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摘要  急性髓细胞性白血病(AML)是一种异质性的血液恶性肿瘤, 也是发生在成年人中最普
遍的急性白血病. 过去20年间, 对于AML的病理生理学的认识和治疗学等方面取得显著进展. 
尤其是全反式维甲酸(ATRA)和三氧化二砷(As2O3)治疗急性早幼粒细胞性白血病(APL)的成功
实践, 为许多 AML 病人带来了生存希望. 与此同时, 以靶标特异的活性小分子化合物为探针
研究重要细胞生命活动规律为主要目的的化学生物学手段, 大大地推动了白血病的分子发病
学研究和靶向治疗的进步. 本文主要以本课题组的工作为重点, 对过去10多年中, 我国学者在
相关研究工作中取得的一些进展作一总结和展望.  
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急性髓细胞性白血病(acute myeloid leukemia, 

AML)是一种异质性的血液恶性肿瘤, 也是发生在成
年人中最普遍的急性白血病. 业已清楚, 细胞遗传学
改变尤其是染色体易位产生的异常融合蛋白 ,  如
t(15;17)易位产生的 PML-RARα等通过阻止造血细胞
分化在某一阶段并伴随增殖失控和(或)凋亡缺陷等
在相应类型的 AML 发病学上占有重要地位. 与此同
时, 对于 AML 病人的治疗也获得长足发展. 尤其是, 
全反式维甲酸(all-trans retinoic acid, ATRA)和砷化合
物, 如三氧化二砷(As2O3)治疗急性早幼粒细胞性白
血病(acute promyelocytic leukemia, APL, 也称 M3型
AML)的成功实践为许多 AML 病人带来了生存希望. 
为此, 深入研究白血病细胞生命活动的分子机制, 挖
掘新的抗白血病药物靶标显得十分重要. 与此同时, 
由于白血病的取材方便 , 疗效易于观察的“特有”优 

势, 以靶标特异的活性小分子化合物为探针研究重
要细胞生命活动规律为主要目的的化学生物学手段

大大地推动了白血病的分子发病学研究和靶向治疗

的进步[1]. 本文试图对过去 10多年中, 包括本课题组
在内的我国学者在相关研究中取得的一些进展作一

总结和展望.  

1  基于 ATRA的 AML细胞分化机制的发现 
自从 20世纪 80年代中期, 上海血液学研究所报

告 ATRA 通过诱导分化有效治疗 APL 病人[2,3], 并得
到国际同行的广泛证实以来, 以 ATRA(一种维生素
A的代谢物)为小分子探针的工作大大地推动了 AML
发病学和白血病细胞分化机制的研究[4~6]. 在相关基
础研究中, 我国学者也作出了重要贡献. 例如, 早在
1995 年, Zhu 等人[7]分析三种维甲酸同分异构体即

ATRA, 13-顺式 RA 和 9-顺式维甲酸对 APL 细胞系
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NB4 细胞的诱导分化效应时 , 报道了维甲酸改变
PML-RARα的细胞内定位. 通过差示(DD-)PCR 技术, 
Mao 等人EN.CITE分离了种新的与鼠 LY-6 多基因家
族同源的 ATRA 上调基因 RIG-E. 随后, 该课题组联
合 应 用 cDNA 芯 片 、 抑 制 性 减 数 杂 交

(suppression-subtractive hybridization)和 DD-PCR 技
术, 识别 169个受 ATRA调控的基因, 包括 8个新基
因[9]. 其他课题组也发现一些受 ATRA 调控的基因, 
如 JWA等[10]. 最近, Wang等人[11]应用 cDNA阵列分
析了由天然和合成维甲酸(ATRA, RII 和 R9158)处理
的AML细胞系HL60的基因表达谱的变化, 提出维甲
类化合物与细胞分化和毒性的构效关系. 此外, 利用
ATRA 诱导的细胞分化为模型揭示了 cAMP/蛋白激酶
K信号途径[12]、NDRG1 (N-Myc downstream-regulated 
gene 1)[13]和 CD44[14]等在 AML细胞分化中的作用.  

1997 年, Zhou 等人[15]自人类红细胞膜上分离出

一种分子量为 35 kD 的蛋白质, 并在白血病细胞系
K-562 的 cDNA 文库中克隆到该蛋白质的编码基因, 
称为磷脂爬行酶 1(phospholipid scramblase, PLSCR1), 
因为最初的研究显示它催化细胞膜磷脂的双向跨膜

运动. 最近, 我们也发现 ATRA 能显著上调 PLSCR1
在 ATRA 敏感的 APL细胞系 NB4和 HL-60, 但不在
对 ATRA 耐药的 NB4-LR1 细胞中的表达. 同时, 在
ATRA 和佛波酯(PMA)诱导的单核细胞分化中, 也伴
随 PLSCR1 的表达显著升高 ,  然而在二甲基亚砜
(DMSO)、丁酸钠和维生素 D3 诱导的 AML 细胞系
U937细胞分化中, PLSCR1的表达不变或仅有轻微上
调[16]. 据文献报道, ATRA和 PMA可以活化蛋白激酶
(PKC)δ, 而 DMSO和维生素 D3则不能[17]. 我们发现
PKCδ特异性抑制剂 rottlerin 能有效降低 ATRA 和
PMA 诱导的 PLSCR1 的表达, 而外源性表达活性形
式的 PKCδ则可直接上调 PLSCR1的表达[16]. 2000年, 
Zhou等人[18]报告干扰素(IFN)能诱导人纤维肉瘤细胞
系 HT1080高表达 PLSCR1, 并在 18 h到高峰. 但是, 
IFN并不诱导 STAT1(signal transducers and activators 
of transcription-1)缺陷的 HT1080突变细胞系 U3A表
达 PLSCR1. 在此基础上, 我们发现 IFNα通过 PKC-δ
依次活化 JNK 和 STAT1信号通路上调 PLSCR1的表
达[19]. 与此同时, 利用小分子 RNA干预(siRNA)技术
发现, 降低 U937 细胞中 PLSCR1 的表达可以显著抑
制 ATRA/ PMA诱导的 U937白血病细胞分化; 相反, 

在经四环素撤除(Tet-off)诱导表达 PLSCR1 的稳转白
血病细胞系中, PLSCR1 的诱导表达明显诱导细胞发
生 G1 期阻滞, 并诱导细胞分化和增强细胞对于鬼臼
毒素 (etopside)的凋亡敏感性 [20]. 据此 , 我们提出
PLSCR1能够通过引起细胞增殖阻滞、诱导细胞分化
以及增强细胞对化疗药物的凋亡敏感性而发挥其抗

白血病的生物学功能[20]. 有趣的是, 我国学者也在这
些研究工作的基础上发现 Wogonin (一种自中草药黄
芩素根部分离的天然化合物)也通过上调 PLSCR1 的
表达诱导 AML细胞分化[21].  

2  从 As2O3到低氧模拟化合物的研究 
自 1971年以来, 哈尔滨医科大学在临床实践中发

现As2O3能治疗某些类型的白血病, 尤其对APL有效. 
1992 年, 孙鸿德等人报道[22]以 As2O3为主体的癌灵 1
号结合中医辨证治疗 32例 APL病人, 结果 21例达完
全缓解. 尤其重要的是, 经 As2O3诱导缓解的 APL 病
人的 5 年和 10 年生存率分别达 50％和 28.8％. 1996
年, 张鹏等人[23]报告在应用纯氧化砷注射液治疗的 30
例 APL初发和 42例复发病人中, (complete resolution)
率分别达73.3%和52.3%, 有效率分别达90%和64.2%. 
1994 年以来, 上海血液学研究所与哈尔滨医科大学合
作开展 As2O3注射液治疗对 ATRA 和常规化疗药物耐
药的APL复发病人的研究, 获得令人鼓舞的结果[24,25], 
随后世界许多国家的临床研究中心开始相关研究, 几
乎一致证实 As2O3治疗 APL的有效性. 于是, As2O3治

疗 APL 的机制研究成为新的国际血液学和肿瘤学研
究热点. 早在 1996年, 我们就报道 As2O3诱导 APL细
胞凋亡, 并调变APL特异的 PML-RARα蛋白[26]. 随后
对于 As2O3诱导肿瘤细胞凋亡的效应谱和分子机制进

行了比较深入的体外研究, 发现其凋亡诱导效应并不
局限于 APLEN.CITE. 但是, 临床实验显示它似乎并
不在其他AML或实体瘤呈现治疗效果. 有趣的是, 在
应用治疗 APL 过程中, 病人体内的白血病细胞出现分
化[33].这些研究结果提示, 体内分化诱导效应与 As2O3

有效治疗 APL密切相关. 基于体内末梢组织的氧浓度
低于 5%, 而体外培养细胞处于 95%的空气中以及临
床病理研究显示骨髓微血管密度和血清血管内皮生长

因子(VEGF)含量与AML病人的预后密切相关等事实, 
我们假设体内氧浓度可能影响As2O3的诱导分化效应, 
研究在应用低氧模拟化合物包括氯化钴(CoCl2)和去
铁胺(DFO)等可能对 As2O3诱导 APL细胞分化效应的



 

 
 
 

 

  2761 

评 述 

影响. 结果发现, 非毒性剂量的 CoCl2或在 2%~3%的
低氧环境下, 白血病细胞系 NB4和 U937细胞和部分
AML 病人的新鲜白血病细胞出现明显的形态和功能
分化; 同时, CoCl2本身不影响 PML- RARα融合蛋白
在细胞内的分布形式, 也不引起 PML-RARα融合蛋
白的降解或剪切 , 但它可以加速 ATRA 引起的

PML-RARα蛋白的剪切 [34]. 在应用移植转基因小鼠
产生的可移植性 APL 小鼠模型, 间歇性低氧也明显
延长小鼠生存时间 , 并明显抑制白血病细胞在体内
的浸润, 并有效诱导白血病细胞分化[35]. 随后, 采用
了蛋白质组学技术 , 通过二维电泳和质谱技术分离
并鉴定出许多在低氧处理 U937时发生明显变化的蛋
白质[36].  

大量研究表明 , 细胞内氧稳态的分子调控可以
发生在任何水平上, 包括基因转录、蛋白质翻译及翻
译后修饰等. 其中, 低氧诱导因子-1(hypoxia induci-
bel factor-1, HIF-1)发挥重要作用. HIF-1由 α和 β亚
基组成. 其中, HIF-1α是依赖于低氧而存在的转录因
子, 它在维持氧浓度平衡中起着举足轻重的作用. 在
正常氧条件下, 各种组织虽然表达 HIF-1αmRNA, 但
是 HIF-1α蛋白因快速降解而缺失. 已知 HIF-1α存在
一个结合抑癌蛋白 Von Hippel Lindar (VHL)的结构域. 
VHL是一个多蛋白复合体, 具有 E3泛素连接酶活性. 
它与 HIF-1α的结合导致 HIF-1α泛素化, 并被细胞内
的蛋白酶体系统降解. HIF-1α的 564位和 402位脯氨
酸的羟化状态调节 α亚单位与VHL的结合能力, 而涉
及这个羟化反应的酶活性需要氧气、二价铁离子等的

参与. 因此, 在有氧条件下, HIF-1α-4-脯氨酰羟化酶
因 O2的存在而激活, 使 HIF-1α 中的 564 位脯氨酸残
基羟化. VHL 上的 E3 泛素连接酶结合脯氨酸羟化的
HIF-1α, 引发 HIF-1α的降解. 相反, 低氧时, HIF-1α-4- 
脯氨酰羟化酶的活性因为氧的缺少而受到抑制 , 因
此 HIF-1α则不能被羟化, 亦不能被 VHL识别. 于是, 
HIF-1α 聚集并通过其核定位信号转移至细胞核与胞
核内持续表达的HIF-1β(也称ARNT)亚单位结合形成
异二聚体 .  后者与靶基因的低氧反应元件 (HRE, 
5′-RCGTG-3′)结合, 启动某些基因, 如 VEGF, EPO等
的转录活性, 通过增加新生血管形成, 调节葡萄糖代
谢及转移, 降低氧耗量等, 使细胞内、组织内的缺氧状态
得到改善. 迄今为止, 已经发现 100多个基因受到HIF-1
调节. 最近, 我们也在利用蛋白质组学分析技术的基础
上, 发现两个新的 HIF-1 靶基因[37]. 这些基因主要涉及 

血管形成、血管重建、葡萄糖和能量代谢、细胞的增殖

及存活、红细胞生成以及维持内环境离子的稳定性等.  
基于已有报道显示, 促进 HIF-1α蛋白降解的羟

基化酶除了需要氧之外 , 也需要铁离子作为辅因子
的事实 , 我们进一步研究具有低氧模拟效应的铁离
子螯合剂——去铁胺(desferrioxamine, DFO)的潜在效
应, 发现非毒性浓度的 DFO 的确在稳定 HIF-1α蛋白
的同时, 促进 AML 细胞 NB4 和 U937 向粒系分化
EN.CITE, 而钒酸盐抑制 DFO 诱导的 HIF-1α蛋白稳
定和 PI3 激酶抑制剂抑制 HIF-1α的表达则明显阻止
DFO诱导的 AML细胞分化[39]. 利用 Tet-off系统, 建
立诱导表达 HIF-1α的白血病细胞系 U937HIF-1α. 结果
显示, 在 U937HIF-1α细胞中诱导表达 HIF-1α本身就可
以显著地诱导细胞分化, 并抑制其增殖. 利用 siRNA
技术特异性地抑制 HIF-1α在 U937 或 U937HIF-1α细胞

中的表达则明显阻断低氧及其模拟化合物或诱导表

达 HIF-1α诱导的细胞分化效应[40].  
我们先前的工作显示 ,  低氧并不诱导 M2 型

AML细胞系 Kasumi-1细胞的分化[38]. 该细胞存在特
异的染色体易位 t ( 8 ; 2 1 )和表达异常融合蛋白
AML1-ETO[41~43]. 在随后的研究工作中, 我们建立一
种可诱导表达 AML1-ETO的细胞系 U937-A/E, 发现
AML1-ETO 抑制低氧和 DFO, CoCl2诱导 AML 细胞
分化, 但 AML1-ETO 也加强 HIF-1α mRNA 的转录. 
同时, 利用 siRNA 技术特异性地抑制 HIF-1β的表达
并不影响低氧和 HIF-1α诱导的白血病细胞分化, 提
示 HIF-1α以其转录非依赖的方式触发白血病细胞分
化[37]. 基于这些结果, 我们从 AML1-ETO 调控的蛋
白质[44]出发, 挖掘 HIF-1α诱导白血病细胞分化的下
游分子. 结果显示, HIF-1α触发 AML 细胞分化不是
通过它的既往已知的功能(即作为转录因子), 而是通
过与两个造血相关转录因子 C/EBPα和 RUNX1 直接
相互作用实现的 . 这样一方面有效增加 C/EBPα和
RUNX1的转录活性, 诱导AML细胞分化. 另一方面, 
C/EBPα和 RUNX1 有效抑制 HIF-1 的转录活性和
HIF-1 靶基因的表达[45,46]. 非常有趣的是, CoCl2 和 
DFO 明显加强 As2O3 对 APL 细胞的诱导分化效应, 
并加速 As2O3 诱导 PML/RARα蛋白的降解及增强
CoCl2和 DFO 对 HIF-1α蛋白的累积[47], 而经典的分
化诱导药物 ATRA 能够快速稳定 HIF-1α蛋白, 并在
ATRA 诱导的 AML 细胞分化中发挥作用[48]. 基于以 
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上发现 , 我们提出以“HIF-1α-C/EBPα/RUNX1”为主
轴的白血病细胞分化信号途径[49,50]. 最近, 以该信号
途径为基础, Kim 博士课题组发现一种化合物 Tiron,    
4,5-dihydroxy-1,3-benzene disulfonic acid 能够通过上调 
HIF-1α蛋白, 并活化 C/EBPα诱导 AML细胞分化[51].  

3  基于小分子化合物的细胞凋亡研究 

细胞凋亡是多细胞生物消除有害细胞的重要生

理机制. 在过去 20年中, 有关细胞凋亡的发生、发展
及其分子调控机制的研究已经取得了十分瞩目的进

展. 细胞凋亡的异常在许多疾病如肿瘤、神经退行性
疾病、自身免疫性疾病等的发病学上具有重要作用. 
如肿瘤发生过程中 , 往往伴随肿瘤细胞对来自机体
免疫系统及细胞内凋亡调控机制的抵抗. 相应地, 凋
亡诱导药物已经成为肿瘤治疗的重要途径之一.  

喜树碱是一种从喜树(Camptotheca acuminata)中
分离出来的生物碱 , 属于一种针对细胞核内拓扑异
构酶 I (Top I)抑制剂. 作为一种新型的抗癌药物, 喜
树碱具有广阔的发展前景 , 并且已经深入到治疗及
发展中的化疗等诸多领域的前沿 , 尤其是两种水溶
性喜树碱衍生物已经被美国食品药品管理局批准应

用于临床 . 它们分别是用于卵巢癌或小细胞肺癌二
线治疗的 topotecan 和用于治疗对 5-氟尿嘧啶耐受的
结直肠癌, 或在首次治疗中结合 5-氟尿嘧啶治疗转
移性结直肠癌的 irinotecan. 在过去几年中, 我们发
现一种新型喜树碱衍生物 NSC606985 在纳摩尔浓度
下即可以时间-剂量依赖方式抑制 NB4细胞生长和通
过凋亡方式诱导细胞死亡[52]: (ⅰ) NSC606985 处理
的 NB4细胞在形态学上呈现凋亡细胞的特征性变化, 
如染色体凝聚、细胞核破裂而无细胞膜破损等; (ⅱ) 
流式细胞仪分析核 DNA 含量分布显示, NSC606985
诱导后, 因核 DNA 的降解及泄漏, 亚倍体细胞(也称
为亚 G 1 细胞 )呈时间和浓度依赖性增长 ;  (ⅲ ) 
NSC606985 处理的 NB4 细胞在琼脂糖电泳中呈现凋
亡特异性的梯状 DNA; (ⅳ) Annexin V/PI双染色的流
式细胞仪分析显示 25 nmol/L NSC606985 处理 12 h
即呈现 annexin-V+/PI−细胞, 随后出现 annexin-V+/PI+ 

细胞增加. 有趣的是, 该化合物也以时间-浓度依赖
的方式抑制 U937 和 K562 细胞的生长. 然而, 在
K562细胞中, 即使高浓度的 NSC606985(200 nmol/L)
在抑制细胞增殖的同时也没有出现显著的细胞凋亡. 

值得注意的是, 6.25 nmol/L NSC606985已经足以对
K562 细胞产生强烈的增殖抑制效应. 然而, 在 U937
细胞中, 纳摩尔浓度的 NSC606985 也能有效诱导凋
亡, 尽管 U937细胞对于 NSC606985诱导的凋亡敏感
程度不及 NB4 细胞[52]. 随后, 我们进一步利用白血
病小鼠模型证实 NSC606985的潜在临床价值[53]. Tan
等人[54]发现 NSC606985 也可诱导前列腺癌细胞系
DU-145, LNCaP and PC-3 等发生凋亡, 而该化合物
与化疗药物 cisplatin 协同诱导卵巢癌细胞凋亡的效
应也被报道[55]. 在上述工作的基础上, 本课题组在进
一步揭示 NSC606985 破坏线粒体跨膜电位(Δψ)和活化
caspase-3之前, 快速诱导AML细胞中 PKCδ蛋白裂解
为具有持续活化的激酶活性 41 kD 的催化片段 . 
PKCδ特异抑制剂 rottlerin预处理或 PKCδ显性负突变
体的转染表达显著抑制 NSC606985 诱导Δψ崩塌和
caspase-3 的活化, 并完全阻断细胞凋亡, 表明 PKCδ
活化在 NSC606985 诱导的细胞凋亡中的始动效应[52]. 
为了阐明NSC606985诱导 PKCδ剪切活化的分子机制, 
本课题组试图通过二维荧光差异凝胶电泳(two-dimen 
sional fluorescence difference gel electrophoresis, 2D- 
DIGE)为基础的定量蛋白质组学的策略结合基质辅
助的激光解析/离子飞行时间串联质谱(MALDI-TOF- 
TOF)技术, 分析 NSC606985处理的 U937细胞系, 鉴
定在 PKCδ 活化之前的蛋白质表达谱的改变, 寻找
NSC606985诱导细胞凋亡早期影响 PKCδ剪切活化的
分子, 结果发现了 33 个在该过程中调变的蛋白质. 
其中 ,  NDRG1 蛋白在早期显著下调 .  有趣的是 , 
NDRG1 蛋白不仅在 NSC606985 处理早期显著下调, 
而且其他化疗药物如 doxorubicin, topotecan 和 irino- 
ticon也在活化 PKCδ和 caspase-3之前引起 NDRG1蛋
白的下调, 主要表现为NDRG1蛋白质降解的增加. 利
用 t e t - o f f 系统诱导表达 N D R G 1 能显著延迟
NSC606985 诱导的 PKCδ的活化和抑制细胞凋亡; 而
用 siRNA技术沉默 NDRG1, 能显著促进 PKCδ的活化
和促进凋亡, 提示 NDRG1 在白血病细胞凋亡过程中
可能起到抗凋亡的作用并参与了 PKCδ的剪切活化[56]. 
与此同时, 我们也以 NSC606985 分子为探针, 开展细
胞凋亡相关的动态亚细胞蛋白质组学研究 , 在细胞
核、线粒体、内质网及细胞浆中分别发现 96, 38, 38
和 41个差异蛋白点, 包括 90种独立的蛋白质. 这些蛋
白根据其功能大致可分为代谢, DNA损伤修复和染色
体装配, 转录和 mRNA 加工合成、修饰及蛋白降解,  
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细胞骨架及膜转运, 氧化应激, 信号转导及其他等 8 大
类[57]. 比如, 在细胞凋亡过程中, β-actin 被磷酸化 [58], 
而二氢叶酸还原酶(dihydrofolate reductase, DHFR)发
生核易位, 并且不依赖细胞类型. 但是, 与由内质网
应激等引起的相比, 该现象在由 DNA 损伤引起的细
胞凋亡中明显. 研究人员进一步发现氨 methotrexate 
几乎完全抑制 DHFR 的核易位, 但不影响细胞凋亡
过程[59]. 此外, 我们也以 NSC606985 和其他凋亡诱
导剂诱导 AML 细胞凋亡为模型, 发现造血转录因子
PU.1[60]和白血病相关蛋白 AML1-ETO 是细胞凋亡重
要的凋亡诱导蛋白 caspase-3 的直接底物[61], 并通过
定点诱变的方法识别出其作用位点 . 此外 , AML1- 
ETO 的表达可以显著增强白血病细胞对紫外线、新
型喜树碱衍生物 NSC606985 和激活型 Fas 抗体等细
胞内源性和外源性凋亡途径的诱导剂的敏感性 , 并
分别在转录和转录后水平上调凋亡相关基因 Bak 和
Fas受体[62].  

4  结语 
过去的实践表明 , 白血病细胞是推动人们对于

生命活动和肿瘤发病机制研究的重要工具. 实际上, 

许多进展包括致瘤病毒、肿瘤遗传学改变、诱导分化

治疗、靶向治疗等等都源自于对白血病的研究. 另一
方面, 与遗传学和功能基因组学方法形成互补, 基于
小分子活性化合物的化学生物学技术已经成为研究

重要细胞生命活动规律的有效工具 , 为功能基因组
和创新药物研究提供了一条新的思路、策略和方法. 
在过去 20 年中, 我国许多化学家从一些药用植物中
分离了许多化合物[63,64]. 其中, 拥有不少影响细胞生
命活动的小分子化合物 . 例如 , 从草药中分离的
Oridonin 能够破坏 AML1-ETO 融合蛋白 , 呈现抗
t(8;21)白血病效应EN.CITE. 与此同时, 我国在白血
病治疗学上已经取得一定国际地位 , 并在某些方面
得到国际同行的高度重视. 但是, 我们应该承认, 无
论在研究深度还是在原创性基础理论研究方面都存

在不少差距. 因此, 我们应该加强合作, 充分利用我
国拥有的庞大的天然产物资源 , 主动联合各学科尤
其是化学、蛋白质组学、功能基因组学、药物学和血

液病学等的基础和临床研究力量 , 广泛而深入地开
展针对白血病的化学生物学研究 , 为真正建立具有
国际引领地位的白血病研究理论体系和开发新型的

白血病靶向治疗药物作出贡献. 
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