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来那度胺诱导多发性骨髓瘤细胞凋亡机制
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摘要：目的　探讨来那度胺通过降解转录因子伊卡洛斯家族锌指蛋白（Ｉｋａｒｏｓ　ｆａｍｉｌｙ　ｚｉｎｃ　ｆｉｎｇｅｒ，ＩＫＺＦ）１、ＩＫＺＦ３诱导多

发性骨髓瘤细 胞 凋 亡 的 机 制。方 法　对 数 生 长 期 人 源 多 发 性 骨 髓 瘤 细 胞 株 ＲＰＭＩ　８２２６细 胞 分 为０μｍｏｌ／Ｌ组、

１μｍｏｌ／Ｌ组、２．５μｍｏｌ／Ｌ组、５μｍｏｌ／Ｌ组、１０μｍｏｌ／Ｌ组、２０μｍｏｌ／Ｌ组，分别添加浓度为０、１、２．５、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ来那

度胺至细胞培养基中，培养２４ｈ后采用台盼蓝染色法测定各组细胞活力，采用流式细胞术检测各组细胞凋亡情况，应用

实时ＰＣＲ检测各组细胞ＣＲＢＮ　ｍＲＮＡ表 达 水 平，采 用ＥＬＩＳＡ法 检 测 各 组 细 胞 内ＩＫＺＦ１、ＩＫＺＦ３、干 扰 素 调 节 因 子４
（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ　４，ＩＲＦ４）、白细胞介素－２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－２，ＩＬ－２）蛋白表达水平。结果　０μｍｏｌ／Ｌ组、１μｍｏｌ／Ｌ
组、２．５μｍｏｌ／Ｌ组、５μｍｏｌ／Ｌ组、１０μｍｏｌ／Ｌ组、２０μｍｏｌ／Ｌ组的ＲＰＭＩ　８２２６细胞生存率［（１００．００±０．００）％、（９８．２５±
０．６３）％、（８０．０２±２．３７）％、（５７．２４±４．５５）％、（２２．８６±４．１３）％、（１８．４１±３．０６）％］依 次 降 低，细 胞 凋 亡 率［０、（１．８８±
０．２１）％、（１８．６４±３．５０）％、（４１．０４±５．６２）％、（７０．４９±１０．１１）％、（７９．７０±１２．３５）％］依 次 升 高，ＣＲＢＮ　ｍＲＮＡ上 调 倍

数（０、０．６８±０．１１、１．３５±０．２４、２．２３±０．３０、２．９９±０．３５、３．２１±０．３８）依 次 升 高，ＩＫＺＦ１［（３６．７５±３．０４）、（３３．１８±
３．１１）、（３０．５５±３．８４）、（２８．７１±２．１８）、（２５．６０±２．０５）、（２０．４４±１．８４）μｇ／Ｌ］、ＩＫＺＦ３［（４１．０４±３．１３）、（３８．２６±３．４５）、
（３３．６０±３．０２）、（３０．５８±２．８７）、（２２．０３±２．２２）、（１９．６６±２．１５）μｇ／Ｌ］、ＩＲＦ４［（１２．３０±１．６５）、（１１．６６±１．３３）、
（１０．２４±０．８７）、（８．３５±１．２１）、（６．０４±１．０３）、（５．７４±１．００）μｇ／Ｌ］和ＩＬ－２［（８．６３±１．２１）、（８．０２±１．１５）、（６．８０±
０．９６）、（５．３４±０．６９）、（４．８７±０．５２）、（４．２２±０．３７）μｇ／Ｌ］水 平 依 次 降 低，组 间 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义（Ｐ＜０．０５）。
结论　来那度胺可调节ＣＲＬ４－ＣＲＢＮ复合物的活性，增加转录因子ＩＫＺＦ１和ＩＫＺＦ３的泛素化，降低ＩＫＺＦ１和ＩＫＺＦ３蛋

白活性，下调ＩＲＦ４、ＩＬ－２蛋白表达水平，最终诱导多发性骨髓瘤细胞凋亡。
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基金项目：重庆市万州区科委面上项目（２０１５０３２０）。
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　　多发性骨髓瘤发病率约占全部恶性肿瘤的１％，
约占血液恶 性 肿 瘤 的１０％［１］。与 转 移 到 骨 的 其 他 恶

性肿瘤不同，骨髓瘤的溶骨性病变无新骨形成，主要临

床表现为贫 血、高 钙 血 症、肾 功 能 衰 竭 和 感 染 风 险 增

加。１％～２％患者 初 诊 时 患 有 髓 外 疾 病，有８％患 者

为病程中发展为髓外疾病［２－４］。来那度胺是一 种 治 疗

多发性骨髓瘤的高效药物，在其他Ｂ细胞淋巴瘤中具

有活性。此外，来那度胺及其类似物具有多种额外的

生物学效应，包括致畸性、刺激Ｔ细胞产生 白 细 胞 介

素－２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－２，ＩＬ－２）、抑 制 单 核 细 胞 产 生 肿 瘤 坏

死因子等，但这些多效性活性的分子基础尚未完全明

确［５］，可能是由靶蛋白的泛素化改 变 所 引 起［６］。有 研

究［７］从蛋白质和泛素位点水平上分析来那度胺的作用

机理，发现与其关联性最高的２个蛋白为伊卡洛斯家

族 锌 指 蛋 白 （Ｉｋａｒｏｓ　ｆａｍｉｌｙ　ｚｉｎｃ　ｆｉｎｇｅｒ，ＩＫＺＦ）１、
ＩＫＺＦ３。本研 究 以 人 源 多 发 性 骨 髓 瘤 细 胞 株 ＲＰＭＩ
８２２６细 胞 为 实 验 对 象，从 降 解 转 录 因 子ＩＫＺＦ１和

ＩＫＺＦ３蛋白方 面 探 讨 来 那 度 胺 诱 导 多 发 性 骨 髓 瘤 细

胞凋亡的机制，报道如下。
１　材料与方法

１．１　一 般 材 料　人 源 多 发 性 骨 髓 瘤 细 胞 株 ＲＰＭＩ
８２２６细 胞，购 自 武 汉 普 诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司

（ＣＬ－０５６４，规格：１×１０６ｃｅｌｌｓ／Ｔ２５培养瓶）。来那度胺

购自上海瀚香生物科技有限公司（ＢＣＰ０１３９０ＣＡＳ号：
１９１７３２－７２－６，纯度：９８％）。
１．２　方法

１．２．１　细胞培养及处理　ＲＰＭＩ　８２２６细胞使用含体

积 分 数 １０％ 胎 牛 血 清、１００ ｍｇ／Ｌ 链 霉 素 以 及

１００ｕ／ｍＬ青霉素的ＲＰＭＩ－１６４０培养基于３７℃、体积

分数５％ＣＯ２、１００％饱和湿度ＣＯ２ 培养箱中培养，细

胞接种密度（４～５）×１０５ 个／ｍＬ，培 养 至 对 数 生 长 期

进行实验，分为０、１、２．５、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ组，分别添

加浓度为０、１、２．５、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ来那度胺至培养

基中培养２４ｈ后测定相关指标。
１．２．２　台盼蓝染色法测定细胞活力　来那度胺处理

细胞２４ｈ，各组分别取５×１０３ 个细胞采用９６孔板进

行孵育，每 孔 加 入２０μＬ　ＣＣＫ８溶 液。于３７℃孵 育

４０ｍｉｎ后，采用分光光度计测定４５０ｎｍ波长处的吸光

度值，绘制细胞增殖抑制率曲线，计算细胞生存率。
１．２．３　流式细胞术检测细胞凋亡情况　各组细胞处

理２４ｈ后，采 用 Ａｎｎｅｘｉｎ－Ｖ 单 染 流 式 细 胞 术 进 行

Ａｎｎｅｘｉｎ－Ｖ染色，应 用 流 式 细 胞 仪 测 定 细 胞 凋 亡 率。
１．２．４　实时ＰＣＲ检测细胞ＣＲＢＮ　ｍＲＮＡ表达水平

　采用实时ＰＣＲ检测各组细胞ＣＲＢＮ　ｍＲＮＡ表达水

平，计算ＣＲＢＮ　ｍＲＮＡ上调倍数。
１．２．５　ＥＬＩＳＡ法检测细胞ＩＫＺＦ１、ＩＫＺＦ３、干扰素调

节因子４（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ　４，ＩＲＦ４）及ＩＬ－２
蛋白表达水 平　应 用 全 自 动 酶 标 仪（美 国 ＢＩＯ－ＲＡＤ
公司，型 号 ６８０）采 用 ＥＬＩＳＡ 法 测 定 各 组 细 胞 内

ＩＫＺＦ１、ＩＫＺＦ３、ＩＲＦ４及ＩＬ－２蛋 白 表 达 水 平。ＥＬＩＳＡ
试剂盒均购自上海酶联生物科技有限公司，操作步骤

严格按照说明书进行。
１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ　２０．０软件进行统计分

析，计量资料以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，多组比较采

用方差分析，组间两两比较采 用ＬＳＤ检 验；计 数 资 料

比较采用χ
２ 检验；检验水准α＝０．０５。

２　结　果

２．１　各组细胞生存率、凋亡率比较　处理２４ｈ后，０、
１、２．５、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ组 细 胞 生 存 率 呈 依 次 降 低 趋

势，细胞凋亡率呈依次升高趋势，各组细胞生存率、凋

亡率比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。
表１　 各组细胞生存率、凋亡率比较　（珚ｘ±ｓ）

组　别 细胞生存率 细胞凋亡率

０μｍｏｌ／Ｌ组 １００．００±０．００　 ０
１μｍｏｌ／Ｌ组 ９８．２５±０．６３　 １．８８±０．２１
２．５μｍｏｌ／Ｌ组 ８０．０２±２．３７　 １８．６４±３．５０
５μｍｏｌ／Ｌ组 ５７．２４±４．５５　 ４１．０４±５．６２
１０μｍｏｌ／Ｌ组 ２２．８６±４．１３　 ７０．４９±１０．１１
２９μｍｏｌ／Ｌ组 １８．４１±３．０６　 ７９．７０±１２．３５

Ｆ值 ２５．３９６　 ２６．８８９
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

２．２　各 组 细 胞ＣＲＢＮ　ｍＲＮＡ表 达 水 平 比 较　处 理

２４ｈ后，０、１、２．５、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ组ＣＲＢＮ　ｍＲＮＡ
上调倍数分别为０、０．６８±０．１１、１．３５±０．２４、２．２３±
０．３０、２．９９±０．３５、３．２１±０．３８，ＣＲＢＮ基因ｍＲＮＡ表

达水平呈依 次 升 高 趋 势，各 组ＣＲＢＮ基 因 ｍＲＮＡ表

达水 平 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义（Ｆ＝１５．３３７，Ｐ＜
０．００１）。
２．３　 各组细胞ＩＫＺＦ、ＩＫＺＦ３、ＩＲＦ４及ＩＬ－２蛋白表达

水平比较 　处理２４ｈ后，０、１、２．５、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ
组细胞ＩＫＺＦ、ＩＫＺＦ３、ＩＲＦ４、ＩＬ－２蛋 白 表 达 水 平 均 依

次降低，各组ＩＫＺＦ、ＩＫＺＦ３、ＩＲＦ４、ＩＬ－２蛋白水平比较

差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表２。
表２　各组细胞ＩＫＺＦ、ＩＫＺＦ３、

ＩＲＦ４及ＩＬ－２蛋白表达水平比较　（珚ｘ±ｓ，μｇ／Ｌ）

组　别 ＩＫＺＦ１ ＩＫＺＦ３ ＩＲＦ４ ＩＬ－２
０μｍｏｌ／Ｌ组 ３６．７５±３．０４　 ４１．０４±３．１３　 １２．３０±１．６５　 ８．６３±１．２１
１μｍｏｌ／Ｌ组 ３３．１８±３．１１　 ３８．２６±３．４５　 １１．６６±１．３３　 ８．０２±１．１５
２．５μｍｏｌ／Ｌ组 ３０．５５±３．８４　 ３３．６０±３．０２　 １０．２４±０．８７　 ６．８０±０．９６
５μｍｏｌ／Ｌ组 ２８．７１±２．１８　 ３０．５８±２．８７　 ８．３５±１．２１　 ５．３４±０．６９
１０μｍｏｌ／Ｌ组 ２５．６０±２．０５　 ２２．０３±２．２２　 ６．０４±１．０３　 ４．８７±０．５２
２０μｍｏｌ／Ｌ组 ２０．４４±１．８４　 １９．６６±２．１５　 ５．７４±１．００　 ４．２２±０．３７

Ｆ值 ２４．６９４　 ３０．０１８　 ３０．５５７　 ２９．６３０
Ｐ值 ０．００３ ＜０．００１ ＜０．００１　 ０．００１

３　讨　论

　　多发性骨髓瘤患者临床症状多样，包括高钙血症、
贫血、肾 损 害 和／或 骨 痛 等，严 重 影 响 患 者 生 活 质

量［８－９］。随着沙利度胺类似物和蛋白酶体抑制 剂 的 临

床应用，多发性骨髓瘤患者３ａ生存率明显提高，新的

治疗方法如免疫调节剂来那度胺、沙利度胺以及蛋白

酶体抑制剂硼替佐米，与类固醇和偶尔的细胞毒性剂

·０２２１· 中华实用诊断与治疗杂志　２０１８年１２月第３２卷第１２期　Ｊ　Ｃｈｉｎ　Ｐｒａｃｔ　Ｄｉａｇｎ　Ｔｈｅｒ，Ｄｅｃ．２０１８，Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．１２



联合使用，一定程度上改善了骨髓瘤患者的预后［１０－１２］。
独立的蛋白质组学证实来那度胺和沙利度胺可通

过促进ＣＲＢＮ－ＤＤＢ１结 合，从 而 治 疗 多 发 性 骨 髓 瘤，
表明泛素连接酶复合物是该类分子的主要直接蛋白结

合伙伴［１３－１５］，因此，来那度胺的多效性作用与靶蛋白的

泛素化改变有关［１６］。ＣＲＬ４泛素连接酶的特异性是由

可互换的底物受体所介导，但尚未确定ＣＲＢＮ（假定的

底物受体）的靶点。本研究结果显示，随着来那度胺浓

度的升高，细 胞 生 存 率 依 次 降 低、细 胞 凋 亡 率 依 次 升

高，ＣＲＢＮ　ｍＲＮＡ表达 水 平 依 次 升 高，与 上 述 研 究 结

论一致。
来那度胺可调节ＩＫＺＦ１和ＩＫＺＦ３泛素化和丰富

度［１７］。ＩＫＺＦ１和ＩＫＺＦ３是Ｂ和Ｔ细胞系终末分化的

重要转录因 子。虽 然ＩＫＺＦ１在 早 期 淋 巴 祖 细 胞 中 高

表达，但在更 成 熟 的Ｂ细 胞 肿 瘤 中，ＩＫＺＦ３仍 存 在 高

水平表达，且ＩＫＺＦ３是产生多个骨髓瘤细胞的生理对

应物的细胞所必需的。缺乏完整ＤＮＡ结合区的显性

负性ＩＫＺＦ３亚型 的 表 达 可 导 致 肿 瘤 细 胞 凋 亡。本 研

究结果显示，随着来那度胺浓度的升高，细胞生存率依

次降低，细胞凋亡率依次升高，ＩＫＺＦ、ＩＫＺＦ３蛋白表达

水平均依次降低，说明来那度胺在多发性骨髓瘤细胞

中的抗增殖、促 凋 亡 作 用 是 通 过ＩＫＺＦ１和ＩＫＺＦ３的

降解介导的［１８－１９］。
ＩＲＦ４曾被报道为多发性骨髓瘤 发 生 发 展 中 的 一

个必需基 因。本 研 究 对 来 那 度 胺 处 理 后 ＲＰＭＩ　８２２６
细胞中ＩＲＦ４、ＩＬ－２蛋白表达水平进行检测，采用不同

浓度来那度胺进行处理后，结果显示ＲＰＭＩ　８２２６细胞

内ＩＲＦ４、ＩＬ－２蛋白表达水平均明显降低，且随来那度

胺浓度增加，二者均呈下降趋势，说明来那度胺可下调

ＩＲＦ４、ＩＬ－２蛋白表达水平。
本研究结果提示，来那度胺具有调节人源多发性

骨髓瘤细胞株ＲＰＭＩ　８２２６细胞内ＣＲＬ４－ＣＲＢＮ复 合

物活性的作 用，可 增 加 转 录 因 子ＩＫＺＦ１和ＩＫＺＦ３的

泛素化，降 低ＩＫＺＦ１和ＩＫＺＦ３蛋 白 表 达 水 平，下 调

ＩＲＦ４、ＩＬ－２蛋白表 达 水 平，最 终 诱 导 多 发 性 骨 髓 瘤 细

胞凋亡。
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