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摘 要：探讨楝酰胺对急性髓系白血病（acute myeloid leukemia，AML）细胞线粒体的作用。MTT法测定

楝酰胺对 AML细胞 HEL生长增殖的影响，PI法测定细胞周期的变化。流式细胞技术分析楝酰胺对细胞凋

亡率的影响，Western blot检测线粒体凋亡途径相关蛋白的变化，钙黄绿素法分析楝酰胺对线粒体通透性转

换孔（mitochondrial permeability transition pore，mPTP）的影响，JC-1染料检测线粒体膜电位的变化，荧光

素酶实验测定三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）水平。结果显示楝酰胺抑制 HEL细胞的生长增殖

并呈现时间和浓度依赖性，阻滞细胞周期于 G0/G1期。楝酰胺诱导 HEL细胞线粒体途径凋亡，激活 HEL

细胞 mPTP的开放，降低了线粒体膜电位和 ATP水平。以上结果说明，楝酰胺改变了 HEL 细胞的线粒体

功能，从而抑制细胞增殖。
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Abstract: This study aims to explore the effect of rocaglamide on mitochondria function in acute myeloid

leukemia (AML) cell line HEL. MTT assay was used to determine the effect of rocaglamide on the proliferation of

HEL cells. Cell cycle was analyzed by PI staining. Flow cytometry was used to detect the apoptotic rate of HEL

cells. Western blot was used to detect mitochondrial apoptosis pathway related protein. The effect of rocaglamide

on mitochondrial membrane permeability was analyzed by calcein method. JC-1 dye was used to detect the

changes in mitochondrial membrane potential. Luciferase experiment was used to determine the effect of

rocaglamide on ATP level. The results showed that rocaglamide inhibited the proliferation of HEL cells in a time-

and concentration-dependent manner and arrested cell cycle of HEL cells at G0/G1 phase. Rocaglamide induced

mitochondrial pathway apoptosis, activated the opening of the mPTP, and reduced the mitochondrial membrane

potential of HEL cells as well as the ATP level. The above results indicated that rocaglamide remodeled the

mitochondrial function of HEL cells, thereby inhibiting the proliferation of AML cells.

Key words: rocaglamide; acute myelogenous leukemia; mitochondrial permeability transition pore; mitochondrial

membrane potential; apoptosis

急性髓系白血病（acute myeloid leukemia，AML）是一类髓系干细胞或祖细胞恶性克

隆性血液肿瘤，以骨髓和血液中非正常血细胞快速增殖并干扰正常血细胞功能为特点。AML



发展快速，若未得到及时治疗应对在数周或数个月内便可致命，其在急性白血病中有最高发

生率并且在血液疾病中有最高死亡率[1]。据目前统计全球约 100万人患有 AML，患 AML死

亡人数超过 10万[2, 3]。AML 细胞中线粒体与正常细胞线粒体明显不同，AML 发生常伴随着

线粒体功能的改变，如：线粒体 DNA（mitochondrial DNA，mtDNA）突变、线粒体代谢酶

缺陷、线粒体膜通透性改变或原癌基因/抑癌基因改变等[4, 5]。相比较于正常造血细胞，AML

细胞中有高拷贝数的 mtDNA和需要更多氧耗[6]。近期有研究对癌症基因组图谱数据库中收

集的 200名 AML 患者进行了分析，显示 8%的患者存在一种或多种线粒体呼吸链复合物基

因突变[7]。线粒体参与 AML发病进程另一个证据支持是，AML 病人中异柠檬酸脱氢酶基因

常发生突变改变了线粒体代谢[8]。AML 通过改变线粒体功能使 AML细胞凋亡耐受、化疗药

物耐受或富有侵袭性，这成为肿瘤治疗方案失败的重要原因。线粒体靶向药物有巨大潜能成

为有效的选择性抗肿瘤药物。

米仔兰是一种传统民间中药，为楝科植物米仔兰（Aglaia odorata Lour.）的枝叶，其药

性味辛、性微温，具有袪风湿、散瘀肿的功效[9]。《贵州中草药名录》记载米仔兰全省有栽

培，枝、叶治跌打，痈疽[10]。楝酰胺是来源于中药植物米仔兰枝叶的天然产物[11]。楝酰胺

具有抗白血病活性虽已有报道，然而其抗白血病的机制还不完全清楚，楝酰胺对 AML 细胞

线粒体功能的影响缺乏足够探讨[12]。本论文利用 AML 细胞 HEL作为研究对象，阐明线粒

体在楝酰胺抗 AML细胞增殖中作用，以期为线粒体靶向药物的研发提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 实验试剂

楝酰胺（纯度>98%，MCE公司）；BCL-2 抗体（美国Abcam公司，批号：ab32124）；

cleaved Caspase-9 抗体（美国CST公司，批号：7237）；cleaved Caspase-3 抗体（美国CST

公司，批号：9664）；PARP1 抗体（美国CST公司，批号：9532）；cleaved PARP1抗体（美

国CST公司，批号：5625）；COX IV抗体（上海碧云天生物技术有限公司，批号：AC610）

GAPDH抗体（杭州贤至生物科技有限公司，批号：AB-P-R001）；β-actin抗体（武汉三鹰生

物技术有限公司，批号：20536-1-AP）；抗兔IgG二抗（美国CST公司，批号：5151P）；胎

牛血清（以色列Biological Industries公司，批号：04-001-1ACS）；细胞凋亡检测试剂盒（美

国BD Pharmingen公司，批号：2119964）；线粒体膜电位检测试剂盒（上海碧云天生物技术

有限公司，批号：C2006）；线粒体通透性转换孔检测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公

司，批号：C2009S）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养

AML细胞HEL由贵州省天然产物研究中心惠赠。37 ℃、5% CO2下，并添加含 5%胎牛

血清的RPMI1640培养基培养。

1.2.2 MTT法测定细胞抑制率



以终浓度为 3.125、6.25、12.5、25、50、100 nmol/L的楝酰胺作用于 HEL细胞，0.1%

的 DMSO（0 nmol/L楝酰胺）作为对照。分别于 0、1、2、3 d测定 570 nm处吸光值。抑制

率的计算方法：抑制率=（对照组 OD值-处理组 OD值）/对照组 OD值×100%。

1.2.3 流式细胞技术测定细胞周期和细胞凋亡

以终浓度为 4、20、100 nmol/L的楝酰胺处理HEL细胞，0.1%的DMSO作为对照。HEL

细胞处理 1 d后进行细胞周期的测定，75%乙醇固定后，37 ℃条件下，PI染液染色 30 min。

HEL细胞处理 2 d后进行细胞凋亡的测定，FITC-Annexin和PI染料染色 15 min。流式细胞仪

分析各组细胞。

1.2.4 JC-1法测定线粒体膜电位

采用不同浓度的楝酰胺作用于 HEL细胞 2 d，加入 JC-1 染色工作液，37 ℃条件下染色

20 min。收集细胞，JC-1染色缓冲液洗涤并重悬细胞，流式细胞仪检测线粒体膜电位变化。

1.2.5 钙黄绿素法测定线粒体通透性转换孔

钙黄绿素法测定线粒体通透性转换孔（mitochondrial permeability transition pore，mPTP）

的开放与关闭。加楝酰胺至HEL细胞，0.1%的DMSO作为对照，1 d后收集细胞。氯化钴荧

光淬灭液为含氯化钴的钙黄绿素乙酰甲酯（Calcein AM）染色液，37 ℃避光染色 30 min。

检测缓冲液洗涤并重悬细胞，流式细胞仪检测和分析。实验设置离子霉素作为钙黄绿素阳性

对照，用于检测mPTP的开放。未经楝酰胺处理HEL细胞由不含氯化钴的Calcein AM染色，

作为钙黄绿素阴性对照，用于检测mPTP的关闭。

1.2.6 Western blot检测线粒体凋亡蛋白的表达

用楝酰胺处理 HEL细胞 1 d，RIPA裂解液提取 HEL细胞的总蛋白。蛋白变性后，进行

SDS-PAGE。湿转法转膜，免疫印迹反应，参照文献进行[11]。

1.2.7 荧光素酶检测三磷酸腺苷水平

采用荧光素酶检测三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）水平，将楝酰胺作用于

HEL细胞 2 d，ATP检测裂解液裂解细胞。4 ℃ 12 000 g离心 5 min，取少量上清，用于蛋白

浓度的测定，剩余上清用于ATP浓度测定。用ATP检测裂解液稀释ATP标准溶液，检测设置

为 0、0.01、0.03、0.1、0.3、1、3和 10 μmol/L的ATP标准曲线。取 20 µL标准品或样品，加

入 100 µLATP检测工作液至 96孔板中，测定荧光值。样品ATP的浓度以nmol/mg形式表示。

1.2.8 统计分析处理

采用GraphPad Prism 9绘制统计图，实验数据以平均值±标准偏差（x ± s）的形式表示，

采用t检验进行组间均值比较和统计分析。P＜0.05表示差异有统计学意义。

2 实验结果

2.1 楝酰胺抑制AML细胞的增殖

用不同浓度的楝酰胺处理 HEL 细胞 1~3 d，MTT 法测定细胞的抑制率和 IC50。结果显

示，楝酰胺在 HEL细胞上的抑制率随作用浓度和时间的增加而升高。楝酰胺在 HEL细胞上



作用 3 d 的 IC50为 11.94 ± 1.10 nmol/L（见图 1A）。细胞周期测定发现，如图 1B所示，与

对照组（0 nmol/L楝酰胺）相比，楝酰胺（20、100 nmol/L）处理组，G0/G1期细胞比例增

加，S期细胞比例明显减少。上述结果表明楝酰胺能够抑制 HEL 细胞增殖，阻滞细胞周期

于 G0/G1期。

图 1 楝酰胺抑制 AML细胞增殖（x ± s , n = 3）
Fig. 1 Proliferation inhibition of rocaglamide onAML cells (x ± s, n = 3)

注：与对照组（0 nmol/L）比较，*P<0.05，**P<0.01，下同。Note: Compared with the control group, *P<0.05,
**P<0.01, the same below.

2.2 楝酰胺诱导AML细胞凋亡

流式细胞技术测定楝酰胺处理HEL细胞的凋亡变化。结果显示，楝酰胺（20、100 nmol/L）

处理组的凋亡细胞数目明显增加、活细胞数目明显下降，且随着楝酰胺处理浓度的增加，细

胞的凋亡率逐渐上升、活细胞比例呈现下调趋势（见图 2）。以上结果说明楝酰胺诱导 HEL

细胞发生凋亡。

图 2 楝酰胺诱导 AML细胞凋亡（x ± s, n = 3）

Fig. 2 Apoptosis of AML cells induced by rocaglamide (x ± s, n = 3)

2.3 楝酰胺对AML细胞线粒体凋亡蛋白的影响

Western blot分析楝酰胺对 BCL-2、cleaved Caspase-9、cleaved Caspase-3、PARP1、cleaved

PARP1蛋白表达水平的影响。实验结果发现，与对照组相比，楝酰胺处理组 BCL-2 和 PARP1

蛋白表达水平下调，激活的 cleaved Caspase-9、cleaved Caspase-3、cleaved PARP1蛋白表达

水平上调。分离线粒体和细胞质测得线粒体细胞色素 c（cytochrome c，Cyt c）下调，细胞

质 Cyt c上调（见图 3）。



图 3 楝酰胺对 AML细胞线粒体凋亡蛋白的影响（x ± s, n = 3）

Fig. 3 Effect of rocaglamide on mitochondria apoptosis associated protein in AML cells (x ± s, n = 3)

2.4 楝酰胺对AML细胞线粒体膜电位的影响

以 4、20、100 nmol/L浓度的楝酰胺处理 HEL细胞 1 d后，荧光探针 JC-1 测定细胞线

粒体膜电位变化。线粒体膜电位较高时，JC-1 以聚合物形式聚集产生红色荧光；线粒体膜

电位较低时，JC-1以单体形式游离，产生绿色荧光[13]。实验结果发现，楝酰胺处理组（20、

100 nmol/L）较对照组 HEL细胞，绿色荧光降低、红色荧光增加，即：JC-1单体呈现下调、

JC-1聚合物呈现上调，表明 HEL细胞线粒体膜电位降低。且随着楝酰胺处理浓度的增加，

HEL细胞线粒体膜电位呈现持续降低的趋势（见图 4）。

图 4 楝酰胺对 AML细胞线粒体膜电位的影响（x ± s, n = 3）

Fig. 4 Effect of rocaglamide on mitochondrial membrane potential in AML cells (x ± s, n = 3)

2.5 楝酰胺对AML细胞mPTP的影响

mPTP是线粒体外膜和内膜的非特异性通道，允许大小高达 1.5 kDa 的分子的通过，在

细胞死亡过程中参与线粒体内物质的释放[14]。在细胞极度应激的条件下 mPTP 的开放是引

起细胞死亡的关键事件，在细胞的生存和凋亡的调控过程中扮演着重要角色，同时 mPTP

在肿瘤发生发展中发挥重要作用[15]。异常的 mPTP 开放导致线粒体膜电位的改变，引起凋

亡因子由线粒体释放至细胞质中，诱发细胞死亡[16]。实验以 4、20、100 nmol/L浓度的楝酰

胺处理 HEL细胞 1 d后，Calcein AM染色测定细胞 mPTP的变化。

Calcein AM 进入细胞中被水解呈现钙黄绿素绿色荧光。氯化钴可淬灭细胞质中钙黄绿

素绿色荧光，然而 mPTP关闭时，氯化钴不能进入线粒体，因此线粒体内呈现钙黄绿素绿色

荧光；mPTP开放时，氯化钴进入线粒体，淬灭线粒体中钙黄绿素绿色荧光。因此钙黄绿素



绿色荧光的强弱来判断线粒体 mPTP开放的程度，绿色荧光越强，开放程度越低，反之，绿

色荧光越弱开放程度越高。实验结果发现，与 0 nmol/L 的楝酰胺对比发现，4、20 nmol/L

的楝酰胺使得钙黄绿素绿色荧光阳性 HEL细胞比例下调，而钙黄绿素阴性比例上调，表明

HEL细胞线粒体 mPTP呈现开放状态。100 nmol/L的楝酰胺处理 HEL细胞线粒体 mPTP并

未明显呈现开放状态，可能与 mPTP开关的动态性有关。离子霉素为诱导细胞外 Ca2+大量进

入细胞内并导致 mPTP开放的钙离子载体，离子霉素处理后钙黄绿素绿色荧光也随之下调，

为钙黄绿素阴性对照。HEL细胞经不含氯化钴的 Calcein AM染色，呈现强绿色荧光，作为

钙黄绿素阳性对照，绿色荧光上调（见图 5）。上述结果说明低浓度楝酰胺激活 mPTP开放。

楝酰胺导致mPTP开放并降低线粒体电位和对线粒体凋亡蛋白的影响，说明楝酰胺诱导HEL

细胞发生线粒体途径凋亡。

图 5 楝酰胺对 AML细胞线粒体 mPTP的影响（x ± s, n = 3）

Fig. 5 Effect of rocaglamide on mPTP in AML cells (x ± s, n = 3)

2.6 楝酰胺对AML细胞ATP水平的影响

线粒体通过氧化磷酸化产生 ATP，被称为细胞的能量工厂。以 4、20、100 nmol/L浓度

的楝酰胺处理 HEL细胞 1 d后，萤火虫荧光素酶检测细胞裂解液中 ATP浓度。结果表明 4、

20、100 nmol/L浓度的楝酰胺下调了 HEL细胞的 ATP水平（见图 6）。

图 6 楝酰胺对 AML细胞 ATP水平的影响（x ± s, n = 3）

Fig. 6 Effect of rocaglamide on the level of ATP in AML cells (x ± s, n = 3)

3 讨论与结论

线粒体不仅是细胞的动力中心，也是细胞的武器库，在细胞新陈代谢、氧感应、在细



胞凋亡过程中发挥着重要作用[17]。破坏线粒体参与的这些生理过程将引发肿瘤起始、生长、

存活和转移[18]。因而，恢复线粒体正常生理功能有助于抑制 AML 发展恶化。正常细胞与

AML 细胞线粒体功能的差异，为研发选择性靶向 AML 新型药物提供了重要的生物化学基

础。

本文研究表明楝酰胺明显抑制了 AML 细胞的生长增殖并呈现时间和浓度依赖性。采用

流式细胞技术检测和Western blot证明了楝酰胺诱导凋亡，并通过调节线粒体途径对细胞凋

亡发挥作用。细胞的内在凋亡途径直接涉及线粒体，氧化应激、DNA损伤、胞质高钙浓度

和癌基因激活，可能会启动线粒体凋亡途径。该通路总体上由 BCL-2 家族蛋白介导调节，

该家族蛋白分为两大类：促凋亡（例如 BAX、BAK、PUMA）和抗凋亡（例如 BCL-2、BCL-XL、

MCL-1）蛋白[19]。BCL-2 家族密切参与了 Cyt c穿过线粒体外膜的过程。BCL-2 家族的促凋

亡成员，通过增加线粒体的通透性，促进线粒体 Cyt c 的释放，并激活 Caspase-9 和下游

Caspase-3，最终诱导细胞凋亡。与之相反，BCL-2 家族的抗凋亡成员抑制细胞凋亡。与正

常样本或完全缓解的 AML患者相比，BCL-2 等抗凋亡蛋白在不同类型的白血病恶性肿瘤中

显著上调，特别是在晚期骨髓增生异常综合征和新诊断的AML中[20]。现今已有特异性BCL-2

抑制剂 venetoclax（ABT-199）用于治疗 17p缺失的复发性慢性淋巴细胞白血病（CLL）和

AML[20]。

Cyt c 是由线粒体隔离的一种重要有效的促凋亡蛋白[21]。过去几年的研究表明，Cyt c

是除了参与线粒体氧化磷酸化的电子传递体之外，还是激活细胞质 Caspase-9所需的成分之

一。研究发现向分离的线粒体中添加促凋亡 BCL-2 家族成员诱导 Cyt c 释放，而 BCL-2 家

族促凋亡成员的过度表达会阻止这种情况的发生[22, 23]。Caspase抑制剂通常能够恢复细胞的

凋亡[24, 25]。Caspase-3和 Caspase-9 敲除小鼠在发育过程中神经元凋亡减少，并且损伤后细胞

凋亡表现出显著缺陷[26, 27]。在本研究中，流式细胞检测楝酰胺促进 AML细胞凋亡，分析楝

酰胺对线粒体凋亡相关蛋白质表达水平的影响发现，楝酰胺抑制促凋亡蛋白 BCL-2 的表达、

增加细胞质 Cyt c和 cleaved Caspase-9、cleaved Caspase-3的表达水平。由此说明楝酰胺诱发

AML细胞线粒体途径凋亡。

确认楝酰胺诱导急性髓系白血病细胞凋亡后，进一步地分析楝酰胺对线粒体 mPTP、线

粒体膜电位的影响。mPTP对细胞存活和凋亡有非常重要作用。在健康的细胞中，线粒体内

膜可维持正常的线粒体膜电位梯度以保证细胞呼吸及能量供应。但在细胞凋亡或死亡的过程

中，mPTP的开放显著改变了线粒体的通透性。持续的 mPTP开放，导致 Ca2+过载、线粒体

氧化型谷胱甘肽、线粒体中活性氧水平升高，最终导致 Cyt c的释放及线粒体膜电位降低和

消失[28]。在本研究中，楝酰胺激活 mPTP开放、导致 HEL细胞线粒体膜电位下降。

总之，楝酰胺在线粒体凋亡途径、mPTP、线粒体膜电位等方面影响线粒体，从而抑制

AML 细胞增殖，为楝酰胺抗 AML 细胞活性机制的阐明和线粒体靶向药物的研发提供研究

基础。
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