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红花注射液对白血病 HEL 细胞增殖和
凋亡的影响及相关机制探讨

段培锋　贾秀红　王建勇

（滨州医学院附属医院儿科，山东 滨州　256603）

［摘要］　目的　研究红花注射液对白血病 HEL 细胞增殖、凋亡的影响，并初步探讨其相关分子机制。

方法　HEL 细胞随机用或不用红花注射液处理，不用红花注射液处理者为对照组。不同浓度（10、20、30、

40、50 mg/mL）的红花注射液作用于 HEL 细胞 24、48、72 h 后，采用四甲基偶氮唑蓝（MTT）法检测各组细胞

增殖能力；10、20、30 mg/mL 红花注射液处理 HEL 细胞 48 h 后，采用流式细胞术检测各组细胞细胞周期与凋

亡的变化，RT-PCR 法检测细胞 HOXB3 mRNA 的表达。结果　HEL 细胞经浓度为 10、20、30、40、50 mg/mL

的红花注射液处理 24、48 及 72 h 后，与对照组比较，细胞增殖均不同程度地受抑制，且随着红花注射液浓度

的增加，细胞增殖抑制率增加（P<0.05）。不同浓度红花注射液作用 HEL 细胞 48 h 后，细胞周期的分布发生改

变，与对照组相比 G2/M 期细胞数显著增多，S 期细胞数显著减少（P<0.05），且呈剂量依赖性。随着红花注射

液浓度的增加，细胞凋亡率增加，以浓度依赖的方式诱导细胞凋亡（P<0.05）。与对照组比较，各浓度红花注

射液组 HEL 细胞中 HOXB3 mRNA 表达均下降（P<0.05）。结论　红花注射液体外可有效抑制 HEL 细胞的增殖

并诱导其凋亡，其相关分子机制可能与下调 HOXB3 基因的表达有关。
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Effects of safflower injection on HEL leukemia cell proliferation and apoptosis and 
relevant molecular mechanisms
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Abstract: Objective    To study the effect of safflower injection on the proliferation and apoptosis of human 
leukemia cell line HEL and the relevant molecular mechanisms. Methods    HEL cells were treated with different 
concentrations of safflower injection. HEL cells without safflower injection treatment were used as the control group. 
MTT method was used to detect the inhibitory rate of the HEL cells at 24, 48 and 72 hours after various concentrations 
of safflower injection treatment (10, 20, 30, 40 and 50 mg/mL). The cell cycle and apoptosis were detected using flow 
cytometry and the HOXB3-mRNA expression was measured by RT-PCR at 48 hours after safflower injection treatment 
(10, 20 and 30 mg/mL). Results    Compared with the control group, various concentrations of safflower injection 
inhibited HEL cell proliferation in a dose-dependent manner (P<0.05). At 48 hours after various concentrations of 
safflower injection treatment, the number of treated cells in the G2/M phase increased, but that in the S phase decreased, 
and the apoptosis rate was significantly higher than that in the control group, with a dose-dependent manner (P<0.05). 
The expression of HOXB3-mRNA in safflower injection-treated cells decreased in a dose-dependent manner compared 
with the control group (P<0.05). Conclusions    Safflower injection can inhibit proliferation and induce apoptosis of 
HEL cells in vitro, and its underlying mechanisms may involve down-regulation of the HOXB3-mRNA expression.

[Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(9): 989-993]
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白血病是造血系统常见的恶性肿瘤，是严重

危害人类健康的恶性疾病之一。目前，化疗是治

疗白血病的主要手段。传统的化疗药物在杀伤白

血病细胞的同时对人体正常细胞产生较强毒副作

用，且易出现多药耐药，容易导致化疗失败。中

药治疗白血病毒性低、疗效高，且能与其他化疗

药物配伍使用，具有广阔的应用前景 [1-3]。从中药

红花中提取的红花注射液的主要成分为红花黄色

素，具有活血通经、化瘀止痛、杀菌及解毒的功效 [4]。

近年来，研究发现红花注射液可抑制宫颈癌、胃

癌、肝癌等实体肿瘤细胞的生长 [5-7]，其抗肿瘤作

用也逐渐引起人们的关注。红花注射液是否具有

抗白血病的功效，目前尚不明确。本实验旨在体

外观察红花注射液对人白血病细胞株 HEL 增殖与

凋亡的影响，并在分子水平探讨其相关作用机制，

为白血病的治疗提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

人红白血病细胞株 HEL（江苏省血液研究所

惠赠），红花注射液（20 mL：1 g，亚宝药业集团

股份有限公司）；RPMI1640 培养基、胎牛血清（美

国 Hyclone 公司）；RNAiso Plus 总 RNA 提取试剂

盒、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）；

细胞周期检测试剂盒、FITC-PI 双染细胞凋亡检测

试剂盒（南京凯基生物公司）；二甲基亚砜（DMSO，

美国 Sigma 公司）；PCR 引物（生工生物工程上

海有限公司），其余试剂均为国产分析纯。

1.2　细胞培养及分组

将人白血病 HEL 细胞株置于含 10% 胎牛血清

及青霉素（浓度为 100 U/mL）、链霉素（浓度为

0.1 mg/mL）双抗的 RPMI1640 培养基中，在 37℃、5% 

CO2 培养箱中培养，2~3 d 传代一次。HEL 细胞随

机用或不用红花注射液处理，不用红花注射液处

理者为对照组。

1.3　MTT 法检测细胞增殖能力

取对数生长期 HEL 细胞，调整细胞密度为

1.5×105 个 /mL，按 100 μL / 孔接种于 96 孔板上。

红花注射液组分别加入红花注射液 100 μL，使其

终 浓 度 分 别 为 10、20、30、40、50 mg/mL， 对

照组加入等量培养基 100 μL，设空白对照，置于

37℃、5% CO2 培养箱中分别培养 24、48 及 72 h 后，

每孔加入 20 μL（5 mg/mL）MTT，继续培养 4 h，

离心后弃去培养基，加入 DMSO 150 μL 溶解结晶，

酶标仪测定各孔在 490 nm 处的吸光度值（A490），

各组取平均值计算细胞增殖抑制率（inhibitory rate, 

IR），重复 3 次 （n=5）。IR=（1- 实验组 A490/

对照组 A490）×100%。

1.4　细胞周期的检测

取对数生长期 HEL 细胞接种于 6 孔板上，调

整细胞密度为 2×105 个 / 孔，培养基终体积 2.5 mL。

红花注射液组应用浓度分别为 10、20、30 mg/mL 的

红花注射液处理细胞 48 h 后收集各组细胞，同时设

对照组。收集细胞后用 0.01 MPBS 洗涤细胞 1 次，

弃上清，加入 500 μL 70% 冷乙醇（-20℃）固定，

于 4℃过夜；次日，用 PBS 洗涤细胞 1 次，加入

100 μL RNase A 37℃水浴 30 min，再加入 400 μL 

PI 染色混匀，4℃避光 30 min 后流式细胞仪检测各

组细胞的凋亡情况，记录激发波长 488 nm 处红色

荧光。实验重复 3 次（n=5）。

1.5　细胞凋亡的检测

采 用 Annexin V-FITC/PI 双 染 色 法 FCM 检 测

细胞凋亡。取对数生长期 HEL 细胞接种于 6 孔板

上，调整细胞密度为 2×105 个 / 孔，培养基终体

积 2.5 mL。红花注射液各组于红花注射液处理细

胞 48 h 后（780 g 离心 5 min）收集细胞。收集细

胞后用 0.01 M PBS 洗涤 2 次（780 g 离心 5 min）

后弃上清，依次加入 500 μL Binding Buffer 悬浮细

胞、5 μL Annexin V-FITC、5 μL PI 混匀，室温避光

反应 15 min，1 h 内上流式细胞仪检测。实验重复

3 次（n=5）。

1.6　RT-PCR 法检测 HOXB3 mRNA 的表达

取对数生长期 HEL 细胞接种于 6 孔板上，

调 整 细 胞 密 度 为 2×105 个 / 孔， 加 入 红 花 注 射

液，终浓度为 30 mg/mL。分别于加药 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 HOXB3 

mRNA 的 表 达 情 况，β-actin 为 内 参， 引 物 序 列

为： 正 义 链 5'-TCAGGGATGGTGAGAGATCC-3'，

反 义 链 5'-GAATGGGCAAACCTTCAGTC-3'，
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扩 增 长 度 为 120 bp。β-actin 正 义 链 5'- 
CTCCATCCTGGCCTCGCTGT-3'， 反 义 链

5'-GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3'， 扩 增 长 度 为

268 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 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 HOXB3 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

验重复 3 次（n=5）。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 16.0 统计软件对数据进行统计学分

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，组间两两比较时

采用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　红花注射液对 HEL 细胞增殖的影响

HEL 细 胞 经 10、20、30、40、50 mg/mL 的

红花注射液处理 24、48 及 72 h 后，与对照组比

较，细胞增殖均不同程度地受抑制，在相同作用

时间不同浓度间细胞增殖比较差异有统计学意义

（P<0.05），呈剂量依赖性（表 1、图 1）；在相

同浓度不同作用时间比较差异无统计学意义。

表 1　不同浓度红花注射液作用不同时间对 HEL 细胞增

殖的影响　（x±s, %）

组别 n
IR

24 h 48 h 72 h

对照组 5 0 0 0

红花注射液组

10 mg/mL 5 23.0±2.1a 30.1±2.5a 34.3±2.0a

20 mg/mL 5 38.1±3.1a,b 47.9±2.9a,b 49.8±2.0a,b

30 mg/mL 5 48.0±2.7a,b,c 66.3±3.1a,b,c 75.2±2.6a,b,c

40 mg/mL 5 58.3±4.4a,b,c,d 79.7±1.0a,b,c,d 83.6±2.1a,b,c,d

50 mg/mL 5 71.7±3.2a,b,c,d,e 92.9±1.9a,b,c,d,e 93.5±2.9a,b,c,d,e

F 值 33.8 107.9 123.1

P 值 <0.001 <0.001 <0.001

注：a 示与同时间点对照组比较，P<0.05；b 示与同时间点
10 mg/mL 组比较，P<0.05；c 示与同时间点 20 mg/mL 组比较，
P<0.05；d 示与同时间点 30 mg/mL 组比较，P<0.05；e 示与同时
间点 40 mg/mL 组比较，P<0.05。IR：细胞增殖抑制率。

2.2　红花注射液对 HEL 细胞周期的影响

不同浓度红花注射液（10、20、30 mg/L）作

用 HEL 细胞 48 h 后，细胞的周期分布发生改变，

与对照组相比 G2/M 期细胞数显著增多，S 期细胞

数显著减少（P<0.05），且呈剂量依赖性（表 2、

图 2）。

2.3　红花注射液对 HEL 细胞凋亡的影响

对 照 组 和 不 同 浓 度 红 花 注 射 液（10、20、

30 mg/L） 作 用 HEL 细 胞 48 h 后，Annexin 

V-FITC/PI 染色双法检测细胞凋亡，凋亡率分别为

（1.7±0.6）%、（6.9±1.9）%、（12.8±2.1）%、

（23.3±3.4）%，不同浓度红花注射液促进 HEL

细胞凋亡作用随着药物浓度的增加而逐渐增强，

差异有统计学意义（F=61.1，P<0.0001）（图 3）。

表 2　不同浓度红花注射液作用 48 h 对 HEL 细胞周期的

影响　（x±s, %）

    组别 n S 期 G2/M 期

对照组 5 59.7±5.1 12.1±2.7

红花注射液组

10 mg/mL 5 51.9±4.3a 14.2±3.4a

20 mg/mL 5 46.9±3.7a,b 19.7±3.9a,b

30 mg/mL 5 42.5±4.8a,b,c 22.9±4.7a,b,c

F 值 122.7 78.8

P 值 <0.001 <0.001

注：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与 10 mg/mL 组比较，
P<0.05；c 示与同时间点 20 mg/mL 组比较，P<0.05。

图 1　不同浓度红花注射液作用于 HEL 细胞的浓度 -

抑制率曲线　（n=5）

增
殖

抑
制

率
（

％
）

100

80

60

40

20

0

红花注射液（mg/mL）

10            20            30            40            50

24 h 48 h 72 h



 第 17 卷 第 9 期

  2015 年 9 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.17 No.9

Sep. 2015

·992·

图 4　 不 同 浓 度 红 花 注 射 液 作 用 48 h 对 HEL 细 胞

HOXB3 基因表达的影响　　1 为 DNA marker，2 为对照组，3

为 10 mg/mL 组，4 为 20 mg/mL 组，5 为 30 mg/mL 组。 随 着 红 花

注射液浓度增加，HEL 细胞中 HOXB3 mRNA 表达水平逐渐下降。

图 3　不同浓度红花注射液作用 48 h 对 HEL 细胞凋亡的影响　　A 为对照组，B 为 10 mg/mL 组，C 为 20 mg/mL

组，D 为 30 mg/mL 组。 随着红花注射液浓度的增加，HEL 细胞凋亡率增加。右上象限 + 右下象限为凋亡细胞。

图 2　不同浓度红花注射液作用 48 h 对 HEL 细胞周期的影响　　横坐标为 DNA 量，纵坐标为单位体积细胞数。

可见随着红花注射液浓度的增加，G2/M 期细胞数增多，S 期细胞数减少。

2.4　红花注射液对 HEL 细胞 HOXB3 基因表达的

影响

RT-PCR 法 检 测 HOXB3 mRNA 的 表 达 结 果

显 示， 对 照 组 和 不 同 浓 度 的 红 花 注 射 液（10、

20、30 mg/mL） 处 理 HEL 细 胞 48 h 后， 各 组

HOXB3 mRNA 相对表达量分别为（59.2±5.0）%，

（41.8±3.0）%、（23.4±4.1）%、（11.3±3.0）%，

各组间比较差异均具有统计学意义（F=131.1，

P=0.007）（图 4）。

3　讨论

近年来白血病的治疗及预后有了极大改观，

但仍有部分患者治疗效果差，且多药耐药（multidrug 

resistance, MDR）的产生常导致化疗失败和复发。

因此，寻找高效低毒的抗癌策略是治疗白血病的

必然趋势，针对白血病细胞增殖、凋亡及耐药等

复杂过程，寻找新靶标成为白血病基因治疗的热

点。红花是菊科植物红花的干燥管状花，是临床

常用的具有活血化瘀功效的中药，近年来，研究

发现红花注射液对宫颈癌、胃癌、肝癌等实体肿

瘤细胞具有抑制作用，其抗肿瘤作用逐渐被重视。

但其是否具有抗白血病作用尚不明确。本研究结

果 显 示，HEL 细 胞 经 浓 度 为 10、20、30、40、

50 mg/mL 的红花注射液处理 24、48 及 72 h 后，

与对照组比较，细胞增殖均不同程度地受抑制，

呈现显著的剂量依赖性。不同浓度红花注射液（10、

20、30 mg/L）作用 HEL 细胞 48 h 后，细胞的周期

分布发生改变，与对照组相比 G2/M 期细胞数明显

增多，S 期细胞数明显减少，且呈剂量依赖性，提

示红花注射液使 HEL 细胞阻滞于 G2/M 期，影响

细胞有丝分裂，最终抑制细胞生长。Annexin V-FITC/

PI 双染色法检测 HEL 细胞凋亡结果显示，随着红

花注射液浓度的增加，细胞凋亡率增加，表明红

花注射液以浓度依赖的方式诱导细胞凋亡。提示

红花注射液能通过抑制 HEL 细胞增殖、诱导细胞

凋亡发挥抗白血病的作用，但红花注射液抗白血

病的分子作用机制仍不明确。

白血病是造血系统恶性增殖性疾病，多种基

因参与其发生和发展。同源盒（homeobox, HOX）
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基因在胚胎发育过程中控制细胞的增殖、分化，

其表达失调在白血病的发生中具有重要作用。

HOX 基因目前分为 A、B、C、D 四簇，HOXA 簇

基因过表达与白血病发生、发展及预后的关系目

前国内外研究较多，HOXB 家族共包括 10 个基因，

即 B1-9，B13，主要在原始的造血细胞中表达，随

着细胞向成熟阶段分化其表达逐渐下调，直至消

失，其各亚型在不同造血系中的表达具有差异性，

并在造血的不同阶段发挥各自的重要的调控作用。

HOXB3 参与髓系祖细胞的生成，国外有研究表明，

HOXB3 在正常骨髓不表达，但在急性髓细胞性白

血病（acute myeloid leukemia, AML） 患者（尤其

是 M4、M5 型）及 HEL、U937 髓系白血病细胞株

中高表达 [8-9]。Fischbach 等 [10] 通过动物实验研究

发现 HOXB3 过表达能促进细胞增殖、抑制细胞凋

亡，诱使小鼠在 210 d 左右发生 AML。Starkova 等 [11]

研究表明 HOXB3 过度表达能导致白血病的发生，

沉默 HOXB3 基因的表达能够显著抑制白血病细胞

的增殖、促进其凋亡，HOXB3 是形成白血病的关

键基因之一。本实验通过 RT-PCR 法检测 HOXB3 

mRNA 的表达，结果显示，不同浓度的红花注射

液（10、20、30 mg/mL）处理 HEL 细胞 48 h 后，

随着红花注射液浓度增加，HEL 细胞中 HOXB3 

mRNA 表达水平逐渐下降，提示红花注射液可能

通过下调 HOXB3 基因的表达，发挥其抗白血病作

用，其治疗作用是否与 HOXB3 基因有关有待于进

一步研究。本次体外实验证实了红花注射液的抗

白血病作用，为临床应用红花注射液治疗白血病

奠定了实验基础。红花注射液对抗白血病化疗药

物有无减毒增效作用及其抗白血病在信号转导通

路方面的具体作用机制有待进一步研究。

总之，红花注射液能显著抑制 HEL 细胞增殖

并诱导其凋亡，相关机制可能与下调 HOXB3 基因

的表达有关。
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