
 第 15 卷 第 12 期

  2013 年 12 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.15 No.12

Dec. 2013

·1128·

黄芪注射液对 U937 细胞增殖与
凋亡的影响及相关机制的探讨

贾秀红　尹宝慧　李建厂

（滨州医学院附属医院儿科，山东 滨州　256603）

［摘要］　目的　研究不同浓度黄芪注射液对白血病细胞株 U937 增殖、凋亡的影响，并初步探讨其相关

分子机制。方法　白血病细胞株 U937 随机分为实验组（分别采用不同浓度黄芪注射液 62.5、125、250、500、

1 000 μg/mL 处理 U937 细胞）和对照组（不加黄芪注射液）。四甲基偶氮唑蓝（MTT）法检测各组细胞增殖能力，

FITC-PI 双染法流式细胞术检测各组细胞的凋亡，Hoechst33258 染色后荧光显微镜下观察各组细胞形态学变化；

U937 细胞加入 1 000 μg/mL 黄芪注射液后 0 h、12 h、24 h、48 h ，采用 RT-PCR 法检测 c-myc、p27 mRNA 的表达。

结果　与对照组相比，不同浓度黄芪注射液均能抑制 U937 细胞增殖，差异均具有统计学意义（P<0.05）；不同

浓度黄芪注射液均能诱导 U937 细胞凋亡，较对照组显著增多（P<0.05），黄芪注射液浓度为 1 000 μg/mL 时凋

亡率可达（63±4）%；黄芪注射液作用于 U937 细胞，随时间延长，c-myc mRNA 表达逐渐下降，p27 mRNA 表

达逐渐增强，差异均具有统计学意义（P<0.01）。结论　黄芪注射液体外可有效抑制白血病细胞株 U937 增殖，

并诱导其凋亡，其相关分子机制可能与下调 c-myc 基因和上调 p27 基因表达有关。
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Abstract: Objective    To study the effect of astragalus injection on U937 leukemia cells proliferation and 
apoptosis and relevant molecular mechanisms. Methods    Leukemia cell line U937 cells were treated with different 
concentrations of astragalus (62.5, 125, 250, 500, 1 000 μg/mL). The U937 cells without astragalus treatment were used 
as the control group. The ability of cell proliferation was measured by MTT method. Flow cytometry was used to explore 
cell apoptosis. The cell morphology changes were observed under a fluorescent microscope by dyeing Hoechst33258. 
mRNA expression of c-myc and p27 in U937 cells which was exposed in 1 000 μg/mL astragalus after 0, 12, 24 and 48 
hours was detected by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Results    Various concentrations of 
astragalus injection inhibited U937 cell proliferation effectively compared with the control group (P<0.05). They also 
induced U937 cells apoptosis and the apoptosis rate reached to (63 ± 4)% in the 1 000 μg/mL astragalus treatment group. 
mRNA expression level of c-myc was gradually declined and p27 mRNA expression was gradually increased with 
astragalus treament time (P<0.01). Conclusions    Astragalus injection may inhibit proliferation and induce apoptosis 
of leukemia cell line U937 in vitro. This contributes to down-regulation of c-myc expression and up-regulation of p27 
expression.                                                                                          [Chin J Contemp Pediatr, 2013, 15(12): 1128-1133]
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白血病是一类严重危害人类健康的恶性克隆
性疾病，其发病率在儿童恶性肿瘤中占首位。目

前白血病的治疗主要以化疗为主，由于化疗药物
多为非选择性细胞杀伤剂，副作用大，易出现多
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药耐药导致化疗失败，而中药治疗白血病由于其
低毒性、预后好等优点，近年来逐渐成为研究的
热点 [1]。中药黄芪在白血病临床治疗中的研究主要
集中在调节患者免疫功能方面，董静等 [2] 研究发
现大剂量黄芪能提高白血病患者体内 DC 细胞数量
并增强其抗原提呈能力。此外，有研究表明，黄
芪成分黄芪总苷能诱导 NB4 细胞凋亡 [3]，黄芪总
黄酮能抑制 K562 细胞增殖 [4]，提示黄芪具有潜在
的抗白血病作用。本实验旨在体外观察黄芪注射
液对白血病细胞株 U937 增殖与凋亡的影响，并在
分子水平探讨其作用机制，为进一步阐明黄芪抗
白血病作用提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料和试剂

人白血病 U937 细胞株（滨州医学院肿瘤分
子生物学重点实验室提供）； RPMI1640 培养基、
胎牛血清（美国 Hyclone 公司）；RNAiso Plus 总
RNA 提取试剂、PCR 反应试剂盒（日本 TAKARA
公司）；逆转录试剂盒（Fermentas 公司）；MTT
细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒（碧云天生物技
术有限公司）；二甲基亚砜（DMSO，美国 Sigma
公司）；细胞凋亡检测试剂盒（凯基生物公司）；
Hoechst33258 荧光染料（碧云天生物技术有限公
司）；黄芪注射液（神威药业有限公司）；PCR
引物（上海赛百盛生物技术有限公司），其余试
剂均为国产分析纯。
1.2　方法

1.2.1　细胞培养　　人白血病细胞株 U937 采用
10% 胎牛血清和青霉素（浓度为 100 U/mL）、链
霉素（浓度为 0.1 mg/mL）双抗的 RPMI1640 培养
基中，置于 37℃、5% CO2 培养箱中培养，根据细
胞生长状况，2~3 d 传代一次，取对数生长期细胞
进行后续实验。
1.2.2　MTT 法检测细胞增殖能力　　取对数生长
期 U937 细胞，调整细胞密度为 2×104 个 /mL，
按 100 μL 细胞悬液 / 孔接种于 96 孔板上，实验
组 分 别 加 入 62.5、125、250、500、1 000 μg/mL 
RPMI1640 培养基稀释的不同浓度的黄芪注射液
100 μL，对照组仅加入 100 μL RPMI1640 培养基，
每组均设 5 个复孔，置于 37℃、5% CO2 培养箱中
培养，分别于 24 h、48 h、72 h 后每孔加入 MTT 
20 μL（5 mg/mL），培养箱中继续培养 4 h，离心
后弃培养基，加入 DMSO 150 μL 溶解结晶，酶标
仪检测各孔在 560 nm 处的吸光度值（A560），

各组中 5 个平行孔取平均值计算细胞增殖抑制率
（inhibitory rate, IR）。IR=（1- 实验组 A560/ 对照
组 A560）×100%。
1.2.3　FITC-PI 双染流式细胞术法检测细胞的凋

亡　　取对数生长期 U937 细胞接种于 6 孔板上
（4×105 个细胞 / 孔），实验组分别加入 62.5、
125、250、500、1 000 μg/mL 的黄芪注射液，培养
基终体积为 2 mL，对照组加入 RPMI1640 完全培
养基至 2 mL， 37℃、5% CO2 培养箱中培养，48 h
后离心收集细胞（2 000 rpm 离心 5 min），PBS 洗
涤细胞 2 次（2 000 rpm 离心 5 min），加入 500 μL 
Binding Buffer 悬 浮 细 胞， 加 入 5 μL Annexin ⅴ -
FITC 混匀后，加入 5 μL Propidium Iodide（PI），
室温避光反应 15 min 后流式细胞仪检测各组细胞
的凋亡情况，实验独立重复 3 次。
1.2.4　Hoechst33258 染色法进行细胞形态学观察　
　取对数生长期 U937 细胞，以 1×105 个细胞 / 孔
接种于 24 孔板上，分别用终浓度为 62.5、125、
250、500 和 1 000 μg/mL 黄芪注射液处理细胞，对
照组仅加 RPMI1640 完全培养基，置于 37℃、5% 
CO2 培养箱中培养，48 h 后离心收集细胞（2 000 rpm
离心 2 min），用 PBS 洗涤细胞 2 次（2 000 rpm 离
心 2 min），加入 500 μL 固定液（4% 多聚甲醛）
混匀，室温固定细胞 15 min，离心去除固定液，
PBS 洗涤细胞 2 次（2 000 rpm 离心 2 min），加入
150 μL 终浓度为 10 μL/mL 的 Hoechst33258 染色液，
充分混匀后加入 24 孔板，振荡器上室温避光染色
15 min，荧光显微镜下在激发波长 346 nm，发射
波长 460 nm 处进行细胞形态观察、照相。
1.2.5　RT-PCR 法检测 c-myc 和 p27 mRNA 的表达

取 对 数 生 长 期 U937 细 胞 接 种 于 6 孔 板 上
（4×105 个细胞 / 孔），加入黄芪注射液，终浓度
为 1 000 μg/mL。 分 别 于 加 药 后 0 h、12 h、24 h、
48 h 后收集细胞，并提取细胞总 RNA，测定 RNA
纯 度， 吸 光 度 A260/A280 在 1.8~2.0 之 间， 测
定 RNA 浓 度，RT-PCR 两 步 法 检 测 c-myc 和 p27 
mRNA 的表达情况，β-actin 为内参，引物序列为：
c-myc 正 义 链 5'-GATTCTCTGCTCTCCTCGAC-3'，
反义链 5'-TCCAGACTCTGACCTTTTGC-3'，扩增长
度为 180 bp；p27 正义链 5'-ATGTCACGTGCGAGTG-
TC-3'，反义链 5'-TCTGTAGTAGAACTCGGGCAA-3'，
扩增长度为 270 bp。β-actin 正义链 5'-TCATGTTT-
GAGACCTTCAA-3'，反义链 5'-GTCTTTGCGGATGT-
CCACG-3'， 扩 增 长 度 为 513 bp。 按 下 列 条 件 进
行 RT-PCR 反 应：95 ℃ 预 变 性 5 min；95 ℃ 变 性 
30 s，55℃ 退火 45 s，72℃延伸 30 s，共进行 35 
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个循环；最后 72℃ 延伸 10 min。PCR 产物经 1 % 
琼脂糖凝胶电泳鉴定， Tanon-2500 凝胶成像系统
拍照，并采用 Tanon Gel 凝胶图像分析软件检测目
的基因与 β-actin 的灰度值，二者比值为目的基因
的相对表达量，实验独立重复 3 次。
1.3　统计学分析

采用 SPSS 13.0 统计软件进行统计学分析，计
量资料用均数 ± 标准差（x±s）表示，多组间比
较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 SNK-q
检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　黄芪注射液对 U937 细胞增殖能力的影响

MTT 法检测细胞的增殖能力，结果显示，实
验组 5 种不同浓度黄芪注射液在 24 h、48 h、72 h 
均能有效抑制 U937 细胞增殖，与相应时间点对照
组 IR 相比，差异均有统计学意义（P<0.05）。黄
芪注射液对 U937 细胞增殖的抑制作用随浓度增
加，抑制作用越明显（P<0.05）；黄芪注射液浓度
相同时，不同时间点组间比较，差异无统计学意
义（P>0.05）（表 1、图 1）。

表 1　不同浓度黄芪注射液作用不同时间对U937 细胞增殖的影响　（x±s，n=5）

组别
24 h 48 h 72 h

A560 IR(%) A560 IR(%)  A560 IR(%)

对照组 1.09±0.15 0 1.22±0.18 0 1.97±0.09 0
62.5 μg/mL 0.96±0.13 11.9±3.6a 1.00±0.14 17.7±4.4a 1.55±0.18 21.6±8.9a   
125 μg/mL 0.86±0.27 22.3±13.8a,b 0.88±0.11 27.0±8.5a,b    1.32±0.19 32.9±11.4a,b

250 μg/mL 0.67±0.11 39.1±2.4a,b,c 0.65±0.08 46.3±2.1a,b,c 0.89±0.04 54.6±3.3a,b,c

500 μg/mL 0.51±0.07 53.2±5.4a,b,c,d 0.52±0.10 57.1±3.9a,b,c,d 0.77±0.05 61.2±0.8a,b,c,d

1 000 μg/mL 0.39±0.05 64.3±2.5a,b,c,d,e 0.40±0.05 67.5±1.7a,b,c,d,e 0.48±0.05 75.9±2.0a,b,c,d,e

F 值 59.790 137.596 83.897
P 值 <0.05 <0.05 <0.05

a：与同时间点对照组比较，P<0.05；b：与同时间点 62.5 μg/mL 组比较，P<0.05；c：与同时间点 125 μg/mL 组比较，P<0.05；d：与
同时间点 250 μg/mL 组比较，P<0.05；e：与同时间点 500 μg/mL 组比较，P<0.05。

（62.7±4.4）%，与对照组凋亡率（5.24±1.55）%
相比，差异均有统计学意义（均 P<0.05）；实验
组不同浓度间进行组间比较，差异有统计学意义
（P<0.05）（图 2）。
2.3　黄芪注射液对U937 细胞形态学的影响

Hoechst3 3258 染色后，通过荧光显微镜观察，
结果显示，细胞染色质与 Hoechst33258 结合后，
荧光显微镜下细胞核呈蓝色，对照组细胞核形态
规则，染色质分布均匀，实验组各组 U937 细胞加
黄芪注射液后，细胞核染色质密集、深染，有的
碎裂，形成凋亡小体，可见较多碎裂状致密染色
质和凋亡小体，其中 500 、1 000 μg/mL 黄芪注射
液组较为明显（图 3）。
2.4　黄芪注射液对U937 细胞中 c-myc 和 p27 表

达的影响

U937 细胞经终浓度为 1 000 μg/mL 的黄芪注
射液处理后，RT-PCR 结果显示，0 h、12 h、24 h、
48 h c-myc 的相对表达量分别是（186±10）%、
（143±10）%、（85±8）%、（32±8）%，p27
的相对表达量分别是（39±8）%、（65±3）%、
（77±10）%、（175±12）%， 随 时 间 延 长，

2.2　黄芪注射液对 U937 细胞凋亡的影响

FITC-PI 双染流式细胞术检测各组细胞的凋
亡情况，结果显示，实验组不同浓度黄芪注射液
（62.5、125、250、500、1 000 μg/mL） 作 用 于
U937 细胞，48 h 细胞凋亡率分别为 （10.4±3.2）%、

（19.1±1.3）%、（35.2±3.2）%、（43.6±5.2）%、

浓度（μg/mL）

图 1　黄芪注射液作用于U937 细胞的浓度 -抑制率曲线
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c-myc 表达量依次降低，p27 表达量依次升高，差
异均有统计学意义（分别 F=15 917.204，P<0.01；

F=11 381.519，P<0.01）（图 4）。

C

图 2　不同浓度黄芪注射液对 U937 细胞凋亡的影响　A 为对照组；B~F 分别是浓度为 62.5、125、250、500、

1 000 μg/mL 黄芪注射液处理组。随着黄芪注射液浓度的增加，U937 细胞凋亡率增加。

A B

D E F

C

图 3　不同浓度黄芪注射液作用下U937 细胞凋亡形态学变化（Hoschst33258 染色，×200）　A 为对照组，细胞

核形态规则，染色质分布均匀；B~F 分别是浓度为 62.5、125、250、500、1 000 μg/mL 黄芪注射液处理组，可见较多碎裂状致

密染色质和凋亡小体。箭头指示凋亡小体。
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ED F

C
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3　讨论

黄芪作为传统的扶正中药，在临床肿瘤治疗
中得到广泛应用。黄芪注射液中主要含有黄芪多
糖类、黄芪皂苷类、黄酮类、多种氨基酸及多种
微量元素等多种有效成分，其主要作用为增强患
者免疫力与减轻放、化疗副作用，但近年来多项
研究发现黄芪注射液对结肠癌细胞株 SW480、难
治型 basal-like 乳腺癌细胞 MDA-MB-468、鼻咽癌
CNE-2 细胞株有明显的增殖抑制作用和促凋亡作
用 [5-7]，表明黄芪具有潜在抗肿瘤的作用。此外，
黄芪在抗白血病研究中也取得一定进展，黄芪有
效成分黄芪总苷、黄芪总黄酮能通过抑制 NB4 细
胞、K562 细胞增殖发挥其抗白血病作用 [3-4]，Yan
等 [8] 从蒙古黄芪干燥根中分离纯化出的黄芪凝集
素能有效抑制 K562 细胞增殖，促进其凋亡。故本
实验以白血病 U937 细胞株为研究对象，初步探讨
黄芪注射液对其增殖、凋亡的影响及相关分子机
制。 

白血病细胞 U937 是人单核细胞白血病细胞
株， MTT 法分别检测不同浓度黄芪注射液作用于
U937 细胞 24 h、48 h、72 h 后细胞的增殖情况，
结果显示，黄芪注射液能有效抑制 U937 细胞增殖，
且这种抑制作用呈剂量依赖性。同时，本研究采
用流式细胞术检测了黄芪注射液对 U937 细胞凋亡
的影响，药物作用 48 h 后，不同浓度黄芪注射液
不同程度地促进 U937 细胞凋亡，随药物剂量增加，
凋亡率也明显增加，Hoechst33 258 染色后荧光显
微镜下观察，凋亡细胞的细胞核出现密集、深染，
有的细胞核碎裂，形成凋亡小体，随药物剂量增加，
碎裂状致密染色质和凋亡小体增多，这与流式细

胞术检测凋亡率的结论一致。
本研究表明，黄芪注射液能通过抑制 U937

细胞增殖和诱导 U937 细胞凋亡发挥抗白血病作
用，但分子水平的具体作用机制国内外研究较少，
Huang 等 [9] 研究表明黄芪凝集素能通过 caspase 相
关途径诱导 K562 细胞凋亡，胡雪莹等 [3] 证明黄芪
总苷通过不依赖 Akt 的 NF-κB 信号通路诱导 NB4
细胞凋亡，Cheng 等 [10] 证明黄芪通过上调 Apaf-
1、caspase-3、AChE 促进 HEL 细胞凋亡。白血病
以细胞无限增殖和凋亡受阻为特征，细胞增殖与
细胞周期密切相关，p27 是细胞周期重要的负性调
控因子，它能通过阻碍细胞增殖周期，减少 DNA
合成和有丝分裂，抑制细胞增殖。研究表明 p27
是多种抗肿瘤药物作用的靶点，它们通过诱导 p27
表达，特异性阻滞细胞周期，从而达到抗肿瘤的
作用 [11]。原癌基因 c-myc 不仅参与细胞增殖的调节，
还与细胞凋亡密切相关，有研究表明 [12]，中药大
黄素通过下调 c-myc 表达从而促进 HL60 细胞凋亡。
下调 c-myc 的表达能促进肿瘤细胞凋亡的机制可能
是c-myc能抑制肿瘤细胞对损伤DNA 的识别作用， 
当其表达受到抑制之后，细胞恢复其对损伤 DNA 
的识别功能，使含有畸变染色体的肿瘤细胞凋
亡 [13]。本研究采用 RT-PCR 检测经 1 000 μg/mL 黄
芪 注 射 液 处 理 后 的 U937 细 胞 中 p27 和 c-myc 表
达情况，结果显示，随药物作用时间延长，p27 
mRNA 表达水平逐渐升高，而 c-myc 表达水平逐渐
下降，提示黄芪注射液可能通过促进 p27 表达，
抑制 c-myc 表达，进而抑制 U937 细胞增殖，并促
进其凋亡，发挥抗白血病作用的。

总之，本研究显示，黄芪注射液作用于 U937
白血病细胞株后，能有效抑制 U937 细胞增殖，并

图 4　RT-PCR检测 c-myc 和 p27 mRNA表达情况　A：p27 mRNA 的 RT-PCR 结果；B：c-myc mRNA 的 RT-PCR

结果，1~4 分别为黄芪注射液处理 U937 细胞后 0 h、12 h、24 h、48 h；M：DNA marker。随时间延长，c-myc 相对表达量依次

降低，p27 相对表达量依次升高。
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促进其凋亡，相关分子机制可能与上调 p27 表达
和下调 c-myc 表达有关，在体外实验初步证实了黄
芪的抗白血病作用，为黄芪应用于白血病治疗提
供了理论基础。
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