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摘要 目的：探讨川芎嗪对急性髓性白血病 KG-1a细胞表面标志物的影响。方法：通过体外细胞培养技术，利用中药有效成分单体

干预细胞生长，运用 MTT法及流式细胞术检测了经川芎嗪干预后的 KG-1a细胞表面标志物 CD34、CD33、CD123与 CD7、CD56、
CD44表达。结果：川芎嗪干预 KG-1a细胞 48小时后，细胞表面标志物 CD34+CD33+、CD34+CD123+、CD33+CD123+表达率较对照

组明显减少（P＜ 0.05），但是对于 CD34+表达率无明显作用，同时，川芎嗪干预 KG-1a细胞 48小时后，KG-1a细胞表面标志物
CD7、CD56、CD44荧光强度与对照组比较明显降低（P＜ 0.05），但是对 KG-1a细胞表面标志物 CD7、CD56、CD44表达率无明显

影响，与对照组比较无统计学意义（P＞ 0.05）。结论：川芎嗪逆转白血病耐药作用，除能够降低MDR、P-gp高表达外，能够降低白血

病干细胞特异性表面标志物 CD34+CD123+、CD34+CD33+、CD33+CD123+、CD7、CD56、CD44表达水平，从白血病干细胞水平逆转

多药耐药。

关键词：川芎嗪；KG-1a细胞系；分子标志物

中图分类号：R557 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2015）05-844-05

Impact of TMP on Acute Myeloid Leukemia KG-1a Cell Surface Markers*

To study the TMP on acute myelogenous leukemia KG-1a cell surface markers. By in vitro cell

culture techniques, using flow cytometry, the cell surface markers of CD34, CD33 and CD123 CD7, CD56, and CD44 expressions were

examined after the TMP intervention of KG - 1a cell. TMP had no effect on the CD34+ expression, and reduced the levels of ex-
pressions CD34+ CD123+, CD34+CD33+, and CD33+CD123+ in KG-1a cells（P＜ 0.05）. Meanwhile, TMP also decreased the fluorescence

intensity of CD7, CD56, and CD44（P＜ 0.05）. TMP can reverse leukemia drug resistance, and reduce the expression of LSC

surface markers including CD34+CD123+, CD34+CD33+, CD33+CD123+, CD7, CD56, and CD44.
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前言

川芎嗪属于酰胺类生物碱，化学结构为四甲基吡嗪（teram-
ethylpyrazine, TMP），是一种新型钙通道阻滞剂，具有轻度抑制
肿瘤细胞生长，并在非细胞毒剂量下不仅能有效地增加化疗药

物对肿瘤细胞的杀伤活性，而且还能逆转急性白血病的多药耐

药性 [1]。但 TMP逆转白血病多药耐药是否在白血病干细胞
（leukemia stem cells，LSC）水平发挥效应很少文献报道。因此，
我们以高表达 CD34+的急性髓系白血病细胞系 KG-1a为靶细
胞，通过体外细胞培养技术，运用流式细胞术检测经 TMP干预
后的 KG-1a 细胞表面标志物 CD34、CD33、CD123、CD7、
CD56、CD44表达，拟探究 TMP在 LSC水平逆转白血病耐药
机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系
KG-1a细胞购于中国医学科学院血液病研究所，细胞接种

于含 10 %胎牛血清的 RPMI 1640培养液中，置 37 ℃、5 % CO2

和全湿条件下培养，取对数生长期细胞用于实验。

1.2 药物

盐酸川芎嗪（批号：817-200104）购于中国食品药品检定研

究院，RPMI1640培养液溶解配制为 1 mg/mL母液，过滤除菌，
-20 ℃保存。

1.3 试剂
RPMI1640培养基和胎牛血清，为美国 Gibco公司产品；鼠

抗人 CD34-FITC、鼠抗人 CD38-APC、鼠抗人 CD33-PECy5、鼠

抗人 CD123-PE、鼠抗人 CD96-PE、鼠抗人 CD117-PE、鼠
IgG1K-Isotype-Control-FITC、鼠 IgG1K-Isotype Control-PE、鼠
IgG1 K -Isotype Control PE-Cy5、 鼠 IgG1 K-Isotype Con
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trol-APC，均为美国 eBioscience公司产品。MTT和 DMSO为
Amersco公司产品。
1.4 仪器

北京昌平长城空气净化设备工程公司生产的超净工作台；

倒置相差显微镜（日本 OLYMPUS MIT-2）；CO2培养箱（日本

SANYO L-74-17）；酶标仪（Clinicbio 128C）。流式细胞仪（美国
BD公司）。
1.5 药物配制

MTT粉末用 PBS配制成浓度为 5 mg /mL工作液，过滤除

菌于 4 ℃保存。TMP 使用 RPMI1640 培养液溶解配制为 1

mg/mL储存液，过滤除菌，-20 ℃保存。
1.6 细胞培养

人急性髓细胞性白血病细胞系 KG-1a，用内含 10 %灭活

胎牛血清的 RPMI1640培养基培养，细胞接种密度为 2× 106个

/mL，置于 37 ℃，5 % CO2温箱中培养，3天换液一次。

1.7 MTT试验

将 KG-1a 细胞（3× 105 个 /mL）接种于 96 孔培养板

（Costar）中，每孔加细胞悬液 100 滋L，实验组以倍比稀释的方

法由高到低分别加入 500 滋g /mL、100 滋g /mL、50 滋g /mL、5

滋g/mL、0.5 滋g/mL 5个浓度的 TMP溶液，每组设 3个复孔；对

照组加入等体积培养基。培养 24 h、48 h 和 72 h，采用常规
MTT法检测[2]。每孔加 MTT(5 mg/mL) 20 滋L，孵育 4 h后，离心
96孔板，吸出上清，每孔加 DMSO 150 滋L，振荡 10 min，使结晶
物充分溶解，用酶标仪（波长 492 nm）测定各孔吸光度 OD值，

计算细胞抑制率。细胞抑制率（%）=（1-实验组 OD值 /对照组

OD值）× 100 %。
1.8 FCM检测细胞表面标志物

取对数生长期的细胞 ,离心，将 KG-1a 细胞（3× 105个

/mL）接种于 6孔培养板（Costar）中，每孔加细胞悬液 1 mL，实

验组使用用MTT法检测出川芎嗪 IC50药物浓度干预细胞，对

照组加入等体积培养基，每孔终体积 2 mL，48 h后收集细胞，

用 PBS洗 2次，100 滋L PBS重悬细胞，制成单细胞悬液（1×
106个 /L），1组分别加入鼠抗人 CD34-FITC、鼠抗人CD38-APC、

鼠抗人 CD123-PE；2 组分别加入鼠抗人 CD34-FITC、鼠抗人
CD123-PE、鼠抗人 CD33-PECy5；3 组分别加入鼠抗人
CD34-FITC、鼠抗人 CD38-APC、鼠抗人 CD96-PE；4 组加鼠抗

人 CD-117PE；室温避光孵育 30分钟，后 PBS洗涤两遍，流式

细胞仪检测。同型对照分别为鼠抗人 IgG1-PECy5、鼠抗人
IgG1-PE、鼠抗人 IgG1-APC，鼠抗人 IgG1-FITC，同时设置阴性
对照。检测采用 FSC（forward scatter，FSC）/侧向角（side scatter,

SSC）双参数散点图框定 KG-1a细胞位置（设门），再对门内细

胞进行荧光抗体分析。实验重复 3次。
1.9 统计学方法

采用 SPSS17.0对数据进行分析，数据采用均数± 标准差
（x± s）表示。主要采用 t检验和相关回归分析分析数据。当

P<0.05时，被认为有统计学意义。

2 结果

2.1 TMP对细胞增殖抑制影响
TMP对 KG-1a细胞增殖抑制作用结果见表 1。

Note: Compared with the control group,*P<0.05;△P<0.01.

表 1 TMP对 KG-1a细胞增殖抑制作用（x± s，%）

Table 1 Inhibition of TMP on the proliferation of KG - 1a cells (x± s, %)

Concentration of TMP

(滋g/mL)
n

24 h 48 h

OD Inhibition rate (%) OD Inhibition rate (%)

Control group 3 0.366± 0.043 0.612± 0.019

0.5 3 0.350± 0.042 4.3± 1.3 0.570± 0.043 6.90± 4.90

1 3 0.331± 0.036 9.5± 3.6 0.541± 0.018* 11.5± 0.40

5 3 0.315± 0.037 13.9± 0.5 0.418± 0.070△ 31.8± 10.1

10 3 0.286± 0.029* 21.8± 4.5 0.353± 0.009△ 42.2± 3.2

500 3 0.251± 0.161* 31.2± 3.9 0.265± 0.015△ 56.7± 1.5

从表 1 可以看出，TMP 作用于 KG-1a 细胞 24 h，10

滋g/mL、500 滋g/mL药物组 OD值与对照组比较明显减少，有统

计学意义（P＜ 0.05）；48小时时间段，除 0.5 滋g/mL药物组外，

各药物组 OD值与对照组相比，均明显低于对照组（P＜ 0.05）；
且随着药物浓度增高，TMP对 KG-1a细胞 OD值下降、抑制率

增加。表明 TMP对 KG-1a细胞增殖抑制作用具有时间和药物

浓度依赖性。

2.2 TMP对 CD34、CD33、CD123表达影响

流式细胞术检测 CD34、CD33、CD123结果见表 2，图 1。

Note: Compared with the control group,*P<0.05.

表 2 CD34、CD33、CD123表达结果（x± s，%）

Table 2 Expression of CD34,CD33,CD123(x± s,%)

Markers n Control group(%) Experimental group(%)

CD34+ 3 96.05± 2.76 91.95± 5.16

CD34+CD123+ 3 61.4± 2.55 47.85± 2.90*

CD34+CD33+ 3 69.93± 6.51 57.13± 1.20*

CD33+CD123+ 3 50.13± 3.85 36.97± 0.38*
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从表 2 可以看出，川芎嗪干预 KG-1a 细胞 48 小时后，
CD34+CD33+、CD34+CD123+、CD33+CD123+表达率明显下降，与

对照组比较，有统计学意义（P＜ 0.05）。

2.3 TMP对 CD44、CD7、CD56表达影响

流式细胞术检测 CD7、CD56、CD44表达结果见表 3，图 2。

图 1 川芎嗪对 KG-1a细胞表面标志物 CD34、CD123、CD33表达的影响

Fig.1 Effect of TMP on KG-1a cell surface markers expression of CD34,CD123,CD33

Note: A: the control group; B: the experimental group.

从表 3 可以看出，川芎嗪干预 KG-1a 细胞 48 小时后，
CD7、CD56、CD44荧光强度与对照组比较明显减小，差异均有

统计学意义（P＜ 0.05）；但是对 CD7、CD56、CD44 表达率无明

显影响，与对照组比较无统计意义（P＞ 0.05）。

Note: Compared with the control group,*P<0.05.

表 3 CD7、CD56、CD44表达结果（x± s，%）

Table 3 The expression of CD7, CD56, CD44(x± s,%)

Markers
Control group Experimental groups

Fluorescence intensity Expression rate(%) Fluorescence intensity Expression rate(%)

CD7 4048± 319.77 93.97± 1.80 2885.67± 211.88* 80.67± 6.79

CD56 12649.5± 60.10 93.10± 5.60 7946.50± 1102.38* 92.65± 4.03

CD44 20361.67± 1281 97.85± 0.64 17735.33± 95.48* 97.15± 0.21

图 2川芎嗪对 KG-1a细胞 CD44、CD7、CD56表达的影响

Fig. 2 Effect of TMP on KG-1a CD44，CD7，CD56 expression

Note: A:control group; B:experimental group.
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3 讨论

Bonnet 等将从急性髓细胞白血病 （acute myelocytic

leukemia，AML）患者中离出的 CD34+/CD38-表型的白血病细

胞亚群移植给非肥胖糖尿病 / 重症联合免疫缺陷小鼠
（nonobesediabetic/severe combined immune deficientmice，
NOD/SCID）后，NOD/SCID小鼠发生了 AML，在二次移植给
NOD/SCID小鼠，依然能够看到同样结果，表明这群细胞具有

干细胞样强大的自我更新、分化和无限增殖能力，并认为此群

细胞为 LSC[3]。Rhenen等发现，AML患者 LSC的数量与预后有
关，高 LSC的 AML患者与体内残留病灶密切相关，且能逃避

化疗药物杀伤作用[4]。目前，标准的常规化疗方案对处于 G0期

的 LSC几乎起不到杀伤效果，一旦化疗失败，有 95 %以上处于
G0期静止状态的 LSC很少进行分裂增殖。LSC对 5-氟尿嘧

啶、甲氨蝶呤和阿糖胞苷等抗代谢药极不敏感，且易对多种化

疗药物产生交叉耐药[5]。分子生物学研究表明，LSC除具有正常

造血干细胞（hemopoietic stem cell，HSC）相同的表型标记，如
CD34+、CD38-、HLA-DR-、CD71-、CD133-，CD117-等外，还具有

其自身特异性的细胞表型[6]，如 CD123、CD33、CD56、CD7等高

表达。其中，有些特异性表面分子标志物高表达与 AML复发
与难治存在着明显的相关性。有研究提示。CD123、CD33均是
LSC和 HSC 鉴别的重要分化抗原，CD33 仅在近 2/3 的 AML

患者 LSC上表达，可能是潜在的单克隆抗体治疗靶点之一[7-9]。

曹晖等研究发现，CD7和 CD56在 AML患者的异常表达发生

在 AML细胞分化的早期阶段，治疗后 CD34+CD38-Lin-干细

胞中 CD7+和 CD56+细胞比例高的患者易出现 MRD，表明疾

病进展和预后不良[10]。动态监测 CD7、CD56表达，对发现 AML

早期复发有重要意义。CD44在 LSC和 HSC均高表达，尤其在
AML-LSC中普遍表达具有重要意义[11,12]。

TMP是活血化瘀中药川芎的主要化学成分。对心血管系

统、中枢神经系统等具有广泛的药效作用。近年发现，TMP对
多种肿瘤细胞具有一定抑制作用[13-15]，同时具有弱的钙离子拮

抗作用的特点，可以下调多药耐药性（multidrug resistance，
MDR）基因表达，减少细胞膜表面 P-糖蛋白（P-glycoprotein,

P-gP）表达水平，具有逆转肿瘤多药耐药活性[16-18]。但国内文献

对 TMP逆转肿瘤耐药研究多集中在下调 MDR、P-gp高表达，

而对具有增殖潜能，且有天然耐药特性的 LSC及其分子标志

物进行研究的文献很少。

基于上述，我们在既往研究基础上，选取了具有 LSC特征

的人急性髓系白血病细胞系 KG-1a作为研究对象，采用流式

细胞仪检测了 KG-1a细胞在体外孵育下，经 TMP干预后的细
胞表面特异性分子标志物 CD34+CD123+、CD34+CD33+ 及

CD33+CD123+表达。研究结果发现，TMP对于 CD34+表达阳性

细胞无明显作用，而能够降低 KG-1a 细胞 CD34+CD123+、

CD34+CD33+、CD33+CD123+表达水平。同时，我们的研究还发

现，TMP与化疗药物配合应用时，CD7、CD56、CD44的荧光强

度均有所下降。由此可见，TMP逆转白血病耐药，除能够降低
MDR、P-gp高表达外[19,20]，对 LSC也有一定的抑制作用。这一研

究结果为 TMP逆转耐药作用靶点提供了重要依据，也为 TMP

配合化疗治疗急性白血病与难治白血病提供了更广阔的研究

思路。关于 TMP作用于 LSC的蛋白基因与信号通路调控我们

正在深入研究。
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