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阿司匹林诱导 HL一60细胞凋亡的实验研究 

罗 云 ，唐 宗山 ，黄宗干 

(1．重庆医科大学第二临床学院血液科，重庆 400010；2．重庆医科大学临床学院血液科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究非甾体类抗炎药阿司匹林(ASA)对体外诱导人急性 白血病细胞的凋亡作用及其相关机制。方法：采用 

I 法测定 ASA对 HL一6O细胞的抑制率，通过光镜、流式细胞仪(FcM)、原位末端标记法(TUNEL)观测ASA诱导HL一6O 

细胞凋亡，半定量 RT—PCR检测基因表达。结果：浓度为2．5～lOmmol／L的ASA能抑制 HL一6O细胞增殖，诱导细胞凋亡； 

ASA与阿糖胞苷(Ara—c)抗肿瘤作用具有相加效应；ASA可下调 HL一60细胞 C—myc mRNA水平表达：结论：一定浓度 

ASA在体外有抑制急性白血病细胞生长和诱导细胞凋亡的作用，其机制可能与C—myc基因下调有关。 
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Aspirin induces apoptosis on human myeloid leukemia cell l ine HL一60 

LU0 n．et al 

(Department ofHematology，the,_qecond College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the effect of aspirin(ASA)on the apoptosis of human myeloid leukemia cell in、ritro and its mecha— 

rfisms．Methods：Inhibition rate Was tested by MTT method、Apoptosis induced by ASA in HL一60 cells Was investigated by appl~ng 

light microscopy．TdT—mediated dUTP Nick—end Labeling(TUNEL)and flow cytometry analysis techniques．RT—PCR method 

were used tO examine mRNA expression、Results：2．5～10．0mmol／L ASA can induce apoptcsis and inhibit proliferation in HL一60 

cells．and increase the sensitivity of HL一60 cells toAra—C．ASA down—regulated the level of C—myc mRNA．Conclusion：A certain 

dosage of ASA can suppress the proliferation and induce apoptosis of acute leukemia cells in a dose dependent manner．One of the 

mechanisms of ASA inducing apoptosis may be related to down —regulated expression of C—myc mRNA． 
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非甾体类抗炎药(NSAIDs)是一大类临床常用 

药物，近年来有证据显示 NSAIDs具有较广谱的抗 

肿瘤作用，尤其是在肠道肿瘤 』。阿司匹林被证实 

能增强维生素 ，维甲酸对白血病细胞系的分化作 

用12]，且其代谢产物水杨酸钠能诱导多种白血病细 

胞系发生凋亡13 ；但阿司匹林直接对急性白血病细 

胞作用尚未见报道。本研究以人急性髓细胞性白血 

病细胞系HL一60为细胞模型，研究阿司匹林对其 

生长影响，并选用多种指标检测凋亡，进一步探讨相 

关机制。 

1 材料和方法 

作者介绍 ：罗 云(1972一 )，男，住院医师 

主要研究方向：血液肿瘤。 

1．1 实验材料 

阿司匹林(Aspirin)西南药业股份公司，RPMI一1640细 

胞培养基 Gibco公司，M1vr(四甲基偶氮唑蓝)上海生工生物 

工程公 司，RNA提取试剂 Tripure及 RT—PCR试 剂盒 

Roche公 司。 

1．2 细胞系培养和传代 

HL一60细胞引自重庆医科大学病生教研室，用含 10％ 

灭活小牛血清 RPMI一1640培养基，置于3712，5％o32孵箱 

中培养。 

1．3 细胞增殖抑制分析 

采用 MTT法，实验分3组：(1)HL一60细胞 +ASA(0～ 

10mmol／L)(2)卜IL一60细胞 +Ara—C100~g／ml(3)卜IL一60 

细胞 +ASA2、5mmol／L+Ara—ClO0~g／ml，同时配以空白组 

和试验对照，每组各 3孔。每孔总体积200~L。上述因素作 

用 68h后加入 5mg／ml的 MTT20t~L放回孵箱，4h后，离心 

1000r／min，5min后去除上清，加入 150>L二甲亚砜，振荡器 

上振荡 5min，酶标仪 560nm波长处测定各孔 OD值。按以 

下公式计算细胞抑制率：细胞抑制率(％)=(1一试验孔 OD 
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值 寸照孔 OD值)X 100％。 

1．4 细胞 凋 亡检 测 

1．4．1 细胞形态学观察 调节细胞浓度为 1．0X 10 ／ml左 

右，加入 ASA各浓度，每日用 0．4％台盘兰染液计数活细胞； 

收集细胞，离心涂片，瑞氏染色，光镜下观察。 

1．4．2 流式细胞仪分析 不同终浓度 ASA与 HL一60细 

胞共孵育 72h后，用 70％乙醇 一20℃固定过夜，洗涤后加 

RnaseA酶消化，PI 40C避光染色30rain，FCM上检测，出现亚 

G1峰细胞为凋亡细胞。 

1．4．3 原位末端标记法(TUNEL)检测 采用原位细胞凋 

亡检测试剂盒(Roche公司)，按说明书操作。 

1．5 RT—PCR检测 C—myc mRNA表达水平 

按照 Roche公司 hipure试剂盒说明提取 RNA，RT 

PCR采用一步法，步骤参照说明书，约加改进：逆转录(RT) 

反应 601：2 30rain，PCR反 应 94℃ 2rain 1个循 环，941：2 30s、 

60℃30s、70℃60s10个循环 ，941：2 30s、60℃30s、70℃ lmin30s 

25个循环，70℃7rain 1个循环；引物设计 C—myc 5’引物 

CI"CTCAACGACAGCAGCCCG；3’引 物 AGGTGATCCA— 

GACI'CTGACC扩增产物 250bp／32微球蛋白；5’引物 ACCC— 

CCACTGAAAAAGATGA；3’弓I物 ATC，ITCAAACCTC— 

CATGATG扩增产物 154bp，两对引物均由上海生工生物工 

程公司合成。PCR产物在 1．8％琼脂糖(含0．5~g／ml EB)凝 

胶电泳，DNA凝胶成像系统观察分析。 

1．6 统计学处理 

采用方差分析，直线回归， 检验方法，均 由sAS6．12 

软件处理，检验水准P<0．05。 

2 结 果 

■一  

⋯ ⋯’ } ⋯ 

2．1 ASA对 HL一60细胞增殖的影响 

ASA对 HL一60细胞的增殖抑制作用与其剂量 

和作用时间有关 ，ASA浓度增加 ，作用时间延长，增 

殖抑制作用增加。M1vr法显示不同浓度的 ASA对 

HL一60细胞作用 72h后，抑制率与药物浓度呈正 

相关 ，并且 100~g／mlAra—C与 2．5mmol／L ASA有 

相加作用。 

表 1 ASA对 HL 60细胞的抑制作用 (， 3， ±S) 

注 ： 与l司一时I司对照组相比，尸<0．01 

将细胞抑制率换算成概率单位，使曲线直线化， 

直线回归法求出回归方程 ，得到 IC50为 8．97mmol／ 

L。 

2．2 细胞形态学观察 

用 2．5～10．0mmol／L的 ASA处理 HL 60细 

胞48h即可见早期凋亡细胞，形态学为细胞体积缩 

小 ，核浓缩，核仁消失 ，核碎裂。72h可见晚期凋亡 

细胞，细胞膜完整，明显凹陷，皱缩，胞膜内含数量不 

等凋亡小体。另外在 7．5、10．0mmol／L ASA作用 

下可见坏死细胞 ，表现为细胞膜破裂 ，空泡变性，细 

胞肿胀 ，细胞溶解。 

a b c d 

图 1 阿司匹林诱导 HL60细胞凋亡的时相规律(FACS分析图像) 

a．对照~1(72h)；b．ASA 2．5mmol／L(72h)；C．ASA 5．0mmol／L(72h)；d．ASA 10．0mmol／L(72h) 
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图2 阿斯匹林诱导 HL60细胞凋亡【TdT染色)×1000 

2．3 流式细胞仪检测结果 

不同ASA作用 72h后，FCM显示有凋亡亚 G1 

峰出现，并且随ASA浓度增加 ，HL一60细胞凋亡率 

增加。2．5retool／1．，5．Ommol／L及 10．Ommol／L的 

ASA诱导凋亡率分别为 9．51％，22．60％，34．12％。 

2．4 细胞凋亡 TUNEL检测结果 

细胞凋亡 DNA断裂可通过 TUNEL检测，原理 

为标记物质标记在凋亡细胞 DNA断裂 3一oH末 

端 ，凋亡 细胞核 染成 棕 色颗粒。HL一60细胞经 

ASA作用后，细胞核中出现棕色颗粒，对照细胞则 

无此现象。 

2．5 ASA对 一60细胞 C—myc基因表达的影响 

RT—PCR时，以 l32微球蛋白作为内对照来衡 

量目的基因的显示。结果显示 HL一60细胞 C— 

myc基因表达阳性；2．5mmol／L ASA作用 12h后可 

显著下调 C—myc mRNA水平 ，24h后恢复正常。 

5 4 3 2 1 M 

图 3 RT—f)(==R结果 

M：标准【marker)；1，3，5带：c—myc mRNA；2，4带： 一微 

球蛋白【 一mjcroglobin)；5带：对照组；3带：ASA 2．5retool／ 

L 24h；1带：ASA 2．5retool／L 12h 

3 讨 论 

本试 验观察 到 2．5retool／1．～10．0rnmol／L的 

ASA对 HL60细胞增殖有明显抑制作用 ，并证实随 

着作用时间的延长、浓度的增加其抑制作用也增加； 

经计算 IC50值为 8．97mmol／L与 Bellosillo等～ J用 

ASA作用慢性 B淋巴细胞性白血病细胞相似。阿 

糖胞苷是急性 白血病化疗的常用药物，用 M1vr法 

分别测定 ASA(2．5retool／1．)或 Ara—C(100t~g／m1) 

单独作用及ASA+Ara—C共同作用于 HL一60细 

胞后的细胞增殖率，发现阿司匹林能增加 Ara—C抗 

肿瘤细胞作用，其机制未明。Ara—C属 S期特异性 

药物，能诱导多种 白血病细胞凋亡_5 ；有研究报告 

ASA诱导凋亡涉及神经酰胺的增多 ，ASA对 Ara 
—

C抗 HL60细胞表现的相加效应，是否涉及到凋亡 

信号的传导，有待进一步研究。 

药物抑制肿瘤细胞增殖的原因有多种如：直接 

杀伤细胞 ，诱导细胞分化，诱导细胞凋亡等。已有研 

究证实 ASA对 HL60细胞没有诱导分化的作用l2 ： 

因此本研究重点探讨 ASA抑制 HL60细胞增殖是 

否由于其诱导 HL60细胞凋亡所致。凋亡与坏死是 

细胞死亡的两种形式。凋亡是在一定的生理或病理 

条件下遵循 自身程序，自行结束生命的过程，细胞凋 

亡与肿瘤发生和抑制有密切关系。本研究选用几种 

方法综合判定 ASA有诱导 HL60细胞凋亡的作用： 

瑞氏染色光镜下见到了凋亡细胞 ，即有细胞膜染色 

质块状聚集 ，核裂解 ，凋亡小体出现等典型形态学改 

变；DNA的核小体间水解 ；FCM 见到低于 2倍体的 

DNA亚 G1期峰 ：并证明了凋亡率随药物剂量增加 

而上升的规律。同时在 ASA7．5、10．0rnM／L作用 

72h后也可见到坏死细胞，其胞膜破坏、细胞溶解： 

● 
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表明较大剂量 ASA对 HL60细胞有直接 的细胞毒 

作用。 

细胞凋亡的机制极为复杂，迄今尚未完全阐明。 

细胞凋亡是在基 因控制下的细胞 自我消亡过程，它 

涉及到一个基因表达的级联反应，与细胞增殖和癌 

变有关的原癌基因和抑癌基因都参与了对细胞凋 

亡，研究较多的主要有 p53，C—myc，bcl一2／bax，cas— 

pases，Fas／APo—l等。由于HL60细胞内缺乏 p53 

基因表达 ，因此 ASA诱导细胞凋亡机理不应涉及 

p53基因。C—myc基因是一个对 HL60细胞生长， 

增殖、分化，凋亡都有重要影响的基因。大量文献表 

明当 HL60被多种化学诱导剂诱导产生分化，凋亡 

及生长抑制时几乎都有 C—myc表达的明显下 

降l ， 。本研究用半定量RT—PCR检测c—myc基 

因，结果显示在 ASA诱导 HL60细胞 12h后下调 ， 

而 24h后恢复，表明其在药物作用早期有一定作用。 

ASA诱导HL60细胞凋亡是否涉及其他原癌基因和 

抑癌基因，以及其传导信号尚待研究。 

综上所述，ASA对急性白血病细胞具有抗增殖 

和诱导凋亡作用 ；ASA对 一C的抗 白血病作用 

具有协同作用。C—myc基因表达的下调至少部分 

参与细胞凋亡的机制。 
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