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Abstract 
Objective: To explore whether Nilotinib (AMN107) and arsenic trioxide (ATO) had synergistic ef-
fect, to provide theoretical basis for the new treatment of chronic myelocytic leukemia. Methods: 
K562 cells were cultivated in vitro, treated with AMN107, ATO or both; Cell proliferation of K562 
cells were evaluated by using a MTT assay. Cell apoptosis of K562 cells were examined by using 
Flow cytometry. Cell cycle of K562 cells were anlysised by using Flow cytometry. The expression 
levels of BCR-ABL fusion genes of K562 cells were analyzed by using PT-PCR. Results: MTT shows 
that both of the AMN107 and ATO can inhibit the growth of the cells of K562, the combination of 
the two drugs was better than single one. Flow cytometry detected the cell apoptosis (%), AMN107 
(10 umol/L) was 74.86 ± 1.86, ATO (5 umol/L) was 24.12 ± 2.03, the combination were 84.60 ± 
1.80. RT-PCR shows that the combination group treated with the K562 cells after 24 h, 48 h, 72 h, 
the RQ of BCR/ABL were: 0.51 ± 0.00, 0.46 ± 0.00, 0.37 ± 0.02. The results were better than single 
one (P < 0.05). 
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摘  要 

目的：探讨尼洛替尼(AMN107)与三氧化二砷(ATO)是否具有协同作用，为寻找慢性髓细胞白血病治疗

新方法提供理论基础。方法：体外培养K562细胞，分别加入AMN107、ATO及两者联合干预细胞生长；

MTT法检测药物对K562细胞增殖的影响；流式细胞仪检测药物对K562细胞凋亡的影响；流式细胞仪检

测药物对K562细胞的细胞周期的影响；RT-PCR检测各组K562细胞BCR-ABL融合基因表达水平的变化。

结果：MTT结果示AMN107、ATO均能够抑制K562细胞的生长，但两者联合较单药效果更佳，差异有统

计学意义(P < 0.05)。流式细胞仪检测细胞凋亡率(%)，AMN107 (10 umol/L)凋亡率为74.86 ± 1.86，
ATO (5 umol/L)凋亡率为24.12 ± 2.03，两者联合可达到84.60 ± 1.80。RT-PCR检测显示ATO联合

AMN107作用于K562细胞24 h、48 h、72 h后BCR/ABL融合基因的RQ比值分别为：0.51 ± 0.00、0.46 ± 
0.00、0.37 ± 0.02。比两者单用BCR/ABL的比值更低。差异有统计学意义(P < 0.05)。 
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1. 引言 

慢性髓细胞白血病(chronic myelocytic leukemia, CML)是一种发生在多能造血干细胞上的恶性骨髓增

殖性肿瘤，其特异性表达 BCR/ABL 融合基因，编码 P210 蛋白，具有酪氨酸激酶活性，从而导致 CML
的发生。分子靶向药物——酪氨酸激酶抑制剂(tyrosine kinase inhibitor, TKI)的问世，为 CML 的治疗带来

了革命性的进展。然而 TKIs 治疗过程中出现的耐药或不耐受的情况使得疾病治疗中断，甚至部分 CML
患者出现疾病复发等问题迫使人们进一步探索新的治疗策略。本研究通过体外培养慢性髓细胞白血病细

胞株 K562 细胞，经尼洛替尼(AMN107)、三氧化二砷(ATO)或两者联合干预，观察 K562 细胞的增殖及凋

亡的情况，比较药物干预前后 BCR-ABL 基因表达水平的变化，探讨两药是否具有协同作用，现报道如

下。 

2. 材料与方法 

1) 主要材料：K562 细胞由河北医科大学第二医院赠送；ATO 购自美国 sigma 公司；AMN107 为诺

华公司赠送。 
2) 细胞培养：体外培养 K562 细胞。分为空白对照组与实验组。空白对照组只加培养基和细胞；实

验组分为 AMN107 组、ATO 组和 AMN107 + ATO 组，共 3 组，培养 3 天。 
3) MTT 法检测细胞增殖：取各组 K562 细胞，调节细胞浓度为 1 × 106/ml，接种于 96 孔板中，每组

设 6 个平行孔，培养终止前 4 h 每孔加入 MTT (5 mg/ml) 20 μl，继续培养 4 h，每孔加入三联液 100 μl，
震荡 30 min，放入培养箱中过夜。置酶标仪读取吸光度 A 值。根据如下公式计算细胞生长抑制率：细胞

生长抑制率 = [对照组 A 值 − 实验组 A 值]/对照组 A 值 × 100%。 
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4) 流式细胞仪检测细胞周期：收集各组 K562 细胞，PBS 洗 2 次，70%乙醇固定。固定好的细胞 1500 
r/min，5 min，离心去上清，用 1 ml PBS 重悬，400 目筛网过滤 1 次。取 200 μl 细胞悬液加 800 μl 碘化丙

啶(PI)染液，混匀，避光染色 30 min。用流式细胞仪检测，ModFit LT 软件进行细胞周期分析。 
5) Annexin V-FITC/PI 染色法流式细胞仪检测细胞凋亡：取各组 K562 细胞，接种于 12 孔板中，培养

48 h，将培养板中的细胞转移到流式管中，1200 rpm，10 min，弃上清，调节细胞数为 1 × 105~1 × 106 个，

将细胞重悬于 200 μl Buffer 中，加入 10 μl Annexin V-FITC 和 5 μl PI，震荡 1 min，加入 10 μl Annexin 
V-FITC 和 5 μl PI，震荡 1 min，上流式细胞仪检测。 

6) RT-PCR 检测 BCR/ABL 融合基因的表达：取各组 K562 细胞，提取总 RNA，逆转录为 cDNA 后

进行基因扩增。BCR 引物序列：上游：5'-GAGAGAAGAGGGCGAACAA-3'，下游：5'-GACATAAGCAGCAG 
CAGTGAC-3'。ABL 引物序列：上游：5'-ACATCACGCCAGTCAACAG-3'，下游：5'-GCAGATACTCAGCGG 
CATT-3'。反应体系 20 ul：样品 8 ul，Mix 酶 10 ul，Primer 1 ul + 1 ul。反应条件：96℃ 4 min，94℃ 30 
s，58℃ 30 s，72℃ 30 s，循环 40 次。结果检测：扩增完毕后，进入结果分析界面，以 GAPDH 为内参

照基因，与对照组相比(对照组 RQ 值为 1.0)，得到目的基因表达的相对定量值(RQ 值)，将 RQ 值用于统

计分析。 
7) 应用 spss13.0 进行统计学分析。 

3. 结果 

1) AMN107 与 ATO 对 K562 细胞增殖的影响：MTT 结果示：AMN107 或 ATO 对 K562 细胞增殖均

有抑制作用且呈剂量和时间依赖性。AMN107 联合 ATO 组较两药单独应用细胞生长抑制率更高，见表 1。 
2) AMN107 与 ATO 对 K562 细胞增殖的影响：AMN107 或 ATO 均可引起 K562 细胞的凋亡，且两

者联合较单药对引起 K562 细胞的凋亡率更高，见表 2。 
3) ATO 对 K562 细胞周期分布的影响：5 umol/L ATO 处理 K562 细胞后，G0/G1 期细胞的比例(%)

较对照组明显增加(38.57 ± 0.39 vs 18.65 ± 0.33，P < 0.05)。 
4) AMN107 联合 ATO 较 AMN107 或 ATO 单药作用使得 K562 细胞表达 BCR-ABL 基因表达水平更

低，详细结果见表 3。 
 
Table 1. Growth inhibitory rate treated with different drugs (%, x  ± s) 
表 1. 不同药物对生长抑制率的影响 

Concentration (uM) Time (24 h) Time (48 h) Time (72 h) 

ATO 
 
 

AMN107 
 
 

1 
2.5 
5 

2.5 
5 

10 

10.25 ± 1.38 
20.38 ± 1.27 
25.58 ± 1.69 
30.27 ± 1.58 
51.55 ± 2.72 
62.74 ± 1.77 

15.88 ± 1.11 
24.75 ± 1.45 
34.06 ± 1.20 
35.34 ± 1.00 
58.64 ± 1.45 
67.05 ± 1.63 

20.07 ± 1.46 
30.59 ± 1.72 
48.30 ± 2.26 
45.65 ± 1.84 
63.44 ± 1.70 
72.07 ± 1.74 

AMN107 (10) + ATO (5) 72.06 ± 2.19 81.36 ± 1.24 85.24 ± 1.36 

 
Table 2. Apoptosis rate treated with ATO, AMN107, ATO + AMN107 (%, x  ± s) 
表 2. 三氧化二砷、尼洛替尼以及两者联合对细胞凋亡的影响 

Concentration 
Control group ATO AMN107 Combined group 

0 1 2.5 5 2.5 5 10 10 + 5 

Rate 2.26 ± 0.63 4.21 ± 0.62 4.21 ± 0.62 24.12 ± 2.03 30.00 ± 1.48 63.78 ± 1.91 74.86 ± 1.86 84.60 ± 1.80 
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Table 3. Expression levels of BCR-ABL after treatment of AMN107, ATO, ATO + AMN107 ( x  ± s) 
表 3. 不同药物对 BCR-ABL 基因表达水平的影响 

Concentration (uM) Time (24 h) Time (48 h) Time (72 h) 

Control group 
ATO 

 
 

AMN107 
 
 

0 
1  

2.5  
5  

2.5  
5  
10 

1.39 ± 0.07 
1.12 ± 0.02 
1.01 ± 0.01 
0.89 ± 0.00 
0.84 ± 0.02 
0.78 ± 0.02 
0.66 ± 0.03 

1.22 ± 0.03 
1.06 ± 0.01 
0.94 ± 0.01 
0.85 ± 0.01 
0.79 ± 0.02 
0.72 ± 0.02 
0.59 ± 0.01 

1.18 ± 0.02 
1.02 ± 0.01 
0.91 ± 0.01 
0.79 ± 0.00 
0.71 ± 0.02 
0.63 ± 0.01 
0.51 ± 0.01 

AMN107 (10) + ATO (5) 0.51 ± 0.00 0.46 ± 0.00 0.37 ± 0.02 

4. 讨论 

在 CML 中，BCR-ABL 融合基因转录为 8.5 kb 的 mRNA，并翻译产生分子量为 210 KD 的 BCR-ABL
融合蛋白 P210BCR-ABL，该蛋白编码的产物具有酪氨酸激酶活性[1]，能磷酸化多种蛋白质底物上的酪

氨酸残基，作用于 BCR-ABL 下游的一系列信号转导通路，导致 CML 的发生。TKIs 的问世为 CML 的治

疗带来了革命性的进展，它能特异性阻断 ATP 在 abl 激酶上的结合位置，使酪氨酸残基不能磷酸化，从

而抑制 BCR-ABL 阳性细胞增殖。本研究以不同浓度 AMN107 作用于 K562 细胞 3 天后发现 BCR-ABL
融合基因的表达水平明显下降，细胞生长抑制率及细胞凋亡率明显增加。KJ、Landry [2] [3]等的研究也

证实了这一结论。 
然而 TKIs 对 CML 的起始干细胞(Lekumia intial cells, LICs)无作用，导致部分患者出现耐药或停药后

复发，或由于点突变、基因扩增等产生 TKIs 耐药或不耐受等问题，因此寻找新的治疗靶点是我们目前迫

切需要的[4]。目前研究热点为利用不同化疗药物的作用靶点及机制的不同增加各个化疗药物对肿瘤细胞

的杀伤力，或联合用药以减少单药高剂量带来的毒副作用及耐药。 
我国学者自 19 世纪 70 年代开始应用砷制剂治疗白血病，目前 ATO 在治疗急性早幼粒细胞白血病

(APL)方面已取得巨大进展，最近发现 ATO 在 CML 治疗中也有一定的价值，Dennis J 及 Luo 报道 ATO
作用于 K562 细胞能通过诱导细胞自噬等途径下调 BCR-ABL 基因的表达[5] [6]。Dennis 同时报道 ATO
可以通过自噬性溶酶体和蛋白酶介导的降解组织蛋白酶 B 上的 P62/SQSTM1 而靶向作用于 BCR-ABL 融

合基因，使其表达水平下调。Luo 等发现 ATO 能够通过抑制 VEGF 的表达，继而阻断其下游一系列信号

途径包括 PI3K/PIP3/Akt/PKB、MAPKAPK2/HSP27 和 Ras/MEK/ERK，下调 BCR-ABL 融合基因水平，

阻断 CML 的发生。ATO 还能阻断细胞周期进程，使之不能进入 S 期完成有丝分裂，从而抑制细胞增殖

[7]。本研究应用流式细胞仪检测经 ATO 干预后的 K562 细胞的细胞周期的变化，结果显示，ATO 作用

于 K562 细胞后使停滞在 G0/G1 期的 K562 细胞比例增加，S 期、G2M 期细胞比例减少。应用 RT-PCR
比较 ATO 干预 K562 细胞前后 BCR-ABL 基因表达的变化发现 ATO 能降低 BCR-ABL 基因的表达水平。 

本研究结果显示 AMN107 与 ATO 均能够诱导细胞凋亡，AMN107 诱导 K562 细胞凋亡的能力是 ATO
的 2~3 倍，然而黄先豹报道 AMN107 (5 umol/L)与 ATO (5 umol/L)干预 K562 细胞后细胞凋亡率分别为

60.98 ± 2.46 vs 60.98 ± 2.28，两者效果相等，与本研究结果存在一定的差异，考虑可能与细胞株来源不同、

作用时间不同等有关。Xia Y [8]等研报道 AMN107 与 ATO 在诱导 K562 细胞凋亡方面存在协同作用。本

研究也证实 AMN107 与 ATO 两者联合作用于 K562 细胞，细胞生长抑制率和凋亡率均较两者应用效果更

佳，BCR-ABL 基因表达水平较两者单独作用表达更低，因此推测 ATO 与 AMN107 能够通过不同的作用

途径协同抑制 BCR-ABL 基因的表达。然而两者具体是作用于哪些信号分子而协同发挥效应的，是我们

今后进一步研究的方向。 
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