
书书书

!!"#$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

"

',-. !"#$

"

/012 $$

"

30

!

%

基金项目#国家自然科学基金资助项目$

30

!

$"45#"66

%&杭州市卫生科技计划资助项目$

30

!

!"##7"#%

%

作者单位#

#2

浙江中医药大学第一附属医院血液科$杭州
$#""8$

%&

!2

浙江省海宁市人民医院血液科$浙江海市
$#99""

%&

$2

浙江省杭州市第

二人民医院血液科$杭州
$#""#8

%&

92

浙江大学第一附属医院血液科$杭州
$#"""$

%

通讯作者#周郁鸿"

).1

#

"85#

"

4%%!"$!8

"

:

#

;<=1

#

>?@A100BC#%$2D0;

高三尖杉酯碱联合三氧化二砷诱导人多发性骨髓瘤

EF+( 4!!%

细胞株凋亡的实验研究

周秀杰#

!

!

$周郁鸿#

$陈小会$

$钱文斌9

摘要$目的$通过体外实验阐述高三尖杉酯碱"

GG)

#单药及联合亚砷酸"

7)H

#用药对人多发性骨髓

瘤细胞株
EF+( 4!!%

作用及其机制$ 方法$应用四甲基偶氮唑"

+))

#比色法!检测
GG)

%

7)H

单药及两

者联合用药对人多发性骨髓瘤细胞株
EF+( 4!!%

增殖的影响!

G0.D@IJ

染色法检测细胞凋亡形态学变化!

流式细胞仪检测细胞早期凋亡比率$

*.IJ.K- A10J

检测药物处理后凋亡关键蛋白"

&<IL<I.

#

$

%

6

及

F7EF

#%

MD1

#

!

家族蛋白"

MD1

#

!

%

+D1

#

#

%

MD1

#

N1

#及
7O)

蛋白的表达$ 结果$

GG)

%

7)H

单药可显著抑制

EF+( 4!!%

细胞的增殖!其作用呈时间及浓度依赖"

F P"

!

"8

#!且两药联合具有协同作用"

&( P#

#$

GG)

%

7)H

单药可诱导
EF+( 4!!%

细胞凋亡且呈浓度依赖!出现细胞凋亡形态学改变及早期凋亡比率增高!两药

联合可加强诱导凋亡作用$

GG)

可呈浓度依赖性激活
&<IL<I.

#

$

%

F7EF

表达&

GG)

"

9" -QR;S

#与
7)H

"

4

!

8 !;01RS

#联合用药可显著激活
&<IL<I.

#

$

%

6

!下调抗凋亡蛋白
+D1

#

#

及
MD1

#

N1

的表达!呈时间依赖性

降低
7O)

磷酸化水平$ 结论$

GG)

%

7)H

单药或联合用药可诱导
EF+( 4!!%

细胞凋亡!其机制可能和激

活
&<IL<I.

通路%调节
MD1

#

!

家族蛋白表达%抑制
7O)

磷酸化等有关$

关键词$多发性骨髓瘤&高三尖杉酯碱&三氧化二砷&细胞凋亡

G0;0@<KK=-QJ0-=-. &0;A=-.B 7KI.-=D )K=0N=B. (-B,D.B 7L0LJ0I=I =- G,;<- +,1J=L1. +?.10;< &.11

S=-. EF+( 4!!%

#

<- :NL.K=;.-J<1 E.I.<KD@

$

TGHU V=,

#

W=.

#

"

!

"

TGHU X,

#

@0-Q

#

"

&G:3 V=<0

#

@,=

$

"

<-B Y(73 *.-

#

A=-

9

$

# Z.L<KJ;.-J 0[ G.;<J010Q?

"

\=KIJ 7[[=1=<J.B G0IL=J<1

"

T@.W=<-Q U-=].KI=J? 0[ &@=

#

-.I. +.B=D=-.

"

G<-Q>@0,

$

$#""8$

%"

&@=-<

&

! Z.L<KJ;.-J 0[ G.;<J010Q?

"

G<=-=-Q +,-=D=L<1 F.0L1.

%

I

G0IL=J<1

"

T@.W=<-Q

$

$#99""

%"

&@=-<

&

$ Z.L<KJ;.-J 0[ G.;<J010Q?

"

^.D0-B F.0L1.

%

I G0IL=J<1 0[ G<-Q

#

>@0,

"

G<-Q>@0,

$

$#""8$

%"

&@=-<

&

9 Z.L<KJ;.-J 0[ G.;<J010Q?

"

\=KIJ 7[[=1=<J.B G0IL=J<1 0[ T@.W=<-Q U-=

#

].KI=J?

"

G<-Q>@0,

$

$#"""$

%"

&@=-<

7M^)E7&)

$

HAW.DJ=].

$

)0 D1<K=[? J@. .[[.DJI <-B ;.D@<-=I;I 0[ @0;0@<KK=-QJ0-=-.

$

GG)

%

;0-0

#

;.K J@.K<L? 0K D0;A=-<J=0- J@.K<L? _=J@ <KI.-=D JK=0N=B.

$

7)H

%

0- @,;<- ;,1J=L1. ;?.10;<

$

++

%

D.11 1=-.

EF+( 4!!% =- =- ]=JK0 K.I.<KD@.I2+.J@0BI

$

:[[.DJI 0[ GG)

"

7)H

"

<-B GG) D0;A=-.B 7)H 0- J@. QK0_J@ 0[

++ D.11 1=-. EF+( 4!!% _.K. B.J.DJ.B ,I=-Q +)) <II<?2 )@. ;0KL@010Q=D<1 D@<-Q.I 0[ D.11 <L0LJ0I=I _.K.

B.J.DJ.B A? G0.D@IJ IJ<=-=-Q2 )@. .<K1? <L0LJ0I=I K<J. _<I B.J.DJ.B ,I=-Q [10_ D?J0;.JK?2 :NLK.II=0-I 0[

&<IL<I.

#

$

"

&<IL<I.

#

6

"

L01?

#

7ZF

#

K=A0I. L01?;.K<I.

$

F7EF

%"

MD1

#

!

"

+D1

#

#

"

MD1

#

N1

"

<-B 7O) LK0J.=- _.K.

B.J.DJ.B A? *.IJ.K- A10J2 E.I,1JI

$

GG) <-B 7)H =-@=A=J.B J@. LK01=[.K<J=0- 0[ EF+( 4!!% D.11 1=-. =- < J=;.

#

<-B B0I.

#

B.L.-B.-J ;<--.K

$

F P"

%

"8

%

2 ^?-.KQ=IJ=D .[[.DJI _<I I@0_- =- J@. D0;A=-<J=0- QK0,L

$

&( P#

%

2

GG) <-B 7)H =-B,D.B J@. <L0LJ0I=I 0[ EF+( 4!!% =- < B0I.

#

B.L.-B.-J ;<--.K _=J@ J?L=D<1 ;0KL@010Q=D<1

D@<-Q.I 0[ <L0LJ0I=I <-B @=Q@.K .<K1? IJ<Q. <L0LJ0I=I K<J.2 )@. .-@<-D.;.-J =- <L0LJ0J=D =-B,DJ=0- _<I

I..- _@.- J_0 <Q.-JI _.K. D0;A=-.B2 GG) <DJ=]<J.B .NLK.II=0-I 0[ &<IL<I.

#

$ <-B F7EF =- < B0I. B.

#

L.-B.-J ;<--.K <J !9 @2 GG) <J 9" -QR;S <-B 7)H <J 4

%

8 !;01RS D0,1B I=Q-=[=D<-J1? <DJ=]<J. .NLK.II=0-I 0[

&<IL<I.

#

$ <-B &<IL<I.

#

6

"

<-B B0_-

#

K.Q,1<J. .NLK.II=0-I 0[ <-J=

#

<L0LJ0J=D LK0J.=-I MD1

#

N1 <-B +D1

#

#2 (-
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<BB=J=0-

"

J@. D0;A=-<J=0- J@.K<L? 0[ GG) <J 9" -QR;S <-B 7)H <J 4

%

8 !;01RS =-@=A=J.B L@0IL@0K?1<J=0- 0[

7O) =- < J=;.

#

B.L.-B.-J ;<--.K2 &0-D1,I=0-

$

G))

"

7)H

"

<-B D0;A=-<J=0- J@.K<L? 0[ GG) <-B 7)H =-

#

B,D.B J@. <L0LJ0I=I 0[ EF+( 4!!% D.11 1=-. L0II=A1? J@K0,Q@ <DJ=]<J=-Q &<IL<I. L<J@_<?I

"

K.Q,1<J=-Q .N

#

LK.II=0-I 0[ MD1

#

! [<;=1=.I

"

<-B =-@=A=J=-Q L@0IL@0K?1<J=0- 0[ 7O)2

O:X*HEZ^

$

;,1J=L1. ;?.10;<

&

@0;0@<KK=-QJ0-=-.

&

<KI.-=D JK=0N=B.

&

<L0LJ0I=I

$$高三尖杉酯碱$

GG)

%系从我国三尖杉属植物粗

榧的树皮中提取的生物碱"国内首先将其用于白血病

的治疗' 本课题在前期研究中已经报道了
GG)

在体

外能诱导多发性骨髓瘤细胞株和患者原代肿瘤细胞凋

亡&其半数抑制率$

(&

8"

%与髓系白血病细胞株相当"提

示
GG)

在治疗多发性骨髓瘤$

++

%中的潜在价值(

#

)

'

砒霜又名白砒"是砒石经升华而成的精制品"味辛酸性

热"有毒"入脾*肺*肝经"功能祛痰*截疟*杀虫*蚀疮*

祛腐' 后人曾将其用于风湿性疾病*哮喘*痔疮(

!

)

"为

减轻毒副反应"近年来我国医学科学家不断努力成功

提取砒霜的有效成分砷剂而制成的静脉制剂称为三氧

化二砷或亚砷酸$

7)H

%' 为了克服肿瘤细胞耐药的

问题"联合用药作用于多个特异性靶点是近年来主要

解决方案"成功的例子是
7)H

联合维甲酸$

7)E7

%治

疗急性早幼粒细胞白血病能显著降低微小残瘤*减少

复发(

$

)

' 为此我们对
GG)

联合
7)H

对
++

的抗肿

瘤机制进行了实验研究"现报告如下'

材料与方法

#

$细胞株及细胞培养$

EF+( 4!!%

细胞$人多

发性骨髓瘤细胞株"浙江大学第一附属医院血液研究

所惠赠%接种于含体积分数
#"`

胎牛血清的
EF

#

+(#%9"

培养液中"置于
$5

&*

8 ` &H

!

*饱和湿度的

培养箱中培养"每
!

'

$

天换液
#

次"取对数生长期细

胞为实验对象'

!

$药物$

GG)

#

# ;Q

#

# ;S

"北京协和药厂"实

验时用生理盐水稀释成
"

*

#"

*

!"

*

9"

*

4" -QR;S

&

7)H

#

8 ;Q

#

8 ;S

"哈尔滨伊达药业有限公司"实验时

用生理盐水稀释成
"

*

#

*

!

*

9

*

4 !;01RS

'

$

$试剂及仪器$

FM^

$杭州吉诺生物医药技术

有限公司%&

EF+( #%9"

培养*胎牛血清$美国
a=AD0

公司%&

+))

*

Z+^H

$美国
^=Q;<

公司%&

7--.N=-

#

/R

\()&

细胞凋亡检测试剂盒 $美国
&7S)7a

公司%&

G0D@.IJ$$!84

染料$美国
MZ

公司%&

)K=I

*预染蛋白

质分子量标志
^+

#

"%5#

*甘氨酸 $上海
^<-Q0-

公

司%&聚二磷酸腺苷核糖聚合酶$

F7EF

%*半胱氨酸蛋

白酶#

$

*

6

$

&<IL<I.

#

$

*

6

%*蛋白激酶
M

$

7O)

%*磷酸

化
7O)

$

L

#

7O)

%*白血病基因"

!

$

MD1

#

!

%*

M

细胞淋

巴瘤#

.NJK< 1<KQ.

$

MD1

#

N1

%*髓样细胞白血病 "

#

$

+D1

#

#

%单$多%克隆抗体$均为美国
&.11 I=Q-<1

公司

产品%&辣根过氧化物酶连接的抗鼠
(Qa

*辣根过氧化

物酶连接的抗兔
(Qa

$中国联科公司%&

*.IJ.K- A10J

试剂盒$美国
OFS

公司%&细胞培养箱$德国
G.K<.,I

公司%&超净工作台 $美国
\0K;< ^D=.-J=[=D (-D

公

司%&倒置显微镜$日本
H1?;L,I

公司%&流式细胞仪

$美国
MZ

公司%&酶标仪*水平电泳槽*低温离心机

$德国
G.K<.,I

公司%*垂直电泳装置*转膜装置*超

声波细胞粉碎机$

'X6!

#

TZ

%*

+F9 b &@.;=B0DVE^

型蛋白印记检测系统$均为美国
M=0

#

E<B

公司产品%'

9

$方法

9

!

#

$

GG)

*

7)H

单药或联合用药抑制
EF+(

4!!%

细胞增殖$采用四甲基偶氮唑$

+))

%法取对数

生长期细胞"调整细胞浓度为
#

(

#"

8 个细胞
R;S

接种

于
6%

孔培养板"取不加药物细胞悬液为空白对照组"

单药组
GG)

终浓度分别为
#"

*

!"

*

9"

*

4" -QR;S

"

7)H

终浓度分别为
#

*

!

*

9

*

4 !;01RS

&联合用药组药

物终 浓 度 分 别 为
GG)

$

#" -QR;S

%

b 7)H

$

# !;01RS

%*

GG)

$

!" -QR;S

%

b 7)H

$

! !;01RS

%*

GG)

$

9" -QR;S

%

b 7)H

$

9 !;01RS

%"每孔总体积

!"" !S

"培育
!9

*

94 @

后"行
+))

检测"洗涤后各孔

加入二甲基亚砜$

Z+^H

%

"

!

! ;SR

孔"充分吹打"在酶

标仪
85" -;

波长读取吸光度值$

HZ

值%"复孔
$

个"

取平均值' 增殖抑制率$

`

%

c

(

#

"$实验组
HZ

值"

阴性对照组
HZ

值%))$空白对照组
HZ

值 "阴性对

照组
HZ

值% (

#""`

' 根据中效原理$

&@0,

#

)<1<

#

1<?

联合指数法%"应用中效方程式
[<R[, c

$

ZRZ;

%

;

来计算及判断两种药物之间的相互作用(

9

)

'

9

!

!

$细胞凋亡形态学检测$采用
G0.D@IJ

观察

药 物 作 用 后 细 胞 形 态" 以 空 白 对 照*

GG)

$

9" -QR;S

%*

7)H

$

4

!

8 !;01RS

%*

GG)

$

9" -QR+1

%

b

7)H

$

4

!

8 !;01RS

%作用于
EF+( 4!!%

细胞
!9 @

后"

收集细胞"经过离心*固定*洗涤使细胞均匀分布载玻

片上"均匀滴上
"

!

8 ;S G0.D@IJ $$!84

染色液"显

微镜下观察并拍照'

9

!

$

$细胞早期凋亡率检测$采用流式细胞分析

技术观察细胞早期凋亡比率"参照
7--.N=- /

#

F(

细胞
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凋亡检测试剂盒说明书操作'

EF+( 4!!%

细胞以
8

(

#"

8

R;S

接种于培养瓶中"每瓶细胞悬液
8 ;S

"分别

加入实验浓度
GG)

$

!" -QR;S

%*

7)H

$

! !;01RS

%*

GG)

$

!" -QR;S

%

b 7)H

$

! !;01RS

%和
GG)

$

9"

-QR;S

%*

7)H

$

9 !;01RS

%*

GG)

$

9" -QR;S

%

b 7)H

$

9 !;01RS

%"同时设空白对照组"

!9 @

后收获细胞"每

个浓度收集
#

(

#"

% 个细胞"冷
FM^

洗涤
!

次"

# """ K R;=-

离心"

9

&

8 ;=-

"弃上清' 将细胞重悬于

# ;S #

(

M=-B=-Q A,[[.K

"取
#"" !S

细胞置于流式细

胞仪专用试管中"加
8 !S 7--.N=- /

#

\()&

和
8 !S

碘

化丙碇"轻轻混匀"避光室温反应
#8 ;=-

"加入

$"" !S #

(

M=-B=-Q A,[[.K

"立即用流式细胞仪检测'

9

!

9

$细胞凋亡相关蛋白检测$采用
*.IJ.K-

A10J

法检测凋亡相关蛋白"

GG) #"

*

!"

*

9"

*

4" -QR;S

作用
!9 @

后检测
&<IL<I.

#

$

*

F7EF

变化"同时设空

白对照组' 经药物作用后"收集
#

(

#"

5 个
EF+(

4!!%

细胞"离心"弃上清"用预冷
FM^

洗涤
!

次"吸弃

上清"细胞收集于
:F

管中"置"

!"

&冻存
9 @

' 加细

胞裂解液
8"

'

#!" !S

"反复吹打均匀"置冰上"用超声

波细胞粉碎机处理$

#%" _

"持续
8 I

"间隔
8 I

"共
8

次%"剪切
Z37

"至溶液不再黏稠'

9

&"

#! """ KR;=-

"

离心
#" ;=-

"吸取上清液"

M&7

法蛋白质浓度法测定

后"按比例加入上样缓冲液"沸水中煮
8 ;=-

后"

"

!"

&冻存备用' 采用
M&7

蛋白质浓度测定试剂

盒测定样品蛋白浓度"取
#8`^Z^

#聚丙烯酰胺凝胶

电泳"加样"起始电压为
%" /

"当染料进入分离胶后"

提高电压到
#!" /

"直至溴酚蓝达分离胶底部"停止电

泳"转至
F/Z\

膜' 置牛奶封闭液中摇床封闭
! @

'

从封闭液中取出
F/Z\

膜"根据凋亡蛋白分子量对照

+7EO:E

剪膜"右下角剪角标记"分别放入洁净密闭

小方盒中"立即加入一抗溶液"

9

&过夜' 用
#

(

)M^)

洗膜
9

次"每次
#" ;=-

'

F/Z\

膜置于二抗溶

液中"摇床平缓摇动
! @

' 用
#

(

)M^)

洗膜
9

次"每

次
#" ;=-

' 参照
:&S

试剂盒操作说明书"进行
:&S

反应' 然后拍摄分析' 以相同方法检测
GG)

$

9" -QR

;S

%*

7)H

$

4

!

8 !;01RS

%*

GG)

$

9" -QR;S

%

b 7)H

$

4

!

8 !;01RS

%作用
!9 @

后
&<IL<I.

#

$

*

6

*

7O)

*

L

#

7O)

*

MD1

#

!

*

+D1

#

#

*

MD1

#

N1

蛋白表达&

GG)

$

9" -QR

;S

%

b 7)H

$

4

!

8 !;01RS

%分别作用
%

*

#!

*

!9 @

后

7O)

*

L

#

7O)

表达'

9

!

8

$统计学方法$采用
^F^^ #$

!

"

统计处理

软件分析数据"常规进行方差齐性检验*正态性检验"

计量资料实验数据以
N

*

I

表示"若方差具有齐性"多

组资料之间的比较采用单因素方差分析&方差不齐则

采用非参数检验"以
F P "

!

"8

为差异有统计学意义'

流式检测细胞凋亡结果采用
&.11d,.IJ #

!

!

分析软件

分析' 药物协同效应采用
&<1D,I?-

软件分析"联合

指数$

&(

%

e#

则药物具有拮抗作用"

&( c #

药物无协

同亦无拮抗作用"

&( P#

药物具有协同作用'

结$$果

#

$

GG)

*

7)H

单药及联合用药对
EF+( 4!!%

细

胞株的生长抑制作用比较$表
#

%$

GG)

及
7)H

对

EF+( 4!!%

细胞株具有生长抑制作用"两药均随着药

物浓度增加而生长抑制作用增强$

F P"

!

"8

%"同时亦

随着作用时间延长抑制率增加$

F P"

!

"8

%"故两药抑

制
EF+( 4!!%

细胞增殖均呈时间及浓度依赖' 联合

用药组较相应单药组的生长抑制作用显著增加$

F P

"

!

"8

%"且其抑制增殖作用随作用时间延长而增加

$

F P"

!

"8

%"且两药作用具有协同作用$

&( P#

%'

表
#

$

GG)

*

7)H

单药及联合用药对
EF+( 4!!%

细胞株的

生长抑制作用比较$$

N

*

I

%

组别 浓度
抑制率$

`

%

!9 @ 94 @

GG) #" -QR;S

!"

+

!#

*

#

+

6$

!"

$%

+

89

*

!

+

95

!"#

!" -QR;S

!%

+

!$

*

#

+

69

!"

99

+

5!

*

$

+

%#

!"#

9" -QR;S

$%

+

6!

*

$

+

"4

!"

84

+

%#

*

$

+

45

!"#

4" -QR;S

8$

+

##

*

!

+

"6

!"

5$

+

9!

*

$

+

"6

!"#

7)H # !;01RS

5

+

5#

*

#

+

8!

!"

#5

+

8#

*

#

+

"6

!"#

! !;01RS

#$

+

"!

*

#

+

$4

!"

!%

+

8"

*

#

+

54

!"#

9 !;01RS

#4

+

88

*

#

+

4%

!"

$$

+

4#

*

!

+

45

!"#

4 !;01RS

$%

+

!#

*

!

+

84

!"

99

+

5%

*

$

+

46

!"#

GG) b7)H #" -QR;S b# !;01RS

$!

+

86

*

#

+

!$

!

$6

+

4#

*

#

+

9$

!#

!" -QR;S b! !;01RS

8"

+

"8

*

!

+

"5

!

8$

+

%8

*

!

+

"9

!#

9" -QR;S b9 !;01RS

86

+

!#

*

!

+

%5

!

%4

+

44

*

!

+

8%

!#

对照
" " "

$$注#与对照组比较"

!

F P"

+

"8

&与
GG) b7)H

组比较"

"

F P"

+

"8

&与本组同

浓度
!9 @

比较"

#

F P"

+

"8

!

$

GG)

*

7)H

单药及联合用药对
EF+( 4!!%

细

胞凋亡形态学变化比较$图
#

%$经
GG)

*

7)H

单药及

联合用药组分别作用于
EF+( 4!!%

细胞株
!9 @

后"

可见明显凋亡细胞形态特征"即细胞核浓集及凋亡小

体出现"且联合用药组凋亡细胞较
GG)

*

7)H

单药

组多'

$

$

GG)

*

7)H

单药及联合用药对
EF+( 4!!%

细

胞早期凋亡率影响比较$表
!

"图
!

%$

GG)

*

7)H

单药

及两药联用均可诱导
EF+( 4!!%

细胞凋亡"其中

GG)

*

7)H

单药作用后早期凋亡率均随着药物浓度增

加而增加$

F P"

!

"8

%"且两药联用组与
GG)

*

7)H

单

药组比较"诱导早期凋亡作用显著增强$

F P"

!

"8

%'
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年
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月第
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卷第
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期
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30

!

%

!!"($$!

$$注#

7

为对照组&

M

为
GG)

$

9" -QR;S

%组&

&

为
7)H

$

4

!

8 !;01RS

%组&

Z

为
GG)

$

9" -QR;S

%

b7)H

$

4

!

8 !;01RS

%组

图
#

$

GG)

*

7)H

单药及联合用药对
EF+( 4!!%

细胞凋亡形态学变化的影响$

G0.D@IJ

染色" (

#""

%

9

$

GG)

单药及联合
7)H

对
EF+( 4!!%

细胞诱

导相关蛋白的影响

9

!

#

$ 不同浓度
GG)

对
EF+( 4!!%

细胞

&<IL<I.

#

$

*

F7EF

蛋白表达的影响$图
$

%$经不同

浓度
GG)

处理
EF+( 4!!%

细胞
!9 @

后"激活

&<IL<I.

#

$

*

F7EF

表达"而且激活
F7EF

随着药物

浓度的增加而表达上升"而总
&<IL<I.

#

$

变化不明显"

表
!

$

GG)

*

7)H

单药及联合用药对
EF+( 4!!%

细胞早期凋亡率影响比较$$

N

*

I

%

组别 浓度 凋亡率$

`

%

GG) !" -QR;S

#8

+

#

*

#

+

9

!"

9" -QR;S

!8

+

5

*

!

+

"

!"

7)H ! !;01RS

$

+

"

*

#

+

8

!"

9 !;01RS

4

+

#

*

!

+

5

!"

GG) b7)H !" -QR;S b! !;01RS

!$

+

%

*

!

+

5

!

9" -QR;S b9 !;01RS

$$

+

$

*

!

+

%

!

对照
" !

+

$!

*

#

+

!

$$注#与对照组比较"

!

F P "

+

"8

&与
GG) b 7)H

组同浓度比较"

"

F

P"

+

"8

提示
GG)

可通过
&<IL<I.

依赖途径诱导
EF+(

4!!%

细胞株凋亡'

9

!

!

$

GG)

*

7)H

单药及联合用药对
EF+( 4!!%

细胞凋亡相关蛋白表达影响$图
9

%$

GG)

*

7)H

单药

对
&<IL<I.

#

$

*

6

的表达影响不明显"两药联合可显著

激活
&<IL<I.

#

$

*

6

&

MD1

#

!

家族中
MD1

#

!

*

+D1

#

#

*

MD1

#

N1

均为抗凋亡蛋白"单药作用时
7)H

可显著下调

MD1

#

N1

表达"而联合用药时则
+D1

#

#

及
MD1

#

N1

的表达显

著下降"而
MD1

#

!

的表达不受药物的影响&

7)H

可显著

下调
L

#

7O)

水平"且联合
GG)

后该作用增强"而两药

对总
7O)

水平无明显影响' 因此"

GG)

联合
7)H

诱

导
EF+( 4!!%

细胞凋亡可能和激活
&<IL<I.

途径*下

调
+D1

#

#

及
MD1

#

N1

表达*降低
7O)

的磷酸化有关'

$$注#

7

为对照
#

组&

M

为
GG)

$

!" -QR;S

%组&

&

为
7)H

$

! !;01RS

%组&

Z

为
GG)

$

!" -QR;S

%

b 7)H

$

! !;01RS

%组&

:

为对

照
!

组&

\

为
GG)

$

9" -QR;S

%组&

a

为
7)H

$

9 !;01RS

%组&

G

为
GG)

$

9" -QR;S

%

b 7)H

$

9 !;01RS

%组

图
!

$

GG)

*

7)H

单药及联合用药组对
EF+( 4!!%

细胞早期凋亡图
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年
%

月第
$$

卷第
%

期
&'()*+

"

',-. !"#$

"

/012 $$

"

30

!

%

$$注#

#

'

8

为
GG)

$

"

*

#"

*

!"

*

9"

*

4" -QR;S

%组

图
$

$不同浓度
GG)

作用于
EF+( 4!!%

细胞

&<IL<I.

#

$

*

F7EF

蛋白表达电泳图

$$ 注#

#

为对照组&

!

为
GG)

$

9" -QR;S

% 组&

$

为
7)H

$

4

!

8 !;01RS

%组&

9

为
GG)

$

9" -QR;S

%

b 7)H

$

4

!

8 !;01RS

%组

图
9

$

GG)

*

7)H

单药及联合用药对
EF+( 4!!%

细胞凋亡相关蛋白表达电泳图

9

!

$

$

GG)

联合
7)H

对
EF+( 4!!%

细胞
7O)

蛋白表达的影响$图
8

%$

GG) b 7)H

联合用药作用

于
EF+( 4!!%

细胞
%

*

#!

*

!9 @

后"随着药物作用时

间的延长"

L

#

7O)

蛋白的表达明显下降&而
7O)

表达

没有变化"提示两药联合可明显抑制
L

#

7O)

蛋白的表

达"且在
!9 @

内呈时间依赖性'

$$注#

#

'

9

分别为
GG)

$

9" -QR;S

%

b 7)H

$

4

!

8 !;01RS

%组
"

*

%

*

#!

*

!9 @

图
8

$

GG) b7)H

联合用药对
EF+( 4!!%

细胞
7O)

的蛋白表达电泳图

讨$$论

++

是源于终末分化的
M

淋巴细胞的恶性肿瘤"

以骨髓中大量的浆细胞克隆增生为显著特征(

8

)

' 尽

管临床上应用了大量的烷化剂*蛋白酶体抑制剂和干

细胞移植等治疗可以延长无病生存期和总生存期"但

患者最终疾病复发"原发或获得性耐药是其中的主要

原因"故克服骨髓瘤细胞的耐药和开发低毒*高效的药

物是
++

治疗研究的重要方向'

GG)

系从我国三尖杉属植物粗榧的树皮中提取

的生物碱"国内首先将其用于白血病的治疗(

%

)

' 为了

克服肿瘤耐药问题"联合用药作用于多个特异性靶点

是近来主要解决方案"目前成功的例子是
7)H

联合维

甲酸治疗急性早幼粒细胞白血病能显著降低微小残

瘤*减少复发(

5

)

'

7)H

在体外能抑制骨髓瘤细胞的增

殖"诱导骨髓瘤细胞的凋亡(

4

)

"因此我们研究体外

GG)

联合
7)H

对
++

的抗肿瘤作用及分子机制' 本

研究显示
GG)

单药或联合
7)H

可抑制
EF+( 4!!%

细胞的增殖"其机制与诱导
EF+( 4!!%

细胞凋亡

有关'

细胞凋亡可分为
&<IL<I.

依赖的和非
&<IL<I.

依赖的凋亡"其中
&<IL<I.

依赖的凋亡占据了主要

位置"

&<IL<I.

家族是细胞凋亡过程中的关键元件"

它的激活与超常表达均引起细胞凋亡"因此称死亡蛋

白酶"它们通过与众多蛋白因子的相互作用调控细胞

凋亡"包括死亡受体途径*线粒体途径*内质网途径最

终激活
&<IL<I.

致细胞凋亡(

6

)

'

F7EF

是一类存在

于多数真核细胞中的蛋白质翻译后修饰酶' 主要存在

于细胞核内"少量存在于细胞浆内它具有保持染色体

结构完整*参与复制和转录
Z37

的功能"在维持基因

组稳定和细胞死亡过程中发挥重要作用"其由半胱氨

酸蛋白酶激活的分子事件"是细胞凋亡的一个早期分

子标志(

#"

"

##

)

' 本研究发现
GG)

*

7)H

及两药联合均

可诱导
EF+( 4!!%

细胞株凋亡"其机制主要和激活

&<IL<I.

途径有关"且两药在抑制
EF+( 4!!%

细胞

增殖及诱导凋亡方面具有协同作用'

7O)

信号通路可通过影响其下游多种效应分子

的活化状态进而调节细胞的增殖和分化及蛋白质的合

成与存活(

#!

)

' 本研究发现"与空白对照组相比"两药

联合组
L

#

7O)

表达明显下降"并且两药联合在
!9 @

内
L

#

7O)

下调呈时间依赖' 因此
GG)

联合
7)H

可

能通过下调
F#$OR7O)

通路的活性"从而控制
EF+(

4!!%

细胞的增殖"促进其凋亡'

MD1

#

!

家族有众多成员"其中如
MD1

#

!

*

+D1

#

#

*

MD1

#

N1

有抗凋亡作用"

M<N

*

M<f

*

M<B

*

M=;

等有促凋

亡的作用(

#$

"

#9

)

' 有研究表明
MD1

#

N1

*

+D1

#

#

与骨髓瘤

细胞的存活密切相关(

#8

"

#%

)

"本研究以
GG)

*

7)H

及
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两者联合后作用于
EF+( 4!!%

细胞后可见
MD1

#

N1

*

+D1

#

#

联合用药组明显下调"而对
MD1

#

!

的表达无明

显影响"由此推测
GG)

联合
7)H

可能通过调节

MD1

#

!

家族蛋白的表达进而促进细胞凋亡'
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