
2017 年总第 49 卷第 6 期

喜树碱（Camptothecin，CPT）来源于中药喜树，
因其具有很好的抗癌活性，目前已是临床常用的化
疗药物。 喜树碱类抗肿瘤药作用靶点明确，其通过
结合拓扑异构酶 I （Topoisomerase，TOP1）， 引起
TOP1 中毒发挥抗肿瘤作用， 其衍生物已被广泛应
用于临床治疗结肠癌等癌症。 但是临床应用中发现
CPT 存在严重副作用，在杀死肿瘤细胞的同时，会导
致血液白细胞尤其是中性粒细胞数量减少 [1-2]，以往
的研究认为这是由于 CPT 诱导骨髓中的造血干细
胞凋亡而导致中性粒细胞数量减少，但尚未有人具
体研究 CPT 如何对中性粒细胞产生影响。 中性粒细
胞是人体血液循环最丰富的免疫细胞，最新研究发
现其在肿瘤形成的特定阶段会促进肿瘤细胞的增
殖和迁移，减少肿瘤部位的中性粒细胞数量能够抑
制肿瘤[3]。 因此，本研究拟观察抗癌药物 CPT 对骨髓
中的中性粒细胞能够产生怎样的影响。 本实验以正
常小鼠骨髓中性粒细胞为研究对象，分别以一定浓
度 CPT 处理中性粒细胞 1h， 对中性粒细胞 X 连锁
凋亡抑制蛋白（XIAP）、Toll 样受体 4（TLR4）、CXC
趋化因子受体 2（CXCR2）mRNA 的表达和细胞凋亡
情况进行检测。
1 实验材料
1.1 实验试剂 喜树碱（上海阿拉丁生物试剂公司），
Percoll密度梯度分离液（GE），RPMI 1640（CORNING），

胎牛血清，胰蛋白酶（Amresco），CXCR2 引物、TLR4
引物、XIAP 引物、GAPDH 引物（Invitrogen），反转录
试剂盒 （TOYOBO），SYBR Green（TOYOBO），70μm
细胞滤网（FALCON），凋亡试剂盒（BD），APC-ly6G
荧光抗体（BD）。
1.2 主要仪器 细胞培养箱（Thermo），核酸浓度仪，
PCR 仪（BIO-RAD），荧光定量 PCR 仪（BIO-RAD），
荧光显微镜（Nikon）。
1.3 实验动物 C57BL/6 小鼠，8 周，雄性，SPF 级，
由北京斯贝福生物技术有限公司提供， 合格证号：
SCXK（京）2016-0002。
2 实验方法
2.1 小鼠骨髓中性粒细胞的提取 取小鼠大腿股
骨两根，剪去两端骨头，用 PBS 冲洗骨头内部，将冲
洗 出的细胞 经 70μm 滤网过 滤 ，1500r/min 离 心
10min，加入 10mL 0.2%NaCl 重悬细胞 10s，裂解红细
胞，再加入 10mL 1.6%NaCl，终止裂解，1500r/min 离
心 8min，用 1mL 1640（10%FBS）重悬细胞。 用 percoll
与 10×PBS 按 9:1 混合， 配成 percoll 原液，percoll 原
液与 1×PBS 按比例分别在 15mL 离心管中配置 4mL
72.5%percoll 和 4mL 62.5%percoll， 用注射器将 4mL
62.5%percoll 缓慢加入到 4mL 72.5%percoll 液面之
上， 然后用注射器将得到的 1mL 骨髓细胞缓缓加入
到 62.5% percoll 液面之上，2893r/min 离心 30min，加
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速度 9，减速度 0。 最终得到的中性粒细胞位于 72.5%
percoll 和 62.5%percoll 液面之间。 将中性粒细胞吸
出，加入等体积 PBS，1200r/min 离心 8min，加入 1mL
PBS 重悬，1200r/min 离心 8min， 用 PBS 或者培养基
重悬， 用台盼蓝计数检测存活中性粒细胞的数量，用
瑞氏染色在 100 倍油镜下观察中性粒细胞的纯度。
2.2 荧光定量 PCR检测小鼠骨髓中性粒细胞 XIAP、
TLR4、CXCR2 mRNA 表达 提取 C57BL/6 小鼠骨
髓中性粒细胞，将其培养于 6 孔板中，每孔细胞数
4×106 个， 分别设空白组、CPT 200nmol/L 组、CPT
2μmol/L 组、CPT 20μmol/L 组， 加药处理 1h 后，提
取细胞的 RNA，按照逆转录试剂盒说明书进行逆转
录，得到 cDNA，用三蒸水将 cDNA 稀释 10 倍，按照
如下比例配置样品：2×SYBR premix 10μL，10μmol/L
上游引物 1μL，10μmol/L 下游引物 1μL，cDNA 模板
4μL，三蒸水 4μL，配置成 20μL 的体系。反应条件为
50℃ 2min，95℃ 10min，95℃ 15s，60℃ 1min， 循环
数 44 个。 XIAP 上游引物 5’-CAGAACACAGGAGA
CACT -3’， 下 游 引 物 5’ -ACTCACACCAGA
TTCACTT -3’；TLR4 上 游 引 物 5’ -GCCTTCACTA
CAGAGACTT-3’，下游引物 5’-TAGACACTACCAC
AATAACCTT-3’；CXCR2 上游引物 5’-ATCCAGA
AGAGACACTTG-3’，下游引物 5’-CATAGCAGACT
AAGGTAGAA-3’；内参基因 GAPDH 上游引物 5’-
AGTGGCAAAGTGGAGATT-3’，下游引物 5’-GTGG
AGTCATACTGGAACA-3’。
2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡 提取 C57BL/6 小
鼠骨髓中性粒细胞，将其培养于 6 孔板中，每孔细胞
数 4×106 个， 分别设为空白组、CPT 200nmol/L 组、
CPT 2μmol/L 组 、CPT 20μmol/L 组 ， 加药处理 1h
后，将每组细胞吸至离心管中，1891r/min 离心 5min，
用 1mL PBS 重悬，1891r/min 离心 5min，用凋亡试剂
盒中 1×缓冲液 200μL 重悬，加入 4μL annexin V 染
料 、4μL APC 标记的 ly6G 染料 ， 冰上避光孵育
20min，加入 5μL PI 染料，上机检测。
2.4 统计学方法 对荧光定量 PCR 结果计算得到
的 2-△△Ct 使用 SPSS 20 进行单因素方差分析， 组间
两两比较用 LSD 检验，以 P＜0.05 为差异有显著性。
3 实验结果
3.1 percoll 不连续密度梯度离心法分离小鼠骨髓
中性粒细胞纯度的检测 经过 percoll 密度梯度离
心，小鼠骨髓中性粒细胞位于 4mL 刻度线处，如图 1a
所示。 将 percoll 密度梯度离心分离纯化得到的骨髓
中性粒细胞通过瑞氏染色的方法，在 100 倍油镜下观
察，如图 1b 所示。 获得的中性粒细胞纯度大于 90%，
经台盼蓝染色计数，证明细胞存活率大于 99%。

图 1 小鼠骨髓中性粒细胞瑞氏染色镜下观察
注：a 表示中性粒细胞在 percoll分离液中的位置；b 表示分

离出的细胞通过瑞氏染色在 100 倍油镜下观察得到的
中性粒细胞纯度，图中显示中性粒细胞纯度＞90%。

3.2 CPT对小鼠骨髓中性粒细胞 XIAP、TLR4、CXCR2
mRNA表达的影响 见表 1。与空白组比较，CPT 2μmol/L
和 20μmol/L 剂量组小鼠骨髓中性粒细胞中 XIAP、
TLR4、CXCR2 mRNA的表达明显降低（P＜0.001）。

表 1 各组小鼠骨髓中性粒细胞 XIAP、TLR4、CXCR2 mRNA 表达比较 2-△△Ct

空白组
组别

4
样本数

1
XIAP

1 1
TLR4 CXCR2

CPT 200nmol/L 组 4 0.86±0.1 0.965±0.075 0.9±0.08
CPT 2μmol/L 组 4 0.655±0.195*** 0.54±0.17*** 0.535±0.095***

CPT 20μmol/L 组 4 0.51±0.1*** 0.285±0.035*** 0.485±0.075***

注：*** 与空白组比较，P＜0.001。

3.3 CPT 对小鼠骨髓中性粒细胞凋亡的影响 见
图 2。与空白组相比，CPT各剂量组中性粒细胞开始出现
凋亡，随着 CPT浓度增高，凋亡率有所上升但不显著。

图 2 各组小鼠骨髓中性粒细胞凋亡情况
注：a.空白组；b.CPT 200nmol/L 组；c.CPT 2μmol/L 组；d.

CPT 20μmol/L；Q1 区表示已死亡的细胞；Q2 区表示
凋亡中后期细胞；Q3 区表示未凋亡细胞；Q4 区表示
凋亡早期细胞。

4 讨论
1966 年 Monroe E. Wall 等首次从喜树皮、果实

中提取出 CPT。 CPT 是具有较高抗癌活性的修饰单
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萜吲哚类生物碱，其抗肿瘤的作用机理是导致肿瘤
细胞 TOP1 中毒从而杀死肿瘤细胞。 TOP1 在细胞
DNA 复制和转录过程中发挥着重要作用，能够切开
超螺旋双链 DNA 的一条链， 与被切割的 DNA3’端
共价连接，形成所谓的 TOP1 共价复合物（TOP1cc），
释放 DNA 的扭转力， 然后介导 DNA 的断链重连，
恢复成双链 DNA。 正常情况下，TOP1cc 存在时间
短， 而有 CPT 存在时，CPT 能够与 TOP1cc 结合，阻
碍 DNA 断链重连，导致 DNA 单链断裂，这种单链
断裂在 DNA 复制时，可能与前进的 DNA 复制叉碰
撞，导致复制叉塌陷和 DNA 双链断裂的产生，在细
胞中累积的双链断裂到一定量时可诱导细胞凋亡。
因此，CPT 能够特异杀死分裂旺盛的细胞，而肿瘤细
胞正是这类细胞。

近年来， 中性粒细胞在肿瘤治疗中发挥的作
用逐渐引起人们关注。 肿瘤发展后期，中性粒细胞
可以通过释放蛋白酶 （主要是弹性蛋白酶 NE 和
基质金属蛋白酶 MMP9）和通过 NETosis 方式死亡
释放中性粒细胞胞外诱捕网促进肿瘤细胞的增殖
和迁移， 也可以通过自身背负肿瘤细胞迁移至血
管，这些作用都不利于肿瘤的治疗 [4-8]。 于是，能抑
制中性粒细胞迁移至肿瘤部位的药物逐渐引起关
注。

本研究我们选择正常小鼠的骨髓中性粒细胞
作为研究对象，CPT 处理小鼠骨髓中性粒细胞后，发
现中性粒细胞中 XIAP、TLR4、CXCR2 的 mRNA 表
达量下降。 XIAP 是小鼠细胞中的凋亡抑制蛋白，当
XIAP 表达量下降时，往往会促进细胞凋亡。 本实验
结果显示，在 CPT 处理 1h 后，中性粒细胞开始出现
细胞凋亡，并且随着剂量增加，凋亡率升高。 综上说
明，CPT 可能通过下调中性粒细胞 XIAP 的表达来
诱导细胞凋亡。 TLR4 是与炎症相关的膜表面受体，
与中性粒细胞迁移到炎症部位密切相关。 本实验结
果显示，CPT 可能通过下调 TLR4 的表达从而阻断
中性粒细胞进入血液和炎症部位发挥作用。 CXCR2
是与中性粒细胞迁移相关的膜表面受体，趋化因子
可以通过与 CXCR2 作用从骨髓中招募中性粒细
胞，CXCR2 表达降低会导致进入血液的中性粒细胞
数量减少，中性粒细胞趋向于保留在骨髓中。 在最
新的癌症治疗研究中发现， 使用 CXCR2 阻断剂抑
制中性粒细胞进入肿瘤部位，能够有效地提高癌症
的治疗效果[3]。 关于乳腺癌的最新研究发现，使用中
性粒细胞表面蛋白 CXCR2 的阻断剂， 能够有效减
少中性粒细胞进入肿瘤细胞的数量，与抗癌药联用
能够大大提高乳腺癌的治疗效果 [9]。 本实验结果说
明 CPT 可能通过下调中性粒细胞 CXCR2 的表达，

抑制中性粒细胞进入肿瘤部位，从而达到治疗肿瘤
的效果。 这也许是 CPT 在肿瘤治疗中与传统观念不
同的另一条途径。

综上所述，CPT 不止因为其具有的 TOP1 毒性
诱导骨髓干细胞凋亡而导致中性粒细胞数量减少，
还可能通过抑制骨髓中性粒细胞的迁移和诱导其
凋亡，减少了进入血液前往炎症和肿瘤部位的中性
粒细胞数量。下一步拟建立肿瘤动物模型，研究 CPT
是否能够通过影响中性粒细胞功能而达到抑制肿
瘤生长的目的。
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