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[摘要]目的:探讨盐酸小檗碱(BBR)增敏柔红霉素(DNR)诱导儿童急性淋巴细胞白血病原代细胞(P鄄ALLCs)凋亡的作用及相

关机制。 方法:收集初诊初治的急性淋巴细胞白血病(ALL)儿童骨髓标本 12 例,分离单个核细胞,按活细胞数 2伊105 / mL 接种

于含 20%小牛血清 1640 的 96 孔培养板,培养 4 h 后按照设定 DNR 4 个浓度和 BBR 3 个浓度单药及交叉联合应用方案加入不

同体积的 PBS 稀释 DNR 和 BBR 储备液培养干预 24 h,采用 cell counting kit鄄8 assay(CCK鄄8)检测 DNR 和 BBR 单药作用以及两

者联合作用对 P鄄ALLCs 增殖的抑制作用。 结果:DNR 单药作用时抑制率为(11郾 56% 依0郾 73% ) ~ (59郾 60% 依2郾 80% ),随着 DNR
浓度的增加,P鄄ALLCs 的增殖抑制逐渐增强,且后一浓度与前一浓度比较差异均有统计学意义(P 均<0郾 05);BBR 单药作用时抑

制率为(12郾 39% 依1郾 50% ) ~ (39郾 75% 依2郾 43% ),随着 BBR 浓度的增加,P鄄ALLCs 的增殖抑制逐渐增强,且后一浓度与前一浓度

比较差异均有统计学意义(P 均<0郾 05);DNR 联合 BBR 时的抑制率为(18郾 43% 依1郾 11% ) ~ (89郾 96% 依1郾 40% )。 在 4 个联合用

药组中,随着 BBR 浓度的增加,对 P鄄ALLCs 的增殖抑制逐渐增强(P 均<0郾 05),而且每一组中 DNR 联合 BBR 后的抑制率比

DNR 单药作用强(P 均<0郾 05)。 结论:DNR 和 BBR 对儿童 P鄄ALLCs 均有细胞毒性作用并成浓度依赖性。 两药联合作用时 BBR
可以增加 P鄄ALLCs 对 DNR 的敏感性,该作用与浓度有一定的相关性。
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Effects of Berberine Enhance on Daunorubicin鄄Induced Apoptosis of Primary Acute Lymphoblastic
Leukemia Cells in Children
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[Abstract] Objective: To probe into the effects of berberine (BBR) enhance on daunorubicin (DNR)鄄induced apoptosis of primary
acute lymphoblastic leukemia cells (P鄄ALLCs) in children and the related mechanism. Methods: Bone marrow samples were collected
from 12 children newly diagnosed with acute lymphoblastic leukemia (ALL), mononuclear cells were isolated, 2伊105 / mL living cells
was inoculated in the 96鄄well culture plate containing 20% calf serum 1640. After culture for 4 h, different volumes of PBS were added
to dilute DNR and BBR stock solutions according to the single drug and cross鄄combination application scheme of concentration of 4 DNR
and 3 BBR for 24 h of culture intervention. Cell counting kit鄄8 assay (CCK鄄8) was used to detect the single drug effects of DNR and
BBR and the combination effects on the inhibition of P鄄ALLCs proliferation. Results: The inhibition rate of DNR was (11郾 56% 依
0郾 73% ) to (59郾 60% 依2郾 80% ), with the increase of DNR concentration, the proliferation inhibition of P鄄ALLCs increased, and the
difference between the latter concentration and the previous concentration was statistically significant (P<0郾 05). The inhibition rate of
BBR was (12郾 39% 依1郾 50% ) to (39郾 75% 依2郾 43% ), with the increase of BBR concentration, the proliferation inhibition of P鄄ALLCs
increased, and the difference between the latter concentration and the previous concentration was statistically significant (P<0郾 05). The
inhibition rate of DNR combined with BBR was (18郾 43% 依 1郾 11% ) to (89郾 96% 依 1郾 40% ). In the four combined groups, the
proliferation inhibition of P鄄ALLCs increased with the increase of BBR concentration (P < 0郾 05), and the inhibition rate of DNR
combined with BBR in each group was stronger than that of DNR alone (P<0郾 05). Conclusion: Both DNR and BBR shows cytotoxic
effects and concentration dependence on P鄄ALLCs in children. BBR can increase the sensitivity of P鄄ALLCs to DNR, and the effect is
related to the concentration郾
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摇 摇 儿童急性淋巴细胞白血病(acute lymphoblastic leukemia,
ALL)是儿童发病率最高的恶性肿瘤,随着多药联合化疗

方案的不断改进以及划分危险度分层的个体化治疗,儿

童 ALL 治疗效果得到了显著提高,5 年生存率可达 80% ~
90%,但是仍有 8% ~ 20% 的 ALL 患儿在化疗期间复发

导致治疗失败[1鄄5]。 儿童 ALL 复发的机制涉及众多信号
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通路调控异常,最终导致 ALL 细胞对化疗药物耐药使临

床治疗失败,因此,提高 ALL 细胞对目前所用化疗药物

的敏感性可能是降低复发率的有效途径之一。 盐酸小

檗碱(berberine,BBR)是一种从中药黄连中提取的生物

碱,众多研究表明 BBR 能影响肿瘤细胞基因和信号通

路,对肿瘤细胞的生长和增殖产生影响。 本研究拟探讨

儿童急性淋巴细胞白血病原代细胞(primary acute lympho鄄
blastic leukemia cells,P鄄ALLCs)中 BBR 是否能提高 ALL
细胞对柔红霉素( daunorubicin,DNR)的敏感性,为提

高儿童 ALL 临床化疗效果、降低 ALL 耐药探索新的治

疗模式。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

注射用 DNR 购自美国 Pfizer 公司,BBR 购自美国

Sigma 公司,均用 PBS 溶解为储备液后过滤除菌,-20 益
保存备用。 CCK鄄8 试剂盒为日本同仁化学研究所产品,
按照说明书操作。

1郾 2摇 细胞培养及药物处理

选取 2013 年 3 月至 2014 年 7 月武汉市儿童医院收

治的 ALL 患儿 12 例,其中男 7 例,女 5 例,平均年龄 4 岁

5 个月。 抽取初诊初治 ALL 患儿的骨髓 2 ~ 3 mL,用淋

巴细胞分离液在生物安全柜中无菌分离 P鄄ALLCs,台盼

蓝染色计数活细胞后调整细胞浓度至 2 伊105 / mL,接种

于 96 孔培养板,用含 20% 小牛血清的 1640 培养,添加

不同浓度药物培养干预 24 h 后采用细胞计数试剂盒

CCK鄄8 检测细胞增殖抑制情况。 药物分组如下:
DNR 单药组:(1)DNR 0郾 05 mg / L;(2)DNR 0郾 10 mg / L;

(3)DNR 0郾 50 mg / L;(4)DNR 1郾 00 mg / L。
BBR 单药组:(1)BBR 10 滋M;(2)BBR 50 滋M;(3)

BBR 100 滋M。
DNR 联合 BBR 药物组:(1) DNR 0郾 05 mg / L 联合

BBR 各浓度组,淤DNR 0郾 05 mg / L+BBR 10 滋M;于DNR
0郾 05 mg / L +BBR 50 滋M;盂DNR 0郾 05 mg / L +BBR 100
滋M。 (2)DNR 0郾 10 mg / L 联合 BBR 各浓度组,淤DNR
0郾 10 mg / L+BBR 10 滋M;于DNR 0郾 10 mg / L+BBR 50 滋M;
盂DNR 0郾 10 mg / L+BBR 100 滋M。 (3) DNR 0郾 50 mg / L
联合 BBR 各浓度组,淤DNR 0郾 50 mg / L+BBR 10 滋M;于
DNR 0郾 50 mg / L+BBR 50 滋M;盂DNR 0郾 50 mg / L+BBR
100 滋M。 (4) DNR 1郾 00 mg / L 联合 BBR 各浓度组,淤
DNR 1郾 00 mg / L+BBR 10 滋M;于DNR 1郾 00 mg / L+BBR
50 滋M;盂DNR 1郾 00 mg / L+BBR 100 滋M。 每个药物浓度

设 3 个复孔。

1郾 3摇 CCK鄄8 检测 P鄄ALLCs 增殖情况

药物作用 24 h 后,在倒置显微镜下对 P鄄ALLCs 进行

形态学观察,并用 CCK鄄8 法检测细胞增殖情况,按照“生
长抑制率=(1-实验组 A / 对照组 A) 伊100% 冶计算各药

物组生长抑制率,以药物的不同浓度为横轴,以抑制率

为纵轴,绘制生长抑制率曲线图。

1郾 4摇 统计学方法

应用 SPSS 17郾 0 统计软件,计数资料以 軃x依s 表示,多
组间比较采用方差分析,P<0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结果

结果见表 1 和图 1、图 2。 随着 DNR 和 BBR 单药浓

度的增加以及两者联合应用时浓度的分别增加,对
P鄄ALLCs 的生长抑制作用逐渐增强,差异均有统计学意

义( P 均 < 0郾 05)。 本研究结果提示,DNR、BBR 对 P鄄
ALLCs 均有毒性作用,且呈剂量依赖性。 两者联合应用

后,对细胞的抑制作用更明显,且 BBR 可以显著增强

DNR 诱导 P鄄ALLCs 凋亡作用。

表 1摇 不同浓度 DNR、BBR以及两者联合用药对

P鄄ALLCs增殖的抑制率 %

组别
DNR

0 mg / L
DNR

0郾 05 mg / L
DNR

0郾 10 mg / L
DNR

0郾 50 mg / L
DNR

1郾 00 mg / L
BBR 0 滋M 0 11郾 56依0郾 73 26郾 16依2郾 91 39郾 91依1郾 88 59郾 60依2郾 80
BBR 10 滋M 12郾 39依1郾 50 18郾 43依1郾 11 27郾 25依1郾 93 46郾 67依1郾 64 70郾 85依0郾 93
BBR 50 滋M 25郾 61依3郾 00 30郾 77依2郾 53 38郾 65依1郾 68 71郾 91依5郾 08 80郾 28依1郾 98
BBR 100 滋M 39郾 75依2郾 43 46郾 58依3郾 06 53郾 12依3郾 13 79郾 32依1郾 60 89郾 96依1郾 40

图 1摇 不同浓度的 BBR对 P鄄ALLCs的增殖抑制作用曲线

图 2摇 不同浓度的 DNR联合不同浓度的 BBR对 P鄄ALLCs的
增殖抑制作用曲线

3摇 讨论

急性淋巴细胞白血病(ALL)是儿童时期最常见的

血液系统恶性肿瘤,约占儿童肿瘤性疾病的 30% [1鄄2]。
随着以多药联合为基础,根据危险度分级制定个体化化

疗方案的不断改进,儿童 ALL 的 5 年生存率已达到

80% [3鄄5],但是仍有部分患儿对化疗反应欠佳,白血病细

胞对化疗药物的耐药可能是 ALL 复发的主要原因[6],因
此提高 ALL 细胞对化疗药物的敏感性一直是临床研究
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的热点。
盐酸小檗碱(BBR)是一种从中药黄连中提取的生

物碱,目前主要用于治疗细菌性肠炎,具有较高的安全

性。 近年来多项研究表明,在人类多种肿瘤细胞系中,
BBR 表现出抑制细胞增殖,促进细胞凋亡的抗肿瘤效

应[7鄄11]。 体外细胞研究表明,BBR 可以通过阻滞细胞周

期诱导多种肿瘤细胞凋亡[12鄄13],也可以通过调控 I资B 酶

的活化,抑制 NF鄄资B 的激活,从而促进细胞凋亡[14]。 在

肺癌细胞中,BBR 可以通过提高细胞自噬而增加肿瘤对

放疗的敏感性[15]。 BBR 还可以抑制血管生长而抑制胃

癌细胞 SC鄄M1 细胞的增殖[16]。
针对 BBR 抗肿瘤作用的研究大多来自肿瘤细胞系,

对于原代细胞的研究较少。 儿童急性白血病的发生机

制和流行病学及预后与成人有很大的区别,有关 BBR 对

儿童 B鄄ALL 原代细胞的抗肿瘤研究报道较少,BBR 联合

DNR 对儿童 B 淋巴细胞白血病(B鄄ALL)原代细胞增殖

的抑制效果也未见深入研究。 BBR 及其衍生物具有多

种抗肿瘤活性以及增加细胞膜通透性等作用,与长春新

碱、吴茱萸碱、塔斯品碱有协同抗肿瘤作用[11,17鄄18]。 本研

究通过收集临床儿童初诊 ALL 骨髓标本,提取原代白血

病细胞,分别给予不同浓度的传统化疗药物 DNR 及

BBR 干预,以及两者联合干预后,用 CCK鄄8 方法检测细

胞的增殖抑制情况。 结果表明,在儿童 P鄄ALLCs 中,随
着 DNR 浓度的增加(0郾 05 ~ 1郾 00 mg / L),细胞被抑制的

程度增强, BBR 同样如此, 当 DNR 联 合 BBR 作 用

P鄄ALLCs 时,细胞被抑制的程度更强,且随着联合药物

浓度的增加,抑制作用越明显,说明 BBR 不仅本身具有

对 P鄄ALLCs 的毒性作用,还可以增强 P鄄ALLCs 对传统化

疗药物 DNR 的敏感性。
本研究还发现,传统化疗药物 DNR 在较高浓度时

表现出对 P鄄ALLCs 较高的细胞毒性作用,而联合 BBR 作

用 P鄄ALLCs 后在较低浓度即可表现出较强的细胞毒性

作用。 本研究结果显示,在0郾 05 mg / L 的DNR 联合100 滋M
的 BBR 时即可达到 0郾 50 mg / L DNR 同样的抑制率;在
0郾 50 mg / L 的 DNR 联合 50 滋M 的 BBR 时即可达到

1郾 00 mg / L DNR 联合 10 滋M BBR 时同样的抑制率。 此

结果说明 BBR 可以增强 P鄄ALLCs 对传统化疗药物的敏

感性,在一定程度上或许可以降低传统化疗药物的作用

浓度,减少化疗药物的毒副作用,这在儿童群体中的意

义更大。 但是 BBR 又是如何抑制儿童 P鄄ALLCs 的生长,
由于本研究没有进行 BBR 诱导 P鄄ALLCs 的凋亡检测,所
以 BBR 在抑制 P鄄ALLCs 的同时是否导致了 P鄄ALLCs 的

凋亡,以及 BBR 对肿瘤细胞的更深层次作用机制尚需进

一步研究。 体内实验较体外实验有更多的影响因素,体
内实验中 BBR 的效果及毒副反应亦需要更多的实验研

究进一步证实。
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