
作者简介!唐思诗!

!""!$

"#硕士#住院医师#主要从事多发性骨髓瘤治疗的机制研究%

!

%

!

通信作者#

O3G9-:

&

V92

70

-1@-"/)/

#

!/*.>,G

%

论著"基础研究
!!

+,-

&

!%.*"/"

'

0

.-112.!/'!3(*)(.&%!(.!!.%%/

PEH#("

)来那度胺调控多发性骨髓瘤细胞中
K4_)

并促进凋亡反应的研究

唐思诗!

"

*

"马
!

丹&

"成冰清!

"余琨琳!

"王季石&

%

"彭
!

焱)

!

!.

贵州医科大学"贵阳
##%%%)

'

&.

贵州医科大学附属医院血液科"贵阳
##%%%)

'

*.

南华大学附属怀化医院血液科
!

)!(%%%

'

).

湖南省人民医院肿瘤科"长沙
)!%%%%

#

!!

#摘要$
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目的
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体外观察组蛋白去乙酰化酶抑制剂
PEH#("

和来那度胺作用于多发性骨髓瘤!

XX

#细胞

后转录因子干扰素调节因子
)

!

K4_)

#表达变化以及凋亡情况及机制$方法
!

PEH#("

和来那度胺以不同浓度

单独或者联合作用于
4IXK(&&/

细胞株"
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染色&流式细胞仪观察细胞活力

和凋亡情况"评价药物的协同效应"

SF18F=2<:,8

法检测相关转录因子及凋亡基因蛋白表达水平$结果
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和来那度胺单独作用均可呈药物浓度依赖性地抑制细胞增殖&诱导细胞凋亡"两药协同效应显著$相

关蛋白
I54I

激活"

E>:3̀!
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表达均相对下调"转录相关因子
K4_)
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>3X[Q

下调$结论
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和来那

度胺单独或者联合作用
4IXK(&&/

细胞株"可降低转录因子
K4_)

以及
>3X[Q

的表达"两个药物合用呈显著协

同效应"并且高表达
K4_)

的
4IXK(&&/34

可减少其增殖抑制作用$
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多发性骨髓瘤!

XX

"是一种侵袭性强并且不可治

愈的血液系统恶性肿瘤(

!

)

%目前为止#来那度胺$硼

替佐米等仍然是
XX

的首选药物#然而#部分
XX

患

者在治疗后仍然复发#对骨髓瘤细胞致病机制的深入

研究显示#干扰素调节因子
)

!

K4_)

"是骨髓瘤生长中

不可缺少的转录因子#在骨髓瘤细胞中表达失调#而

且会在相应的肿瘤细胞染色体上发生变异$扩增和突

变(

&

)

%表明
K4_)

可以作为寻找治疗
XX

的新的治

疗靶点#而降低
XX

的耐药复发性已经成为
XX

的

重要问题%

PEH#("

是一种
_B5

批准为治疗
XX

的化疗药

物#已经用于临床治疗
XX

患者#它是一种广谱的去

乙酰化酶抑制剂(

*

)

#作用机制很多#目前尚不完全明

确%而来那度胺是一种免疫调节剂#已经用于
XX

的
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治疗(

)
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#但
XX

患者仍然会产生耐药或者复发%目前

组蛋白乙酰化酶抑制剂!

HB5Q-

"与其他化疗药物联

合治疗是诱导肿瘤细胞凋亡的主要方法#并且可以有

效减少肿瘤细胞的耐药以及复发(

#

)

%本研究主要分

析
PEH#("

单药或者联合来那度胺在
XX

中的作用

机制以及相关靶点#为临床治疗
XX

患者提供新的治

疗方法%

!
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材料与方法

!.!
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材料
!

人
XX

细胞株
4IXK(&&/

以及人
XX

耐来那度胺细胞株
4IXK(&&/34

由贵州医科大学附

属医院造血干细胞移植中心实验室冻存%
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!帕比斯他"购自美国
CF::F>L

公司#

\4Ka,:

$逆转录试

剂盒均为美国
K2U-8=,
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公司产品#
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$二甲基亚

砜!

BXCN

"为赛兰博科技有限公司产品#

4IXK3!/)%

培养基$胎牛血清购自杭州四季青公司#

522F̀-2Z3

_K\Q

'

IK

试剂盒!凯基生物"$

HN3!

一抗及二抗购自

碧云天生物技术研究所#

E9̀

一抗购自上海晶天生物

技术有限公司#

IQ4

引物由上海捷瑞生物工程有限公

司合成%
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方法
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细胞培养
!

4IXK(&&/

和
4IXK(&&/34

使用

含
!%6

胎牛血清#

!%%Y

'

GP

青霉素及
!%%G

7

'

P

链

霉素的
4IXK3!/)%

培养基
*'e

$

#6 QN

&

$

!%%6

饱

和湿度
QN

&

培养箱培养#细胞接种密度!

)

!

#

"

d!%

#

个'
GP

#使用处于对数生长期的细胞进行实验%
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!

细胞增殖抑制检测
!

台盼蓝检测细胞活力#

PEH#("

单独或者联合来那度胺处理
4IXK(&&/

细

胞
&)@

#根据制造商的指导#将
#d!%

* 个细胞在培养

基中或不用处理的
"/

孔板中孵育#然后向每个孔中

加入
&%

"

P

的
QQR(

溶液%在
*' e

下孵育
)%G-2

后#使用分光光度计测量
)#%2G

处的吸光度#作出细

胞增殖抑制率的曲线%

!.".#

!

细胞凋亡率检测
!

取对数生长期的
4I3

XK(&&/

细胞#调整细胞密度
&d!%

# 个'
GP

#接种于
/

孔板#每孔
!GP

#同时设置空白对照组$

PEH#("

组#

用预冷的
IEC

洗涤细胞
&

次#加入
!"#

"

P522F̀3

-2Z3_K\Q

结合液轻轻重悬细胞#加入
#

"

P

膜联蛋白

Z3_K\Q

#轻轻混匀%室温避光孵育
!%G-2

#

!%%%=

'

G-2

离心
#G-2

#弃上清液#加入
!"%

"

P522F̀-2Z3

_K\Q

结合液轻轻重悬细胞%加入
!%

"

P

碘化丙啶染

色液#轻轻混匀#冰浴避光放置#随即进行流式细胞仪

检测#每组平行实验
*

次%

!.".$

!

SF18F=2<:,8

检测
!

收集各组细胞#提取细胞

总蛋白%每份样本取
)%

"

7

总蛋白#经
!%6

的十二烷

基硫酸钠
3

聚丙烯酰胺凝胶电泳!

CBC3I5MO

"后转移

至醋酸纤维素膜上#经封闭液封闭过夜后加鼠抗人
&

3

9>8-2

一抗!

!f#%%

"#兔抗人
HN3!

一抗!

!f!%%%

"#

兔抗人
K4_)

一抗!

!f#%%

"#兔抗人
>3X

A

>

一抗!

!f

#%%

"#兔抗人
E>:3&

一抗!

!f!%%%

"#兔抗人
E>:3̀:

一

抗!

!f!%%%

"#兔抗人
E9̀

一抗!

!f!%%%

"#兔抗人
>3

I54I

一抗!

!f!%%%

"#兔抗人
E9+

一抗!

!f!%%%

"

室温摇膜
"%G-2

后
\EC\

洗膜#分别加入兔
K

7

M

二

抗!

!f!%%%

"室温孵育
)#G-2

#

\EC\

洗膜后用
OQP

试剂染色后曝光#每个实验至少重复
*

次%

!.".%

!

4F9:38-GFIQ4

检测
!

使用
\=-a,:

试剂!

K23

U-8=,

7

F2

#美国"从细胞株中提取总
4J5

%使用
C[E4

M=FF2IQ4 X918F=X-̀

!北京天根生物"和
I4KCX

'#%%

实时
IQ4

系统!

5EK

#美国"进行
h

IQ4

%分析相

对于
&

39>8-2

基因转录物水平的基因表达水平%

>B3

J5

样品与引物和
C[E4X918F=X-̀

混合#总体积为

&%

"

P

%方案中使用的热循环条件在
")e

下
!G-2

,

随后在
")e

下持续
!%1

#在
/%e

下持续
!#1

进行
)%

个循环%

!.#

!

统计学处理
!

使用
M=9

?

@I9+I=-1G#.%

软件

统计分析数据%计量资料用
Kc>

表示#使用方差分

析!

5JNZ5

"和
:

检验进行统计学分析%以
"

#

%.%#

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

".!

!
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与来那度胺单独或者联合作用于
4I3

XK(&&/

细胞后的增殖抑制率
!

PEH#("

与来那度胺

分别作用于
4IXK(&&/

的增殖抑制率呈剂量依赖关

系#

PEH#("

在浓度为
%.%(

"

G,:

'

P

时#来那度胺浓

度为
&%

"

G,:

'

P

时#作 用 浓 度 分 别 达 到 峰 值%

PEH#("

联合来那度胺比单用
PEH#("

或者来那度

胺效果明显#差异有统计学意义!

"

#

%.%#

"#见图
!

%
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$

&

"

#

%.%#

#

$$

&

"

#

%.%!

#与空白对照组比较

图
!
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PEH#("

与来那度胺对
4IXK((&/

增殖

抑制率的影响

"."

!

PEH#("

和来那度胺单独或者协同诱导细胞凋

亡
!

PEH#("

单独或者协同诱导
4IXK(&&/

细胞凋

亡呈剂量依赖关系#

4IXK(&&/

细胞凋亡率随着

PEH#("

浓度的增加而增加%

PEH#("%.%!

$

%.%&

"

G,:

'

P

时 诱 导
4IXK(&&/

细 胞 凋 亡 率 分 别 为

!

!!./c'.)&

"

6

$!

&'.//c'.!

"

6

#单独使用来那度

胺
&.#

"

G,:

'

P

时凋亡率为!

!&.(c/.")

"

6

#联合用

药后#各株细胞凋亡率大幅度增长#在
PEH#("%.%!

"

G,:

'

P

以及
%.%&

"

G,:

'

P

#来那度胺为
&.#

"

G,:

'

P
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图
&
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PEH#("

与来那度胺对
4IXK((&/

细胞凋亡的影响

时凋亡率分别为!

*/.)c!!.!

"

6

$!

/(.*'c!).)

"

6

#说

明
PEH#("

和来那度胺联合应用时#显著协同诱导凋亡

作用#组间差异有统计学意义!

"

#

%.%#

"#见图
&

%

图
*

!!

PEH#("

与来那度胺对
4IXK((&/

细胞

凋亡相关蛋白的影响

".#

!

PEH#("

单独以及联合来那度胺作用于
4I3

XK(&&/

细胞后对凋亡相关
E>:3&

$

E>:3̀:

$

<9+

$

E9̀

$

>3

I54I

蛋白表达水平的影响
!

凋亡相关蛋白水平在

PEH#("

与来那度胺合用时表达最低#与空白对照组

!未处理组"比较#在用
PEH#("

或者来那度胺后#细胞

抗凋亡蛋白均有所下降#凋亡蛋白有所增加#见图
*

%

!!

5

&

SF18F=2<:,8

检测不同细胞株中
K4_)

蛋白的表达#以及

PEH#("

处理后
K4_)

$

>3X[Q

等蛋白的表达#以
&

39>8-2

为内参,

E

&

4F3

9:8-GFIQ4

检测不同浓度
PEH#("

处理后
K4_

$

>3X[Q

在
G4J5

水平

上的表达%

Q

&不同浓度
PEH#("

单独或者联合来那度胺处理
4I3

XK(&&/

细胞
&)@

后
K4_)

$

>3X[Q

等蛋白的表达#以
&

39>8-2

为内

参#

$

&

"

#

%.%#

#

$$

&

"

#

%.%!

#与空白对照组比较

图
)

!!

PEH#("

作用于
4IXK(&&/

细胞后
K4_)

(

>3X[Q

表达下降

)#)!
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!!

5

&使用
4F9:8-GFIQ4

检测
4IXK(&&/

细胞与
4IXK(&&/34

细胞
HN3!

与
K4_)

等
G4J5

的表达#以
&

39>8-2

为内参#

QQR(

检测细胞的增殖抑

制率,

E

&

SF18F=2<:,8

检测调控
HN3!

后
K4_)

$

>3X[Q

蛋白水平的表达#以
&

39>8-2

为内参,

$

&

"

#

%.%#

#

$$

&

"

#

%.%!

#与对照组比较,

Q

&

QQR(

检

测
PEH#("

单独或者联合来那度胺
&)@

后细胞的增殖抑制率

图
#

!!

HN3!

及
K4_)

对
PEH#("

作用于
4IXK(&&/34

细胞的影响

".$

!

PEH#("

诱导
4IXK(&&/

细胞中
K4_)

$

>3X[Q

转录因子的下降
!

SF18F=2<:,8

检测不同来源的血液

恶性肿瘤中
K4_)

的蛋白水平#发现
K4_)

在骨髓瘤细

胞株中表达最高%检测相关转录基因
K4_)

$

>3X[Q

等转录因子蛋白表达随
PEH#("

浓度增高而明显减

低#以
&

39>8-2

为内参#与空白对照组比较#

K4_)

各蛋

白表达随
PEH#("

浓度增加而降低明显#见图
)5

%

其作用浓度同
4F9:8-GFIQ4

浓度一致#见图
)E

%联

合使用药物后#

K4_)

与
>3X[Q

表达更加低#差异有

统计学意义!

"

#

%.%#

"#见图
)Q

%

".%

!

检测
4IXK(&&/

$

4IXK(&&/34

中
HN3!

$

K4_)

的表达#此时
PEH#("

产生的增殖抑制率作用比

K4_)

表达低的明显减少!图
#5

"%使用
HFG-2

提高

HN3!

的表达#

]JII

降低
HN3!

的表达#使用
4F9:3

8-GFIQ4

检测
K4_)

的表达#发现
K4_)

表达与
HN3!

下降的程度一致!图
#E

"#使用
PEH#("

单独或者联

合来那度胺处理
4IXK(&&/

以及
4IXK(&&/34

后检

测发现
4IXK(&&/34

的 增 殖 抑 制 率 率 低 于
4I3

XK(&&/

#差异有统计学意义!

"

#

%.%#

"#见图
#Q

%

#

!

讨
!!

论

!!

本研究分别观察了广谱组蛋白去乙酰化酶抑制

剂
PEH#("

和来那度胺单独或者协同作用于骨髓瘤

细胞系
4IXK(&&/

导致的增殖抑制以及凋亡的作用#

结果显示
PEH#("

与来那度胺协同抑制肿瘤细胞的

增殖以及诱导凋亡的作用#但相应机制并不清楚%

PEH#("

作为一种广谱的去乙酰化酶抑制剂#是
_B5

批准为治疗
XX

的化疗药物(

*

)

%而来那度胺是一种

免疫调节剂#已经用于
XX

的治疗(

)

)

#但
XX

患者仍

然会产生耐药或者复发%目前
HB5Q-

与其他化疗药

物联合治疗是诱导肿瘤细胞凋亡的主要治疗方法#并

且可以有效减少肿瘤细胞的耐药以及复发(

#

)

%为此

本课题组选择使用
PEH#("

与来那度胺联合治疗

XX

#并且探讨其相应的机制#结果发现#

E>:3&

随着药

物的作用表达逐渐下降#且
E9̀

出现出上升趋势#在

不同的效应细胞中#

E>:3&

$

E9̀

等蛋白因子在
HB5Q-

和免疫调节剂诱导肿瘤细胞凋亡中的分子机制还有

待进一步的研究%

本实验中已经探查出
K4_)

在骨髓瘤细胞中高表

达#与之前的研究一致(

/

)

#本研究也证实了
K4_)

在骨

髓瘤中表达水平也高于其他的血液恶性肿瘤细胞#为

进一步评价
PEH#("

与来那度胺联合治疗
XX

的相

应的机制#本研究选择了人多发性骨髓瘤细胞株
4I3

XK(&&/

细胞#证实随着
PEH#("

与来那度胺单独或

者联合作用时
K4_)

表达下降#

>3X[Q

的表达不太明

显#提示
K4_)

涉及
PEH#("

和来那度胺诱导骨髓瘤

凋亡的分子机制%

K4_)

又称为多发性骨髓瘤癌基因
!

#仅表达于淋

巴系统#并且参与了淋巴系统的发育(

'

)

#

K4_)

又是
E

细胞发育和功能的关键转录调节因子(

(

)

%

K4_)

基因

在淋巴系$造血系统等肿瘤中常常发生变异#其表达

水平可作为临床相关肿瘤治疗的预后标志(

#

#

"

)

#此外#

K4_)

调控区有着
>3X[Q

结合位点#

>3X[Q

属于

X[Q

家族#是一类表达较弱#但相对稳定#影响范围

非常广泛的转录因子#

>3X[Q

调控区也存在着
K4_)

的结合位点(

!%

)

#为了更进一步地证实
K4_)

参与了

PEH#("

以及来那度胺介导的凋亡作用#本课题组加

用了
4IXK&&/34

细胞株#因为
4IXK(&&/

细胞株中

K4_)

表达较
4IXK(&&/34

高#由此来进一步证实

##)!
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年
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)'

卷第
!!

期



K4_)

参与了
PEH#("

以及来那度胺介导的细胞增殖

作用#接下来#本课题组通过
QQR(

实验证实了高表

达的
K4_)

的
4IXK(&&/34

的确影响了
PEH#("

单独

以及联合来那度胺导致的细胞增殖作用%更近一步

得出
PEH#("

单独或者联合来那度胺作用引起的细

胞凋亡与
K4_)

降低有关#

K4_)

是潜在骨髓瘤药物的

治疗靶点%已有研究证实激活蛋白
3!

!

5I3!

"寡聚复

合体增强
HN3!

启动子活性(

!!

)

%

ENBBKQRO4

等(

!&

)

也已经证明
5I3!

是
K4_)

的启动子#本课题组已经证

实
HN3!

在
XX

以及其他血液恶性肿瘤中高表达#并

且与凋亡$耐药相关(

!*3!)

)

%因此笔者考虑
K4_)

的高

表达引起的凋亡减少是否也与
HN3!

存在相关性#

HN3!

与
K4_)

的相关性值得进一步研究%本研究表

明
HFG-2

提高
HN3!

表达以及
]JII

降低
HN3!

的

表达均可以影响
XX

中
K4_)

$

>3X[Q

的表达水平#

证实二者存在相关性%

HN3!

$

K4_)

$

>3X[Q

三者相

互之间复杂的调控环路以及在肿瘤细胞中表达的失

调#考虑
HN3!

'

K4_)

'

>3X[Q

轴可用于治疗
XX

的

靶点#有潜力应用于今后
XX

的治疗#其具体分子机

制有待于进一步深入研究%

综上所述#

PEH#("

可抑制
4IXK(&&/

细胞的增

殖且诱导凋亡#联合来那度胺后这种作用更明显%使

用
PEH#("

与来那度胺治疗后明显降低了
K4_)

以及

轻微下调其下游
>3X[Q

#使得抗凋亡蛋白
E>:3&

下降

以及促凋亡蛋白
E9̀

表达增加而促进
XX

细胞的凋

亡#

HN3!

是
XX

的一个治疗靶点#当增强或者沉默

HN3!

时#

K4_)

与
>3X[Q

明显与
HN3!

的表达一致#

这些数据均可表明
K4_)

有潜力成为去乙酰化酶抑制

剂的治疗靶点#而
HN3!

'

K4_)

'

>3X[Q

轴也有潜力用

于治疗
XX

%
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