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辛伐他汀诱导裸鼠体内Ｋ５６２细胞凋亡过程中ＮＦκＢ通路的分子变化
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［摘要］　目的：探讨辛伐他汀在裸鼠体内引起的Ｋ５６２细胞ＮＦκＢ信号通路的分子变化，以说明辛伐他汀是否依赖ＮＦκＢ信

号通路参与Ｋ５６２细胞凋亡发生。方法：体外培养慢性粒细胞白血病细胞株Ｋ５６２细胞，接种于１８只ＢＡＬＢ／ｃｎｕ／ｎｕ裸小鼠

皮下，构建移植瘤模型。随机分为３组，每组６只。对照组腹腔注射生理盐水０．２ｍｌ，两个处理组分别注射０．２ｇ／Ｌ的辛伐他

汀０．２５ｍｌ（０．０５ｍｇ）和０．４ｍｌ（０．０８ｍｇ）。均隔日注射，连续６次。采用ＴＵＮＥＬ法检测 Ｋ５６２细胞早期凋亡的变化，ＲＴ

ＰＣＲ检测Ｋ５６２细胞中ＮＦκＢ信号通路ＩＫＫβ、ＩκＢα、ＮＦκＢ１ｍＲＮＡ的差异表达。结果：不同剂量的辛伐他汀能够诱导裸

鼠体内Ｋ５６２细胞发生明显的凋亡，且高剂量组凋亡率高于低剂量组（Ｐ＜０．０１）；不同剂量的辛伐他汀能够引起ＩＫＫβ、ＩκＢα、

ＮＦκＢ１ｍＲＮＡ的表达下调（Ｐ＜０．０１）。结论：辛伐他汀可诱导Ｋ５６２细胞凋亡，可能与ＮＦκＢ通路基因的表达下调有关。
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　　慢性粒细胞白血病（ＣＭＬ）是与费城染色体ｔ（９；２２）有

关的骨髓造血祖肿瘤性疾病。ＣＭＬ细胞中表达的ＢｃｒＡｂｌ
与ＣＭＬ细胞的转化活性有关，能使细胞产生增殖失控和对

化疗药物产生耐受。ｐ２１ｒａｓ和ＰＩ３Ｋ的上游激活可启动Ｂｃｒ

Ａｂｌ诱导的转化，然而其下游靶标仍未完全清楚［１］。有研

究［２］表明，Ｂｃｒ／Ａｂｌ融合蛋白的表达可激活 ＮＦκＢ的转录，

并促进ＮＦκＢ的核移位，ＮＦκＢ是ＢｃｒＡｂｌ信号转导通路中

的一个重要成分。在发生急变的ＣＭＬ中，ＢｃｒＡｂｌ癌蛋白酪

氨酸激酶的异常激活能够使细胞分化停滞、细胞增殖并对凋

亡产生耐受。ＢｃｒＡｂｌ能激活几种机制以抑制凋亡的发

生［３］，这些机制包括诱导ＡＫＴ、ＮＦκＢ、ＳＴＡＴ等的激活。他

汀类药物对急性恶性肿瘤的疗效是不同的，临床Ⅰ期和Ⅱ期

实验结果显示该药疗效显著，但是剂量限制性毒性（肌无力、

肌痛、横纹肌溶解、厌食症、恶心、腹泻等）显示高剂量（＞２５

ｍｇ／ｋｇ）的摄入是患者难以忍受的［４］，因为对急性肿瘤的肿瘤

细胞而言他汀类药物促进凋亡的发生是受限的，而且这种凋

亡将以一种时间和剂量依赖的方式发生［５］。这些研究表明，

稳定的低剂量摄入方式将是一种有效的促进肿瘤细胞凋亡的

有效策略。然而，哪些分子的特征性变化将提示肿瘤细胞对

他汀类药物的阳性反应仍不清楚［６］，为了有效地应用这种新

型的抗癌疗法，很有必要阐明他汀类药物的抗癌作用机制。

因此，我们结合有关文献［７］，通过观察和检测辛伐他汀体内作

用于裸鼠身上ＣＭＬ组织的Ｋ５６２细胞凋亡变化以及 ＮＦκＢ
通路ｍＲＮＡ水平的变化，研究辛伐他汀是否通过诱导ＮＦκＢ
通路ｍＲＮＡ水平的变化参与Ｋ５６２细胞凋亡的发生。

１　材料和方法

１．１　药品、试剂、动物　辛伐他汀购自中国药品生物制品检定

所，以无水乙醇溶解辛伐他汀，再加入与辛伐他汀等摩尔的

ＮａＯＨ，５０℃水浴２ｈ，使不溶于水的内酯转化为水溶性的钠盐，

调ｐＨ至７．２０，过滤除菌，调整至０．２ｍｇ／ｍｌ，供注射裸鼠用。

　　噻唑蓝（ＭＴＴ）、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）、ＰＩ和ＲＮａｓｅ购自美

国 Ｓｉｇｍａ 公 司；培 养 基 和 胎 牛 血 清 购 自 Ｇｉｂｃｏ 公 司。

ＴＵＮＥＬ试剂盒为美国 Ｒｏｃｈｅ公司产品。ＴＲＩｚｏｌ逆转录试

剂ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ购自日本Ｂｉｏｆｌｕｘ公司，目的基因和内参的

引物由英骏生物技术有限公司合成，ＰＣＲ试剂由北京天为时

代科技有限公司提供。健康裸鼠，４周龄大小，购自四川大学

华西医学中心，并饲养于ＳＰＦ标准的实验室。

１．２　细胞培养　Ｋ５６２细胞以含１００ｍｌ／Ｌ灭活小牛血清，

１００万Ｕ／Ｌ青霉素，８０万Ｕ／Ｌ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养液

于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。

１．３　ＣＭＬ动物模型的构建　取对数生长期的Ｋ５６２细胞用

ＰＢＳ洗涤２次，调整至５×１０１０／Ｌ，于裸鼠右前腋下皮下注射

０．４ｍｌ，待接种Ｋ５６２细胞的５只裸鼠身上的肿瘤组织长到２

ｃｍ３左右时，处死裸鼠。取肿瘤组织均匀地分成体积相当的小

块组织进行另外１８只裸鼠的皮下移植。待皮下移植的肿瘤

组织长到０．２ｃｍ３左右时，将１８只裸鼠（雌性１３只，雄性５只）

分成３组，每组６只：对照组腹腔注射生理盐水０．２ｍｌ；辛伐他

汀低剂量组（Ｔ１组）注射０．２ｇ／Ｌ的辛伐他汀０．２５ｍｌ（０．０５

ｍｇ），高剂量组（Ｔ２组）注射０．２ｇ／Ｌ的辛伐他汀０．４ｍｌ（０．０８

ｍｇ）。均隔日注射，连续６次。同时测定裸鼠肿瘤组织体积变

化情况，最后取下肿瘤组织称质量。

１．４　原位末端转移酶标记法（ＴＵＮＥＬ）检测肿瘤组织细胞

的凋亡率　按试剂盒说明书的步骤进行操作，切片经二甲苯

脱蜡，梯度乙醇脱二甲苯后，水洗。用ＰＢＳ洗片，滴加混合反

应液（酶溶液和标记液按１９混合），滴加 ＡＰ标记的抗体，
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３７℃孵育３０ｍｉｎ。冲洗，滴加底物ＡＰ，２５℃暗室反应１０ｍｉｎ，

再冲洗，封片，光镜下观察。同时设立阴性对照和阳性对照。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测ＩＫＫβ、ＩκＢα、ＮＦκＢ１ｍＲＮＡ的差异表

达　先将肿瘤组织称质量，取质量相等的肿瘤组织进行冰上

匀浆，按照Ｂｉｏｆｌｕｘ公司的Ｂｉｏｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂说明书，

加入１ｍｌＴＲＩｚｏｌ提取总ＲＮＡ，Ｓｍａｒｔｓｐｅｃｐｌｕｓ紫外分光光

仪定量；ＲＮＡ逆转录合成ｃＤＮＡ，逆转录体系４０μｌ，其中总

ＲＮＡ２μｇ，４２℃ 水浴５０ｍｉｎ，然后进行ＰＣＲ扩增。ＩＫＫβ、

ＩκＢα、ＮＦκＢ１引物自行设计，各基因引物序列见表１。

表１　扩增基因引物序列和ＰＣＲ产物长度

基因 引物序列 ＰＣＲ产物
长度（ｂｐ）

ＩＫＫβ Ｆ５′ＴＧＣＣＴＣＴＧＣＧＣＴＴＡＧＡＴＡＣＣ３′ １５０
Ｒ３′ＧＡＣＣＴＡＧＴＣＣＣＧＴＣＡＧＡＡＡＣ５′

ＮＦκＢ１ Ｆ５′ＴＧＡＡＧＴＧＡＴＣＣＡＧＧＣＡＧＣＣＴ３′ １５０
Ｒ３′ＣＡＣＣＴＣＴＧＴＡＧＧＡＡＧＧＣＧＴＴ５′

ＩκＢα Ｆ５′ＧＧＴＣＣＣＴＴＧＴＡＧＧＡＴＣＣＡＧＴ３′ １３２
Ｒ３′ＴＣＴＡＣＣＣＣＴＣＴＧＡＡＧＴＣＧＴＧ５′

ＧＡＰＤＨＦ５′ＧＧＣＣＴＣＣＡＡＧＧＡＧＴＡＡＧＡＣＣ３′ １４７
Ｒ３′ＡＧＧＧＧＴＣＴＡＣＡＴＧＧＣＡＡＣＴＧ５′

　　ＰＣＲ反应体系为：总体积２５μｌ，ｃＤＮＡ模板３μｌ，上下

游引物各１μｌ，２×ｍａｓｔｅｒｍｉｘ１２．５μｌ，用ｄｄＨ２Ｏ补足至２５

μｌ。扩增条件为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ、５９℃１ｍｉｎ、７２℃１

ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃３０ｍｉｎ。取１０μｌ目的基因

扩增产物和４μｌＧＡＰＤＨ扩增产物进行２５ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶

电泳，紫外灯下观察，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析基因的表达。

１．６　统计学处理　组间均数比较采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行

单因素方差分析以及ＬＳＤｔ检验。

２　结　果

２．１　辛伐他汀诱导肿瘤组织细胞凋亡　凋亡细胞判断及评

价标准：根据凋亡细胞呈散在分布，细胞核被染成蓝黑色即

形态符合凋亡特征，见图１。用Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ５．１分析对

照、Ｔ１组、Ｔ２组各１５张片子的累计光密度值（ＩＯＤ）。对照

组的ＩＯＤ 为２７４．３２±５７．０８，Ｔ１组的ＩＯＤ 为９３０．９３±

２２２．６０，Ｔ２组的ＩＯＤ为２０５７．４４±３８９．２８，三组比较有统计

学差异（Ｐ≈０．０００）。

图１　裸鼠ＣＭＬ组织Ｋ５６２细胞ＴＵＮＥＬ结果（×４００）

Ａ：对照组；Ｂ：Ｔ１组；Ｃ：Ｔ２组；→：凋亡细胞

２．２　辛伐他汀所引起 ＣＭＬ肿瘤组织细胞ＩＫＫβ、ＩκＢα、

ＮＦκＢ１ｍＲＮＡ的差异表达　结果见图２。辛伐他汀能够引

起ＮＦκＢ信号通路基因的差异表达。对照组与 Ｔ１、Ｔ２组

ＩＫＫβｍＲＮＡ 的差异表达分别都具有统计学意义（Ｐ≈

０．０００），ＩＫＫβｍＲＮＡ 在 Ｔ１、Ｔ２组之间也有统计学意义

（Ｐ≈０．０００）。Ｔ１组和对照组之间及 Ｔ２组和对照组之间

ＩκＢαｍＲＮＡ差异表达分别都有统计学意义（Ｐ≈０．０００，Ｐ＝

０．００３）且Ｔ１、Ｔ２组之间ＩκＢαｍＲＮＡ的差异表达也有统计

学意义（Ｐ≈０．０００）。Ｔ１组和对照组之间及Ｔ２组和对照组

之间ＮＦκＢ１ｍＲＮＡ差异表达明显（Ｐ≈０．０００），但Ｔ１、Ｔ２组

之间表达差异无统计学意义（Ｐ＝０．０７４）。

图２　ＲＴＰＣＲ结果

Ａ：ＩＫＫβｍＲＮＡ［Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１、３、５是对照组、Ｔ１组和Ｔ２组的ＩＫＫβ（１５０ｂｐ）；２、４、６是对照组、Ｔ１组和Ｔ２组的ＧＡＰＤＨ（１４７ｂｐ）］；Ｂ：ＩκＢ

αｍＲＮＡ［（Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１、３、５是对照组、Ｔ１组和Ｔ２组的ＩκＢα（１３２ｂｐ）；２、４、６是对照组、Ｔ１组和 Ｔ２组的 ＧＡＰＤＨ（１４７ｂｐ）］；Ｃ：ＮＦκＢ１

ｍＲＮＡ［Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１、２、３是Ｔ２组、Ｔ１组、对照组的ＮＦκＢ１（１５０ｂｐ）；４、５、６是Ｔ２组、Ｔ１组、对照组的ＧＡＰＤＨ（１４７ｂｐ）］；Ｄ：ＲＴＰＣＲ结果

的统计分析比较（Ｐ＜０．０１与对照比较，△△Ｐ＜０．０１与Ｔ１组比；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）
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３　讨　论

　　ＮＦκＢ最显著的特征之一是诱导 ＮＦκＢ激活的信号的

多样性，这些信号包括应激信号，感染或许多炎症前的细胞

因子（ＴＮＦα、ＩＬ１），所有这些信号都能引起ＩＫＫ复合物的

激活，ＩＫＫ复合物包括ＩＫＫα和ＩＫＫβ两组激酶，它们能直

接磷酸化ＩκＢα和ＩκＢβ。ＩＫＫ复合物一旦激活就能在３２位

和３６位丝氨酸残基上磷酸化ＩκＢα，然后ＩκＢα开始结合泛

素而被降解，ＩκＢα的降解暴露ＮＦκＢ二聚体的核定位信号，

诱导ＮＦκＢ二聚体的快速核转移。事实上，新生成的ＩκＢα
能够通过核定位信号进入细胞核内，将 ＮＦκＢ复合物从

ＤＮＡ上释放，通过其核输出信号（ＮＥＳ）将 ＮＦκＢ二聚体输

出到细胞质，这种机制有利于ＮＦκＢ的短暂激活［８］。我们的

研究发现，辛伐他汀能够引起 ＮＦκＢ信号通路的基因明显

下调，这与辛伐他汀能够诱导裸鼠体内Ｋ５６２细胞发生凋亡，

并随药物剂量的增加凋亡细胞明显增多的变化相一致，说明

辛伐他汀可能依赖ＮＦκＢ信号通路参与 Ｋ５６２细胞的发生。

在Ｋ５６２细胞 ＮＦκＢ信号通路中，辛伐他汀可能首先诱导

ＩＫＫβｍＲＮＡ的表达下调，使其对ＩκＢα磷酸化作用减弱，

ＩκＢα不被激活，ＩκＢαｍＲＮＡ也就不出现表达上调。同时，

ＩκＢαｍＲＮＡ的表达下调也使其对 ＮＦκＢ１的激活转录作用

减弱，ＮＦκＢ１ｍＲＮＡ出现相应的表达下调。

　　ＮＦκＢ是细胞信号转导通路中的重要环节，也是预防癌

症以及增强化疗敏感性的一个理想的治疗靶位点［９］。同时

Ｌｕ等［１］的研究表明，Ｋ５６２细胞通过非典型蛋白激酶 Ｃ

ＰＫＣＬ（一种ＢｃｒＡｂｌ的下游激酶）来发挥其对抗肿瘤药物凋

亡的耐受。因此，结合我们实验中 ＮＦκＢ１ｍＲＮＡ的表达下

调，ＮＦκＢ１很可能是辛伐他汀诱导Ｋ５６２细胞凋亡的一个重

要作用靶点，同时辛伐他汀可能是通过作用ＮＦκＢ信号通路

的一系列分子表达下调来诱导ＮＦκＢ１的表达下调的。
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