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摘 要 目的 探讨秦皮乙素（Esc）通过调控蛋白激酶 B（AKT）/S 期激酶相关蛋白2（SKP2）/MutT 同源酶1（MTH1）通路诱导急性

髓系白血病（AML）HL-60细胞凋亡的作用。方法 将 HL-60细胞分为 Control 组（常规培养）、Esc 低浓度组（L-Esc 组，25 μmol/L 

Esc）、Esc 中浓度组（M-Esc 组，50 μmol/L Esc）、Esc 高浓度组（H-Esc 组，100 μmol/L Esc）、Esc 高浓度+SC79（AKT 激动剂）组（100 

μmol/L Esc+5 μmol/L SC79）。采用 MTT 法和克隆形成实验检测细胞增殖能力；采用 CM-H2DCFDA 荧光探针法检测细胞中活性

氧（ROS）水平；采用流式细胞术检测细胞凋亡情况；采用Western blot法检测细胞中凋亡相关蛋白[B细胞淋巴瘤2（Bcl-2）、Bcl-2相

关 X 蛋白（Bax）、裂解的胱天蛋白酶3（cleaved caspase-3）]和 AKT/SKP2/MTH1通路相关蛋白[磷酸化 AKT（p-AKT）、AKT、SKP2、

MTH1]及 AKT 上下游效应蛋白磷脂酰肌醇3激酶（PI3K）和周期蛋白依赖性激酶抑制剂1（P21）、周期蛋白依赖性激酶抑制剂1B

（P27）的表达。结果 与 Control 组相比，L-Esc 组、M-Esc 组、H-Esc 组细胞的存活率、集落数以及 AKT、PI3K 蛋白的磷酸化水平和

SKP2、MTH1、Bcl-2蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05），而 ROS 水平、细胞凋亡率和 Bax、cleaved caspase-3、P21、P27蛋白表达水

平均显著升高（P＜0.05），且 Esc 的作用具有浓度依赖性（P＜0.05）；与 H-Esc 组相比，Esc 高浓度+SC79组细胞上述指标均被显著

逆转（P＜0.05）。结论 Esc 可能通过抑制 AKT/SKP2/MTH1通路，促进 HL-60细胞中 ROS 的大量产生及细胞凋亡程序的启动，最

终有效抑制HL-60细胞增殖。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the apoptosis-inducing effect of esculetin （Esc） on acute myeloid leukemia （AML） 

HL-60 cells by regulating the protein kinase B （AKT）/S-phase kinase-associated protein 2 （SKP2）/MutT homolog 1 （MTH1） 

pathway. METHODS AML HL-60 cells were randomly divided into control group （routine culture）， Esc low-concentration group 

（L-Esc group， 25 μmol/L Esc）， Esc medium-concentration group （M-Esc group， 50 μmol/L Esc）， Esc high-concentration group 

（H-Esc group， 100 μmol/L Esc）， and high-concentration of Esc+ SC79 （AKT agonist） group （100 μmol/L Esc+5 μmol/L SC79）. 

Cell proliferation in each group was detected by MTT assay and colony formation assay. The level of reactive oxygen species 

（ROS） in cells was measured by using the CM-H2DCFDA 

fluorescent probe. Cell apoptosis was analyzed by flow 

cytometry. Western blot assay was performed to detect the 

expression levels of apoptosis-related proteins [B-cell 

lymphoma 2 （Bcl-2）， Bcl-2-associated X protein （Bax）， 

cleaved caspase-3]， AKT/SKP2/MTH1 pathway-related 
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proteins （p-AKT， AKT， SKP2， MTH1）， along with the upstream and downstream proteins of AKT phosphatidylinositol 3-kinase 

（PI3K）， cyclin-dependent kinase inhibitor 1 （P21） and cyclin-dependent kinase inhibitor 1B （P27）. RESULTS Compared with 

control group， the cell viability， colony number， and the phosphorylation levels of AKT and PI3K proteins as well as protein 

expressions of SKP2， MTH1 and Bcl-2 were significantly decreased （P＜0.05）， while ROS level， apoptosis rate， and the 

expression levels of Bax， cleaved caspase-3， P21 and P27 proteins were significantly increased （P＜0.05）. Moreover， the effects 

of Esc exhibited concentration-dependence （P＜0.05）. Compared with H-Esc group， above indexes of high-concentration of Esc+

SC79 group were reversed significantly （P＜0.05）. CONCLUSIONS Esc may promote massive ROS production and induce 

activation of apoptosis in HL-60 cells by inhibiting the AKT/SKP2/MTH1 pathway， thus inhibiting the proliferation of HL-60 cells.

KEYWORDS esculetin； acute myeloid leukemia； HL-60 cells； protein kinase B； cell apoptosis； AKT/SKP2/MTH1 pathway

急性髓系白血病（acute myeloid leukemia，AML）是

一种髓系前体细胞的遗传改变，导致肿瘤克隆性髓系干

细胞过度生成而引起的造血干细胞疾病，其特征是恶性

骨髓干细胞无节制增殖并伴有感染、贫血和出血；患者

初发时表现多样，部分患者通过常规血液检查发现，另

有部分患者则因感染、出血或弥散性血管内凝血等并发

症就诊发现[1]。近年来，随着 AML 检测技术的进步以及

个体化疗法的发展，AML 患者的诊断和预后得以明显

改善，但其临床有效治疗仍面临挑战，且部分患者经规

范化治疗后预后仍不理想[2]。因此，亟须探索 AML 发病

机制，找寻可靠靶点并确定更加有效的治疗策略。

蛋白激酶 B（protein kinase B，AKT）参与细胞周期

进程和凋亡，通过转录、翻译和翻译后修饰对 S 期激酶

相关蛋白2（S-phase kinase associated protein 2，SKP2）起

正向调节作用；而 SKP2是 F-Box 蛋白的成员之一，可促

进多种恶性肿瘤的发生发展[3]。据报道，在多种类型的

恶性肿瘤中均观察到 SKP2过表达和 AKT 活性升高，且

活化的 AKT 可诱导 SKP2进入细胞质[4]。此外，MutT 同

源酶1（MutT homolog 1，MTH1）可通过清除氧化性嘌呤

核苷酸，保护癌细胞免受高水平活性氧（reactive oxygen 

species，ROS）诱导的 DNA 损伤；抑制 MTH1活性可促进

氧化损伤，进而抑制肿瘤生长[5]。

秦皮乙素（esculetin，Esc）是一种二羟基香豆素衍生

物，具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤等多种药理活性[6]。近年

来研究发现，Esc 可通过瓦解肿瘤细胞氧化防御，在

AML 细胞中发挥显著的抗增殖作用；同时，其可通过介

导 Wnt 信号通路的“轴移”效应，有效解除 AML 细胞的

阻滞状态，并激活白血病祖细胞向中性粒细胞分化的潜

力[7]。然而，Esc 在 AML 细胞凋亡中的具体作用途径尚

不完全清楚。既往研究报道，一种美罗萜类真菌次级代

谢物——Neosetophomone B 可通过使 AKT 失活，下调

致癌基因 SKP2 和 MTH1 表达，最终降低肿瘤细胞活

力[8]。然而，Esc 是否可通过调控 AKT/SKP2/MTH1 通

路，瓦解肿瘤细胞氧化防御，进而诱导肿瘤细胞凋亡，减

缓 AML 进展，尚需进一步探索。基于此，本研究拟探讨

Esc 通过调控 AKT/SKP2/MTH1 通路诱导 AML HL-60

细胞凋亡的作用，以期为临床治疗 AML 提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用的主要仪器有 Spectra Max M5型多功

能酶标仪（美国 Molecular Devices 公司）、BX63型荧光

显微镜（日本 Olympus 公司）、GelDoc Go 型凝胶成像系

统（上海伯乐生命医学产品有限公司）、NovoCyte Advan‐

teon 型流式细胞仪（美国 Agilent 公司）等。

1.2　主要药品与试剂

本研究所用的主要药品与试剂有：Esc 对照品、AKT

激动剂 SC79对照品（美国 MedChemExpress 公司，批号

分 别 为 305-01-1、305834-79-1，纯 度 分 别 为 99.79%、

98.0%），IMDM 培养基、胎牛血清（美国 Gibco 公司，批号

分别为12200036、10099141），100×青霉素-链霉素双抗

（厦门泰京生物技术有限公司，批号 ABK0005C），4% 多

聚甲醛、结晶紫、MTT 试剂盒、ROS 检测试剂盒（上海碧

云天生物技术有限公司，批号分别为 P0099、C0121、

C0009M、S0035S），Annexin Ⅴ-FITC/PI 细胞凋亡检测试

剂 盒 [ 翌 圣 生 物 科 技（上 海）股 份 有 限 公 司 ，批 号

40302ES60]，SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒、ECL 化学发

光 试 剂 盒（北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司，批 号 分 别 为

P1200、PE0010），RIPA 裂解液、BCA 蛋白定量试剂盒（江

苏 康 为 世 纪 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

CW2333S、CW0014S），兔 源 磷 酸 化 AKT（p-AKT）、

AKT、SKP2、MTH1、B 细胞淋巴瘤2（B-cell lymphoma 2，

Bcl-2）、Bcl-2 相 关 X 蛋 白（Bcl-2-associated X protein，

Bax）、裂解的胱天蛋白酶 3（cleaved caspase-3）、磷脂酰

肌醇3激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）、磷酸化

PI3K（p-PI3K）、周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1（cyclin-

dependent kinase inhibitor 1，P21）、周期蛋白依赖性激酶

抑制剂 1B（cyclin-dependent kinase inhibitor 1B，P27）抗

体（美 国 Cell Signaling Technology 公 司，批 号 分 别 为

4060、9272、2652、43918、3498、2772、9661、4249、17366、
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2947、3686），兔抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体、

辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔免疫球蛋白 G

（IgG）二 抗（美 国 Affinity 公 司，批 号 分 别 为 AF7021、

S0001）。

1.3　细胞

本研究所用的人急性早幼粒细胞白血病细胞 HL-60

购自中国科学院上海生命科学研究院。

2　方法

2.1　Esc浓度筛选

采用含 20% 胎牛血清和 1% 青霉素-链霉素双抗的

IMDM 完全培养基，在37 ℃、5%CO2及饱和湿度的培养

环境下培养 HL-60细胞，每48～72 h 更换一次新鲜培养

基。待细胞传代培养至第3代后，选取处于对数生长期

的细胞用于后续实验研究。使用含终浓度为 0（对照）、

12、25、50、100、200 μmol/L（对应复孔数为6）的 Esc 培养

液处理 HL-60细胞24 h[7]。采用 MTT 试剂盒检测不同浓

度 Esc 对 HL-60细胞存活率的影响，具体操作为：每孔中

加入10 µL MTT 溶液，孵育4 h，再加入150 µL 二甲基亚

砜终止反应；采用酶标仪在490 nm 波长下检测各孔吸光

度（OD490），根据测量结果计算细胞存活率（细胞存活

率＝实验组 OD490值/对照组 OD490值×100%），并采用非

线性回归法计算药物对细胞增殖的半数抑制浓度（half 

maximal inhibitory concentration，IC50）。实验重复3次。

2.2　细胞分组

将 HL-60细胞分为对照组（Control 组）、Esc 低浓度

组（L-Esc 组）、Esc 中浓度组（M-Esc 组）、Esc 高浓度组

（H-Esc 组）、Esc 高浓度+SC79组。其中，Control 组细胞

常规培养 24 h，L-Esc 组、M-Esc 组、H-Esc 组细胞分别使

用含25、50、100 μmol/L Esc 的培养液处理24 h，Esc 高浓

度+SC79组细胞使用含100 μmol/L Esc及5 μmol/L SC79

的培养液处理24 h[9]。

2.3　细胞增殖能力检测

（1）MTT 实验：将生长状态良好的 HL-60细胞按1×

105个/孔接种在 96孔板中，按“2.2”项下方法分组（每组

设置 6个复孔）、处理，按“2.1”项下 MTT 法检测细胞存

活率。实验重复3次。

（2）克隆形成实验：将生长状态良好的 HL-60细胞

按 1×103个/孔接种在 6孔板中，按“2.2”项下方法分组

（每组设置 6个复孔）、处理。在 37 ℃、5%CO2培养箱中

培养至肉眼可见的细胞集落后（显微镜下观察可见大的

细胞团块，单个细胞集落中细胞数＞50个），停止培养。

以4% 多聚甲醛固定细胞后进行结晶紫染色、拍照，统计

细胞的集落数。实验重复3次。

2.4　细胞中ROS水平检测

采用 CM-H2DCFDA 荧光探针法检测。将 HL-60细

胞按2×106个/孔接种在6孔板中，按“2.2”项下方法分组

（每组设置 6个复孔）、处理。培养结束后，根据 ROS 检

测试剂盒说明书，以体积比 1∶1 000 的比例将无血清

IMDM 培养基与 CM-H2DCFDA 探针均匀混合；去除每

孔中培养基，加入稀释的 CM-H2DCFDA 探针，孵育 30 

min；用无血清 IMDM 培养基充分洗去未进入细胞内的

CM-H2DCFDA 探针后，使用荧光显微镜观察，阳性细胞

呈绿色荧光。通过 Image J 软件对荧光图像进行定量分

析，获取各组细胞的荧光强度值，并计算相对荧光强度

（相对荧光强度＝实验组荧光强度值/Control 组荧光强

度值×100%）。实验重复3次。

2.5　细胞凋亡检测

采用流式细胞术检测。将 HL-60细胞按 2×106个/

孔接种在6孔板中，按“2.2”项下方法分组（每组设置6个

复孔）、处理。培养结束后，按照 Annexin Ⅴ-FITC/PI 细

胞凋亡检测试剂盒说明书进行检测，然后使用流式细胞

仪对细胞的凋亡情况进行分析。实验重复3次。

2.6　细胞中 AKT/SKP2/MTH1 通路和 AKT 上下游效

应蛋白表达检测

采用 Western blot 法检测。将 HL-60细胞按 2×106

个/孔接种在 6孔板中，按“2.2”项下方法分组、处理。培

养结束后，收集细胞，经 RIPA 裂解液充分裂解后，离心

收集上清，获得总蛋白提取物。采用 BCA 法测定总蛋

白浓度，并于蛋白变性后，进行 SDS-PAGE 电泳、转膜、

封闭；结束后，在4 ℃摇床上将膜与一抗 Bcl-2（稀释比例

为1∶2 000）、Bax（稀释比例为1∶1000）、cleaved caspase-3

（稀释比例为1∶100）、p-AKT（稀释比例为1∶1 000）、AKT

（稀释比例为1∶1 000）、SKP2（稀释比例为1∶1 000）、MTH1

（稀释比例为 1∶1 000）、p-PI3K（稀释比例为 1∶1 000）、

PI3K（稀释比例为1∶1 000）、P21（稀释比例为1∶1 000）、

P27（稀释比例为1∶1 000）、GAPDH（稀释比例为1∶8 000）

孵育过夜，再在37 ℃下将膜与二抗（稀释比例为1∶5 000）

孵育 1 h；在凝胶成像系统中曝光 ECL 发光液孵育后的

蛋白条带，并拍照。采用 Image J 软件统计蛋白条带灰

度值，以目标蛋白与内参（GAPDH）蛋白条带灰度值的

比值表示目标蛋白的表达水平，以磷酸化蛋白与总蛋白

条带灰度值的比值表示相应蛋白的磷酸化水平。实验

重复3次。

2.7　统计学方法

采用 SPSS 26.0软件进行数据统计分析。符合正态

分布的计量资料以 x±s 表示，多组间比较采用单因素方
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差分析，进一步的组间两两比较采用 SNK-q 检验。检验

水准α＝0.05。

3　结果

3.1　Esc浓度筛选结果

浓度筛选结果显示，随着 Esc 浓度增加，HL-60细胞

存 活 率 逐 渐 降 低 。 Esc 对 HL-60 细 胞 增 殖 的 IC50 为

100.87 μmol/L。因此，本研究选取25、50、100 μmol/L 为

后续实验中 L-Esc 组、M-Esc 组、H-Esc 组的干预浓度。

3.2　Esc对HL-60细胞增殖能力的影响

L-Esc 组、M-Esc 组、H-Esc 组细胞的存活率、集落数

均显著低于/少于 Control 组（P＜0.05），且 Esc 的作用具

有浓度依赖性（P＜0.05）；Esc 高浓度+SC79组细胞的存

活率、集落数显著高于/多于 H-Esc 组（P＜0.05）。结果

见表1。

3.3　Esc对HL-60细胞中ROS水平的影响

Control 组、L-Esc 组、M-Esc 组、H-Esc 组、Esc 高浓

度+SC79组细胞中 ROS 的相对荧光强度分别为12.58±

2.34、17.34±1.76、22.29±2.33、30.01±3.23、15.64±

2.11。其中，L-Esc 组、M-Esc 组、H-Esc 组细胞中 ROS 的

相对荧光强度均显著高于 Control 组（P＜0.05），且 Esc

的作用具有浓度依赖性（P＜0.05）；Esc 高浓度+SC79组

细胞中 ROS 的相对荧光强度显著低于 H-Esc 组（P＜

0.05）。结果见图1。

3.4　Esc对HL-60细胞凋亡的影响

L-Esc 组、M-Esc 组、H-Esc 组细胞的凋亡率和细胞

中 Bax、cleaved caspase-3蛋白表达水平均显著高于 Con‐

trol 组（P＜0.05），细胞中 Bcl-2蛋白表达水平均显著低

于 Control 组（P＜0.05），且 Esc 的作用具有浓度依赖性

（P＜0.05）；Esc 高浓度+SC79组细胞的凋亡率和细胞中

Bax、cleaved caspase-3蛋白表达水平均显著低于 H-Esc

组（P＜0.05），细胞中 Bcl-2蛋白表达水平均显著高于 H-

Esc 组（P＜0.05）。结果见图2、图3、表2。

3.5　Esc 对 HL-60细胞中 AKT/SKP2/MTH1通路相关

蛋白表达的影响

L-Esc 组、M-Esc 组、H-Esc 组细胞中 AKT 蛋白的磷

酸化水平和 SKP2、MTH1 蛋白表达水平均显著低于

Control 组（P＜0.05），且 Esc 的 作 用 具 有 浓 度 依 赖 性

（P＜0.05）；Esc 高浓度+SC79组细胞中 AKT 蛋白的磷酸

化水平和 SKP2、MTH1蛋白表达水平均显著高于 H-Esc

组（P＜0.05）。结果见图4、表3。

表1　各组细胞的存活率和集落数比较（x±s，n＝6）

组别
Control 组
L-Esc 组
M-Esc 组
H-Esc 组
Esc 高浓度+SC79 组

存活率/%
100±0.00

79.85±8.01a

66.44±6.64ab

50.23±5.03abc

88.96±8.90d

集落数/个
146.46±10.98

115.31±8.67a

99.65±9.03ab

70.72±7.07abc

128.08±9.81d

a：与Control组比较，P＜0.05；b：与L-Esc组比较，P＜0.05；c：与M-

Esc组比较，P＜0.05；d：与H-Esc组比较，P＜0.05。

A. Control 组 B. L-Esc 组

C. M-Esc 组 D. H-Esc 组

E. Esc 高浓度+SC79组

图1　各组细胞中ROS水平检测的荧光探针图
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图2　各组细胞凋亡检测的流式细胞图
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3.6　Esc 对 HL-60细胞中 AKT 上下游效应蛋白表达的

影响

L-Esc 组、M-Esc 组、H-Esc 组细胞中 PI3K 蛋白的磷

酸化水平均显著低于 Control 组（P＜0.05），P21、P27蛋

白表达水平均显著高于 Control 组（P＜0.05），且 Esc 的

作用具有浓度依赖性（P＜0.05）；Esc 高浓度+SC79组细

胞中 PI3K 蛋白的磷酸化水平显著高于 H-Esc 组（P＜

0.05），P21、P27蛋白表达水平均显著低于 H-Esc 组（P＜

0.05）。结果见表3、图5。

4　讨论

Esc 又称七叶内酯，主要富集于桔梗、马蹄莲等多种

植物中，具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等多种药理活性[6]。

既往研究报道，其可通过阻断 PI3K/AKT/mTOR 通路诱

导细胞凋亡并阻滞细胞周期，也能通过抑制 Janus 激酶

2/信号转导及转录活化因子 3通路，降低卵巢癌细胞活

力及迁移和侵袭能力[10]。此外，罗祥力等[11]的研究证实，

Esc 可 通 过 下 调 FLVCR1-AS1 基 因 表 达，抑 制 宫 颈 癌

SiHa 细胞恶性生物学行为。马鑫[12]的研究证实，Esc 可

通过下调细胞周期蛋白 D1、细胞周期蛋白依赖性激酶4/

6、原癌基因 MYC 编码的蛋白质表达，显著抑制肾透明

细胞癌细胞增殖。以上研究结果表明，Esc 具有多通路

调控特性，在抗肿瘤方面具有潜在价值。

ROS 作为肿瘤微环境中的关键调控因子，可通过影

响基因突变、癌基因表达等途径参与 AML 的发生发展

及化疗耐药过程。如 Zhu 等[13]的研究证实，泛素特异性

肽酶 11可通过调控信号转导及转录活化因子 3/ROS 信

号轴，增强 AML 细胞的化疗耐药性。Germon 等[14]的研

究进一步证实，阻断 ROS 生成不仅可以抑制 AML 致癌

信号转导，还可以增强 NADPH 氧化酶 2和 FMS 样酪氨

酸激酶3抑制剂联合使用对 FLT3 突变型 AML 的治疗效

果。本研究结果显示，Esc 可通过促进 HL-60 细胞中

ROS 的 产 生 及 细 胞 凋 亡，有 效 抑 制 细 胞 增 殖，这 与

Mathur 等[7]的研究结论一致。然而，尽管目前的研究已

经揭示了 Esc 的抗肿瘤作用，但其在分子层面的具体作

用机制尚待更深入、系统地探索和研究。

研究显示，AKT/SKP2/MTH1通路可通过调控细胞

增殖、凋亡、迁移、侵袭、血管生成等过程参与肿瘤的发

生发展，并与肿瘤化疗耐药等相关[15―16]，这提示有效调

控该通路可能有助于改善AML治疗结局。Kuttikrishnan

等[17]的研究证明，诱导 AKT 磷酸化和 SKP2表达下调，能

够抑制多发性骨髓瘤细胞的增殖并诱导细胞凋亡。在

急性淋巴细胞白血病中，SKP2的表达与 MTH1呈正相

关；下调 SKP2和 MTH1的表达，可促进氧化应激诱导的

DNA 损伤和凋亡，抑制肿瘤细胞生长[18]。本研究结果显

p-PI3K

PI3K

P21

P27

GAPDH

85 kDa

85 kDa

21 kDa

27 kDa

37 kDa

A B C D E

　　A：Control 组；B：L-Esc 组；C：M-Esc 组；D：H-Esc 组；E：Esc 高浓

度+SC79组。

图5　各组细胞中AKT上下游效应蛋白的电泳图

Bcl-2

Bax

cleaved caspase-3

GAPDH

25 kDa

21 kDa

17 kDa

37 kDa

A B C D E

　　A：Control 组；B：L-Esc 组；C：M-Esc 组；D：H-Esc 组；E：Esc 高浓

度+SC79组。

图3　各组细胞中 cleaved caspase-3、Bax、Bcl-2蛋白的

电泳图

表2　各组细胞的凋亡率及细胞中凋亡相关蛋白表达水

平比较（x±s，n＝6）

组别
Control 组
L-Esc 组
M-Esc 组
H-Esc 组
Esc 高浓度+SC79 组

凋亡率/%
2.51±0.25

24.38±2.54a

30.29±3.03ab

42.62±4.26abc

23.74±2.37d

Bcl-2/GAPDH

1.29±0.13

1.02±0.11a

0.84±0.08ab

0.61±0.06abc

1.10±0.12d

Bax/GAPDH

0.70±0.07

0.93±0.09a

1.11±0.11ab

1.44±0.14abc

0.88±0.09d

cleaved caspase-3/GAPDH

0.83±0.08

1.06±0.11a

1.24±0.12ab

1.67±0.17abc

1.01±0.11d

a：与Control组比较，P＜0.05；b：与L-Esc组比较，P＜0.05；c：与M-

Esc组比较，P＜0.05；d：与H-Esc组比较，P＜0.05。

p-AKT

AKT

SKP2

MTH1

GAPDH

60 kDa

60 kDa

48 kDa

18 kDa

37 kDa

A B C D E

　　A：Control 组；B：L-Esc 组；C：M-Esc 组；D：H-Esc 组；E：Esc 高浓

度+SC79组。

图4　各组细胞中 AKT/SKP2/MTH1 通路相关蛋白的

电泳图

表3　各组细胞中 AKT/SKP2/MTH1通路和 AKT 上下

游效应蛋白表达水平比较（x±s，n＝6）

组别
Control 组
L-Esc 组
M-Esc 组
H-Esc 组
Esc 高浓度+SC79 组

p-AKT/AKT

1.04±0.10

0.85±0.09a

0.63±0.06ab

0.46±0.05abc

0.97±0.10d

SKP2/GAPDH

1.53±0.15

1.21±0.12a

0.99±0.10ab

0.74±0.07abc

1.32±0.13d

MTH1/GAPDH

1.27±0.12

1.05±0.11a

0.86±0.09ab

0.59±0.06abc

1.13±0.11d

p-PI3K/PI3K

0.98±0.12

0.76±0.08a

0.57±0.07ab

0.38±0.04abc

0.85±0.09d

P21/GAPDH

0.32±0.04

0.48±0.05a

0.69±0.08ab

0.86±0.09abc

0.39±0.05d

P27/GAPDH

0.27±0.03

0.39±0.05a

0.57±0.06ab

0.73±0.09abc

0.32±0.04d

a：与Control组比较，P＜0.05；b：与L-Esc组比较，P＜0.05；c：与M-

Esc组比较，P＜0.05；d：与H-Esc组比较，P＜0.05。
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示，经 Esc 处理后，HL-60细胞中 AKT 蛋白的磷酸化水平

和 SKP2、MTH1蛋白表达水平降低，AKT 上游效应信号

蛋白——p-PI3K 表达水平降低，AKT 下游效应信号蛋

白——P21、P27表达水平均升高，表明 Esc 可通过抑制

AKT/SKP2/MTH1通路来抑制 AML 细胞的恶性生物学

行为。同时，本研究在高浓度 Esc 基础上联合 AKT 激动

剂 SC79进一步研究发现，HL-60细胞中以上蛋白的表达

趋势均发生了逆转，且 Esc 抑制 HL-60细胞增殖等的生

物学活性均受到不同程度的负面影响，这与 Sanjiv 等[19]

的研究具有相似性。

综上所述，Esc 可能是通过抑制 AKT/SKP2/MTH1

通路，促进 HL-60细胞中 ROS 的大量产生及细胞凋亡程

序的启动，最终抑制 HL-60细胞增殖。然而，本研究未

联合其他细胞株或原代细胞进行验证，也未开展动物实

验探讨其体内疗效，后续还需进一步深入研究。
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