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去铁胺联合阿糖胞苷诱导 HL260
细胞凋亡作用的实验研究
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　　[摘 　要 ] 　目的 　探讨铁螯合剂联合阿糖胞苷诱导 HL260 细胞凋亡的作用。方法 　实验分为 5 组 :空白对照

组、去铁胺组、阿糖胞苷组、去铁胺 + 阿糖胞苷组、去铁胺 + 阿糖胞苷 + 三氯化铁组。上述各组与 HL260 细胞共同

培养 6 ,12 ,24 ,48 h。通过测定细胞活力、形态学变化、流式细胞仪检测和 DNA 凝胶电泳等观察细胞凋亡等方法观

察诱导 HL260 细胞的作用。结果 　去铁胺 + 阿糖胞苷可协同降低 HL260 细胞活力、抑制 HL260 细胞增殖、诱导

HL260 细胞凋亡 ,其作用随培养时间延长及药物浓度增加而增强。结论 　铁螯合剂协同阿糖胞苷具有增强诱导

HL260 细胞凋亡的作用。
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　　铁不仅是一种营养元素 ,而且也是细胞许多重

要功能如电子传递、DNA 合成所必需的物质。已有

研究发现[1 ,2 ] ,铁缺乏可诱导肿瘤细胞凋亡 ,并有望

成为肿瘤的治疗方法之一。新近我们在观察铁螯合

剂诱导 HL260 细胞调亡的基础上 ,又探讨了铁螯合

剂—去铁胺 (DFO) 联合阿糖胞苷诱导 HL260 细胞

凋亡的作用 ,现报道如下。

1 　材料和方法

1 . 1 　材料

HL260 细胞 (华西医科大学细胞分子生物学实验

室) ;去铁胺 ( Giba 公司) ;阿糖胞苷 (Ara2C上海华联制

药有限公司) ;三氯化铁 (Baker 公司) ;RPMI1640( Gib2
co 公司) ;精制小牛血清 (Hyclon 公司) 。

1 . 2 　方法

1. 2. 1 　分组 　去铁胺组 ;阿糖胞苷组 ;去铁胺 + 阿

糖胞苷组 ;去铁胺 + 三氯化铁 + 阿糖胞苷组 ;空白对

照组 (加生理盐水) 。

1. 2. 2 　细胞培养 　HL260 细胞置于体积分数为

10 %灭活小牛血清的 RPM I1640 培养基中 , 37 ℃、

5 % CO2 孵箱中悬浮培养 ,取对数生长期细胞进行

实验。

1. 2. 3 　实验检测 　分别取培养 6 ,12 ,24 ,48 h 的

HL260 细胞检测细胞活力、光镜观测细胞凋亡形态

并计算凋亡率 、DNA 琼脂糖凝胶电泳、流式细胞仪

检测凋亡率及细胞周期分布。

1. 2. 4 　统计学处理 　采用 SPSS 统计软件处理 ,实

验数据以均值 ±标准差 ( �x ± s ) 表示 ,显著性检验

用 t 检验。

2 　结果

2 . 1 　不同药物组对 HL260 细胞活力的影响

结果显示 ,随培养时间的延长及药物浓度的增

加 ,细胞活力逐渐下降 ,呈时间及剂量依赖性 (见

图 1) 。

图 1 　不同药物组对 IL260 细胞活力的影响
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2 . 2 　去铁胺与阿糖胞苷诱导 HL260 细胞凋亡的

作用

用浓度分别为 10μmol/ L 、50μmol/ L 的 DFO

加 Ara2C(10μg/ ml) 与 HL260 共同培养 ,结果发现

HL260 细胞凋亡率比单用阿糖胞苷高 ,与单用阿糖

胞苷组相比差异有显著性 ( P < 0. 05) ,且有时间及

剂量依赖性 (50μmol/ L DFO + Ara2C 10μg/ ml 资

料未显示) 。48 h 时坏死细胞较多 ,凋亡率不易计

算。在联用等摩尔浓度的三氯化铁后 ,凋亡率与单用

阿糖胞苷相比差异无显著 ( P > 0. 05) ,显示 DFO 与

阿糖胞苷有协同诱导 HL260 细胞凋亡的作用 ,且这种

作用可被等摩尔浓度的三氯化铁抵消。见表 1。

表 1 　不同药物组对 HL260 细胞凋亡率的影响 ( �x ± s , n = 8)

药物组
凋亡率 ( %)

培养 6 h 12 h 24 h

对照组 1. 80 ±0. 75 4. 57 ±0. 83 5. 23 ±1. 45

DFO 3. 56 ±0. 90 6. 67 ±1. 49 19. 96 ±2. 11

Ara2C 8. 62 ±2. 72 26. 30 ±4. 26 30. 70 ±5. 26

Ara2C + DFO 17. 95 ±5. 67a 38. 28 ±4. 99a 43. 52 ±8. 36a

Ara2C + DFO + FeCl3 8. 73 ±1. 56b 28. 76 ±5. 15b 32. 62 ±4. 78b

　　注 : Arc2C :10μg/ mL ; DFO、FeCl3 :10μmol/ L

a 与 Arc2C 比 P < 0. 01 ; 　b 与 Ara2C 比 P > 0. 05

2 . 3 　流式细胞仪检测

HL260 细胞凋亡主要发生于 S + G1 期 ,凋亡率

与形态学计算结果基本一致 (见图 2) 。

图 2 　FCM 检测 HL260 细胞 24 h 凋亡结果 (凋亡率 %)

　　A :对照组 (6. 8 %) ;B :10μmol/ L 去铁胺 (13. 6 %) ;C :10μg/ ml 阿糖胞苷 (34. 6 %) ;D :10μmol/ L 去铁胺 + 10μg/ ml 阿糖胞苷 (43. 5 %) ; E :

10μmol/ L 去铁胺 + 10μmol/ L 三氯化铁 + 10μg/ ml 阿糖胞苷 (33. 9 %) ; F :10μmol/ L 三氯化铁 + 10μmol/ L 去铁胺 (7. 8 %)
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2 . 4 　DNA 琼脂糖凝胶电泳

DNA 琼脂糖凝胶电泳结果显示 DFO + Ara2C

作用于 HL260 细胞 6 h ,即有 DNA 梯带出现。48 h

时呈弥散图像。见表 2。

表 2 　DFO + Ara2C 作用于 HL260 细胞 DNA 电泳结果

药物
作用时间 (h)

6 12 24 48

DFO - - ± +

DFO + Ara2C + + + S S

Ara2C ± + + S S

　　注 :DFO 10μmol/ L ,Ara2C 10μg/ ml。 - :无梯带 ; ±, + , + + :

表示梯带程度 ;S :表示弥散

3 　讨论

　　白血病是儿童发病率最高的恶性肿瘤性疾病 ,

亦是 5 岁以上儿童主要死亡原因之一[3 ] ,化疗是其

主要的治疗方法。近年来 ,由于化疗方案不断优化 ,

干细胞移植治疗白血病的成功应用及全身支持治疗

的加强 ,使小儿白血病的预后有了极大改善。但仍

有部分患儿尤其是急性髓性白血病患者不能达到完

全缓解或缓解后复发 ,因而探讨诱导白血病细胞凋

亡和影响白血病细胞凋亡的相关因素及其机制 ,对

优化白血病治疗的具体措施 ,提高白血病患儿长期

无病生存率具有重要意义。

我们已有的研究表明铁螯合剂可诱导肿瘤细胞

调亡[4 ] 。Sarti [5 ]等研究发现 Ara2C 可降低 AML 细

胞内非血红蛋白结合铁且随转铁蛋白受体表达的上

调细胞内铁恢复。表明转铁蛋白受体的上调是为适

应 Ara2C 干扰细胞铁代谢影响细胞生长的需求。铁

剥夺可抑制肿瘤细胞生长 ,诱导其凋亡 ;化疗药物通

过诱导肿瘤细胞凋亡而发挥抗肿瘤作用[6 ] 。基于

这些发现 ,我们观察是否这两种药物共同作用 于

HL260 细胞可导致一相加效应。本研究显示较低浓

度的 DFO 与较低浓度的 Ara2C ,比单用 Ara2C 凋亡

率高 ,表明螯合铁剂与化疗药物诱导 HL260 细胞凋

亡有协同作用。

联用铁螯合剂治疗肿瘤已开始试用于临床。我

们的研究结果初步提示联用铁螯合剂与化疗药物作

为白血病的治疗方法 ,可能减少化疗药物的用量 ,减

轻其毒副作用。
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④促进血小板的凝集血块收缩 ,阻止出血部位血凝

块的液化 , 促进溃疡和胃粘膜糜烂等病变的愈

合[2 ] 。因此 ,善得定用于治疗上消化道大出血具有

其它止血剂、胃粘膜保护剂、抑酸剂无法比拟的优

点 ,因而止血效果显著。但用于新生儿目前国内未

见报道 ,不少学者担心善得定除上述止血机制外 ,尚

可抑制生长激素 ( GH) 和促甲状腺激素 ( TSH) 的分

泌[3 ] ,对患儿的生长发育不利 ,还可抑制胰岛素的

分泌造成高血糖 ,但本文 6 例患儿应用善得定后 ,当

时未发现恶心、腹胀、呕吐、腹泻等副作用 ,监测血糖

均正常。且随访 1. 5～3 年 ,其身高、体重、骨龄、智

力发育、甲状腺功能均在正常范围。说明善得定用

于治疗新生儿上消化道大出血安全有效 ,由于其价

格昂贵 ,不宜作为常规用药 ,但在常规治疗无效的情

况下应及时应用 ,以抢救患儿生命。
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