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摘 要:目的 探讨槲皮素体外对急性白血病耐药细胞株 HL-60、HL-60A的抑制作用及环氧化酶-2(Cox-2)在其

中起的作用。方法 CCK-8法检测槲皮素对 HL-60及 HL-60A细胞的抑制作用,流式细胞仪检查槲皮素诱导细胞

凋亡作用;Westert-blot法检测Cox-2在正常人外周血单个核细胞、HL-60及 HL-60A细胞表达情况;观察不同浓

度槲皮素处理 HL-60及 HL-60A细胞前后Cox-2表达的变化趋势。结果 槲皮素可以诱导 HL-60及 HL-60A
细胞凋亡及抑制其增殖;Cox-2在正常人外周血单个核细胞低表达,在 HL-60及 HL-60A表达明显升高,HL-60A
表达升高更加明显;经槲皮素处理后,Cox-2在 HL-60及 HL-60A的表达明显下降,HL-60A下降更加明显。结论

 Cox-2表达与急性白血病细胞耐药有关,槲皮素通过抑制Cox-2的表达诱导 HL-60A细胞凋亡而抑制细胞增殖。
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheinhibitoryeffectofQuercetinonleukemiaHL-60andHL-60A
celllinesinvitroandthetheroleofCox-2playsduringthereaction. Methods TheCCK-8assaywasused
tomeasuretheinhibitionofQuercetinonHL-60andHL-60Acelllines,andaflowcytometrywasusedto
detecttheapoptosisofHL-60andHL-60AcellsafterexposuretoQuercetin;theexpressionsofCox-2in
HL-60,HL-60Acellsandinperipheralbloodmononuclearcells(PMBC)isolatedfromhealthyadultswere
detectedbyusingWestern-blot.ThechangetendencyofCox-2expressioninHL-60,HL-60Acellswere
detectedbeforeandaftertreatmentwithQuercetinatdifferentconcentrations. Results Quercetininhibited
HL-60andHL-60Acellproliferationandinducedapoptosis.ComparedwithhealthyadultPBMC,lowex-
pressioninPBMC,theexpressionofCox-2onleukemiaHL-60andHL-60Acellsincreased,andtheex-
pressionofCox-2onHL-60Aincreasedmoresignificantly;theexpressionofCox-2onHL-60Adecreased
afterthecellswereexposedtoQuercetin,theHL-60Acellsdecreasedmoresignificantly.ConclusionTheex-
pressionofCox-2wasrelatedtoacuteleukemiacellsdrug-resistance,Quercetininducedapoptosisbyinhibi-
tingtheCox-2expressionforinhibitingHL-60Acellproliferation.
  Keywords: Quercetin;HL-60Acelllines;apoptosis,;Cox-2;leukemia

  急性白血病是血液系统常见的恶性疾病,自然病
程短,死亡率高,近年来随着化疗方案的不断改进,缓
解率有很大提高,但仍有部分患者不能缓解或缓解后
很快复发。白血病细胞对化疗药物产生耐药是化疗失
败的主要原因。环氧化酶-2(Cyclooxygense-2,Cox
-2)是前列腺素合成过程中的重要限速酶[1],在多种
肿瘤包括急性白血病中表达异常增高[2-3],通过多种
途径参与白血病的发生发展。有研究表明Cox-2与
恶性肿瘤耐药有关。槲皮素(Quercetin,Que)是自然
界常见的植物黄酮类化合物,通过抑制Cox-2的表
达诱导急性白血病细胞凋亡[4]。那么槲皮素是否可以
同样抑制急性白血病耐药细胞凋亡,其作用机制是否
与Cox-2有关,本研究通过观察槲皮素处理后Cox

-2的表达水平来探讨Cox-2在急性白血病细胞耐
药中的作用。
1 材料和方法

1.1 槲皮素 槲皮素(sigma公司)用二甲亚砜(DM-
SO)溶解,浓度为100mmol/L,-20℃低温保存。
1.2 细胞培养 耐药白血病细胞株 HL-60、HL-
60A细胞购自中国科学院上海细胞生物研究所,本实
验室冷冻保存。复苏的 HL-60细胞接种于含10%
胎牛血清(杭州四季青 中国)、3%谷氨酰胺的RPMI
1640完全培养基,置于37℃、5%CO2 细胞培养箱中
培养,每2~3d传代换液1次,取对数生长期的细胞
进行实验。
1.3 外周血单个核细胞(Peripheralbloodmononu-
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clearcells,PBMC)的提取 无菌操作抽取正常成人新
鲜离体的静脉全血,EDTA抗凝后将细胞悬液加在淋
巴细胞分离液上,离心后吸出血浆层和淋巴细胞分离
液交界面的外周血单个核细胞。
1.4 CCK-8法检测槲皮素对 HL-60、HL-60A
细胞增殖的抑制作用 取对数生长期的 HL-60及

HL-60A细胞,据预实验设槲皮素终浓度为0、25、
50、100μmol/L,分别加入不同浓度的槲皮素孵育48
h后,再加入CCK-8试剂,在培养箱中继续孵育4h
后在酶标仪上检测,取三个复孔的平均吸光度值作为
该浓度条件下的OD值。细胞存活率(%)=(处理组

OD值/对照组OD值)×100%。
1.5 流式细胞仪 AnnexinV-FITC/PI染色法检测
凋亡细胞 取终浓度为0、25﹑50﹑100μmol/L的
槲皮素作用48h后的 HL-60及 HL-60A细胞,加
入5μlAnnexinV-FITC和2.5μlPI。避光孵育30
min,流式细胞仪测定细胞凋亡率。早期凋亡细胞

AnnexinV-FITC(+)PI(-),晚期凋亡细胞Annex-
inV-FITC(+)PI(+)。
1.6 Western-blot检测细胞Cox-2蛋白的表达 
取终浓度为0、25﹑50﹑100μmol/L槲皮素作用48
h后的HL-60及HL-60A细胞,洗净后于冰上加入

RIPA裂解液,冰上充分裂解30min后4℃12000r/
min离心收集上清,行SDS-PAGE电泳,然后转移至

PVDF膜上,用相应的抗体杂交后加入 HRP(辣根过
氧化物酶)标记的二抗,以DAB显色。用 Actin作为
内参对照以确定加载的蛋白量相等。
1.7 统计学方法 采用SPSS15.0软件进行数据分
析,计量数据采用(췍x±s)表示,组间比较采用t检验,
以P<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 CCK-8法分析槲皮素对 HL-60及 HL-60A
细胞毒性作用 用CCK-8法检测细胞存活率,分析
槲皮素的细胞毒性作用,结果显示,用浓度为0~100
μmol/L的槲皮素分别孵育 HL-60及 HL-60A细
胞48h后,细胞存活率逐渐下降,对 HL-60细胞毒
性作用更明显,其半数抑制浓度(inhibitoryconcentra-
tion50,IC50)值 为 分 别 为 61.14μmol/L、80.56
μmol/L,结果提示槲皮素不仅能抑制 HL-60细胞生
长,还能抑制其耐药细胞HL-60A的生长。见图1。

图1 槲皮素对 HL-60及 HL-60A的毒性作用

2.2 流式细胞仪检测细胞凋亡率 槲皮素作用 HL
-60及HL-60A细胞48h后,流式细胞仪检测细胞
凋亡率,结果发现,槲皮素可以诱导 HL-60及 HL-
60A细胞凋亡,并随着药物浓度的增高,凋亡率逐渐增
加,见表1。

表1 槲皮素诱导 HL-60/HL-60A
的细胞凋亡率 (췍x±s,%)

组别 HL-60 HL-60A

对照组 2.24±1.37 1.52±1.11
槲皮素处理组(μmol/L)

 25 8.79±1.01a 6.37±0.82a

 50 16.88±0.89a 14.10±1.29a

 100 21.23±0.95a 18.31±0.89a

 注:与对照组比较,a:P<0.05

2.3 正常人PBMC和HL-60、HL-60A的Cox-2
蛋白表达水平 正常人外周血中提取单个核细胞用来
检测Cox-2蛋白的表达,并与人白血病细胞株 HL-
60和 HL-60A对比。结果显示:正常人Cox-2的
表达量低,HL-60及HL-60A的表达显著升高,HL
-60A中Cox-2表达是 HL-60的1.52倍。见图

2。

图2 Cox-2蛋白在正常人PBMC、
HL-60、HL-60A的表达

2.4 槲皮素对HL-60、HL-60A细胞Cox-2蛋白
表达的影响 槲皮素处理HL-60细胞48h后,随着
槲皮素浓度的升高,Cox-2蛋白表达水平下降;HL-
60A细胞有相同的趋势,而且相同槲皮素浓度作用后

HL-60A细胞Cox-2蛋白下降更为明显。见图3。

图3 槲皮素对 HL-60、HL-60A
细胞Cox-2蛋白表达的影响
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3 讨论
作为自然界分布最广泛的黄酮类化合物,槲皮素

具有抗氧化、抗过敏、抗血栓及保护神经等药理作
用[5],而其抑制包括急性白血病在内多种肿瘤生长的
作用也得到广泛的证实[6]。本研究证实槲皮素不仅可
以抑制急性白血病细胞株 HL-60的生长,还可抑制
耐药细胞株 HL-60A的生长。HL-60A细胞株耐
药的主要原因为高表达以P-糖蛋白(P-gp)和多药
耐药相关蛋白(MRP1)等为代表的 ATP(adenosine
triphosphate)结合膜转运蛋白,它们利用ATP水解释
放的能量将药物泵出细胞,使细胞内药物浓度减低而
导致耐药。蔡讯等[7-8]的一系列研究表明低剂量槲皮
素可以抑制P-gp和 MPR1的外流泵功能达到逆转
耐药的目的。本研究采用CCK-8法测定槲皮素对

HL-60及HL-60A的毒性作用,结果发现IC50值
分别为61.14μmol/L、80.56μmol/L;相对于需要数
倍于原有剂量才可以对耐药细胞产生相同杀伤作用的
细胞毒药物来讲,槲皮素仅轻度提高剂量就可以对耐
药细胞株发挥相似的杀伤效应,提示槲皮素可以直接
抑制HL-60A细胞生长增殖。

细胞凋亡(cellapoptosis)又被称为程序化细胞死
亡(Programmedcelldeath,PCD)在正常机体受到严
密调控,而细胞凋亡异常的发生几乎贯穿恶性肿瘤发
病的整个过程[9]。针对凋亡异常采取诱导细胞凋亡的
药物治疗或基因治疗可以直接杀伤异常肿瘤细胞,对
正常细胞损害小。本研究流式细胞仪测定细胞凋亡,
发现槲皮素可以通过诱导细胞凋亡而抑制HL-60及

HL60A细胞增殖。Cox-2与急性白血病的发生发展
关系密切。许多血液肿瘤的原代细胞和细胞株(如急
性髓系白血病、急性单核细胞白血病、急性淋巴细胞白
血病、慢性粒细胞白血病、慢性淋巴细胞白血病和多发
性骨髓瘤等)均有Cox-2的高表达[10-11]。Cox-2的
表达量与一些血液系统肿瘤的临床预后密切相关,被
认为是影响预后因素的独立指标。本研究发现Cox-
2不仅在HL-60细胞高表达,而且在HL-60A细胞
表达进一步增高;而且经槲皮素处理后 HL-60A细
胞Cox-2的表达下降较 HL-60细胞更加显著。本
课题前期研究发现槲皮素通过抑制Cox-2的表达降
低Bcl-2的表达,同时诱导Bax的表达,启动Caspase
-3级联反应诱导 HL-60细胞凋亡。因此,我们推
测槲皮素亦可能通过抑制Cox-2的表达启动级联凋
亡效应诱导细胞凋亡而抑制 HL-60A细胞生长增
殖。由于槲皮素抑制 HL-60A细胞Cox-2表达较

HL-60细胞更加显著,推测Cox-2在槲皮素抑制

HL-60A细胞增殖过程中起到了更加重要的作用。
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