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［摘　要］　目的　探讨白花蛇舌草注射液（ＨＤＩ）对多发性骨髓瘤（ＭＭ）细胞株ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６增殖抑制作用及机制。 方

法　将ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６细胞以１×１０６／ｍｌ的浓度接种于含１０％胎牛血清ＲＰＭＩ　１６４０培养液中，取对数生长期的细胞进行

实验。检测 ＨＤＩ对ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６抑制作用并筛选研究浓度；观察不同浓度 ＨＤＩ对ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６细胞凋亡、细胞周

期、细胞因子及细胞株相关基因ｍＲＮＡ表达的影响。 结果　筛选出０、２０、４０、６０μｌ／ｍｌ　ＨＤＩ作用于ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６细胞

株，ＨＤＩ可抑制ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６增殖，诱导ＲＰＭＩ　８２２６凋亡，且有Ｇ１／Ｓ期阻滞作用。ＨＤＩ可下调ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６上清

液血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）水平，且呈浓度依赖，同时上调ＲＰＭＩ　８２２６白细胞介素－６（ＩＬ－６）水平、下调 Ｕ２６６ＩＬ－６水平（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１）。经４０μｌ／ｍｌ　ＨＤＩ处理后，ＲＰＭＩ　８２２６及Ｕ２６６细胞株相关基因除Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－３外其余基因 ｍＲＮＡ表达

均有改变（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。 结论　ＨＤＩ可抑制 ＭＭ细胞株ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６增殖，其作用机制可能促进细胞凋亡、

阻滞细胞周期及改变细胞因子及细胞株相关基因ｍＲＮＡ表达有关，但途径不尽相同。
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　　多发性骨髓瘤（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）是浆
细胞异常克隆增生的恶性肿瘤，随着蛋白酶体抑制
剂、血管新生抑制剂的运用，临床疗效有所提高，然

ＭＭ起病隐匿、发病年龄偏大，故往往患者常规难
以耐受化疗，且难治、复发病例屡见不鲜。我们以

ＭＭ细胞株ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６为研究对象，探索白
花蛇舌草注射液（ＨＤＩ）抑制 ＭＭ 细胞株增殖的机
制，明确其作用靶点，同时比较 ＨＤＩ作用于两细胞
株之靶点异同，为临床应用提供佐证。

１　材料与方法

１．１　药品及细胞株

ＨＤＩ为吉林省通化振国药业有限公司产品，国
药准字 Ｚ２２０２２１０１，批 号：１１０７０２。ＲＰＭＩ　８２２６、

Ｕ２６６细胞株由浙江大学血液病研究所惠赠。

１．２　主要试剂

ＰＢＳ（杭州吉诺生物医药技术有限公司，批号

１２０４１００９）、ＲＰＭＩ　１６４０培养液（杭州吉诺生物医药
技术 有 限 公 司，１２０４１２０６）、胎 牛 血 清 （Ｇｉｂｃｏ，
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６２３３１１）、噻唑蓝（ＭＴＴ，Ａｍｒｅｓｃｏ，０４９０Ｃ０８６）、二甲
基亚砜（ＤＭＳＯ，Ｓｉｇｍａ进口分装）、细胞凋亡试剂盒
（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＰＩ，Ｂｉｏｕｎｉｑｕｅｒ，０１０５）、细胞周期试剂盒
（达文生物有限公司进口分装，１０Ｃ１００８Ａ）、ＣＤ４４流
式 抗 体 （ＦＩＴＣ　ａｎｔｉ－ｈｕｍａｎＣＤ４４，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，

Ｂ１３６０５８）、ＣＤ４９ｄ 流 式 抗 体 （ＰＥ　ａｎｔｉ－ｈｕｍａｎ
ＣＤ４９ｄ，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，Ｂ１４７１３８）、ＣＤ１０６流式抗体（ＰＥ
ａｎｔｉ－ｈｕｍａｎ　ＣＤ１０６，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，Ｂ１４４５４５）、ＣＤ１１ｂ流
式 抗 体 （ＰＥ　ａｎｔｉ－ｈｕｍａｎ　ＣＤ１１ｂ，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，

Ｂ１４６２１３）、ＦＩＴＣ流式抗体同型对照（ＦＩＴＣ　Ｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ１，κＩｓｏｔｙｐｅ，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，Ｂ１４４１７１）、ＰＥ流式抗体
同型 对 照 （ＰＥＭｏｕｓｅＩｇＧ１，κＩｓｏｔｙｐｅ，Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，

Ｂ１４５７５５）、白细胞介素－６（ＩＬ－６，达科为生物技术有
限公司，Ｅ１０６０－１２－０１）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ，
达科为生物技术有限公司，Ｅ１７３４－１２－０１）、白细胞介
素－１０（ＩＬ－１０，Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ａ８９５１３８）、干 扰 素－γ
（ＩＦＮ－γ，Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ａ２５８９０２）、肿瘤坏死因子－α
（ＴＮＦ－α，Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ａ５１０２３６）ＥＬＩＳＡ 试剂盒、

ＤＥＰＣ水（达文生物有限公司进口分装，ＷＤ３３２０９）、

Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，１３８２７３９）、ＲＮＡ 逆转录试剂盒
（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ? ＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ，Ｔａｋａｒａ，ＢＫ３８０１）、
荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒 （ＳＹＢＲ? Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ
ＴａｑＴＭ　ＩＩ，Ｔａｋａｒａ，ＢＫ５２０４），ＲＴ－ＰＣＲ引物（上海
生工生物有限公司）。

１．３　细胞培养
将ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６细胞以１×１０６／ｍｌ的浓

度接种于含１０％胎牛血清 ＲＰＭＩ　１６４０培养液中，
置于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养，每２～３天换液
１次。取对数生长期的细胞进行实验。

１．４　观察指标及方法
１．４．１　细胞抑制率　取ＨＤＩ原液，使用ＲＰＭＩ　１６４０
培养液进行稀释，取４０μｌ加入总体积２００μｌ体系，得
各组ＨＤＩ终浓度为８０、６０、４０、２０、１０、５μｌ／ｍｌ。每孔
总体积２００μｌ，其中含１０％胎牛血清、２０％ＨＤＩ　ＲＰＭＩ
１６４０稀释液、７０％１６４０培养液，同时设阳性对照组
（１０％胎牛清 ＲＰＭＩ　１６４０液加细胞）、阴性对照组
（１０％胎牛清ＲＰＭＩ　１６４０液不含细胞）。ＲＰＭＩ　８２２６、

Ｕ２６６细胞终浓度为５×１０４／ｍｌ，每组６个复孔接种于
９６孔板中，置于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养３天，加
入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ）２０μｌ，孵 育 ４ｈ，１　５００ｒ／ｍｉｎ 共
１５ｍｉｎ离心去上清，每孔加入１５０μｌ　ＤＭＳＯ，摇床上振
荡１０ｍｉｎ，于酶标仪上测定４９０ｎｍ处吸光度（Ａ）值，
取平均值，计算细胞抑制率，细胞抑制率＝１－（Ａ实
验－Ａ空白）／（Ａ对照－Ａ空白）

１．４．２　细胞凋亡　取对数期生长细胞，细胞调整至
７．５×１０４／ｍｌ，分设药物浓度为６０μｌ／ｍｌ、４０μｌ／ｍｌ、

２０μｌ／ｍｌ、０μｌ／ｍｌ组接种于６孔板。培养２４ｈ后，
按ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒步骤操作。各
组细胞用ＰＢＳ洗２遍，１×Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ调整细胞
至１×１０６／ｍｌ，吸取３００μｌ，加ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ　５μｌ、

ＰＩ　５μｌ，室温下避光孵育１５ｍｉｎ，１ｈ之内，用流式细
胞仪ＦＡＣＳｃａｎ检测凋亡率。

１．４．３　细胞周期　取对数期生长细胞，细胞调整至
７．５×１０４／ｍｌ，分设药物浓度为６０、４０、２０、０μｌ／ｍｌ
组接种于６孔板。培养２４ｈ后，按细胞周期试剂盒
步骤操作。各组细胞用ＰＢＳ洗２遍，ＤＮＡ　Ｓｔａｔｉｎ－
ｉｎｇ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ调整细胞至１×１０６／ｍｌ，吸取３００μｌ，加
ＰＩ　１０μｌ，室温下避光孵育３０ｍｉｎ，１ｈ之内，用流式
细胞仪ＦＡＣＳｃａｎ检测，并用 ＭｏｄＦｉｔ　ＬＴ软件分析
结果。

１．４．４　细胞因子　取对数期生长细胞，细胞调整至
１．０×１０５／ｍｌ，分设药物浓度为６０、４０、２０、０μｌ／ｍｌ
组接种于６孔板。培养７２ｈ后，收集细胞，１　５００ｒ／

ｍｉｎ共１０ｍｉｎ离心后收集上清液，按ＥＬＩＳＡ试剂盒
说明书检测上清液细胞因子ＩＬ－６、ＶＥＧＦ、ＩＬ－１０、

ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α浓度。

１．４．５　细胞株相关基因ｍＲＮＡ表达　取对数期生
长细胞，细胞调整至７．５×１０４／ｍｌ，分设药物浓度为
４０μｌ／ｍｌ、０μｌ／ｍｌ组接种于培养瓶。培养６ｈ后收
集细胞进行总ＲＮＡ提取，所提取的总ＲＮＡ经紫外
分光光度计测定２６０ｎｍ和２８０ｎｍ吸光度（Ａ）值及
总ＲＮＡ浓度，Ａ２６０／Ａ２８０在１．８０～２．２０之间者用
于ＲＴ－ＰＣＲ。参照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ? ＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ试
剂盒说明，使用条件３７℃１５ｍｉｎ、８５℃５ｓ进行逆转
录反应，随后在４℃放置１５ｍｉｎ后分装，－２０℃保存
备用。参照ＳＹＢＲ? Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑＴＭ　ＩＩ试剂盒
说明。将５０μｌ体系分为３个复孔，每孔含１０μｌ，加
入３８４孔板中，使用 ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ?７９００ＨＴ进行扩
增，９５℃３０ｓ预变性，９５℃５ｓ、６０℃３０ｓ共计４０个循
环ＰＣＲ反应。反应结束后得到扩增曲线和溶解曲
线，并进行结果分析。

１．５　统计学方法
使用ＳＰＳＳ　１９．０进行统计分析，数据采用均

数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，作单因素方差分析。

２　结果

２．１　不同浓度 ＨＤＩ对 ＭＭ 细胞株 ＲＰＭＩ　８２２６、

Ｕ２６６细胞抑制率的影响
表１示，ＨＤＩ对ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６细胞株的抑
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制作用呈浓度依赖，Ｕ２６６较ＲＰＭＩ　８２２６对 ＨＤＩ敏
感，ＲＰＭＩ　８２２６在药物浓度１０μｌ／ｍｌ以下时生长抑
制不明显（Ｐ＞０．０５），而药物浓度提升到２０μｌ／ｍｌ
时生长明显受抑制（Ｐ＜０．０１），而Ｕ２６６在药物浓度
为５μｌ／ｍｌ时生长明显受抑制（Ｐ＜０．０１）。据此结
果，选取０、２０、４０、６０μｌ／ｍｌ　４个浓度行进一步研究。

表１　不同浓度 ＨＤＩ对 ＭＭ细胞株ＲＰＭＩ　８２２６、

　　Ｕ２６６细胞抑制率的比较（％，珚ｘ±ｓ）

ＨＤＩ浓度（μｌ／ｍｌ） ＲＰＭＩ　８２２６抑制率 Ｕ２６６抑制率

８０　 ９５．１０±０．０２＊△▲＃●◇ ９４．５０±０．０２＊△▲＃●◇

６０　 ５６．８７±０．０１＊△▲＃● ８６．９７±０．０１＊△▲＃●

４０　 ３８．９０±０．０２＊△▲＃ ５９．７１±０．０１＊△▲＃

２０　 ５．３２±０．０１＊△▲ １０．３２±０．０４＊△▲

１０　 １．６０±０．０１　 ６．１０±０．０１＊

５　 ０．４１±０．００１　 ３．９８±０．０２＊

０ ０ ０

　　注：与０μｌ／ｍｌ比较，＊Ｐ＜０．０１；与５μｌ／ｍｌ比较，△Ｐ＜０．０１；与

１０μｌ／ｍｌ比较，▲Ｐ＜０．０１；与２０μｌ／ｍｌ比较，＃Ｐ＜０．０１；与４０μｌ／ｍｌ

比较，●Ｐ＜０．０１；与６０μｌ／ｍｌ比较，◇Ｐ＜０．０１

２．２　不同浓度 ＨＤＩ对 ＭＭ 细胞株 ＲＰＭＩ　８２２６、

Ｕ２６６细胞凋亡的影响
分别以０、２０、４０、６０μｌ／ｍｌ浓度 ＨＤＩ作用于

ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６细胞株２４ｈ后，ＲＰＭＩ　８２２６早期
凋亡率分别为 （３．２±２．３）％、（４．４±２．７）％、
（１１．３±１．９）％、（２３．１±２．２）％，４０、６０μｌ／ｍｌ浓度
与０、２０μｌ／ｍｌ比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
而Ｕ２６６早期凋亡率分别为（２．２±０．６）％、（３．１±
０．９）％、（７．７±１．０）％、（１１．４±２．１）％，４０、６０μｌ／

ｍｌ浓度与０、２０μｌ／ｍｌ浓度比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。提示ＨＤＩ可诱导ＲＰＭＩ　８２２６凋亡，且

呈浓度依赖，而对Ｕ２６６诱导凋亡率在１０％左右，故
认为诱导凋亡作用并不明显。

２．３　不同浓度 ＨＤＩ对 ＭＭ 细胞株 ＲＰＭＩ　８２２６、

Ｕ２６６细胞周期的影响
分别以０、２０、４０、６０μｌ／ｍｌ浓度 ＨＤＩ作用于

ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６细胞株２４ｈ后，ＲＰＭＩ　８２２６Ｇ１
期细胞比例分别为 ３６．８６％、４４．４０％、４７．８０％、

５２．６６％，故 ＨＤＩ对ＲＰＭＩ　８２２６有Ｇ１／Ｓ期阻滞作
用；Ｕ２６６Ｇ２期细胞比例分别为１５．１８％、６．５７％、

４．１９％、２．７２％，故 ＨＤＩ对Ｕ２６６细胞有Ｓ／Ｇ２期阻
滞作用。

２．４　不同浓度 ＨＤＩ对 ＭＭ 细胞株 ＲＰＭＩ　８２２６、

Ｕ２６６细胞因子水平的影响
表２示，经不同浓度 ＨＤＩ作用后，ＲＰＭＩ　８２２６上

清液ＶＥＧＦ含量降低、ＩＬ－６含量升高，且呈浓度依赖
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；而ＩＬ－１０、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α含量
无明显改变。表３示，Ｕ２６６上清液ＶＥＧＦ、ＩＬ－６含量
降低，且呈浓度依赖（Ｐ＜０．０１）；而ＩＬ－１０、ＩＦＮ－γ含量
无明显改变。４０μｌ／ｍｌ　ＨＤＩ作用 Ｕ２６６后ＴＮＦ－α水
平高于０、２０、６０μｌ／ｍｌ作用后（Ｐ＜０．０１）。

２．５　４０μｌ／ｍｌ　ＨＤＩ对ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６细胞株相
关基因ｍＲＮＡ表达影响
表４示，荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ中０μｌ／ｍｌ　ＨＤＩ为

对照，各基因值均为１。４０μｌ／ｍｌ　ＨＤＩ作用后，ＲＰ－
ＭＩ　８２２６Ｓｕｒｖｉｖｉｎ　ｍＲＮＡ显著下调（Ｐ＜０．０１），而

Ｂｃｌ－２、ＶＥＧＦ－Ａ、ＩＬ－６、ＲＥＬＡ （Ｐ６５）、ＳＴＡＴ３、

Ｎｏｔｃｈ１、ＥＲＫ１等基因的 ｍＲＮＡ 显著上调（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１），而Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－３、ｐ３８ＭＡＰＫ

表２　不同浓度 ＨＤＩ对ＲＰＭＩ　８２２６细胞株细胞因子水平影响（ｐｇ／ｍｌ，珚ｘ±ｓ）

ＨＤＩ浓度
（μｌ／ｍｌ）

ＩＬ－６ ＶＥＧＦ　 ＩＬ－１０ ＩＦＮ－γ ＴＮＦ－α

６０　 ５２．２６±２．６２＊△▲ ４１４．２４±１２．５２＊△△▲ ８．１９±０．４０　 ４．０４±０．２０　 ４４．６３±６．３５
４０　 １３１．６７±０．１１＊△△ ９７８．２３±２９．３５＊△ ８．９１±２．１９　 ４．２３±０．０９　 ４０．６４±６．４１
２０　 ６７．５８±３．１８＊ １１７８．７４±７４．１１＊ ８．６４±０．７５　 ４．０８±０．２１　 ３４．６９±７．５７
０　 ２６．０３±０．９５　 １３１５．７９±３４．４３　 ９．９９±３．４７　 ４．８２±０．５６　 ３３．１９±２．８２

　　注：与０μｌ／ｍｌ比较，＊Ｐ＜０．０１；与２０μｌ／ｍｌ比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１；与４０μｌ／ｍｌ比较，▲Ｐ＜０．０１

表３　不同浓度 ＨＤＩ对Ｕ２６６细胞株细胞因子水平影响（ｐｇ／ｍｌ，珚ｘ±ｓ）

ＨＤＩ浓度
（μｌ／ｍｌ）

ＩＬ－６ ＶＥＧＦ　 ＩＬ－１０ ＩＦＮ－γ ＴＮＦ－α

６０　 ５．８６±１．０３＊△▲ ３０．５７±８．５７＊△▲ １０．５６±２．３４　 ４．３３±０．０９　 ５６．９３±７．３０▲

４０　 １６．５１±１．５６＊△ １０４．１５±６．３２＊△ １１．３８±３．３７　 ４．１８±０．１４　 ２１４．８８±１５．８６＊△

２０　 ６０．１８±１．４６＊ １２５２．９４±２３．３９＊ ８．１８±０．７５　 ４．２２±０．１０　 ５１．４６±１．９３
０　 １６５．３７±９．６６　 １８７６．１９±９１．００　 １０．９３±３．４７　 ４．５４±０．０８　 ４８．２６±５．００

　　注：与０μｌ／ｍｌ比较，＊Ｐ＜０．０１；与２０μｌ／ｍｌ比较，△Ｐ＜０．０１；与４０μｌ／ｍｌ比较，▲Ｐ＜０．０１

·１２３１·２０１３年第１５期 中 医 杂 志



ｍＲＮＡ变化不明显（Ｐ＞０．０５）。Ｕ２６６Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ＩＬ－
６、ＲＥＬＡ（Ｐ６５）、Ｎｏｔｃｈ１、ＳＴＡＴ３、ｐ３８ＭＡＰＫ 等基
因 ｍＲＮＡ 显著下调（Ｐ＜０．０１），ＶＥＧＦ－Ａ、Ｂｃｌ－２
ｍＲＮＡ显著上调（Ｐ＜０．０１），Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－３、ＥＲＫ１
ｍＲＮＡ变化不明显（Ｐ＞０．０５）。

表４　４０μｌ／ｍｌ　ＨＤＩ对ＲＰＭＩ　８２２６、Ｕ２６６细胞株

　　相关基因ｍＲＮＡ表达影响（２－△△ＣＴ，珚ｘ±ｓ）

基因 ＲＰＭＩ　８２２６ Ｕ２６６

Ｂｃｌ－２　 １．３７±０．０６　 １．１９±０．０６
Ｂａｘ　 １．０９±０．１４　 ０．９８±０．０２

Ｃａｓｐａｓｅ－３　 １．１３±０．１１　 ０．９９±０．０１
Ｓｕｒｖｉｖｉｎ　 ０．７２±０．０５　 ０．６７±０．０５
ＶＥＧＦ－Ａ　 ４．５３±０．３８　 ３．８５±０．１４
ＩＬ－６　 ２．２６±０．３２　 ０．２７±０．０６

ＲＥＬＡ（Ｐ６５） １．３４±０．１０　 ０．８０±０．０３
ＳＴＡＴ３　 １．１６±０．０６　 ０．７６±０．０３
Ｎｏｔｃｈ１　 １．８３±０．１２　 ０．７７±０．０４

ｐ３８ＭＡＰＫ　 １．０１±０．０３　 ０．７８±０．０８
ＥＲＫ１　 １．８３±０．１２　 ０．９１±０．０３

３　讨论

ＭＭ属中医“骨痹”、“肾痹”、“血证”等范畴，病
位在骨髓，为本虚标实证，以肾脾肝三脏亏损为本，
毒蕴血瘀痰湿为标，肾虚毒蕴血瘀贯穿疾病始终，临
床证型变化较为复杂，以肾虚血瘀型最为多见，治疗
以补肾解毒、化痰逐瘀为大法。白花蛇舌草具清热
解毒、消痈散结、利水消肿功效，近年来其被用于的
治疗，现代研究发现其通过调控 Ｒａｓ、Ｃ－ｍｙｃ、Ｂｃｌ－２
等癌基因表达、抑制ｅＥＧＦＲ－Ｒａｓ－ＭＥＫ－ＥＲＫ通路
活性、增强免疫、使细胞内钙超载等途径发挥抗肿瘤
作用［１］。目前对该药的药理研究主要采用水提物或
醇提物、有效成分单体、注射液等几种形式，然不同
剂型有效成分的差异导致作用机制不尽相同，本研
究选取 ＨＤＩ为研究对象，前期研究发现其并不能诱
导白血病细胞株 ＨＬ－６０、Ｋ５６２、ＮＢ４早期凋亡［２－３］，
可能与该药水提或醇提物作用机制有一定差别

相关。

ＭＭ细胞株较多，ＲＰＭＩ　８２２６及 Ｕ２６６细胞株
最为常用，其中ＲＰＭＩ　８２２６属ＩｇＧ型 ＭＭ［４］，Ｕ２６６
属ＩｇＥ型 ＭＭ 且可自分泌ＩＬ－６，两者轻链均为λ
型。本研究发现，ＨＤＩ可抑制两细胞株的增殖，然
而其作用机制不尽相同，ＨＤＩ可以诱导ＲＰＭＩ　８２２６
细胞早期凋亡，且有一定Ｇ１／Ｓ期阻滞作用；而 ＨＤＩ
作用于Ｕ２６６后，并不能诱导其早期凋亡，６０μｌ／ｍｌ

ＨＤＩ作用以晚期或坏死为主，早期凋亡率始终不超
过１０％，且细胞周期以Ｓ／Ｇ２期阻滞为主。经ＲＴ－
ＰＣＲ分析，Ｓｕｒｖｉｖｉｎ　ｍＲＮＡ表达下调可能是两者共
同生长抑制的机制，Ｂｃｌ－２转录水平提高可能是共同
代偿性促生存途径，然而对Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－３分析发
现，Ｕ２６６经 ＨＤＩ作用后几乎没有转录水平的改变，
而ＲＰＭＩ　８２２６两者表达水平有一定上调趋势，倾向
于支持 ＨＤＩ抑制ＲＰＭＩ　８２２６增殖是通过诱导凋亡
实现 的。ＨＤＩ 可 以 下 调 Ｕ２６６ＲＥＬＡ、Ｎｏｔｃｈ１、

ＥＲＫ１、ｐ３８ＭＡＰＫ、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ水平，ＭＭ 患者
瘤细胞存在Ｎｏｔｃｈ、ＥＲＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ、ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３
等促增殖生存、抗凋亡通路的异常激活，故 ＨＤＩ可
能通过抑制此类信号通路激活进而抑制 Ｕ２６６细胞
增殖；而在ＲＰＭＩ　８２２６中得到相反的结果，ＲＥＬＡ、

Ｎｏｔｃｈ１、ＥＲＫ１、ｐ３８ＭＡＰＫ、ＳＴＡＴ３ｍＲＮＡ水平均
不同程度上调，可能成为另一代偿性促生存途径。

ＭＭ患者存在着细胞因子网络的异常，其中

ＩＬ－６是促 ＭＭ 细胞增殖最为关键的细胞因子，而

ＶＥＧＦ具有促血管新生及肿瘤细胞增殖的双重作
用，两者均可以通过自分泌、旁分泌途径发挥作用，

ＭＭ患者均高表达［５－６］。ＩＬ－１０可通过ＩＬ－６非依赖
途径促进 ＭＭ 细胞增殖；ＩＦＮ－γ则是抑增殖因子，
然并不影响ＩＬ－６分泌；ＴＮＦ－α亦是促增殖因子，三
者在 ＭＭ 发病中亦起部分作用，其表达存在异
常［６］。本研究发现经不同浓度 ＨＤＩ作用后，ＲＰＭＩ
８２２６、Ｕ２６６细胞株上清ＶＥＧＦ水平均降低，且呈浓
度依赖，然ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ水平表达增高，故ＨＤＩ对
下调ＶＥＧＦ表达并不在通过转录水平，可能通过降
低分泌、提高降解等途径实现；ＨＤＩ对于ＩＬ－６作用
具有相反的结果，ＨＤＩ可通过下调 Ｕ２６６ＩＬ－６ｍＲ－
ＮＡ表达降低上清ＩＬ－６水平，且呈浓度依赖，然而
可上调ＲＰＭＩ　８２２６ＩＬ－６基因的转录，进而提高上清

ＩＬ－６水平，且以４０μｌ／ｍｌ组最为显著，成为该细胞
株另一条代偿性促生存途径。ＨＤＩ对两细胞株上
清ＩＬ－１０、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α表达水平无影响，尤其是

ＩＬ－１０、ＩＦＮ－γ水平均在检测低限，可能和两者不存
在自分泌作用途径有关，而４０μｌ／ｍｌ　ＨＤＩ作用于

Ｕ２６６后出现ＴＮＦ－α的上调，其机制尚不明确。
由此可见，ＭＭ 的不同亚型存在较大的异质

性，对于同一药物的治疗反应及其机制亦有许多不
（下转第１３２６页）
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肿瘤坏死，肿瘤体积缩小以至减退，与机体免疫调节
系统变化有关［２０］。ＩＬ－６是一种多效应细胞因子，及
其受体系统在机体抗肿瘤中起重要作用，是反映机
体免疫功能的重要指标，它与恶性肿瘤的增殖、自身
免疫性疾病密切相关［２１］。本研究表明，灵芝合剂可
提高荷瘤小鼠血清的 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６含量，提示其可
能通过促进ＴＮＦ－α和ＩＬ－６分泌调节机体的免疫功
能，从而起到抗肿瘤作用。
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同之处，故临床应重视个体化的治疗。ＨＤＩ可以通
过多靶点抑制 ＭＭ 细胞株 ＲＰＭＩ８２２６及 Ｕ２６６的
增殖，然而同时也存在代偿性促生存途径激活，可能
导致耐药形成，疾病难治或复发，故临床主张联合用
药，使用可以靶向于 ＨＤＩ作用后代偿性促生存途径
的药物，起协同作用，发挥更好的疗效。
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