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藤黄酸诱导骨髓瘤 Ｕ２６６ 细胞凋亡及机制研究
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　　【摘要】　目的　探讨藤黄酸对人多发性骨髓瘤 Ｕ２６６细胞凋亡的影响及机制。 方法　不同浓度藤黄酸处理 Ｕ２６６ 细胞，
四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ） 法检测对细胞增殖的影响，Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ／ＰＩ双染法检测细胞的凋亡，ＪＣ唱１ 染色法检测线粒体跨膜电位
水平，流式细胞仪检测荧光素激活的 Ｃａｓｐａｓｅ ３、Ｃａｓｐａｓｅ ８、Ｃａｓｐａｓｅ ９阳性细胞水平。 结果　藤黄酸呈浓度依赖性抑制 Ｕ２６６ 细
胞的生长，藤黄酸＞０畅５ μｇ／ｍｌ才出现较明显的诱导凋亡的能力，藤黄酸降低 Ｕ２６６ 细胞线粒体跨膜电位水平。 藤黄酸作用
Ｕ２６６细胞 ２４ ｈ和 ４８ ｈ时激活的 Ｃａｓｐａｓｅ ３、Ｃａｓｐａｓｅ ８、Ｃａｓｐａｓｅ ９ 阳性细胞比例分别上升 ２４畅９％、３１畅７％、３２畅４％和 ５７畅０％、
６４畅５％、６３畅５％。 结论　藤黄酸可抑制 Ｕ２６６ 细胞的生长，机制与诱导 Ｕ２６６ 细胞凋亡有关，线粒体跨膜电位途径和胞浆激活
途径参与了凋亡的发生。
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【Abstract】　Objective　Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇａｍｂｏｇｉｃ ａｃｉｄ （ＧＡ） ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｍｙｅｌｏｍａ Ｕ２６６ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Methods　Ｔｈｅ Ｕ２６６ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＧＡ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ，ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｒａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＧＡ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ／ＰＩ ｄｏｕｂｌｉｎｇ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｓｓａｙ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＪＣ ａｓｓａｙ．Ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３，Ｃａｓｐａｓｅ ８ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ ９ ｉｎ ｌｉｖｉｎｇ Ｕ２６６ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ
ｃａｓｐＧＬＯＷＴＭ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｋｉｔ．Results　Ｕ２６６ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ唱ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ．ＧＡ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ Ｕ２６６ ｃｅｌｌ．ＧＡ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｕ２６６ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ ３，Ｃａｓｐａｓｅ ８，
Ｃａｓｐａｓｅ ９ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｆｏｒ ２４畅９％，３１畅７％，３２畅４％ ｉｎ ２４ ｈ ａｎｄ ５７畅０％，６４畅５％，６３畅５％ ｉｎ ４８ ｈ．Conclusions　ＧＡ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｕ２６６ ｃｅｌｌ ｂｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ＧＡ ｔｒｉｇｇｅｒｓ Ｕ２６６ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｂｏｔｈ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ａｎｄ ｅｘｔｒｉｎｓｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ．
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　　藤黄为藤黄科植物藤黄树（Ｇａｒｃｉｎｉａ ｈａｎｂａｒｙｉ Ｈｏｏｋ．ｆ．）的树干被割伤后流出的胶状树脂，藤黄酸是藤黄
的主要活性成分。 古代医书记载具有攻毒、消肿、祛腐敛疮、止血、杀虫等功效［１］ 。 研究发现藤黄酸对多种
人恶性血液病细胞株如淋巴瘤（Ｒａｊｉ、Ｊｕｒｋｉｔ）、白血病（Ｋ５６２、Ｕ９３７、ＨＬ６０）、骨髓增生异常综合征（ＭＤＳ）
（ＭＵＴＺ唱１）等肿瘤细胞具有抗增殖和诱导凋亡的作用［２唱７］ ，对多发性骨髓瘤 Ｕ２６６ 细胞凋亡及 Ｃａｓｐａｓｅ 信号通
路的作用鲜见报道，我们作了检测如下。

材料与方法

一、材料
藤黄酸购自美国 Ｂｉｏｍｏｌ公司，纯度 ９８％；Ｕ２６６ 细胞株由中科院上海生命科学院惠赠；１０％胎牛血清、

ＲＰＭＩ １６４０ 培养液、青霉素、链霉素、谷氨酰胺购自 Ｇｉｂｃｏ公司；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）检测细胞增殖及细胞
毒性试剂盒、ＪＣ唱１细胞凋亡试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司；Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ／ＰＩ 细胞凋亡试剂盒购
自 ＢＤ ｐｈａｒｍｇｅｍ 公司；荧光素激活的 Ｃａｓｐａｓｅ ３、Ｃａｓｐａｓｅ ８、Ｃａｓｐａｓｅ ９检测试剂盒购自 ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ公司。 ＦＡＣＳ唱
Ｃａｎｔｏ流式细胞仪购自美国 ＢＤ公司。
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　　二、方法
１畅细胞培养：将人 Ｕ２６６ 细胞调整至１畅５ ×１０６ ／ｍｌ，接种于２４ 孔培养板中，在含１０％胎牛血清，１００ Ｕ／ｍｌ

青霉素和 １００ μｇ／ｍｌ链霉素及谷氨酰胺的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养液中，取对数生长期细胞进行实验。 根据实验分
组加入不同浓度的藤黄酸 （４畅０ μｇ／ｍｌ、２畅０ μｇ／ｍｌ、１畅０ μｇ／ｍｌ、０畅５ μｇ／ｍｌ、０畅２５ μｇ／ｍｌ、０畅１２５ μｇ／ｍｌ、
０畅０６２５ μｇ／ｍｌ、０ μｇ／ｍｌ），３７ ℃、５％ ＣＯ２ 、饱和湿度培养。 实验重复 ３次，每次设３个复孔。 分别于培养 １ ｄ、
２ ｄ、３ ｄ时取细胞进行检测。

２畅ＭＴＴ检测细胞生长：将待检细胞悬液 １００ μｌ加入 ９６ 孔培养板中，加入 ５ ｍｇ／ｍｌ ＭＴＴ溶液 ５０ μｌ继续
孵育 ４ ｈ。 离心去上清，加入二甲亚砜 １５０ μｌ，振荡溶解 １０ ｍｉｎ。 每组各作 ３ 个重复孔。 用酶联免疫检测仪
测定 ４９０ ｎｍ波长下的吸光度（Ａ），计算细胞生长抑制率。 生长抑制率＝（１ －Ａ试验／Ａ对照）。

３畅Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ／ＰＩ双染检测细胞凋亡：分别收集 １ ×１０６ ／ｍｌ 未处理和经藤黄酸处理的细胞 １００ μｌ，细胞
悬液加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ／ＦＩＴＣ ５ μｌ和 ２０ μｇ／ｍｌ的 ＰＩ溶液 １０ μｌ，混匀后室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，加入磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）４００ μｌ，采用流式细胞仪进行荧光强度分析与早期凋亡细胞检测，用 ＢＤ公司 ＦＡＣＳＤｉｖａ ｓｏｆｔｗａｒｅ 软
件分析结果。

４畅ＪＣ唱１染色检测线粒体的功能：收集１ ×１０６ ／ｍｌ 细胞，用３７ ℃培养液１ ｍｌ重悬，加入１ ｍｇ／ｍｌ ＪＣ唱１ ５ μｌ
充分混匀，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中避光孵育 ２０ ｍｉｎ，离心去除上清并用 ＰＢＳ洗涤 ２ 次，流式细胞仪检测，
激发波长为 ４８８ ｎｍ，检测波长为 ５７５ ｎｍ，用荧光强度值表示线粒体跨膜电位。

５畅流式细胞仪检测荧光素激活的 Ｃａｓｐａｓｅ ３、Ｃａｓｐａｓｅ ８、Ｃａｓｐａｓｅ ９ 表达：收集 ２ μｇ／ｍｌ 藤黄酸处理后的
Ｕ２６６ 细胞（１ ×１０６ ／ｍｌ） １ ｍｌ，ＰＢＳ漂洗 ２次，同时设立不加药物的对照组。 把藤黄酸药物作用组和对照组分
入 ３００ μｌ的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中，加 １ μｌ ＦＩＴＣ唱ＤＥＶＤ唱ＦＭＫ于各管中，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中孵育 １ ｈ，离心机
半径１６ ｃｍ，３０００ ｒ／ｍｉｎ离心５ ｍｉｎ后移去上清，把细胞悬浮于漂洗液中再次离心去上清。 悬浮细胞于３００ μｌ
漂洗液放置于冰上，使用流式细胞仪 ＦＬ唱１通道检测。
三、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １１畅５ 软件进行数据处理，实验数据以均数±标准差（珋x ±s）表示，采用单因素方差分析（ＡＮＯ唱

ＶＡ），P ＜０畅０５为差异有统计学意义。

结　　果

１畅藤黄酸抑制骨髓瘤 Ｕ２６６ 细胞的生长：以 ０ μｇ／ｍｌ、０畅０６２５ μｇ／ｍｌ、０畅１２５ μｇ／ｍｌ、０畅２５ μｇ／ｍｌ、
０畅５ μｇ／ｍｌ、１畅０ μｇ／ｍｌ、２畅０ μｇ／ｍｌ、４畅０ μｇ／ｍｌ浓度的藤黄酸分别处理 Ｕ２６６ 细胞 ２４ ｈ，ＭＴＴ法检测细胞增殖
情况。 统计学处理表明 Ｕ２６６ 细胞第 １ 天增殖抑制率在低浓度各组 （０畅０６５ μｇ／ｍｌ、 ０畅１２５ μｇ／ｍｌ、
０畅２５ μｇ／ｍｌ）与 ０ μｇ／ｍｌ 组比较差异无统计学意义 （P ＞０畅０５），较高浓度组 （０畅５ μｇ／ｍｌ、１畅０ μｇ／ｍｌ、
２畅０ μｇ／ｍｌ、４畅０ μｇ／ｍｌ）与 ０ μｇ／ｍｌ组比较差异有统计学意义（P ＜０畅０５），藤黄酸呈浓度依赖性抑制 Ｕ２６６ 细
胞增殖，见图 １。
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　　２畅藤黄酸诱导骨髓瘤 Ｕ２６６ 细胞的凋亡：Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ唱ＦＩＴＣ／ＰＩ双标法检测藤黄酸对 Ｕ２６６ 细胞凋亡的影
响，其中早期凋亡细胞指 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ唱ＦＩＴＣ 标记阳性，而 ＰＩ 标记阴性的细胞群；晚期凋亡细胞指的是 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ唱ＦＩＴＣ与 ＰＩ均标记阳性的细胞群；总凋亡率为早期凋亡率与晚期凋亡率的总和。 藤黄酸作用 ２４ ｈ的 Ｕ２６６
细胞凋亡情况， ＞０畅５ μｇ／ｍｌ才显示明显的诱导凋亡的能力，见图 ２，３。

　　３畅藤黄酸导致伴受损线粒体跨膜电位的 Ｕ２６６ 细胞比例增加：以 ０ μｇ／ｍｌ、０畅０６２５ μｇ／ｍｌ、０畅１２５ μｇ／ｍｌ、
０畅２５ μｇ／ｍｌ、０畅５ μｇ／ｍｌ、１畅０ μｇ／ｍｌ、２畅０ μｇ／ｍｌ、４畅０ μｇ／ｍｌ浓度的藤黄酸分别处理 Ｕ２６６ 细胞 ２４ ｈ，检测藤黄
酸作用后的 Ｕ２６６ 细胞线粒体跨膜电位水平，随着藤黄酸浓度的增加，伴有受损线粒体跨膜电位的 Ｕ２６６ 细
胞的百分比进行性增加，见图 ４，５。
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　　４畅藤黄酸对 Ｕ２６６ 细胞活化的 Ｃａｓｐａｓｅ ３、Ｃａｓｐａｓｅ ８、 Ｃａｓｐａｓｅ ９ 表达水平的影响：藤黄酸 ２ μｇ／ｍｌ 作用
Ｕ２６６ 细胞 ２４ ｈ、４８ ｈ时， Ｕ２６６ 细胞活化的 Ｃａｓｐａｓｅ 水平以荧光素激活阳性的 Ｃａｓｐａｓｅ 细胞百分比来表示。
结果发现藤黄酸作用 Ｕ２６６ 细胞 ２４ ｈ用药标本较对照标本的 Ｃａｓｐａｓｅ ３、Ｃａｓｐａｓｅ ８、Ｃａｓｐａｓｅ ９ 阳性细胞比例
分别上升 ２４畅９％、３１畅７％、３２畅４％； 作用 ４８ ｈ Ｃａｓｐａｓｅ ３、Ｃａｓｐａｓｅ ８、Ｃａｓｐａｓｅ ９ 阳性细胞比例分别比对照组上
升 ５７畅０％、６４畅５％、６３畅５％，见图 ６，７。

讨　　论

多发性骨髓瘤是浆细胞恶性肿瘤，在血液系统肿瘤发病率居第二位，临床治疗不易缓解，缓解后短期内
复发率高，常规化疗中位生存时间 ３０ 个月左右，目前即使采用大剂量化疗和造血干细胞移植仍不能完全治
愈本病，不断寻找和发现新型治疗药物以克服骨髓瘤细胞药物抵抗和改善患者预后是我们目前面临的
课题［８］ 。
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　　近 ２０ 多年来，国内外特别是我国学者对藤黄及其活性成分藤黄酸等做了大量的研究工作，发现藤黄酸
不仅对实体肿瘤有体内外抗瘤活性，而且对白血病、淋巴瘤、ＭＤＳ 等多种血液系统恶性肿瘤也有抗癌作
用

［６唱１０］ 。 藤黄酸抗瘤机制多样如诱导肿瘤细胞凋亡，使细胞周期停滞，诱导肿瘤细胞分化，抑制肿瘤端粒末
端转移酶活性，抗血管新生等［１０］ 。 我们检测了藤黄酸对 Ｕ２６６ 细胞生长的影响，发现藤黄酸呈浓度依赖性抑
制 Ｕ２６６细胞的生长，藤黄酸＞０畅５ μｇ／ｍｌ显示出诱导凋亡的能力。 藤黄酸具有杀死骨髓瘤 Ｕ２６６ 细胞的作
用，考虑与诱导凋亡有关。
目前认为细胞凋亡的途径主要有死亡受体途径和线粒体途径。 死亡受体途径是指细胞膜上的死亡受

体 Ｆａｓ、ＴＮＦＲ 和 ＴＲＡＩＬＲ 等，与相应的配体 ＦａｓＬ、ＴＮＦα和 ＴＲＡＩＬ 等结合后，通过接头蛋白招募并激活
Ｃａｓｐａｓｅ ８，并依次激活其他的 Ｃａｓｐａｓｅ，最终使细胞凋亡；线粒体途径则是指细胞在诸如 ＤＮＡ损伤、缺氧或细
胞毒性药物等凋亡刺激信号作用下，线粒体释放细胞色素 Ｃ 到细胞质中，并激活Ｃａｓｐａｓｅ ９ 来引起细胞凋
亡

［１１］ 。 研究发现许多肿瘤细胞虽含有 Ｃａｓｐａｓｅｓ，但激活 Ｃａｓｐａｓｅ 瀑布的分子机制存在部分缺陷，导致肿瘤细
胞失去凋亡的能力［１２］ 。 内源性途径中的线粒体跨膜电位降低被认为是细胞凋亡级联反应过程中最早发生
的事件，它发生在细胞核凋亡特征（染色质浓缩、ＤＮＡ断裂） 出现之前，一旦线粒体跨膜电位崩溃，细胞凋亡
就不可逆转。 线粒体早期的变化当属线粒体通透性转换孔的开启和由此引起线粒体跨膜电位的降低［１３唱１４］ 。
我们检测了藤黄酸对 Ｕ２６６ 细胞线粒体跨膜电位的影响，发现藤黄酸能显著减低 Ｕ２６６ 细胞线粒体的跨膜电
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位水平且激活 Ｃａｓｐａｓｅ ９水平增加，表明存在线粒体通路的激活。 外源性途径凋亡通路的活化涉及死亡受体
信号和 Ｃａｓｐａｓｅ ８的激活，Ｋａｓｉｂｈａｔｌａ 等［１５］

发现转铁蛋白受体（ＴｆＲ）亦为藤黄酸 的一个分子靶点，藤黄酸与
转铁蛋白受体呈可逆结合，通过 Ｃａｓｐａｓｅ ８途径快速激活凋亡级联反应，并且 Ｃａｓｐａｓｅ ８ 的激活为凋亡的诱导
所必需。 藤黄酸处理 Ｕ２６６ 细胞 ２４ ｈ时 Ｃａｓｐａｓｅ ８阳性细胞比例明显升高，４８ ｈ时 Ｃａｓｐａｓｅ ８ 升高幅度进一
步扩大，提示外源性途径随时间推移不断激活。 本结果显示伴随 Ｃａｓｐａｓｅ ８、Ｃａｓｐａｓｅ ９作为外、内源性途径的
激活，共同通路中 Ｃａｓｐａｓｅ ３也同步活化，最终导致 Ｕ２６６ 细胞凋亡事件的完成。
本研究证实藤黄酸对多发性骨髓瘤细胞株 Ｕ２６６ 有抑制生长的作用，机制与诱导 Ｕ２６６ 细胞凋亡有关。

Ｃａｓｐａｓｅ ８激活的胞浆途径和 Ｃａｓｐａｓｅ ９激活的线粒体跨膜电位途径参与了藤黄酸诱导 Ｕ２６６ 细胞凋亡的发
生。 藤黄酸作为一种凋亡诱导剂，在杀灭肿瘤细胞的同时对机体造血细胞和免疫相关细胞的功能无显著影
响

［１６］ ，有望成为一种有前途的抗骨髓瘤药物。
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