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　　［摘要］　目的　探讨布鲁顿酪氨酸激酶（Ｂｒｕｔｏｎ’ｓｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＢＴＫ）抑制剂依鲁替尼（ｉｂｒｕｔｉｎｉｂ）和ＡＶＬ２９２单药及

联合蛋白酶体抑制剂硼替佐米对人多发性骨髓瘤细胞系Ｈ９２９和ＲＰＭＩ８２２６的作用及其机制。方法　用不同浓度的依鲁替

尼、ＡＶＬ２９２单药以及联合硼替佐米处理Ｈ９２９、ＲＰＭＩ８２２６细胞。采用ＣＣＫ８法检测细胞增殖情况，流式细胞术检测细胞凋

亡情况，蛋白质印迹法检测药物处理前后细胞内ＢＴＫ信号通路蛋白及凋亡相关蛋白的表达水平。结果　依鲁替尼和

ＡＶＬ２９２均可抑制Ｈ９２９、ＲＰＭＩ８２２６细胞增殖，其抑制作用呈浓度依赖性，依鲁替尼对Ｈ９２９、ＲＰＭＩ８２２６细胞４８ｈ的半数抑

制浓度（ｍｅｄｉａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）分别为（１０．４１±３．２９）μｍｏｌ／Ｌ和（５１．６５±１３．５８）μｍｏｌ／Ｌ，ＡＶＬ２９２对Ｈ９２９、

ＲＰＭＩ８２２６细胞４８ｈ的ＩＣ５０分别为（７．７７±２．９９）μｍｏｌ／Ｌ和（６．４４±１．０６）μｍｏｌ／Ｌ。不同浓度的依鲁替尼 （５、１０μｍｏｌ／Ｌ）和

ＡＶＬ２９２（５、１０μｍｏｌ／Ｌ）分别与不同浓度的硼替佐米（５、１０、２０、５０ｎｍｏｌ／Ｌ）联合应用对Ｈ９２９、ＲＰＭＩ８２２６细胞增殖的抑制率均

高于相应浓度单药组（犘＜０．０５，犘＜０．０１），不同组合的协同系数犚均＞１．０。１０μｍｏｌ／Ｌ依鲁替尼、１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２和

２０ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米单独作用４８ｈ后，Ｈ９２９细胞的凋亡率分别为（１５．１２±１．５９）％、（１８．２３±６．３８）％和（１０．７１±１．６２）％，均

高于对照组［（６．４６±１．１８）％；犘＜０．０５，犘＜０．０１］；ＲＰＭＩ８２２６细胞的凋亡率分别为 （９．２９±１．４４）％、（１５．０１±４．９９）％和

（７．５８±１．１３）％，１０μｍｏｌ／Ｌ依鲁替尼和１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２单药组与对照组［（５．５４±１．６１）％］比较差异均有统计学意义

（犘＜０．０５）；１０μｍｏｌ／Ｌ依鲁替尼和１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２分别与２０ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米联合后，Ｈ９２９细胞凋亡率分别为

（４０．３１±３．９４）％和（５１．５５±６．３９）％，ＲＰＭＩ８２２６细胞凋亡率分别为（３１．８６±１．９３）％和（４３．２３±４．０３）％，均高于相应单药组

（犘＜０．０１）。１０μｍｏｌ／Ｌ依鲁替尼单药和１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２单药作用２４ｈ后，Ｈ９２９细胞内ＢＴＫ、ＮＦκＢｐ６５、Ａｋｔ和ＥＲＫ

的磷酸化水平及ＢｃｌｘＬ蛋白表达水平均较对照组降低（犘＜０．０５），ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达水平均较对照组升高（犘＜０．０１）；两

药分别联合２０ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米后，对上述蛋白的调节作用均较相应单药组增强（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。结论　ＢＴＫ抑制剂

依鲁替尼和ＡＶＬ２９２对多发性骨髓瘤细胞系Ｈ９２９、ＲＰＭＩ８２２６有增殖抑制和凋亡诱导作用，并与蛋白酶体抑制剂硼替佐米有

协同作用，其机制可能与抑制细胞内ＢＴＫ活性及下游ＮＦκＢ、Ａｋｔ、ＥＲＫ信号通路活性，下调抗凋亡蛋白ＢｃｌｘＬ 表达、激活

ｃａｓｐａｓｅ３依赖的凋亡途径有关。
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ｗｅｒｅ（１０．４１±３．２９）μｍｏｌ／Ｌａｎｄ（５１．６５±１３．５８）μｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅ４８ｈＩＣ５０ｖａｌｕｅｓｏｆＡＶＬ２９２ｗｅｒｅ（７．７７±
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（５μｍｏｌ／Ｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ）ａｎｄＡＶＬ２９２ （５μｍｏｌ／Ｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ）ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ

（５ｎｍｏｌ／Ｌ，１０ｎｍｏｌ／Ｌ，２０ｎｍｏｌ／Ｌ，ａｎｄ５０ｎｍｏｌ／Ｌ）ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｉｎｇｌｅａｇｅｎｔｓ

（犘＜０．０５，犘＜０．０１）；ｔｈｅｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｏｆｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ（犚）ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｗｅｒｅａｌｌａｂｏｖｅ１．０．Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ
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ａｎｄｔｈｅｙｗｅｒｅａｌｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｉｒｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｉｎｇｌｅａｇｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢＴＫ，ＮＦκＢｐ６５，ＡｋｔａｎｄＥＲＫａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌｘＬｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎＨ９２９ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０μｍｏｌ／Ｌｉｂｒｕｔｉｎｉｂｏｒ１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２ｆｏｒ２４ｈ（犘＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（犘＜０．０１）．Ｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｍｏｒｅ

ｅｖｉｄｅｎｔｗｈｅｎｔｈｅｔｗｏａｇｅｎｔｓｗｅｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ２０ｎｍｏｌ／Ｌｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ（犘＜０．０５，犘＜０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 Ｂｏｔｈｉｂｒｕｔｉｎｉｂａｎｄ

ＡＶＬ２９２ｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎＭＭｃｅｌｌｌｉｎｅｓＨ９２９ａｎｄＲＰＭＩ８２２６；ｔｈｅｒｅａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍａｎｄｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＢＴＫａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄ

ｔｈｅｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｐａｔｈｗａｙｓ（ＮＦκＢ，ＡｋｔａｎｄＥＲＫ），ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＢｃｌｘＬａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ａｐｏｐｔｏｔｉｃｐａｔｈｗａｙ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ；Ｂｒｕｔｏｎ’ｓｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ；ｉｂｒｕｔｉｎｉｂ；ＡＶＬ２９２；ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ；ｄｒｕｇｓｙｎｅｒｇｉｓｍ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（１１）：１３２５１３３２］

　　多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）是一种

恶性浆细胞增殖性疾病，其发病率居血液系统恶性

肿瘤的第２位
［１］。虽然近年来对其治疗取得了一定

进展，如蛋白酶体抑制剂硼替佐米（ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ）的

应用极大提高了治疗的总反应率，延长了患者的生

存期［２］，但ＭＭ仍不可治愈，复发率高。除初治不

敏感的患者外，有近一半的初治敏感患者复发后对

硼替佐米治疗的反应性降低［３］，因此寻找新的治疗

药物、探索联合用药方案是进一步提高ＭＭ疗效和

预后的关键。布鲁顿酪氨酸激酶（Ｂｒｕｔｏｎ’ｓｔｙｒｏｓｉｎｅ

ｋｉｎａｓｅ，ＢＴＫ）是一种胞质酪氨酸蛋白激酶，主要表

达于各分化阶段的Ｂ细胞，在除Ｔ细胞、ＮＫ细胞和

正常浆细胞之外的其他造血细胞中也有表达，对正常

Ｂ细胞的分化、发育及功能有重要影响
［４５］。近年的研

究表明，ＢＴＫ在多种造血系统恶性肿瘤，如慢性淋巴

细胞白血病、弥漫大Ｂ细胞淋巴瘤、套细胞淋巴瘤、急

性髓细胞白血病及 ＭＭ中的表达均升高
［６］。针对

ＢＴＫ的选择性抑制剂依鲁替尼（ｉｂｒｕｔｉｎｉｂ）可通过与

ＢＴＫ活性位点的半胱氨酸残基（Ｃｙｓ４８１）共价结合而

抑制其磷酸化，从而不可逆地抑制其激酶活性，其对

ＢＴＫ 的 半 数 抑 制 浓 度 （ｍｅｄｉａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）为０．５ｎｍｏｌ／Ｌ
［７］，目前已在慢性

淋巴细胞白血病、套细胞淋巴瘤、弥漫大Ｂ细胞淋巴

瘤及急性髓细胞白血病中显示出有效的体内外抗肿

瘤活性［８１１］，对ＭＭ的作用也有报道
［１２１３］。ＡＶＬ２９２

（ＣＣ２９２）是另一种新型的ＢＴＫ选择性抑制剂，其作

用机制与依鲁替尼相似，对ＢＴＫ的ＩＣ５０＜０．５ｎｍｏｌ／

Ｌ，目前有关ＡＶＬ２９２的研究正处于针对某些复发难

治性Ｂ细胞性非霍奇金淋巴瘤及慢性淋巴细胞白血

病的临床Ⅰ期试验
［１４］中，但该药对ＭＭ的作用研究报

道尚少。本研究通过观察比较两种ＢＴＫ抑制剂依鲁

替尼和ＡＶＬ２９２对人ＭＭ细胞系Ｈ９２９、ＲＰＭＩ８２２６
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细胞增殖和凋亡的影响，以及与硼替佐米的联合效

应，探讨其可能的效应机制，以期为ＢＴＫ抑制剂的临

床应用提供一定的实验依据。

１　材料和方法

１．１　药物及主要试剂　依鲁替尼、ＡＶＬ２９２

（Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；目录号：Ｓ２６８０，Ｓ７１７３），硼替佐米（西

安 杨 森 制 药 有 限 公 司，批 号 ＦＣＺＴＡ００）。

ＲＰＭＩ１６４０培养基 （ＨｙＣｌｏｎｅ公司），胎牛血清

（Ｇｉｂｃｏ公司），ＣＣＫ８细胞增殖及毒性检测试剂盒、

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒［东仁化

学科技（上海）有限公司］，ｐ６５（ＮＦκＢｐ６５）、ｐｐ６５

（ｐＮＦκＢ ｐ６５）、ｐＢＴＫ （Ｔｙｒ２２３）、ｐＥＲＫ１／２

（Ｔｈｒ２０２／Ｔｙｒ２０４）和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３单抗（Ｃｅｌｌ

Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司），ＥＲＫ１／２单抗（巴傲得生物科技有

限公司），Ａｋｔ、ｐＡｋｔ（Ｓｅｒ４７３）单抗（Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司），

ＢｃｌｘＬ 单 抗 （Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公 司），ＢＴＫ 多 抗

（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），βａｃｔｉｎ单抗、辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔和山羊抗小鼠二抗、ＢＣＡ蛋

白定量检测试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒

（武汉谷歌生物科技有限公司）。

１．２　细胞株和细胞培养　人ＭＭ细胞系Ｈ９２９和

ＲＰＭＩ８２２６购自广州吉妮欧生物科技有限公司。细

胞培养于含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，

于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度孵箱中培养，２～３ｄ换液

一次，取对数生长期细胞进行实验。

１．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖活性　取对数生长期

细胞，调整细胞密度为５×１０４／ｍＬ，接种于９６孔板，

每孔２００μＬ。向各孔加入不同浓度的依鲁替尼（终

浓度分别为０．００１、０．０１、０．１、１、５、１０、５０、１００

μｍｏｌ／Ｌ）或ＡＶＬ２９２（终浓度分别为０．００１、０．０１、

０．１、１、５、１０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）。以加药孔为实验孔，

不加药孔为对照孔，另设空白孔，每组４个复孔。培

养２４ｈ或４８ｈ后，每孔加入ＣＣＫ８试剂１０μＬ，继

续培养２ｈ后检测４５０ｎｍ处光密度（犇）值。实验重

复３次。细胞生存率（％）＝（犇实验孔 －犇空白孔）／

（犇对照孔－犇空白孔）×１００％，增殖抑制率（％）＝１００％－

细胞生存率。用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件计算药物的

ＩＣ５０。药物联合实验时，将依鲁替尼（５、１０μｍｏｌ／Ｌ）或

ＡＶＬ２９２（５、１０μｍｏｌ／Ｌ）分别与不同浓度的硼替佐米

（５、１０、２０、５０ｎｍｏｌ／Ｌ）联合处理Ｈ９２９和ＲＰＭＩ８２２６

细胞，４８ｈ后采用上述方法评价各组细胞的增殖活

性。应用公式犚＝犛ｅｘｐ／犛ｏｂｓ评价两种药物的协同作

用，其中犚为协同系数，犛ｅｘｐ为两种单药作用后细胞生

存率之乘积，犛ｏｂｓ为实际检测的联合用药的细胞生存

率。当犚＞１．０时，两种药物具有协同作用
［１５］。

１．４　流式细胞术检测细胞凋亡率　取对数生长期

细胞，调整细胞密度为１×１０５／ｍＬ，接种于６孔板。

实验设６组：对照组（无药物）、２０ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米

组、１０μｍｏｌ／Ｌ依鲁替尼组、１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２

组、２０ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米＋１０μｍｏｌ／Ｌ依鲁替尼组

和２０ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米＋１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２组。

向各孔加入上述不同浓度药物。培养４８ｈ后收集

细胞，离心去上清，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗２次，将

细胞重悬于５００μＬ结合缓冲液中，取１００μＬ，加入

５μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ及５μＬＰＩ，混匀；室温避光

反应１５ｍｉｎ后，再加入４００μＬ结合缓冲液。１ｈ内

用流式细胞仪检测细胞凋亡率，总细胞凋亡率

（％）＝ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ单阳性细胞（早期凋亡）百

分率＋ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和ＰＩ双阳性细胞（晚期凋

亡）百分率。实验重复３次。

１．５　蛋白质印迹法检测Ｈ９２９细胞内ＢＴＫ信号通

路蛋白及凋亡相关蛋白表达　取对数生长期Ｈ９２９

细胞，调整细胞密度为１×１０５／ｍＬ，接种于６孔板，

实验分组同上。培养２４ｈ后，收集各组细胞，提取

总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白含量，每孔取３０μｇ蛋白上

样，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离，转膜，５％脱脂牛奶封闭

１ｈ后，分别加入适当稀释的一抗过夜，洗膜后加入

ＨＲＰ标记的二抗，室温孵育２ｈ，洗膜后ＥＣＬ显影

曝光，扫描胶片。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计

学分析，数据以珔狓±狊表示，两样本均数比较采用狋检

验，两个以上样本均数的比较采用单因素方差分析

并用ＬＳＤ法进行两两比较。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　依鲁替尼和ＡＶＬ２９２对人 ＭＭ细胞系增殖

活性的影响　ＣＣＫ８法检测结果显示，依鲁替尼和
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ＡＶＬ２９２均可抑制Ｈ９２９、ＲＰＭＩ８２２６细胞增殖，其

抑制作用呈浓度依赖性。对于 Ｈ９２９细胞，当依鲁

替尼浓度为１０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ，ＡＶＬ２９２浓度为

５、１０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ时，２４ｈ细胞活性与４８ｈ细

胞活性差异有统计学意义（犘＜０．０５，犘＜０．０１），呈

现出时间依赖性。依鲁替尼对Ｈ９２９、ＲＰＭＩ８２２６细

胞的４８ｈＩＣ５０分别为（１０．４１±３．２９）μｍｏｌ／Ｌ和

（５１．６５±１３．５８）μｍｏｌ／Ｌ，ＡＶＬ２９２ 对 Ｈ９２９、

ＲＰＭＩ８２２６细胞的４８ｈＩＣ５０分别为（７．７７±２．９９）

μｍｏｌ／Ｌ 和 （６．４４±１．０６）μｍｏｌ／Ｌ，两 药 对

ＲＰＭＩ８２２６细胞的ＩＣ５０差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。见图１。

图１　依鲁替尼和犃犞犔２９２对犎９２９、犚犘犕犐８２２６细胞增殖的抑制作用

犉犻犵１　犐狀犺犻犫犻狋狅狉狔犲犳犳犲犮狋狅犳犻犫狉狌狋犻狀犻犫犪狀犱犃犞犔２９２犪犵犪犻狀狊狋狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犎９２９犪狀犱犚犘犕犐８２２６犮犲犾犾狊

Ａ，Ｃ：Ｈ９２９ｃｅｌｌｓ；Ｂ，Ｄ：ＲＰＭＩ８２２６ｃｅｌｌｓ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（１００％）；△犘＜０．０５，△△犘＜０．０１ｖｓ２４ｈ．狀＝３，珔狓±狊

２．２　依鲁替尼和ＡＶＬ２９２与硼替佐米联合对人

ＭＭ细胞系增殖活性的影响　将不同浓度的依鲁替

尼（５、１０μｍｏｌ／Ｌ）和ＡＶＬ２９２（５、１０μｍｏｌ／Ｌ）分别

与不同浓度的硼替佐米（５、１０、２０、５０ｎｍｏｌ／Ｌ）联合

处理Ｈ９２９、ＲＰＭＩ８２２６细胞４８ｈ。ＣＣＫ８法检测结

果显示，随着硼替佐米作用浓度的增加，Ｈ９２９和

ＲＰＭＩ８２２６细胞的生存率逐渐降低。联合依鲁替尼

或ＡＶＬ２９２后，生存率下降更为明显；各联合用药

组对两种ＭＭ细胞的增殖抑制作用均高于相应浓

度的单药组（犘＜０．０５，犘＜０．０１）；并且两种细胞各

联合用药组的协同系数犚均＞１．０，表明依鲁替尼与

硼替 佐 米、ＡＶＬ２９２ 与 硼 替 佐 米 对 Ｈ９２９、

ＲＰＭＩ８２２６细胞增殖的抑制具有协同作用（图２）。

２．３　依鲁替尼和ＡＶＬ２９２与硼替佐米对人 ＭＭ

细胞系凋亡的影响　流式细胞分析结果显示，经２０

ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米、１０μｍｏｌ／Ｌ依鲁替尼、１０μｍｏｌ／Ｌ

ＡＶＬ２９２、２０ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米＋１０μｍｏｌ／Ｌ依鲁

替尼和２０ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米＋１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２

作用４８ｈ后，Ｈ９２９细胞的凋亡率均较对照组升高

（犘＜０．０５，犘＜０．０１）；且２０ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米＋

１０μｍｏｌ／Ｌ依鲁替尼组和２０ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米＋

１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２组的细胞凋亡率均高于相应

单药组，差异有统计学意义（犘＜０．０１），说明联合用

药对凋亡诱导具有协同作用。而同样的处理后，

１０μｍｏｌ／Ｌ依鲁替尼组和１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２组

ＲＰＭＩ８２２６细胞的凋亡率与其对照组相比差异有统

计学意义（犘＜０．０５）；２０ｎｍｏｌ／Ｌ 硼替佐米组

ＲＰＭＩ８２２６细胞的凋亡与对照组相比差异无统计学

意义（犘＞０．０５）；联合用药组ＲＰＭＩ８２２６细胞的凋

亡率亦高于相应单药组，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），说明联合用药对ＲＰＭＩ８２２６细胞凋亡诱导亦

具有协同作用。见图３。
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图２　依鲁替尼、犃犞犔２９２和硼替佐米对犎９２９、犚犘犕犐８２２６细胞的增殖抑制作用

犉犻犵２　犎９２９犪狀犱犚犘犕犐８２２６犮犲犾犾狊狑犲狉犲狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犻犫狉狌狋犻狀犻犫犪狀犱犃犞犔２９２犪犾狅狀犲狅狉犻狀犮狅犿犫犻狀犪狋犻狅狀狑犻狋犺犫狅狉狋犲狕狅犿犻犫

Ａ，Ｃ：Ｈ９２９ｃｅｌｌｓ；Ｂ，Ｄ：ＲＰＭＩ８２２６ｃｅｌｌｓ．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂａｌｏｎｅｇｒｏｕｐｏｆｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；△犘＜０．０５，

△△犘＜０．０１ｖｓ５μｍｏｌ／Ｌｉｂｒｕｔｉｎｉｂ＋０ｎｍｏｌ／Ｌｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｇｒｏｕｐ；
▲犘＜０．０５，▲▲犘＜０．０１ｖｓ１０μｍｏｌ／Ｌｉｂｒｕｔｉｎｉｂ＋０ｎｍｏｌ／Ｌｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ

ｇｒｏｕｐ；!犘＜０．０５，!!犘＜０．０１ｖｓ５μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２＋０ｎｍｏｌ／Ｌｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｇｒｏｕｐ；
""犘＜０．０１ｖｓ１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２＋０ｎｍｏｌ／Ｌ

ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

图３　依鲁替尼、犃犞犔２９２和硼替佐米对犎９２９、犚犘犕犐８２２６细胞凋亡的诱导作用

犉犻犵３　犃狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犎９２９犪狀犱犚犘犕犐８２２６犮犲犾犾狊犻狀犱狌犮犲犱犫狔犻犫狉狌狋犻狀犻犫犪狀犱犃犞犔２９２犪犾狅狀犲狅狉犻狀犮狅犿犫犻狀犪狋犻狅狀狑犻狋犺犫狅狉狋犲狕狅犿犻犫

Ａ，Ｂ：Ｈ９２９ｃｅｌｌｓ；Ｃ，Ｄ：ＲＰＭＩ８２２６ｃｅｌｌｓ．ＣＯＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＩＲＮ：１０μｍｏｌ／Ｌｉｂｒｕｔｉｎｉｂ；ＡＶＬ：１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２；ＢＴＺ：２０ｎｍｏｌ／Ｌ

ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ；Ｂ＋Ｉ：２０ｎｍｏｌ／Ｌｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ＋１０μｍｏｌ／Ｌｉｂｒｕｔｉｎｉｂ；Ｂ＋Ａ：２０ｎｍｏｌ／Ｌｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ＋１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２．
犘＜０．０５，犘＜

０．０１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；△△犘＜０．０１ｖｓＢＴＺｇｒｏｕｐ；▲▲犘＜０．０１ｖｓＩＲＮｇｒｏｕｐ；!!犘＜０．０１ｖｓＡＶＬｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．４　依鲁替尼和ＡＶＬ２９２与硼替佐米对人 ＭＭ

细胞内ＢＴＫ信号通路蛋白磷酸化及凋亡相关蛋白

表达的影响　蛋白质印迹分析法检测药物作用前后

Ｈ９２９细胞内ＢＴＫ信号通路蛋白ＢＴＫ、ＮＦκＢｐ６５、

Ａｋｔ、ＥＲＫ 和磷酸化蛋白ｐＢＴＫ、ｐｐ６５、ｐＡｋｔ、

ｐＥＲＫ以及凋亡相关蛋白ＢｃｌｘＬ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３
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表达水平，结果显示 １０μｍｏｌ／Ｌ 依鲁替尼和

１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２作用２４ｈ后，Ｈ９２９细胞内

ｐＢＴＫ、ｐｐ６５、ｐＡｋｔ、ｐＥＲＫ和ＢｃｌｘＬ蛋白水平均

较对照组降低（犘＜０．０５），ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白水

平均较对照组升高（犘＜０．０１）；两药分别联合

２０ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米后，ｐＢＴＫ、ｐｐ６５、ｐＡｋｔ、ｐ

ＥＲＫ和ＢｃｌｘＬ 蛋白降低及ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白

增加的程度均较依鲁替尼、ＡＶＬ２９２单独用药组进

一步增强（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。见图４。

图４　依鲁替尼、犃犞犔２９２和硼替佐米对犎９２９细胞内犅犜犓信号通路蛋白及凋亡相关蛋白的调节作用

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犻犫狉狌狋犻狀犻犫，犃犞犔２９２犪狀犱犫狅狉狋犲狕狅犿犻犫狅狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犿狌犾狋犻狆犾犲犅犜犓犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱

狊犻犵狀犪犾犻狀犵狆犪狋犺狑犪狔狆狉狅狋犲犻狀狊犪狀犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀犎９２９犮犲犾犾狊

ＣＯＮ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；ＢＴＺ：２０ｎｍｏｌ／Ｌｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ；ＩＲＮ：１０μｍｏｌ／Ｌｉｂｒｕｔｉｎｉｂ；Ｂ＋Ｉ：２０ｎｍｏｌ／Ｌｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ＋１０μｍｏｌ／Ｌｉｂｒｕｔｉｎｉｂ；ＡＶＬ：

１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２；Ｂ＋Ａ：２０ｎｍｏｌ／Ｌｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ＋１０μｍｏｌ／ＬＡＶＬ２９２；ＢＴＫ：Ｂｒｕｔｏｎ’ｓｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ；ｐＢＴＫ：ＰｈｏｓｐｈｏＢＴＫ；ｐｐ６５：

Ｐｈｏｓｐｈｏｐ６５；Ａｋｔ：ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ；ｐＡｋｔ：ＰｈｏｓｐｈｏＡｋｔ；ＥＲＫ：Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ；ｐＥＲＫ：ＰｈｏｓｐｈｏＥＲＫ．犘＜０．０５，

犘＜０．０１ｖｓＣＯＮｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５，△△犘＜０．０１ｖｓＩＲＮｇｒｏｕｐ；▲犘＜０．０５，▲▲犘＜０．０１ｖｓＡＶＬｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

ＮＦκＢ是一种重要的信号转录因子，其家族由

ｐ６５（ＲｅｌＡ）、ＲｅｌＢ、ｃＲｅｌ、ｐ５０ （ＮＦκＢ１）和 ｐ５２

（ＮＦκＢ２）５个成员组成。在未激活的细胞中，大部

分ＮＦκＢ与胞质中的抑制因子ＩκＢ结合而以无活

性状态存在，当细胞受到外界信号刺激后，ＩκＢ激酶

复合体（ＩκＢｋｉｎａｓｅ，ＩＫＫ）活化将ＩκＢ磷酸化，磷酸

化的ＩκＢ经泛素２６Ｓ蛋白酶体系统降解，使得

ＮＦκＢ与之分离，并进入细胞核内参与众多介导细

胞增殖、抗凋亡及细胞因子分泌的基因的表达［１６］。

在ＭＭ中，ＮＦκＢ蛋白表达及活性水平升高，对疾

病发生、发展产生重要影响［１７］。蛋白酶体抑制剂硼

替佐米能够抑制泛素２６Ｓ蛋白酶体对ＩκＢ的降解，

逆转 ＮＦκＢ活化而发挥抗肿瘤效应
［１８］。然而，

Ｈｉｄｅｓｈｉｍａ等
［１９］发现硼替佐米也可诱导 ＭＭ细胞

中ＩＫＫ活化及ＩκＢ磷酸化降解，从而激活ＮＦκＢ信

号，降低硼替佐米的疗效甚至导致耐药。

近年的研究表明，ＢＴＫ在多种造血系统恶性肿

瘤中的表达及活性升高［６］，其选择性抑制剂依鲁替

尼在抑制ＢＴＫ磷酸化激活的同时，也可降低ＰＩ３Ｋ／

Ａｋｔ、ＭＡＰＫ／ＥＲＫ和ＮＦκＢ信号通路活性而发挥

良好的抗肿瘤效应［８１１］。Ｒｕｓｈｗｏｒｔｈ等
［１２］证明，

ＭＭ细胞系及原代 ＭＭ细胞中有ＢＴＫ表达，依鲁

替尼抑制 ＲＰＭＩ８２２６、Ｕ２６６和原代 ＭＭ 细胞中

ＮＦκＢｐ６５的磷酸化，而ｐ６５是ＮＦκＢ经典通路中

最重要的效应元件，从而抑制ＮＦκＢ通路活性来发

挥抗肿瘤效应。Ｔａｉ等
［１３］发现，依鲁替尼能够抑制

ＭＭ细胞系ＡＮＢＬ６、ＩＮＡ６和原代ＣＤ１３８＋ ＭＭ细

胞中ＮＦκＢ及ＥＲＫ磷酸化激活，抑制肿瘤细胞增

·０３３１·
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殖。Ｙｕ等
［２０］发现，在多种Ｂ淋巴细胞系和原代Ｂ

细胞中，ＢＴＫ可以诱导ＮＦκＢ的活化，而活化后的

ＮＦκＢ又可以促进ＢＴＫ的转录，这种正反馈显著地

放大了ＢＴＫ及ＮＦκＢ的信号强度。尤其在硼替佐

米耐药的 ＭＭ细胞中，ＮＦκＢ和ＢＴＫ的磷酸化水

平显著升高，并且硼替佐米失去了对ＮＦκＢ活化的

抑制作用［２１］。

本研究中，我们评估了ＢＴＫ抑制剂依鲁替尼和

ＡＶＬ２９２单药及与蛋白酶体抑制剂硼替佐米联合

应用对ＭＭ细胞系Ｈ９２９和ＲＰＭＩ８２２６细胞增殖、

凋亡的影响，并观察了对ＢＴＫ、ＮＦκＢ等信号通路

蛋白和凋亡相关蛋白的表达及磷酸化的调节作用。

在前期实验中我们发现，ＲＰＭＩ８２２６细胞对生长环

境变化较敏感，传代、铺板等操作会对细胞活性产生

一定影响。即便在不加药对照组，铺板后２４ｈ以内

的细胞活性分析亦显示较大的组内差异；而于铺板

后４８ｈ检测细胞活性时，复孔间的组内差异减小至

正常范围，药物作用趋势清晰，考虑细胞已适应孔板

中的生长环境，细胞本身状态一致，组间结果差异主

要是由药物浓度差异引起的。因此，在评估依鲁替

尼和ＡＶＬ２９２对细胞增殖的影响时，对于Ｈ９２９细

胞，我们选取了２４ｈ和４８ｈ的结果进行分析；对于

ＲＰＭＩ８２２６细胞，我们仅以４８ｈ的结果进行分析。

结果显示，依鲁替尼对Ｈ９２９和ＲＰＭＩ８２２６细胞具

显著增殖抑制作用，与硼替佐米联合应用有明显的

协同增殖抑制作用。Ｋｏｋａｂｅｅ等
［２２］发现前列腺癌

细 胞 中 有 ＢＴＫ 表 达，ＡＶＬ２９２（１、１０、２０、

３０μｍｏｌ／Ｌ）能够抑制表达ＢＴＫ的前列腺癌细胞系

ＬＮＣａＰ和ＤＵ１４５细胞增殖。本研究证实ＡＶＬ２９２

亦可有效地抑制Ｈ９２９、ＲＰＭＩ８２２６细胞增殖，与硼

替佐米也有明显的协同增殖抑制作用。依鲁替尼和

ＡＶＬ２９２ 对 Ｈ９２９ 细 胞 ４８ｈ 的 ＩＣ５０ 分 别 为

（１０．４１±３．２９）μｍｏｌ／Ｌ和（７．７７±２．９９）μｍｏｌ／Ｌ，对

ＲＰＭＩ８２２６细胞４８ｈ的ＩＣ５０分别为（５１．６５±１３．５８）

μｍｏｌ／Ｌ和（６．４４±１．０６）μｍｏｌ／Ｌ，ＡＶＬ２９２对两株

细胞 的 ４８ｈＩＣ５０ 值 均 较 依 鲁 替 尼 更 低；在

ＲＰＭＩ８２２６细胞，两药ＩＣ５０值差异具有统计学意义

（犘＜０．０１）。流式细胞术分析发现，依鲁替尼和

ＡＶＬ２９２均可诱导Ｈ９２９、ＲＰＭＩ８２２６细胞凋亡，相

同浓度 （１０μｍｏｌ／Ｌ）的 ＡＶＬ２９２ 对 Ｈ９２９ 和

ＲＰＭＩ８２２６细胞的凋亡诱导率均高于依鲁替尼，而

且两药与硼替佐米都有明显的协同凋亡诱导作用，

ＡＶＬ２９２联合硼替佐米较依鲁替尼联合硼替佐米

能够更显著地诱导细胞凋亡。进一步研究发现，

Ｈ９２９细胞有ＢＴＫ蛋白及活化的ＢＴＫ蛋白的表

达，依鲁替尼和ＡＶＬ２９２作用后ｐＢＴＫ、ｐｐ６５、ｐ

Ａｋｔ、ｐＥＲＫ蛋白水平均下调，表明这两种ＢＴＫ抑

制剂可通过抑制ＢＴＫ活性来抑制下游 ＮＦκＢ、

Ａｋｔ、ＥＲＫ信号通路的活性；另外检测结果显示两药

分别与硼替佐米联合后，对此３条信号途径的抑制

作用进一步增强。此外，依鲁替尼和ＡＶＬ２９２均能

下调 Ｈ９２９细胞中抗凋亡蛋白ＢｃｌｘＬ 表达，诱导

ｃａｓｐａｓｅ３剪切，从而激活ｃａｓｐａｓｅ３依赖的凋亡；联

合硼替佐米后，对ＢｃｌｘＬ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的调节

作用也明显增强。

综上所述，本研究表明，依鲁替尼和ＡＶＬ２９２

一方面通过抑制ＢＴＫ激酶活性，阻断ＢＴＫ下游

ＮＦκＢ、Ａｋｔ和ＥＲＫ促生存信号通路，抑制人 ＭＭ

细胞增殖；另一方面，通过下调抗凋亡蛋白ＢｃｌｘＬ表

达、促进ｃａｓｐａｓｅ３酶解活化，诱导人 ＭＭ 细胞凋

亡；与硼替佐米联合应用，对这些信号通路蛋白及凋

亡相关蛋白的调节作用增强，从而发挥协同抗 ＭＭ

效应。因此，依鲁替尼和 ＡＶＬ２９２作为新型的

ＢＴＫ抑制剂，与硼替佐米联合应用有协同作用，在

治疗ＭＭ中显示出良好的应用前景，为进一步提高

ＭＭ患者临床疗效、延缓耐药、改善预后提供新的治

疗方案选择。
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