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印苦楝内酯诱导急性早幼粒细胞白血病细胞凋亡

及其机制研究
谭静  杨梦楠  李晴  戴克胜*  闫荣*

(苏州大学附属第一医院血液科, 江苏省血液研究所, 国家血液系统疾病临床医学研究中心, 
国家卫生健康委员会血栓与止血重点实验室, 苏州 215006)

摘要      该研究旨在探讨印苦楝内酯对急性早幼粒细胞白血病细胞的作用及其机制。通过CTD、

TargetNet、SwissTargetPredict及PharmMapper数据库挖掘印苦楝内酯作用靶点 ; 从GeneCards、MalaC-
ards及Open Targets数据库获取急性早幼粒细胞白血病相关靶点。筛选二者的交集靶点并对交集靶点

进行KEGG通路富集分析。基于交集靶点构建蛋白互作网络并进行拓扑分析 , 以筛选核心靶点。构

建药物–疾病–靶点–通路调控网络。用不同浓度的印苦楝内酯处理NB4细胞, CCK-8法检测细胞活力; 
流式细胞术检测细胞周期分布情况、凋亡率及线粒体膜电位水平 ; Western blot检测细胞凋亡相关蛋

白及PI3K-Akt信号通路相关蛋白的表达水平。同时 , 评估印苦楝内酯对健康人外周血单个核细胞凋

亡的影响。在回复实验中, NB4细胞经Akt激活剂SC79预处理后, 与印苦楝内酯共孵育, 流式细胞术检

测细胞凋亡率与线粒体膜电位水平; Western blot检测凋亡相关蛋白表达水平。共获得225个急性早幼

粒细胞白血病与印苦楝内酯的交集靶点; KEGG富集分析显示, 交集靶点显著富集于细胞凋亡、PI3K-
Akt信号通路; 蛋白互作网络分析筛选出Caspase-3、Bcl-2和PARP1等32个核心靶点。印苦楝内酯抑制

NB4细胞增殖并诱导其周期阻滞在G2/M期。随着印苦楝内酯浓度增加 , NB4细胞凋亡率升高并伴随

线粒体膜电位水平下降。经印苦楝内酯处理后, NB4细胞中Cleaved Caspase-3及Cleaved PARP1蛋白表

达水平上调, Caspase-3、PARP1及Bcl-2蛋白表达水平下调, Bax蛋白表达水平无明显变化。但是, 在相

同浓度处理下 , 印苦楝内酯不引起健康人外周血单个核细胞凋亡率增加。印苦楝内酯处理使NB4细
胞中Akt(Ser473)磷酸化蛋白表达水平下调。Akt激活剂SC79可显著抑制印苦楝内酯诱导的NB4细胞

凋亡率升高、线粒体膜电位水平下降以及凋亡相关蛋白变化。总之 , 印苦楝内酯通过线粒体途径诱

导急性早幼粒细胞白血病细胞NB4凋亡, 其机制与抑制PI3K-Akt信号通路有关。
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Abstract       This study aims to investigate the effects of nimbolide on acute promyelocytic leukemia cells and to 
elucidate the underlying mechanisms. Nimbolide-associated targets were identified through the CTD, TargetNet, SwissTarget-
Predict, and PharmMapper databases, and acute promyelocytic leukemia-related targets were obtained from the GeneCards, 
MalaCards, and Open Targets databases. The overlapping targets of the two sets were identified and subjected to KEGG 
pathway enrichment analysis. A protein-protein interaction network was then constructed based on the overlapping targets, 
followed by topological analysis to identify core targets. A drug-disease-target-pathway regulatory network was constructed. 
NB4 cells were treated with different concentrations of nimbolide. Cell viability was determined using the CCK-8 assay. Flow 
cytometry was used to analyze cell cycle distribution, apoptosis rate, and mitochondrial membrane potential. The expression 
levels of apoptosis-related proteins and PI3K-Akt signaling pathway-associated proteins were detected by Western blot. In ad-
dition, apoptosis of peripheral blood mononuclear cells from healthy donors was assessed following nimbolide treatment. In 
rescue experiments, NB4 cells were pretreated with the Akt activator SC79 and then co-incubated with nimbolide, followed by 
analysis of apoptosis rate, mitochondrial membrane potential, and apoptosis-related protein expression. A total of 225 overlap-
ping targets between acute promyelocytic leukemia and nimbolide were identified. KEGG enrichment analysis showed that 
the overlapping targets were significantly enriched in apoptosis and the PI3K-Akt signaling pathway. Protein-protein interac-
tion network analysis identified 32 core targets, including Caspase-3, Bcl-2, and PARP1. Nimbolide inhibited the proliferation 
of NB4 cells and induced cell cycle arrest at the G2/M phase. With increasing concentrations of nimbolide, apoptosis rate in 
NB4 cells increased in a dose-dependent manner, accompanied by a decrease in mitochondrial membrane potential. Nimbo-
lide treatment increased the expression levels of Cleaved Caspase-3 and Cleaved PARP1, along with decreasing the expression 
levels of Caspase-3, PARP1 and Bcl-2 in NB4 cells, whereas Bax showed no significant change. However, under the same 
concentration, nimbolide treatment did not increase the apoptosis rate of peripheral blood mononuclear cells from healthy do-
nors. Nimbolide treatment decreased the phosphorylation level of Akt (Ser473) in NB4 cells. The Akt activator SC79 signifi-
cantly attenuated nimbolide-induced increase in apoptosis rate, decrease in mitochondrial membrane potential, and changes in 
apoptosis-related protein expression in NB4 cells. In conclusion, nimbolide induces apoptosis in acute promyelocytic leukemia 
cell line NB4 via the mitochondrial pathway, and this effect is associated with inhibition of the PI3K-Akt signaling pathway.

Keywords       nimbolide; acute promyelocytic leukemia; apoptosis; PI3K-Akt

急性早幼粒细胞白血病 (acute promyelocytic leu-
kemia, APL)是一种以早幼粒细胞分化受阻为主要特

征的急性髓系白血病亚型, 在初诊急性髓系白血病中, 
APL所占比例为10%~15%, APL患者的临床表现通常

包括白细胞数目异常、血小板减少及凝血功能障碍 , 
严重者会出现早期死亡 , 以全反式维甲酸联合砷剂为

基础的标准治疗方案显著提高了患者的缓解率[1]。尽

管标准治疗已取得突破性进展 , 但临床上仍面临治疗

相关毒性、耐药复发等挑战[2-3]。近年来研究显示, 在
APL中 , 全反式维甲酸联合表观遗传调节剂或天然产

物 , 可通过多通路协同作用发挥抗白血病效应 , 在改

善患者治疗结局方面具有一定潜力 [4-5]。印苦楝内酯

(nimbolide)是从印度楝树中分离出来的一种天然三

萜类化合物, 因其广泛的药理活性备受关注, 其中, 最
主要的是抗癌活性 [6]。目前研究表明 , 印苦楝内酯对

乳腺癌 [7]、肝癌 [8]、前列腺癌 [9]等多种实体肿瘤具有

抑制作用 , 其主要通过调节肿瘤细胞增殖、凋亡和转

移等过程发挥抗肿瘤效应 [10-11]。然而 , 印苦楝内酯对

APL的具体作用目前尚未被研究 , 因此 , 本研究聚焦

于其对APL细胞的影响及其作用机制的探讨。

1   材料与方法
1.1   试剂与仪器  

印苦楝内酯 (货号 : 25990-37-8, 纯度 : 99.79%)、
四甲基罗丹明乙酯 (tetramethylrhodamine ethyl ester, 
TMRE)(货号 : HY-D0985A)购自美国MedChemEx-
press公司 ; 人全血单个核细胞分离液 (货号 : P9011)
购自北京索莱宝科技有限公司 ; CCK-8检测试剂 (货
号 : K1018)购自美国APExBIO公司 ; 细胞周期检测

试剂盒 (货号 : C1052)购自上海碧云天生物技术有

限公司 ; Annexin V-FITC与PI细胞凋亡检测试剂盒

(货号 : 640914)购自美国BioLegend公司 ; SC79(货
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号: 305834-79-1)购自美国Sigma-Aldrich公司; Bcl-2、
Caspase-3、Cleaved Caspase-3、PARP1、Bax、Akt、
p-Akt(Ser473)、β-actin(货号 : 3498、9662、9664、
9532、5023、9272、4060、4970)抗体均购自美国

Cell Signaling Technology公司 ; 37 ℃恒温细胞培养

箱购自日本SANYO公司; 酶标仪购自美国Bio-Tek公
司; 流式细胞仪购自美国Beckman Coulter公司。

1.2   网络药理学分析

从PubChem数据库(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.
gov/)获取印苦楝内酯的化学结构 , 从比较毒物基因

组学数据库 (Comparative Toxicogenomics Database, 
CTD)(http://ctdbase.org)中获取印苦楝内酯的作用靶

点, 基于其化学结构在TargetNet(http://targetnet.scbdd.
com/calcnet/index)、SwissTargetPredict(http://www.
swisstargetprediction.ch)、PharmMapper(https://www.
lilab-ecust.cn/pharmmapper)数据库中进行靶点预测 , 
并将各数据库获得的靶点汇总并去重 , 从而得到印

苦楝内酯的作用靶点。APL靶点从GeneCards(https://
www.genecards.org)、MalaCards(https://www.malac-
ards.org)、Open Targets(https://platform.opentargets.
org)数据库获取 , 将得到的靶点汇总并去重 , 作为

APL相关靶点。所有数据库中筛选的印苦楝内酯作

用靶点和APL相关靶点均限定为“Homo sapiens”。使

用R语言对印苦楝内酯作用靶点与APL相关靶点取

交集 , 对交集靶点进行京都基因与基因组百科全书

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG)通
路富集分析。设置最低互作置信度为0.4, 使用R语言

对交集靶点进行蛋白–蛋白相互作用 (protein⁃protein 
interaction, PPI)网络分析, 分析结果导入Cytoscape软
件, 使用cytoHubba插件计算网络拓扑学参数, 包括度

值、介数中心性和最大团中心性 , 依据度值绘制PPI
网络图。基于 3种网络拓扑学参数分别对印苦楝内

酯与APL的交集靶点进行优先级排序 , 各自取排名

前50的靶点 , 取交集作为最终核心靶点并绘制韦恩

图, 使用R语言进行核心靶点PPI网络分析, 将分析结

果导入Cytoscape软件, 绘制核心靶点PPI网络图。基

于核心靶点以及筛选出的最显著的前30条通路 , 使
用Cytoscape软件绘制药物–疾病–靶点–通路网络图。

1.3   细胞培养

APL细胞系NB4为本实验室保存 , 在含10%胎牛

血清的RPMI-1640培养基中, 于37 ℃、5% CO2的恒温

培养箱中培养。

1.4  提取外周血单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cell, PBMC)

采集健康成年人肘正中静脉血于EDTA抗凝管

中, 在无菌15 mL离心管中加入5 mL人全血单个核细

胞分离液 , 使用巴氏德吸管在分离液液面上方沿管

壁加入5 mL抗凝全血, 800 ×g室温下离心25 min, 吸
取白膜层到新的无菌15 mL离心管中 , 加入PBS洗涤

细胞2次后 , 使用人外周血单个核细胞完全培养基重

悬细胞备用。该研究已通过苏州大学附属第一医院

伦理委员会批准(批准号: 2024462), 并获得所有献血

者的知情同意。

1.5   CCK-8法检测细胞增殖情况

取对数生长期的NB4细胞 , 调整细胞浓度至

1.5×105/mL, 向 96孔板每孔中加入 100 μL细胞悬

液。随后每孔加入100 μL培养基梯度稀释的印苦

楝内酯 , 使其终浓度为 0、0.15、0.3、0.6、0.9、
1.2、1.5、1.8 μmol/L, 每孔给药体系的终体积为

200 μL。同时 , 设置不加细胞的空白对照组 , 每孔

加入200 μL培养基。上述所有组别均设置5个复孔。

将细胞置于37 ℃、5% CO2培养箱中培养24、48 h。
每孔加入20 μL CCK-8溶液, 置于37 ℃、5% CO2培

养箱中孵育 4 h, 使用酶标仪检测 450 nm波长下的

吸光度(D)值。相对细胞活力(relative cell viability, 
RCV)的计算公式 : RCV＝ [(D实验孔–D空白孔)/(D对照孔–
D空白孔)]×100%。

1.6   流式细胞术检测细胞周期分布

取对数生长期的NB4细胞 , 调整细胞浓度至

3×105/mL, 向6孔板每孔中加入2 mL细胞悬液, 并分别

加入不同浓度(0、0.3、0.6、0.9 μmol/L)的印苦楝内酯, 
在37 ℃、5% CO2培养箱中培养48 h。收集细胞 , 并
在4 ℃条件下, 500 ×g离心5 min, 弃去上清, 使用预冷

PBS洗涤细胞2次, 加入300 μL预冷PBS重悬细胞, 并缓

慢滴加700 μL预冷无水乙醇 , 混匀后于4 ℃冰箱固定

过夜。次日, 在室温条件下, 将固定好的细胞500 ×g离
心5 min, 弃去上清 , 使用PBS洗涤细胞2次 , 每份样品

中加入500 μL PI染色液重悬细胞, 在37 ℃下避光孵育

30 min。利用流式细胞仪检测细胞周期分布情况 , 并
使用ModFit LT 5.0软件分析实验结果。

1.7   流式细胞术检测细胞凋亡情况

取对数生长期NB4细胞或新鲜分离的PBMC, 调
整细胞浓度至3×105/mL, 随后向6孔板的每个孔中加

入2 mL细胞悬液, 并分别加入不同浓度(0、0.3、0.6、
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0.9 μmol/L)的印苦楝内酯。在回复实验中, 预先使用

Akt激活剂SC79(10 μmol/L)处理NB4细胞1 h, 随后加

入印苦楝内酯 (0.9 μmol/L)。将细胞置于37 ℃、5% 
CO2培养箱中培养48 h。收集细胞, 并在4 ℃条件下, 
500 ×g离心5 min, 弃上清 , 使用预冷PBS洗涤细胞2
次, 以50 μL Annexin V结合缓冲液重悬细胞, 接着加

入2.5 μL Annexin V-FITC及2.5 μL PI, 于室温下避光

孵育15 min后 , 加入350 μL Annexin V结合缓冲液终

止反应。利用流式细胞仪检测细胞凋亡情况 , 并使

用FlowJo 10.8.1软件分析实验结果。

1.8   TMRE检测细胞线粒体膜电位(mitochondrial 
membrane potential, MMP)水平

NB4细胞处理条件与凋亡实验相同。收集细胞 , 
并在4 ℃条件下 , 500 ×g离心5 min, 弃上清 , 使用预

冷PBS洗涤细胞2次 , 随后将细胞重悬于1 mL无血清

RPMI-1640稀释的TMRE染液(5 μmol/L)中 , 室温孵育

30 min, 孵育结束后在室温下500 ×g离心5 min, 弃上

清, 并使用PBS洗涤细胞2次, 加入400 μL无血清RPMI-
1640重悬细胞。利用流式细胞术检测细胞TMRE荧光

信号, 并使用FlowJo 10.8.1软件分析实验结果。

1.9   Western blot检测蛋白表达水平

NB4细胞处理条件与凋亡实验一致。收集细胞,  
并在4 ℃条件下 , 500 ×g离心5 min, 弃上清 , 使用预

冷的PBS洗涤细胞2次 , 加入适量RIPA裂解液充分裂

解细胞, 冰上裂解30 min后, 在4 ℃条件下, 12 000 ×g
离心10 min, 离心结束后取上清, 采用Bradford法测定

上清液中蛋白浓度。取等量蛋白进行SDS-PAGE电
泳 , 并将蛋白转移至PVDF膜 , 5%脱脂牛奶室温封闭

1 h后, 加入相应一抗溶液(1000 1׃), 于4 ℃孵育过夜。

次日吸除一抗 , 使用1× TBST溶液洗涤PVDF膜5次 , 
每次10 min; 随后加入HRP标记的二抗溶液(1000 2׃)
室温孵育1 h, 吸除二抗后再使用1× TBST溶液洗涤

PVDF膜5次, 每次10 min。最后使用ECL化学发光试

剂处理PVDF膜 , 在暗室环境下曝光。使用 ImageJ软
件对蛋白条带进行灰度值分析 , 结合内参蛋白进行

标准化处理, 计算目标蛋白的相对表达量。

1.10   统计学分析

使用GraphPad Prism 10.0软件进行统计学分析 , 
计量资料以均数±标准差(x

_
±s)呈现。多组数据的比较

采用单因素(单变量)或双因素(多变量)方差分析。药

物浓度与其生物学效应之间的相关性分析采用皮尔

逊分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   印苦楝内酯干预APL的网络药理学分析

在对APL相关靶点与印苦楝内酯作用靶点取交集

后 , 对交集靶点进行KEGG通路富集分析和PPI网络分

析 , 并进一步通过PPI网络分析筛选核心靶点(图1和图

2)。具体而言, 从公共数据库中共获得2 619个APL相关

靶点和445个印苦楝内酯作用靶点 , 两者取交集后得到

225个交集靶点(图1A)。KEGG富集分析结果表明 , 交
集靶点富集于285条通路 , 选取P值最显著的前30条通

路绘制气泡图(图1B), 其中细胞凋亡、PI3K-Akt信号通

路显著富集。基于交集靶点的PPI分析结果 , 进一步计

算网络拓扑学参数 , 包括度值、介数中心性和最大团

中心性。依据度值构建可视化PPI网络图(图2), 该网络

去除游离节点后得到219个节点(蛋白)和4 506条边(蛋
白间相互作用 )。分别依据度值、介数中心性和最大

团中心性选择排名前50的靶点 , 三者取交集后共得到

32个核心靶点(图1C), 其中包括半胱天冬酶-3(cysteine-
dependent aspartate-specific protease-3, Caspase-3)、B细胞

淋巴瘤-2(B-cell lymphoma 2, Bcl-2)及多聚ADP核糖聚合

酶1[poly (ADP-ribose) polymerase 1, PARP1]等与细胞凋

亡密切相关的分子。核心靶点PPI网络分析显示 , 该网

络包括32个节点(蛋白)和489条边(蛋白间相互作用)(图
1D)。KEGG富集分析筛选出的P值最显著的前30条信

号通路共涉及31个核心靶点, 在此基础上构建药物–疾
病–靶点–通路网络图(图3), 该网络图直观显示了印苦

楝内酯可作用于多个与APL相关的关键靶点 , 协同调

控多条通路来干预APL。基于此, 本研究下一步开展相

关实验探讨印苦楝内酯对APL细胞系NB4的具体作用。

2.2   印苦楝内酯对NB4细胞增殖的影响

为了研究印苦楝内酯对NB4细胞增殖的影响 , 设
置不同浓度 (0、0.15、0.3、0.6、0.9、1.2、1.5、1.8 
μmol/L)的印苦楝内酯处理NB4细胞 , 并分别在24 h和
48 h检测细胞活力。结果如图4所示 , 与0 μmol/L组相

比, 随着印苦楝内酯浓度增加, 细胞活力逐渐降低, 并
且这种效应呈显著的浓度依赖性(24 h r=–0.979 5, 48 h 
r=–0.949 7, P<0.001)。在48 h时, 印苦楝内酯对NB4细
胞的IC50值为0.596 2 μmol/L。因此, 后续实验选用0.3、
0.6、0.9 μmol/L作为给药浓度。

2.3   印苦楝内酯对NB4细胞周期分布的影响

为了探究印苦楝内酯对NB4细胞周期分布的影

响, 使用不同浓度(0、0.3、0.6、0.9 μmol/L)的印苦楝内

酯处理NB4细胞48 h, 并检测细胞周期分布情况。结果
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A: 交集靶点韦恩图; B: KEGG富集分析(P值最显著的前30条通路; 红色框突出显示细胞凋亡和PI3K-Akt信号通路显著富集); C: 核心靶点韦恩

图; D: 核心靶点PPI网络图(节点代表蛋白, 依据度值绘制而成, 节点越大, 颜色越深, 表示该靶点互作蛋白数目越多; 边代表蛋白间相互作用, 边越粗, 
表示蛋白之间相互作用越强)。
A: Venn diagram of overlapping targets; B: KEGG pathway enrichment analysis (the top 30 pathways ranked by P-value; the red boxes highlight that the 
apoptosis and the PI3K-Akt signaling pathway are significantly enriched); C: Venn diagram of core targets; D: PPI network of the core targets (nodes repre-
sent proteins, which are scaled and colored based on degree values, with larger and darker nodes indicating a greater number of interacting proteins; edges 
represent protein-protein interactions, and thicker edges indicate stronger interactions between proteins).

图1   交集靶点、核心靶点筛选及分析

Fig.1   Identification and analysis of overlapping targets and core targets

如图5所示, 与0 μmol/L组相比, 在0.6、0.9 μmol/L印苦

楝内酯处理下 , G0/G1期细胞的比例显著降低(P<0.01), 
G2/M期细胞的比例显著升高(P<0.001); 在0.9 μmol/L时, 
S期细胞的比例亦显著下降 (P<0.05)。上述结果表明 , 
印苦楝内酯诱导NB4细胞周期阻滞于G2/M期。

2.4   印苦楝内酯对NB4细胞凋亡的影响

为进一步研究印苦楝内酯对NB4细胞凋亡的影

响 , 使用不同浓度 (0、0.3、0.6、0.9 μmol/L)印苦楝

内酯处理NB4细胞48 h, 收集细胞并使用流式细胞术

检测凋亡细胞情况。结果如图6所示 , 经印苦楝内酯

处理后 , NB4细胞凋亡率显著升高(P<0.001), 且这种

促凋亡作用呈显著的浓度依赖性(r=0.947 3)。
2.5   印苦楝内酯对NB4细胞线粒体膜电位的影响

为探究印苦楝内酯对NB4细胞线粒体膜电位

的影响 , 采用不同浓度 (0、0.3、0.6、0.9 μmol/L)印
苦楝内酯处理细胞 48 h, 收集细胞并进行TMRE染
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节点代表蛋白, 依据度值绘制而成, 节点越大, 颜色越深, 表示该靶点互作蛋白数目越多; 边代表蛋白间相互作用, 边越粗, 表示蛋白之间相互作用越强。

Nodes represent proteins, which are scaled and colored based on degree values, with larger and darker nodes indicating a greater number of interacting 
proteins; edges represent protein-protein interactions, and thicker edges indicate stronger interactions between proteins.

图2   交集靶点PPI网络图

Fig.2   PPI network of the overlapping targets 

色 , 通过流式细胞仪检测荧光信号 , 以分析细胞内线

粒体膜电位水平。结果如图 7显示 , 随着印苦楝内

酯浓度的增加 , 线粒体膜电位去极化细胞比例增加

(P<0.001), 且呈浓度依赖性 (r=0.948 0), 表明经印苦

楝内酯处理后, NB4细胞线粒体膜电位水平下降。

2.6   印苦楝内酯对NB4细胞凋亡相关蛋白表达水

平的影响

为进一步明确印苦楝内酯诱导NB4细胞凋亡

的作用 , 使用不同浓度 (0、0.3、0.6、0.9 μmol/L)
的印苦楝内酯处理NB4细胞48 h, 检测细胞凋亡相

关蛋白的表达水平。结果显示 , 经印苦楝内酯处理

后 , 细胞中Cleaved Caspase-3(r=0.905 0)及Cleaved 
PARP1(r=0.919 9)蛋白表达水平上调(P<0.05)(图8A~
图8C), Caspase-3(r=–0.988 1)、PARP1(r=–0.982 7)及
Bcl-2(r=–0.988 7)蛋白表达水平下调(P<0.05)(图8A、

图8D~图8F), Bax蛋白表达水平没有显著变化 (图8A
和图8G)。
2.7   印苦楝内酯对健康人PBMC凋亡的影响

为研究印苦楝内酯对正常细胞凋亡的影响 , 使
用不同浓度 (0、0.3、0.6、0.9 μmol/L)的印苦楝内酯

处理健康人PBMC 48 h, 收集细胞并通过流式细胞术

检测细胞凋亡情况。如图9所示, 与0 μmol/L组相比, 
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0.3、0.6、0.9 μmol/L的印苦楝内酯处理均不会使健

康人PBMC凋亡率显著增加。

2.8   印苦楝内酯对NB4细胞内PI3K-Akt信号通路

的影响

网络药理学分析结果提示 , PI3K-Akt信号通路在

印苦楝内酯干预APL过程中具有显著意义。为研究印

苦楝内酯是否影响NB4细胞内PI3K-Akt信号通路 , 使

用不同浓度印苦楝内酯(0、0.3、0.6、0.9 μmol/L)处理

NB4细胞48 h, 检测不同处理组细胞中Akt(Ser473)磷酸

化蛋白表达水平。结果显示, 与0 μmol/L组相比, 随着

印苦楝内酯浓度升高 , NB4细胞中Akt(Ser473)磷酸化

蛋白表达水平呈浓度依赖性下降(P<0.01, r=–0.994 5)
(图10A和图10B), 而总的Akt蛋白表达水平无明显变化

(图10A和图10C)。
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用不同浓度(0、0.15、0.3、0.6、0.9、1.2、1.5、1.8 μmol/L)印苦楝内酯处理NB4细胞24 h和48 h后的相对细胞活力。n=3, 数据以均数±标准差表示。

采用双因素方差分析评估差异显著性。***P<0.001, 与0 μmol/L组相比; ns: 无显著性差异。

Relative cell viability of NB4 cells following treatment with different concentrations (0, 0.15, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5, 1.8 μmol/L) of nimbolide for 24 h and 48 h. n=3, 
data are presented as x

_
±s. Statistical significance was evaluated using Two-Way ANOVA. ***P<0.001 compared with the 0 μmol/L group; ns: no significance.

图4   印苦楝内酯抑制NB4细胞增殖

Fig.4   Nimbolide inhibits the proliferation of NB4 cells

绿色节点代表通路, 橙色节点代表核心靶点; 节点越大, 表示其在该网络中越重要。

Green nodes represent pathways, orange nodes represent core targets; larger nodes indicate greater importance in the network.
图3   药物–疾病–靶点–通路网络

Fig.3   Drug-disease-target-pathway network
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用不同浓度(0、0.3、0.6、0.9 μmol/L)印苦楝内酯处理NB4细胞48 h。A: NB4细胞凋亡的代表性流式散点图; B: 细胞凋亡百分比(PI–/+及Annexin 
V+)。数据以均数±标准差表示。采用单因素方差分析评估差异显著性。***P<0.001, ns: 无显著性差异。

NB4 cells were treated with different concentrations (0, 0.3, 0.6, 0.9 μmol/L) of nimbolide for 48 h. A: representative flow cytometric dot plots of NB4 
apoptosis; B: the percentage of apoptotic cells (PI–/+ and Annexin V+). Data are expressed as x

_
±s. Statistical significance was evaluated using One-Way 

ANOVA. ***P<0.001, ns: no significance. 
图6   印苦楝内酯促进NB4细胞凋亡

Fig.6   Nimbolide promotes apoptosis in NB4 cells

用不同浓度印苦楝内酯(0、0.3、0.6、0.9 μmol/L)处理NB4细胞48 h。A: NB4细胞线粒体膜电位的代表性流式直方图; B: 线粒体膜电位去极化

细胞百分比。数据以均数±标准差表示。采用单因素方差分析评估差异显著性。***P<0.001, ns: 无显著性差异。

NB4 cells were treated with different concentrations (0, 0.3, 0.6, 0.9 μmol/L) of nimbolide for 48 h. A: representative flow cytometric histograms of 
MMP in NB4 cells; B: the percentage of cells with MMP depolarization. Data are expressed as x

_
±s. Statistical significance was evaluated using One-

Way ANOVA. ***P<0.001, ns: no significance.
图7   印苦楝内酯下调NB4细胞线粒体膜电位

Fig.7   Nimbolide decreases MMP in NB4 cells
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NB4 cells were treated with different concentrations (0, 0.3, 0.6, 0.9 μmol/L) of nimbolide for 48 h. A: representative flow cytometry histograms of cell 
cycle distribution; B: percentages of NB4 cells in the G0/G1, S, and G2/M phases. Data are presented as x

_
±s. Statistical significance was evaluated using 

One-Way ANOVA. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: no significance.
图5   印苦楝内酯诱导NB4细胞周期阻滞于G2/M期

Fig.5   Nimbolide induces G2/M cell cycle arrest in NB4 cells
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2.9   SC79抑制印苦楝内酯诱导的NB4细胞凋亡率

升高

接下来 , 本研究进一步探讨了印苦楝内酯是否

通过抑制PI3K-Akt信号通路从而诱导NB4细胞凋亡。

使用Akt激活剂SC79预先处理NB4细胞 , 随后 , 将细

胞与印苦楝内酯共孵育48 h。结果显示, SC79能够显

著抑制印苦楝内酯诱导的细胞凋亡率升高 (P<0.001)
(图 11A和图 11B)与线粒体膜电位去极化细胞比例

增加 (P<0.001)(图11C和图11D)。此外 , SC79能够

明显抑制印苦楝内酯诱导的细胞Cleaved Caspase-3
及Cleaved PARP1蛋白表达水平的上调 (P<0.01)(图
11E~图11G), 同时逆转Caspase-3、PARP1及Bcl-2蛋
白表达水平的下调(P<0.05)(图11E、图11H~图11J)。

3   讨论
APL起病凶险, 进展迅速, 尽管目前基于全反式

维甲酸联合砷剂的治疗方案提高了患者的生存率 , 
使APL成为一种可治愈的恶性肿瘤 , 但仍有部分患

者在接受全反式维甲酸和砷剂治疗后出现预后不佳

的情况[12]。天然植物提取物如紫草素[13]、厚朴酚[14]、

苦参碱 [15]等 , 在抑制APL细胞增殖、诱导其凋亡及

逆转耐药性等方面展现出潜在治疗价值。印苦楝内

酯来源于天然植物楝树 , 其可通过多靶点抑制多种

恶性肿瘤进展, 且安全性高, 毒副作用小[11,16]。

本研究通过公共数据库发现 , APL与印苦楝内酯

共存在225个交集靶点 , KEGG通路富集分析显示 , 细
胞凋亡、PI3K-Akt信号通路具有显著意义。通过PPI
网络分析进一步筛选出32个核心靶点, 其中Caspase-3、
Bcl-2、PARP1等靶点与细胞凋亡密切相关 , 提示靶向

细胞凋亡可能是印苦楝内酯干预APL的关键途径。

细胞周期的有序进行是细胞增殖的基础 , 其中 , 
G2/M期是细胞有丝分裂启动前的重要检查点 , 当细胞

受到DNA损伤或外源性刺激时 , 该检查点会被激活 , 
从而导致细胞周期发生阻滞 [17]。本研究体外实验结

果表明, 印苦楝内酯能够显著抑制NB4细胞增殖, 并将

细胞周期阻滞于G2/M期 , 提示其能够通过干扰细胞周

期进程发挥抗肿瘤增殖作用。当细胞损伤无法修复

时 , 检查点信号可能进一步激活促使细胞程序性死亡

的相关通路 [18-19]。细胞凋亡是一种程序性细胞死亡过

程 , 其失调与肿瘤发生发展密切相关 , 靶向细胞凋亡

已成为重要的抗肿瘤策略 [20-21]。本研究显示 , 印苦楝

内酯可显著促进NB4细胞凋亡。细胞凋亡分为内源性

途径和外源性途径 , 其中 , 线粒体通路在内源性凋亡

途径中发挥关键作用 [22]。Bcl-2家族蛋白是控制线粒
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用不同浓度印苦楝内酯(0、0.3、0.6、0.9 μmol/L)处理NB4细胞48 h。A: NB4细胞凋亡相关蛋白表达的代表性免疫印迹图; B~G: 免疫印迹图中

蛋白条带密度定量。数据以均数±标准差表示。采用单因素方差分析评估差异显著性。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: 无显著性差异。

NB4 cells were treated with different concentrations (0, 0.3, 0.6, 0.9 μmol/L) of nimbolide for 48 h. A: representative blots of apoptosis-related proteins 
in NB4 cells; B-G: quantification of the densitometry of the blots. Data are expressed as x

_
±s. Statistical significance was evaluated using One-Way 

ANOVA. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: no significance. 
图8   印苦楝内酯调控NB4细胞凋亡相关蛋白表达

Fig.8   Nimbolide modulates the expression of apoptosis-related proteins in NB4 cells
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体相关凋亡因子释放的主要调节因子 , 主要包括促凋

亡蛋白如Bax和抗凋亡蛋白如Bcl-2, Bcl-2家族成员之

间的相互作用和平衡控制着线粒体外膜的通透性 , 在
凋亡信号作用下 , Bcl-2家族蛋白失衡 , 线粒体膜通透

性增加并释放促凋亡因子细胞色素C等到胞质中 , 细
胞色素C与凋亡蛋白酶活化因子 -1(apoptotic protease 
activating factor-1, Apaf-1)形成凋亡复合体, 激活Caspase
级联反应, 活化的Caspase-3进而剪切PARP1等底物, 最
终导致细胞凋亡 [23-25]。在本研究中 , 经印苦楝内酯处

理后 , NB4细胞线粒体膜电位水平下降 , Bcl-2蛋白表

达水平下调, Bax蛋白表达水平没有明显变化, Cleaved 
Caspase-3及Cleaved PARP1蛋白表达水平升高, 表明印

苦楝内酯可以通过下调NB4细胞Bcl-2蛋白表达 , 增加

线粒体膜通透性, 导致线粒体膜电位水平下降, 进而激

活Caspase-3等下游蛋白, 最终导致细胞凋亡。此外, 相
同浓度的印苦楝内酯处理不会引起健康人PBMC凋亡

率升高 , 显示其在体外对正常细胞有一定选择性和安

全性, 为进一步研究其临床应用提供了初步依据。

PI3K-Akt信号通路作为细胞内的关键信号通路

之一 , 参与细胞周期、凋亡等过程 , 其异常激活与肿

瘤的发生发展密切相关 , 是许多抗肿瘤药物的治疗靶

点 [26]。APL细胞中PI3K-Akt信号通路异常激活 , 多项

研究表明 , 抑制该信号通路可抑制APL细胞增殖 , 促
进其周期阻滞与凋亡 [27-29]。在本研究中 , 印苦楝内酯

用不同浓度印苦楝内酯(0、0.3、0.6、0.9 μmol/L)处理NB4细胞48 h。A: NB4细胞Akt(Ser473)磷酸化蛋白和总的Akt蛋白表达的代表性免疫印迹图; B、
C: 免疫印迹图中蛋白条带密度定量。数据以均数±标准差表示。采用单因素方差分析评估差异显著性。**P<0.01, ***P<0.001, ns: 无显著性差异。

NB4 cells were treated with different concentrations (0, 0.3, 0.6, 0.9 μmol/L) of nimbolide for 48 h. A: representative blots of Akt (Ser473) phosphory-
lation and total Akt in NB4 cells; B,C: quantification of the densitometry of the blots. Data are expressed as x

_
±s. Statistical significance was evaluated 

using One-Way ANOVA. **P<0.01, ***P<0.001, ns: no significance. 
图10   印苦楝内酯抑制NB4细胞内PI3K-Akt信号通路

Fig.10   Nimbolide inhibits the PI3K-Akt signaling pathway in NB4 cells

用不同浓度印苦楝内酯(0、0.3、0.6、0.9 μmol/L)处理PBMC 48 h。A: PBMC凋亡的代表性流式散点图; B: PBMC凋亡百分比(PI–/+及Annexin 
V+)。数据以均数±标准差表示。采用单因素方差分析评估显著性差异。ns: 无显著性差异。

PBMC were treated with different concentrations (0, 0.3, 0.6, 0.9 μmol/L) of nimbolide for 48 h. A: representative flow cytometric dot plots of PBMC 
apoptosis; B: the percentage of apoptotic PBMC (PI–/+ and Annexin V+). Data are expressed as x

_
±s. Statistical significance was evaluated using One-

Way ANOVA. ns: no significance.
图9   印苦楝内酯对健康人PBMC凋亡的影响

Fig.9   Effect of nimbolide on apoptosis of PBMC from healthy donors
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下调NB4细胞中的Akt(Ser473)磷酸化水平。此外, Akt
激活剂SC79能够显著抑制印苦楝内酯诱导的NB4细
胞凋亡率增加、线粒体膜电位去极化细胞比例增加

及凋亡相关蛋白表达水平变化。以上结果提示 , 印苦

楝内酯通过抑制PI3K-Akt信号通路促进NB4细胞凋

亡。
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提前使用SC79(10 μmol/L)处理NB4细胞1 h, 之后将细胞与印苦楝内酯(0.9 μmol/L)共孵育48 h。A: NB4细胞凋亡的代表性流式散点图; B: 细胞

凋亡百分比(PI–/+及Annexin V+); C: NB4细胞线粒体膜电位的代表性流式直方图; D: 线粒体膜电位去极化细胞百分比; E: NB4细胞凋亡相关蛋白

表达的代表性免疫印迹图; F~J: 免疫印迹图中蛋白条带密度定量。数据以均数±标准差表示。采用单因素方差分析评估差异显著性。*P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001, ns: 无显著性差异。

NB4 cells were pretreated with SC79 (10 μmol/L) for 1 h and then co-incubated with nimbolide (0.9 μmol/L) for 48 h. A: representative flow cytometric dot 
plots of NB4 apoptosis; B: the percentage of apoptotic cells (PI–/+ and Annexin V+); C: representative flow cytometric histograms of MMP in NB4 cells; D: the 
percentage of cells with MMP depolarization; E: representative blots of apoptosis-related proteins in NB4 cells. F-J: quantification of the densitometry of the 
blots. Data are expressed as x

_
±s. Statistical significance was evaluated using One-Way ANOVA. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: no significance.

图11   SC79抑制印苦楝内酯诱导的NB4细胞凋亡增加

Fig.11   SC79 inhibits nimbolide-induced increase of apoptosis in NB4 cells
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本研究表明, 印苦楝内酯对APL细胞NB4具有促

凋亡效应。未来 , 需要探讨印苦楝内酯对原代APL细
胞的作用 , 并构建人源性肿瘤异种移植模型 , 以评估

其体内疗效与安全性。同时 , 需进一步研究印苦楝内

酯对耐药细胞 (如NB4-LR1)的作用 , 并评估其与全反

式维甲酸 /砷剂联合应用的协同抗肿瘤潜力 , 以进一

步明确其临床转化价值。

综上 , 本研究结合网络药理学分析和体外实验 , 
揭示了印苦楝内酯能够引起急性早幼粒细胞白血病

细胞NB4中的抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平降低以及线

粒体膜电位水平下降 , 从而激活线粒体途径介导的

细胞凋亡 , 其促凋亡效应与抑制PI3K-Akt信号通路有

关。本研究结果为靶向APL的天然药物研发提供了

理论和实验基础。
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