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研究多发性骨髓瘤"

99

#细胞中
[

细胞活化因子"

[8OO

#及
[

细胞成熟抗原"

[798

#的表达及作用!

]Yb

信

号通路的表达及活化情况!探讨
]Yb

信号通路活化与
[798

表达间的相互作用$方法
!

采用实时荧光定量"

c4@

#

!

聚合酶链式

反应"

674

#检测
99

患者及健康对照者单核细胞"

6[97/

#中
[8OO

及其受体
[798

&

@87W

&

[8OO!4

的表达$采用
.%/$%0&

[23$

方法检测
99

细胞中
[798

蛋白的表达及信号通路蛋白
T4b

&

B

!T4b

&

]Yb

&

B

!]Yb

&

B

-*

及
B

!

B

-*

的表达及活化情况%采用

.R@!:

法检测
99

细胞的增殖与存活$结果
!

99

患者
6[97/

中
[8OO

及
[798

的表达显著高于健康对照者$人
[8OO

重

组体"

0C[8OO

#促进
99

细胞的增殖!

R'![798

可抑制
0C[8OO

对
99

细胞的增殖作用$除了
T4b

&

]Yb

及
B

-*

的表达外!

99

细胞中还有活化蛋白
B

!]Yb

的表达$

R'![798

可下调
B

!]Yb

的表达!

]Yb

信号通路抑制剂可下调
B

!]Yb

及
[798

的表达$

结论
!

99

细胞中!

[8OO

通过
[798

促进
99

细胞增殖$

]Yb

信号通路活化与
[798

表达相互作用!共同促进
99

细胞的

增殖与存活$
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多发性骨髓瘤$

99

%是常见的
[

细胞恶性肿瘤#以骨髓中

异常浆细胞的过度增生*骨损伤及免疫缺陷为特征)尽管近年

来
99

的治疗取得了显著进步#但其平均
(

年存活率及
:,

年

存活率仅为
-)U

及
-U

#仍然不可能完全治愈
99

)研究证

实#细胞因子白细胞介素$

WM

%

!=

*

WM!:,

*干扰素$

WYO

%

!

%

*

[

细胞

活化因子$

[8OO

%等促进
99

细胞生长及介导细胞耐药'

:!)

(

#

且
[8OO

的表达影响
99

细胞的存活*增殖*转移及耐药'

-

(

)

[8OO

是肿瘤坏死因子$

@YO

%超家族的成员之一#属
*

型

跨膜蛋白#通过与
[

细胞成熟抗原$

[798

%*穿膜蛋白活化物

$

@87W

%*

[8OO

受体$

[8OO!4

%结合来调节
[

细胞的活化*增

生和分泌'

+!(

(

)异常的
[8OO

表达可调节
99

细胞的增殖#表

明其受体在促进肿瘤生长的过程中发挥一定作用)有研究报

道#

[8OO!4

是
[

细胞发生及存活的主要受体#

@87W

在调节
[

细胞稳态及自身免疫方面起重要负调控作用#而
99

标本中

[798

的持续表达表明
[798

可作为调控恶性浆细胞促存活

途径的主要受体)将上述分子作为治疗肿瘤$包括
99

%的潜

在靶点#极大地引起了研究者们的兴趣)抗
[8OO

抗体*

@87W!O"

及
[4-!O"

在自身免疫性疾病和
[

细胞恶性肿瘤中

的作用仍需进一步临床试验评估&同时#破坏
[798

免疫球蛋

白
O"

段或
[798

抗体也被认为是一种控制恶性肿瘤的治疗

策略#但目前仍不可能完全治愈
[

细胞恶性肿瘤)有研究表

明#

[8OO

与
[798

或
@87W

结合后#可激活不同信号通路#如

YO!

(

[

*

B

-*986b

及
]Yb

信号通路)尽管信号通路活化和

[798

表达在细胞存活与增殖中都有重要作用#但在
99

细

胞中两者是否存在相互作用及其作用机制仍不清楚)

本试验拟研究
99

细胞中
[798

表达及
]Yb

信号通路活化

情况#初步探讨
]Yb

信号通路与
[798

表达间的相互关系#进一

步明确
99

细胞发生发展机制#为
99

的治疗提供新思路)

B

!

资料与方法

B;B

!

一般资料
!

选取南通大学附属医院收治的
99

患者
:*

+

?::-

+

国际检验医学杂志
),:=

年
::

月第
-?

卷第
))

期
!

W&$]M#19%F

!

Y3K;),:=

!

3̂2;-?

!

Y3;))



例#平均年龄为$

=,;,_:,;,

%岁)所有患者均符合
99

诊断

标准)患者主要特征为骨痛*疲乏*浆细胞浸润*感染和肾功能

受损#均排除类风湿关节炎$

48

%*中枢神经系统疾病*糖尿病

等疾病)健康对照者
)-

例)收集外周血
-5M

#采用
O'"322

淋

巴细胞分离液分离单核细胞$

6[97/

%#

g*,\

保存备用)

B;C

!

仪器与试剂
!

采用人重组
[8OO

$

0C[8OO

#美国
4lS

公

司%#

]Yb

信号通路特异性抑制剂
R6=,,:)(

$美国
R'

G

5#

公

司%#

[8OO

抗体*

[798

抗体 $美国
4

!

S

公司%#兔抗
T4b

抗体*兔抗磷酸化
T4b

抗体*兔抗
B

-*

抗体*兔抗磷酸化
B

-*

抗体*兔抗
]Yb

抗体*兔抗磷酸化
]Yb

抗体$美国
7%22R'

G

&#2

公司%#

!

!8"$'&

抗体$美国
R8Y@874Pd

公司%#

@4WX32

$

W&!

K'$03

G

%&

公司%#山羊抗兔
W

G

L

$

aQM

%#山羊抗鼠
W

G

L

$

aQM

%#

[%

I

3T7M62E/

$超敏
T7M

化学发光试剂盒%#

.R@!:

细胞增殖

及细胞毒性检测试剂盒$碧云天%)

B;D

!

细胞培养
!

采用
469W:=+,

完全培养基'

469W:=+,

基

础培养基
Q:,U

胎牛血清$

O[R

%

Q:U

青霉素*链霉素及谷氨

酰胺(#

-?\

*

(U7h

)

条件下培养人
99

细胞株
P)==

)

)

周

后培养基中需补充
:U),,5532

"

M

谷氨酰胺)

B;E

!

荧光定量$

c4@

%

!

聚合酶链式反应$

674

%

!

用
@4WX32

法

提取细胞总
4Y8

#并用紫外分光光度仪测定总
4Y8

水平)

分别取等量
4Y8

以逆转录试剂盒逆转合成
"SY8

#以
"SY8

为模板#进行
674

扩增)

[8OO

引物序列!上游引物
(̀!@L@

7877L7 LLL 87@ L88 88@7@!-̀

#下游引物
(̀!@L@

7@L788@78L@@L788L78L@!-̀

&

[8OO!4

上游引物

(̀!7@@@7@LLL8778LL7@8877!-̀

#下游引物
(̀!@@7

88LLL7@L@788 8L8@LL@!-̀

&

[798

上游引物
(̀!

L78@788L8L788877L88LL!-̀

#下游引物
(̀!@7@

8@7@77L@8L787@7888 L7!-̀

&

@87W

上游引物
(̀!

L7@L88L7@L8L@L78L8@78!-̀

#下游引物
(̀!777

@7@@7@@L8LL88L78LL!-̀

)同时以甘油醛
!-!

磷酸脱

氢酶$

L86Sa

%作为内参照进行扩增)

L86Sa

上游引物
(̀!

@L7@L@ @7@ L87@LL 8L@ @L!-̀

#下游引物
(̀!L7@

L@7@@L7@L77@787!-̀

)反应终体积
),

"

M

中#

:,

"

M

RZ[4L0%%&

)

5'A

$

43A

%#

-

"

M"SY8

#上下游引物各
,;(

"

M

)反应条件!

<(\

预变性
:,5'&

#随后
<(\:(/

*

=,\:(

/

*

?)\-:/

#重复
+,

个循环)

B;I

!

.R@!:

细胞增殖检测
!

收集对数生长期
P)==

细胞#调

节细胞密度#加入
<=

孔板#每孔加入约
-,,,

个细胞#再加入

一定体积干预物质#每孔补加培养基至
:,,

"

M

)每孔加入
:,

"

M.R@

溶液#培养
)C

后#用酶标仪以
+(,&5

$

=(,&5

参考%

波长测量各孔的吸光度值)每组设定
-

个复孔)重复试验
-

次#取其均值)

B;J

!

.%/$%0&[23$

!

分别提取细胞总蛋白#

[78

法测定蛋白

水平#根据标准曲线计算出蛋白水平)取
(,

"

G

总蛋白进行

:(,

G

"

MRSR!

聚丙烯酰胺凝胶电泳#并在恒流
-,,58

下
:),

5'&

将蛋白从
RSR!68LT

凝胶转至
6̂ SO

膜)

(,

G

"

M

的脱脂

奶粉"
@[R@

液封闭)一抗
]Yb

*

B

!]Yb

*

T4b

*

B

!T4b

*

B

-*

*

B

!

B

-*

*

[8OO

*

[798

及
!

!#"$'&

抗体
+\

孵育过夜)加二抗$山

羊抗兔
W

G

L

或山羊抗鼠
W

G

L

%#室温孵育
)C

#用增强化学发光

$

T7M

%进行显影)

B;U

!

细胞转染
!

转染前
:F

#收集对数生长期的细胞#以
:N

:,

=

"

5M

细胞密度接种于六孔板内#每孔接种
)5M

)培养至细

胞融合度为
?,U

#

*,U

)

[798!R'4Y8

或非特异性
R'4Y8

与转染试剂混合#轻柔混匀#室温放置
),5'&

)将转染混合物

以
+,&532

"

M

水平加入到细胞悬液内#前后摇晃孔板#轻轻混

匀)细胞于
7h

)

培养箱中
-?\

温育
*C

后更换培养基#继续

培养
+*C

#再进行转染后的其他检测步骤)

B;V

!

统计学处理
!

采用
R6RR):;,

统计软件#计量资料以
H_

5

表示#组间比较采用
?

检验#以
I

$

,;,(

表示差异有统计学

意义)

C

!

结
!!

果

C;B

!

[8OO

及其受体在
99

细胞株及
99

患者细胞中的表

达
!

收取
99

患者及健康对照者
6[97/

提取总
4Y8

及总蛋

白#

c4@!674

试验结果#见表
:

)

:*

例
99

患者
6[97/

中

[8OO

*

[798

的表达$

:;(:_,;)+

*

:;):_,;:(

%显著高于
)-

例健康对照者$

,;?+_,;),

*

,;?,_,;,*

%#

.%/$%0&[23$

检测

总蛋白结果显示
99

患者
6[97/

及
99

细胞株
P)==

细胞

中
[798

的表达显著高于健康对照者#见图
:

)结果表明
99

细胞中
[8OO

和
[798

均高表达#因此#笔者后续试验着重于

两者异常表达对
99

细胞的作用及其相互作用)

表
:

!!

6[97/

中
[8OO

及其受体的表达$

H_5

%

项目
& [8OO [798 @87W [8OO!4

健康对照者
)- ,;?+_,;), ,;?,_,;,* ,;=<_,;,= ,;?*_,;):

99

患者
:* :;(:_,;)+

-

:;):_,;:(

-

,;()_,;:(

-

:;?)_,;:-

-

!!

注!与健康对照者比较#

-

I

$

,;,(

)

!!

注!采用
.%/$%0&[23$

#

6

为
99

患者#

Y

为健康对照者)

图
:

!!

99

患者及健康对照者
6[97/

和
P)==

细胞

中
[798

的表达

C;C

!

[8OO

通过
[798

促进
99

细胞生长
!

为进一步明确

[8OO

及
[798

对
99

细胞生长的作用#笔者分别用
0C!

[8OO

和
[798!R'4Y8

干预后行
.R@!:

细胞增殖试验#结果

显示!随着
0C[8OO

水平的增加$

(,

*

:,,

*

),,

*

+,,&

G

"

5M

%#

P)==

细胞的增殖显著增加#见图
)8

)不同
[798!R'4Y8

转

染
P)==

细胞筛选出最有效的
R'4Y8

$即
R'!-<)

%用于后续试

验#见图
)[

)

0C[8OO

和
R'!-<)

共同干预
P)==

细胞#

.R@!:

细胞增殖试验结果显示#

R'!-<)

可抑制
0C[8OO

的促增殖作

用#见图
)7

)

0C[8OO

和
R'!-<)

干预后提取总蛋白#

.%/$%0&

[23$

检测
["2!)

和
[#A

蛋白表达#结果显示!

0C[8OO

能上调

["2!)

蛋白的表达#下调
[#A

蛋白的表达#而
R'!-<)

能抑制
0C!

[8OO

上述作用#见图
)S

)结果表明#

[8OO

通过
[798

促进

99

细胞生长#抑制细胞凋亡)

C;D

!

99

细胞中
[8OO

及
[798

参与的信号通路
!

有研究

报道#

99

细胞中
YO!

(

[

通路的活化介导了
[8OO

促存活*增

殖*分化和转移)笔者前期研究发现#

0C[8OO

可诱导
YO!

(

[

活化增加'

=

(

)为研究
99

细胞中
0C[8OO

对
986b

信号通

路蛋白表达与活化情况的影响#

0C[8OO

干预后收集
P)==

细

胞提取总蛋白)

.%/$%0&[23$

结果显示#随着
0C[8OO

水平增

加#

T4b

*

]Yb

*

B

-*

及活化蛋白
B

!]Yb

的表达上调#未见
B

!

B

-*

及
B

!T4b

的表达#见图
-8

)上述结果表明#

99

细胞中有

+

*::-

+
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年
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期
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]Yb

信号通路的活化#且
0C[8OO

可诱导
]Yb

信号通路的活

化)

0C[8OO

和"或
R'!-<)

干预
P)==

细胞后行
.%/$%0&[23$

#

结果显示
0C[8OO

可上调
B

!]Yb

的表达#

R'!-<)

可下调
B

!]Yb

的表达#且
R'!-<)

可部分抑制
0C[8OO

对
B

!]Yb

的上调作用#

如图
-[

)上述结果表明#

[8OO

及
[798

均可诱导
]Yb

信号

通路的活化#且
[8OO

诱导
]Yb

活化的作用具有
[798

依赖性)

!!

注!

8

为
.R@!:

细胞增殖试验检测不同水平
0C[8OO

对
P)==

细

胞增殖的影响&

[

为
c4@!674

筛选最有效的
[798

沉默基因&

7

为

.R@!:

细胞增殖试验检测
0C[8OO

及
/'!-<)

对
P)==

细胞增殖的影

响&

S

为
.%/$%0&[23$

检测
0C[8OO

及
/'!-<)

对
P)==

中凋亡蛋白及抗

凋亡蛋白的影响&

"

I

$

,;,(

)

图
)

!!

[8OO

通过
[798

诱导细胞的生长

图
-

!!

[8OO

通过
[798

诱导
]Yb

信号通路的活化

!!

注!

8

为
.%/$%0&[23$

检测不同水平
R6=,,:)(

对
B

!]Yb

蛋白表达的

影响&

[

为
c4@!674

检测
R6=,,:)(

对
[798

基因表达的影响&

7

为

.%/$%0&[23$

检测检测
R6=,,:)(

对
[798

蛋白表达的影响&

"

I

$

,;,(

)

图
+

!!

99

细胞中
]Yb

信号通路调节
[798

的表达

C;E

!

]Yb

信号通路调节
[798

的表达
!

不同水平的
]Yb

信

号通路抑制剂
R6=,,:(

$

:,

*

),

*

+,

*

*,

"

9

%作用于
P)==

细胞#

+*C

后提取总
4Y8

和总蛋白)

.%/$%0&[23$

结果显示#随着

抑制剂
R6=,,:(

水平的增加#

B

!]Yb

的表达逐渐下降#

]Yb

通

路活化显著受抑制#见图
+8

)

c4@!674

及
.%/$%0&[23$

检测

[798

表达#结果均显示#随着抑制剂
R6=,,:(

水平的增加#

[798

的表达逐渐减低#见图
+[

*

+7

)结果表明#

]Yb

通路活

化可调节
[798

表达#

]Yb

通路活化与
[798

表达呈正

相关)

D

!

讨
!!

论

!!

99

是骨髓内浆细胞异常增生的一种恶性肿瘤#由于骨

髓中有大量异常浆细胞增殖#引起溶骨性破坏#临床主要表现

为贫血*骨痛等'

?

(

)尽管初始化疗药物对大多数
99

患者有

一定疗效#但最后几乎所有患者由于药物耐受而复发)预计从

),:,

年到
),-,

年#

99

复发患者将增长
(?U

#故寻找有效治

疗措施成为未来医学界的主要奋斗目标'

*

(

)有文献报道#

[8OO

可调控恶性
[

细胞的增殖#

[8OO

及其受体参与了
99

的存活*分化与增殖#在
99

的病理生理中发挥重要作用)也

有研究发现#可溶性
[798

在骨髓瘤患者中高表达#其表达高

低与患者疾病进展及预后具有相关性)除此之外#有报道称

[798

可诱导霍奇金淋巴瘤细胞的存活与增殖'

<

(

)上述所有

结果表明#

[8OO![798

轴在
[

细胞肿瘤的细胞生理中至关

重要)

尽管临床前试验及早期临床试验表明#某些单克隆抗体可

作为治疗
99

的潜在靶点'

:,!::

(

#但是否有明确临床效果仍未

见报道)故寻求对
99

有效的新免疫学疗法依然重要)在前

期研究中#笔者发现
99

患者
6[97/

和
P)==

细胞系中

[8OO

及
[798

高表达并促进细胞增殖)本研究结果显示#

0C[8OO

可上调
P)==

细胞的增殖和抗凋亡蛋白
["2!)

的表达#

而
R'!-<)

沉默
[798

表达后#可抵消
0C[8OO

的上调作用#结

果表明
[8OO

通过
[798

促进
99

细胞的增殖)

[8OO

可活化经典及非经典
YO!

(

[

通路*

]Yb

信号通路

等#上述通路的活化可促进
99

细胞的存活与增殖'

<

#

:)

(

)

[8OO

与
[798

*

@87W

或
[8OO!4

的结合可活化经典及非经

典
YO!

(

[

通路#进而上调抗凋亡蛋白表达#下调凋亡蛋白表

达)本研究中#笔者采用
P)==

细胞筛选通路活化蛋白表达#

结果显示
B

!]Yb

表达即
99

细胞中有
]Yb

信号通路活化)

随后#笔者经
.%/$%0&[23$

验证了
]Yb

信号通路活化对
99

细胞增殖的作用及对
[798

表达的影响#即
]Yb

信号通路活

化可促进
99

细胞增殖#抑制
]Yb

信号通路活化可下调
[7!

98

的表达)笔者以
0C[8OO

及
[798

的
R'!-<)

干预
P)==

细胞后#采用
.%/$%0&[23$

检测
B

!]Yb

的表达#结果显示
0C!

[8OO

上调
B

!]Yb

的表达#

R'!-<)

可抑制
0C[8OO

对
B

!]Yb

的

上调作用)上述结果表明
[798

参与了
]Yb

信号通路的活

化#

[8OO

通过
[798

活化
]Yb

信号通路)由于
]Yb

信号通

路活化和
[798

表达都可促进
99

细胞的存活与增殖#且彼

此相互影响#所以笔者有理由认为#

]Yb

信号通路活化和
[7!

98

表达间可形成正反馈回路#共同促进
99

细胞的存活与

增殖)

本研究发现#在
99

中有
]Yb

信号通路活化和
[798

表

达#且
]Yb

信号通路活化可上调
[798

表达#沉默
[798

表

达可抑制
]Yb

信号通路活化)

]Yb

信号通路活化和
[798

表达相互影响#共同促进
99

细胞的存活与增殖)本研究初

步探讨了
]Yb

信号通路*

[798

及
99-

者$下转第
-:))
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胞内叶酸吸收*转运*和代谢产生作用#进而可能影响胎儿正常

的组织发育'

<

(

)裴丽君等'

:,

(研究发现#当胎儿携带有
0D":

GG

突变基因型且母体不能利用补充的叶酸时#胎儿患神经管缺陷

的风险性增加)本研究中#

9@448==L

和
4O7:8*,L

基因

多态性在唐氏高*低危组中的分布比较差异无统计学意义

$

I

%

,;,(

%#可能不是唐氏风险的高危因素)

综上所述#叶酸代谢基因单独突变可以成为唐氏综合征的

高风险因素#不同基因间的协同突变可能也是引起唐氏综合征

高风险的危险因素)本研究通过对孕中期妇女叶酸代谢基因

的联合检测#采用
M3

G

'/$'"

回归进行基因与唐氏综合征高风险

的相关分析#初步筛选出相关突变基因#为孕妇根据基因型进

行合理个体化叶酸补充提供理论依据#对降低唐氏综合征高危

风险性起到一定作用)
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