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·基础论著· 

格列卫联合亚砷酸对骨髓瘤细胞 
作用机制的研究 

高志林  张芝娟  马粱明 

【摘要】  目的  研究亚砷酸（As2O3）、STI571联用对多发性骨髓瘤（MM）细胞周期及其调

节蛋白表达的影响，为As2O3和STI571联合应用于临床提供理论依据。方法  用MTT法检测细胞生

长抑制率；Western blot方法检测二者对细胞周期负性调控因子P16蛋白的表达情况；用流式细胞

仪对干预72 h的SP2/0细胞进一步进行细胞周期分析，以明确该蛋白所影响的细胞周期调控点。

结果  在As2O3和（或）STI571作用下SP2/0细胞生长受抑伴随活力下降，Western blot方法检测出P16
蛋白表达呈时间剂量依赖关系，流式细胞仪DNA含量分析发现As2O3、STI571使SP2/0细胞主要阻滞

于G1期，未出现凋亡峰。结论  As2O3和STI571均有抑制SP2/0细胞增殖和上调细胞周期抑制蛋白P16
的表达，两药联用效果更佳。 
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【Abstract】   Objective  To explore the effects of STI571 in combination with As2O3 on 
proliferation and expression of cyclin dependent kinase inhibitors (CDKIs) of the SP2/0 cells and provide 
theoretical basis for clinical application. Methods  Cell proliferation was detected by MTT methods; 
Western blot technique was used to detect the expression of cyclin dependent kinase inhibitors (P16 protein) 
in SP2/0 cell; the DNA content of MM cell line SP2/0 was analysed by flow cytometry after exposure to 
As2O3 and/or STI571. Results  The proliferation of SP2/0 cells was inhibited and the viability of SP2/0 
was decreased  after exposure to As2O3 and /or STI571. Western blot result showed the expression of P16 
protein has significant difference in the different density and different time of As2O3 and/or STI571 groups 
in the SP2/0 cell. DNA flow cytometry analysis showed that As2O3 and /or STI571 induced most of SP2/0 
cells arrest at G1 phase and decrease significantly in S phase. Conclusion  One of the pharmacological 
mechanisms of STI571 combination with As2O3 is to activate or upregulate the expression of protein P16 
and consequently affect cell proliferation cycle.  
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 多发性骨髓瘤是迄今为止仍然无法治愈的一

种浆细胞的血液系统恶性肿瘤，近年来随着一些新

药物及干细胞移植技术提高，使得骨髓瘤患者在临

床治疗上取得明显的疗效，但仍然有一部分患者会

复发、耐药，如何克服耐药、复发患者如何治疗成
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为目前的治疗难题。近年随着学者们对肿瘤发生、

发展和转归的分子机制的进一步研究，靶位治疗已

成为继手术﹑放疗和化疗之后的新途径，代表着肿

瘤治疗模式的革命。而亚砷酸（As2O3）与STI571
作为靶位治疗的典型代表，在白血病的治疗中取得

了可喜的成就，但在骨髓瘤研究中尚属试验阶段，

本实验旨在探讨STI571 联合As2O3对小鼠骨髓瘤细

胞株（SP2/0）的作用疗效及其可能机制，以期为临

床应用提供理论依据。 
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材料和方法 

一、材料 
1. 细胞系：SP2/0 小鼠骨髓瘤细胞系购自湖南

远泰生物技术有限公司 
2. 主要试剂：As2O3购自哈尔滨依达药业公司，

以PBS配制成1.0 mmol/L的储存液，4 ℃保存，临用

时用DMEM培养液（Gibco/BRL公司）稀释至工作

浓度。STI571购自瑞士Novartis制药公司，用三蒸水

配制成浓度为5.0 mmol/L的储存液，过滤除菌，分装

后于－20 ℃ 保存。MTT购自Sigma公司，以PBS配
置，过滤除菌，4 ℃避光保存。BCA蛋白浓度测定

试剂盒购自碧云天生物试剂有限公司。小鼠抗小鼠

P16蛋白IgG 2a单抗为Santa Cruz公司产品。聚合过

氧化物酶标记的羊抗鼠IgG（二抗）、低分子量蛋白

Marker、DAB显色剂均购自武汉博士德公司。 
3. 主要仪器：电泳仪、半干转移仪均购自美国

Hoefer Scientific Instruments；流式细胞仪购自 ESP
（coulter，U.S.A）；酶标仪购自日本 BIO-RAD。 

二、方法 
1. 细胞培养：（1）将细胞培养于含 10%胎牛血

清的 DMEM 培养液中，在 5% CO2、37 ℃恒温及

饱和湿度条件培养箱中培养，待细胞生长至 80%融

合时进行传代。（2）将受试对象分为 9 个组：对

照组、1.0 µmol/L As2O3 组、2.0 µmol/L As2O3 组、

10.0 µmol/L STI571 组、25.0 µmol/L STI571 组及联

合用药组（As2O3＋STI571）1.0 µmol/L＋10.0 µmol/L、
1.0 µmol/L＋25.0 µmol/L、2.0 µmol/L＋10.0 µmol/L、
2.0 µmol/L＋25.0 µmol/L；作用时间分三个水平：

24、48 和 72 h。 
2. 细胞生长抑制状况：取药物处理后的细胞，

经MTT法检测生长增殖活力。细胞生长抑制率＝

（1－实验组平均吸光度 /细胞对照组平均吸光

度）×100%。 
3. Western blot检测P16蛋白：培养细胞用PBS

离心洗涤，SDS凝胶加样缓冲液裂解细胞，收集细

胞总蛋白，BCA法定量后经SDS-PAGE，电转膜，

免疫抗体反应，最后DAB显色，具体步骤按文献操

作。以正常培养细胞作为对照。 
4. 流式细胞仪周期分析：收集经过不同药物浓

度处理72 h的SP2/0细胞，碘化丙锭（PI）标记，避

光孵育至少30 min后上机，将样品加入流式细胞仪

的样品室，以激发波长488 nm测定，死细胞着染呈

红色荧光，用随机软件Multicycle进行数据分析。正

常培养细胞作为对照。 
三、统计学分析 
数据用 SPSS 10.0 软件处理，MTT、P16 蛋白

表达应用三因素析因设计方差分析，细胞周期用两

因素方差分析。P＜0.05 为差异有统计学意义。 

结    果 

一、细胞生长抑制情况 
在不同时间点生长抑制率有统计学差异（P＜

0.05），其中以 72 h 为抑制高峰。各单药组亦呈

浓度效应关系，联合组抑制作用明显优于单药组

（P＜0.05）。两药物与时间有交互作用，其中以

As2O3 1.0 µmol/L联合 STI571 25.0 µmol/L作用 72 h
抑制率最高（P＜0.05）（表 1）。 

二、STI571、As2O3诱导P16蛋白重新表达 
SP2/0细胞在不同浓度的As2O3、STI571中分别

培养24、48和72 h后进行Western blot。结果显示，

未经药物处理的标本无P16蛋白带，As2O3、STI571
单药组作用24 h后未见明显条带，48 h呈弱阳性条

带，72 h后变为强阳性。联合用药组P16蛋白表达量

较单药组明显增多，说明两药联合具有协同作用

（图1～3）。 
三、STI571、As2O3 对 SP2/0 细胞周期的影响  
As2O3、STI571 作用 SP2/0 细胞 72 h 后进行流

式细胞仪 DNA 含量分析，结果显示 SP2/0 细胞周

期主要由 G1 期和 S 期组成，G2/M 期细胞所占比例

很少。As2O3、STI571 单药组对 SP2/0 细胞周期的

作用主要表现为随剂量的增大，G1 期细胞所占比例

增加，S 期细胞的比例减少，未出现凋亡峰（P＜0.05）。
As2O3＋STI571 组 G1 期细胞所占比例明显高于

As2O3、STI571 单药组，且以 As2O3 1.0 µmol/L 和

STI571 25.0 µmol/L 联合应用时作用最显著，G1 期

细胞所占比例达 70%，S 期细胞所占比例减少到

30%（表 2）。 

讨    论 

细胞的正常生长依赖于细胞周期中各种调节

因子的平衡调控。参与细胞周期调控的主要因子有

细胞周期蛋白（Cyclin）、细胞周期蛋白依赖性激

酶（CDKs）和 CDK 抑制蛋白（CDKIs）。其中 CyclinD
基因在细胞周期的调节中有重要作用，CyclinD 和

CDK4联合作用使细胞通过细胞周期的G1期进入S
期，是 B 细胞增殖的重要因子，与骨髓瘤的发生关 
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表 1  SP2/0 MTT 的吸光度值（ sx ± ） 

组别 株数 24 h 48 h 72 h 

空白对照 9 0.520 3±0.016 4 0.569 7±0.029 5 0.540 7±0.189 0 
As2O3 1.0 μmol/L 9 0.479 7±0.002 0 0.440 3±0.012 9 0.399 7±0.010 6 
As2O3 2.0 μmol/L 9 0.427 7±0.009 0 0.434 7±0.016 5 0.369 7±0.020 7 

STI571 10.0 µmol/L 9 0.487 3±0.010 0 0.479 3±0.003 5 0.433 3±0.010 2 
STI571 25.0 µmol/L 9 0.411 6±0.002 4 0.418 6±0.002 1 0.404 6±0.001 5 

As2O3 1.0 μmol/L＋STI571 10.0 µmol/L 9 0.392 3±0.001 4 0.371 6±0.000 4 0.347 6±0.002 3 
As2O3 1.0 μmol/L＋STI571 25.0 µmol/L 9 0.391 3±0.001 8 0.426 3±0.001 7 0.343 6±0.003 0 
As2O3 2.0 μmol/L＋STI571 10.0 µmol/L 9 0.363 6±0.001 5 0.338 0±0.002 0 0.281 3±0.001 1 
As2O3 2.0 μmol/L＋STI571 25.0 µmol/L 9 0.380 6±0.004 0 0.365 3±0.001 7 0.369 6±0.002 1 

表 2  As2O3、STI571 作用 SP2/0 细胞 72 h 后细胞周期分布（%， sx ± ） 

分类 Control 
As2O3 STI571 As2O3＋STI571 

1.0 
μmol/L 

2.0 
μmol/L 

10.0 
μmol/L 

25.0 
μmol/L 

1.0 μmol/L+ 
10.0 μmol/L 

1.0 μmol/L+ 
25.0 μmol/L 

2.0 μmol/L+ 
10.0 μmol/L 

2.0 μmol/L+ 
25.0 μmol/L 

G0/G1 期 40.6±0.7 47.5±1.1 51.3±1.7 45.9±0.88 49. 5±1.02 57.5±1.46 70.0±2.01 61.4±1.67 60.8±1.81 
S 期 59.4±0.7 52.5±1.1 48.7±1.7 54.1±0.88 50.5±1.02 42.5±1.46 30.0±2.01 38.6±1.67 39.2±1.81   
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系密切[1]。CDKI 为细胞周期抑制蛋白，P16 属于 
其中一员，可与CyclinD竞争结合CDK4，使细胞周

期停滞在G1期。所以一旦P16基因发生突变或缺失，

解除了对CDK4、CyclinD复合物的抑制，G1关卡出

现异常，细胞就进入无调控的增殖周期。近年研究

发现MM中P15和P16由于甲基化而表达缺失，可能

是其发病重要原因之一[2]。所以设法使这些失活的

负性调节因子重新表达或上调表达对治疗MM有重

要意义。 
As2O3作为一种广谱的抗肿瘤药物，主要用于

初治和复发的急性早幼粒细胞白血病的治疗。近年

国外学者报道As2O3用于治疗MM取得一定疗效，但

具体机制尚不清楚，部分研究提示其可能通过

Notch信号通路发挥移植瘤细胞增殖的作用，而国

内文献报道As2O3可以诱导MM抑癌基因（P15/P16）
重新表达[3-4]。我们的实验也支持上述观点，并发现

As2O3主要使MM SP2/0细胞阻滞于G0/G1期，S期细

胞比例较对照组减少。 
STI571是一种酪氨酸激酶抑制剂，目前临床主

要应用于治疗bcr-abl融合基因阳性CML及ALL[5-6]。

最近Holtz等 [7]在慢性粒细胞白血病研究中发现

STI571并未影响胞内MAPK、PI3K/AKt等信号转导

途径，而是通过干预肿瘤细胞的增殖周期来发挥抗

肿瘤作用。我们的研究表明，STI571抑制MM细胞

增殖与凋亡无关，其可能的机制是上调细胞周期抑

制蛋白P16的表达，使SP2/0细胞周期停滞在G0/G1
期，不能进行完整的有丝分裂。 

但是随着STI571在临床上的应用，耐药现象逐

渐增多。由于STI571需要持续用药才能维持药效，

出现耐药性将严重影响治疗，为了克服耐药和复发

问题，进一步提高疗效，协同治疗已成为肿瘤综合

治疗的最主要办法[8]。鉴于此，本实验又将不同浓

度的As2O3（1.0 µmol/L、2.0 µmol /L）与STI571
（10.0 µmol/L、25.0 µmol/L）分别组合，观察对

SP2/0细胞的影响，其结果表明As2O3联合STI571组
较各单药组抑制作用明显提高，表明两药物间存在

着协同作用。 
    综上所述， STI571联合As2O3抑制SP2/0细胞增

殖的可能机制是：二者共同激活或上调P16蛋白的

表达，与CyclinD竞争结合CDK4，导致一系列的底

物保持持续的去磷酸化高活性，使SP2/0细胞周期停

滞在G1期，从而抑制肿瘤细胞的增殖。故STI571
联用As2O3有望成为MM靶位治疗的新典范。 
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