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【摘要】 目的 探讨青蒿琥酯联合来那度胺对多发性骨髓瘤耐药( MM． 1Ｒ) 细胞株增殖的影响并分析其作

用机制。方法 实验设 4 组，空白对照组只加 ＲPMI 1640 培养液、来那度胺组加 20 μmol /L 来那度胺、青蒿琥酯组

加 25 μg /mL 青蒿琥酯、来那度胺联合青蒿琥酯组加 20 μmol /L 来那度胺浓度和 25 μg /mL 青蒿琥酯浓度，终体积

为 200 μL，分别对 MM． 1Ｒ 细胞株处理 24 和 48 h，MTT 法检测细胞增殖; Western blot 检测来那度胺联合青蒿琥酯

处理 24 和 48 h，MM． 1Ｒ 细胞株 NF － κB P65 蛋白，Bcl － 2 家族抗凋亡蛋白 Bcl － xl、Mcl － 1、p － Bad，多药耐药基因

MDＲ1 蛋白表达产物 P － gp 的表达水平。结果 来那度胺、青蒿琥酯、来那度胺联合青蒿琥酯处理 24 和 48 h，各

组抑制率分别为 15. 16%、28. 28%、45. 98% 和 17. 19%、34. 53%、65. 16%，与对照组比较差异均有统计学意义( P
＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ，来那度胺联合青蒿琥酯组抑制率高于单药处理组( P ＜ 0. 05) ，两药联合有良好的协同效应，两

药联合处理 48 h 抑制率高于 24 h，抑制效应呈时间依赖性; 来那度胺联合青蒿琥酯处理 24 和 48 h，MM． 1Ｒ 细胞

株 P － gp、NF － κB P65、Bcl － xl、Mcl － 1、p － Bad 表达量均低于对照组( P ＜ 0. 05) ，两药联合处理 48 h，MM． 1Ｒ 细胞

株 NF － κB P65、Bcl － xl、Mcl － 1、p － Bad 蛋白表达量低于 24 h( P ＜ 0. 05) ，表现出时间依赖性。结论 青蒿琥酯、
来那度胺可抑制耐药 MM 细胞增殖，两药联合有协同效应，时间依赖性下调 NF － κB P65 蛋白、Bcl － 2 家族抗凋亡

蛋白 Bcl － xl、Mcl － 1、p － Bad 的表达，降低 P － gp 表达水平可能为其逆转肿瘤细胞耐药的作用机制。
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The study on combination effect of artesunate and lenalidomide on the treatment of bortezomib － resistant multi-
ple myeloma cell line． OU Ｒui － ming，ZHOU Chang － hua，TAN You － ping，LIU Shuang，ZHONG Qi，ZHANG
Qing，DU Yuan － yuan，ZHENG Li － ling，LIU Zhi，HUANG Jing． Department of Hematology，Guangdong No． 2 People's
Provincial Hospital，Guangzhou 510317，China．
【Abstract】 Objective To investigate the combination effect of artesunate and lenalidomide on the proliferation of

bortezomib － resistant multiple myeloma cell line MM． 1Ｒ，and its molecular mechanism． Methods MM． 1Ｒ cells were
cultured in ＲPMI 1640 and treated with DMSO ( control group) ，lenalidomide ( 20 μmol /L) ，artesunate ( 25 μg /mL) ，

or lenalidomide ( 20 μmol /L) plus artesunate ( 25 μg /mL) ，separately． After 24 or 48 h，the cell proliferation rates were
assessed by MTT assay，and the NF － κB ( P65) ，Bcl － xl，Mcl － 1，p － Bad，and P － gp protein levels were measured by
Western blot． Ｒesults The inhibitory rate of cell proliferation was 15. 16% by lenalidomide for 24 h，28. 28% by lena-
lidomide for 48 h，45. 98% by artesunate for 24 h，17. 19% by artesunate for 24 h，34. 53% by lenalidomide plus artesu-
nate for 24 h，or 65. 16% by lenalidomide plus artesunate for 48 h ( P ＜ 0. 05) ． NF － κB ( P65) ，Bcl － xl，Mcl － 1，p －
Bad，and P － gp proteins were down － regulated by lenalidomide plus artesunate treatment in a time － dependent manner．
Conclusion Both artesunate and lenalidomide inhibit MM． 1Ｒ cell proliferation． Combination of artesunate with lenalido-
mide can enlarge this effect through down － regulating NF － κB ( P65) ，Bcl － xl，Mcl － 1，p － Bad，and P － gp．
【Key words】 artesunate; lenalidomide; multiple myeloma; drug － assistant

虽然近 10 年来随着硼替佐米、来那度胺等新药

以及自体造血干细胞移植的应用，目前多发性骨髓

瘤( multiple myeloma，MM) 患者的缓解率及生存期

得到较大程度的提高，但由于骨髓瘤细胞容易产生

耐药，绝大多数患者最终都会进入难治或复发阶段，

MM 目前仍被认为是无法治愈的疾病，如何克服肿

瘤细胞耐药，提高复发 /难治性 MM 的疗效，仍是临

床亟待解决的问题。研究表明，青蒿琥酯( artesu-
nate，AＲT) 能够抑制 MM 细胞的增殖并诱导其凋

亡，与传统化疗药物不存在交叉耐药，且能增加 MM
细胞对化疗药物的敏感性，逆转 MM 多药耐药［1］。
而来那度胺作为 MM 治疗的新型药物，具有独特的

抗肿瘤、免疫调节等多重作用，常用于复发 /难治性
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MM 的治疗，来那度胺以及青蒿琥酯两药联合有可

能产生良好的抗肿瘤协同效应，逆转骨髓瘤细胞的

耐药性。目前国内外对青蒿琥酯逆转 MM 细胞耐药

的研究多着眼于联合传统化疗药物方面［2 － 3］，而青

蒿琥酯联合来那度胺对耐药 MM 的作用及其机制研

究方面尚未见报道，2013 年 6 月至 2014 年 6 月，我

们就青蒿琥酯联合来那度胺对地塞米松耐药 MM 细

胞株增殖的影响及其作用机制进行研究，以期为复

发 /难治性 MM 的治疗提供一高效、低毒的联合治疗

新方案，提高复发难治性 MM 的疗效。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞系 地塞米松耐药( MM． 1Ｒ) MM 细胞

株( ATCC 细胞库) 。
1． 1． 2 主要试剂 ＲPMI 1640、胎牛血清( GIBCO
公司) ，四甲基偶氮唑蓝( MTT) 、二甲基亚砜( DM-
SO) ( Sigma 公司) ，NF － κB P65、Bcl － xl、Mcl － 1、
p － Bad、P － gp 抗体 ( Santa Cruz 公司) ，青蒿琥酯

( 桂林南药股份有限公司，批号 H10930195 ) ，来那

度胺( 大连美仑生物有限公司) 。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 细胞培养 细胞株用含 10% 胎牛血清的

ＲPMI 1640 培养液，在 37℃、5% CO2 饱和湿度培养

箱中培养，3 ～ 4 d 换液传代 1 次。
1． 2． 2 MTT 法检测细胞增殖 取对数生长期的

MM． 1Ｒ 细胞胰酶消化，调整细胞悬浮液浓度为 5 ×
104·mL －1，每孔 100 μL 接种于 96 孔板孵育 24 h
后分组加药。实验设 4 组，空白对照组只加 ＲPMI
1640 培养液、来那度胺组加 20 μmol /L 来那度胺、
青蒿琥酯组加 25 μg /mL 青蒿琥酯、来那度胺联合

青蒿琥酯组加 20 μmol /L 来那度胺浓度和 25 μg /
mL 青蒿琥酯浓度，终体积为 200 μL，每组设置 5 个

复孔，分别培养 24 和 48 h 后，加入浓度为 5 mg /mL
的 MTT 20 μL，继续培养 4 h，去除上清液，加入 DM-
SO 150 μL，振荡 10 min，酶标仪测定 570 nm 波长下

的吸光度值( OD) ，抑制率( % ) = ( 1 － 实验组 OD /
对照组 OD) × 100%。
1． 2． 3 蛋白免疫印迹试验( Western blot) 收集、
裂解细胞，提取总蛋白，Bradford 法测定蛋白含量，

各组取蛋白 40 μg，12% 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

蛋白后转至 PVDF 膜，5% 脱脂牛奶室温封闭 1 h
后，一抗( NF － κB P65、Bcl － xl、Mcl － 1、p － Bad、P －
gp、GAPDH 抗体) 4℃ 孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，加

入相应的二抗室温孵育 2 h，TBST 洗膜 3 次，ECL 显

影，Image J 软件计算各条带灰度值。将目的蛋白与

内参照蛋白 GAPDH 灰度值之比作为目的蛋白的相

对表达量，进行统计学分析。
1． 3 统计学方法 计量资料以 珋x ± s 表示，采用

SPSS 15. 0 统计软件，多组间均数比较采用单因素

方差分析，成组设计两组间均数比较采用 t 检验，以

P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 药物对 MM． 1Ｒ 的增殖抑制作用 来那度胺、
青蒿琥酯、来那度胺 + 青蒿琥酯分别处理 24 和 48 h
后，各组抑制率分别为 15. 16%、28. 28%、45. 98%
和 17. 19%、34. 53%、65. 16%，与对照组比较差异

均有统计学意义( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ; 来那度胺联

合青蒿琥酯组抑制率高于单药处理组( P ＜ 0. 05 ) ，

两药联合有良好的协同效应; 两药联合处理 48 h 抑

制率高于 24 h 组( P ＜ 0. 05) ，抑制效应呈时间依赖

性，见表 1。

表 1 药物对 MM． 1Ｒ 的增殖抑制作用 珋x ± s

组别 24 h 48 h

空白对照组 0 0

来那度胺组 15． 16 ± 1． 91* 17． 19 ± 2． 09*

青蒿琥酯组 28． 28 ± 1． 94* 34． 53 ± 3． 65*

来那度胺 + 青蒿琥酯组 45． 98 ± 2． 67＊＊△▲ 65． 16 ± 3． 04＊＊△▲#

与空白对照组比较* P ＜0. 05;＊＊P ＜0. 01;△与来那度胺组比较 P

＜0. 05;▲与青蒿琥酯组比较 P ＜0. 05; #与处理 24 h 比较 P ＜0. 05

2． 2 药物对 NF － κB P65 蛋白，Bcl － 2 家族抗凋亡

蛋白 Bcl － xl、Mcl － 1、p － Bad 表达的影响 青蒿琥

酯联合来那度胺处理 24 和 48 h 后，MM． 1Ｒ 细胞株

的 NF － κB P65 蛋白，Bcl － 2 家族抗凋亡蛋白 Bcl －
xl、Mcl －1、p － Bad 表达量低于对照组( P ＜ 0. 05，P ＜
0. 01) ，两药联合处理 48 h 蛋白表达量低于 24 h 组

( P ＜ 0. 05) ，表现出时间依赖性，见图 1、表 2。

1: 对照组; 2: 青蒿琥酯联合来那度胺处理 24 h; 3: 青蒿琥酯联合来

那度胺处理 48 h

图 1 NF － κB P65、Bcl － 2 家族抗凋亡蛋白的表达
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表 2 药物对 MM． 1Ｒ 的 NF － κB P65、Bcl － 2 家族抗凋亡蛋白表达的影响 珋x ± s

组别 P65 Bcl － xl Mcl － 1 p － Bad

空白对照组 0． 82 ± 0． 11 0． 76 ± 0． 06 0． 35 ± 0． 03 0． 92 ± 0． 08

来那度胺 + 青蒿琥酯处理 24 h 0． 55 ± 0． 07* 0． 48 ± 0． 04* 0． 26 ± 0． 04* 0． 64 ± 0． 05*

来那度胺 + 青蒿琥酯处理 48 h 0． 37 ± 0． 08＊＊△ 0． 21 ± 0． 03＊＊△ 0． 10 ± 0． 02＊＊△ 0． 27 ± 0． 03＊＊△

与空白对照组比较* P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01;△与来那度胺 + 青蒿琥酯处理 24 h 组比较 P ＜ 0. 05

2． 3 药物对多药耐药基因 MDＲ1 的蛋白表达产物

P － gp 表达水平的影响 青蒿琥酯联合来那度胺处

理 24 和 48 h 后，MM． 1Ｒ 细胞株 P － gp 的表达水平

量依次为 0. 31 ± 0. 02 和 0. 28 ± 0. 03，低于对照组

( 0. 78 ±0. 09) ，差异有统计意义( P ＜0. 01) ，见图 2。

1: 对照组; 2: 青蒿琥酯联合来那度胺处理 24 h; 3: 青蒿琥酯联合来

那度胺处理 48 h

图 2 P － gp 蛋白的表达

3 讨论

MM 发病率约占血液系统恶性肿瘤的 10%，在

血液系统肿瘤的发病率中仅次于白血病和淋巴瘤。
随着我国进入老龄化社会，MM 的发病率已呈明显

上升趋势。由于治疗过程中耐药克隆的筛选而出现

的药物抵抗，绝大多数患者都会进入复发或难治阶

段，复发 /难治性 MM 患者中位生存期短，目前尚无

有效的治疗手段。虽然来那度胺和硼替佐米等新药

与传统化疗药物相互联合取得了一定成效，但 MM
患者多为中老年，联合用药可能存在副作用加大而

不能耐受等问题，而且新药的联合应用往往费用高

昂，患者难以负担。因此寻找高效、低毒、廉价的联

合用药方案有着重要的临床意义。
我国中医药文化博大精深，中医药中有大量有

效的抗肿瘤药物。其中青蒿琥酯防治肿瘤的研究引

起极大关注，研究表明，青蒿琥酯对多种实体肿瘤细

胞如肝癌、胃癌、乳腺癌、结肠癌、宫颈癌等多种肿瘤

均具有良好的抗癌活性，而且对正常组织细胞的毒

性很低，与传统化疗药物不存在交叉耐药，而且能增

加肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，逆转肿瘤细胞的

多耐药性［1］。研究发现，青蒿琥酯能够抑制 MM 细

胞的增殖并诱导其凋亡，并通过抑制骨髓血管新生，

逆转骨髓瘤细胞多药耐药等多种机制，抑制 MM 的

发生、发展［1］。来那度胺作为 MM 治疗的新型药物，

与青蒿琥酯具有相似的抗肿瘤作用，如下调 NF － κB
的活性诱导肿瘤细胞凋亡，免疫调节，抑制肿瘤血管

生成等，两者联合有可能产生良好的协同抗肿瘤效

应。Liu 等［4］的研究证实，两药联合对肺癌细胞等

实体瘤细胞有显著的抗肿瘤协同效应，青蒿琥酯单

药对肺癌细胞株的生长抑制率为 20%，而来那度胺

为 10%，如两者联合抑制率则高达 60%。本研究结

果与 Liu 等［4］的研究相似，青蒿琥酯和来那度胺单

药对 MM． 1Ｒ 细胞株均具有一定的增殖抑制作用，

而青蒿琥酯与来那度胺联合用药，肿瘤细胞增殖抑

制率较单药明显升高，两药联合有良好的协同效应，

能克服 MM 细胞的耐药性。
MM 细胞的耐药机制复杂，且耐药多表现为多

耐药反应( MDＲ) ，目前认为主要与多药耐药基因

( MDＲ1) 的过度表达、凋亡调控基因介导机制等多

个方面，其中最主要的耐药机制是 NF － κB 通路的

活化，通过激活 IKK 来活化 NF － κB，使受 NF － κB
调控的基因如 MDＲ1、Bcl － 2 家族抗凋亡蛋白表达

增加［1，5］。研究表明，NF － κB 持续活化在 MM 的发

病过程中占有举足轻重的作用，NF － κB 的持续活

化可以促进 MM 细胞增生，介导 IL － 6 的分泌和黏

附分子的表达，上调 Bcl － 2 家族抗凋亡蛋白，抑制

死亡受体途径，促进血管新生等促使 MM 恶性增生，

抵抗凋亡，并与 MM 细胞多药耐药的发生密切相

关［5］。P － gp 介导的多药耐药途径是肿瘤细胞最为

经典的耐药机制，由 MDＲ1 编码的 P － gp 是一种跨

膜蛋白，具有能量依赖性外排泵功能，能够降低细胞

内药物浓度从而产生多药耐药。MDＲ1 启动区域的

第 1 个外显子包含 1 个纯化的 NF － κB 结合序列

( 5' － CCTYTCGGGG － 3') ，MDＲ1 作为 NF － κB 的

下游因子，能够被 NF － κB 激活，使得基因转录增

加，P － gp 合成增加［5］。李世辉等［6 － 8］的研究发现，

青蒿琥酯对 SP2 /0 骨髓瘤细胞有明显的增殖抑制及

诱导凋亡作用，能降低 SP2 /0 骨髓瘤细胞 NF － κB
p65 以及 p170 耐药蛋白表达水平，进一步的研究还

发现，青蒿琥酯能下调耐药蛋白 P － gp 的表达，逆转

对阿霉素、米托蒽醌、依托泊苷和甲氨蝶呤等多药耐

药的 MM 细胞株的耐药性［9］。研究证实，Bcl － 2 家

族成员亦参与 MM 细胞的多药耐药作用［10］，Bcl － 2
家族由抗凋亡蛋白( Bcl － 2、Bcl － xl、Mcl － 1 等) 和

促凋亡蛋白( Bax、Bak、Bad 等) 组成，其抗凋亡蛋白
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成员和促凋亡蛋白成员之间协同作用，共同决定细

胞是否进入凋亡程序。大量实验研究证实，化疗药

物可以上调 MM 细胞 Bcl － 2 表达，引起获得性耐

药，下调 Bcl － 2 可以降低凋亡阈值，促进 MM 细胞

凋亡或实现耐药逆转［10］。而 Derenne 等［11］利用反

义寡核苷酸( ASO) 探讨 Bcl － 2、Bcl － xl、Mcl － 1 蛋

白对 MM 细胞株及原代 MM 细胞凋亡的影响，发现

Mcl － 1 ASO 诱导的细胞凋亡较另外两种更有效，认

为 Mcl － 1 才是 MM 细胞生存的关键因素。Holien
等［12］的研究亦发现，青蒿琥酯对 INA － 6 骨髓瘤细

胞株有明显的增殖抑制及诱导凋亡作用，能降低

INA －6 细胞 Bcl － xl、Mcl － 1 蛋白的表达水平，但未

能检测到 Bcl － 2 在 INA －6 细胞中的表达。除了抗

凋亡蛋白之外，促凋亡蛋白也在肿瘤存活中起到重

要，其中 Bad 作为一种新发现的 Bcl － 2 家族促凋亡

蛋白，目前被认为是连接细胞内多种生长因子信号

途径与线粒体凋亡途径之间的重要因子，其活性形

式即未磷酸化 Bad 能与 Bcl － 2 或者 Bcl － xl 结合形

成异二聚体，抑制 Bcl － 2 和 Bcl － xl 的抗凋亡效应，

促进细胞凋亡。而磷酸化后的 Bad ( p － Bad) 则与

分子伴侣 14 － 3 － 3 蛋白结合失去其促凋亡活性，导

致细胞增殖，此外，p － Bad 还可以通过提高线粒体

释放细胞色素 C 的阈值抑制细胞凋亡［13］。本研究

结果显示，青蒿琥酯与来那度胺联合用药，能降低耐

药骨髓瘤细胞的 P － gp 表达水平，NF － κB P65 蛋

白，Bcl － 2 家族抗凋亡蛋白 Bcl － xl、Mcl － 1、p － Bad
表达量亦低于对照组。

综上所述，本研究首次发现青蒿琥酯联合来那

度胺，对耐药骨髓瘤细胞有明显的增殖抑制作用，两

药联合有良好的协同效应，抑制 NF － κB 的活化并

下调 Bcl － 2 家族抗凋亡蛋白 Bcl － xl、Mcl － 1、p －
Bad 的表达，降低 P － gp 表达水平可能为其抗肿瘤

以及克服肿瘤细胞耐药的作用机制，但其具体的作

用靶点以及对细胞凋亡相关信号通路的影响仍有待

进一步研究。
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