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摘要 目的：研究氟苯达唑对人急性髓系白血病 HL-60细胞增殖的抑制作用，明确氟苯达唑对 HL-60细胞周期，凋亡发生的作用

机制。方法：噻唑蓝法（MTT）检测氟苯达唑对人急性髓系白血病 HL-60细胞的生长抑制作用，流式细胞术检测氟苯达唑对 HL-60

细胞周期，DNA片段化的影响，免疫印迹法检测 Caspase, Raf, Bcl-2家族蛋白表达。结果：氟苯达唑抑制人急性髓系白血病 HL-60

细胞生长，HL-60细胞 G2/M期增加，与阴性对照组相比，在一定的剂量和时间内，差别具有显著统计学意义；DNA片段化上升，

0.25,0.5,1 滋M组与对照组相比差别具有显著统计学意义，促使 Cleaved PARP，Cleaved-caspase 3，Cleaved-caspase 9蛋白表达量趋

势增加；Bag-1和 Bcl-2蛋白表达量降低；b-raf，c-raf磷酸化蛋白表达水平逐渐降低。结论：氟苯达唑通过诱导 HL-60细胞阻滞于

G2/M期，增加 DNA片段化水平，激活 Caspase, Raf, Bcl-2家族介导的凋亡相关通路抑制人急性髓系白血病 HL-60细胞增殖，诱

导人急性髓系白血病 HL-60细胞发生凋亡而发挥抗肿瘤作用。
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The Inhibitory Effect of Flubenazole on Proliferation of Human Acute
Myeloid Leukemia HL-60 Cells*

To investigate the inhibitory effect of flubendazole on the proliferation of human acute myeloid leukemia

HL-60 cells, and clarifying the mechanism of flubendazole on cell cycle and apoptosis of HL-60 cells. Methyl thiazolyl tetra-

zolium (MTT) assay was used to evaluatethe growth inhibition effects of flubendazole on human acute myeloid leukemia HL-60 cells.

Flow cytometry was used to detect the effect of flubendazole on HL-60 cell cycle and DNA fragmentation. Western blotting was used to

detect the expression of Caspase, Raf, and Bcl-2 family proteins. Flubendazole inhibited the growth of human acute myeloid

leukemia HL-60 cells. The G2/M phase, the DNA fragmentation and the expression of Cleaved PARP, Cleaved-caspase 3, and

Cleaved-caspase 9 of HL-60 cells increased. The expression of Bag-1 protein was decreased and the Bcl-2 was increased. The b-raf and

the c-raf phosphorylation protein levels was inhibited by Flubendazole. The G2/M phase of human acute myeloid leukemia

HL-60 cells was arrested by flubendazole, and increasing DNA fragmentation level and activating Caspase, Raf, and Bcl-2 family apoptosis-

related pathways which Inducing apoptosis in human acute myeloid leukemia HL-60 cells and taking anti-tumor effects.
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前言

急性髓系白血病（AML）是高发的血液疾病之一。白血病

发病率高，据相关统计，60岁以下急性髓系白血病患者五年总

生存率为 26%，其发病率随年龄增加而不断上升，60岁以上急

性髓系白血病患者五年总生存率达 3%-8%，且预后较差[1,2]。是
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一种非均匀的血液性恶性肿瘤，临床表现主要为贫血、出血、感

染、浸润等[3,4]。临床上根据病情通常采用大剂量常规化疗进行

诱导缓解后强化和维持治疗。目前 AML常规治疗仍是以 7天

阿糖胞苷 +3天柔红霉素 1-2个疗程后，取得完全诱导缓解再

反复给与大剂量阿糖胞苷或异体干细胞移植进行治疗。传统治

疗方法并发症多发，严重影响患者生活质量[5]。根据文献报道，

氟苯达唑不仅具有良好的抗寄生虫效果，还表现出较强的抗肿

瘤活性[6-8]。氟苯达唑作为一种特殊的微管抑制剂，与微管结合

在秋水仙碱结合位点，通过促使微管蛋白解聚，阻断细胞的有

丝分裂[6]。氟苯达唑与微管结合在秋水仙碱结合位点与微管破

坏剂如长春碱类或微管稳定剂如紫杉醇类都不同[9]，但具体结

合区域目前仍不明确。另一方面，苯并咪唑类已被发现可以抑

制多种酪氨酸激酶的活性，尤其对 RAF激酶等具有明显的抑

制作用[10]，氟苯达唑作为苯并咪唑类驱虫药之一，对酪氨酸激

酶活性抑制作用仍未见报道。目前关于氟苯达唑对多种恶性肿

瘤的抗癌作用的报道仍较少，对急性髓系白血病的抗肿瘤作用

尚未见相关报道。本课题组考察了氟苯达唑对人急性髓系白血

病 HL-60细胞的生长抑制作用，并对其作用机制进行初步探索。

1 材料与方法

1.1 仪器与材料

人急性髓系白血病细胞 HL-60于中科院上海细胞研究所，

为悬浮细胞；四甲基偶氮唑盐(MTT)(sigma公司)；RPMI1640培

养基粉剂（美国 Gibco）；胎牛血清（杭州四季青生物工程材料有

限公司）；Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒（Roche公

司）；Bio-Rad 550全自动酶标仪：美国 Thermo Forma公司；流

式细胞仪：美国 BD公司；FACSCantoII；稳压稳流电泳仪：美国

BIO-RAD公司；免疫印迹成像系统：Carestream公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人急性髓系白血病 HL-60 细胞培养于含

10%胎牛血清的 RIPM培养液中，置于 37℃，5%CO2饱和湿度

培养箱中培养，取对数生长期细胞用于实验。

1.2.2 噻唑蓝比色法检测（MTT法） 取对数生长期的肿瘤细

胞，按 4× 104个 /mL接种于 96孔培养板中，每孔 180 滋L细胞
液。实验组分别加入不同浓度的药物 20 滋L/孔，对照组不加
药，另设背景对照，每组设 3个复孔，37℃培养。在药物作用 24h、

48 h 后加入 5 mg/mL的 MTT 溶液 20 滋L/ 孔，继续培养 4 h

后，悬浮细胞离心 7 mim弃上清液，加入 DMSO，微量振荡仪振

荡 10 min，立即用酶标仪在 570 nm波长处测吸光度（OD值）。

1.2.3 碘化丙啶（PI）染色法 检测细胞周期和 DNA 片段化

收集细胞，离心 1000 rpm，5 min，用新鲜培养液重悬细胞。计

数，调整细胞最终浓度为 5× 106个 /mL，2 mL/皿，设置对照组

和加药组，作用 12 h；收集培养液，用遇冷的 PBS洗 2次，离心

2000 rpm，离心 5 min收集细胞；用 0.5 mL PBS重悬细胞，取

4.5 mL遇冷的 75%乙醇，将 0.5 mL的细胞液吹打均匀，缓慢地

加入乙醇中，轻轻混匀。4℃放置冷却后，转移至 -20℃冰箱中放

置 24 h以上；1000× g离心 5 min，沉淀细胞，小心吸除上清，加

入约 1 mL，冰浴预冷的Wash Buffer，重悬细胞。再次离心沉淀细

胞，小心吸除上清。染色：每管细胞样品中加入 0.5 mL PI Stain-

ing Solution，缓慢并充分重悬细胞沉淀，37℃避光温浴 30 min。

染色完成后宜在 24 h内完成流式检测。用流式细胞仪在激发

波长 488 nm波长处检测红色荧光，同时检测光散射情况。采用

分析软件进行细胞 DNA含量分析和光散射分析。

1.2.4 免疫印迹法检测蛋白表达 取对数生长期的 HL-60细

胞，接种到培养皿，设置对照组和加药组，作用 48 h；用预冷的

PBS洗涤，收集细胞；加入细胞裂解液，于 4℃冰上裂解 30 min，

期间 5 min震荡一次；离心，小心收集上清液，取少量上清液用

BCA法测定蛋白含量，其余上清蛋白液加入 4× SDS Loading

buffer，变性 5 min，-20℃保存，留作Western Blot检测电泳。取

变性后的蛋白样品等量上样于 5%的浓缩胶与 10%的分离胶中

（主要成分为 ddH2O，30%聚丙烯酰胺，1.5M Tris-HCl（pH8.8）或

1.0M Tris-HCl（pH6.8）10%SDS，10%过硫酸铵，TEMED）电泳，

电泳结束后，调整电压，置于冰上转膜；封闭：转膜后，用 TBST

润洗，5%的封闭液封闭 1-2 h；抗体孵育：将一抗原液用一抗稀

释液按 1：500-1：1000稀释后覆盖于 PVDF膜上于室温下孵育

4℃过夜，用 TBST清洗三次。将二抗按 1：5000用封闭液稀释

后，在摇床上与 PVDF膜于室温下孵育 1-2 h，TBST清洗 3次；

化学发光，显影，分析。

1.3 统计学方法

用 GraphPad Prism5.0软件进行统计学分析，正态计量资

料用 "x± s"表示，两组计量资料组间比较采用 t检验，三组计

量资料采用方差分析（ANOVA）进行比较。

2 结果

2.1 氟苯达唑抑制人急性髓系白血病 HL-60细胞的生长

噻唑蓝（MTT）比色法的结果显示，氟苯达唑对 HL-60 细

胞活力具有一定的抑制作用。随着药物浓度的增加，对细胞生

长抑制作用越来越明显。氟苯达唑抑制 HL-60细胞增殖的 24

h IC50为 0.161± 0.038 滋M，48 h IC50 0.156± 0.027 滋M。（图1）。

2.2 氟苯达唑阻滞 HL-60细胞于 G2/M期

采用流式细胞仪进行 PI单染。结果显示用不同剂量氟苯

达唑处理 HL-60细胞 12 h，G0/G1期比例与阴性对照组相比逐

渐降低，G2/M期比例逐渐增加，在 0.5,1,2 滋M处差别具有统计
学意义。用 0.5 滋M氟苯达唑处理 HL-60细胞处理不同时间，随

着时间增加，G0/G1期比例与阴性对照组相比逐渐降低，G2/M

期比例逐渐增加，与对照组相比，4 h组至 24 h组差别具有统

计学意义。（图 2）。

图 1 不同剂量氟苯达唑对人急性髓系白血病 HL-60细胞生长抑制作

用

Fig.1 The inhibitory effects of different doses of flubendazole on human

acute myeloid leukemia HL-60 cells
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图 2 不同剂量(a,b)和时间(c,d)下氟苯达唑对人急性髓系白血病 HL-60细胞周期的影响

与对照组相比，*P＜0.05，**P＜0.01

Fig.2 The effect of flubendazole on cell cycle of human acute myeloid leukemia HL-60 at different doses (a,b)and times(c,d).

Compared with the control, *P＜0.05, **P＜0.01
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2.3 氟苯达唑诱导 HL-60细胞 DNA片段化

PI单染法检测细胞 DNA片段化，即细胞凋亡峰。用不同

浓度的甲苯咪唑处理急性髓系白血病细胞 HL-60 48 h，与对照

组相比，DNA片段化比例上升，呈剂量依赖性，0.25,0.5,1 滋M
组差别具有显著统计学意义。表明氟苯达唑能诱导 HL-60细胞

发生凋亡。（图 3）。

图 3 不同剂量(a,b)氟苯达唑对人急性髓系白血病 HL-60细胞 DNA片段化的影响

与对照组相比，*P＜0.05，**P＜0.01

Fig.3 The effect of different doses of flubendazole on DNA fragmentation of human acute myeloid leukemia HL-60 cells(a,b)

Compared with the control, *P＜0.05, **P＜0.01

2.4 氟苯达唑对 HL-60细胞凋亡相关蛋白影响

免疫印记实验结果显示，用浓度为 0、0.25、0.5、1、1.5 滋M
的氟苯达唑处理 48 h 后，caspase 家族的促凋亡相关蛋白

Cleaved-Parp、Cleaved-caspase 3，Cleaved-caspase 9表达量呈现

出增加的趋势，其中与对照组相比，Cleaved-caspase 3 在 1.5

滋M 差别具有统计学意义，Cleaved-caspase 9 在 0.5,1,1.5 滋M
差别具有显著统计学意义；Raf家族抗凋亡蛋白 B-raf-p, P-c-raf

表达量逐渐降低，与对照组相比，B-raf-p 和 P-c-raf 在

0.25,0.5,1,1.5 滋M差别具有显著的统计学意义；Bcl-2家族抗凋
亡蛋白 Bag-1信号逐渐减弱, Bcl-2信号逐渐增强，与对照组相

比，Bcl-2 在 0.25,0.5,1,1. 5 滋M 处具有显著的统计学差异；
Bag-1在 0.5,1,1.5 滋M处具有显著的统计学差异。（图 4）。

3 讨论

AML是我国好发的血液恶性肿瘤疾病之一，目前主要发

现与 AML致病机制相关的基因主要包括 FMS样酪氨酸激酶

-Ⅲ基因[11-13]，抑癌因子 P53基因[14]，DNA甲基转移酶相关激酶

3A和 Tet甲基双加氧酶 1[15]，染色体修饰有关的调节因子ASTL1

和 EZH[16]，粘连复合物相关基因突变 STAG2 和 RAD21[17]，细

胞内的编码细胞核内外穿梭蛋白 NPM1[18]等一系列基因突变。

现临床上通常采用细胞毒药物进行化疗[5]。这些药物毒副作用

大，效果也不够理想。新药的开发迫在眉睫，但是新药的开发是

一个曲折、漫长的过程，在此基础上，药物重定位就成为一项具

有重要意义的研究方向[19]。研究表明，苯并咪唑类驱虫药具有潜

在的抗肿瘤活性，其良好的安全性与独特的抗癌作用引起了临

床医学工作者的兴趣，目前主要进行抗肿瘤机制研究[20-22]。

本实验首次采用氟苯达唑对人急性髓系白血病 HL-60细

胞系进行研究。根据预实验的结果选取合适的浓度梯度进行

MTT实验。发现氟苯达唑作用于 HL-60细胞 24 h，48 h对细胞

的增殖抑制作用具有剂量依赖性。氟苯达唑可以在较低的浓度

下抑制 HL-60细胞的增殖，24 h IC50可达纳摩尔级别。进一步

的实验发现，氟苯达唑能将 HL-60细胞周期阻滞于 G2/M期，

呈明显的剂量依赖性和时间依赖性，与 Zhou X的研究结果氟

苯达唑阻滞神经胶质瘤细胞于 G2/M期相一致[9]。MTT实验和

PI流式细胞术的结果表明氟苯达唑对 HL-60细胞具有增殖抑

制作用，而 G2/M期阻滞也可能为氟苯达唑抑制急性髓系白血

病 HL-60细胞增殖的原因之一。

检测细胞凋亡有多种途径。凋亡细胞由于细胞核发生浓缩

以及发生 DNA片段化导致部分基因组 DNA片段在染色过程

中丢失，这也成为细胞凋亡的特征性变化[23,24]。本课题采用 PI

单染法检测 DNA片段化分析，结果显示氟苯达唑处理 HL-60

细胞 48 h，DNA片段化水平逐渐增加，这种变化存在剂量依赖

性。这说明一定剂量的氟苯达唑能诱导 HL-60细胞发生凋亡。

为了确定氟苯达唑诱导 HL-60凋亡的抗肿瘤机制，必须确
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图 4 不同剂量氟苯达唑对 HL-60细胞凋亡相关蛋白表达的影响

(a:caspase家族；b:Bcl-2家族；c: Raf家族)

与对照组相比，*P＜0.05，**P＜0.01

Fig.4 The effect of different doses of flubendazole on the expression of apoptosis-related proteins in HL-60 cells

(a:caspase family；b:Bcl-2 family；c: Raf family)

Compared with the control，*P＜0.05，**P＜0.01

定细胞内由 DNA片段化所启动的事件。确定如何导致继发性

DNA片段化，并确定通过哪些途径参与诱导人 AML HL-60细

胞凋亡。大量的事实表明：Bcl-2家族调控着线粒体内膜和外膜

的通透性，是线粒体凋亡途径的主要调控者。Bcl-2家族成员
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Bid、Bad、Bim、Bag-1、Noxa等可引起线粒体膜通透性改变，活

化并启动 Caspase级联反应，引起细胞凋亡 [25]。Bcl-2蛋白在

AML 中高度表达，研究表明，AML 型细胞依赖 Bcl-2 发生

IDH1和IDH2的突变，大量研究也表明 Bcl-2 抑制剂对少数

IDH 突变型患者有效。目前 ABT-199 是一中治疗 AML 的

Bcl-2抑制剂，其对治疗难治性 /复发性 AML具有一定的疗

效，且安全性良好[26]。

研究表明，Raf 激酶参与肿瘤的发生发展，Ras-Raf-

MEK-ERK通路与肿瘤逃避凋亡，促进细胞增殖息息相关[27,28]。

RAF-MEK通路抑制剂如索拉非尼等已在临床上发挥重要作

用，目前着眼于 MEK靶点的多种抑制剂如 Selumetinib[29,30]，

MK162(ARRY一 438162)[31,32]的多项临床试验正在进行中，表

明 Ras-Raf-MEK-ERK通路和白血病的靶向治疗密切相关。本

实验应用免疫印迹法检测 caspase 家族成员 Cleaved-PARP、

Cleaved-caspase 3、Cleaved-caspase 9，Bcl-2 家族成员 Bag-1，

Bcl-2以及 Raf家族激酶 B-raf-p，P-c-raf，结果显示随着氟苯达

唑浓度增加，促凋亡蛋白 Cleaved-PARP、Cleaved-caspase 3、

Cleaved-caspase 9 表达量逐渐增加，而抗凋亡蛋白 Bag-1、

B-raf-p信号减弱。这说明氟苯达唑诱导细胞发生凋亡活化线粒

体凋亡通路 caspase家族、Bcl-2家族成员以及 MAPK通路相

关蛋白，引发线粒体通路凋亡过程。线粒体凋亡通路中 Bcl-2

家族和 caspase家族，Ras-Raf-MEK-ERK通路可能是氟苯达唑

促使 HL-60细胞发生 DNA片段化，诱导细胞发生凋亡的途

径，也是氟苯达唑在 AML中发挥抗肿瘤作用的机制之一。

综上所述，本实验采用人 AML HL-60细胞系进行研究，发

现氟苯达唑阻滞 HL-60细胞 G2/M期，抑制 b-raf蛋白的磷酸

化，调控 Bcl-2家族的相关蛋白，激活 caspase介导的凋亡通路

抑制人 AML HL-60细胞增殖。但氟苯达唑在 AML动物模型

的抗肿瘤作用仍不明确，我们将在以后的研究中进一步探讨

AML的致病机制及氟苯达唑的抗肿瘤机制。
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