5 mL PBS 置流式细胞仪检测。 

1.7  流式细胞仪检测 HL-60/ADR 细胞 P16    

按“1.6”项下方法处理，但加一抗为鼠抗人

P16(1 200) 100∶  µL。 

1.8  统计学处理   

实验数据以均数±标准差( sx  )进行 t 检验

处理。 

2  结果 

2.1  康莱特注射液对 HL-60/ADR 细胞生长曲线

影响 

各组细胞计数于第 6 天达峰值，康莱特注射液

作用各组的 HL-60/ADR 细胞计数峰值较对照组细

胞低(P<0.05)。说明康莱特注射液对 HL-60/ADR

细胞生长有抑制作用，该作用具有剂量依赖关系，

结果见图 1。 
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图 1  康莱特注射液对 HL-60/ADR 细胞生长的影响 

Fig 1  The effects of KLT on growth of HL-60/ADR cells 

2.2  康莱特注射液对阿霉素抑制 HL-60/ADR 细

胞效应的影响 

把相同浓度的阿霉素对该 2 组细胞作用相同

时间的抑制率进行比较，结果显示 1 mg·mL1 康莱

特注射液处理过的 HL-60/ADR 细胞对阿霉素的敏

感性较未经过康莱特注射液处理的细胞的高，统

计学分析有显著性差异(P<0.05)，结果见表 1。 

表 1  1 mg·mL1 康莱特注射液作用 HL-60/ADR 细胞 96 h

后，阿霉素对其的抑制效应(n=4， sx  ) 

Tab 1  The antiproliferation effects of ADR on HL-60/ADR 

cells which were treated for 96 h with 1 mg·mL1 Kanglaite 

injection and 0 mg·mL1 Kanglaite injection(n=4, sx  ) 

IC/% 
组别 

阿霉素/ 

µg·mL1 24 h 48 h 72 h 

试验组 0.5 24.5± 1.31) 27.4± 2.71) 44.9±2.41)

对照组  1.2± 0.5 2.6± 1.0 10.2±1.4 

试验组 1 32.5±10.31) 53.4± 6.81)  64.8±1.51)

对照组  11.5± 2.3 32.1± 4.4 44.2±3.3 

试验组 5 36.3± 7.41) 56.2± 5.51) 67.1±7.71)

对照组  24.1± 5.5 44.9± 4.3 47.6±5.1 

试验组 10 46.5±11.21) 64.6±15.3 1) 76.7±4.81)

对照组  31.7± 4.3 49.5± 7.2 68.9±3.7 

注：与对照组相比，1)P<0.05 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05 

2.3  康莱特注射液对  HL-60/ADR 细胞内阿霉

素浓度的影响    

浓度为 0.1，1，10 mg·mL1 康莱特注射液作

用 96 h 后的细胞，再用 1.5 µg·mL1 的阿霉素作用

6 h，流式细胞仪检测细胞内的荧光强度分别为

106.3±10.7，127.20±4.8，164.8±6.4。对照组为

77.8±7.2，康莱特注射液作用过的 HL-60/ADR 细

胞内阿霉素浓度较对照组明显增高，统计学分析

有显著性差异(P<0.05)。且具有剂量依赖关系。 

2.4  康莱特注射液对 HL-60/ADR 细胞 P63、P16

表达的影响  

浓度为 0.1，1 mg·mL1 康莱特注射液作用

HL-60/ADR 细胞 48 h 后，流式细胞仪检测细胞 P63

蛋白平均值分别为 878.04±18.60，837.53±42.75。

对照组为 591.33±92.99。P16 蛋白平均值分别为

853.74±108.46，898.46±36.50。对照组为 698.45±

91.29，康莱特注射液作用过的 HL-60/ADR 细胞 P63，

P16 表达较对照组均明显升高，统计学分析均有显著

性差异(P<0.05)。 

3  讨论 

耐药性是否发生是影响急性白血病(AL)患者

能否长期生存的重要因素，大量的临床研究资料

显示介导AL耐药的机制除MDR发生外，细胞周期

的调控异常也是引起AL耐药的重要机制之一。野

生型P16蛋白作为CDKI家族中的一员，靠回钩状

重叠的序列结合于CDK上远离cyclinD的位点，与

周期素D(cyclinD)竞争结合CDK4CDK6或与周期

素DCDK4CDK6复合物结合，抑制复合物的形成或

其活性，进一步阻止视网膜母细胞瘤易感基因产

物PRb的磷酸化，使之与转录因子E2F结合，抑制

转录，细胞停滞于G1期，以维持机体细胞的有序

增殖和分化[6]。当P16基因缺失或突变时，cyclinD

与CDK4结合，催化Rb基因磷酸化，而磷酸化后的

Rb基因丧失了对细胞增殖和分化的负性调控作

用，由此引发细胞的恶性增殖[7]。Okamoto等[8]用

P16互补脱氧核糖核酸(cDNA)的质粒转染肿瘤细

胞系发现P16 cDNA质粒转染对肿瘤细胞克隆形成

有明显抑制作用，此研究为P16基因的抑癌作用提

供了较为直接的证据。大量研究资料显示白血病

患者有P16基因表达异常，主要表现为P16基因水

平降低，缺失和失活，过甲基化。范丽萍等[9]应用

巢式甲基化特异性聚合酶链反应分析了82例各种

亚型的急性白血病患者在初诊或复发不同阶段

P16基因的甲基化和缺失状态。结果显示82例急性

白血病 (AL) 患者 P16 基因甲基化的出现率为

39.0%，其中急性髓系白血病(AML)患者为41.4%，

24例急性淋巴细胞白血病(ALL)患者为33.3%；初

治AL患者为36.6%，而复发患者则为54.5%。82例

AL患者中有6例P16基因缺失，缺失率为7.3%，在

AML、ALL患者中分别为1.7%和20.8%。16例健康

自愿者或非恶性血液病患者P16基因则未发生甲

基化或缺失。结果提示P16基因表达异常与成人急

性白血病的发生发展密切相关。程丽芳等[10]对50

例急性白血病患者P16基因mRNA表达水平进行研

究时发现患者的P16基因mRNA表达水平明显低于

正常人的P16 mRNA表达水平(P<0.001)。其中急性

淋巴细胞白血病mRNA表达水平又低于急性髓细

胞性白血病(P<0.05)，初诊组中完全缓解组mRNA
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表达水平高于未完全缓解组(P<0.001)。Strank等[11]

研究发现 P16基因家族缺失率在白血病细胞

25%~84%，明显高于原代白血病细胞，约为后者

的3倍。且P16基因家族缺失率高的原代肿瘤细胞

较缺失率低者容易建成细胞系[12]。Arap等[13]以磷

酸钙沉淀的方法向5个体外培养的P16基因缺失的

胶质瘤细胞系中转染P16基因，引起肿瘤细胞的生

长抑制。Hama等 [14]亦通过向细胞系导入外源性

P16基因，使细胞生长受到明显抑制。上述文献资

料提示P16基因的低表达，缺失，失活，过甲基化

与白血病的发生密切相关，应用P16基因提高肿瘤

细胞P16蛋白的表达来治疗肿瘤可能是一个很有

前途的治疗方案。本研究利用康莱特注射液作用

HL-60/ADR 48 h后，检测到药物组细胞P16表达均

明显高于对照组，但2组药物细胞P16蛋白表达无

显著差异，提示康莱特注射液可上调P16蛋白的表

达可能是其抗肿瘤机制之一，但其上调P16蛋白表

达有无剂量关系有待进一步研究。 

P63 是近年发现的 P53 家族成员之一，P63 蛋

白广泛表达于人体正常组织中，增生的上皮细胞尤

为显著。对各种上皮组织的发育、分化和形态发生

上起重要作用，对于胚胎形成过程中外胚层的发育

具有重要的意义。P63 基因定位于人染色体 3q27-29，

转录后产生两类产物 TAP63 和ᅀ NP63[15]。TAP63 

激活 P53 靶基因，诱导细胞周期阻遏和引发细胞凋

亡，表现有抑瘤作用，而ᅀ  NP63 不具有转录激活

活性，但它仍可以与 DNA 结合，并以显性失活的

方式抑制 TAP63 和 P63 依赖的靶基因的转录，在

大量人肿瘤的 P63 研究中发现更多的为ᅀNP63的

癌基因功能，而不是  P63 的肿瘤抑制功能 [16], 

Yamaguchi 等[17]对 80 例慢性髓细胞性白血病患者

的 P51/P63 表达进行研究，发现其中 74 例 P51/P63

表达阳性。P51/P63 表达的类型与临床分期无明显

相关性，但有 6 例出现 P51/TAP63 突变。且慢性髓

细胞性白血病急变期的P51/P63突变率(11.8%)较慢

性期(1.5%)明显升高。本研究利用康莱特注射液作

用 HL-60/ADR48 h 后，经过多次重复实验检测各组

细胞 P63 表达，比较明确的是药物组细胞 P63 表达

均明显高于对照组，但两药物组细胞 P63 蛋白表达

无显著差异。对康莱特注射液影响 HL-60/ADR 细胞

P63 的表达有无剂量依赖关系及其类型的鉴别有待

进一步研究，本研究结果结合文献资料，提示康莱

特注射液抗肿瘤过程中影响到了 P63 蛋白的表达。 
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