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摘要      该文探讨了拉帕替尼对急性早幼粒细胞白血病NB4细胞增殖和凋亡的影响及相关分

子机制。用p38MAPK抑制剂和不同浓度的拉帕替尼处理NB4细胞24 h, CCK-8(cell counting kit-
8)实验检测细胞增殖, FITC-Annexin V/PI双染色法检测细胞凋亡, 光学显微镜和Hoechst 33258
染色观察细胞形态, Western blot检测Bcl-2(B cell leukemia-2)、Bax(Bcl-2 associated X protein)、
caspase-3、PARP(poly-ADP-ribose polymerase)、PML-RARα(promyelocytic leukemia-retinoic acid 
receptor alpha)、p38MAPK(p38 mitongen-activated protein kinase)和p-p38MAPK(phosphorylated 
p38 mitongen-activated protein kinase)等蛋白质水平。结果显示, 随着拉帕替尼药物浓度的增加, 细
胞增殖率显著降低, 细胞凋亡数量明显增加, Hoechst 33258染色可见染色质浓缩、碎裂等凋亡现

象。同时, 拉帕替尼能降低Bcl-2和PML-RARα蛋白质水平, 增加Bax、cleaved caspase-3、cleaved 
PARP和p-p38MAPK等蛋白质水平。用p38MAPK抑制剂预处理后, 细胞增殖率升高, 凋亡率降低, 
p-p38MAPK、Bax、cleaved caspase-3和cleaved PARP等蛋白质水平降低。该文结果提示, 拉帕替

尼能够抑制NB4细胞增殖并促进细胞凋亡, 并且p38MAPK信号通路可能参与这些过程。
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Abstract       This study was aimed to investigate the effect of lapatinib on cell proliferation and apoptosis in 
NB4 cells, and its related mechanisms. NB4 cells were treated with p38MAPK inhibitor and different concentrations 
of lapatinib for 24 h. The proliferation of NB4 cells was detected by CCK-8 (cell counting kit-8) assay. Apoptosis 
was determined by Annexin V/PI double binding assay and Hoechst 33258 fluorescent staining. Morphological 
changes were observed under optical microscope. The protein levels of Bcl-2 (B cell leukemia-2), Bax (Bcl-2 
associated X protein), caspase-3, PARP (poly-ADP-ribose polymerase), PML-RARα (promyelocytic leukemia-
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retinoic acid receptor alpha), p38MAPK (p38 mitongen-activated protein kinase) and p-p38MAPK (phosphorylated 
p38 mitongen-activated protein kinase) were detected by Western blot. The results showed that lapatinib 
significantly inhibited proliferation and induced apoptosis of NB4 cells. Chromatin condensation and fragmentation 
were observed in lapatinib treated group. Lapatinib decreased the levels of Bcl-2 and PML-RARα, increased the 
levels of Bax, cleaved caspase-3, cleaved PARP and p-p38MAPK. Meanwhile, SB203580 partially increase the 
viability of NB4 cells and reduced apoptosis induced by lapatinib; and decreased the levels of p-p38MAPK, Bax, 
cleaved caspase-3 and cleaved PARP. These results suggested that lapatinib inhibited proliferation and induced 
apoptosis in NB4 cells, and p38MAPK signal pathway may be involved in these processes.

Keywords       lapatinib; NB4 cells; proliferation; apoptosis; p38MAPK

急性早幼粒细胞白血病(acute promyelocytic 
leukemia, APL)是急性髓细胞白血病(acute myeloid 
leukemia, AML)的一种亚型, 其遗传学特征是t(15;17)
(q22:q21), 从而形成 PML-RARα(promyelocytic 
leukemia-retinoic acid receptor alpha)融合蛋白, 使粒

细胞分化受阻在早幼粒细胞阶段, 导致白血病细胞

发生恶性增殖[1]。临床上, APL的治疗方案以全反式

维甲酸(all-trans-retinoicacid, ATRA)诱导细胞分化

和三氧化二砷(arsenic trioxide, ATO)诱导细胞凋亡

为主[2]。虽然APL治疗已取得巨大进展, 但是仍有

10%~30%的患者对ATRA或者ATO耐药[3], 因而限制

了这些药物的临床应用。因此, 寻找新的治疗药物

变得十分重要。

拉帕替尼是一种针对表皮生长因子受体的小

分子酪氨酸激酶(tyrosine kinase)抑制剂[4], 是治疗

表皮生长因子受体-2(human epidermalgrowth factor 
receptor-2, HER-2)阳性转移性乳腺癌的一线药物[5]。

近年来, 拉帕替尼已被应用于三阴乳腺癌、鼻咽癌、

宫颈癌等多种肿瘤的治疗[6-8]。此外, 拉帕替尼能促

进骨髓增生异常综合征(myelodysplastic syndrome, 
MDS)和急性髓细胞白血病(AML)细胞凋亡, 诱导

K562细胞分化, 促进U937细胞自噬等[9-11]。然而, 关
于拉帕替尼对急性早幼粒细胞白血病作用的研究较

少, 本文主要研究拉帕替尼对急性早幼粒细胞白血

病NB4细胞增殖和凋亡的影响, 并初步探讨其作用

机制。 

1   材料与方法
1.1   材料

拉帕替尼购自Selleck 公司, 用二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide, DMSO)溶 解 成0.05 mol/L的 母

液, –80 °C保存。NB4细胞株由重庆医科大学临床

检验诊断学教育部重点实验室保存。RPMI-1640、
新鲜胎牛血清购自Gibco公司。CCK-8试剂购自七

海复泰生物科技有限公司。Hoechst 33258试剂和

p38MAPK抑制剂SB203580购自碧云天生物技术有

限公司。抗caspase-3、PML-RARα、p-p38MAPK和

p38MAPK抗体购自Cell Signaling Technology公司。

抗Bcl-2(B cell leukemia-2)、Bax(Bcl-2 associated X 
protein)、PARP(poly-ADP-ribose polymerase)抗体购

自万类生物科技有限公司。

1.2   细胞培养

NB4细胞培养于含有10%新鲜胎牛血清、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

取生长对数期的NB4细胞, 按照1×104/孔均匀

接种于96孔板中, 拉帕替尼浓度为0(DMSO)、5、
10、15、20 μmol/L, 同时, 设置DMSO为阴性对

照组。用10 μmol/L SB203580预处理后, 拉帕替

尼浓度为15 μmol/L, 每组设置5个复孔。常规培养

24 h后, 在普通光学显微镜下观察细胞状态。然后, 
每孔加入10 μL CCK-8试剂, 置于培养箱中培养2 h, 
在450 nm波长下检测吸光度(D)值。

1.4   流式细胞术检测细胞凋亡

按照1×105/mL密度接种于6孔板中, 每孔3 mL。
拉帕替尼浓度为0、15、20 μmol/L, 同时设置DMSO
为阴性对照组, 用10 μmol/L SB203580预处理时, 拉
帕替尼浓度为15 μmol/L。细胞培养24 h后, 收集细胞, 
用预冷磷酸盐缓冲液(phosphate buffer saline, PBS)
清洗3次, 3 000 r/min离心2 min。流式细胞术检测细

胞凋亡情况。

1.5   Hoechst 33258实验观察细胞形态变化

收集各组细胞, PBS清洗3次, 将细胞悬液制成
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细胞涂片。加入4%的多聚甲醛固定20 min, PBS清
洗3次, 加入0.1% Triton透膜15 min, PBS清洗2次, 加
入Hoechst 33258染液, 避光染5 min, PBS清洗3次, 封
片, 荧光显微镜下观察细胞核形态。

1.6   Western blot检测NB4细胞中Bax、Bcl-2、
caspase-3、PARP、PML-RARα、p38MAPK、

p-p38MAPK等蛋白质水平

细胞培养24 h后, 收集细胞, 预冷PBS清洗3
次, 用含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的细胞

裂解液冰上裂解细胞。每隔10 min震荡1次, 30 min
后 , 置于4 °C条件下 , 13 000 r/min离心30 min, 取
上清液, BCA(bicinchoninincacid)法测蛋白质浓

度。取50 μg待测蛋白质溶液, 进行十二烷基硫

酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE), 电转

于PVDF(polyvinylidene fluoride)膜 , 5%的脱脂奶粉

封闭1~2 h后, 4 °C一抗孵育过夜。TBST(tris buffered 

saline tween)清洗2次, TBS(tris buffered saline)清洗1次, 
每次10 min, 孵育二抗, 室温1 h, TBST清洗2次, TBS
清洗1次, 每次10 min, 用显色剂ECL(electrochemical 
luminescence)试剂显色, 曝光。

1.7   统计学分析

采用SPSS 17.0统计学软件进行统计学分析, 所
有实验数据用x

_
±s表示, P<0.05表示差异有统计学意

义。每组实验至少重复3次。

2   结果
2.1   拉帕替尼对NB4细胞增殖的影响

用0、5、10、15、20 μmol/L的拉帕替尼处理

NB4细胞24 h后, 在光学显微镜下观察细胞形态变

化(图1A)。结果显示, 随着拉帕替尼药物浓度的增

加, 细胞数量明显减少, 并出现不同程度的碎片。

CCK-8结果显示, 随着拉帕替尼药物浓度的增加, 
NB4细胞的增殖率明显降低, 与对照组相比, 差异具

A: 不同浓度拉帕替尼处理NB4细胞24 h后, 光学显微镜观察细胞; B: CCK-8检测NB4细胞活力。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组(0 μmol/L)比较。

A: NB4 cells were treated with different concentrations of lapatinib for 24 h, and observed under optical microscope; B: cell viability was detected by 
CCK-8 assay. *P<0.05, **P<0.01 vs control group (0 μmol/L).

图1   拉帕替尼对NB4细胞增殖的影响

Fig.1   Effect of lapatinib on the proliferation of NB4 cells
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有显著性(P<0.05, P<0.01)(图1B)。
2.2   拉帕替尼对NB4细胞凋亡的影响

用0、15、20 μmol/L的拉帕替尼处理NB4细胞24 h后, 
用FITC-Annexin V/PI双染色检测NB4细胞凋亡。结果

显示, 随着拉帕替尼浓度升高, 细胞凋亡数量逐渐增

加, 与对照组比较, 有显著性差异(P<0.01)(图2)。

2.3   拉帕替尼对NB4细胞形态学的影响

用0、15、20 μmol/L的拉帕替尼处理NB4细胞

24 h后, Hoechst 33258染色在荧光显微镜下观察细胞, 
结果显示, 对照组的细胞核被染成密度均匀的淡蓝

色, 而拉帕替尼处理后的细胞核呈片状或碎块状的致

密浓染状态, 同时细胞核呈现较强的蓝色荧光(图3)。
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图2   拉帕替尼对NB4细胞凋亡的影响

Fig.2   Effect of lapatinib on the apoptosis of NB4 cells

用Hoechst 33258将NB4细胞染色后, 荧光显微镜下观察细胞形态。

Cells stained with Hoechst 33258 were imaged with fluorescence microscope.
图3   拉帕替尼对NB4细胞形态学的影响

Fig.3   Effect of lapatinib on the morphological of NB4 cells
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2.4   拉帕替尼对NB4细胞凋亡相关蛋白的影响

用0、15、20 μmol/L的拉帕替尼处理NB4细
胞 24 h后 , Western blot检测Bcl-2、Bax、PARP、
caspase-3、PML-RARα等 蛋 白 质 水 平。 结 果 显

示, 用15和20μmol/L的拉帕替尼处理细胞后, Bcl-2
水平下降, Bax水平增加(P<0.05)(图4A)。Cleaved 
caspase-3、cleaved PARP水平增加(P<0.05)(图4B)。
PML-RARα水平减少(P<0.05)(图4C)。
2.5   拉帕替尼对p38MAPK信号通路的影响

用0、15、20 μmol/L的拉帕替尼处理NB4细胞

24 h后, Western blot检测p38MAPK和p-p38MAPK蛋

白质水平。如图5所示, 用15和20 μmol/L的拉帕替

尼处理细胞后, 与对照组相比, p-p38MAPK水平呈

增加趋势(P<0.01)。
2.6   SB203580减弱拉帕替尼对NB4细胞的作用

用10 μmol/L p38MAPK抑制剂SB203580预处

理30 min后, 再用15 μmol/L拉帕替尼处理NB4细胞

24 h, CCK-8检测细胞增殖率, 流式细胞仪检测细

胞凋亡数量, Western blot检测相关蛋白质水平。结

果显示, 抑制剂预先处理的细胞增殖比例较单独
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A: Western blot检测Bcl-2、Bax蛋白质水平; B: Western blot检测PARP、caspase-3蛋白质水平; C: Western blot检测PML-RARα蛋白质水平。
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A: the levels of Bcl-2, Bax were detected by Western blot; B: the levels of PARP, caspase-3 were detected by Western blot; C: the level of PML-RARα 
was detected by Western blot. *P<0.05, **P<0.01 vs control group (DMSO).

图4   拉帕替尼对NB4细胞凋亡相关蛋白的影响

Fig.4   Effects of lapatinib on the levels of apoptosis-related proteins in NB4 cells 
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图5   拉帕替尼对p38MAPK信号通路的影响

Fig.5   Effect of lapatinib on the p38MAPK signal pathway
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用拉帕替尼处理的比例高(P<0.05)(图6A)。细胞

凋亡比例较单独用拉帕替尼处理的低(P<0.05)(图
6B); p-p38MAPK、Bax、cleaved PARP和 cleaved 
caspase-3蛋白质水平较单独用拉帕替尼的为低

(P<0.05)(图6C)。

3   讨论
急性早幼粒细胞白血病(APL)是临床上常见

的恶性血液系统疾病, 细胞无限增殖和凋亡、分化

受阻是其主要病理特征。近年来的研究表明, 拉帕

替尼对多种肿瘤有抑制作用。例如, 拉帕替尼能

通过下调PI3K/AKT(phosphatidylinositol 3-kinase/
protein kinase B)信号通路阻碍头颈部肿瘤细胞的增

殖[12], 也可通过调节MAPK/ERK(mitongen-activated 
protein kinase/extracelluar signal-regulated kinase)信
号通路来抑制胃癌细胞的生长[13], 但其对APL细胞

的作用及相关机制尚未明确。

本文探讨了拉帕替尼对NB4细胞增殖和凋亡的

影响。结果表明, 用不同浓度拉帕替尼处理NB4细
胞后, 随着药物浓度的增加, 细胞数量明显减少, 细
胞活力明显降低, 提示拉帕替尼能以剂量依赖的方

式抑制NB4细胞的增殖。细胞凋亡是一种程序化

的细胞死亡过程[14], 以细胞核固缩、溶解和碎裂为

特征, 对细胞的生长、衰老及细胞稳态等发挥重要

调节作用。本研究结果显示, 拉帕替尼能诱导NB4
细胞凋亡, 并使细胞产生染色质浓缩、碎裂等典型

凋亡现象。此外, 细胞凋亡是一个复杂的调控过程, 
涉及到很多凋亡调控因子, 例如Bcl-2蛋白质家族, 
包括抑制凋亡蛋白Bcl-2、Bcl-xL(B-cell lymphoma 
extra large)和促凋亡蛋白Bax、Bad(Bcl-2/Bcl-XL 
associated death promoter)等关键蛋白[15], 而Bax与
Bcl-2的比例决定细胞存活。本研究发现, 拉帕替尼
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图6   SB203580减弱拉帕替尼对NB4细胞的作用

Fig.6   SB203580 weakened the effects of lapatinib on NB4 cells
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能够显著下调Bcl-2蛋白质水平, 上调Bax蛋白质水

平, 说明Bcl-2和Bax参与拉帕替尼诱导的细胞凋亡。

此外, caspase家族也是调控凋亡的重要成员, 其中, 
caspase-3激活是细胞凋亡的终末环节, 该蛋白质的

激活常伴随其切割底物PARP的裂解[16]。本实验发现, 
拉帕替尼能够剂量依赖性的增加PARP和caspase-3
蛋白质的裂解, 说明拉帕替尼可能通过激活caspase
途径来引起细胞凋亡。PML-RARα融合蛋白是APL
发病的标志性蛋白质, 该蛋白质的降解是观察APL
治疗效果的重要指标[1]。本研究发现, 拉帕替尼能显

著降低PML-RARα蛋白质水平, 说明拉帕替尼诱导

细胞凋亡是伴随PML-RARα融合蛋白降解产生的。

研究表明, p38MAPK信号通路在肿瘤发生发展

中起重要作用, 它参与细胞的生长、凋亡和分化等

过程[17], 而其磷酸化形式(p-p38MAPK)的增多能促

进细胞发生凋亡。本研究结果显示, 拉帕替尼能增

加p-p38MAPK的水平, 进而抑制细胞增殖, 促进细

胞凋亡, 用抑制剂SB203580将p38MAPK通路阻断

后, 拉帕替尼抑制细胞增殖和促进细胞凋亡的能力

有所减弱, 相关促凋亡蛋白质水平下降。结果提示, 
拉帕替尼可能通过激活p38MAPK信号通路发挥抗

肿瘤作用。

综上所述, 拉帕替尼能够抑制NB4细胞增殖并

促进细胞凋亡, 同时p38MAPK信号通路可能参与这

些过程。因此, 拉帕替尼有望成为治疗APL的新药

物。
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