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摘要：目的  观察白花蛇舌草乙醇提取物(ethanol extract of Hedyotis diffusa Willd.，EEHDW)对 AML-M2 白血病 Kasumi-1
细胞增殖和凋亡的影响机制。方法  采用 MTT 比色法、Hoechest 荧光染色检测测定 EEHDW 作用后 Kasumi-1 细胞增殖

和凋亡的情况，Western blotting 法检测 Kasumi-1 细胞中 Bcl-2、Bax、caspase-3、caspase-9、Cyto-C、P65、p-P65、IkBα、

p-IkBα、IKKα/β、C-myc 以及 AML1-ETO 的蛋白水平。结果  EEHDW 抑制急性髓系白血病 Kasumi-1 细胞增殖，并具有

时间和浓度依赖性。0.04，0.06，0.08 mg·mL1 的 EEHDW 能诱导细胞凋亡(P<0.05 或 P<0.01)。EEHDW 可以显著上调

Cyto-C、cleaved PARP、cleaved caspase-3、cleaved caspase-9 以及 Bax 的表达水平，而降低 Bcl-2、C-myc 和 AML1-ETO
蛋白的表达，同时 EEHDW 能够浓度依赖性地增加 p-P65、p-IkBα 的蛋白表达。结论  EEHDW 诱导 Kasumi-1 细胞凋亡

一方面是通过调节 Bax/Bcl-2 的表达影响线粒体途径，另外一方面还与激活 NF-кB 信号通路有关，在这个过程中同时抑

制原癌基因 C-myc 和 AML1-ETO 融合基因的表达。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To observe the effect of ethanol extract of Hedyotis diffusa Willd. (EEHDW) on the proliferation 
and apoptosis of AML-M2 cells Kasumi-1 and its mechanism. METHODS  MTT colorimetry and Hoechest staining were used 
to detect the effect of EEHDW on the proliferation and apoptosis of Kasumi-1 cells. Western blotting was used to detect the 
protein levels of Bcl-2, Bax, caspase-3, caspase-9, Cyto-C, p65, p-P65, IkB, p-IkB, IKK/, C-myc and AML1-ETO in 
Kasumi-1 cells. RESULTS  EEHDW inhibited the proliferation of Kasumi-1 cells. The 0.04, 0.06 and 0.08 mg·mL1 of 
EEHDW could induce apoptosis(P<0.05 or P<0.01). It could significantly up regulate the expression of Cyto-C, cleaved PARP, 
cleaved caspase-3, cleaved caspase-9 and Bax, but decreased the expression of Bcl-2, C-myc and AML1-ETO. Meanwhile, 
EEHDW could increase the expression of p-P65 and p-IKBα in a concentration dependent manner. CONCLUSION  EEHDW 
induce apoptosis of Kasumi-1 cells not only related to the regulation of Bax/Bcl-2 expression, but also relate to the activation of 
NF-кB signal pathway, which inhibits the expression of C-myc and AML1-ETO fusion gene. 
KEYWORDS: ethanol extract of Hedyotis diffusa Willd.; Kasumi-1 cell; apoptosis; NF-B signal pathway 
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急 性 髓 系 白血 病 (acute myeloid leukemia，

AML)是在骨髓和血液中异常累积原始造血细胞

的一类异质性疾病，基因异常与其发生密切相关。

M2b 型 AML(AML-M2b)是 AML 中的一种独特类

型，占 8%~12%[1]，t(8；21)(q22；q22)染色体异常

是其主要特征，能产生 AML1-ETO 融合基因。目

前常用的化学治疗法虽然可以使病情得到暂时缓

解，但其复发率高，患者 5 年后的生存率仅为

20%[2]。在治疗肿瘤疾病的化疗药物中，约 50%直

接来源于天然产物或其衍生物[3]，比如紫杉醇、长
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春新碱等已成为临床重要的植物类化疗药品。因

此，为了在疗效上取得突破，对传统中药进行研

究成为可能的途径之一。 
白花蛇舌草是一种抗肿瘤中草药，属于茜草

科尔草属，一直沿用至今，其抗肿瘤作用也不断

被发现[4-6]，但对于抗 AML1-ETO 阳性白血病的研

究很少报道。本实验以白花蛇舌草乙醇提取物

(ethanol extract of Hedyotis diffusa Willd.，EEHDW)
作用于 AML-M2 白血病 Kasumi-1 细胞，探讨其诱

导凋亡的作用，并从蛋白表达的水平，来研究

EEHDW 诱导 Kasumi-1 细胞凋亡的机制。 
1  仪器与试剂 

3110 型细胞培养箱(美国 Forma Scientific 公

司)；12-0625 型垂直电泳及转膜装置(美国 Bio-Rad
公司)；FACS Canto Ⅱ型流式细胞仪(美国 Becton 
Dickinson 公司)；BCD-271W 型 4 ℃及20 ℃冰箱

(德国 Siemens 公司)；DS-970 扫描仪(美国 Epson
公司)；CL30/CL31 低温离心机(德国 Heraeus)。 

人髓系白血病细胞株 Kasumi-1 由浙江大学血

液学研究所惠赠(美国标准生物品收藏中心，货号：

CRL-2724)；白花蛇舌草购自杭州萧山医药公司中

药分公司(批号：110326)；二甲基亚砜(DMSO，中

国杭州化学试剂有限公司，批号：20160423)；四

甲基偶氮唑蓝(MTT)及碘化丙啶(PI)试剂盒(美国

Sigma-Aldrich 公司，批号：A82381024)；Caspase-3、

Caspase-9、Cyto-C、PRAP、Bcl-2、Bax、P65、p-P65、

IkBα、p-IkBα、IKKα/β、C-myc、AML1-ETO 抗体

(美国 Cell Signaling 公司，批号分别为 9662S，

9508S，4280S，9542S，15071S，5023S，8284S，

3033S，4814S，2859S，2682S，9420S，4334S)；
β-actin 抗体(美国 Santa Cruz 公司，批号：SC-47778)；
Hoechst33258 染液(美国 Sigma-Aldrich 公司，批号：

94403)；Western blotting luminol 试剂盒(ECL)(以
色列 Biological Industries 公司，批号：20500A)。 
2  方法 
2.1  EEHDW 的制备 

取 200 g 白花蛇舌草的干燥全草，经粉碎后用

5 400 mL 80%乙醇浸泡(室温，0.5 h)并浓缩提取

(80 ℃，2 h)，再将经过干燥和蒸发得到的提取物

溶解于 200 mL 蒸馏水中，用乙酸乙酯进行液-液
萃取，把过滤和干燥得到的 5 g 提取物再次溶解于

100 mL 蒸馏水中，并用蒸馏水和体积分数 60%乙

醇进行连续多次洗脱，将乙醇馏分洗脱物收集和

干燥后用蒸馏水配成 12 mg·mL1 的样品，将样品

原液分装于20 ℃冷冻保存[7]。采用超高效液相色

谱串联质谱系统(UPLC-MS/MS)检测其纯度，主要

成分为对香豆酸(纯度>98%)、反式 6-O-对香豆酰

鸡屎藤苷甲酯(纯度>98%)，EEHDW 已申请专利

(专利号：201410324070.2)。 
2.2  细胞培养 

将 Kasumi-1 细胞株在 37 ℃、5% CO2、饱和

湿度环境下，置于含 10%胎牛血清的 RPMI 1640
培养液中培养，细胞密度为(5~10)×105·mL，1~2 d
换液传代 1 次。取对数生长期细胞进行实验。 
2.3  MTT 比色法检测细胞存活率情况 

配置 EEHDW 干预组，按照药物浓度从低到

高分 5 个剂量组，终浓度分别为 0.02，0.04，0.06，

0.08，0.10 mg·mL1，另外设置 1 组不加 EEHDW
为 空 白 组 。 取 对 数 生 长 期 Kasumi-1 细 胞 以

1×105·mL1 接种于 96 孔培养板，使每孔终体积为

200 μL，按终浓度 0，0.02，0.04，0.06，0.08，

0.10 mg·mL1 分别加入 EEHDW，置于培养箱中孵

育 24，48 h 后，每孔加入 20 μL 的 MTT 工作液，

37 ℃、5% CO2、饱和湿度的培养箱中继续培养 4 h，

3 000 r·min1 离心 5 min，弃上清，加入 DMSO，

每孔 200 μL，待蓝紫色甲臜充分溶解后，于紫外

分光光度仪测 570 nm 处吸光度值(A 值)。按照公

式计算细胞存活率：细胞存活率(%)=(处理组 A 值

/对照组 A 值)×100%。实验重复 3 次，设复孔 4 个，

取平均值为 终结果。用 Logit 法计算半数抑制浓

度(IC50)。 
2.4  Hoechest 荧光染色检测细胞凋亡  

取对数生长期 Kasumi-1 细胞以 1×105·mL1 进

行实验，将细胞悬液接种于 6 孔板，使每孔终体

积为 5 mL，分别加入 EEHDW，使终浓度分别达

到 0.02，0.04，0.06 mg·mL1 分别为 0.02，0.04，

0.06 mg·mL1 EEHDW 组，同时设置空白组，作用

于 Kasumi-1 细胞 24 h 后，收集空白组及药物处理

组细胞，离心，PBS 洗涤 2 次，弃上清，各加入

4%甲醛 200 μL 分别移至 EP 管，放入培养箱中

30 min。离心弃甲醛，用移液器在干净玻璃片上涂

单层细胞，待涂层干燥后，PBS 摇床洗 3 次，每

次 10 min，用含 0.5% Triton 的 PBS 在摇床上透化

30 min，再用 PBS 摇床洗 3 次，每次 10 min，每

张玻片用 1 μg·mL1 Hoechest 33258 染液均 滴涂

于细胞涂层，避光反应 20 min，弃 Hoechest 33258
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染液，PBS 摇床洗 3 次，每次 10 min。分别用低

倍(10×)、高倍(40×)、油镜(100×)观察并拍照。每

张片随机选取 3 个视野，实验重复 2 次。 
2.5  Western blotting 分析相关蛋白表达水平 

检测凋亡相关蛋白(RARP，caspase-3、caspase-9、

Cyto-C、Bcl-2、Bax)，NF-кB 信号通路蛋白(P65、

p-P65 、 IkBα 、 p-IkBα 、 IKKα/β) 以 及 C-myc 、

AML1-ETO 蛋白的表达。总蛋白提取后，按 Braford
法测蛋白浓度，取 10 μg 蛋白样品与 2×加样缓冲

液等体积混合，煮沸变性 5 min 后进行 100，120
或 150 g·L1 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，电转移至

PVDF 膜上，室温封闭 1 h，立即加入一抗溶液，

平缓摇动，4 ℃过夜，室温下加二抗溶液孵育 1 h。

以 β-actin 作为内参照，显影参照 ECL 试剂盒说明

书操作，用 IPP 光密度分析软件进行分析，以目的

条带与 β-actin 灰度值的比值表示目的蛋白的表达

水平，各实验均重复 3 次。Western blotting 显示的

蛋白条带扫描后用 Imagequant 5.1 软件进行量化

分析，其灰度用 A 值计算。 
2.6  统计学处理 

实验数据采用 SPSS 17.0 软件分析，计量资料

实验数据用 sx  表示。单变量 2 组资料比较采取

t 检验，多组资料比较采用单因素方差分析，P< 
0.05 为差异具有统计学意义。 
3  结果 
3.1  EEHDW 对 Kasumi-1 细胞增殖的影响 

EEHDW 能有效抑制急性髓系白血病细胞株

Kasumi-1 增殖(P<0.05)，并具有时间和浓度依赖

性。24 和 48 h 的 IC50 分别为 0.077，0.083 mg·mL1。

0.04，0.06，0.08，0.10 mg·mL1 EEHDW 作用后的

Kasumi-1 细 胞 存 活 率 与 空 白 组 比 较 明 显 下 降

(P<0.01 或 P<0.05)。且相同 EEHDW 浓度(0.06~ 
0.10 mg·mL1)时，作用 48 h 的细胞存活率比作用

24 h 明显降低(P<0.01 或 P<0.05)。结果见图 1。 
3.2  EEHDW 对急性髓系白血病 Kasumi-1 细胞凋

亡形态的影响 
对于空白组，荧光显微镜下细胞内几乎未见

蓝色荧光增强的凋亡小体，细胞形态完整。而不

同浓度(0.02，0.04，0.06 mg·mL1) EEHDW 处理

Kasumi-1 细胞 24 h 后，部分细胞核出现碎片、分

叶和固缩，凋亡形态学结果见图 2，在用药组中，

凋亡小体随着药物浓度增加逐渐增多。 

 
 

图 1  白花蛇舌草乙醇提取物对Kasumi-1细胞增殖的抑制

作用 
与空白组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与同浓度 24 h 组比较, 3)P<0.05, 
4)P<0.01。 

Fig. 1  Inhibition effect of ethanol extract of Hedyotis 
diffusa Willd. on proliferation of Kasumi-1 cell 
Compared with the blank group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with 24 h, 
3)P<0.05, 4)P<0.01. 

 

 
 

图 2  Hoechest 333258 染色结果(100×) 
A空白组；BEEHDW 0.02 mg·mL1；CEEHDW 0.04 mg·mL1；

DEEHDW 0.06 mg·mL1。 

Fig. 2  Results of Hoechest 333258 stainin(100×) 
Ablank group; BEEHDW 0.02 mg·mL1; CEEHDW 0.04 mg·mL1；

D—EEHDW 0.06 mg·mL1. 
 

3.3  EEHDW 对 Kasumi-1 细胞株凋亡相关蛋白水

平的影响 
与空白组比较，0.02，0.04，0.06 mg·mL1 的

EEHDW 作用于急性髓系白血病细胞 Kasumi-1 细

胞株 24 h 后，Bax、cleaved PARP、cleaved caspase-3、

cleaved caspase-9 以及 Cyto-C 蛋白的表达水平逐

渐升高，其中 0.06 mg·mL1 EEHDW 组与空白组的

差异有统计学意义(P<0.05 或 P<0.01)，而 Bcl-2 水
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平明显降低，0.04 和 0.06 mg·mL1 EEHDW 组与空

白组的差异均有统计学意义(P<0.05)。结果见图 3。 
 

 
 

图 3  Western blotting 检测相关凋亡蛋白表达的变化

( x s , n=3) 
与空白组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 3  Changes of levels of apoptosis related protein 
detected by Western blotting( x s , n=3) 
Compared with the blank group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
 

3.4  EEHDW 对 Kasumi-1 细胞内 NF-кB 信号通路

蛋白水平的影响 
实 验 结 果 显 示 ， 不 同 浓 度 EEHDW 处 理

Kasumi-1 细胞 24 h，随着细胞凋亡的增加，p-P65、

p-IkBα 的表达呈浓度依赖性上升，而 IkBα、IKKα/β
则下降明显，0.06 mg·mL1 EEHDW 组与空白组相

比，差异均具有统计学意义(P<0.05 或 P<0.01)； 
P65 与空白组相比，蛋白表达基本不变，结果见图 4。 
3.5  EEHDW 对 Kasumi-1 细胞内其他相关蛋白水

平的影响 
经 Western blotting 检测，EEHDW 作用于

Kasumi-1 细胞 24 h 以后，随着药物浓度的增加，

细胞内 C-myc 和 AML1-ETO 融合蛋白的表达逐渐

降 低 ， 与 空 白 组 相 比 ， 0.04， 0.06 mg·mL1 的

EEHDW 组差异有统计学意义(P<0.05 或 P<0.01)，
呈现药物剂量的依赖性，结果见图 5。 

 
 

图 4  Western blotting 法检测 NF-кB 信号通路蛋白水平表

达的情况( x s , n=3) 
与空白组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 4  Levels of protein expression in NF-КB signaling 
pathway detected by Western blotting( x s , n=3) 
Compared with the blank group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

 

 
 

图 5  Western blotting 检测 Kasumi-1 细胞内蛋白水平的表

达( x s , n=3) 
与空白组比较，1)P<0.05, 2)P<0.01。 

Fig. 5  Levels of protein expression in Kasumi-1 cells 
detected by Western blotting( x s , n=3) 
Compared with the blank group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
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4  讨论 
近年来，由于传统抗肿瘤中药具有低毒、多

靶点以及抗耐药等特点，在国际上获得越来越多

关注，成为研究的热点[8]。t(8；21)(q22；q22)在白

血病中是 常见的染色体易位类型，产生的特异

融合蛋白 AML1-ETO 可以阻断髓系细胞的分化，

并和细胞的凋亡相关。虽然 AML1-ETO 阳性的

AML 通常被认为具有较好预后[9]，但是长期临床

观察发现，接近 40%的患者会复发，部分患者化

疗缓解率低。 
EEHDW 有明确的抗肿瘤作用[10-11]，对肿瘤细

胞具有广泛的抑制作用，但其作用机制及靶点尚

未完全明确，本研究将 EEHDW 作用于 t(8；

21)(q22；q22)急性髓系白血病的细胞株 Kasumi-1。

实验研究首先发现，EEHDW 可以抑制 Kasumi-1
细胞的生长增殖，并且呈时间-剂量依赖性。采用

Hoechest 染色后，在显微镜下观察到凋亡细胞的

典型特征：细胞核固缩，细胞出现空泡，周围出

现凋亡小体状等；也呈现出剂量相关，从细胞形

态学上证明了凋亡的发生。 
维持细胞增殖和凋亡的平衡是一个多基因参

与调控的过程，其中抗凋亡的 Bcl-2、促凋亡蛋白

Bax 和 caspase 家族尤为重要[12]。有研究[13]表明，

内源性细胞凋亡途径是由线粒体释放 Cyto-C 介导

的，通过被激活 caspase-9，启动了 caspase-3 在内

的 caspase 级联反应过程，将线粒体内膜上的

Cyto-C 从释放到胞浆中。本研究证实，EEHDW 通

过诱导 Kasumi-1 细胞凋亡达到抑制其生长的效

果。在该过程中 Caspase-9 和 Caspase-3 被激活，

且 Cyto-C 的蛋白水平随着药物浓度的增长明显升

高。因为 Bcl-2 家族可调控线粒体介导的内源性凋

亡途径，其中 Bax 与 Bcl-2 比例是影响细胞凋亡的关

键因素[14]，降低 Bcl-2 的表达水平有利于抗肿瘤[15]。

本研究结果同时显示：白花蛇舌草乙醇提取物能够

明显上调 Bax 的表达，而下调 Bcl-2 的表达，Bax
与 Bcl-2 比例明显上高。说明 EEHDW 是通过调节

Bax/Bcl-2 的表达来影响线粒体途径，发挥诱导

Kasumi-1 细胞凋亡的作用。 
已有研究[16]证实，NF-кB 可通过靶基因产物

Bax、Bcl-2 等抑制内源性凋亡途径。所以笔者采

用 Western blotting 进一步检测 NF-кB 信号通路中

的蛋白表达，希望揭示出可能存在的药理作用机

制。NF-κB p65 作为该家族 5 种相关转录因子构成

之一，可以形成同聚物或异聚物，继而调控基因

表达[17]。而 NF-κB 的激活分为经典途径和非经典

途径。在经典途径中，当细胞受到刺激时，IKK
复合体被激活，磷酸化 NF-κB 的抑制因子 IκBα，

并介导其降解，从而激活 NF-κB，使其得以入核

并发挥转录活性功能；而非经典途径激活中，当

细胞受特异性的信号刺激时，蛋白激酶 NIK 激活

下游的 IKKα，使 p100 发生磷酸化，从而激活该

通路[18]。有研究也表明 NF-κB 的激活可以促进细

胞凋亡，例如化疗药物依托泊苷、替尼泊苷等激

活 NF-κB 后使细胞表达 FasL 增加从而促进肿瘤细

胞凋亡[19]。在本研究中观察到 EEHDW 能够浓度

依赖性地上调 Kasumi-1 细胞中 p-P65、p-IkBα 的

表达水平，说明药物诱导细胞凋亡时存在 NF-κB
通路的激活，激活的程度与 EEHDW 的剂量成正

比，同时激活 NF-κB 需要依赖于 IkBα 活化和降解。

IKKα/β 下降说明了通路的激活并不依赖 IKKα/β，

可能还存在其他途径。 
AML1-ETO 是 t(8；21)染色体易位产生的融合

基因，其表达的蛋白可以募集共抑制复合物，影

响正常信号的传导和抑癌基因的表达，从而导致

白血病的发生[20]。同时有研究[21]显示，在白血病

细胞中，包括 t(8；21)在内的染色体易位能激活

C-myc 基因表达，促进肿瘤细胞增殖。因此，在

EEHDW 诱导 Kasumi-1 细胞凋亡的同时，检测了

其对融合基因和 C-myc 基因表达的影响，目的是

证实 EEHDW 是否能特异性地抑制 AML1-ETO 融

合蛋白的表达，达到诱导白血病细胞凋亡的效

应。结果显示 EEHDW 能够明显抑制 AML1-ETO
融合蛋白和 C-myc 蛋白的表达水平，并呈现浓

度依赖性。 
综上所述，本研究证实了 EEHDW 通过诱导

Kasumi-1 细胞凋亡，发挥增殖抑制作用，具有浓度

依赖性；体外诱导白血病细胞凋亡的机制，可能与

药物能够明显增加 Cyto-C 的释放和 PARP 的裂解，

以及激活 caspase-3、caspase-9，影响 Bax 与 Bcl-2
相对比例，通过线粒体途径诱导 Kasumi-1 细胞凋

亡。而药物诱导细胞凋亡时存在 NF-κB 通路的激

活。进一步的研究发现，EEHDW 能明显抑制原癌

基因 C-myc 的表达和 Kasumi-1 细胞细胞特征性

AML1-ETO 融合基因的表达，从而发挥抗白血病的

作用。然而，EEHDW 具体降低 AML1-ETO 融合蛋

白表达的机制尚待阐明，今后将做进一步的研究。 
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