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&&!摘&要"&目的&观察蛋白酶体抑制剂@LF!D# 对人红白血病细胞株OE?# 的致凋亡作用及其对凋亡相关基

因8BF

+

C与W3R03R.FD 表达的影响& 方法&将蛋白酶体通路特异性阻断剂 @LF!D# 加入OE?# 细胞'用9K=TC细胞

形态和J89琼脂糖凝胶电泳检测细胞凋亡'流式细胞仪检测凋亡率'逆转录F1'N检测8BF

+

C的转录水平'免疫组

化法检测8BF

+

C与W3R03R.FD 的表达'比色法检测W3R03R.FD 活性& 结果&流式细胞仪检测 !E

&

/,6=A@LF!D# 作用

#" (后'凋亡率为$#?7E b$7?%S'与对照组$!7# b$7!%S相比明显增多'差异有显著性$3e$7$!%'@LF!D# 诱导

OE?# 细胞凋亡具有量F效关系# N<F1'N检测发现 8BF

+

C/N89表达下调#免疫组化法检测发现 @LF!D# 可降低

8BF

+

C的表达'增加W3R03R.FD 蛋白的表达' 且表达量与 @LF!D# 的作用呈剂量相关& 结论&@LF!D# 能诱导 OE?#

细胞凋亡'其机制可能与@LF!D# 抑制8BF

+

C信号转导通路'下调8BF

+

C表达继而上调W3R03R.FD 表达有关&

!中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&!'' &!'Y"

!关&键&词"&蛋白酶体抑制剂@LF!D## 凋亡# '3R03R.FD# OE?# 细胞株

!中图分类号"&N>DD7>D&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!$$: ;::D$$#$$%%$" ;$#EE ;$"

Z/:68,-./.O+2.2,.0-03; 29.,)+0.5)-/1-3-,.9AUP$G! -/165+/)9;,19.*)6<)5-+

8)***-/)E'L!

9./!6-'!;' 2.5P-%&'Q;-' *./!8$)'17-:4;<7=>?;%>$@3;G-7>=-DI' *F-=G .@@-A-7>;G 2$I<->7A$@MF;%&OF$) "%-J;=I->B'

MF;%&OF$) "E$$E#' 1F-%7 $27$P'Q' ,?7-A( F7$R-%&@;-VF$>?7-A:D$?%

& & =30,9+8,( >3?)8,-@)& <,)*[.R-)P3-.\(.-(.404,-.3R,/.)*()Z)-,4@LF!D# )*2YW.R30,0-,R)R,X(Y/3*

.4M-(4,6.YQ./)3W.666)*.OE?# 3*2 0,RR)Z6./.W(3*)R/R7A),1.:0&OE?# W.66R\.4.)*WYZ3-.2 \)-( N1@I!?"$ 3*2

.̂0,R.2 -,$' !' E' !$' !E

&

/,6=A,X@LF!D# X,4#" (4R' 4.R0.W-)[.6M7<(.30,0-,R)R,XW.66R\.4.2.-.W-.2 ZM

X6Y,4.RW.*W./)W4,RW,0.' J89X43P/.*-R3*2 X6,\WM-,/.-4M7<(.8BF

+

C/N89.̂04.RR),* \3R]Y3*-)X).2 ZM4.[.4R.

-43*RW4)0-),*F0,6M/.43R.W(3)* 4.3W-),* $N<F1'N%7T̂04.RR),* ,X8BF

+

C3*2 W3R03R.FD \3RR./)]Y3*-)-3-)[.6M3*36M_.2

\)-( U9C'-.W(*)]Y.R7'3R03R.FD 3W-)[)-).R\.4./.3RY4.2 \)-( 3W,6,4)/.-4)W/.-(,27()06*,0&<(.P4,\-( ,XOE?# W.66R

\3R)*()Z)-.2 3*2 -(.30,0-,R)R,X-(.W.66R)*W4.3R.2 3X-.4@LF!D# -4.3-/.*-)* 32,R.F2.0.*2.*-/3**.479X-.4#" (4R,X

!E

&

/,6=A@LF!D# -4.3-/.*-' -(.0.4W.*-3P.,X30,0-,-)WW.66R$#?7E b$7?S% )*W4.3R.2 R)P*)X)W3*-6M\(.* W,/034.2

\)-( -(.Y*-4.3-.2 W,*-4,6R$!7# b$7!S% $3e$7$!%7@LF!D# -4.3-/.*-2.W4.3R.2 -(./N893*2 04,-.)* .̂04.RR),* ,X

8BF

+

C'3*2 )*W4.3R.2 -(.04,-.)* .̂04.RR),* ,XW3R03R.FD7B./8*60-./0& @LF!D# W3* )*2YW.30,0-,R)R,X(Y/3*

.4M-(4,6.YQ./)3W.666)*.OE?# -(4,YP( -(.2,\*F4.PY63-),* ,X8BF

+

C.̂04.RR),* 3*2 Y0F4.PY63-),* ,XW3R03R.FD .̂04.RR),*7

!B1-/C B./,)52D):-+,9' !""#' $$ $%%(!'' &!'Y"

&&E); 4.9:0(&14,-.3R,/.)*()Z)-,4@LF!D## 90,0-,R)R# '3R03R.FD# OE?# W.666)*.

&&泛素F蛋白酶体通路$YZ)]Y)-)* 04,-.3R,/.03-(F

\3M' j11%具有精确降解细胞内各种目的靶蛋白'

进而参与基因转录和细胞周期调节'如核因子抑制

蛋白IF

+

C'0ED'C3̂''F+Y* 氨基端激酶等许多负责

细胞增殖和凋亡信号传导的蛋白!!"

& 实验证实'蛋

白酶体抑制剂 @LF!D# 可抑制多种肿瘤细胞生长并

诱导其凋亡!#"

& 本实验通过人白血病细胞株OE?#'

探讨蛋白酶体抑制剂 @LF!D# 诱导白血病细胞凋亡

过程中 8BF

+

C与 W3R03R.FD 表达水平的关系'阻断

8BF

+

C介导的凋亡'为临床应用于白血病的治疗寻

找新的方法提供有价值的实验依据&

$F材料与方法

$7$F细胞及主要试剂

人红白血病细胞OE?# 由中国医学科学院惠赠#

)EE#)
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@LF!D# 购自 '36Z,)W(./公司#9**.̂)* 5FBI<'=1I凋

亡试剂盒购自美国 C.W-,* J)WQ)*R,* C),RW).*W.R公

司# N1@I!?"$ 培养基购自L)ZW,公司# U9C'免疫

酶标试剂盒购自北京中山金桥生物公司#'3R03R.FD

分光光度试剂盒购自南京凯基生物科技公司&

$7!F实验方法

!7#7!&细胞培养&&将 OE?# 细胞置于 D> o'ES

'K

#

的培养箱中培养'每 ": >̀# ( 传代一次'长至

对数生长期&

!7#7#&9K=TC染色细胞形态观察&&取对数生长

期细胞'将终浓度分别为 !'E'!$'!E

&

/,6=A的@LF

!D# 加入培养体系培养 #" ( 后'取细胞悬液

!$$

&

A'加入9K=TC染料 "

&

A混匀'置 ! 滴于载玻

片'上覆盖玻片'荧光显微镜下观察结果&

!7#7D&J89断裂琼脂糖电泳分析&&培养 #" (

后'收集各组细胞'采用常规的酚=氯仿法抽提

J89'#S琼脂糖凝胶电泳分析&

!7#7"&流式细胞仪检测细胞凋亡率&&收集对数

生长期细胞'调整细胞浓度为 ! a!$

E 个=/A'实验

组加 入 @LF!D#' 其 终 浓 度 分 别 为 !' E' !$'

!E

&

/,6=A'每个浓度均行 D 个复孔'同时设阴性对

照组'相同条件下培养 #" (& 收集各组细胞'"o预

冷的 1CU 洗细胞两次'结合缓冲液重新悬浮细胞'

调节细胞浓度为 ! a!$

? 个=/A& 取 !$$

&

A的细胞

悬液于 E /A流式管中'加入 E

&

A9**.̂)*

,

FBI<'

和 !$

&

A碘化丙锭溶液 ' 混匀后室温避光后上流

式细胞仪检测&

!7#7E&逆转录F1'N检测8BF

+

C/N89的水平&&

收集上述处理的 OE?# 细胞 $同!7#7#%& <4)_,6试

剂提取细胞总 N89'溶于无 N83R.的水中'紫外分

光光度计测定KJ#?$=KJ#:$ 的比值在 !7: #̀7$ 之

间& 根据其WJ89序列设计引物'

-

F3W-)*引物(上游

引物 EnF'<LLL9'L9'9<LL9L9999FDn'下游

引物 EnF99LL99LL'<LL99L9L<L'FDn'E?"

Z0#8BF

+

C引物(上游引物 EnF9L'9'9L9<9''

9''99L9''FDn'下游引物 EnFLLL'9'L9<<L<

'999L9<FDn'"!E Z0& 首次循环("#o #$ /)*'

%%o E /)*' "o E /)*& 1'N扩增( %"o预变性

# /)*'%"o变性 D$ R' EDo退火 D$ R' >#o延伸

# /)*'共 D$ 个循环#>#o总延伸 ? /)*& E

&

A扩增

产物加于含 $7$!SL,62[).\染料的 #S琼脂糖凝胶

中电泳'用lY3*-)RW3*分析软件分析条带&

!7#7?&免疫组化&&OE?# 细胞接种于放有盖玻片

的 ? 孔培养板'培养过夜'待细胞长至八成满& 对照

组不加 @LF!D#'实验组 @LF!D# $终浓度分别为

!

&

/,6=A'E

&

/,6=A'!$

&

/,6=A'!E

&

/,6=A%处理细

胞 #" (后'取出附有OE?# 细胞的盖玻片'磷酸盐缓

冲液冲洗 D 遍'多聚甲醛固定'按 U9C'免疫酶标试

剂盒方法进行& 细胞中呈现棕褐色颗粒者为阳性细

胞'并采用 C),R.*RJ)P)-36I/3P)*PUMR-./医学图像

分析系统进行阳性区平均光密度测量&

!7#7>&'3R03R.FD 活性测定&&收集对数生长期细

胞$同 !7#7#% ' 按试剂盒说明酶标仪测定 9"$E

值&

$7GF统计学处理

采用 U1UU !E7$ 统计软件进行分析'所有原始

数据均进行正态分布*方差齐性检验& 实验数据以

均数b标准差$LbI%表示'多样本均数比较用单因

素方差分析'相关分析用直线回归'3e$7$E 表示差

异有统计学意义&

!F结果

!7$F细胞形态学变化

吖啶橙$9K%能透过胞膜完整的细胞'嵌入细胞

核J89'使之发出明亮的绿色荧光& 溴乙锭$TC%

仅能透过胞膜受损的细胞'嵌入核 J89'发橘黄色

荧光& 本试验对照组 OE?# 细胞绝大多数被染成均

匀较弱绿色荧光'细胞大小形态较一致& !$

&

/,6=A

@LF!D# 作用 OE?# 细胞 #" ( 后'部分细胞体积变

小'染色质致密固缩聚集于细胞核'可见境界分明的

块状或新月形小体'部分染成均匀染成亮绿色荧光'

部分呈黄绿色颗粒荧光'部分表现为橘黄色荧光'还

有少数橘红色死亡细胞$图 !%&

!K!FRX=断裂琼脂糖电泳分析

E

&

/,6=A@LF!D# 作用OE?# 细胞 #" (后'J89

电泳出现细胞凋亡特有的间隔 !:$ #̀$$ Z0 梯状条

带$J896322.4%'但条带较弱(当 @LF!D# 浓度增至

!$

&

/,6=A时电泳条带更加明显$图 #%&

!KGFAUP$G! 对E'L! 细胞凋亡率的影响

流式细胞检测结果显示(@LF!D# 作用后'凋亡

率随浓度的增高而明显增加& !'E '!$'!E

&

/,6=A

@LF!D#作用 #" (后的凋亡率分别为 $#7" b$7#%S'

$!$7% b$7:%S'$!:7$ b$7>%S'$#?7E b$7?%S'

与对照组$!7# b$7!%S相比'除 !

&

/,6=A组差异

无显著性外'各组差异均有显著性意义$3e$7$!%&

表明 @LF!D# 诱导的 OE?# 细胞凋亡具有量效

关系&

)?E#)
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&&图 $F荧光显微镜下观察 E'L! 细胞凋亡$ =>[VI染

色%F

=(对照组'细胞大小均匀'发绿色荧光'未见凋亡细胞# I(

!$

&

/,6=A组'可见发黄绿色荧光的凋亡细胞及橘红色的死亡细胞&

! " # $

&&图 !FRX=断裂琼脂糖电泳分析F

=(对照组$J89条带

完整%# I(!

&

/,6=A组$未见 J896322.4%# B(E

&

/,6=A组$J89

6322.4较弱%# R(!$

&

/,6=A组$J896322.4较为明显%

!K%F(NPDB(分析XHP

!

I基因转录水平

与对照组比较' @LF!D# 作用 #" ( 后8BF

+

C的

/N89表达随着 @LF!D# 浓度加大而减少$图 D%&

与对照组 /N89表达相比'除 !

&

/,6=A组$$7: b

$7#%差异无显著性外'其余各组差异均有显著性

$3e$7$!%&

!""#$%

&""#$%

'""#$%

(""#$%

)""#$%

*""#$%

+ " * & *"

*&#,-./!0

1*

2345678

9:3;<

= < > ? @ :

&&图 GF不同浓度 AUP$G! 对 XHP

!

I的 5(X=表达影

响F

=(@34Q.4# I(对照组# B(!

&

/,6=A组#R(E

&

/,6=A组# V(

!$

&

/,6=A组#H(!E

&

/,6=A组&

!K'FAUP$G! 对E'L! 细胞XHP

!

I与8+02+0)PG 蛋

白表达的影响

免疫组化结果$表 !%显示'!'E'!$'!E

&

/,6=A

的@LF!D# 作用 #" ( 后'8BF

+

C蛋白水平随浓度升

高而降低'而 W3R03R.FD 蛋白水平逐渐升高'且 8BF

+

C的表达与 W3R03R.FD 的表达量也呈负相关'其相

关系数为;$7:D#&

&&表 $FAUP$G! 处理 !% 1后 XHP

!

I与 8+02+0)PG 表达

水平$平均光密度值%的变化
$LbI%

组别 8BF

+

C '3R03R.FD

对照组 !::7E b#7" !!$7# bE7>

!

&

/,6=A组 !:E7% b"7> !!?7% bE7#

E

&

/,6=A组
!E!7> b%7#

3

!D#7? b"7E

3

!$

&

/,6=A组
!D%7! b>7:

3

!"%7E bE7D

3

!E

&

/,6=A组
!#?7% b"7$

3

!??7% b?7D

3

&&3(与对照组相比'3e$7$E

!KLFAUP$G! 活化8+02+0)PG

OE?# 细胞在不同浓度 @LF!D# 作用 #" ( 后'

W3R03R.FD 活性逐渐升高& !'E'!$'!E

&

/,6=A@LF

!D# 作用 #" (后的W3R03R.FD 活性值分别为$$7$> b

$7$" %S' $ $7!" b$7$" %S' $ $7!% b$7$> %S'

$$7## b$7$?%S'与对照组$$7$> b$7$E%S相比'

除 !

&

/,6=A组差异无显著性外'各组差异均有显著

性$3e$7$!%& @LF!D# 作用 #" ( 后W3R03R.FD 活性

随@LF!D# 浓度上升而逐渐增强'表明@LF!D# 可激

活W3R03R.FD&

GF讨论

白血病是一类异质性的造血干细胞的恶性克隆

性疾病& 在我国'小儿的恶性肿瘤中以白血病发病

率最高& 虽然随着新化疗药物不断出现'化疗方案

不断优化'小儿白血病的化疗效果不断提高'但有部

分患儿不能达到完全缓解或缓解后复发'而这与

8BF

+

C密切相关& 研究证实'白血病表达高活性的

8BF

+

C'8BF

+

C的不适当激活和表达与促进细胞生

长*抗凋亡耐药密切相关!D"

& 相反'抑制 8BF

+

C活

性'则能诱导细胞凋亡*抑制肿瘤的生长& 因此'寻求

抑制8BF

+

C活性的方法'在临床上具有重要意义&

泛素在真核生物中普遍存在'是一种高度保守

的含 >? 个氨基酸残基的蛋白'属于热休克蛋白基因

家族& j11通路尽管较早已被提及'但直到最近才

被深入的研究'j11主要由泛素*泛素连接酶和 #?U

蛋白酶体复合物三部分组成'参与和调控信号转导*

细胞周期的调控*转录活性的调节及抗原提呈和凋

亡等众多细胞生理事件& 蛋白酶体抑制剂 1UFD"!

$Z,4-._,/)Z% 通过靶向作用蛋白酶体稳定一些与细

胞凋亡有关的蛋白如I

+

C'抑制8BF

+

C的活性'启动

凋亡程序'抑制转录活性'降低肿瘤负荷'从而改善

)>E#)



第 !! 卷第 " 期
#$$% 年 " 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!! 8,7"

9047#$$%

临床症状!""

& 目前'蛋白酶体抑制剂 1UFD"! 已被

BJ9批准进入临床用药' 被认为是最具有临床运用

前景的药物之一!E"

&

近年的研究表明' 醛基肽一类蛋白酶体抑制

剂'如 @LF!D# 能有效抑制黑色素瘤*肝细胞癌*肾

细胞癌*卵巢癌*前列腺癌*结肠癌和胰腺癌*白血病

细胞的生长'并能诱导细胞凋亡!?"

& 本研究结果表

明' @LF!D# 可有效诱导 OE?# 细胞凋亡'具有一定

的量效性'流式细胞检测结果证明了这一点& 免疫

组化的结果进一步证实了蛋白酶体抑制剂 @LF!D#

可诱导白血病细胞发生凋亡'其机制可能与@LF!D#

从转录和蛋白水平降低 8BF

+

C的表达从而阻断

8BF

+

C介导的凋亡抑制途径有关&

研究发现细胞凋亡障碍在肿瘤的分子发病机制

中有重要意义!>':"

& 近年来'细胞凋亡机制的研究

进展很快'目前认为细胞外的凋亡诱导因素可通过

多种途径启动细胞凋亡!%"

& 其中'W3R03R.是参与和

调控细胞凋亡的主要成分'按功能分为启动酶

$W3R03R.F#* W3R03R.F: 和 W3R03R.F% % 和 效 应 酶&

W3R03R.FD 是重要的效应酶' 被称为 -刽子手 .

W3R03R.'一旦被激活'激活后直接水解与细胞凋亡相

关的蛋白质'引起细胞形态学和生物化学的改变'细

胞发生不可逆的凋亡& 研究发现蛋白酶体活性抑制

后+8O活化'激活 W3R03R.F: 和 W3R03R.FD 导致细胞

凋亡!!$"

& 在本实验通过测定 @LF!D# 对 W3R03R.FD

表达的影响'发现随 @LF!D# 浓度的升高'W3R03R.FD

活性升高'W3R03R.FD 蛋白表达量逐渐升高'且表达

量与@LF!D# 的作用呈剂量正相关'提示@LF!D# 有

可能是通过影响 W3R03R.FD 的表达而诱导白血病细

胞发生凋亡'这也是@LF!D# 可能抗肿瘤机制之一&

虽然'蛋白酶体抑制剂诱导肿瘤细胞凋亡的精

确机制尚不十分清楚'但蛋白酶体抑制剂可诱导人

白血病细胞凋亡'而不诱导正常白细胞凋亡!!!"

'这

与常用的抗癌药物对细胞无选择性的杀伤有明显的

不同'因此认为'蛋白酶体作为一种新的靶标'为开

发新的抗肿瘤药物提供了新思路'其抑制剂的应用

也为肿瘤治疗提供了新方向&
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