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白血病的分化治疗具有靶向性高、毒副作用低及疗效好

的独特优势，可避免传统放疗和化疗对患者带来的巨大伤

害。目前，能应用于临床的分化治疗剂还非常有限，因此寻找

新的高效低毒的分化诱导药物显得尤为重要。

全反式维甲酸（ATRA）与三氧化二砷（As2O3）的联合治疗

可靶向降解的阻滞粒细胞成熟的PML/RARα融合蛋白，诱导

急性早幼粒细胞白血病（APL）的细胞分化，使APL的治愈率

超过 80％、完全缓解率达到 100％，是目前最为成功的分化治

疗方案[1-3]。研究显示，某些极性小分子[4]、细胞因子[5]、1，25-二

羟基维生素D3及其衍生物[6]等对人早幼白血病HL-60细胞均

具有较好的分化诱导作用。但某些优良分化诱导剂[如佛波

酯、二甲基亚砜（DMSO）等]因其严重的毒副作用而限制了其

临床应用。近来研究发现，某些对映-贝壳杉烷型二萜化合物

具有较好的抗白血病效应[7-8]，例如腺花素（Adenanthin）对白血

病NB4细胞具有很好的分化诱导作用，而凌草甲素（Oridonin）

已进入白血病治疗的临床试验。尽管已从香茶菜属（Isodon）

植物分离得到对映-贝壳杉烷型二萜约 500余种，但有关该类

化合物诱导癌细胞分化的研究报道还极少。笔者研究发现，从

总序香茶菜分离得到的2种对映-贝壳杉烷型二萜Wangzaozin

A和Leukamenin E对HL-60细胞均显示了凋亡诱导作用[9-10]，

Wangzaozin A还显示了良好的分化诱导效应[11]，而有关Leuka-

menin E诱导白血病细胞分化的研究较少。本文就Leukame-

nin E对HL-60细胞分化的诱导作用进行了研究，希望为其进

一步的抗白血病研究提供科学依据。

1 材料
1.1 仪器

HF90 CO2培养箱（香港Heal Force公司）；超净工作台（江

苏苏净集团有限公司）；DMI4000B显微镜（德国Leica公司）；

Quanta SC流式细胞仪（美国Beckman Coulter Cell Lab）；Alleg-

ra 64R高速低温离心机（美国Beckman Coulter公司）。

1.2 药品与试剂

Leukamenin E[由西北师范大学生命科学学院丁兰教授从

甘肃产总序香茶菜 Isodon racemosa（Hemsl）Hara 中分离并进

行了结构确定[12]，纯度：＞99.5％；Leukamenin E用DMSO溶解

配制]；RPMI1640培养基（美国Gibco公司）；小牛血清（杭州四
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摘 要 目的：研究对映-贝壳杉烷型二萜Leukamenin E对人早幼粒白血病HL-60细胞分化的诱导作用。方法：采用台盼蓝染色

法、吉姆萨染色法、NBT还原力测定法、荧光颗粒吞噬法及流式细胞术分别检测0（空白对照）、0.3、0.6、0.9、1.2 µmol/L的Leukame-
nin E及1.2 µmol/L全反式维甲酸（ATRA）作用于HL-60细胞24、48、72、96 h后对细胞数目的影响，以及作用72 h后细胞核形态、

NBT还原能力（以NBT阳性细胞率计）、细胞吞噬能力（以荧光探针P的荧光强度计）以及细胞表面抗原CD11b表达的改变情况。

结果：与空白对照比较，0.3～1.2 μmol/L 的 Leukamenin E 及 1.2 µmol/L 的 ATRA 作用 48、72、96 h 后 HL-60细胞数目减少，且作用

72 h后带状核细胞和分叶状核细胞数目增加（P＜0.01），细胞NBT阳性细胞率和细胞表面CD11b 表达水平增加（P＜0.01），P荧光

强度增强。结论：Leukamenin E可诱导HL-60向成熟粒细胞分化，与白血病分化治疗剂ATRA具有相似的分化诱导特点。
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Induction Effects of Ent-kaurane Diterpene Leukamenin E on the Differentiation of Human Promyelocytic
Leukemia HL-60 Cells
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the induction effect of ent-kaurane diterpenoid Leukamenin E on the differentiation of hu-
man promyelocytic leukemia HL-60 cells. METHODS：Trypan blue staining，Giemsa’s staining，NBT reduction test，fluorescent
particles phagocytosis test and flow cytometry were used to detect the number of HL-60 cells after treated with 0，0.3，0.6，0.9 and
1.2 µmol/L Leukamenin E and 1.2 µmol/L all-trans retinoic acid（ATRA）for 24，48，72 and 96 h，and the cellular nucleus morphol-
ogy，NBT-reducing ability（by NBT positive cell rate），phagocytic ability（by fluorescence intensity of fluorescence probe P）and
the expression of antigen CD11b after treated for 72 h were observed. RESULTS：Compared with blank control，the number of
HL-60 cells decreased after treated with 0.3-1.2 µmol/L Leukamenin E and 1.2 µmol/L ATRA for 48，72 and 96 h；the number of
band nucleus and segmented nuclei increased after treated for 72 h（P＜0.01）；the rate of positive NBT cells and the expression of
CD11b increased（P＜0.01）； the fluorescence intensity of P strengthened. CONCLUSIONS：Leukamenin E could induce the differ-
entiation of HL-60 cells to mature granulocyte，which is similar to the effects on HL-60 cells induced by leukemia differentiation
therapeutic agent ATRA.
KEYWORDS Ent-kaurane diterpene；Leukamenin E；Human promyelocytic leukemia HL-60 cells；Differentiation
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季青生物工程有限公司）；DMSO（美国Merck公司）；ATRA（阳

性对照，批号：0072BG101，纯度：＞99.5％）、台盼蓝、硝基四氮

唑蓝（NBT）、十四烷酰佛波醇乙酸酯（TPA）均为美国Sigma公

司产品；小鼠抗人CD11b异硫氰酸荧光素（FITC）标记抗体（德

国Biosciences公司）；荧光探针P（由西北师范大学生命科学学

院丁兰教授合成[13]）；其他化学药品为国产分析纯。

1.3 细胞

HL-60细胞株由兰州大学生命科学学院王春明教授惠赠。

2 方法
2.1 细胞培养

将 HL-60细胞培养于含有 10％灭活小牛血清的 RPMI

1640培养基中，置于 37 ℃、5％CO2饱和湿度的恒温培养箱中

培养。

2.2 台盼蓝染色法检测细胞存活情况

取对数生长期HL-60细胞，以 2.5×104个/ml接种，预培养

24 h后，分别加入0（空白对照）、0.3、0.6、0.9、1.2 µmol/L的Leu-

kamenin E和 1.2 µmol/L的ATRA，继续培养 24、48、72、96 h后

取细胞悬液与0.4％台盼蓝染液以1 ∶4 混匀，染色5 min左右后

计数活细胞数目。

2.3 吉姆萨染色法观察细胞核形态

同“2.2”项下方法接种HL-60细胞并加药培养 72 h，其中

以 1.2 µmol/L的ATRA为阳性对照，收集细胞，磷酸盐缓冲液

（PBS）洗2次，用甲醇-冰乙酸（体积比3 ∶ 1）固定30 min，涂片，

晾干，用吉姆萨染液染色20 min。显微镜下观察拍照，并分类

统计不同核形态细胞，每组计数 300个细胞，计算成熟粒细胞

率（％）＝分化细胞/（分化细胞+未分化细胞）×100％。其中，分

化细胞包括中幼粒细胞和晚幼粒细胞（带状核细胞和分叶状

核细胞）；未分化细胞包括早幼粒细胞（圆形核细胞）。

2.4 NBT还原力测定法检测细胞NBT还原能力

同“2.2”项下方法接种HL-60细胞并加药培养 72 h，收集

细胞，PBS 洗 1次，然后将细胞悬于含有 TPA（200 ng/ml）和

NBT（2 mg/ml）的 PBS中，37 ℃下孵育 30 min，涂片。于光学

显微镜下观察并计数200个细胞中NBT阳性细胞率。

2.5 荧光颗粒吞噬法检测细胞吞噬能力

探针P为本实验室合成的高分子荧光颗粒物，加入细胞培

养液中，结合荧光显微镜观察，可监测细胞的吞噬情况 [13]。

同“2.2”项下方法接种HL-60细胞，加药（除 0.9 μmol/L Leuka-

menin E外）培养72 h后，以30 μg/ml 的探针P孵育，3 h后收集

细胞，PBS 洗 2次，重悬于 PBS，涂片后荧光显微镜下观察拍

照，分析P的荧光强度。

2.6 流式细胞术检测细胞表面抗原CD11b表达水平

成熟粒细胞表面抗原CD11b的表达是HL-60细胞分化的

标志。同“2.2”项下方法接种HL-60细胞，加药培养72 h，收集

细胞，PBS洗2次，每组样品加入小鼠抗人CD11b FITC标记抗

体，充分混匀后，于4 ℃避光孵育30 min，260目尼龙网过滤，采

用流式细胞仪检测细胞中CD11b表达，计算阳性细胞率。

2.7 统计学方法

数据以x±s表示。采用SPSS 11.0软件进行统计分析，两

两比较采用 t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 Leukamenin E与ATRA对HL-60细胞生长的作用

Leukamenin E和ATRA对HL-60细胞生长的抑制作用见

图1。

由图 1可知，与空白对照比较，不同质量浓度Leukamenin

E和1.2 µmol/L的ATRA作用24 h后HL-60 细胞数目无明显变

化；但作用48、72、96 h后HL-60 细胞数目呈不同程度减少，与

Leukamenin E的质量浓度呈正相关；其中 1.2 µmol/L的ATRA

对 HL-60细胞生长的抑制作用与 0.9 µmol/L 的 Leukamenin E

的抑制作用效果基本相当。此外，0、0.3 µmol/L的Leukamenin

作用72 h后HL-60细胞的生长进入平台期，因此，本研究在后

续试验中选用72 h为HL-60 细胞分化指标测试的作用时间。

3.2 Leukamenin E与ATRA对HL-60细胞核形态改变的作用

HL-60细胞的大多数为早幼粒细胞，但约有 4％～15％是

较早幼粒细胞更为成熟的中幼粒细胞或晚幼粒细胞[14]。与空

白对照（成熟粒细胞率 5.5％）比较，0.3、0.6、0.9、1.2 µmol/L的

Leukamenin E作用后HL-60细胞中带状和分叶状核粒细胞明

显增多，成熟粒细胞率分别为19.9％、27.36％、44％、54.9％，均

明显增加（P＜0.01）。1.2 µmol/L ATRA 与 0.6 µmol/L 的 Leu-

kamenin E作用后HL-60细胞中成熟粒细胞率相接近。Leuka-

menin E和ATRA作用后HL-60细胞核形态变化见图2，成熟粒

细胞率变化见图3。

3.3 Leukamenin E与ATRA对HL-60细胞NBT还原能力的

作用

较成熟的中性粒细胞在TPA存在情况下可将NBT还原成

不溶性的甲臜颗粒沉积于胞浆。与空白对照[NBT阳性细胞

率为（17.2±1.89）％]比较，0.3、0.6、0.9、1.2 µmol/L的Leukame-

nin E 和 1.2 µmol/L 的 ATRA 作用后沉积有蓝黑色颗粒的

HL-60 细胞数目明显增加（P＜0.01），NBT阳性细胞率分别为

（21.3±1.57 ）％、（43.3±4.72）％、（63.1±8.65）％、（88.8±

2.46）％、（37.61±2.5）％，表明 Leukamenin E 和 ATRA 均能显

图1 Leukamenin E和ATRA对HL-60细胞生长的抑制作用

Fig 1 Inhibitory effects of Leukamenin E and ATRA on the

growth of HL-60 cells
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menin E and ATRA（×400）
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著提高HL-60细胞的NBT还原能力。Leukamenin E和ATRA

作用后 HL-60细胞着色变化见图 4，NBT 阳性细胞率变化见

图5。

3.4 Leukamenin E与ATRA对HL-60细胞吞噬能力的作用

与空白对照比较，0.6、1.2 µmol/L 的 Leukamenin E 和 1.2

µmol/L ATRA 作用后 HL-60细胞的 HPMA-FMA 荧光强度明

显增强，0.3 µmol/L的Leukamenin E作用后HL-60细胞的HP-

MA-FMA 荧光强度无明显变化。这表明 0.6、1.2 µmol/L 的

Leukamenin E 和 1.2 µmol/L 的 ATRA 可使 HL-60细胞吞噬能

力增强，其中 0.6 µmol/L 的 Leukamenin E 与 1.2 µmol/L 的

ATRA 的吞噬诱导活性相当。Leukamenin E 和 ATRA 作用后

HL-60细胞吞噬能力的变化见图6。

3.5 Leukamenin E与ATRA对HL-60细胞表面抗原CD11b

表达水平的作用

成熟粒细胞表面抗原CD11b的表达是早幼粒HL-60细胞

分化的标志。与空白对照（阳性细胞率为 21.6％）比较，0.3、

0.6、0.9、1.2 µmol/L的Leukamenin E和 1.2 µmol/L的ATRA作

用后HL-60细胞表面抗原CD11b表达的阳性细胞率均增加，

分别为31.7％、47.0％、57.7％、72.1％、37.4％。这表明0.3～1.2

µmol/L 的 Leukamenin E 和 1.2 µmol/L 的 ATRA 可诱导 HL-60

细胞向成熟粒细胞分化。Leukamenin E 和 ATRA 作用 HL-60

细胞表面抗原CD11b表达水平的变化见图7。

4 讨论
HL-60细胞中大多数为早幼粒细胞，但约有 4％～15％是

较早幼粒细胞更为成熟的细胞（中幼粒细胞、晚幼粒细胞），细

胞核呈带状或分叶状[14]。HL-60细胞在不同分化诱导剂的作

用下呈多向分化，ATRA诱导其向粒系细胞分化[15]；阿糖胞苷

（Ara-C）诱导向单核系分化；维生素D3和TPA诱导其向巨噬细

图3 Leukamenin E和ATRA作用后HL-60细胞中成熟粒细

胞率变化
注：与空白对照比较，＊P＜0.01

Fig 3 Change of mature cell rate of IL-60 cell treated with

Leukamenin E and ATRA
Note：vs. blank control，＊P＜0.01
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图 6 Leukamenin E和ATRA作用后HL-60细胞吞噬能力的

变化（×200）

Fig 6 Change of phagocytic ability of HL-60 cells after treat-

ed with Leukamenin E and ATRA（×200）
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图 7 Leukamenin E 和 ATRA 作用后 HL-60细胞表面抗原

CD11b表达水平的变化

Fig 7 Change of the expression of antigen CD11b in HL-60

cells after treated with Leukamenin E and ATRA
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图4 Leukamenin E和ATRA作用后HL-60细胞着色变化（×
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Fig 4 The coloration change of HL-60 cells treated with

Leukamenin E and ATRA（×400）

图5 Leukamenin E和ATRA作用后HL-60细胞NBT阳性细

胞率变化
注：与空白对照比较，＊P＜0.01

Fig 5 Change of NBT positive cells rate of HL-60 cells treat-

ed with Leukamenin E and ATRA
Note：vs. blank control，＊P＜0.01
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胞系分化[16-17]。其中ATRA的分化诱导是肿瘤细胞诱导分化

研究中最为成熟和经典的模型，分化指标明确、结果稳定且重

复性高[18]，因此本试验选择ATRA为阳性对照。

细胞的分化程度与细胞生长能力成负相关，即细胞分化

程度越高，其生长能力越弱，因此肿瘤细胞生长能力减弱是其

分化的一个重要标志。本试验中，0.3～1.2 µmol/L 的 Leuka-

menin E对HL-60细胞显示了明显的生长抑制作用。

细胞分化的形态特征是分化最直观的实验证据。ATRA

诱导HL-60细胞向粒系细胞分化的形态学特征主要表现为细

胞核形态的改变：带状或分叶状（2～5叶）核细胞比率上升，细

胞核质比下降[14]，其形态与人中性粒细胞核的形态接近[19]。空

白对照的 HL-60 细胞核大多数呈圆形或椭圆形，0.3～1.2

µmol/L的Leukamenin E作用于HL-60细胞 72 h后，带状或分

叶状核细胞比率大幅提高，与ATRA作用后细胞核形态相类

似，具有粒细胞核的典型特征。另外，成熟粒细胞的功能性标

志可通过其NBT还原能力及吞噬功能来表征[8，20]，而CD11b分

化抗原则是向中性粒细胞或单核细胞分化的分子标志[21]。试

验结果表明，Leukamenin E 作用于 HL-60 细胞 72 h 后细胞

NBT还原能力及吞噬能力均显著增强，分化抗原CD11b表达

量明显上升，这与 ATRA 作用后细胞的表现趋势一致；并且

0.6 µmol/L的Leukamenin E分化诱导活性与1.2 µmol/L ATRA

的分化诱导活性接近。
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