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［摘要］ 目的：探究山椒子烯酮对急性 T 淋巴细胞白血病的抗肿瘤药效、机制及安全性。方法：体外培养 Molt-4 细胞，不同

浓度山椒子烯酮（0. 2，0. 4，0. 8，1. 6，3. 2 μmol·L-1）给药 48 h，通过细胞增殖-毒性检测法（CCK-8）检测 Molt-4 细胞的活性。非

肥胖糖尿病/重症联合免疫缺陷（NOD/SCID）小鼠随机分为正常组，模型组，长春新碱组（1 mg·kg-1），山椒子烯酮低、中、高剂量

组（12. 5，25，50 mg·kg-1）。除正常组外，小鼠预先照射 60Co，皮下接种 Molt-4 细胞建立 Molt-4 细胞移植瘤小鼠模型。第 13 天，

小鼠脱臼处死并解剖。计算抑瘤率、相对肿瘤增殖率、肝指数及脾指数；苏木素-伊红（HE）染色观察肝组织、脾组织的病理变

化；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测肿瘤组织中磷酸化信号转导与转录激活因子 -3（p-STAT3），B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2），

Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax），半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（Caspase-3）蛋白的表达。结果：体外实验结果表明，与空白组比较，山椒

子烯酮对 Molt-4 细胞有明显的抑制作用，半数抑制浓度（IC50）为 1. 49 μmol·L-1。体内实验结果表明，与模型组比较，山椒子烯

酮中剂量组和高剂量组抑瘤效果显著，抑制率分别为 50. 24% 和 60. 75%（P<0. 01）。病理结果表明，与长春新碱组比较，山椒

子烯酮对肝组织、脾组织损伤较小，安全性更好。蛋白印迹结果表明，与模型组比较，山椒子烯酮中剂量组和高剂量组可以显

著下调 p-STAT3，Caspase-3，Bcl-2 蛋白的表达（P<0. 05，P<0. 01），上调 Bax 蛋白的表达（P<0. 05，P<0. 01）。结论：山椒子烯酮

有明显抑制 Molt-4 细胞增殖，诱导 Molt-4 细胞凋亡的作用，其作用机制可能与下调 p-STAT3，Caspase-3，Bcl-2 蛋白的表达，上

调 Bax 蛋白的表达有关。同时，山椒子烯酮对肝组织、脾组织的损伤较小，安全性更好。
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［Abstract］ Objective： To investigate the anti-tumor efficacy，mechanism and safety of zeylenone on

acute T lymphocytic leukemia. Method： In vitro，Molt-4 cells were treated with various concentrations of

zeylenone（0. 2，0. 4，0. 8，1. 6，3. 2 μmol·L-1）for 48 h，and the cell viability was measured with cell counting

kit-8 （CCK-8） assay. nonobese diabetic-severce combined immunodeficient mice（NOD/SCID） mice were

randomly divided into six groups：normal group，model group，vincristine group （1 mg·kg-1），low-dose

z e y l e n o n e g r o u p （1 2 . 5 m g·k g - 1）， m e d i u m - d o s e z e y l e n o n e g r o u p （2 5 m g·k g - 1）， h i g h - d o s e

z e y l e n o n e g r o u p （5 0 m g·k g - 1）. With the exception of normal group，mice were pre-irradiated with 60Co

and inoculated subcutaneously with Molt-4 cells to establish the Molt-4 xenograft model. Then NOD/SCID mice

were sacrificed after 13 days of administration. The tumor inhibition rates，relative tumor growth rates and organ

indexes were calculated. Hematoxylin and eosin（HE）staining was used to observe the pathological changes of

liver and spleen tissues in mice. The expressions of phosphorylation signal transducer and activator of

transcription（p-STAT3），B-cell lymphoma-2（Bcl-2），Bcl-2-associated X protein（Bax）and cysteine aspartate-

specific protease-3（Caspase-3）were detected in tumor tissues by Western blot. Result： In vitro，zeylenone had

an obvious inhibitory effect on Molt-4 cells. IC50 values of zeylenone was 1. 49 μmol·L-1. In vivo，compared

with the model group，medium and high-dose zeylenone groups had significant tumor inhibition effects，with the

inhibition rates of 50. 24% and 60. 75%，respectively（P<0. 01）. Additionally，liver and spleen injuries were

slight in the above mentioned two groups compared with the vincristine group，indicating that zeylenone was

safe. Western blot analysis showed that medium and high-dose zeylenone groups showed significant declines in

proteins p-STAT3，Caspase-3 and Bcl-2，and marked increases in pro-apoptotic protein Bax compared with the

model group（P<0. 05，P<0. 01）. Conclusion： zeylenone could obviously inhibit the proliferation and induce

the apoptosis of Molt-4 cells；and its mechanism may be related to the down-regulation of p-STAT3，Caspase-3，

Bcl-2 and the up-regulation of Bax expressions. In addition，zeylenone had less damage to liver and spleen，and

was safer than vincristine.

［Key words］ acute T lymphocytic leukemia；zeylenone；cell apoptosis；anti-tumor；Molt-4 cell

根据《Global Cancer Statistics 2018》统计显示，

2018 年全球新增白血病 43. 7 万病例，死亡 30. 9 万

病例，发病率和死亡率分别为 2. 4% 和 3. 2%［1］，已经

严重威胁人类的生命和健康。其中，急性 T 淋巴细

胞白血病（T-ALL）是一类发病快、危险程度较高的

血液系统恶性肿瘤。目前，临床上针对急性 T 淋巴

细胞白血病的靶向药物较少，治疗效果不理想。化

疗、放疗对肿瘤的选择性较差，在杀死癌细胞的同

时，也会对患者的其他器官和组织造成难以恢复的

损伤［2-3］。而临床中较热门的免疫疗法也缺乏特异

治疗 T-ALL 的方案，如抗原受体 T 细胞免疫疗法

（CAR-T）主要应用于复发、难治的 B 淋巴细胞白血

病和 B 细胞淋巴瘤，不针对 T-ALL 的治疗［4］。这导

致 T-ALL 治疗现状颇受限制，死亡率较高。因此，

如何提高 T-ALL 的治疗效果一直是临床的关注点

和难点。

天然产物一直是抗肿瘤新药发现的重要来源。

山椒子烯酮是从番荔枝科紫玉盘属山椒子 Uvaria

grandiflora 中提取的多氧环乙烯类化合物［5］。山椒

子味苦、性甘、微温，温中散寒、温阳去利、止痛行

气，可用于治疗高血压、防治肿瘤等多种疾病。前

期 的 研 究 发 现 ，山 椒 子 烯 酮 对 MGC803，HeLa，

HepG2，PC-3，K562 等多种类型的肿瘤细胞有较强

的抑制作用［6-9］，特别是对血液肿瘤较为敏感。因

此，本实验通过建立 Molt-4 细胞移植瘤小鼠模型，

探究山椒子烯酮体内抗 T-ALL 作用及可能作用机

制并进行安全性的观察，为研究抗 T-ALL 药物奠定

基础。

1 材料

1. 1 细胞 人急性淋巴母细胞性白血病细胞 Molt-

4（3111C0001CCC000043）购于中国医学科学院基

础医学研究所细胞资源中心，已传至第 7 代。

1. 2 动物 53 只 SPF 级雌性非肥胖糖尿病/重症联

合免疫缺陷（NOD/SCID）小鼠，体质量 18~20 g，购

于华阜康生物技术有限公司，许可证号 SYXK（京）
2017-0020，饲养于 SPF 级动物实验室的 IVC 系统内

隔离笼具内，温度（24±2）℃，相对湿度（55±5）%，每

天明/暗各 12 h。动物实验由中国医学科学院药用
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植物研究所实验动物伦理委员会批准进行（批号

SLXD-20181023327）。
1. 3 药物与试剂 山椒子烯酮（C21H1807，相对分子

质量 382. 36，分子结构见图 1）由中国医学科学院药

用植物研究所廖永红老师提供，纯度>97. 5%；硫酸

长春新碱（上海阿拉丁生化科技股份有限公司，批

号 1425097）；cell counting kit-8（CCK-8）［东仁化学

科技（上海）有限公司，批号 NQ646］；RPMI Medium

1640，磷酸盐缓冲液（PBS），100 ×青链霉素混合液

（北 京 索 莱 宝 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

20180808，20180621，20180613）；胎牛血清（加拿大

维森特生物技术有限公司，批号 0315528）；甘油醛 -

3-磷酸脱氢酶（GAPDH），B 细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2），
Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax），磷酸化信号转导与转录激

活因子 -3（p-STAT3），半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -3

（Caspase-3），羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G 抗体，马抗鼠

IgG 抗 体（ 美 国 CST 公 司 ，批 号 分 别 为 2118S，

3498S，2772S，4113S，9662S，7074P2，7076P2）；苏木

素 -伊红染液（北京艾普希隆生物科技有限公司，货

号 G1105）。

1. 4 仪器 MCO-18AC 型 CO2 细胞培养箱（日本

Panasonic 公司），DW-86L578J 型­80 ℃冰箱（中国海

尔公司），ME104T 型电子分析天平（梅特勒托利多

仪器有限公司），TGL-16M 型离心机（湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司），FC 型酶标仪（Thermo 公

司），EPS-300 型电泳仪及转膜仪（上海天能科技有

限公司），ChemiDoc XRS+型凝胶成像仪（美国 Bio-

Rad 公司）。
2 方法

2. 1 细胞培养 Molt-4 细胞置于 RPMI Medium

1640 完全培养基（含 10% 胎牛血清，1% 青链霉素混

合液）中培养，培养条件为 37 ℃恒温，5%CO2，相对

饱和湿度。

2. 2 CCK-8 法检测山椒子烯酮对 Molt-4 细胞的生

长抑制作用 取对数生长期的 Molt-4 细胞，以 1. 5×

105个/mL接种于 96孔板，每孔加入细胞悬液 100μL。

培养 12 h，将细胞分为空白组，山椒子烯酮组（0. 2，

0. 4，0. 8，1. 6，3. 2 μmol·L-1），加入药液 100 μL 作用

48 h，每组设置 3 个复孔，并设置空白组排除干扰。

给药 48 h，加入 CCK-8 10 μL，继续孵育 2 h，用酶标仪

在 450 nm 波长处测吸光度 A，并计算半数抑制浓度

（IC50）。 细 胞 存 活 率 =（A 给药组 − A 空白组 ）/（A 正常组 −
A 空白组）×100%，结果重复 3 次。

2. 3 白血病 Molt-4 细胞小鼠移植瘤模型的建立

参考文献［10-12］造模。除正常组的小鼠外，其余

NOD/SCID 小鼠进行全身 60Co（2 Gy/200 rad）照射。

隔天收集 Molt-4 细胞，用 PBS 配成 5×l07个/mL 细胞

悬液，于小鼠背部皮下注射细胞悬液 0. 2 mL。每天

观察接种部位的肿瘤增长情况，待肿瘤体积增长到

200~300 mm3即为造模成功。

2. 4 动物分组及给药 将 NOD/SCID 小鼠随机分

为 5 组，分别为模型组、长春新碱组、山椒子烯酮低、

中、高剂量组，每组各 9 只，取同批次小鼠 8 只，设为

正常组。参考文献［6］，山椒子烯酮低、中、高剂量

组分别按 12. 5，25，50 mg·kg-1 剂量进行尾静脉注

射，每 2 d 给药 1 次；长春新碱组按 1 mg·kg-1剂量进

行尾静脉注射，每周给药 1 次；模型组注射 0. 9% 氯

化钠溶液，各组尾静脉注射均为 0. 1 mL·（10 g）-1；
正常组小鼠不做任何处理。给药 12 d，每天观察小

鼠摄食、饮水和精神状态等变化。每 2 d 记录模型

组、长春新碱组、山椒子烯酮低、中、高剂量组小鼠

体质量，并用游标卡尺测量小鼠肿瘤的短径、长径。

根据 V 肿瘤=1/2×（a×b2）计算肿瘤体积，其中 a，b 分别

表示肿瘤的长径和短径；根据 RTV=Vt/V0计算相对肿

瘤体积，Vt为 dt测量的肿瘤体积，V0为 d0测量的肿瘤

体积；根据 T / C = T R T V / C R T V × 1 0 0 % 计算相对肿瘤增

殖率，T R T V为实验组 R T V，C R T V为模型组 R T V，T / C≤
6 0 %，且 P＜0 . 0 5 为差异有统计学意义。

2. 5 计算抑瘤率及脏器指数 第 13天，NOD/SCID

小鼠脱臼处死，取肿瘤、肝、脾，用电子天平精密称重。

按照肿瘤抑制率=（1−给药组质量/模型组质量）×

100%，计算长春新碱组、山椒子烯酮低、中、高剂量组

的肿瘤抑制率；按照脏器指数=脏器质量（mg）/体质

量（g）×100%，计算全部组别的脏器指数。

2. 6 肝、脾病理学检测 除山椒子烯酮低剂量组，

取剩余 5组小鼠的肝左叶、脾置于 4% 多聚甲醛溶液

中固定，乙醇梯度洗脱，石蜡包埋，切片。组织切片

经水展开，贴于载玻片上并烘干，进行苏木素 -伊红

染色，再进行乙醇梯度洗脱，脱水后用二甲苯处理。

滴加中性树胶固封，显微镜下观察并拍照。

2. 7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测相关凋亡

蛋白的表达 称取模型组、长春新碱组、山椒子烯

图 1 山椒子烯酮的化学结构

Fig. 1 Chemical structure of Zeylenone
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酮低、中、高剂量组的肿瘤组织 80 mg，加入生理盐水

0. 72 mL，匀浆机低速匀浆，离心机 4 000 r·min-1 离心

10 min，弃上清，加入裂解液裂解 2 h，12 000 r·min-1 离

心 15 min，取上清，整个过程于冰上操作。BCA 蛋白

定量，加入 4×loading buffer，煮沸 5 min，−80 ℃保

存。配胶上样，电泳 2 h，低温环境电转 1 h，5% 脱脂

牛奶室温封闭 1. 5 h，加入 Bax，Bcl-2，Caspase-3 抗

体（1∶1 000），p-STAT3 抗体（1∶500），于 4 ℃中过夜，

TBST 洗 3 次，每次 15 min，加入二抗（1∶2 000），室
温孵育 1. 5 h，TBST 洗 3 次，每次 15 min。利用化学

发光试剂避光孵育 5 min 于凝胶成像仪中显影成

像，用 Image J软件进行条带的灰度分析。

2. 8 统计学分析 采用 SPSS 21. 0 软件进行单因

素方差分析，实验数据用 x̄ ± s 表示，LSD 法检验组

间差异，P<0. 05 认为差异具有统计学意义。

3 结果

3. 1 山椒子烯酮对 Molt-4 细胞增殖的影响 山椒

子烯酮能较明显抑制 Molt-4 细胞增殖，经计算 IC50

为 1. 49 μmol·L-1。 与 空 白 组 比 较 ，0 . 4 0，0 . 8 0，

1 . 6 0，3 . 2 0 μm o l·L - 1山椒子烯酮细胞存活率均显

著降低（P <0. 01）。见表 1。

3. 2 山椒子烯酮对 Molt-4 细胞移植瘤小鼠体质量

的影响 因长春新碱组小鼠体质量降低较快，状态

较差，因此，只给药 1次。与模型组比较，长春新碱

组 在 首 次 给 药 第 4~10 天 体 质 量 显 著 降 低（P<

0. 01），并且伴有精神萎靡、弓背、消瘦、行动迟缓、

死亡现象，终止给药时死亡 1 只。与长春新碱组比

较，山椒子烯酮低、中、高剂量组小鼠体质量缓慢增

加 ，精 神 状 态 良 好 ，行 动 活 跃 ，无 死 亡 现 象 。

见表 2。

3. 3 山椒子烯酮对 Molt-4 细胞移植瘤小鼠肿瘤质

量及肿瘤体积的影响 与模型组比较，山椒子烯酮

中、高剂量组的抑瘤率和 T/C 值差异有统计学意义

（P<0. 01），抑瘤率分别为 50. 24%，60. 75%，见表 3。。

与模型组比较，山椒子烯酮高剂量组和长春新碱组

肿瘤的平均体积显著降低（P<0. 01），体积抑制率分

别为（28. 09±15. 81）%，（83. 19±3. 21）%。表明山椒

子烯酮可以明显抑制 Molt-4 细胞移植瘤小鼠肿瘤

的增长且具有剂量依赖性。见表 4，图 2。。

3. 4 山椒子烯酮对 M o l t - 4 细胞移植瘤小鼠肝脏

指数及脾脏指数的影响 与正常组比较，模型组和

表11 山椒子烯酮对 Molt-4细胞增殖的影响（x̄ ± s，n=3）

Table 1 Effect of zeylenone on Molt-4 cells proliferation（x̄ ± s，n=3）

组别

空白

山椒子烯酮

浓度/μmol·L-1

-

0.20

0.40

0.80

1.60

3.20

细胞存活率/%

100.00±0.53

97.47±1.97

85.07±2.801）

68.24±1.411）

31.23±1.531）

25.20±3.781）

注：与空白组比较 1）P<0.01。

表 2 山椒子烯酮对 Molt-4细胞移植瘤小鼠体质量的影响（x̄ ± s，n=9）

Table 2 Effect of zeylenone on body weight of Molt-4 xenograft mice（x̄ ± s，n=9）

组别

模型

长春新碱

山椒子烯酮

剂量

/mg·kg-1

-

1.00

12.50

25.00

50.00

体质量/g

给药前

19.22±0.40

19.51±1.01

19.24±0.72

19.02±0.90

18.94±0.75

首次给药

2 d

20.14±0.57

20.27±0.96

20.07±0.87

19.68±1.00

19.24±0.83

首次给药

4 d

20.70±0.94

18.62±0.932）

19.95±1.153）

19.59±1.17

19.51±1.091）

首次给药

6 d

21.73±0.97

17.43±1.052）

21.34±0.974）

21.17±1.094）

20.61±0.944）

首次给药

8 d

21.74±0.79

18.41±1.142）

20.50±1.001，4）

21.32±0.794）

20.43±1.201，4）

首次给药

10 d

22.61±0.71

20.76±1.112）

20.95±1.292）

21.13±0.881）

20.34±1.102）

首次给药

12 d

22.28±0.74

21.27±0.96

20.71±1.092）

21.68±1.061）

20.70±1.202）

注：与模型组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与长春新碱组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 3，4，6 同）。

表 3 山椒子烯酮对 Molt-4细胞移植瘤小鼠肿瘤质量、抑瘤率、相对

肿瘤增殖率的影响

Table 3 Effect of zeylenone on tumor weight，tumor inhibition

rate and relative tumor growth rate of Molt-4 xenograft mice

组别

模型

长春新碱

山椒子烯酮

剂量

/mg·kg-1

-

1.00

12.50

25.00

50.00

肿瘤质量

（x̄ ± s，n=9）/g

0.75±0.21

0.15±0.082）

0.62±0.211）

0.37±0.102）

0.29±0.072）

抑瘤率

/%

-

79.372）

25.89

50.242）

60.752）

T/C

/%

100.00

16.582）

69.56

58.072）

52.352）
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长春新碱组肝脏指数显著降低（P<0. 01），说明肝脏

损伤严重存在萎缩或其他退行性改变；长春新碱组

脾脏指数明显增大（P<0. 05），脾脏出现肿大现象。

与正常组比较，山椒子烯酮中、高剂量组差异无统

计学意义。与长春新碱组比较，山椒子烯酮组对肝

指数、脾指数损伤影响小，安全性更好。见表 5。

3. 5 山椒子烯酮对 Molt-4 细胞移植瘤小鼠肝组

织、脾组织病理变化的影响 肝组织病理图片显

示，正常组肝小叶结构清晰，肝索排列整齐，肝细胞

排列紧密，分界清晰。与正常组比较，模型组小鼠

的肝组织有少量肝细胞轻度水肿，偶见多核巨细

胞；长春新碱组肝组织出现较多肝细胞轻度水肿，

局部可见大量多核巨细胞、中性粒细胞及少量淋巴

细胞浸润等。与长春新碱组比较，山椒子烯酮中、

高剂量组肝组织没有明显的炎症现象。与正常组

比较，长春新碱组脾组织有少量脾小节，红髓中出

现大面积瘀血，脾窦可见大面积红细胞并出现大量

多核巨细胞；山椒子烯酮中、高剂量组多核巨细胞

数量增加。结果表明，与长春新碱比较，山椒子烯

酮 对 肝 组 织 、脾 组 织 损 伤 较 小 ，安 全 性 更 高 。

见图 3。

3. 6 山椒子烯酮对 Molt-4 细胞移植瘤小鼠肿瘤组

织中 p-STAT3，Bax，Bcl-2，Caspase-3 蛋白表达的影

响 与模型组比较，山椒子烯酮中、高剂量组、长春

新碱组 p-STAT3，Caspase-3 表达明显降低（P<0. 05，

P<0. 01），山椒子烯酮中、高剂量组 Bax 表达明显升

高（P<0. 05，P<0. 01），山椒子烯酮低、中、高剂量组，

长春新碱组 Bcl-2 表达明显降低（P<0. 05，P<0. 01）。
见表 6，图 4。

4 讨论

急性 T 淋巴细胞白血病是一类由未成熟的 T 细

胞异常的克隆性增殖并浸润其他器官和组织的血

液系统恶性肿瘤，多发于儿童和青少年［13-14］。目前，

临床多使用化疗药物治疗此类疾病，但由于化疗药

物的严重毒副作用及急性 T 淋巴细胞白血病易复

发、预后差、耐药性的缺点导致治疗失败，从而影响

患者生存质量，缩短患者的生存率［15-16］。本课题组

前期的研究发现，山椒子烯酮对肿瘤细胞具有选择

特异性，并对多种肿瘤细胞具有诱导细胞凋亡的作

用，但对正常细胞损伤较小［17］。因此，山椒子烯酮

可作为一种新型的抗肿瘤药物，其具有潜在的研究

价值。

首先，体外实验表明山椒子烯酮可以明显抑制

表 4 山椒子烯酮对 Molt-4细胞移植瘤小鼠肿瘤体积的影响（x̄ ± s，n=9）

Table 4 Effect of zeylenone on tumor volume of Molt-4 xenograft mice（x̄ ± s，n=9）

组别

模型

长春新碱

山椒子烯酮

剂量/mg·kg-1

-

1.00

12.50

25.00

50.00

肿瘤体积/mm3

给药前

300.00±45.23

298.32±78.30

320.21±45.33

330.54±65.32

330.32±43.22

首次给药 4 d

1 110.38±275.17

690.38±179.65

792.71±157.31

862.40±177.94

666.21±144.42

首次给药 8 d

1 570.91±259.01

402.38±80.622）

1 344.30±398.64

1 188.42±177.101）

1 015.85±243.282）

首次给药 12 d

1 591.68±200.72

267.52±51.092）

1 459.11±413.48

1 388.12±229.20

1 144.59±251.772）

A. 模 型 组 ；B. 长 春 新 碱 组 ；C~E. 山 椒 子 烯 酮 低 、中 、高 剂 量 组

（图 4 同）

图 2 山椒子烯酮对 Molt-4移植瘤小鼠肿瘤的抑制作用

Fig. 2 Inhibitory effect of zeylenone on Molt-4 xenograft mice

表 5 山椒子烯酮对 Molt-4细胞移植瘤小鼠肝脏指数及脾脏指数的

影响（x̄ ± s）

Table 5 Effect of zeylenone on liver index and spleen index of

Molt-4 xenograft mice（x̄ ± s） %

组别

正常

模型

长春新碱

山椒子烯酮

剂量/

mg·kg-1

-

-

1.00

12.50

25.00

50.00

n

8

9

9

9

9

9

肝脏指数

4.32±0.09

3.73±0.212）

3.85±0.272）

3.95±0.241）

4.31±0.224，6）

4.47±0.164，6）

脾脏指数

0.18±0.02

0.20±0.02

0.25±0.031，3）

0.22±0.04

0.16±0.036）

0.19±0.035）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，

4）P<0.01；与长春新碱组比较 5）P<0.05，6）P<0.01。
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急性 T 淋巴细胞白血病 Molt-4 细胞的增殖，IC50 为

1. 49 μmol·L-1，且具有明显的剂量依赖性，表明山椒

子烯酮可能具有潜在的抗 T-ALL 的作用。因此，本

研究进一步通过体内实验来研究山椒子烯酮是否

具有抑瘤效果。建立成功的白血病小鼠模型是研

究山椒子烯酮体内抑瘤效果的关键，参考相关研

究［10-12］，本研究选用 NOD/SCID 免疫缺陷小鼠作为

体内模型动物。小鼠预先经过 60Co 照射，然后皮下

接种 Molt­4 细胞，成功建立白血病移植瘤小鼠模

型。在临床上，长春新碱对 T-ALL 的治疗具有较好

的疗效。因此，本实验选择长春新碱作为阳性对照

药。结果表明，山椒子烯酮中、高剂量组对 Molt­4

细胞移植瘤小鼠抑瘤效果显著 ，抑瘤率分别为

50. 24%，60. 75%。长春新碱组抑瘤效果更为突出，

抑瘤率为 79. 37%，但长春新碱的毒副作用较为严

重。病理结果证实，与长春新碱组比较，山椒子烯

酮对小鼠肝组织、脾组织的损伤较小，安全系数

更高。

在多种肿瘤细胞内存在两面神激酶（JAK）/

STAT 通路持续激活的现象［18-19］，细胞因子/生长因

子与受体结合使 JAK 蛋白被活化进而激活其底物

STAT 蛋白，STAT 蛋白以二聚体的方式转移至核内

调控下游蛋白，抑制肿瘤细胞凋亡，导致肿瘤细胞

的失控性增殖、转移［20-22］。本课题组前期研究发现，

山椒子烯酮可以下调 JAK/STAT 通路中 p-JAK2，

p-STAT3 的蛋白表达并激活下游线粒体凋亡通路，

从而诱导 K562 细胞凋亡［6］。本实验应用蛋白免疫

印迹法发现，山椒子烯酮也可以显著下调 Molt­4 细

胞内 p-STAT3 蛋白的表达而影响细胞活性。本课题

组前期实验证实，山椒子烯酮诱导 HeLa，PC-3 细胞

凋亡的过程存在 Bcl-2/Bax 失衡的现象。Bcl-2 家族

中的 B c l - 2 蛋白和 B a x 蛋白可调控线粒体膜的通透

A.正常组；B.模型组；C.长春新碱组；D.山椒子烯酮中剂量组；E.山椒子烯酮高剂量组

图 3 山椒子烯酮对 Molt-4移植瘤小鼠脾脏及肝脏的影响（HE，×400）

Fig. 3 Effect of zeylenone on spleen and liver of Molt-4 xenograft mice（HE，×400）

图 4 山椒子烯酮作用肿瘤组织中 p-STAT3，Bax，Bcl-2，Caspase-3

蛋白表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of zeylenone on expressions of p-STAT3,

Bax, Bcl-2 and Caspase-3 in tumor tissues of mice

表 6 山椒子烯酮对小鼠肿瘤组织中 p-STAT3，，Bax，，Bcl-2，，Caspase-3蛋白表达的影响（x̄ ± s，n=3）

Table 6 Effect of zeylenone on expressions of p-STAT3，，Bax, Bcl-2 and Caspase-3 in tumor tissues of mice（x̄ ± s，n=3）

组别

长春新碱

山椒子烯酮

剂量/mg·kg-1

1.00

12.50

25.00

50.00

p-STAT3/GAPDH

0.42±0.094）

1.03±0.09

0.78±0.121）

0.65±0.052）

Caspase-3/GAPDH

0.16±0.084）

0.63±0.02

0.44±0.071）

0.31±0.072）

Bax/GAPDH

1.35±0.39

1.20±0.16

1.69±0.401）

2.80±0.702）

Bcl-2/GAPDH

0.26±0.032）

0.90±0.131）

0.52±0.062）

0.43±0.112）

注：设定模型组 p-STAT3，Bax，Bcl-2，Caspase-3 蛋白相对表达为 1。
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性，当 Bcl-2/Bax 下降，线粒体膜通透性改变，导致大

量的凋亡因子从线粒体内释放，激活 Caspase-3 蛋

白，使其发挥凋亡执行者的作用。本研究证明了山

椒子烯酮可下调 Bcl-2/Bax，诱导 Caspase-3 前体活

化，激活 Caspase-3，从而促进 Molt-4 的细胞凋亡。

综上所述，山椒子烯酮能有效抑制 Molt-4 细胞

的增殖并促进 Molt-4 细胞的凋亡，其机制可能通过

抑制 p-STAT3，下调 Bcl-2/Bax，激活 Caspase-3，诱导

Molt-4 的凋亡。后续的工作将继续探讨山椒子烯酮

抑制 Molt-4 细胞增殖的分子机制。同时，本研究表

明山椒子烯酮对肝组织、脾组织损伤较小，安全性

较高，具有潜在治疗急性 T 淋巴细胞白血病的应用

价值。
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