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棉酚对髓系白血病细胞凋亡的影响 *
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摘要 目的：本实验拟通过棉酚对 3 种经典髓系白血病细胞系的研究，探索其治疗白血病的可能。方法：用细胞

培养、四唑盐比色试验、形态学、DNA 电泳等方法观察棉酚对白血病细胞的凋亡效应。结果：棉酚在浓度>6μmol/L 时

可选择地抑制白血病细胞的增殖、促进其凋亡，并表现出浓度依赖效应。结论：棉酚对髓系白血病细胞具有选择杀伤

作用，表明其可能是一种高效低毒的抗白血病药物。
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Abstract Objective: Nowadays, the main reatment on leukemia is traditional radiochemotherapy

with serious side effects and discouraged long time effects. It is necessary to look for new drugs for

leukemia therapy. To study the possibility to treat leukemia with gossypol, we investigated the effects

of gossypol on apoptosis in 3 classic human myeloid leukemia cell lines. Methods: The cytotoxic ac-

tivity of gossypol on leukemia cell lines were detected by means of MTT assay. Apoptosis was identi-

fied and analyzed by morphology, cell cycle, and DNA gel electrophoresis, etc. Result: Our data

showed that gossypol could selectly suppress the proliferation and induce apoptosis in all the three

myeloid leukemia cell lines in a dose dependent manner (>6μM). Conclusion: Gossypol could selec-

tively induce apoptosis in the myeloid leukemia cell lines. It suggests that gossypol may be an ideal

drug for leukemia therapy.
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白血病是严重威胁人类生命的恶性肿瘤，其发

病率有显著升高的趋势［1］。当前该疾病的治疗仍主

要采取传统的放化疗，毒副作用显著。寻找高效低毒

的新型治疗药物，显得非常必要。

近年来，多酚类药物的抗肿瘤作用日益受到学

术界的重视。作为该类药物的一分子，棉酚（Gossy-

pol，GL）存在于锦葵科某些植物的根、茎、种子中，分

子量为 518.54，曾作为男性节育药为人们所熟知［2］。

研究表明，棉酚还是一种新型的抗实体瘤药物［3］，但

对血液肿瘤的研究还很少见。本实验通过棉酚对 3

种经典髓系白血病细胞系进行研究，观察对其增殖、

凋亡的影响。结果表明：棉酚可以选择性地抑制其增

殖、促进凋亡。提示该药可能是一种很有前途的新型

抗白血病药物，有望进入临床应用。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系 人急性早幼粒白血病 HL- 60 细胞

系、红白血病 K562 细胞系、急性单核细胞白血病

U937 细胞系、骨髓成纤维样基质细胞系 HFCL 由本

室常规保存。正常人外周血单个核细胞（PBMNCs）

由西京医院输血科正常献血白细胞层分离。以上细

胞除 HFCL 采用 10%胎牛血清（FBS）的 IMDM 培养

基外，其余均以 10%FBS 的 RPMI 1640 培养基，置

37℃，5%CO2，饱和湿度的孵箱常规培养。

1.1.2 试剂 IMDM、RPMI 1640 培养基购自 Gibco

公司，按说明配制。棉酚（GL）采用二甲基亚砜

（DMSO）溶解，原始浓度为 12.5mmol/L；四唑氮蓝

（MTT）用 0.01mol/L PBS 配制成 0.5%溶液；Hoechst

33258 荧光染料用去离子水配制成 0.5%溶液。以上

试剂均购自 Sigma 公司，经过滤除菌，分装避光于

4℃保存备用。

1.2 方法

1.2.1 PBMNCs 的分离 将正常献血白细胞层，用

比重为 1.077 的淋巴细胞分离液分离，收集单个核

细胞，RPMI 1640 培养液洗涤，调整细胞浓度培养。

1.2.2 GL 对细胞增殖的影响 采用 MTT 检测。浓

度从 100μmol/L 开始，以含同样梯度浓度 DMSO 的

培养基为平行孔。将 HL- 60、K562、U937、HFCL 以

3×103 /孔接种于 96 孔培养板中。24h 后按倍比稀释

浓度梯度加入 GL。每 24h 加入 MTT 20μl 培养 4h，

离心吸去培养液，加入 150μl DMSO 震荡 10min。酶

联免疫检测仪检测吸光度（OD 值）。绘制生长曲线，

计算半数抑制浓度（IC50）值。对于 PBMNCs，接种密

度为 1.2×104 /孔。

1.2.3 超微结构观察 将 20μmol/L 的 GL 作用于

对数生长期的 HL- 60、K562、U937 细胞，24～36h 后

收获细胞，PBS 洗涤，转移至 Eppendorf 管，1 500rpm

离心 15min，4%戊二醛固定，包埋切片，电子显微镜

观察。

1.2.4 细胞周期检测 20μmol/L 的 GL 作用于上述

白血病细胞，PBS 洗涤收获，70%冷乙醇固定。流式

细胞仪检测细胞周期。

1.2.5 Hoechst 33258 荧光染色 20μmol/L 的 GL

作 用 于 上 述 细 胞 ，PBS 洗 涤 收 获 ， 涂 片 。 加 入

Hoechst 33258 荧光染料，37℃避光孵育 30min，荧光

显微镜计数，以出现体积缩小、胞核固缩、染色质边

集或凋亡小体形成判断阳性细胞。

1.2.6 DNA 梯度电泳 将 GL 作用后的白血病细

胞，PBS 洗涤收获，加裂解缓冲液，蛋白酶 K 56℃消

化过夜，酚氯仿抽提，冷乙醇沉淀，TE 溶解。1.8%琼

脂糖凝胶电泳，观察 DNA ladder［4］。

2 结果

2.1 棉酚对细胞增殖的影响

结果提示 GL>6μmol/L 时可明显抑制 HL- 60、

K562、U937 细胞的增殖，具有时间依赖效应。对于

PBMNCs 和 HFCL 细胞，当 GL>12μmol/L 时，才表现

出抑制增殖效应。

2.2 超微结构结果

电镜可见 GL 作用后，大量的细胞出现体积缩

小、核固缩、染色质边集、凋亡小体形成等凋亡现象

（图 1）。

图 1 棉酚处理的白血病细胞出现染色质边集等凋亡现象

（K562 细胞）×8600

2.3 细胞周期结果

细胞周期提示 GL 作用后的细胞出现明显的亚

G1 凋亡峰。

2.4 Hoechst 33258 荧光染色

GL 处理的上述细胞可见大量的染色阳性凋亡

细胞（图 2）。

2.5 DNA 梯度电泳

抽提 GL 处理细胞 DNA 电泳，可见明显的 DNA

Ladder 形成（图 4）。

2.6 经计算，GL 对 HL- 60、K562、U937 细胞的IC50

值 分 别 为 10.01μmol/L，12.46μmol/L，14.67μmol/L。

而 对 于 PBMNCs 和 HFCL 细 胞 ， 则 分 别 为

47.95μmol/L，50.63μmol/L。
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1. HL- 60 细胞；2. K562 细胞；3. U937 细胞（×200）

图 2 棉酚处理的白血病细胞，Hoechst 33258 染色可见大量阳性凋亡细胞

1. 100bp Marker；2. HL- 60 细胞；3. K562 细胞；4. U937 细胞

图 3 棉酚处理白血病细胞 DNA 电泳可见 DNA Ladder 形成

3 讨论

研究表明，白血病与造血细胞增殖、分化失衡有

关，表现为增殖失控、凋亡减少、分化受阻。许多药物

可以促进白血病细胞凋亡与分化，这是其治疗白血

病的主要机制［5］。当前治疗白血病的药物如烷化剂

等，毒副作用大，长期疗效欠佳。近来棉酚的抗实体

瘤效应逐渐得到重视，有人用其治疗进展期的脑胶

质细胞瘤和难治性肾上腺癌、乳腺癌等，均取得了满

意疗效［3］。本研究表明，棉酚在>6μmol/L 的浓度范围

对 3 种经典髓系白血病细胞均表现出显著的抑制增

殖、促进凋亡作用，而对于正常 PBMNCs 和 HFCL 细

胞，其 IC50 值要显著高于白血病细胞，表明棉酚对

白血病细胞具有广谱的选择杀伤效应。

与传统化疗药物相比，棉酚的副作用就显得相

对简单。过去在用于节育治疗时，主要表现为低钾血

症、睾丸生精上皮损伤等，临床处理较容易。而且长

期口服治疗剂量的棉酚不会引起骨髓抑制，相对其

它白血病的化疗药物而言具有显著的优势［6］。另外，

其代谢产物氧化棉酚同样具有抗肿瘤作用。综上所

述，棉酚可能是一种非常有前途的新型、高效低毒抗

白血病药物［7］。经过一系列研究之后，有望进入临床

应用。
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