
杂志网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｊｐｐ．ｎｅｔ

［文章编号］　１０００４７１８（２０１９）１１１９７４０７

　［收稿日期］２０１８１０１０　　　［修回日期］２０１９０５１６
［基金项目］国家自然科学基金资助项目（Ｎｏ．８１４０２９７９）；浙江省科技厅资助项目（Ｎｏ．２０１５Ｃ３３２７０）；浙江省卫生厅资助项
目（Ｎｏ．２０１４ＫＹＡ２３０）；国家大学生创新创业训练计划项目（Ｎｏ．２０１８１０３４９０２８）；浙江省新苗人才计划项目（Ｎｏ．
２０１８Ｒ４３２０１６）；绍兴市大学生科技创新项目（Ｎｏ．ＳＸＳＤＣ２０１７０９）
△通讯作者 Ｔｅｌ：０５７５８８３４５８２６；Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｙｕｊｉａ１０＠１６３．ｃｏｍ
▲并列第１作者

大黄酸通过抑制 ＮＦκＢ通路促进
ＤＬＢＣＬ细胞 ＯＣＩＬＹ８凋亡

胡施炜，　楼恩哲▲，　王　瑜，　应佳豪，　柯瑞君△，　陈佳玉△

（绍兴文理学院医学院，浙江 绍兴 ３１２０００）

　　［摘　要］　目的：探讨大黄酸对弥漫性大Ｂ细胞淋巴瘤（ＤＬＢＣＬ）ＯＣＩＬＹ８细胞凋亡的影响，并探究其作用的
相关机制。方法：通过ＭＴＳ实验和小鼠抑瘤实验观察大黄酸对 ＤＬＢＣＬ细胞生长的作用；流式细胞术结合 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２染色证实大黄酸对ＤＬＢＣＬ细胞凋亡的影响；采用ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ探究大黄酸对 ＤＬＢＣＬ细胞内相关基
因转录和翻译的作用，分析其作用的分子机制。结果：体外和体内实验均证实大黄酸对ＤＬＢＣＬ的发生和发展有抑
制作用，它可抑制ＯＣＩＬＹ８细胞的活力，下调细胞内Ｒｉｐ２、ＢｃｌｘＬ、ＮＩＫ、ＮＦκＢ（ｐ５２和ｐ６５）和ＩκＢα的ｍＲＮＡ和蛋白
表达，促进ｃａｓｐａｓｅ３表达，诱导ＯＣＩＬＹ８细胞凋亡。结论：大黄酸通过影响ＤＬＢＣＬ细胞ＯＣＩＬＹ８的ＮＦκＢ经典和
非经典信号通路促进细胞凋亡，抑制ＤＬＢＣＬ的发生和发展，可作为ＤＬＢＣＬ的潜在治疗药物。
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　　弥漫性大Ｂ细胞淋巴瘤（ｄｉｆｆｕｓｅｌａｒｇｅＢｃｅｌｌｌｙｍ
ｐｈｏｍａ，ＤＬＢＣＬ）为好发于中老年男性的非霍奇金淋
巴肿瘤（ｎｏｎＨｏｄｇｋｉｎｌｙｍｐｈｏｍａ，ＮＨＬ）亚型之一，约
占ＮＨＬ的３０％～４０％［１］。近年来我国 ＤＬＢＣＬ的发

病率呈上升趋势，在城市和农村的肿瘤发病率中分

别位居第８位和第１０位。目前，经典的一代 ＣＨＯＰ
和二代 ＲＣＨＯＰ治疗方案使 ＤＬＢＣＬ的治愈率可达
６０％，但仍有１／３的患者因药物副作用等原因而未
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实现真正意义上的治疗［２］。近期所研究的新型药物

的联合靶向治疗虽有一定疗效，但预后不稳定且易

引发“细胞因子风暴”，其中趋化因子介导的中性粒

细胞更因分泌促肿瘤因子而参与了 ＤＬＢＣＬ的进展
过程［３］。因此发现新的 ＤＬＢＣＬ辅助或替代药物对
实现ＤＬＢＣＬ的完全治疗十分重要。

大黄酸（１，８二羟基３羧基蒽醌，ｒｈｅｉｎ）为来源
于大黄的蒽醌类化合物［４］，它是保健品制备原料之

一，在临床上具有通便排毒、降脂减肥和延缓衰老的

功效。研究显示，大黄酸具有抗卵巢癌、肺癌和乳腺

癌的作用［５６］，且可与其它中药成分联合，通过影响

核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）信号通路在炎
症疾病中发挥作用［７８］。ＮＦκＢ的持续活化与肿瘤的
发生发展有一定的相关性［９］，而影响 ＮＦκＢ信号通
路的活化有可能影响 ＤＬＢＣＬ细胞生长。大黄酸对
ＤＬＢＣＬ细胞 ＮＦκＢ信号通路的影响及其对 ＤＬＢＣＬ
发生发展的具体作用目前尚未见详细报道。因此，本

研究将大黄酸作用于ＤＬＢＣＬ细胞株ＯＣＩＬＹ８和ＤＬ
ＢＣＬ荷瘤小鼠，并通过检测细胞活力、细胞凋亡和周
期分布的流式细胞术分析、ｑＰＣＲ、Ｈｏｅｃｈｓｔ染色、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和抑瘤实验等方法，探讨了大黄酸对ＤＬ
ＢＣＬ细胞生长和凋亡的作用及其作用的相关分子机
制，以期为临床治疗ＤＬＢＣＬ新药的发现提供实验依据。

材　料　和　方　法

１　实验材料
４～５周龄雄性ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠购自浙江省实验动

物中心，动物合格证号为 ＳＣＸＫ（沪）２０１３００１６。人
源ＤＬＢＣＬ细胞株ＯＣＩＬＹ８来源于ＤＳＭＺ；ＥＢ病毒转
化的人Ｂ淋巴细胞 ＣＧＭ１购自 ＡＴＣＣ。大黄酸购自
北京索莱宝科技有限公司（用５％的碳酸氢钠配制贮
备液）；胰蛋白酶、胎牛血清、ＰＢＳ和 ＲＰＭＩ１６４０细胞
培养液购自 Ｇｉｂｃｏ；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒和脱脂
奶粉购自ＢＤ；ＰＣＲ引物由上海 ＳａｎｇｏｎＢｉｏｔｅｃｈ公司
合成；ＤＥＰＣ水和 ＴＲＩｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２染色液、ＲＩＰＡ裂解液（强）和ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ；ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６ＡＱｕｅｏｕｓＮｏｎ
ＲａｄｉｏａｃｔｉｖｅＣｅｌｌＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎＡｓｓａｙ购自Ｐｒｏｍｅｇａ；ＥＣＬ
化学发光液购自Ｓｉｇｍａ；ｄＮＴＰ混合物、逆转录酶、Ｉ抗
和酶标 ＩＩ抗购自 ＢｏｓｔｅｒＢｉｏｔｅｃｈ；其它化学试剂均为
国产分析纯。

２　主要方法
２．１　ＭＴＳ法检测细胞活力　将 ＤＬＢＣＬ细胞 ＯＣＩ
ＬＹ８和ＥＢ病毒转化的人 Ｂ淋巴细胞 ＣＧＭ１分别置
于含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，在 ３７

℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养至对数生长期，取细胞经
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后去上清，分别用含有０、２、
１０、５０和２５０μｇ／Ｌ大黄酸的ＲＰＭＩ１６４０完全培养液
调整细胞浓度至１×１０９／Ｌ，并接种至９６孔细胞培养
板，每孔１００μＬ，设３复孔。将细胞置于３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养，于培养０、２４、４８和７２ｈ取出培
养板，分别加入 ＭＴＳ试剂１０μＬ，混匀后，将培养板
继续置于细胞培养箱中培养２０ｍｉｎ。取出培养板，
并利用酶标仪测量４９０ｎｍ时各孔的吸光度（Ａ）值，
绘制细胞生长曲线，分析大黄酸对细胞活力的影响，

并根据结果筛选后续实验的最佳剂量。

２．２　流式细胞术检测细胞凋亡水平　取分别经０、
１０和５０μｇ／Ｌ大黄酸作用２４ｈ的ＯＣＩＬＹ８和ＣＧＭ１
细胞各５×１０６个，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，
用ＰＢＳ洗涤细胞２次，每次均经１０００ｒ／ｍｉｎ离心５
ｍｉｎ回收细胞。用１００μＬ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细
胞，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬＰＩ，混匀后避
光染色 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ２次，经 １０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ回收细胞。用２００μＬＰＢＳ悬浮细胞，流式细胞
术检测检细胞凋亡水平，分析大黄酸对 ＯＣＩＬＹ８细
胞凋亡的影响。

２．３　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色观察细胞核型的变化　取处于对
数生长期的ＯＣＩＬＹ８细胞，分别用含０、１０和５０μｇ／
Ｌ大黄酸的ＲＰＭＩ１６４０完全培养液于３７℃、５％ ＣＯ２
条件下培养２４ｈ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清，
ＰＢＳ清洗细胞２次，每次均经１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
回收细胞。于细胞沉淀中加入 １０μｇ／Ｌ的 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２染色液１００μＬ，轻轻混匀，于４℃避光染色２０
ｍｉｎ。离心弃染液，用 ＰＢＳ洗细胞２次，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ回收细胞。于细胞沉淀中加入ＰＢＳ１滴，
混匀细胞，并将细胞滴加到载玻片上，在荧光显微镜

下观察细胞的核型，并计数凋亡核型细胞所占的百

分比。

２．４　ｑＰＣＲ法分析细胞内基因的ｍＲＮＡ水平　取处
于对数生长期的ＯＣＩＬＹ８细胞，用分别含０μｇ／Ｌ或
５０μｇ／Ｌ大黄酸的 ＲＰＭＩ１６４０完全培养液于３７℃、
５％ ＣＯ２条件下培养２４ｈ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心细胞５
ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ清洗细胞２次，每次均经１０００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ回收细胞。用 ＴＲＩｚｏｌ提取细胞 ＲＮＡ
（试剂用量和方法按说明书），ＮａｎｏＤｒｏｐ定量后逆转
录成ｃＤＮＡ。设计并合成 Ｒｉｐ２、βａｃｔｉｎ、ＢｃｌｘＬ、ＮＩＫ、
ＮＦκＢ和ｃａｓｐａｓｅ３的引物（引物序列见表１），ｑＰＣＲ
法检测各基因 ｍＲＮＡ的 Ｃｔ值，利用公式２－ΔΔＣｔ计算
各基因的 ｍＲＮＡ相对含量，分析大黄酸对 ＯＣＩＬＹ８
细胞基因转录水平的影响。
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表１　ｑＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ１．ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｑＰＣＲ

Ｎａｍｅ　 Ｆｏｒｗａｒｄ（５’３’） Ｒｅｖｅｒｓｅ（５’３’）
Ｒｉｐ２ ＣＣＣＴＧＣＣＡＧＣＴＣＣＴＣＡＡＧＡＣＡ ＧＧＣＴＡＴＡＣＣＡＧＧＣＴＧＣＡＧＡＣＧＴＴ
ＢｃｌｘＬ ＧＡＧＧＣＡＧＧＣＧＡＣＧＡＧＴＴＴＧＡＡＣ ＧＣＴＧＣＧＡＴＣＣＧＡＣＴＣＡＣＣＡＡＴＡＣ
ＮＩＫ ＧＣＴＧＣＧＡＴＣＣＧＡＣＴＣＡＣＣＡＡＴＡＣ ＧＣＴＧＣＧＡＴＣＣＧＡＣＴＣＡＣＣＡＡＴＡＣ
ＮＦκＢ ＧＡＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＣＣＴＣＴＡＣＡＣＡＴ ＣＣＣＣＡＡＧＡＧＴＣＧＴＣＣＡＧＧＴＣＡ
Ｃａｓｐａｓｅ３ ＧＡＧＴＡＧＡＴＧＧＴＴＴＧＡＧＣＣＴＧＡＧ ＴＧＣＣＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＴＡＧＡＡＣ
βａｃｔｉｎ ＧＧＣＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＣＣＴ ＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴ

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析细胞内的蛋白水平　取分别
经含有终浓度为０、１０和 ５０μｇ／Ｌ大黄酸的 ＲＰＭＩ
１６４０培养２４ｈ后的 ＯＣＩＬＹ８细胞，离心弃上清，用
ＰＢＳ洗涤细胞２次，每次均于４℃、１０００ｒ／ｍｉｎ条件
下离心５ｍｉｎ以回收细胞，完全弃上清后，用 ＲＩＰＡ
裂解液（强）裂解各组细胞１０ｓ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０
ｍｉｎ，回收上清。各上清中的细胞总蛋白用ＢＣＡ蛋白
浓度测定试剂盒定量后，以 ＧＡＰＤＨ为内参照，进行
ＢｃｌｘＬ、ＮＩＫ、ｐ５２、ＲＩＰ２、ＩκＢα、ｐ６５和 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白
的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。用 ＩｍａｇｅＪ软件进行各蛋白条
带的灰度检测。

２．６　抑瘤实验　取４周龄 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，并将其随
机分为６小组，每组１０只。待其适应环境 １周后，
在每只ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠腹肌沟皮下接种１×１０７的ＯＣＩ
ＬＹ８细胞０１ｍＬ，于肿瘤细胞接种２ｄ后，分别尾静
脉注射０、１、５、２５和１２５μｇ／ｋｇ大黄酸，其后每２ｄ
用药１次，在用药１５ｄ后处死小鼠，解剖剥离肿瘤组
织，称瘤重并记录，分析大黄酸的抑瘤效果。

３　统计学处理
所有数据均经 ＳＰＳＳ１７０软件统计分析。实验

数据以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，两组间比较
采用独立样本ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分
析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检
验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　细胞活力的检测结果
ＭＴＳ实验的检测结果表明，ＯＣＩＬＹ８细胞经２、

１０、５０和２５０μｇ／Ｌ的大黄酸作用后，其活力均受到
明显的抑制（Ｐ＜００１），且其受抑程度随着大黄酸用
药浓度和作用时间的增加越显著，见图１Ａ。Ｂ淋巴
细胞ＣＧＭ１的活力在大黄酸用药浓度低于５０μｇ／Ｌ
时未受影响，但当药物剂量达到２５０μｇ／Ｌ时，ＣＧＭ１
细胞的活力亦受到显著抑制（Ｐ＜００１），见图 １Ｂ。
因此后续实验选择１０μｇ／Ｌ和５０μｇ／Ｌ为药物作用
剂量来分析药物作用的分子机制。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｂｙＭＴＳａｓｓａｙ．ＯＣＩＬＹ８
（Ａ）ａｎｄＣＧＭ１（Ｂ）ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０～２５０
μｇ／Ｌｒｈｅｉｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１ｖｓ０μｇ／Ｌｇｒｏｕｐ．

图１　ＭＴＳ法检测细胞活力

２　流式细胞术检测细胞凋亡的结果
ＯＣＩＬＹ８细胞分别经１０μｇ／Ｌ和５０μｇ／Ｌ大黄

酸作用２４ｈ后，流式细胞术检测发现细胞凋亡率由
０μｇ／Ｌ组的 ０１３％ ±００５％增加到 １６７２％ ±
１０３％和２８２４％±１１４％，其凋亡水平随用药剂量
增加而增加（Ｐ＜００１）；而ＣＧＭ１细胞的凋亡水平未
受明显影响（Ｐ＞００５），见图２。
３　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色的结果观察

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色结果显示，在１０μｇ／Ｌ和５０
μｇ／Ｌ大黄酸作用下，部分 ＯＣＩＬＹ８细胞的核染色质
浓缩，核碎裂，出现凋亡小体，且发生凋亡核型改变的

细胞随用药剂量的增加而增加（Ｐ＜００１），见图３。该
结果与流式细胞术检测细胞凋亡的结果基本相符。
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Ｆｉｇｕｒｅ２．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓ０μｇ／Ｌｇｒｏｕｐ．
图２　流式细胞术检测细胞凋亡率的结果

４　ｑＰＣＲ检测结果
ｑＰＣＲ检测结果显示，５０μｇ／Ｌ大黄酸作用 ＯＣＩ

ＬＹ８细胞 ２４ｈ后，Ｒｉｐ２、ＢｃｌｘＬ、ＮＩＫ和 ＮＦκＢ的
ｍＲＮＡ水平均显著下降（Ｐ＜００１），而 ｃａｓｐａｓｅ３的
ｍＲＮＡ水平增长了近２倍（Ｐ＜００１），见图４。
５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与０μｇ／Ｌ对照组相
比，１０μｇ／Ｌ和５０μｇ／Ｌ大黄酸用药组ＯＣＩＬＹ８细胞
内ＲＩＰ２、ＮＩＫ、ｐ５２、ＢｃｌｘＬ、ｐｐ６５和 ｐＩκＢα蛋白水平
显著降低，而ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的蛋白水平显著上升
（Ｐ＜００１），且蛋白含量的改变与用药剂量相关，见

图５。
６　抑瘤实验的结果

大黄酸显著抑制了荷 ＤＬＢＣＬ小鼠肿瘤组织的
生长（Ｐ＜００１），且其抑制作用随大黄酸浓度的增加
而加强，见图６。但当用药剂量达到１２５μｇ／ｋｇ时，
于用药３ｄ后，动物开始出现死亡，当用药１５ｄ处死
时，虽然肿瘤组织显著减小，甚至有１只小鼠未发现
瘤组织，但小鼠死亡量已达到７只。因此，该药物２５
μｇ／ｋｇ剂量以下低浓度长期给药的方式适宜用于抗
ＤＬＢＣＬ治疗。
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Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２μｇ／Ｌｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓ０μｇ／Ｌｇｒｏｕｐ．
图３　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色结果

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｑＰＣＲ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３． Ｐ＜００１ｖｓ０μｇ／Ｌｇｒｏｕｐ．
图４　ｑＰＣＲ检测结果

讨　　论

蒽醌类化合物对多种肿瘤细胞的生长和增殖有

抑制作用，而大黄酸作为醌类化合物重要成员，它可

抑制恶性胶质瘤细胞侵入正常脑组织，我们推测该

药物可能对ＤＬＢＣＬ有一定的治疗作用，而本研究中
的ＭＳＴ实验也证实了此点。当 ＤＬＢＣＬ细胞株 ＯＣＩ
ＬＹ８经２～５０μｇ／Ｌ大黄酸作用后，细胞活力明显受
抑制，且当大黄酸浓度越大、作用时间越长，其抑制

作用越明显。同时 Ｈｏｅｃｈｓｔ染色和流式细胞术检测
证实，大黄酸可诱导ＯＣＩＬＹ８细胞凋亡，而抑瘤实验
也表明大黄酸可在体内抑制 ＤＬＢＣＬ肿瘤组织的生
长，这些均与Ｂｌａｃｈｅｒ等［１０］报道的大黄酸对多形性胶

质母细胞瘤抑制作用的研究结果相一致。此外，

ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果证实，ＯＣＩＬＹ８细胞
经大黄酸作用２４ｈ后，细胞内 ＮＦκＢ通路相关蛋白
及其通路下游的线粒体途径相关分子 ＮＩＫ、Ｒｉｐ２、
ｐ５２、ｐ６５和 ＢｃｌｘＬ的 ｍＲＮＡ和蛋白水平显著下调，
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Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓ０μｇ／Ｌｇｒｏｕｐ．
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ６．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｕｍｏｒｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．Ｍｅａｎ±

ＳＤ．ｎ＝１０．Ｐ＜００１ｖｓ０μｇ／ｋｇｇｒｏｕｐ．

图６　荷瘤小鼠抑瘤实验检测结果

ＩκＢα蛋白磷酸化水平显著降低，同时，凋亡的线粒体
内源途径相关蛋白ｃａｓｐａｓｅ３水平增加，ＢｃｌｘＬ下降，
由此猜测大黄酸通过ＮＦκＢ信号通路发挥作用。
　　ＮＦκＢ为一个转录因子蛋白家族，其成员包括
ｐ５０（ＮＦκＢ１）、ｐ５２（ＮＦκＢ２）、ｐ６５（ＮＦκＢ３）、Ｒｅｌ（ｃＲｅｌ）

和ＲｅｌＢ。在静息细胞中，这些蛋白质二聚化形成的
ＮＦκＢ常常与细胞质中的抑制因子（ＩκＢα、ＩκＢβ和
ＩκＢε）结合而失去活性。而 ＩκＢ激酶复合体（ＩＫＫ）
及其激活剂 ＮＩＫ则可激活 ＮＦκＢ，为肿瘤的增殖提
供生长环境，对肿瘤的发生和发展起促进作用［１１］。

当细胞受到细胞外信号刺激后，ＩＫＫ复合体活化，促
使ＩκＢ磷酸化，使 ＮＦκＢ暴露核定位位点。游离的
ＮＦκＢ迅速移位到细胞核，与特异性 κＢ序列结合，
促进ＢｃｌｘＬ和ＩＬ１等基因的表达。ＢｃｌｘＬ表达上调
后将抑制促凋亡因子Ｂａｘ移位插入线粒体外膜的功
能。而Ｂａｘ／Ｂｃｌ２为细胞凋亡信号的分子开关，其比
值的下降将使线粒体膜的通透性降低，抑制了细胞

色素 Ｃ的释放和 ｃａｓｐａｓｅ３的活化［１２］，细胞得以生

存。而当 ＩＬ１的表达水平增加后，ＩＬ１将与细胞膜
ＩＬ１Ｒ结合，并将通过经典途径调控 ＮＦκＢ，从而进
一步抑制细胞凋亡的发生［１３］。

在ＮＦκＢ信号通路中，ＲＩＰ２是决定细胞生存或
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死亡的双向功能适配器分子，为激发经典 ＮＦκＢ信
号通路的重要成员，ＲＩＰ２泛素化后可促进下游 ＩＫＫ
复合体形成和 ＮＦκＢ转录。因此，当大黄酸诱使
ＲＩＰ２表达下调后，ＩＫＫ复合体的形成和促ＩκＢα磷酸
化作用减弱，ＩκＢα降解量减少，从而最终游离入核的
ｐ６５／ｐ５２二聚体数量也相应减少，最终 ＯＣＩＬＹ８细
胞凋亡水平增加［１４］。ＮＩＫ为非经典 ＮＦκＢ信号通
路启动分子，并被认为是套细胞淋巴瘤治疗的新靶

点［１５］。当大黄酸促使 ＮＩＫ表达下降后，ｐ５２前体
（ｐ１００）被加工降解的比例也随之降低，转移到细胞
核中的 ｐ５２和 ｐ６５异二聚也相应减少［１６］，进而下调

了抗凋亡蛋白ＢｃｌｘＬ和 ＩＬ１的水平，进一步诱导了
ＯＣＩＬＹ８细胞凋亡。由此可以肯定，抑制 ＮＦκＢ信
号通路活化是大黄酸诱导 ＤＬＢＣＬ细胞 ＯＣＩＬＹ８凋
亡的重要机制。

　　综上所述，适当剂量的大黄酸可通过抑制 ＯＣＩ
ＬＹ８细胞ＮＦκＢ经典和非经典信号通路来抑制该细
胞的增殖活性，并激活细胞线粒体相关的内源凋亡

通路，引起该细胞的凋亡。本实验为 ＤＬＢＣＬ发病机
制的探索、疾病的早期诊断和治疗新药的研发提供

了实验依据。
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