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7信号通路对多发性

骨髓瘤细胞增殖及存活的作用研究

何!进!申娴娟!鞠少卿!孙亚军

摘!要!目的!研究 B淋巴细胞刺激因子受体&B"PPe*'介导的 NPe

,

B信号通路在多发性骨髓瘤&II'中的作用!并进

一步研究 NPe

/

B信号通路对 II细胞存活的影响% 方法!应用 8C1̂CE2 YML̂法分析 B"PPe*对 NPe

,

B信号通路相关蛋白的

激活情况,同时通过 *Re$#*"ab?@""8@Re% 检测 NPe

,

B信号通路抑制剂&B"j%% e3&6''干预前后 B"PPe*_*N"和蛋白

表达水平以及对 II细胞增殖的影响% 结果!B"PPe*阻断性抗体&&"%"( 和 %(

-

\._M'能够减少 K(' 和 K+( 蛋白的入核!增加

?

,

Be

+

蛋白表达量!即 B"PPe*能够激活 NPe

,

B信号通路% B"j%% e3&6'&%"' 和 5

-

_LM.b'显著降低 B"PPe*_*N""蛋白

表达水平!减少 II细胞增殖和存活% 结论!B"PPe*激活 NPe

,

B信号通路促进多发性骨髓瘤细胞的增殖及存活!进而参与

多发性骨髓瘤的发生"发展%

关键词!B淋巴细胞刺激因子受体!多发性骨髓瘤!NPe

,

B信号通路
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<"=*>*1"! V8"E*$12 LFGGFH!@8*1$

&J5@180@!"JM?0@/H?!RL02cC1̂0\ĜĈUCCddCT̂LdNPe

,

B10\2GM02\KĜUZG̀ 02 _VM̂0KMC_̀CML_GTCMM1! G2J 0̂1CddCT̂L2 IITCMM1

1VEc0cGM,N?@E2I5!$EL̂C02 MCcCM1LdNPe

,

B10\2GM02\KĜUZG̀ ZCECJĈCT̂CJ Y 8̀C1̂CE2 BML̂,B"PPe*_*N"! KEL̂C02 G2J ÛCKELM0d4

CEĜ0L2 GY0M0̂̀ LdIITCMM1ZCECCfG_02CJ YCdLECG2J Gd̂CÊECĜCJ Z0̂U ÛC02U0Y0̂LELdNPe

,

B10\2GM02\KĜUZG̀ &B"j%% e3&6'' Y ÈCGM

ê0_C$#*! ab?@"G2J 8@Re%,3?5CB@5!B"PPe*YMLTD G2 0̂YLJ &̀&! %! (! %(

-

\._M' ECJVTCJ K(' G2J K+( KEL̂C02 02 L̂̂UC2VTMC4

V1! 02TECG1CJ ÛCCfKEC110L2 Ld?

,

Be

+

KEL̂C02! 2G_CM̀B"PPe*TLVMJ GT̂0cĜC ÛCNPe

,

B10\2GM02\KĜUZG̀,B"j%% e3&6'&%! '!

5

-

_LM.b'JCTECG1CJ B"PPe*_*N"! KEL̂C02 G2J ÛCKELM0dCEĜ0L2 GY0M0̂̀ LdIITCMM1,$2D0BC5/2D!B"PPe*GT̂0cĜCNPe

,

B10\2GM02\

KĜUZG̀ L̂KEL_L̂CKELM0dCEĜ0L2 G2J 1VEc0cGMLd_VM̂0KMC_̀CML_GTCMM1! G2J ÛC2 KGÊ0T0KĜC02 ÛCLTTVEEC2TCLd_VM̂0KMC_̀CML_G,

O?F P21I5!BTCMM1GT̂0cĜ02\dGT̂LEECTCK L̂E,IVM̂0KMC_̀CML_G, NPe

,

B10\2GM02\KĜUZG̀

!!B淋巴细胞刺激因子&B"PP'属于肿瘤坏死因子

超家族成员! 是许多造血细胞的细胞存活因子!属于

' 型跨膜蛋白% B"PP通过与细胞表面的 ) 个受

体///B细胞成熟抗原 &B#I"'"穿膜蛋白活化物

&R"#?'和 B淋巴细胞刺激因子受体&B"PPe*'结

合而广泛参与 B淋巴细胞增殖和功能调节
-%.

% B"PP

e*作为特异性受体在外周血 B细胞存活中发挥重

要作用
-'.

%

NPe

,

B是重要的转录因子家族!调节 B细胞的

存活和发展
-)!5.

% B细胞相关受体和一些肿瘤坏死因

子可以激活 NPe

,

B信号转导途径% NPe

,

B是以无

活性的 K(&.K+(.?

,

Be

+

三聚体形式普遍存在于细

胞质中!一旦 NPe

,

B信号通路被激活!抑制蛋白

?

,

Be

+

发生解离使得 K(&.K+( 二聚体得以释放"转

位入核与靶基因启动子.增强子上的
,

B位点结合!

从而调节靶基因的表达
-(.

%

B"PP可以激活 NPe

,

B信号通路!但 B"PPe*

在多发性骨髓瘤中介导的信号通路以及自身的转录

调节的报道鲜少
-+.

% B"PPe*和 NPe

,

B信号通路

之间的相互作用及其在多发性骨髓瘤细胞存活和增

殖中作用尚不清楚% 因此!本实验拟研究 NPe

,

B信

号通路在 B"PPe*促进多发性骨髓瘤细胞存活中的

作用%

)'5)
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材料与方法

%,细胞培养及主要材料(II细胞系 QI)&第二军医大学

血液科提供'悬浮生长于含 %&&_M.b灭活胎牛血清&[0YTL公

司'的 *$I?%+5& 培养基&[0YTL公司'中% 磷酸化 ?

,

Be

+

抑

制剂 B"j%% e3&6'&#GMY0LTUC_公司',B"PPe*抗体 &*w>

公司',K(&"K+("?

,

Be

+

抗体&B0LbC2\C2J 公司',*N"反转录

试剂 盒 & RG

0

G*G公 司 ', R*?WLM& ?2c0̂EL\C2 公 司 ', >NG1C?

&RG

0

G*G公司',细胞质及细胞核提取试剂盒&$0CETC公司',

>b'&&& >N"_GEDCE&上海生工生物公司',8@Re% 细胞增

殖及细胞毒性检测试剂盒&碧云天公司'%

',*Re$#*(用 R*?WLM提取细胞的总 *N"!并用紫外分

光光度仪测定总 *N"浓度% 分别取等量 *N"!用反转录试剂

盒反转合成 T>N"!以 T>N"为模板!$#*扩增目的条带%

B"PPe*引物序列((keR[[[R#R[[R["[#R[["e)k&上游

引物',(ke##[["["#"[""R["R["##RRe)k&下游引物'%

同时以
!

'

I作为内参照扩增!其引物序列为((ke#R"R#4

#"[#[R"#R##""e)k&上 游 引 物 ', (ke[#"[[#"R"#R4

#"R#RRRRe)k&下游引物'% $#*体系为 '(

-

M!扩增条件为(

-5s预变性 '_02! -5s '&1!(6s 5&1!3's 5&1!)' 个循环后!3's

(_02% $#*产物行 %&\.b琼脂糖凝胶电泳!检测扩增产物%

),8@Re% 细胞增殖检测(收集对数生长期的 QI) 细胞!

调节细胞密度 5 n%&

)

个.孔!加入 -+ 孔板!每孔加入等体积

标准 ?\[或者多克隆 B"PPe*抗体 &终浓度达到 %&&

-

\.

_M'!每孔补加培养基至 '&&

-

M!继续培养 56U 后每孔加入 '&

-

M

8@R溶液!培养 )U 后!直接用酶联免疫检测仪检测!以 5(&2_

&+(&2_参考'波长测量各孔的吸光度&"'值% 每组设定 ( 个

复孔% 重复实验 ) 次%

5,8C1̂CE2 YML̂法检测(离心收集细胞!加裂解液&含蛋白

酶抑制剂'冰上裂解 )&_02!%5&&& n2 离心 (_02!取上清!即为

细胞总蛋白,胞质胞核蛋白提取见细胞质及细胞核提取试剂

盒说明书&$0CETC公司'!B#"法测定蛋白浓度% 蛋白与 ( n上

样缓冲液混合煮沸 (_02 后!取 '&

-

\核蛋白")&

-

\细胞总蛋

白上样进行十二烷基硫酸钠 e聚丙烯酰胺 & @>@ e$"[a'凝

胶电泳!转膜并封闭% (&\.b的脱脂奶粉.RB@R按 %t%&&& 稀

释一抗!5s孵育过夜!再加入 9*$标记的相应二抗 5s孵育

'U!然后暗室中应用增强化学发光&a#b'液覆盖膜 '_02!7线

胶片曝光!显影!定影%

(,酶联免疫吸附试验&ab?@"'(根据 B"PPe*蛋白测定

试剂盒操作说明书!测定
0

I) 细胞培养液上清中 B"PPe*

蛋白浓度%

+,统计学方法(应用 @$@@ %),& 统计学软件进行分析!实

验数据以均数 X标准差&.X:'表示!采用 #检验!以 !]&,&(

为差异有统计学意义%

结!!果

%,B"PPe*对多发性骨髓瘤细胞中 NPe

,

B信

号通路的影响(NPe

,

B信号通路的活化过程包括

?

,

Be

+

蛋白的降解"K(& 和 K+( 蛋白进入细胞核的

过程!实验拟检测 ?

,

Be

+

蛋白表达量的变化"K(& 和

K+( 蛋白在胞质和胞核中的分布情况% 8C1̂CE2 YML̂

法检测结果显示 B"PPe*阻断性抗体作用后!K('

和 K+( 蛋白在细胞核内的表达量减少!当 B"PPe*

抗体浓度为 %(

-

\._M时!抑制效果更为明显 &图

%"'!表明 B"PPe*阻断性抗体能够抑制 NPe

,

B

信号通路的激活作用!间接说明 B"PPe*介导了

NPe

,

B信号通路% 同时还检测了 ?

,

Be

+

蛋白的表

达变化情况!结果显示 ?

,

Be

+

蛋白表达量随着

B"PPe*阻断性抗体浓度的增加而增加&图 %B'!说

明 B"PPe*阻断性抗体可以阻断 NPe

,

B信号通

路!间接说明 B"PPe*能够激活多发性骨髓瘤细胞

中的 NPe

,

B信号通路%

图 ,)Y?5@?1DJB2@法检测 7&66;3对 46;

!

7信号通路相关蛋白的表达影响

!

))5)
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!!',NPe

,

B抑制剂对细胞增殖的影响(不同浓度

的 NPe

,

B抑制剂///B"j%% e3&6'&%"'"5

-

_LM.b'

刺激 QI) 细胞!56U 后 8@Re% 细胞增殖实验检测

QI) 细胞增殖能力的变化!结果显示 B"j%% e3&6'

降低了细胞增殖能力!且 B"j%% e3&6' 浓度越大抑

制率越高!差异有统计学意义&#分别为 %&;)-"%5;()

和 )',%6!!均 ]&,&(!图 ''% 这说明 NPe

,

B抑制

剂能够抑制 QI) 细胞增殖!即 NPe

,

B信号通路参

与了 II细胞生长%

图 *)Y'U;, 细胞增殖实验检测 ONR 细胞增殖能力的变化

与 &

-

_LM.b相比!

$

!]&,&(

!

),NPe

,

B抑制剂对细胞凋亡的影响(NPe

,

B

抑制剂///B"j%% e3&6' & 5

-

_LM.b' 刺激 QI) 细

胞!56U 后 8C1̂CE2 YML̂法检测促凋亡蛋白 BGf的表

达变化情况!结果显示 BGf蛋白表达增加了 )6<!说

明 B"j%% e3&6' 能够显著促进细胞的凋亡!间接显

示 NPe

,

B信号通路抑制细胞凋亡!促进多发性骨髓

瘤细胞的生长&图 )'%

图 R)Y?5@?1DJB2@法检测 78V 蛋白表达变化

!

5,NPe

,

B抑制剂对 B"PPe*表达的影响(不

同浓度的 NPe

,

B抑制剂///B"j%% e3&6' &%"'"

5

-

_LM.b'刺激 QI) 细胞!56U 后提取细胞 *N"进行

*Re$#*!结果显示 B"j%% e3&6' 能够降低 B"PPe

*_*N"的表达水平 &图 5',ab?@"检测 B"PPe*

蛋白的表达水平!结果显示 B"j%% e3&6' 作用后!

B"PPe*蛋白表达量显著降低!且 B"j%% e3&6' 浓

度越大 B"PPe*蛋白表达量越低!差异有统计学意

义&#分别为 5),(3"%--,&& 和 %6-,'&!!均 ]&,&(!图

('!表明 NPe

,

B信号通路参与调节 B"PPe*的表

达% 上述结果显示 NPe

,

B信号通路在 B"PPe*表

达及多发性骨髓瘤细胞存活中发挥重要作用%

图 S)3U;%$3检测 7&<,, ;̂ +_* 对

7&66;3.34&表达的影响

!

图 -)=K#'&检测 7&<,, ;̂ +_* 对分泌型

7&66;3蛋白表达的影响

与 &

-

_LM.b相比!

$

!]&,&(

!

讨!!论

多发性骨髓瘤病因十分复杂!涉及包括遗传"感

染"电离辐射"抗原慢性刺激等在内的众多因素!目前

一般认为以免疫发病机制为主!即骨髓微环境中黏附

分子的表达和白细胞介素 ?be+ 的分泌有关% 最新

研究表明!骨髓瘤患者中骨髓微环境还分泌白介素 e

%&&?be%&'"白介素 e%%&?be%%'"肿瘤坏死因子 e

+

&RNPe

+

'"干扰素 e

.

&?PNe

.

'"B"PP等细胞因

子% 这些细胞因子在 II形成过程中发挥了一定的

作用
-3!6.

% NGEJCMM0等
--.

和 @UC2 等
-%&.

研究证实!?be

%& 和 ?PNe

.

均能明显增强 B"PP及受体表达!但具

体机制尚待进一步研究%

B淋巴细胞刺激因子&B"PP'是肿瘤坏死超家族

成员!能够促进早期 B淋巴细胞的成熟和存活%

B"PP与 ) 个受体&R"#?"B#I""B"PPe*'结合而发

)55)
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挥作用!其中 B"PPe*作为其特异性的受体发挥主

要作用!而且 B"PP与 B"PPe*的结合可以激活

NPe

,

B信号通路
-(!+.

% 本实验研究 NPe

,

B信号通

路与 B"PPe*表达"多发性骨髓瘤细胞存活之间的

关系%

本研究发现 B"PPe*抗体可以抑制 B"PP对

NPe

,

B信号通路的激活作用!且这种抑制作用呈浓

度依赖性% 这些结果表明至少体外实验条件下

B"PPe*能够激活 NPe

,

B信号通路!促进多发性

骨髓瘤细胞的存活% NPe

,

B抑制剂 B"j%% e3&6'

能够抑制 QI) 细胞的存活!且浓度越大抑制效果越

明显% 此外!B"j%% e3&6' 还可以抑制 QI) 细胞中

B"PPe*_*N"和蛋白的表达!这表明多发性骨髓

瘤中 B"PPe*的抗凋亡作用很大程度上取决于 NP

e

,

B信号通路的激活% 因此可以推断阻断多发性骨

髓瘤中 B"PPe*介导的 NPe

,

B信号通路可以打破

B"PPeB"PPe*对多发性骨髓瘤细胞的保护作用!

可能成为多发性骨髓瘤治疗的一种方法%

综上所述!对 B"PPe*调节机制的研究有助于

理解多发性骨髓瘤发生"发展!NPe

,

B信号通路可

作为多发性骨髓瘤治疗的靶点%
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-H.,bCVD *C1! '&%'! )+&6' (%&&5 e%&&6
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KĜUZG̀1G2J CK0\C2Ĉ0T102 ÛCEGK L̀d_VM̂0KMC_̀CML_G-H.,#GEJ0L4
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摘!要!目的!分析江苏省连云港市结核病耐药现况!为制定有针对性的结核病防制策略提供参考% 方法!对连云港市

'&%% ='&%) 年确诊的 %-3+ 例涂阳结核病患者进行痰菌培养!对分离出的 %('% 株结核分枝杆菌进行 5 种一线抗结核药物耐药检

测% 结果连云港市结核病总耐药率 %3,')<!其中初始耐药率 %',+3<!复治耐药率为 5&,5<% 初治组和复治组均以异烟肼

&?N9'耐药率最高!分别为 6,6%<和 )5,6<% 耐多药率为 5,)5<!其中初治患者耐多药率 ','&<!复治患者耐多药率 %(,'&<%

不同年龄和性别的患者耐多药率差异具有统计学意义% 结论!连云港市复治结核病患者的耐药率较高!应规范结核病治疗方

案!加强督导管理!预防和控制耐药结核病的发生和流行%
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