
 

·486·        Chin JMAP, 2012 June, Vol.29 No.6                                     中国现代应用药学 2012 年 6 月第 29 卷第 6 期 

[4] WATSON D G, OLIVEIRA E J. Solid-phase extraction and 
gas chromatography–mass spectrometry determination of 
kaempferol and quercetin in human urine after consumption of 
Ginkgo biloba tablets [J]. J Chromatogr B Biomed Sci, 1999, 
723(1/2): 203-210. 

[5] WANG F M, YAO T W, ZENG S. Determination of quercetin 
and kaempferol in human urine after orally administrated 
tablet of ginkgo biloba extract by HPLC [J]. J Pharm Biomed 
Anal, 2003, 33(2): 317-321. 

[6] HONG Y J, MITCHELL A E. Metabolic profiling of flavonol 
metabolites in human urine by liquid chromatography and 
tandem mass spectrometry [J]. J Agric Food Chem, 2004, 
52(22): 6794-6801. 

[7] WANG L, MORRIS M E. Liquid chromatography–tandem 
mass spectroscopy assay for quercetin and conjugated 
quercetin metabolites in human plasma and urine [J]. J 
Chromatogr B, 2005, 821(2): 194-201. 

[8] SALKA E, NIELSEN, LARS O D. Column-switching 
high-performance liquid chromatographic assay for the 
determination of quercetin in human urine with ultraviolet 
absorbance detection [J]. J Chromatogr B Biomed Sci, 1998, 
707(1/2): 81-89. 

[9] JONES D J, LIM C K, FERRY D R, et al. Determination of 
quercetin in human plasma by HPLC with spectrophotometric 
or electrochemical detection [J]. Biomed Chromatogr, 1998, 
12(4): 232-235.  

[10] ERLUND I, ALFTHAN G, SIREN H, et al. Validated method 
for the quantitation of quercetin from human plasma using 
high-performance liquid chromatography with electrochemical 
detection [J]. J Chromatogr B Biomed Sci, 1999, 727(1/2): 
179-189. 

[11] JIN D, HAKAMATA H, TAKAHASHI K, et al. 
Determination of quercetin in human plasma after ingestion of 
commercial canned green tea by semi-micro HPLC with 
electrochemical detection [J]. Biomed Chromatogr, 2004, 
18(9): 662-666. 

[12] CRESPY V, MORAND C, MANACH C, et al. Part of 
quercetin absorbed in the small intestine is conjugated and 
further secreted in the intestinal lumen [J]. Am J Physiol, 1999, 
277 (1): 120-126. 

[13] HAN Z. The study on pharmacokinetics of quercetin [J]. 

Yunnan J Tradit Chin Med Mat Med(云南中医中药杂志), 

2007, 28(2): 45-46. 

收稿日期：2011-10-27

 
 
 

地西他滨联合丙戊酸钠对白血病细胞株的促分化效应研究 
 

刘波 1，邬露丹 2
(1.宁波市第九医院，浙江 宁波 315020；2.宁波市医疗中心李惠利医院，浙江 宁波 315040) 

 
摘要：目的  探讨地西他滨(decitabine,DCA)和丙戊酸钠(valproic acid,VPA)联用对白血病细胞株 HL-60 的促分化影响。方

法  设立分组如下：对照组，DCA A 组(1.0 mol·L1)，DCA B 组(4.0 mol·L1)，VPA 组(2.0 mmol·L1)，联合用药 A 组(DCA 

1.0 mol·L1+VPA 2.0 mmol·L1)，联合用药 B 组(DCA 4.0 mol·L1+VPA 2.0 mmol·L1)，作用 48 h。流式细胞术检测 CD34、

CD117 MFI 以及 CD11b、CD14 表达率。结果  联合用药 A、B 组的 CD117 和 CD34 MFI 显著低于其各自的单药组(P<0.01)；

联合用药 A 组的 CD11b 和 CD14 表达率和联合用药 B 组 CD11b 表达率显著低于其各自的单药组(P<0.01)。结论  VPA

与 DCA 联用对 HL60 细胞具促分化作用。 

关键词：分化抗原；HL-60 细胞；丙戊酸钠；地西他滨 

中图分类号：R965.1       文献标志码：A       文章编号：1007-7693(2012)06-0486-04 

 
Synergistic Effect of Decitabine and Valproic Acid on Induction of Differentiation in Leukemic HL-60 Cells 

 
LIU Bo1, WU Ludan2(1.Ningbo No.9 Hospital, Ningbo 315020, China; 2.Ninbo Medical Treatment Center Lihuili Hospital, 
Ningbo 315040, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the synergistic effect of decitabine(DCA) and valproic acid(VPA) in differentiation 
induction in leukemic HL60 cells. METHODS  The drug groups were set as follows: control group; DCA group A(1.0 

μmol·L1); DCA group B(4.0 μmol·L1); VPA group(2.0 mmol·L1); combination group A(DCA 1.0 μmol·L1+VPA 2.0 

mmol·L1); combination group B(DCA 4.0 μmol·L1+VPA 2.0 mmol·L1). The cells were treated for 48 h. The CD117, CD34 
mean fluorescence intensity(MFI) and CD14, CD11b expression were detected by flow cytometry. RESULTS  The CD117, 
CD34 MFI of combination group A and B were significantly lower than their corresponding concentration single drug 
group(P<0.01). Except CD14 of combination group B, the CD14, CD11b expressions of combination group A and B were 
significantly lower than their corresponding concentration single drug group(P<0.01). CONCLUSION  There is an enhanced 
differentiation activity of combinations of DCA and VPA in HL-60 cells. 
KEY WORDS: differntiation antigen; HL-60; Valproic acid; Decitabine 
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地西他滨(decitabine，DCA)为 5-杂氮-2'-脱氧

胞苷，为一种去甲基化药物，用于中高危骨髓增

生异常综合征(myelodysplastic syndromes，MDS)

的治疗。DCA 单用治疗 MDS 效果已超越传统治

疗手段[1-2]。MDS 一般在数月至数年内转化为急性

髓系白血病(acute myeloid leukemia，AML)，且部

分类别的核型异常的 MDS 进展为 AML 的可能性

更大[3]。AML 虽和 MDS 一样是高甲基化的血液系

统肿瘤，但 DCA 对于 AML 治疗效果不如对 MDS

稳定和敏感，存在较大的个体差异。国外有报道

显示，DCA 单药治疗 AML 不如与组蛋白去乙酰

化酶抑制剂药物如丙戊酸钠(valproic acid，VPA)

等联合使用[4]。目前较多的报道集中在 DCA 联合

VPA 的体外促抑癌基因的表达[5-6]，但体外对细胞

分化抗原的表达调控报道不多，笔者通过 DCA 联

合 VPA 作用于 AML 细胞株 HL-60，观察其体外

对细胞分化抗原的影响。 

1  材料和方法 

1.1  仪器和试剂 

地西他滨(5-氮杂-2'-脱氧胞嘧啶核苷粉剂)购自

Sigma；注射用丙戊酸钠(德巴金)购自赛诺菲-安万特

公司；AML 细胞株 HL-60 购自中科院上海细胞库；

CD34-FITC、CD117-PE、CD11b、CD14-FITC 均购

自美国 BD 公司；CO2培养箱(德国 Jouan IG150)；

流式细胞仪(美国 BD FACSCalibur)；获取软件为

CellQuest。 

1.2  细胞培养及药物处理 

HL-60 采用含 10%小牛血清、100 U·mL1 青

霉素、100 U·mL1 链霉素的 RPMI 1640 培养液在

37 ℃、5%CO2 的培养箱中培养，取对数期细胞备

用。配制浓度为 1×105 个·mL1 的细胞悬液接种于

6 孔培养板，每孔 2 mL，置 37 ℃、5%CO2、饱和

湿度的培养箱中培养过夜。在前期预实验中，笔

者观察了 DCA 和 VPA 的单药孵育 48 h 的 IC50，

并以两药低于 IC50 的浓度进行组合设立分组，见

表 1(其中药物浓度均为终浓度)，每组设 6 复孔，

作用 48 h 后各孔吸出培养液，PBS 洗 1 次，吸弃

PBS 后进行以下各步实验。 

1.3  分化抗原检测 

“1.2”项下各孔细胞用预冷 PBS 洗涤弃上清，

残渣细胞收集至流式管分为二份，一份加 CD34- 

FITC 和 CD117-PE 各 10 μL，另一份加 CD14-FITC

和 CD11b-PE 各 10 μL，避光放置 15 min 上机检测 

表 1  各药物浓度组的设立(n=6) 

Tab 1  Drug groups set up by concentration(n=6) 
组 别 DCA/μmol·L1 VPA/mmol·L1 

对照组 0 0 

DCA A 组 1.0 0 

DCA B 组 4.0 0 

VPA 组 0 2.0 

联合用药 A 组 1.0 2.0 

联合用药 B 组 4.0 2.0 

各抗原的平均荧光强度(Mean Fluorescence Inten- 

sity，MFI)或阳性表达率。 

1.4  统计学处理 

采用 SPSS13.0 软件，对各组中的分化抗原

MFI 和表达率做单因素方差分析和 LSD 两两检

验，以 P<0.05 为具有统计学意义。 

2  结果 

2.1  CD34 和 CD117 MFI 检测 

对照组、DCA A 组、DCA B 组、VPA 组、联

合用药 A 组、联合用药 B 组的 CD117 MFI 分别为

95.34±4.61、90.68±2.34、76.35±3.1、86.34±3.5、

75.24±2.9、70.11±2.6，各药物组均低于对照组，

差异具有显著统计学意义(P<0.01)，联合用药 A、

B 组均显著低于其各自的单药组(P<0.01)。对照组、

DCA A 组、DCA B 组、VPA 组、联合用药 A 组、

联合用药 B 组的 CD34 MFI 分别为 29.32±1.33、

28.11±0.91、22.38±1.22、25.14±1.08、21.33±

1.34、16.31±0.99，各药物组除 DCA A 组以外均

显著低于对照组(P<0.01)，联合用药 A、B 组均显

著低于其各自的单药组(P<0.01)。结果见图 1。 

 
图 1  地西他滨联合丙戊酸钠对 HL-60 细胞 CD117 和

CD34 MFI 的影响(n=6) 
与对照组比较，1)P<0.01；与相应浓度单药组比较，2)P<0.01 
Fig 1  Synergistic effect of DCA and VPA on CD117 and 
CD34 MFI of HL-60 cells(n=6) 
Compared with normal group, 1)P<0.01; compared with corresponding 
concentration single drug group, 2)P<0.01 
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2.2  CD14 和 CD11b 表达率检测 

对照组、DCA A 组、DCA B 组、VPA 组、联

合用药 A 组、联合用药 B 组的 CD14 表达率分别为

(4.23±0.61)%、(10.62±1.52)%、(14.96±2.31)%、

(6.12±0.81)%、(14.96±0.94)%、(16.39±1.68)%，

各药物组均显著高于对照组(P<0.01)，联合用药A、

B 组均显著高于其各自对应的单药组(P<0.01)。

CD11b 表达率分别为 (5.22±0.43)%、 (13.22±

1.11)%、(21.09±2.11)%、(8.13±1.14)%、(18.22

±1.23)%、(24.11±2.01)%，各药物组均显著高于

对照组(P<0.01)，联合用药 A 组显著高于其各自对

应的单药组(P<0.01)。结果见图 2。 

 
图 2  地西他滨联合丙戊酸钠对HL-60细胞CD14和CD11b

表达率的影响(n=6) 
与对照组比较，1)P<0.01；与相应浓度单药组比较，2)P<0.01 
Fig 2  Synergistic effect of DCA and VPA on CD14 and 
CD11b expression of HL-60 cells(n=6) 
Compared with normal group, 1)P<0.01; compared with corres- ponding 
concentration single drug group, 2)P<0.01 

3 讨论 

DCA 体内被磷酸化后，抑制 DNA 甲基转移

酶，从而使 DNA 去甲基化，激活抑癌基因发挥其

抗肿瘤作用 [7]，但这种表观遗传学调控一般在

μmol 级发挥作用，高浓度如 mmol 级反而会导致

DNA损伤[8]，而这种损伤和 p53基因诱导表达BH3

结构、凋亡蛋白 Puma 和 Noxa 及其 caspases 的激

活有关。由于 DCA 治疗 AML 的疗效不理想，临

床和基础研究中对于 DCA和其他药物联用增强抗

AML 效应进行了较多探索，目前主要集中在和去

乙酰化酶抑制剂的联用方面。去乙酰化酶抑制剂

如丙戊酸钠作为另一种表观遗传学调控途径，体

内和 DCA 联用能增强 DCA 的疗效[9]，而体外和

DCA 联用能增强其抗 AML 效应[10]。这都说明表

观遗传学调控中，组蛋白去乙酰化和 DNA 甲基化

两种机制可以相互协调，共同调控细胞活性。 

AML 的治疗中，对药物的评价不仅在于其诱

导白血病细胞凋亡作用，对白血病细胞的分化阶

段的调节对于 AML 患者的血细胞功能恢复也具

有重要的意义。CD34 表达于早期造血干/祖细胞，

是髓系早期细胞和 TdT+不成熟淋巴细胞的表面标

记，CD117(c-kit 受体)是由 c-kit 原癌基因编码的

Ⅰ型跨膜糖蛋白受体，主要表达于造血祖细胞，

大多数AML患者的原始细胞均有CD117的表达[11]，

并且 CD117 的高 MFI 和细胞的恶性程度相关，往

往预示着预后不良[12]。VPA 协同 DCA 降低 CD117

和 CD34 的 MFI 从分化抗原角度说明它们能共同

作用于降低肿瘤细胞的恶性或原始程度。在临床

应用中，DCA 主要的副作用为骨髓抑制导致血三

系降低，进而引起感染风险的增加，一般需要口

服抗生素加以预防。有报道，DCA 单药能促进

HL-60 的 CD14、CD11b 的表达[13]，而 VPA 单药

也能对 U937、K562 细胞株在形态学及抗原表达方

面均有明显地诱导成熟分化倾向[14]。本研究显示

2.0 mmol·L1 的 VPA 等能增强 DCA 的促 HL-60 表

达泛髓系成熟抗原 CD14 和 CD11b，可能和两药

联用后两种表观遗传学机制共同作用，促进多种

抑癌基因如 P14、P15 及 hPer3[13]等恢复，进而作

用于细胞分化有关。CD11b 主要表达于成熟单核、

粒细胞，常用来观察粒单系统的分化程度。CD14

为脂多糖(LPS)受体，存在于单核细胞、巨噬细胞

等细胞表面的白细胞分化抗原，识别、结合 LPS，

介导 LPS 性细胞反应，在 LPS 性炎症反应、内毒

素休克等病理反应中起重要作用[15]。DCA 和 VPA

体外联用能促进 CD14 的表达，提示其增强了体外

抗革兰氏阴性菌能力，但体内两药联用是否也存在

类似的效应，尚需进一步研究。 
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2011 年国家药品不良反应监测年度报告  
 

近期，国家食品药品监督管理局(SFDA)发布了 2011 年国家药品不良反应监测年度报告。 

据悉，2011 年全国共收到药品不良反应/事件报告数量 852 799 份；每百万人口平均病例报告数量 637 份；其中新的

和严重不良反应/事件报告数量 145 769 份，占同期报告总数的 17.1%，与 2010 年相比基本相同。 

按照 2011 年药品不良反应/事件报告来源统计，来自医疗机构的占 83.1%，来自药品生产、经营企业的占 13.7%，来

自个人的报告占 3.2%。对不良反应/事件报告的统计分析表明： 

1、化学药品中抗感染类仍排在首位 

抗感染药不良反应/事件报告数占化学药总例次数的 51.2%，也是严重病例报告中最常见的类别，占 44.9%，较 2010

年降低了 3.6 个百分点。在所有抗感染药的严重报告中，病例报告数量超过 1 000 例次的分别是头孢菌素类(34.8%)、青霉素

类(14.0%)、喹诺酮类(12.2%)，这 3 类药品的病例报告数量占抗感染药总数的 61.0%，与 2010 年排序及比例基本一致。 

2、静脉注射给药途径风险较高 

2011 年药品不良反应/事件报告的给药途径以静脉注射为主，占 55.8%；其次为口服给药，占 39.3%。化学药、中成

药给药途径分布情况与 2010 年基本一致。其中，严重药品不良反应/事件报告的给药途径以静脉注射为主，占 73.4%；其

次为口服给药，占 20.0%；其他给药途径占 6.6%。 

3、警惕中老年患者用药安全 

与总体病例报告的年龄分布相比，14 岁以下的儿童患者的比例基本一致，45~64 岁患者比例升高，共 264 588 例，

占 31.0%，其中，严重药品不良反应/病例 11 152 例，占 34.4%。65 岁以上老人的比例明显升高，共 122 102 例，占 14.3%，

其中严重 6 739 例，占 20.8%。提示应加强针对中老年患者的用药监护。 

4、中药注射剂依然是中药制剂的主要风险 

2011 年全国共收到中药注射剂报告 65 572 例次，其中严重报告 4 034 例次。其中，报告数量排名前 3 名的药品分别

是清开灵注射剂、双黄连注射剂和参麦注射剂。 

5、2011 年国家基本药物安全状况平稳 

2011 年全国药品不良反应监测网络共收到国家基本药物的不良反应/事件报告 310 397 例，其中严重报告 11 580 例，

占 3.7%。国家基本药物报告涉及的药品类别中，化学药品病例报告构成比与 2011 年总体报告构成情况和 2010 年基本药

物报告的构成情况无明显差异。2011 年国家基本药物不良反应/事件报告总数、严重报告数增长水平与总体病例报告增长

水平基本一致。2011 年国家基本药物安全状况平稳。 


