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表没食子儿茶素没食子酸酯通过活化p38α诱导

急性早幼粒细胞白血病NB4细胞凋亡
淦柳根1,2  刘北忠1,2  单志灵2  肖春兰1,2  徐  婷1,2  宋  浩1,2  李  浏2  杨  蓉2  钟  梁2*

(1重庆医科大学附属永川医院, 中心实验室, 重庆 402160; 
2重庆医科大学, 临床检验诊断学教育部重点实验室, 重庆市重点实验室, 重庆 400016)

摘要      该文研究了表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin gallate, EGCG)诱导NB4细胞

凋亡的可能分子机制。不同浓度梯度EGCG处理NB4细胞, 或预先用p38α抑制剂PD169316处理NB4
细胞, 再用EGCG处理。用CCK-8(cell counting kit-8)方法检测细胞增殖情况, 用FITC-AnnexinV/PI双
染色法检测细胞凋亡情况, 用Western blot检测p38α、P-p38α、Bcl-2和Bax蛋白质表达水平。结果显

示, 随着EGCG浓度的升高, NB4细胞增殖率逐渐降低, 细胞凋亡率明显升高。P-p38α和Bax蛋白质表

达水平升高, 与EGCG浓度呈正相关; 而Bcl-2蛋白质表达水平降低。p38α抑制剂处理后, NB4细胞增

殖率升高, 凋亡率降低, Bax蛋白质表达水平降低, 而Bcl-2蛋白质表达水平无明显变化。以上结果表

明, EGCG可能通过活化p38α诱导急性早幼粒细胞白血病NB4细胞凋亡。
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Epigallocatechin Gallate Induces Acute Promyelocytic Leukemia NB4 Cells 
Apoptosis by Activation of p38α
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Abstract       This study was aimed to investigate the molecular mechanism of NB4 cells apoptosis induced 
by epigallocatechin gallate (EGCG). NB4 cells were treated with EGCG in a dose-dependent manner. Or NB4 
cells were pretreated with PD169316, an inhibitor of p38α, then treated with EGCG. The proliferation of NB4 cells 
was detected by cell counting kit-8 (CCK-8) assay. The apoptosis of NB4 cells was measured by FITC-AnnexinV/
PI. The protein levels of p38α, P-p38α, Bcl-2 and Bax were detected by Western blot. The results indicated that 
EGCG treatment significantly inhibited the viability of NB4 cells in a dose-dependent manner. In addition, EGCG 
treatment induced apoptosis, increased Bax and P-p38α protein expression levels and decreased Bcl-2 protein 
expression levels. Pretreatment with PD169316 partially increased the viability of NB4 cells, meanwhile, blocked 
EGCG-induced apoptosis and inhibited EGCG-mediated increases in Bax expression, but not affected Bcl-2 
expression. These results suggested that EGCG induced apoptosis in NB4 cells may through the activation of p38α. 
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急性早幼粒细胞白血病主要特点是形成致

癌性的早幼粒细胞白血病–维甲酸受体α融合蛋白

(promyelocytic leukemia-retinoic acid receptor α, pml-
rarα)[1]。pml-rarα能够阻止NB4细胞的分化、凋亡, 
并且能够促进其不断增殖[2]。虽然运用全反式维甲

酸和三氧化二砷治疗急性早幼粒细胞白血病取得了

重要的进展, 但是由于耐药性的日益增强和药物本

身的巨大毒性, 使其在临床运用受到极大的限制[3]。

因此, 寻找治疗急性早幼粒细胞白血病的新型药物

和探索其分子机制变得极其重要。

表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin 
gallate, EGCG)是绿茶的一种主要成分, 近年来研究

表明, 其拥有显著的抗癌作用和用于多种癌症治疗

的潜能[4-5]。它能够通过多种信号通路诱导细胞凋亡

和导致细胞周期阻滞, 同时也能活化溶酶体系统, 氧
化应激系统和甲基化系统。例如, 它能够诱导肝癌

LM6细胞凋亡[4], 并且能够明显促进乳腺癌细胞凋亡

而且已经进入临床应用阶段的研究[5]。已有文献报

道, EGCG能导致急性髓系白血病细胞周期阻滞和

凋亡, 表明其与白血病的发生发展密切相关[6]。p38 
MAPK信号通路在许多肿瘤的发生、发展和治疗上

都有极其重要的作用。同时研究表明, EGCG能够通

过p38MAPK信号通路抑制卵巢细胞癌的增殖[7]。然

而, 目前关于EGCG引起白血病凋亡的分子机制尚不

完全清楚。因此, 本文主要研究EGCG诱导急性早幼

粒细胞白血病NB4细胞凋亡的分子机制。

1   材料与方法
1.1   材料

EGCG购自于美国R&D SYSTEMS公司, 溶解于

磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffer saline, PBS)中, 并
在−40 °C长期保存。p38α抑制剂PD169316购自美

国MedChemExpress公司。NB4细胞株由重庆医科

大学临床检验诊断学实验室保存。RPMI-1640、新

鲜小牛血清购自Gibco公司。CCK-8试剂盒购自上

海七海复泰生物科技有限公司。p38α抗体购自Cell 
Signaling Technology公司。P-p38α(Tyr180/Tyr182)购
自Millipore公司。β-actin抗体购自武汉博士德生物

工程有限公司。抗Bcl-2、Bax抗体购自沈阳万类生

物科技有限公司。其他试剂均为国产分析纯。

1.2   细胞培养

NB4细胞培养于含有10%新鲜小牛血清、

100 μg/mL青霉素和100 μg/mL链霉素的RPMI-1640
中, 置于37 °C、5% CO2及饱和湿度的培养箱中培养。

1.3   细胞增殖实验

取生长良好的NB4细胞, 按1×105/mL密度接种

于96孔板, 每孔0.1 mL。EGCG终浓度分别为0、10、
20、30 μmol/L。当与PD169316同时处理NB4细胞时, 
终浓度为10 μmol/L PD169316预先处理0.5 h, 然后再

加入终浓度为30 μmol/L EGCG, 于培养箱中培养24 h
后, 测细胞增殖情况。每孔加入CCK-8试剂10 μL后, 
于培养箱中培养2 h, 于450 nm波长下检测吸光度

值。细胞活率(%)=(实验组吸光度值−空白组吸光度

值)/(对照组吸光度值−空白组吸光度值)×100%。

1.4   细胞凋亡实验

取生长良好的NB4细胞, 按1×105/mL密度接种

于6孔板, 每孔4 mL。EGCG终浓度分别为0、10、
20、30 μmol/L。当与PD169316同时处理NB4细胞时, 
终浓度为10 μmol/L PD169316预先处理0.5 h, 然后

再加入终浓度为30 μmol/L EGCG, 于培养箱中培养。

24 h后, 收集细胞, 用预冷PBS洗涤3遍后, 流式细胞

仪检测细胞凋亡情况。

1.5   Western blot
收集各处理组NB4细胞, 预冷PBS洗涤3次, 用

细胞裂解液、蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂一起裂

解细胞, 每隔10 min震荡, 30 min后于4 °C离心机按

13 000 ×g离心30 min, 取上清。蛋白浓度测定按照

碧云天生物技术有限公司BCA试剂盒说明操作, 测
定波长562 nm。取等量蛋白样品跑SDS-PAGE电泳, 
电转于PVDF膜上, 用5%的脱脂奶粉封闭2 h后, 敷上

一抗, 4 °C过夜。TBST洗涤2次, TBS洗涤1次, 每次

10 min, 再敷二抗, 常温2 h, TBST和TBS洗涤后, 用
Millipore试剂显色, 曝光。

1.6   数据统计

实验所有数据用mean±S.D.形式表示, 数据用

IBM SPSS Statistics 23软件处理, P<0.05表示有显著差

异, P<0.01表示有极显著差异。

2   结果
2.1   EGCG对NB4细胞增殖的影响

分别用 0、10、20、30 μmol/L的EGCG处理

NB4细胞, 24 h后用CCK-8检测NB4细胞的增殖情

况。结果显示, 随着EGCG浓度的增加, NB4细胞的

增殖率明显降低, 说明EGCG对NB4细胞的增殖能力
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具有明显的抑制作用(P<0.05)(图1)。
2.2   EGCG对NB4细胞凋亡的影响

分别用 0、10、20、30 μmol/L的EGCG处理

NB4细胞, 24 h后用FITC-AnnexinV/IP双染色法检

测NB4细胞的凋亡情况, 结果显示, 与对照组相比, 
10 μmol/L和20 μmol/L的EGCG对NB4细胞凋亡无明

显影响, 而30 μmol/L的EGCG显著促进NB4细胞凋

亡(P<0.01)(图2)。
2.3   EGCG对相关凋亡蛋白表达的影响

以0、10、20、30 μmol/L的EGCG处理NB4细胞, 
24 h后Western blot检测Bax和Bcl-2的表达情况, 结果

显示, 在30 μmol/L EGCG处理NB4细胞时, Bax表达

水平显著升高(P<0.05)(图3A), 而Bcl-2表达水平显

著降低(P<0.05)(图3B)。
2.4   EGCG对p38α蛋白质磷酸化的影响

以不同浓度的 EGCG处理 NB4细胞 24 h后, 
Western blot检测p38α和P-p38α的表达量, 结果显示, 
在EGCG终浓度为10和20 μmol/L时, p38α和P-p38α
的表达量与对照组相比无明显变化, 但在EGCG终

浓度为30 μmol/L时, 与对照组相比, p38α表达量无

明显变化, 而P-p38α明显升高(P<0.05)(图4)。 
2.5   p38α抑制剂减弱EGCG对NB4细胞的抑增殖

作用

NB4细胞预先用p38α抑制剂PD169316处理0.5 h, 
然后再用30 μmol/L EGCG处理24 h后, CCK-8检测

NB4细胞的增殖能力, 结果显示, 预先用抑制剂处理
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图1  EGCG对NB4细胞增殖的影响

Fig.1  Effect of EGCG on the proliferation of NB4 cells

A: 流式细胞术检测细胞凋亡散点图; B: 凋亡细胞比例图。**P<0.01, 与对照组(0 μmol/L组)比较。

A: representative scatter plot detecting apoptosis by flow cytometry; B: percentage of apoptotic cells. **P<0.01 vs control group (0 μmol/L group). 
图2   EGCG对NB4细胞凋亡的影响

Fig.2   Effect of EGCG on the apoptosis of NB4 cells
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A: the protein level of Bax detected by Western blot; B: the protein level of Bcl-2 detected by Western blot. *P<0.05 vs control group (0 μmol/L group).
图3  不同浓度EGCG处理NB4细胞24 h后Bax和Bcl-2蛋白质表达水平

Fig.3   Protein levels of Bax and Bcl-2 in NB4 cells after treated with different concentration of EGCG for 24 h

CCK-8检测NB4细胞活率。*P<0.05。
The viability of NB4 cell was detected by CCK-8. *P<0.05.

图5  PD169316减弱EGCG抑制的NB4细胞增殖

Fig.5  PD169316 weakened EGCG-inhibited NB4 cells proliferation
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A: the protein levels of p38α and P-p38α detected by Western blot; B: the relative level of P-p38α protein. *P<0.05 vs control group (0 μmol/L group).
图4  EGCG对p38α蛋白质磷酸化的影响

Fig.4  Effect of EGCG on the level of p38α phosphorylation
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的NB4细胞增殖率比单独用EGCG处理的细胞增殖

率高(P<0.05) (图5), 说明抑制剂PD169316能够减弱

EGCG抑制NB4细胞的增殖能力。

2.6   p38α抑制剂减弱EGCG对NB4细胞的促凋亡

作用

NB4细胞预先用p38α抑制剂PD169316处理0.5 h, 
然后再用30 μmol/L EGCG处理 , 24 h后用 FITC-
AnnexinV/IP双染色法检测NB4细胞的凋亡, 结果显

示, 预先用抑制剂处理的NB4细胞凋亡比例较单独

用EGCG处理的细胞凋亡比例低(P<0.05)(图6), 说明

抑制剂PD169316能够减弱EGCG促进NB4细胞凋亡

的能力。

2.7   p38α抑制剂减弱EGCG对Bax蛋白的促表达

作用

NB4细胞预先用p38α抑制剂PD169316处理0.5 h, 
然后再用30 μmol/L EGCG处理24 h后, Western blot
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图6   PD169316抑制EGCG诱导的NB4细胞凋亡

Fig.6   PD169316 inhibited EGCG-induced apoptosis of NB4 cells 
B

ax
 re

la
tiv

e 
le

ve
l

3

2

1

0

*

PD169316 (μmol/L)

EGCG (μmol/L)

PD169316 (μmol/L)

EGCG (μmol/L)

0

0

0

30

10

30

10

0

0

0

0

30

10

30

10

0

β-actin

Bax

Bcl-2

(A) (B)

A: Western blot检测Bax和Bcl-2蛋白质表达水平; B: Bax相对表达水平分析。*P<0.05。
A: the protein levels of Bax and Bcl-2 detected by Western blot; B: the relative level of Bax protein. *P<0.05.

图7  PD169316降低EGCG引起的Bax蛋白质表达

Fig.7  PD169316 decreased EGCG-mediated increases in Bax protein expression
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检测Bax和Bcl-2的蛋白质表达水平, 结果显示, Bax
水平在预先用抑制剂处理的NB4细胞中较单独用

EGCG处理的细胞中减少(P<0.05), 而Bcl-2无明显

变化(图7), 说明抑制剂PD169316能够减弱EGCG促

进Bax表达的能力, 但对Bcl-2的表达水平无明显影

响。

3   讨论
细胞恶性增殖和凋亡受阻是急性早幼粒细胞

白血病最主要的病理特征之一, 因此, 探讨其恶性

增殖和凋亡受阻的分子机制能为其的临床治疗提

供理论基础。近年来, 越来越多的研究发现, EGCG
能够通过多种信号通路促进细胞凋亡来发挥其保护

作用。例如, EGCG能通过抑制Akt信号通路来阻碍

肝癌的形成[8], 也能通过影响微管蛋白平衡来抑制

HeLa细胞增殖[9]。    
本研究结果表明, 在较高浓度的条件下, EGCG

能够诱导急性早幼粒细胞白血病细胞株NB4细胞凋

亡。细胞凋亡是细胞的一种程序性死亡, 并不引起

包括炎症在内的一系列有害机体的反应[10], 因此其

可能是药物治疗癌症的最理想靶点。Bcl-2家族的

蛋白质水平对细胞凋亡的调控具有至关重要的作

用, 而在这个家族中, 重中之重的是, Bcl-2和Bax这
两个蛋白质[11]。通常在细胞凋亡的情况下, 促凋亡

蛋白Bax的表达会升高, 而抑凋亡蛋白Bcl-2会随之

降低[12]。本研究发现, 较高浓度的EGCG能够上调

Bax蛋白质水平, 同时,下调Bcl-2蛋白质水平, 与以前

的研究结果相一致。

p38MAPK信号通路在肿瘤的发生发展中具有

巨大的作用, 它能影响一系列的外部信号, 导致大量

的细胞反应, 包括增殖、分化、炎症和凋亡[13]。前

期研究发现, p38MAPK通路是EGCG发挥抗癌作用

的主要通路之一[14]。EGCG能够通过促进p38和ERK
信号通路来抑制口腔鳞状细胞癌细胞增殖[15], 同时, 
它也能通过活化p38MAPK信号通路促进人类子宫

内膜腺癌细胞凋亡[16]。本研究发现, EGCG能促进

p38α蛋白质磷酸化, 从而抑制NB4细胞增殖和促进

其凋亡, 并且在用p38α抑制剂PD169316预处理NB4
细胞后发现, EGCG抑制NB4细胞增殖的能力和促进

NB4细胞凋亡的能力减弱, Bax蛋白质水平也随之减

少。以上结果说明, p38α可能是其诱导NB4细胞凋

亡的机制之一。

综上所述, EGCG能抑制急性早幼粒细胞白血

病NB4细胞增殖和诱导其凋亡, 且能促进p38α蛋白

质磷酸化, 但p38α蛋白质水平无明显变化。在用

p38α抑制剂PD169316预处理后, EGCG抑制NB4增
殖的能力减弱, 诱导NB4细胞凋亡的能力也减弱, 
且Bax蛋白质水平也减少。因此, 本研究结果提示, 
EGCG部分通过p38αMAPK信号通路诱导急性早幼

粒细胞白血病NB4细胞凋亡, 为其将来运用于白血

病的临床治疗提供可靠的实验依据和理论基础。
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