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　　［摘要］　目的　研究青蒿琥酯对人多发性骨髓瘤细胞系ＲＰＭＩ８２２６细胞周期的影响及可能机制。方法　分别以浓度
为０、２５、５０μｇ／ｍＬ的青蒿琥酯作用于ＲＰＭＩ８２２６细胞，用透射电镜观察细胞变化，流式细胞术检测细胞周期分布，蛋白质印迹

法检测细胞周期相关蛋白ｃｙｃｌｉｎＢ１和ｐ３４ｃｄｃ２的变化。结果　５０μｇ／ｍＬ青蒿琥酯处理４８ｈ后，多数细胞显示出凋亡细胞的
特征性形态。随着青蒿琥酯浓度增加，Ｇ０／Ｇ１期细胞的比例逐渐下降（Ｐ＜０．０５），Ｇ２／Ｍ期细胞的比例逐渐上升（Ｐ＜０．０５），细

胞明显阻滞于Ｇ２／Ｍ期。细胞周期蛋白ｃｙｃｌｉｎＢ１表达水平随青蒿琥酯浓度的增加而增加，ｐ３４ｃｄｃ２表达水平随青蒿琥酯浓度的

增加而降低。结论　青蒿琥酯能将ＲＰＭＩ８２２６细胞阻滞于Ｇ２／Ｍ期，其机制可能与ｃｙｃｌｉｎＢ１的升高及ｐ３４ｃｄｃ２的降低有关。

　　［关键词］　青蒿琥酯；多发性骨髓瘤；细胞周期；细胞周期蛋白Ｂ１；ＣＤＣ２蛋白激酶
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　　青蒿琥酯（ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ）是青蒿素的衍生物，是一

个包含过氧化物基团（ＣＯＯＣ）的倍半萜框架复

合物。本课题组在前期研究中发现，青蒿琥酯对小

鼠骨髓瘤细胞株有抑制增殖、促进凋亡作用［１２］，并

可引起ＳＰ２／０细胞周期阻滞于Ｇ０／Ｇ１期［１］。本实验

旨在进一步验证青蒿琥酯对人多发性骨髓瘤细胞株

ＲＰＭＩ８２２６细胞周期分布的影响，并初步探讨其影

响细胞周期分布的机制。



第７期．王素云，等．青蒿琥酯引起骨髓瘤细胞ＲＰＭＩ８２２６Ｇ２／Ｍ期阻滞 ·７９５　　 ·

１　材料和方法

１．１　材料　人多发性骨髓瘤细胞株ＲＰＭＩ８２２６为

河北省人民医院血液内科实验室保存，用含１０％胎

牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司）的ＲＰ

ＭＩ１６４０培养液在３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度环境下孵

育。青蒿琥酯购自上海复星医药有限公司（规格为

６０ｍｇ／支，批号：Ｈ１０９３０１９５）。ＣｙｃｌｉｎＢ１、ｐ３４ｃｄｃ２鼠

抗人单克隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＨＲＰ标

记的山羊抗鼠二抗购自北京鼎国生物技术有限责任

公司。

１．２　透射电镜下观察细胞形态学变化　因５０μｇ／

ｍＬ青蒿琥酯诱导ＲＰＭＩ８２２６细胞凋亡的作用最明

显［２］，本研究主要观察了５０μｇ／ｍＬ青蒿琥酯作用

４８ｈ后ＲＰＭＩ８２２６细胞的凋亡形态。取细胞洗涤后

离心，用４％戊二醛固定后，脱水、浸蜡、包埋、切片，

用透射电镜观察细胞形态学变化。

１．３　流式细胞术检测细胞周期　因青蒿琥酯的半

数有效抑制浓度（ＩＣ５０）为３６．４７μｇ／ｍＬ
［２］，本实验取

对数生长期 ＲＰＭＩ８２２６细胞，以终浓度为０、２５、５０

μｇ／ｍＬ的青蒿琥酯进行作用。分别于作用４８ｈ后

收集细胞，ＰＢＳ清洗后用７０％乙醇４℃固定，再次

ＰＢＳ清洗后，加入ＲＮＡ酶，１０ｍｉｎ后用终浓度为５０

μｇ／ｍＬ的ＰＩ染色３０ｍｉｎ。上流式细胞仪测定细胞

周期分布。

１．４　蛋白质印迹检测细胞周期相关蛋白表达　收

集经不同浓度青蒿琥酯作用４８ｈ后的 ＲＰＭＩ８２２６
细胞，离心弃上清，预冷的１×ＰＢＳ洗２次，用２００

μＬ预冷的蛋白裂解液于４℃裂解１ｈ，冰浴下超声裂

解１５ｍｉｎ。４℃、１６０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液。

用ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒测定蛋白浓度，取８０

μｇ样品蛋白加入等体积上样缓冲液，经ＳＤＳＰＡＧＥ

后，用水浴式电转仪转至硝酸纤维素膜上。用５％胎

牛血清白蛋白３７℃封闭１ｈ，分别加入以５％脱脂奶

粉１５００稀释的鼠抗人ｃｙｃｌｉｎＢ１抗体、ｐ３４ｃｄｃ２抗

体、βａｃｔｉｎ单克隆抗体，４℃孵育过夜。ＴＢＳ洗膜３
次，加入 ＨＲＰ标记山羊抗小鼠二抗，３７℃培养１ｈ，

ＴＢＳ洗膜３次。化学发光法检测后分析结果。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计学软件对

数据进行分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用方

差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　 青蒿琥酯对 ＲＰＭＩ８２２６ 细胞形态学的影

响　透射电镜观察显示５０μｇ／ｍＬ青蒿琥酯处理４８

ｈ后，多数细胞显示出凋亡细胞的特征性形态：部分

细胞核出现核染色质边移、染色质固缩，有的碎裂成

数个团块；胞质有大空泡形成，胞体减小（图１）。

图１　青蒿琥酯（５０μｇ／ｍＬ）作用４８ｈ后

凋亡细胞的电镜下形态

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０００

２．２　青蒿琥酯对ＲＰＭＩ８２２６细胞周期的影响　由

图２可见，不同浓度的青蒿琥酯作用于 ＲＰＭＩ８２２６
细胞４８ｈ后，Ｇ０／Ｇ１期细胞的比例随着青蒿琥酯浓

度的升高而下降，Ｇ２／Ｍ期细胞的比例随着青蒿琥酯

浓度的升高而上升（Ｐ＜０．０５）。

图２　不同浓度青蒿琥酯作用４８ｈ后ＲＰＭＩ８２２６细胞周期变化
Ｐ＜０．０５与０μｇ／ｍＬ组比较；△Ｐ＜０．０５与２５μｇ／ｍＬ组比较．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．３　青蒿琥酯对ｃｙｃｌｉｎＢ１和ｐ３４ｃｄｃ２蛋白表达的影

响　当ＲＰＭＩ８２２６细胞经不同浓度青蒿琥酯作用

４８ｈ后，ｃｙｃｌｉｎＢ１蛋白表达量随着青蒿琥酯浓度的

增加而增加，而ｐ３４ｃｄｃ２蛋白表达量随着青蒿琥酯浓

度的增加而逐渐减少，呈现出浓度依赖关系（图３）。

图３　不同浓度青蒿琥酯作用４８ｈ后ＲＰＭＩ８２２６细胞

ｃｙｃｌｉｎＢ１和ｐ３４ｃｄｃ２蛋白的表达

３　讨　论

　　肿瘤细胞的增殖、凋亡、分化、衰老均为细胞周

期依赖性。细胞周期中有２个基本调控点，能够监

视细胞周期调控的运作，是确保基因准确遗传的关

键所在。一个调控点位于Ｇ１期和Ｓ期的过渡时期，

另一个位于Ｇ２与 Ｍ 期之间。Ｆｉｎａｕｒｉｎｉ等［３］发现双

氢青蒿素能够通过影响细胞周期从而抑制人类红细

胞的分化。本研究观察到０、２５、５０μｇ／ｍＬ的青蒿

琥酯作用于ＲＰＭＩ８２２６细胞４８ｈ后，随着青蒿琥酯

浓度增加，Ｇ０／Ｇ１期细胞的比例逐渐减少，Ｇ２／Ｍ 期

细胞的比例逐渐增加，细胞周期被明显阻滞于 Ｇ２／

Ｍ期。既往研究发现，青蒿琥酯可以将人表皮样癌

Ａ４３１细胞和人子宫内膜癌 ＨＥＣ１Ｂ细胞阻滞在

Ｇ０／Ｇ１期［４５］，本课题组前期的研究表明青蒿琥酯可

使ＳＰ２／０细胞周期阻滞于Ｇ０／Ｇ１期［１］，但周晋等［６］

发现在人白血病细胞株ＮＢ４、Ｋ５６２和原代ＡＰＬ细

胞中，细胞周期阻滞于Ｇ２／Ｍ期，可见青蒿琥酯对于

不同肿瘤细胞周期的影响不同。

　　细胞周期调控系统的基础是２个蛋白家族：一

是周期素依赖的蛋白激酶（ＣＤＫｓ），另一个是周期素

（ｃｙｃｌｉｎ）。ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、ｃｙｃｌｉｎＤ主要调控 Ｇ１期，

ＣＤＫ１、ｃｙｃｌｉｎＡ、ｃｙｃｌｉｎＢ１主要调控 Ｇ２期。Ｃｙｃｌｉｎ

Ｂ１是 Ｇ２／Ｍ 调控点的正性调控因子，ｃｙｃｌｉｎＢ与

ＣＤＫ１形成有丝分裂促进因子（ｍｉｔｏｓｉｓｐｒｏｍｏｔｉｎｇ

ｆａｃｔｏｒ，ＭＰＦ），直接参与细胞成熟和有丝分裂［７］。细

胞周期由Ｇ２期到有丝分裂期的过渡是由蛋白激酶

ｐ３４ｃｄｃ２来调控。ＣｙｃｌｉｎＢ１是ｐ３４ｃｄｃ２最重要的调控因

子，ｐ３４ｃｄｃ２只有在与ｃｙｃｌｉｎＢ１结合之后才能发挥其

磷酸化底物的作用，使细胞从Ｇ１／Ｓ期进入到Ｇ２／Ｍ
期。本研究发现随着青蒿琥酯浓度的增加，ＲＰ

ＭＩ８２２６细胞ｃｙｃｌｉｎＢ１蛋白的表达水平逐渐增加，

ｐ３４ｃｄｃ２蛋白的表达水平逐渐降低，呈浓度依赖关系。

说明青蒿琥酯将ＲＰＭＩ８２２６细胞阻滞于Ｇ２／Ｍ期的

机制可能与ｃｙｃｌｉｎＢ１升高及ｐ３４ｃｄｃ２的降低有关。

深入研究青蒿琥酯对多发性骨髓瘤细胞周期分布的

影响及其机制，将为多发性骨髓瘤的治疗提供新的

依据。
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