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抑制 ＰＩ３Ｋ通路增强 ＣＡＨＢ对 Ｊｕｒｋａｔ细胞的凋亡作用
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摘　要　目的　探讨 ＣＡＨＢ单独使用及与 ＬＹ２９４００２联合应用对 Ｊｕｒｋａｔ细胞体外作用的影响。方法　分别用不同剂量的

ＣＡＨＢ（０、５、１０、２０、４０ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导 Ｊｕｒｋａｔ细胞，用 ＭＴＳ法检测 Ｊｕｒｋａｔ细胞的增殖抑制效应，流式细胞术分析 Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡情

况；取 ４０ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的 ＣＡＨＢ加入 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２，流式细胞术分析 Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡情况。结果　ＣＡＨＢ对 Ｊｕｒｋａｔ细胞

生长有显著的抑制作用，并能显著诱导 Ｊｕｒｋａｔ细胞发生凋亡，其作用呈明显剂量、时间依赖性。ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２能显著增

强 ＣＡＨＢ对 Ｊｕｒｋａｔ细胞的凋亡作用。结论　ＣＡＨＢ能抑制 Ｊｕｒｋａｔ细胞增殖，并诱导其凋亡。抑制 ＰＩ３Ｋ通路能增强 ＣＡＨＢ对 Ｊｕｒ

ｋａｔ细胞的凋亡作用。
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　　恶性肿瘤细胞的诱导分化和凋亡治疗是近些年
肿瘤防治研究的热点之一。二乙酰己二胺（ＣＡＨＢ）
是由中国科学院兰州化物所研制的一种癌细胞诱导

分化剂，目前已经完成了骨髓增生异常综合征为适应

证的Ⅰ期（批件号：１９９９ＸＬ００５９）和ⅡＡ期临床试验
（批件号：２００５Ｌ０２９５９），且毒性不良反应相对较
低

［１，２］
。国内研究发现 ＣＡＨＢ对骨髓增生异常综合

征 ＭＵＴＺ－１细胞株、人小细胞肺癌 ＮＣＩ－Ｈ４４６细胞
株等有诱导凋亡的作用

［３］
。目前认为 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信

号通路的过度活化和异常表达导致细胞凋亡受抑，参

与肿瘤的发生，国外有研究者发现 Ｔ－ＡＬＬ患者中存
在 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的过度表达

［４］
。本研究以急性 Ｔ淋

巴细胞白血病细胞株 Ｊｕｒｋａｔ细胞为研究对象，观察

ＣＡＨＢ对 Ｊｕｒｋａｔ细胞的抑制作用，并探讨 ＰＩ３Ｋ通路
调节 ＣＡＨＢ对 Ｊｕｒｋａｔ细胞体外作用的影响。

材料与方法

１．材料：（１）细胞系：急性 Ｔ淋巴细胞白血病 Ｊｕｒ
ｋａｔ细胞株。（２）药物和主要试剂：二乙酰己二胺原
药由无锡山禾制药有限公司提供，Ｌｙ２９４００２购自美
国 Ｓｉｇｍａ公司；ＭＴＳ试剂盒为普洛麦格生物技术有限
公司产品，ＦＡＣＳｃａｌｉｂｅｒ流式细胞仪为美国 ＢＤ公司
产品，ＲＴ－６０００酶标分析仪为德国 Ｒａｙｔｏ公司产品。

２．方法：（１）细胞培养：Ｊｕｒｋａｔ细胞在含１０％胎牛
血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置于３７℃、５％ＣＯ２、饱和
湿度培养箱中进行培养。每隔 ２～３天传代 １次，所
有实验均取对数生长期细胞进行。（２）ＭＴＳ法检测
细胞生长抑制率：将细胞接种于９６孔板，每孔细胞数
为５×１０４个，加入 ＣＡＨＢ形成浓度梯度，最后配制成

的终浓度为 ４０、２０、１０、５、０ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃、５％ＣＯ２温
箱中培养，分别于１２、２４、４８、７２ｈ测定吸光度，于孵育
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１０ｈ时取出９６孔板，在１～３列各孔加入 ２０μｌＣｅｌｌＴｉ
ｔｅｒ９６ＲＡｑｕｅｏｕｓＯｎｅＳｏｌｕｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ，细胞培养箱继
续孵育２ｈ，４９０ｎｍ处读取吸光度，余 ３个时点重复上
述步骤，计算抑制率：抑制率 ＝（对照 －本底）－（给
药 －本底）／（对照 －本底）×１００％；用 ＩＣ５０计算软件
求得 ＣＡＨＢ作用后的半数抑制浓度（ＩＣ５０）；根据 ＩＣ５０
值选取处理２４ｈ时点作为试验作用时间；（３）流式细
胞术检测 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ阳性细胞表达：细胞接种于 ６孔
板，每孔细胞数为５×１０５个细胞，加入 ＣＡＨＢ使终浓度
为０、５、１０、２０、４０ｍｍｏｌ／Ｌ，作用 ２４ｈ后，收集细胞，ＰＢＳ
１００００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ漂洗 ２遍，按 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－ＦＩＴＣ／ＰＩ
试剂盒说明操作，检测 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ＋ＰＩ－细胞百分含量。
（４）ＰＩ３Ｋ抑制剂对细胞凋亡的影响：取２．５×１０

５／ｍｌ的
Ｊｕｒｋａｔ细胞，分为 ３组，分别加入终浓度为 ０、２５、

５０μｍｏｌ／Ｌ的 ＰＩ３Ｋ 抑 制 剂 ＬＹ２９４００２，同 时 均 以
４０ｍｍｏｌ／ＬＣＡＨＢ诱导 ２４ｈ，流式细胞术检测 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ⅴ＋／ＰＩ－细胞率。

３．统计学方法：使用统计软件 ＳＰＳＳ１７．０软件包
对实验结果进行统计学处理。所有实验至少重复 ３
次，结果以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组样本均数
比较采用方差分析，多组间两两比较用 ＳＮＫ－ｑ法检
验。以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．ＣＡＨＢ对 Ｊｕｒｋａｔ细胞增殖的影响：不同浓度的

ＣＡＨＢ处理后的 Ｊｕｒｋａｔ细胞生长受到抑制，且抑制作
用随着药物浓度和时间的增加逐渐增强。但 ＣＡＨＢ
处理 Ｊｕｒｋａｔ细胞 １２ｈ时，浓度 ５、１０ｍｍｏｌ／Ｌ对 Ｊｕｒｋａｔ
细胞的抑制作用不明显（表１、图１）。

表 １　不同浓度 ＣＡＨＢ诱导 Ｊｕｒｋａｔ细胞的增殖抑制率 （％，ｘ±ｓ，ｎ＝３）

浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）
时间

１２ ２４ ４８ ７２
５ －５．９１±０．６ａ ４．０２±０．７ｃ ５．９２±０．６ｄ １５．７１±２．０ｅ

１０ －５．６３±０．８ｂ １３．９９±０．６ｆ ２７．６±２．１ｇ ３６．５６±１．９
２０ ９．８０±０．５ ２７．０５±２．３ｈ ７１．５４±２．７ ８２．１１±０．６
４０ ４３．６５±０．９ ５６．６５±２．２ ７４．５０±１．４ ８８．５０±１．８

　　ａｖｓｂ，ｃｖｓｄ，ｅｖｓｆ，ｇｖｓｈ，Ｐ＞０．０５；其余各组间两两比较，Ｐ＜０．０５

图 １　不同浓度 ＣＡＨＢ诱导 Ｊｕｒｋａｔ细胞的增殖抑制率

　　２．ＣＡＨＢ诱导后 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ ＋／ＰＩ－细胞百分率的
变化：经不同浓度 ＣＡＨＢ诱导 Ｊｕｒｋａｔ细胞 ２４ｈ后，
ＡｎｎｅｘｉｎⅤ ＋／ＰＩ－细胞百分率随药物浓度升高而增加，
各组间 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｆ＝２４２９５７、
１９９５２，Ｐ＜０．０１），除 ５ｍｍｏｌ／Ｌ组外，其余各试验组
与对照组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ２、
图３）。

图 ２　不同浓度 ＣＡＨＢ诱导 Ｊｕｒｋａｔ细胞后 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ ＋／ＰＩ－细胞百分率的变化
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图 ３　不同浓度的 ＣＡＨＢ诱导 Ｊｕｒｋａｔ细胞后

ＡｎｎｅｘｉｎⅤ ＋／ＰＩ－细胞百分率的变化

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　

　　３．ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２对细胞凋亡的影响：
Ｊｕｒｋａｔ细胞经特异性 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２（０、２５、
５０μｍｍｏｌ／Ｌ）与 ＣＡＨＢ（４０ｍｍｏｌ／Ｌ）共同孵育后，抑制
剂共孵育组的 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ ＋／ＰＩ－凋亡细胞比率明显增
高，与无抑制剂组相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００１，图４、图５）。

讨　　论
急性淋巴细胞白血病是造血系统的恶性肿瘤，约

占急性白血病的３０％ ～４０％，其中急性 Ｔ－淋巴细胞
白血病约占成人急性淋巴细胞白血病的 ２０％ ～
２５％。有研究表明，相对于 Ｂ－ＡＬＬ、Ｔ－ＡＬＬ患者更
容易复发，总体疗效及预后均更差

［５］
。目前 Ｔ－ＡＬＬ

图 ４　加入不同浓度 ＰＩ３Ｋ抑制剂后 Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡率的变化

对照组为４０ｍｍｏｌ／ＬＣＡＨＢ；处理组１为４０ｍｍｏｌ／ＬＣＡＨＢ＋２５μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２；处理组２为４０ｍｍｏｌ／ＬＣＡＨＢ＋５０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２

　

图 ５　加入不同浓度 ＰＩ３Ｋ抑制剂后

Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡率的变化
对照组为４０ｍｍｏｌ／ＬＣＡＨＢ；处理组１为４０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＣＡＨＢ＋２５μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２；处理组２为４０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＣＡＨＢ＋５０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２；与对照组比较，Ｐ＜０．０１

　

的主要治疗手段仍然是化疗，随着化疗方案的改善及

靶向药物的进展，Ｔ－ＡＬＬ患者的生存率得到了明显
提高。有研究报道超过９０％的患者能获得 ＣＲ，但相
当一部分患者２年内复发，且复发患者由于耐药性的
出现等，长期生存率更低，预后更差

［６］
。因此，寻找

新的高效的化疗药物或化疗方案是我国血液病工作

者的目标之一。

二乙酰己二胺（ＣＡＨＢ）是由中国科学院兰州化
物所研制的一种癌细胞诱导分化剂，为国内首创品

种，由无锡山禾制药有限公司生产。其为 ＨＭＢＡ的
类似物，而 ＨＭＢＡ已被发现能诱导 ＨＬ－６０、Ｕ９３７、
ＣＥＭ－ＣＣＲＦ等细胞凋亡，并且在国外已临床应用于
ＡＭＬ和 ＭＤＳ患者［７，８］

。在我国 ＣＡＨＢ已完成以骨髓
增生异常综合征（ＭＤＳ）为主要适应证的国家一类新
药的Ⅰ期和ⅡＡ期临床试验，取得了一定的疗效，且
不良反应轻微安全，并建议扩大病种，用于难治和复

发的白血病、肺癌等
［１，２］
。

本研究观察到 ＣＡＨＢ对急性淋巴细胞白血病
Ｊｕｒｋａｔ细胞有强烈的增殖抑制及诱导凋亡作用，并呈
现出明显的浓度 －时间依赖性。凋亡早期的细胞能
够结合 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ而用流式细胞术体现出来（Ａｎｎｅｘｉｎ
Ⅴ ＋／ＰＩ－细胞），并且凋亡细胞的比率随着 ＣＡＨＢ浓
度的增高而增加，提示ＣＡＨＢ有可能应用于临床急性
Ｔ淋巴细胞白血病的治疗。

大量研究证明细胞凋亡是多种基因相互作用、综

合调节的结果，而在诸多细胞凋亡调控基因中，Ｂｃｌ－
２家族在调节细胞凋亡的过程中发挥重要的作用，该
家族包括抗凋亡（Ｂｃｌ－２、Ｂｃｌ－ｘＬ等）和促凋亡

·３３１·
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（Ｂａｘ、Ｂａｄ、Ｂｉｄ等）两大亚家族。Ｂｃｌ－２表达可抑制
细胞凋亡，从而使细胞增殖和凋亡不平衡，对肿瘤的

发生、发展与转移有一定的促进作用。

已有研究发现，经 ＣＡＨＢ处理后，骨髓增生异常
综合征细胞株 ＭＵＴＺ－１细胞、人小细胞肺癌细胞株
ＮＣＩ－Ｈ４４６细胞的 Ｂｃｌ－２水平下调，细胞发生凋亡，
表明 ＣＡＨＢ可能通过下调 Ｂｃｌ－２水平来诱导细胞凋
亡

［３］
。目前认为 Ｂｃｌ－２是 ＡＫＴ底物之一，Ｂｃｌ－２水

平的调节与 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路有关。而 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
信号通路在肿瘤的发生、发展中起重要作用，该通路

在多种肿瘤中异常活化，参与肿瘤的侵袭和转移，与

肿瘤的耐药性密切相关
［９］
。有研究发现，ＰＩ３Ｋ是 ＰＩ３

Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路的始动因子，参与白血病的形
成，其活性异常不仅能导致细胞恶性转化，而且与肿

瘤细胞的迁移、黏附等相关
［１０］
。

ＬＹ２９４００２是 ＰＩ３Ｋ抑制剂，可以竞争地、不可逆
地抑制 ＰＩ３Ｋ的 ＡＴＰ结合位点，抑制 Ａｋｔ磷酸化及其
活性并诱导凋亡，其对 Ａｋｔ磷酸化的抑制作用也呈剂
量和 时 间 依 赖 性

［１１］
。Ｓｕｎａｙａｍａ等［１２］

发 现 使 用

ＬＹ２９４００２抑制 ＰＩ３Ｋ通路后，原代胶质母细胞瘤增加
了对化疗的敏感度。国内也有研究发现，ＬＹ２９４００２
能通过负调节 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路，与三氧化二砷联合后
通过产生协同作用，大幅度的增加三氧化二砷对胶质

瘤细胞的凋亡作用
［１３］
。本研究发现将 ＣＡＨＢ与

ＬＹ２９４００２联合作用于 Ｊｕｒｋａｔ细胞与 ＣＡＨＢ单独使用
相比，Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡率明显提高，实验结果类似于
上述的研究，提示 ＣＡＨＢ诱导 Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡可能与
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路有关。

综上所述，ＣＡＨＢ在体外通过诱导凋亡发挥抗
淋巴细胞白血病的作用，且抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路能显
著的增加 ＣＡＨＢ对 Ｊｕｒｋａｔ细胞的凋亡作用，具体机制
有待于进一步研究。
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