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阿魏酸通过调节PTEN/PI3K/AKT信号通路抑制急性T淋巴细胞白血病进展

李敬茹,李中霞,牛宁宁,乔 缘,韩 芸,林雪容　（河北北方学院附属第一医院急诊科，河北 张家口 075000）

［摘 要］　目的　探究阿魏酸是否可通过调控 PTEN/PI3K/AKT 信号通路在体内外抑制急性 T 淋巴细胞白血病进展。方法　

将急性T淋巴细胞白血病 Jurkat细胞分为对照组、阿魏酸处理组和LY294002处理组进行体外实验，对照组正常培养；阿魏酸处理组

分别给予不同浓度（1. 25、2. 5、5、10、20、40、80、160 μmol/L）阿魏酸，采用CCK-8法检测细胞增殖能力，筛选实验浓度；LY294002处理

组给予 50 μmol/L PI3K/AKT抑制剂 LY294002，采用克隆形成实验、流式细胞术、Transwell实验检测细胞增殖、凋亡、侵袭情况，采用

Western blot检测核蛋白Ki67、增殖细胞核抗原（PCNA）、cleaved caspase-3、cleaved caspase-9、E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、PTEN、

p-PI3K、PI3K、p-AKT和AKT蛋白相对表达量。使用 30只雄性BALB/c裸鼠建立移植瘤裸鼠模型，平均分为正常组和阿魏酸处理组

进行体内实验，正常组接种 Jurkat细胞后以生理盐水灌胃，阿魏酸处理组接种 Jurkat细胞后以 75 mg/kg阿魏酸灌胃，比较移植瘤质量

和体积变化，并检测肿瘤组织中 Ki67、cleaved caspase-3/caspase-3、E-cadherin、N-cadherin、PTEN、p-PI3K、PI3K、p-AKT 和 AKT 水平。

结果　体外实验中，与对照组比较，5、10、20 μmol/L阿魏酸处理组和 LY294002处理组细胞克隆形成率、细胞侵袭数、Ki67、PCNA、

N-cadherin、Vimentin、p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT 明显降低/减少（P<0. 05），细胞凋亡率、cleaved caspase-3/caspase-3、cleaved caspase-9/
caspase-9、E-cadherin、PTEN明显升高（P<0. 05）。体内实验中，与正常组比较，阿魏酸处理组裸鼠肿瘤质量减轻，肿瘤体积减小，肿瘤

组织中Ki67、N-cadherin、p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT明显降低，cleaved caspase-3/caspase-3、E-cadherin、PTEN明显升高，差异均有统计

学意义（P<0. 05）。结论　阿魏酸在体内外均可抑制急性T淋巴细胞白血病 Jurkat细胞的增殖及侵袭，并诱导细胞凋亡，其作用机制

可能与调控PTEN/PI3K/AKT信号通路有关。
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Ferulic acid inhibits the progression of T-cell acute lymphoblastic leukemia by regulating PTEN/PI3K/AKT 
signaling pathway
LI Jing-ru，LI Zhong-xia，NIU Ning-ning，QIAO Yuan，HAN Yun，LIN Xue-rong　（Department of Emergency，First Affiliated 
Hospital of Hebei North University，Zhangjiakou Hebei 075000， China）

Abstract: Objective　To explore whether ferulic acid can inhibit the progression of T-cell acute lymphoblastic leukemia in vivo and in 
vitro by regulating PTEN/PI3K/AKT signaling pathway. Methods　The T-cell acute lymphoblastic leukemia Jurkat cells were divided into the 
control group，the ferulic acid treatment group and the LY294002 treatment group for in vitro experiment.  The cells in the control group were 
given normal culture；cells in the ferulic acid treatment group were given different concentrations （1. 25，2. 5，5，10，20，40，80，160 μmol/L） of 
ferulic acid，respectively，and the cell proliferation was detected by CCK-8 method，to screen the experimental concentration；cells in the 
LY294002 treatment group were given 50 μmol/L PI3K/AKT inhibitor LY294002. The cells proliferation， apoptosis and invasion were detected 
by clone formation assay，flow cytometry and Transwell assay. The relative expression levels of nuclear protein Ki67，proliferating cell nuclear 
antigen （PCNA），cleaved caspase-3，cleaved caspase-9，E-cadherin，N-cadherin，Vimentin，PTEN，p-PI3K，PI3K，p-AKT and AKT proteins were 
detected by Western blot. The nude mice models of transplanted tumors were constructed by 30 male BALB/c nude mice， and they were averagely 
divided into the normal group and the ferulic acid treatment group for in vivo experiment. The normal group was given normal saline by gavage，
while the ferulic acid treatment group was given 75 mg/kg ferulic acid by gavage after inoculating Jurkat cells. The weight and volume changes of 
transplanted tumors were compared，and the levels of Ki67，cleaved caspase-3/caspase-3，E-cadherin，N-cadherin，PTEN，p-PI3K，PI3K，p-AKT 
and AKT in tumor tissues were detected. Results　 In vitro experiment，compared with the control group，the clone formation rate of cells，
number of invasion cells，Ki67，PCNA，N-cadherin，Vimentin，p-PI3K/PI3K and p-AKT/AKT in the 5，10，20 μmol/L ferulic acid treatment 
group and the LY294002 treatment group were significantly decreased（P<0. 05），while the apoptosis rate，cleaved caspase-3/caspase-3，cleaved 
caspase-9/caspase-9，E-cadherin and PTEN were significantly increased（P<0. 05）. In vivo experiment，compared with the normal group，the 
weight and volume of tumors were reduced in the ferulic acid treatment group，Ki67，N-cadherin，p-PI3K/PI3K and p-AKT/AKT in tumor tissues 
were significantly decreased，cleaved caspase-3/caspase-3，E-cadherin and PTEN were significantly increased，with statistically significant 
differences（P<0. 05）. Conclusion　Ferulic acid can inhibit the proliferation and invasion of T-cell acute lymphoblastic leukemia Jurkat cells 
in vivo and in vitro，and induce apoptosis，its mechanism may be related to the regulation of PTEN/PI3K/AKT signaling pathway.
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急性 T 淋巴细胞白血病是我国高发恶性肿瘤之

一，常采用抗癌药物联合方案、靶向治疗、骨髓抑制剂

等进行治疗，虽然无法治愈，但大部分患者可有效缓

解症状，恢复正常生活[1]。然而，现有的治疗方案容易

诱发不良反应，如水盐代谢紊乱、骨质疏松等，且容易

产生耐药，导致患者预后不良[2]。因此，开发新型抗急

性 T淋巴细胞白血病药物具有较高的临床应用价值。

阿魏酸是当归、川穹、益母草等多种中药中的主要有

效成分之一[3]。研究显示，阿魏酸作为抗肿瘤的天然

药物，对乳腺癌、肺癌等多种恶性肿瘤细胞增殖有明

显的抑制作用[4-5]，但阿魏酸对急性 T淋巴细胞白血病

的作用尚不清楚。基于此，本研究提出阿魏酸在急性

T 淋巴细胞白血病中也具有抗肿瘤活性的假设，为证

实该假设，本研究观察阿魏酸对急性T淋巴细胞白血病

Jurkat 细胞增殖、凋亡、侵袭的影响，并探究其潜在的

作用分子机制，以期丰富阿魏酸抗肿瘤活性的研究，

为临床急性 T 淋巴细胞白血病的药物开发提供新

思路。

1　材料与方法

1. 1　材料

急性 T 淋巴细胞白血病 Jurkat细胞购自上海中科

院细胞库；30只雄性 BALB/c 裸鼠（6周龄、体质量 18~
22 g）购自河北省实验动物中心，动物生产许可证号：

SCXK（冀）2022-001。
纯度 98%以上阿魏酸单体（批号：J-042，成都瑞芬

思生物科技有限公司），纯度 98%以上 PI3K/AKT抑制

剂LY294002（批号：G2431，美国 Sigma），RPMI-1640培

养基、胎牛血清（批号：CD-02168-ML、10270-106，美国

Gibco），CCK-8 检测试剂盒、蛋白定量试剂盒、辣根过

氧 化 物 酶 标 记 蛋 白 二 抗（批 号 ：210510、210128、
210807，上海碧云天生物技术有限公司），Annexin 
V-FITC 凋亡检测试剂盒、Transwell 小室、基质胶（批

号：556507、353093、354234，美国BD），Ki67、增殖细胞

核 抗 原（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）、

cleaved caspase-3、 caspase-3、 cleaved caspase-9、
caspase-9、E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、PTEN、
p-PI3K、PI3K、p-AKT、AKT、β-actin抗体（批号：9449、2586、
5256、9662、7237、9508、2445、5415、5741、9188、4228、
4225、4070、4685、4970，美国Cell Signaling Technology）。
1. 2　方法

1. 2. 1　细胞培养　　以含有 10% 胎牛血清的 RPMI-
1640培养基悬浮 Jurkat细胞，然后在5%CO2、37 ℃的细

胞孵箱中培养，待细胞融合至 80%~90%时，离心传代

培养，取生长状态良好的细胞进行后续实验。

1. 2. 2　 CCK-8 检测细胞活性　　将 Jurkat 细胞以

4×105/孔接种于 96孔板，分为对照组（正常培养）、阿魏

酸处理组（给予 1. 25、2. 5、5、10、20、40、80、160 μmol/L
阿魏酸），各组细胞分别培养 24、48、72 h，800 r/min板

式离心 3~5 min，各孔添加含有 20 μL CCK-8试剂的培

养基，避光继续培养 4 h，酶标仪检测 450 nm波长处细

胞 OD 值，细胞活性=加药孔 OD 值/对照孔 OD 值×
100%。

1. 2. 3　克隆形成实验检测细胞增殖能力　　将 Jurkat
细胞以 100/mL 接种于培养皿，分为对照组、阿魏酸处

理组（5、10、20 μmol/L）和LY294002处理组（50 μmol/L），
培养细胞 2~3周，培养皿中观察到肉眼可见的克隆时

终止培养。经 4% 多聚甲醛室温固定细胞 30 min，加
入 GIMSA 染液染色 10 min，干燥后计数细胞克隆数

目，细胞克隆形成率=克隆数/接种细胞数×100%。

1. 2. 4　流式细胞术检测细胞凋亡水平　　将 Jurkat
细胞以 5×106/孔接种于 6孔板，分为对照组、阿魏酸处

理组（5、10、20 μmol/L）和LY294002处理组（50 μmol/L），培

养 24 h后，收集各组细胞，调整浓度为 1×106/mL，分别

加入Annexin V-FITC和PI染液，室温避光孵育 15 min，
上流式细胞仪检测细胞凋亡情况，以凋亡细胞数与总

细胞数比值代表细胞凋亡率。

1. 2. 5　Transwell 实验检测细胞侵袭能力　　预先以

基质胶包被 Transwell 小室上室，将对照组、阿魏酸处

理组（5、10、20 μmol/L）和 LY294002 处理组细胞以

2×104/mL 接种于小室上室，培养 24 h 后取出小室，去

除表面细胞，结晶紫染色 10~15 min，随机挑选 5 个视

野，计数染色细胞，结果取平均值。

1. 2. 6　移植瘤模型的建立与检测　　取BALB/c裸鼠

随机分为正常组和阿魏酸处理组，每组 15 只，均以

1×107/mL Jurkat 细胞接种于裸鼠左前肢腋下，接种当

日阿魏酸处理组以75 mg/kg阿魏酸灌胃[6]，正常组以生

理盐水灌胃，每日 1次，接种后每 5 d测量种植瘤的长

径和短径，肿瘤体积=1/2×长径×短径 2，接种第 30天处

死裸鼠，剥离肿瘤组织称重后待测。

1. 2. 7 Western blot 检测相关蛋白表达    添加 RIPA
裂解液提取各组细胞和肿瘤组织中蛋白，经蛋白定量

试剂盒测定蛋白浓度后，取 30~70 μg蛋白用聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离蛋白，再经半干法转移至 PVDF 膜，

5%脱脂奶粉室温封闭 90 min，随后加入抗体 Ki67
（1:1 500）、PCNA（1: 1 000）、cleaved caspase-3（1:1 000）、

caspase-3（1: 1 000）、cleaved caspase-9（1: 1 000）、

caspase-9（1:1 000）、E-cadherin（1:2 000）、N-cadherin
（1:1 500）、Vimentin（1:1 000）、PTEN（1:1 000）、p-PI3K
（1:1 000）、PI3K（1:1 000）、p-AKT（1:1 000）、AKT
（1:1 000）、β-actin（1:3 000），4 ℃孵育过夜，第 2 天再
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加入辣根过氧化物酶标记的二抗（1:3 000）室温孵育1 h，
添加ECL显色液后经凝胶成像系统采集蛋白图像，以

目标蛋白条带灰度值与内参 β-actin 条带灰度值表示

Ki67、PCNA、E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 和 PTEN
蛋白相对表达量，cleaved caspase-3 与 caspase-3 比值、

cleaved caspase-9 与 caspase-9 比值表示其蛋白活化水

平，p-PI3K 与 PI3K 比值、p-AKT 与 AKT 比值表示其蛋

白磷酸化水平。

1. 3　统计学方法

采用 SPSS 21. 0 软件分析数据，以均数±标准差

（x-±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一步

两两比较采用LSD-t检验。以P<0. 05为差异有统计学

意义，P<0. 01为差异有极显著性统计学意义。

2　结果

2. 1　阿魏酸对 Jurkat细胞活性的影响

随着阿魏酸浓度增加，细胞活性降低，随着培养

时间延长，细胞活性也降低，见图 1。考虑细胞毒性对

实验结果的影响，后续实验选取培养时间为 24 h，阿魏

酸实验浓度为5、10、20 μmol/L。
2. 2　阿魏酸对 Jurkat细胞增殖的影响

与对照组比较，5、10、20 μmol/L 阿魏酸处理组和

LY294002处理组细胞克隆形成率，Ki67、PCNA蛋白表

达明显降低（P<0. 05），见图2。

2. 3　阿魏酸对 Jurkat细胞凋亡的影响

与对照组比较，5、10、20 μmol/L 阿魏酸处理组和

LY294002处理组细胞凋亡率明显升高，10、20 μmol/L
阿 魏 酸 组 和 LY294002 处 理 组 cleaved caspase-3/
caspase-3、cleaved caspase-9/caspase-9 水平明显升高

（P<0. 05），见图3。
2. 4　阿魏酸对 Jurkat细胞侵袭的影响

与对照组比较，10、20 μmol/L 阿魏酸处理组和

LY294002 处理组细胞侵袭数，N-cadherin 和 Vimentin
蛋白表达明显减少/降低（P<0. 05），E-cadherin 蛋白表

达明显升高（P<0. 05），见图4。
2. 5　阿魏酸对 Jurkat 细胞中 PTEN/PI3K/AKT 信号通

路的影响

与对照组比较，10、20 μmol/L 阿魏酸处理组和

LY294002处理组细胞中PTEN表达明显升高（P<0. 05），
p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT水平明显降低（P<0. 05），见图5。

图1　阿魏酸对Jurkat细胞活性的影响

a：克隆形成实验光镜图（×100）；b：克隆形成率的比较；c：Western blot 检测增殖相关蛋白 Ki67、PCNA 表达；d：Ki67、PCNA 蛋白表达

定量图  *：与对照组比较，P<0.05；**：与对照组比较，P<0.01
图2　阿魏酸对Jurkat细胞增殖的影响
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2. 6　阿魏酸对急性 T 淋巴细胞白血病移植瘤模型的

影响

与正常组比较，阿魏酸处理组小鼠肿瘤质量减

轻，体积减小，肿瘤组织中 Ki67、N-cadherin、p-PI3K/

PI3K、p-AKT/AKT 水平均明显降低，cleaved caspase-3/
caspase-3、E-cadherin、PTEN 水平明显升高，差异有统

计学意义（P<0. 05），见图6。

a：流式细胞术检测细胞凋亡情况；b：细胞凋亡率的比较；c：Western blot 检测凋亡相关蛋白 cleaved caspase-3、caspase-3、cleaved 
caspase-9、caspase-9表达；d：凋亡相关蛋白定量图   *：与对照组比较，P<0.05；**：与对照组比较，P<0.01

图3　阿魏酸对Jurkat细胞凋亡的影响

a：Transwell 实验检测细胞侵袭能力（×200）；b：侵袭细胞数定量图；c：Western blot 检测侵袭相关蛋白 E-cadherin、N-cadherin、
Vimentin的表达；d：侵袭相关蛋白定量图   *：与对照组比较，P<0.05；**：与对照组比较，P<0.01

图4　阿魏酸对Jurkat细胞侵袭的影响

11



http:/ / www. jjssxzz. cn局解手术学杂志 2024,33（1）J  REG ANAT OPER SURG

3　讨论

现代药理研究表明，天然药物在抗癌的发展和治

疗方面有巨大的潜在价值[7]。阿魏酸是自然界普遍存

在的一种酚酸，具有抗癌、抗氧化、抗炎等多种生物活

性[8]。近年来研究发现，阿魏酸是一种多靶点的天然

抗肿瘤药物，具有性质稳定、毒性低的优势。毛广显

等[9]研究显示，阿魏酸可有效促进食管癌细胞的自噬，

抑制细胞增殖，诱导细胞周期阻滞于 G0/G1 期。Yue
等[10]报道，阿魏酸衍生物可调控多种信号通路，抑制人

肺癌A549细胞的增殖和迁移，为阿魏酸衍生物抗癌药

物的开发提供了重要的科学依据。本研究结果显示，

阿魏酸可抑制 Jurkat细胞活性；同时，阿魏酸还可抑制

细胞克隆形成和侵袭能力，提高细胞凋亡率。这表明

阿魏酸可能通过抑制 Jurkat 细胞增殖与侵袭，诱导细

胞凋亡，从而阻碍急性T淋巴细胞白血病的发展。

肿瘤细胞的恶性行为涉及多种基因、蛋白的共同

调控，Ki67、PCNA 主要参与细胞周期调控，可作为细

胞增殖活性的标志物，其表达水平越高，表明细胞增

殖能力越强[11]。细胞凋亡以 caspases家族的激活为起

点，caspase-3 和 caspase-9 是凋亡过程的主要效应蛋

白 ，cleaved caspase-3 和 cleaved caspase-9 分 别 是

caspase-3 和 caspase-9 的活化形式，cleaved caspase-3/
caspase-3、cleaved caspase-9/caspase-9水平可反映细胞

凋亡程度[12]。上皮-间质转化是实现肿瘤细胞迁移和

侵袭的重要基础，这个过程中上皮细胞标志物

E-cadherin 等 表 达 降 低 ，而 间 质 细 胞 标 志 物

N-cadherin、Vimentin 表达升高，从而促进肿瘤细胞侵

袭和迁移[13]。本研究中，相较于对照组，10、20 μmol/L
阿魏酸处理后 Jurkat 细胞中 Ki67、PCNA、N-cadherin、
Vimentin 降 低 ，cleaved caspase-3/caspase-3、cleaved 
caspase-9/caspase-9、E-cadherin 升高，进一步提示阿魏

酸可影响 Jurkat细胞的增殖、凋亡及侵袭。

PI3K/AKT 信号通路是调控细胞增殖、凋亡、侵袭

过程的重要信号通路[14]。PTEN可对 PI3K的 3-磷酸化

位点去磷酸化，并负向调节 AKT 信号，从而抑制肿瘤

*：与对照组比较，P<0.05
图 5　阿魏酸对 Jurkat 细胞中 PTEN/PI3K/AKT 信号通路的

影响

a：肿瘤质量的比较；b：肿瘤生长曲线；c：Western blot检测相关蛋白表达；d：相关蛋白定量图   *：与正常组比较，P<0.05；**：与正常组

比较，P<0.01
图6　阿魏酸对急性T淋巴细胞白血病移植瘤模型的影响
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细胞的增殖和迁移[15-16]。急性 T淋巴细胞白血病是一

种异质性疾病，致癌因子可介导多种信号通路参与急

性T淋巴细胞白血病的发生发展。Tottone等[17]研究显

示，PTEN 作为肿瘤抑制增强因子，其缺失与急性 T淋

巴细胞白血病的发生发展密切相关。Meng 等[18]研究

表明，天然植物成分白藜芦醇可上调PTEN表达，抑制

PI3K/AKT 信号通路活性，抑制细胞增殖，诱导细胞凋

亡，发挥抗白血病作用。本研究发现，阿魏酸可上调

PTEN 表达，下调 p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT 水平，且

20 μmol/L 阿魏酸处理组效果与 PI3K/AKT 抑制剂

LY294002 相当，提示阿魏酸抑制 Jurkat 细胞增殖、侵

袭，诱导细胞凋亡的作用可能与调控 PTEN/PI3K/AKT
信号通路有关。Luo 等[19]研究也指出，阿魏酸在宫颈

癌 HeLa 和 Caski 细胞中可抑制 PI3K/AKT 信号通路的

活化，诱导细胞凋亡。另外，本研究通过构建急性T淋

巴细胞白血病 Jurkat 细胞动物模型，同样发现阿魏酸

可抑制肿瘤的生长，表明阿魏酸在体内也可抑制急性

T淋巴细胞白血病的进展。

综上，阿魏酸可显著降低急性 T淋巴细胞白血病

Jurkat细胞活性，降低细胞增殖抗原Ki67、PCNA，间质

细胞标志物 N-cadherin、Vimentin 表达，促进凋亡效应

蛋 白 cleaved caspase-3/caspase-3、cleaved caspase-9/
caspase-9 和上皮细胞标志物 E-cadherin 的表达，从而

抑制细胞克隆形成和侵袭，并诱导细胞凋亡，同时还

可上调 PTEN 表达，其可能通过调控 PTEN/PI3K/AKT
信号通路实现上述作用。本研究初步评价了阿魏酸

在体内外对急性 T 淋巴细胞白血病发展的影响及机

制，为阿魏酸用于急性 T淋巴细胞白血病的治疗提供

了实验数据支撑，但阿魏酸是否还存在其他的调控机

制有待进一步分析。
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