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去甲斑蝥素增强马法兰抗骨髓瘤作用机制研究 
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摘  要：目的  研究去甲斑蝥素联合马法兰对多发性骨髓瘤细胞增殖与凋亡的影响及其作用机制。方法  去甲斑蝥素单独或

联合马法兰给药后，MTT 法观察对人多发性骨髓瘤细胞 U266 株生长的抑制作用，流式细胞术检测细胞凋亡率，Western 
blotting 检测核因子-κB P65（NF-κB P65）、NF-κB 抑制因子 IκBα、磷酸化 IκBα（p-IκBα）、survivin、Bcl-2 和 Bax 蛋白表达的

影响。制备多发性骨髓瘤小鼠模型，观察去甲斑蝥素及其与马法兰联合给药对肿瘤生长的抑制作用。结果  去甲斑蝥素能增

强马法兰的细胞毒和诱导细胞凋亡作用。与马法兰单独给药组比较，联合给药组使 U266 细胞核 NF-κB P65 和胞浆 p-IκBα
的表达量分别由 1.13±0.08、0.83±0.08 降至 0.26±0.02、0.090±0.002；马法兰对 IκBα 的表达无影响，但去甲斑蝥素能促

进 IκBα的表达，二者合用能显著促进胞浆 IκBα的表达；与马法兰单独给药组比较，联合给药组 survivin 和 Bcl-2 的表达量

分别由 1.03±0.10、0.72±0.05 降至 0.52±0.04、0.06±0.01，而 Bax 由 0.29±0.03 升至 0.75±0.06。体内实验也证实去甲斑

蝥素能增强马法兰的抗肿瘤作用。结论  去甲斑蝥素通过抑制 NF-κB/p-IκBα途径，调节下游信号分子 survivin、Bcl-2 和 Bax
的表达，增强马法兰的抗骨髓瘤作用。 
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Study on effects and mechanisms of norcantharidin potentializing anti-myeloma 
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Abstract: Objective  To investigate the effects and mechanisms of norcantharidin (NCTD) combined with melphalan (Mel) on 
proliferation and apoptosis of multiple myeloma (MM) cells. Methods  Human MM cell line U266 cells were treated with NCTD 
alone or in combination with Mel. MTT and Annexin V/PI flow cytometry were used to determine the rates of cell viability and 
apoptosis. The protein expression of nuclear factor-κB P65 (NF-κB P65), NF-κB P65 inhibitor IkBα, phosphorylated IκBα (p-IκBα), 
survivin, Bcl-2, and Bax was determined by Western blotting. The model of mice with MM was established, and the inhibition of 
combination of NCTD and Mel on tumor growth was observed. Results  NCTD potentiated the cytotoxicity and pro-apoptotic effects 
induced by Mel. Compared with the group treated with Mel alone, the expression levels of NF-κB P65 in U266 nucleus and p-IκBα in 
cytoplasm in NCTD and Mel combination group decreased from 1.13 ± 0.08 and 0.83 ± 0.08 to 0.26 ± 0.02 and 0.090 ± 0.002, 
respectively. Mel showed no effect on IκBα expression, but NCTD could enhance its expression, and the combination of NCTD and 
Mel could obviously enhance the expression. The expression of survivin and Bcl-2 decreased from 1.03 ± 0.10 and 0.72 ± 0.05 to 
0.52 ± 0.04 and 0.06 ± 0.01, while the expression of Bax increased from 0.29 ± 0.03 to 0.75 ± 0.06 respectively. In vivo results also 
demonstrated that NCTD could increase the antitumor effects of Mel. Conclusion  The results suggest that NCTD could potentialize 
the anti-MM effects through inhibiting NF-κB/p-IκBα signal pathway and regulating the espression of survivin, Bcl-2, and Bax. 
Key words: norcantharidin; melphalan; multiple myeloma; drug synergism; nuclear factor-κB 

                                         
收稿日期：2012-04-21 
基金项目：河北省中医药管理局资助项目（2007136） 
作者简介：吕鸿雁（1974—），女，河北人，主治医师，硕士研究生，研究方向为多发性骨髓瘤的基础与临床。E-mail: hongyan74@163.com 
*通信作者  张金巧  Tel: 13313012865  E-mail: zhjq72@163.com 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 44 卷 第 2 期 2013 年 1 月 

   

• 204 • 

多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）是源

于浆细胞的血液系统恶性肿瘤，多见于 60 岁以上人

群。马法兰（melphalan，Mel）是治疗多发性骨髓

瘤的主要药物，但其主要副作用是干细胞损伤引起

的骨髓抑制和肾脏损害。虽然大剂量马法兰联合干

细胞移植进一步改善了患者的预后，然而大部分患

者最终产生耐药，耐药机制与诱导核因子 -κB
（NF-κB）活化有关[1]。因此寻找高效、低毒的抗骨

髓瘤药物具有重要的临床意义。 
去甲斑蝥素（norcantharidin，NCTD）是由斑

蝥素除去 1, 2 位甲基而得，结构改变后其毒副作用

明显降低而抗肿瘤活性增强，对肝癌、乳腺癌、结

肠癌等具有良好的抗肿瘤作用[2]。前期研究发现，

去甲斑蝥素有显著的抗骨髓瘤作用，并能增强阿霉

素的抗骨髓瘤作用，其机制与抑制骨髓瘤细胞

NF-κB 的表达和血管生成、阻滞细胞周期、诱导细

胞凋亡等有关[3-6]。因此推测去甲斑蝥素与马法兰有

协同抗肿瘤作用。本实验研究去甲斑蝥素联合马法

兰体外对多发性骨髓瘤细胞增殖与凋亡的影响及其

作用机制，并制备多发性骨髓瘤小鼠模型，观察去

甲斑蝥素及其与马法兰联合给药对肿瘤生长的抑制

作用。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

去甲斑蝥素（质量分数＞99%），Sigma 公司；

马法兰（100 mg/支），Calbiochem 公司。MTT，Sigma
公司；兔抗人 NF-κB p65、磷酸化 NF-κB p65
（p-NF-κB p65）、NF-κB 抑制蛋白 α（IκBα）、磷酸

化 IκBα（p-IκBα）、IκB 激酶 α（IKKα）单抗，Cell 
Signal 公司；兔抗人 survivin、Bcl-2、Bax、β-actin、
LaminB 单抗，Santa Cruz 公司；Annxein-V-PI 凋亡

检测试剂盒，北京创根胜泰生物科技有限公司。

PBS，自行配制，高压灭菌，4 ℃保存。 
1.2  细胞与动物 

人多发性骨髓瘤细胞株 U266，由北京大学第一

医院血液学实验室馈赠，常规培养于含 10%胎牛血

清的 PRMI 1640 培养液中。雄性 BALB/C nu/nu 小

鼠，SPF 级，购自中国协和医科大学肿瘤研究所，

合格证号 0225645。 
1.3  仪器 

MCO175 型 CO2 培养箱，日本三洋公司；2020D
数码凝胶成像系统，BINTA 公司；半干电转印仪，

美国 Bio-Rad 公司。 

2  方法 
2.1  MTT 法检测细胞增殖及联合给药效果的确定 

参照文献方法[5]，实验分为对照组，去甲斑蝥

素 2.5、5、10 μmol/L 组（溶于 PBS 中），马法兰 5、
10、20 μmol/L 组；去甲斑蝥素（2.5、5、10 μmol/L）
与马法兰（5、10、20 μmol/L）以 1∶2 比例联合给

药组。细胞加药后培养 72 h，MTT 法检测细胞增殖

抑制率。 
去甲斑蝥素和马法兰联合给药效果的确定采用

Chou[7]的等效应曲线法，采用 CalcuSyn v 2.0 药物

合用指数分析软件计算两种药物的联合系数（CI），
若 CI＜1，两药间的作用为协同，若 CI＝1，两药间

的作用为相加，若 CI＞1，两药间的作用为拮抗。

根据两种药物的浓度效应曲线构建 3 条等效线，3
条曲线包围的区域为效应相加区。当两药合用的观

察值落在相加区的左下方时，表明两药具有协同作

用；落在相加区时，表明两药具有相加作用；落在

相加区右上方时，表明两药具有拮抗作用。 
2.2  流式细胞仪检测细胞凋亡 

实验分为对照组、去甲斑蝥素（5 μmol/L）组、

马法兰（10 μmol/L）组、去甲斑蝥素 5 μmol/L＋马

法兰 10 μmol/L 联合给药组（简称联合给药组），细

胞加药后培养 24 h，按照 Annexin V/PI 细胞凋亡检

测试剂盒说明操作，流式细胞仪检测细胞凋亡。 
2.3  Western blotting 检测蛋白表达 

分组与给药同“2.2”项。细胞培养 24 h 后收集

细胞，加入预冷的细胞裂解液，Bradford 法分离、

测定蛋白，用 10%聚丙烯酰胺电泳分离蛋白，转移

至 PVDF 膜，加入适当稀释的一抗，4 ℃孵育过夜，

以 β-actin 作内参照。加入适当稀释的二抗，用 ECL
发光法检测目的条带的表达。结果以目的蛋白和

β-actin 或 Lamin B 的比值表示。 
2.4  体内抗多发性骨髓瘤实验 

BALB/C nu/nu 小鼠左侧背部皮内接种 2×106 
U266 细胞，待肿瘤体积长至 100 mm3时，将小鼠随

机分为 4 组，每组 5 只。对照组 ip 给予生理盐水 0.4 
mL，每周3次；去甲斑蝥素组 ip去甲斑蝥素20 mg/kg，
每周 3 次马法兰组 ip 马法兰 3 mg/kg，每周 1 次；联

合给药组 ip 去甲斑蝥素 20 mg/kg，每周 3 次，ip 马

法兰 3 mg/kg，每周 1 次，各组均连续给药 4 周。每

周测肿瘤体积（V）1 次，实验结束时计算抑瘤率。 
V＝2/3π r3（r 为肿瘤长宽高的均值） 

抑瘤率＝1－给药组平均瘤体积/对照组平均瘤体积 
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2.5  统计学分析 
各实验均独立重复 3 次，采用 SPSS 16.0 统计

软件处理，结果均以 ±x s 表示，组间比较用方差分

析，两两比较采用 LSD。 
3  结果 
3.1  对 U266 细胞增殖的影响 

去甲斑蝥素和马法兰均以浓度相关方式抑制

U266 细胞的生长，二者联合给药后抑制作用进一步

增强。去甲斑蝥素 2.5 μmol/L＋马法兰 5 μmol/L、5 
μmol/L＋10 μmol/L、10 μmol/L＋20 μmol/L 的 CI
值分别为 0.52、0.26、0.23。等效应线图法分析发现，

联合给药组的 ED50、ED75、ED90 值均处于在相加区

的左下方，提示去甲斑蝥素与马法兰联合给药为协

同作用。结果见图 1。 

 
图 1  去甲斑蝥素对马法兰抗骨髓瘤细胞增殖作用的影响量效曲线 (A) 和协同作用效应 (B) 曲线 ( ± = 3x s n, ) 

Fig. 1  Dose-effect (A) and synergism (B) curves of NCTD on Mel anti-myeloma proliferation ( ± = 3x s n, ) 

3.2  对 U266 细胞凋亡的影响 
对照组、去甲斑蝥素（5 μmol/L）组、马法兰、

（10 μmol/L）组、联合给药（5 μmol/L＋10 μmol/L）
组细胞凋亡率分别为（3.1±0.3）%、（12.7±1.5）%、

（15.4±3.1）%、（44.67±5.1）%，联合给药组的细

胞凋亡率显著高于其他各组（P＜0.05），提示去甲

斑蝥素能增强马法兰诱导细胞凋亡的作用。 
3.3  对 U266 细胞 NF-κB 信号通路的影响 

去甲斑蝥素能抑制胞核 NF-κB P65 蛋白的表

达，而马法兰促进 U266 胞核 NF-κB P65 蛋白的表

达；二者联合给药后，与马法兰组比较，NF-κB P65
蛋白表达显著降低（P＜0.05）。去甲斑蝥素、马法

兰及两药合用对胞浆 NF-κB P65 蛋白表达均无影

响。去甲斑蝥素抑制胞浆 p-IκBα蛋白的表达，而马

法兰能促进 p-IκBα蛋白表达；二者联合给药后，与

马法兰组比较，p-IκBα 蛋白表达显著降低（P＜

0.05）。马法兰 10 μmol/L 对胞浆 IκBα 蛋白表达无

影响，而去甲斑蝥素能促进 IκBα 的表达；二者合

用，显著促进 IκBα 表达，与马法兰组相比差异显

著（P＜0.05）。结果见表 1 和图 2。 
3.4  对 U266 细胞 survivin、Bcl-2 和 Bax 蛋白表达

的影响 
去甲斑蝥素和马法兰均能抑制 survivin、Bcl-2

表达，二者联合给药后，与马法兰组相比，survivin
和 Bcl-2 的表达显著降低（P＜0.05），而 Bax 表达

显著升高（P＜0.05）。结果见图 3 和表 2。 
3.5  对多发性骨髓移植瘤小鼠肿瘤生长的影响 

体内实验显示，去甲斑蝥素 20 mg/kg 和马法兰

3 mg/kg 均能抑制小鼠多发性骨髓移植瘤的生长，二

者联合给药后抑制作用进一步加强，三者的抑瘤率

依次为 41.1%、34.7%、71.8%，表明去甲斑蝥素与

马法兰联合给药具有协同抗肿瘤作用。结果见图 4。 

表 1  去甲斑蝥素与马法兰联合给药对 U266 细胞 NF-κB 信号通路蛋白表达的影响 ( ± = 3x s n, ) 
Table 1  Effect of NCTD and Mel combination on protein expression of NF-κB signal pathway in U266 cells ( ± = 3x s n, ) 

组  别 C / (μmol·L−1) 胞核 NF-κB P65 胞浆 NF-κB P65 IκBα p-IκBα 

对照  0.73±0.06 0.36±0.04 0.42±0.04 0.42±0.04 

马法兰  10 1.13±0.08* 0.41±0.05 0.53±0.05 0.83±0.08* 

去甲斑蝥素 5 0.50±0.05* 0.46±0.04 1.05±0.06* 0.16±0.01* 

马法兰＋去甲斑蝥素  10＋5 0.26±0.02*# 0.35±0.03 1.23±0.09*# 0.09±0.00*# 

与对照组比较：*P＜0.05；与马法兰组比较：#P＜0.05，下表、图同 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs Mel group, same as below 
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图 2  去甲斑蝥素与马法兰联合给药对NF-κB 信号通路的影响 
Fig. 2  Effect of NCTD and Mel combination 

on NF-κB signal pathway 

 

图 3  去甲斑蝥素与马法兰联合给药对 survivin、Bcl-2 和 
Bax 蛋白表达的影响  

Fig. 3  Effect of NCTD and Mel combination on protein 
expression of survivin, Bcl-2, and Bax  

表 2  去甲斑蝥素与马法兰联合给药对 U266 细胞 survivin、Bcl-2 和 Bax 蛋白表达的影响 ( ± = 3x s n, ) 
Table 2  Effect of NCTD and Mel combination on protein expression of survivin, Bcl-2, and Bax in U266 cells ( ± = 3x s n, ) 

组  别 C / (μmol·L−1) survivin Bcl-2 Bax 

对照  1.60±0.12 1.03±0.07 0.14±0.01 

马法兰  10 1.03±0.10* 0.72±0.05* 0.29±0.03* 

去甲斑蝥素 5 0.92±0.06* 0.16±0.01* 0.38±0.02* 

马法兰＋去甲斑蝥素  10＋5 0.52±0.04# 0.06±0.01# 0.75±0.06# 

 

 

图 4  去甲斑蝥素与马法兰联合给药对小鼠移植瘤 
肿瘤生长的影响 ( ± = 3x s n, ) 

Fig. 4  Effect of NCTD and Mel combination on growth  
of xenograft tumors in mice ( ± = 3x s n, ) 

4  讨论 
沙利度胺、雷利度胺、硼替佐米等新药的应用

和造血干细胞移植，很大程度上改善了多发性骨髓

瘤的预后，但多发性骨髓瘤目前仍是一种不可治愈

的疾病。马法兰虽有价格低廉、用药方便、患者依

从性好、早期可获得较好的疗效等优点，但易发生

耐药。去甲斑蝥素已成功地用于肝癌、乳腺癌、结

肠癌等肿瘤的治疗，笔者前期研究也证实去甲斑蝥

素在体内外对骨髓瘤细胞增殖均有抑制作用，并能

增强阿霉素的抗骨髓瘤作用。本实验发现去甲斑蝥

素在体内外均能增强马法兰的抗肿瘤作用，两药有

协同作用。 
NF-κB 在多发性骨髓瘤细胞增殖、存活以及耐

药等方面起重要作用，是多发性骨髓瘤治疗的重要

靶点和骨髓瘤细胞耐药的机制之一[8-10]。NF-κB 调

节细胞周期蛋白 CyclinD1、IL-6 以及基质细胞黏附

分子等的表达，同时多发性骨髓瘤患者体内调控

NF-κB 活化的基因，如 TRAF2、TRAF3、CYLD、

NIK 等存在变异，导致 NF-κB 持续激活。硼替佐米、

沙利度胺的作用机制均与抑制 NF-κB 有关，对马法

兰的耐药机制也与诱导 NF-κB 活化有关[6]。本实验

结果也显示马法兰组细胞核 NF-κB P65 的表达高于

对照组；而去甲斑蝥素可以抑制 NF-κB 的活性，与

马法兰联合给药后，能抑制马法兰诱导的 NF-κB 活

化，这可能是两药联合应用的机制之一。 
静止细胞中 NF-κB 和其抑制性因子 IκBα 以无

活性的形式存在。胞浆中的 IκBα 与 NF-κB 结合后
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使 NF-κB 无法进入核内，转录功能受抑制。当细胞

受活化刺激后，IκBα末端的丝氨酸残基发生磷酸化

和泛素化，复合物解离，释放出游离的 NF-κB 得以

进入细胞核，启动转录调控。本实验结果显示，去

甲斑蝥素和马法兰联合给药组胞核 NF-κB P65 和胞

浆 p-IκBα蛋白表达低于对照组和马法兰组，而胞浆

IκBα蛋白水平高于对照组和马法兰组，表明去甲斑

蝥素通过抑制马法兰诱导的 IκBα 的磷酸化，促进

胞浆 IκBα表达，进而抑制马法兰引起的 NF-κB P65
胞核内转化，抑制 NF-κB P65 活化。 

Bcl-2 多分布在增殖细胞，其过度表达可抑制细

胞凋亡；而 Bax 则倾向分布在终末分化细胞，其过

度表达可促进细胞凋亡[11]；Survivin 是凋亡相关蛋

白家族中作用最强的一个，具有促进细胞增殖和抑

制细胞凋亡的作用[12]。上述因子均与多发性骨髓瘤

的耐药及细胞凋亡减少有关[13-14]，它们的表达均受

NF-κB 调控。本研究发现去甲斑蝥素与马法兰联合

给药后进一步抑制 survivin 和 Bcl-2 的表达，促进

Bax 的表达，提示去甲斑蝥素通过调节 NF-κB 下游

信号分子 survivin、Bcl-2、Bax 的表达而增强细胞

对马法兰的化疗敏感性。 
总之，去甲斑蝥素可以增强马法兰的敏感性，

其作用机制与下调马法兰引起的 NF-κB 活化及调

节 NF-κB 下游的信号分子 survivin、Bcl-2、Bax 等

的表达有关。这为开展去甲斑蝥素单独或联合其他

药物治疗难治性或复发多发性骨髓瘤的临床研究提

供了实验依据。 
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