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4  讨论 

I/R是急性心肌梗死后各种心肌再灌注治疗常

见的病理生理改变，常常影响再灌注治疗的效果，

使心功能改善不明显，甚至出现心律失常、心肌

能量代谢障碍、心肌顿抑等严重并发症。 

心功能是反映 I/R 损伤严重程度的指标。本实

验结果表明：I/R 组大鼠的心脏 dp/dtmax、dp/dtmin、

HR在再灌注期的心功能明显低于空白组，说明 I/R

损伤模型复制成功。ZCF 能减轻 I/R 导致的心功能

损伤，使再灌注时各项心功能指标升高，说明 ZCF

可以调节 I/R 离体心脏的血流动力学，发挥一定的

抗心肌 I/R 损伤的作用。复灌后期，ZCF 中剂量组

的作用较 ZCF 高剂量组强，这可能是由于芳香新

塔花总黄酮中含有一定的杂质，高剂量对心脏产

生了一定的毒性。 

大量的研究资料表明，心肌 I/R 时心肌细胞内

产生大量的氧自由基，引发脂质过氧化作用，并

形成脂质过氧化的代谢产物 MDA。MDA 可破坏

细胞膜，从而使大量 Ca2+内流，细胞内 Ca2+超负

荷，引起细胞挛缩和超微结构的损伤，因此酶的

活性和细胞代谢受损，甚至造成细胞死亡[5]。MDA

是脂质过氧化的代谢产物，其含量变化可间接反

映细胞受自由基损伤的程度。SOD 是一种带负电

荷金属蛋白酶，能够通过歧化方式清除超氧阴离

子[6]，保护机体免受氧自由基损伤，其活性的高低

可间接反映机体清除氧自由基的能力。本实验结

果表明：I/R 组 SOD 活性降低，MDA 含量增高，

说明大鼠离体心脏 I/R 产生大量的自由基，造成心

肌损伤。与 I/R 模型对照组比较，ZCF 高剂量组可

显著提高 I/R 后 SOD 活力，降低 MDA 含量，提示

ZCF 有一定的抗自由基、减少脂质过氧化的作用。 

心肌 I/R 使心肌细胞膜损伤，破坏了膜的完整

性，导致膜通透性增加，大量的心肌酶外漏。心

肌酶 CK、 LDH 被认为是心肌细胞受损程度的重

要标志酶。本实验结果表明，ZCF 可浓度依赖性

抑制 I/R 大鼠心肌组织中 CK 和 LDH 活性的降低，

因此 ZCF 可以减少心肌 I/R 时心肌细胞的破坏，

保护心肌组织。 

综上所述，ZCF 对大鼠离体心脏 I/R 具有一定

的保护作用，其作用可能与清除氧自由基、减少

脂质过氧化反应、提高心肌抗氧化能力，维持细

胞膜的完整性有关。 
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白藓碱单用及联合全反式维甲酸对急性髓性白血病细胞的分化治疗作用 
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摘要：目的  探索白藓碱单用及联合全反式维甲酸(ATRA)对急性髓性白血病细胞(AML)的分化治疗作用。方法  不同浓

度的白藓碱单独或联合 ATRA 作用于 3 株不同 AML 亚型的细胞株(NB4、U937 和 HL60)，利用细胞计数考察细胞增殖抑

制情况；通过 PI 染色结合流式细胞术检测细胞凋亡；检测细胞表面抗原 CD11b 和细胞核形态考察细胞分化；RT-PCR 和
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Western blotting 法观察细胞分化相关转录因子 CEBP 和 PU.1 的 mRNA 和蛋白水平。结果  白藓碱单用及联合 ATRA 均

能明显诱导 AML 细胞发生分化，表现为抑制细胞增殖、增加细胞表面 CD11b 的表达，使细胞核形态出现马蹄形甚至分

叶形；白藓碱单用及联合 ATRA 均能在 mRNA 水平和蛋白水平上增加分化相关转录因子 CEBP和 PU.1 的表达。结论  白

藓碱能够单独或协同 ATRA 诱导不同 AML 亚型细胞发生分化，并且其诱导分化作用可能是通过调控分化相关转录因子

CEBP和 PU.1 引起的。 
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Single and Combined Effects of Dictamnine with All-trans Retinoic Acid(ATRA) on Differentiation of 
Acute Myeloid Leukemia(AML) Cells 

 
SHAO Xuejing, QI Xiaotian, LIU Yujia, XIAN Miao, YING Meidan, YANG Bo, HE Qiaojun*(Institute of 

Pharmacology and Toxicology, College of Pharmaceutical Sciences, Zhejiang Province Key Laboratory of Anti-Cancer Drug 
Research, Hangzhou 310058 China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the single and combined effects of dictamnine with all-trans retinoic acid (ATRA) on 
acute myeloid leukemia(AML) cells. METHODS  Cell proliferation assay was performed by manual cell counting in Burker 
chambers; apoptosis was detected by flow cytometry with PI staining; CD11b expression level and cell morphologic changes 

were used to determine AML cell differentiation. The expression levels of transcription factors CEBP  and PU.1 were analyzed 
by western blotting and real-time PCR. RESULTS  Both dictamnine single treatment and its combination treatment with ATRA 
could inhibit AML cell proliferation and induce CD11b expression and morphologic changes, while no obvious apoptosis was 

observed. Comparing with ATRA or dictamnine single treatment, the mRNA and protein levels of CEBP and PU.1 were 
up-regulated in dictamnine and ATRA cotreated AML cells. Meanwhile, dictamnine alone also had the same effect to induce the 

expression of CEBP and PU.1. CONCLUSION  Dictamnine alone can induce AML cell differentiation and also contribute to 

the ATRA-induced differentiation of AML cells, and the activation of CEBP and PU.1 are involved in this process. 
KEY WORDS: dictamnine; all-trans retinoic acid(ATRA); acute myeloid leukemia(AML); differentiation; transcription factors 

 

急性髓性白血病 (acute myeloid leukemia，

AML)是我国 常见的恶性血液病，其主要的标志

之一是严重的髓系分化障碍。20 世纪 70 年代，全

反式维甲酸(all-trans retinoid acid，ATRA)用于治

疗 M3 亚型的 AML，即急性早幼粒性白血病(acute 

promyeloid leukemia，APL)，获得了巨大的成功[1]，

因此基于 ATRA 的诱导分化治疗方案是临床上治

疗 APL 的主要策略之一。针对其高复发率、不良

反应大等缺点，临床上多采用三药联合治疗

(ATRA+砷剂+化疗)的方案，大大提高了目前 APL

患者的完全缓解率。但是，如何进一步提高患者

治愈率、多次复发患者的再次缓解，特别是扩大

ATRA 的临床适应范围至各类 AML 患者，都需要

进一步的研究与探讨，因此寻找新的诱导分化药

物或可协同 ATRA 的药物是白血病分化治疗研究

中的热点之一[2]。 

白藓碱，化学名为 4-甲氧基呋喃并[2，3-b]

喹啉 (4-methoxyfuro[2 ， 3-b]quinoline) ，分子式

C12H9NO2，分子量 199.21，属呋喃喹啉类生物碱，

能够抑制血小板聚集、松弛血管、并降低血压等，

具有抗菌、抗病毒和治疗皮肤湿疹和皮肤瘙痒的

作用。近年来，白藓碱的抗肿瘤作用逐渐受到关

注，文献报道白藓碱能够杀伤宫颈癌、结肠癌、

口腔癌和前列腺癌等肿瘤细胞[3]，同时 Huang 等[4]

发现白藓碱衍生物对鼠源性白血病细胞 WEHI-3

具有细胞毒性。但是关于白藓碱单独或联合 ATRA

对 AML 细胞的作用尚无文献报道。 

因此，本研究以三株 AML 的不同亚型细胞系

(NB4、U937 和 HL60)作为研究对象，观察天然来

源的白藓碱单独或与 ATRA 联合后对细胞增殖、

细胞凋亡和细胞分化的影响，结果表明白藓碱单

用可以诱导 AML 细胞发生分化，同时也能协同

ATRA 诱导不同亚型的 AML 细胞发生分化。因此，

本研究首次报道天然来源的白藓碱具有诱导 AML

细胞分化的作用，并且白藓碱和 ATRA 合用不仅

可丰富 ATRA 分化治疗的合用方案，还能扩大

ATRA 的临床适应症，为白血病的分化治疗提供新

思路。 
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1  材料与方法 

1.1  药物与试剂 

白藓碱(南京泽朗医药科技有限公司，批号：

ZL20130213BX) ； ATRA(Sigma 公司，批号：

081M1547V)；细胞培养基 RPMI-1640(Hyclone 公

司，批号：AYL178402AC)；南美 Hyclone 胎牛血

清(Gibco 公司，批号：NXD0606)；抗鼠 CD11b-PE

抗体(美国 BD 公司，批号：4057949)；碘化丙啶

和 RNA 酶 A 来自联科生物公司(批号：4106842， 

2126220)；瑞士吉姆萨染色液(北京赛驰生物科技

有限公司)；QuantiTectTM SYBR Green PCR 试剂

盒(Takara 公司，批号：A4403)；CEBP和 PU.1

抗体购自美国 Cell Signaling Technology 公司(批

号：2， 1)；GAPDH 内参(Santa Cruz Biotechnology 

公司，批号：D1014)。 

白藓碱用 DMSO 配置形成 40 mg·mL1 储备

液；ATRA 用 EtOH 配置形成 10 mmol·mL1 储备

液；以上均于20 ℃避光保存。所有实验中，DMSO

或 EtOH 溶剂的浓度均≤0.1%。 

1.2  细胞株 

AML NB4 和 HL60 细胞由美国南加州大学

Lingtao Wu 教授惠赠；AML U937 细胞购自中科院

上海细胞所。上述细胞均用含有 10% 胎牛血清的

RPMI-1640，于 37 ℃，5% CO2的细胞培养箱中培养。 

1.3  细胞增殖和凋亡检测 

AML 细胞以 10 万·mL1 密度接种于 6 孔板

中，各设溶剂对照组和给药组，分别作用 24，48

和 72 h 后，用血细胞计数板计算细胞数目。凋亡

则采用 PI 染色结合流式细胞术分析 Sub-G0 的细

胞百分比。 

1.4  细胞分化检测 

细胞分化检测指标包括细胞表面抗原 CD11b

和细胞核形态变化 2 种。为了检测细胞表面抗原

CD11b 的变化，收集药物作用后的细胞(1×106)，

用 100 µL 含有 3% BSA 的 PBS 封闭 45 min，之后

在 4 ℃孵育 CD11b-PE 45 min， 后采用流式细胞

仪检测 CD11b 的表达水平(每个样本计数 10 000

个细胞)；为了观察细胞核形态的变化，收集药物

作用后的细胞(1×106)，用 100 µL PBS 重悬，用离

心涂片机将细胞悬液 20 µL 直接离心沉淀于载玻

片上，待干燥后，用甲醇固定，采用瑞氏吉姆萨

染色液染色后，镜检并采集图片。 

1.5  实时荧光定量 PCR 

收集药物作用后的细胞(1×106)，Trizol 裂解

并提取总 RNA，采用逆转录试剂盒 (TransGen 

Biotech)合成 cDNA。按照试剂盒 (QuantiTectTM 

SYBR Green PCR kits)进行目的片段的扩增。所采

用的引物序列如下：GAPDH：正向 5’-GTCATCCA 

TGACAACTTTGG-3’，反向 5’-GAGCTTGACAA 

AGTGGTCGT-3’；CEBP：正向 5’-ACAGCGAC 

GAGTACAAGATCC-3’，反向 5’-GCAGCTGCTTG 

AACAAGTTCC-3’；PU.1：正向 5’-ATGTGCCTCC 

AGTACCCATC-3’，反向 5’-TCTTCTGGTAGGTCA 

TCTTC-3’。 

1.6  Western Blotting 检测相关蛋白 

收集细胞，提取蛋白并定量。将 20 µg 总蛋白

混合上样缓冲液，100 ℃加热 5 min 使蛋白变性，

10% SDS-PAGE 胶分离，蛋白条带转到 PVDF 膜，

5% 脱脂牛奶封闭，一抗 4 ℃过夜，辣根过氧化物

酶标记的二抗孵育，ECL 显影。 

1.7  数据分析 

统计数据均表示为 sx  。均值的显著性差异

用 t 检验(双侧)。 

2  结果 

2.1  白藓碱单用及联合 ATRA 对急性髓性白血病

细胞增殖的影响 

在 3 株 AML 细胞(NB4、U937 和 HL60)中，

采用不同浓度的白藓碱单用或与 ATRA 联合作用

1，2 和 3 d 后，进行细胞计数。给予白藓碱后，

与对照组相比，3 株细胞的增殖均受到明显的抑

制，其抑制强度随着白藓碱作用浓度增加和作用

时间延长而增强，具有时间依赖和浓度依赖性。

同时，不同浓度的白藓碱均与 ATRA 具有明显协

同抑制 AML 细胞增殖的能力，存在显著性差异。

以上结果提示，白藓碱不管是单用还是联合 ATRA

均能明显抑制 AML 细胞的增殖。结果见图 1。 

2.2  白藓碱单用及联合 ATRA 对 AML 细胞凋亡

的影响 

在观察到白藓碱单用及和 ATRA 合用均能明

显抑制 AML 细胞增殖的基础上，进一步采用 PI

单染结合流式细胞术分析细胞 Sub-G0 百分比，以

此来考察细胞凋亡情况。 

实验结果表明，不管是白藓碱单用或者与

ATRA 合用均不会明显诱导 3 株 AML 细胞(NB4、

U937 和 HL60)发生凋亡。这也提示白藓碱单用及

联合 ATRA对于 AML细胞的增殖抑制效果并不是

由于诱导细胞凋亡介导的。结果见图 2。 
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图 1  白藓碱单用及联合 ATRA 对 3 株 AML 细胞增殖能力的影响 
ANB4 细胞；BU937 细胞；CHL60 细胞。与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与 ATRA 单用组比较，3)P<0.01，4)P<0.001。 

Fig. 1  Single and combined effect of dictamnine with ATRA on AML cells growth.  
ANB4 cells; BU937 cells; CHL60 cells. Compaired with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; Compaired with ATRA, 3)P<0.01, 4)P<0.001.

 
图 2  三株 AML 细胞在白藓碱单用及联合 ATRA 后的细胞凋亡情况 
ANB4 细胞；BU937 细胞；CHL60 细胞；白藓碱或 ATRA 均作用于 AML 细胞 72 h；NS无显著性差异。 

Fig. 2  Single and combined effect of dictamnine with ATRA on AML cells apoptosis.  
ANB4 cells; BU937 cells; CHL60 cells; Cells were treated with dictamnine or ATRA for 72 h; NSno signuificant changes. 

2.3  白藓碱单用及联合 ATRA 对 AML 细胞分化

的影响 

考察白藓碱及 ATRA 对 AML 细胞分化的影

响，采用了包括细胞表面 CD11b 表达和细胞核形

态变化在内的 2 个经典细胞分化指标。 

实验结果显示，与空白对照组比较，10 µg·mL1

和 20 µg·mL1 白藓碱处理 NB4 细胞后，细胞

CD11b 表达水平明显增高(P<0.05)，且具有浓度依

赖关系；同时，白藓碱和 ATRA 联合处理组与

ATRA 单用组相比，CD11b 表达率也呈显著增加

(分别是 P<0.01 和 P<0.001)。在另 2 株 AML 细胞

株(U937 和 HL60)中，白藓碱单用均具有明显诱导

细胞表面 CD11b 表达上调的作用，并且能够协同

ATRA 增强细胞 CD11b 的表达。结果见图 3。 

同时，瑞氏吉姆萨染色结果表明，与空白对

照组相比，白藓碱单用处理 AML 细胞(NB4、U937 

和 HL60)后，细胞核偏向一侧，且形态不规则，

细胞核/浆比例降低，出现马蹄形的核形态。白藓

碱与 ATRA 联合作用组，细胞核/浆比例进一步降

低，出现马蹄形甚至分叶形的细胞核状态。结果

见图 4。 

以上结果从细胞表面抗原表达和细胞核形态

变化两方面证实，白藓碱单用具有诱导 AML 细胞

分化的作用，并且能够协同 ATRA 促进 AML 细胞

分化。 

2.4  白藓碱单用及联合 ATRA 对急性髓性白血病

细胞 CEBP和 PU.1 表达的影响 

转录因子表达的严密调控是保证正常造血功

能的重要条件，一旦转录因子表达失衡则很可能

引起白血病的发生，因此检测了白藓碱单用以及

联合 ATRA作用于 AML细胞后的分化相关转录因

子的 mRNA 水平及蛋白表达情况的变化。 
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图 3  3 株 AML 细胞在白藓碱单用及联合 ATRA 后的表面抗原 CD11b 表达变化 
ANB4 细胞；BU937 细胞；CHL60 细胞；白藓碱或 ATRA 均作用于 AML 细胞 72 h；与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01，3)P<0.001；与 ATRA

单用组比较，4)P<0.05，5)P<0.01，6)P<0.001。 

Fig. 3  Single and combined effect of dictamnine with ATRA on CD11b expression of AML cells 
ANB4 cells; BU937 cells; CHL60 cells; Cells were treated with dictamnine or ATRA for 72 h; Compaired with Control, 1)P<0.05, 2)P<0.01, 
3)P<0.001; Compaired with ATRA, 4)P<0.05, 5)P<0.01, 6)P<0.001. 

 
图 4  3 株 AML 细胞在白藓碱单用及联合 ATRA 后的核形态改变(200×) 
ANB4 细胞；BU937 细胞；CHL60 细胞；白藓碱或 ATRA 均作用于 AML 细胞 72 h 后采用瑞士吉姆萨染色法观察细胞核形态。 

Fig. 4  Single and combined effect of dictamnine with ATRA on morphologic changes of AML cells(200×) 
ANB4 cells; BU937 cells; CHL60 cells; Cells were treated with dictamnine or ATRA for 72 h and stained using Wright-Giemsa solution for 
morphologic analysis of differentiation. 

不同浓度的白藓碱处理 NB4 细胞后，实时荧

光定量 RT-PCR 结果显示，随着白藓碱浓度的增

加，CEBP和 PU.1 的 mRNA 水平呈浓度依赖性上

调；并且相对于 ATRA 单用组，白藓碱和 ATRA

联合应用可以明显增加 CEBP和 PU.1 的 mRNA

表达水平，具有显著性差异。结果见图 5A 和 5B。 

Western Blotting 结果同样表明，白藓碱可以

明显增加 NB4 细胞中 CEBP和 PU.1 的蛋白表达，

同时具有协同ATRA促进CEBP和 PU.1上调的效

果，见图 5B。

 
图 5  NB4 细胞在白藓碱单用及联合 ATRA 后 CEBP和 PU.1 的 mRNA 水平和蛋白表达 
ACEBP基因的 mRNA；BPU.1 基因的 mRNA；CCEBP和 PU.1 的蛋白表达；白藓碱或 ATRA 均作用于 NB4 细胞 72 h；与对照组比较，1)P<0.05；

与 ATRA 单用组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 5  Single and combined effect of dictamnine with ATRA on mRNA level and protein expression of CEBP and PU.1 in 
NB4 cells. 
ACEBP mRNA; BPU.1 mRNA; Cprotein expression of CEBP and PU.1; NB4 cells were treated with dictamnine or ATRA for 72 h; Compared 

with control group, 1)P<0.05; compaired with ATRA, 2)P<0.05, 3)P<0.01。 
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以上结果均提示，白藓碱可以明显促进分化

相关转录因子(CEBP和 PU.1)的表达，从而发挥

单用或联合 ATRA 促进 AML 细胞分化的作用。 

3  讨论 

ATRA 是目前临床上用于治疗 APL 的一线用

药，主要通过诱导未分化成熟的白血病细胞发生

分化从而达到治疗目的。虽然目前的三联治疗方

案(ATRA+砷剂+化疗)可以使 APL 病人的完全缓

解率达到 90%以上[5]，但是仍然存在着部分患者不

敏感或者复发率高、不良反应大[6]等问题。本研究

发现天然来源的白藓碱能够协同 ATRA 诱导 APL

亚型 NB4 细胞发生分化，提示白藓碱可作为一种

新的候选增敏剂提高 ATRA 的分化疗效，这一发

现不仅有望丰富 APL 临床治疗方案，而且有望减

轻 ATRA 在治疗过程中的不良反应。 

AML 是由于正常髓系细胞分化发育过程中不

同 阶 段 的 造 血 祖 细 胞 恶 性 转 化 造 成 的 ，

FAB(French-American-British)根据其恶性克隆的

成熟阶段及其形态学上的不同，将 AML 分为包括

M0~M7 的 8 个亚型。目前 ATRA 诱导分化疗法只

在 APL 亚型(M3 亚型)上取得了很好的治疗效果，

但是于其他亚型的 AML 疗效不佳。本研究中使用

的 3 株 AML 细胞分别属于不同的 AML 亚型

(NB4/M3；U937/M5；HL60/M2)[7]，细胞增殖和分

化结果(图 1，3 和 4 )均显示白藓碱不仅能够协同

ATRA 促进 APL 亚型的 NB4 细胞发生分化，而且

还能诱导除 APL 亚型以外的其他亚型的 U937 和

HL60 细胞发生分化。以上结果提示白藓碱与

ATRA 合用可以明显诱导多种 AML 亚型发生分

化，为扩大 ATRA 分化治疗的临床适应症提供了

潜在的方案。 

许多重要的转录因子严密调控髓系细胞的生

成，当其表达失衡则可能引起白血病发生，大量

文献表明 PU.1[8-10]和 CEBP[11]的表达上调在

ATRA 诱导分化过程中发挥着重要作用。图 5 结果

显示，白藓碱单用或联合 ATRA 均能诱导或进一

步促进 PU.1 和 CEBP的 mRNA 和蛋白表达水平

增加，初步提示白藓碱可能与 ATRA 一样均是通

过促进分化相关转录因子(PU.1 和 CEBP)的表达

而发挥诱导 AML 细胞分化的作用，其进一步的分

子机制仍需深入探讨。 

综上所述，本研究从细胞增殖、细胞表面抗 

原 CD11b 以及细胞核形态变化 3 个方面，证明天

然来源的白藓碱能够单独或协同 ATRA 诱导不同

类型的 AML 亚型发生细胞增殖抑制和细胞分化，

并且其可能分子机制是通过恢复分化相关转录因

子 PU.1 和 CEBP的表达调控。白藓碱和 ATRA 的

联合使用，不仅有望增强 ATRA 的临床疗效，而

且可扩大 ATRA 临床适应症，为临床治疗 AML 提

供新的治疗方案。同时由于白藓碱来源于天然化

合物，其本身具有一定的诱导分化能力，如果对

其进行进一步的结构改造和修饰，有望将白藓碱

开发为崭新的分化诱导药物。 
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