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者更大剂量的培养细胞可缩短中性粒细胞缺乏的时

间r7]。研究显示体外培养获得的中性粒细胞是有生

理功能的r8]。“生产”用于增加造血恢复细胞的争论

焦点在于是否能“生产”出有益于临床适合数量的细

胞。并且，维持这一数量的最佳方法是应该持续地产

生成熟的细胞，而不是一次大量地输入成熟细胞。所

以，目前人们仍在努力探索提高中性粒细胞“生产”

量的方案。本室多年来一直关注中医药，尤其是

TSPG对血发生的影响，研究表明：TSPG是人参促

进造血的主要成分。对于TSPG能否促进CFU—

GM的增殖，文献报道结论各异。黄干等[13认为

TSPG对小鼠CFU—GM的集落产率无明显影响；

但王勇等[93同样以小鼠为实验对象，却表明TSPG

对CFU—GM的刺激作用与剂量有关，TSPG在3

,ug／mL时对CF．U—GM的增殖的影响不明显，而当

质量浓度增高到20 pg／mL时，CFU—GM的集落产

率明显提高；高瑞兰等E10]研究表明，人参皂苷能刺

激正常人和再障患者CFU—GM增殖；王莎莉等[3]

实验结果表明：在有外源性HGF(IL一3、Epo、GM—

CSF)存在的条件下，TSPG(20～100／19／mL)在

体外对人骨髓CFU—GM的增殖有显著促进作用，

经TSPG(50／-g／mL)诱导制备的人骨髓基质细

胞、胸腺细胞、脾细胞、血管内皮细胞、单核细胞培养

上清液同样可以促进CFU—GM的增殖，并且从调

控机制上进行了探讨，推测TSPG可通过直接和／或

间接途径刺激人骨髓细胞合成GM—CSFRa，使细胞

膜表面的GM—CSFRa数量增加，结合更多的GM—

CSF，还可以直接和／或间接地促进GM—CSFR(x和

Shc可逆磷酸化，从而调控GM—CSFR介导的信号

转导过程，最终促进CFU—GM的增殖分化。

基于以上的研究基础，直接以分离纯化的人骨

髓CD34+细胞为靶细胞，探讨TSPG对CD34十细

胞向粒系细胞分化的影响。本研究观察到，TSPG

10～70 pg／mL均可不同程度地提高细胞总数、

CFU—GM扩增倍数及CD33+细胞比例，TSPG 20

／-g／mL是液体培养诱导CD34+细胞向粒系分化的

最佳质量浓度。以甲基纤维素半固体培养法检测不

同质量浓度TSPG诱导CD34+HSC／HPC向

CFU—GM增殖与分化能力，结果显示TSPG(10～

50 tlg／mL)均能提高CD34+细胞形成CFU—GM的

集落产率，以TSPG 20／_g／mL效果最为明显。既往

研究及本研究结果表明TSPG能够协同其他细胞

因子诱导CD34+HSC／HPC向粒系细胞分化。
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白藜芦醇对多发性骨髓瘤细胞的体外抗癌作用
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摘要：目的研究白藜芦醇对多发性骨髓瘤细胞体外抗癌作用，探讨其抗癌作用的分子机制。方法用MTT法

检测白藜芦醇对骨髓瘤细胞系RPMI一8226和KM3增殖的影响；Annexin—V／PI双标流式细胞术检测白藜芦醇对
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RPMI一8226细胞凋亡的影响；PI单标流式细胞术测定白藜芦醇对RPMI一8226、KM3细胞DNA分布的影响；

Western—blotting方法检测白藜芦醇对RPMI一8226细胞Bcl一2、Bax、XIAP、c—IAP一1、c—IAP一2蛋白表达的影响。

结果 白藜芦醇对RPMI一8226和KM3细胞具有明显的增殖抑制作用，其抑制增殖作用呈时效和量效关系。25～

100 tlmol／L白藜芦醇作用24 h可诱导RPMI一8226细胞凋亡，100／tmol／L作用24 h时KM3细胞凋亡率达(26．5

土2．7)％。白藜芦醇处理组RPMI一8226及KM3细胞周期均发生变化，细胞周期被阻滞于S期和Go／G。期。白藜

芦醇以时间依赖方式下调抗凋亡蛋白Bcl一2、XIAP、C—lAP一1、c—IAP一2的表达，并可上调促凋亡蛋白Bax的表达，但

白藜芦醇对各蛋白作用的动力学不同。结论 白藜芦醇可通过调控细胞周期进程、诱导细胞凋亡而有效抑制骨髓

瘤细胞增殖，其诱导细胞凋亡与调节Bcl一2和lAP家族蛋白的表达有关。

关键词：白藜芦醇；多发性骨髓瘤；细胞凋亡；细胞周期
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Anticancer effect of resveratrol on multiple myeloma cells in vitro

SUN Chun—yan，HU Yu，LIU Xin—yue，YANG Hai—yan

(Institute of Hematology，Union Hospital，Tongji Medical College，Huazhong University

of Science and Technology，Wuhan 430022，China)

Abstract：Objective To investigate the anticancer activities of resveratrol on human multiple

myeloma(MM)cells and their molecular mechanisms involved．Methods The effect of resveratrol on the

growth of MM cdl lines RPMI一8226 and KM3 were studied through MTT assay．The effect of resveratrol

on the apoptosis of RPMI一8226 cells were studied by combined Annexin—V protein iodide staining．The

effect of resveratrol on the eell cycle of RPMI一822 6 and KM 3 cells were studied by a propidium iodide

method．The effect of resveratrol on the expression of Bcl一2，Bax，XIAP，C-IAP一1，and C-IAP一2 protein

was studied．by Western blotting analysis．Results Resveratr01 inhibited the proliferation of RPMI一8226

and KM3 cells in a time—and dose—dependent manner．Treatment with 25—100 umol／L resveratrol for 24

h induced apoptosis of RPMI一8226 cells and the apoptosis rate reached(26．5士2．7)％at concentration of

100／lmol／L．Flow cytometric analyses showed that RPMI一8226 and KM3 cells treated with resveratrol

were accumulated in Go／G1 and S phase in the cell cycle，the ratio of cells in G2／M phase was decreased at

24 h treatment．The expression of Bcl一2，XIAP，e-IAP一1，and C-IAP一2 protein was decreased in a time—

dependent manner with different kinetics in MM cells treated with resveratr01，while Bax protein was

increased．Conclusion Resveratrol iS able to inhibit the proliferation of MM cells by regulating the eell

cycle and inducing the cell apoptosis．Regulating the expression of Bcl一2 and IAP family members may

suggest an involvement in the resveratrol—induced apoptosls．

Key words：resveratr01；multiple myeloma(MM)；apoptosis；cell cycle

白藜芦醇属于非黄酮类多酚化合物，是一种广

泛存在于植物中的植物补体，以新鲜葡萄皮中的量

最高。白藜芦醇具有保护心血管、抗炎、调节血脂、抑

制血小板聚集等多种功效，具有很大的药用价值[1]。

近年来国外学者研究证明其具有确切的抗肿瘤作

用，被认为是最有希望的天然化学防癌剂之一，其对

肿瘤的起始、促进、发展3个阶段均有抑制作用[2]。

已有报道白藜芦醇对结肠癌、乳腺癌、前列腺癌、口

腔鳞癌、白血病、肝癌等多种肿瘤细胞均有显著的抑

制作用口．4]，但对其抗肿瘤活性的确切机制尚不清

楚。本实验采用KM3、RPMI一8226细胞株观察白藜

芦醇对多发性骨髓瘤细胞增殖、生长的作用并进一

步探索其抗癌机制。

1材料与方法

1．1细胞：人类多发性骨髓瘤细胞系KM3由上海

第二军医大学侯健教授惠赠，RPMI一8226购自北京

协和医院基础研究所。在含10％胎牛血清、青霉素

100 U／mL、链霉素100 tlg／mL的RPMI一16b0中

37℃、5％CO。培养箱常规培养，生长曲线测试倍增

时间为(24±1)h，1～2 d传代1次。实验前24 h半

量换液，台盼蓝拒染法鉴定细胞活性在98％以上。

1．2药物及试剂：白藜芦醇，质量分数99％，购自

Sigma公司，溶解于二甲基亚砜(DMSO)中，配成

20 mmol／L溶液，等量分装，置于一20℃保存，临

用前解冻。碘化丙啶(PI)、RNase和噻唑蓝

(MTT)购自Sigma公司，anti—Bcl一2、anti—Bax多克

隆兔抗和anti—p-actin鼠抗均购自Santa Cruz公

司，anti—C—IAP一1、anti—C—IAP一2(凋亡蛋白细胞抑制

剂)和anti—XIAP(凋亡蛋白性联抑制剂)多克隆

兔抗购自R＆D公司，辣根过氧化酶标记的羊抗兔

和羊抗鼠二抗购自中山生物公司，Annxein—V—PI双

标流式凋亡检测试剂盒(BMC306FI)购自深圳晶
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美公司。

1．3 白藜芦醇对细胞增殖的影响：采用MTT法检

测。将处于对数生长期的KM3、RPMI一8226细胞

(2x 105／mL)接种于96孔板，每孔200肛L，每组设

4个平行孔，经不同浓度(6．25～200 t-mol／L)白藜

芦醇处理12～72 h后，加入5 mg／mL MTT 20

弘L，继续孵育4 h，弃去孔内培养液，加入150弘L

DMSo，振荡使结晶溶解后于490 nm波长处以酶

标仪测定各孔吸光度(A)值，计算增殖抑制率。

增殖抑制率一(1一实验组A值／对照组A值)×100％

1．4细胞凋亡的检测：采用Annxein—V—PI双标流

式凋亡检测试剂盒，参照说明书进行操作。

Annexin—V—FITC和PI双阴性为活细胞，Annexin—

V—FITC阳性而PI阴性为早期凋亡细胞，Annexin—

V—FITC和PI双阳性为晚期凋亡细胞，Annexin—V—

F1TC阴性而PI阳性为坏死细胞。

1．5细胞周期分析：采用DNA倍体分析法检测。

白藜芦醇(6．25～100／lmol／L)处理细胞24 h后，

用70％冷乙醇固定24 h，PBS缓冲液洗去固定液，

1 mg／mL RNase 37℃水浴30 min，加入PI染色

液，4℃避光30 min后上机检测(BD公司)，用

cell modifit软件分析细胞周期，流式细胞仪CV值

纠正于3％以下。

1．6 Western—Blotting检测白藜芦醇对RPMI一

8226细胞Bcl一2、XIAP、c—IAP、Bax蛋白表达的影

响：白藜芦醇100／lmol／L处理细胞不同时间后，收

集细胞，以冷PBS洗涤2次后，加入预冷的细胞裂

解液(50 mmol／L Tris—HCl、pH 8．0，150 mmol／L

NaCl，1 mmol／L EDTA，1％Triton—X 100，1 rag／

mL抑菌肽，1 mg／mL亮肽素，100／19／mL

PMSF)，混匀，置于冰上30 min，4℃、12 000×g离

心10 min，收集上清液，Bio—Rad法蛋白定量后调整

蛋白浓度一致。加等量的2×SDS上样缓冲液，94

℃变性10 min，配制10％的聚丙烯酰胺分离胶，每

孔上样30～60弘g蛋白，电泳分离蛋白后，转移至硝

酸纤维素膜，5％脱脂牛奶封闭1 h后，加入相应的

一抗4℃孵育过夜，以pactin作内参照。TBS洗涤

3次后，加入辣根过氧化物酶标记的相应二抗，37

℃孵育1 h，TBS洗膜后，用ECL发光法

(Amersham Biotech)检测目的条带的表达。

1．7 统计学处理：数据以z±S表示，采用SPSS

11．0软件包进行t检验。

2结果

2．1 白藜芦醇对细胞增殖的影响：结果见图1。白

藜芦醇对KM3细胞增殖抑制作用呈时效和量效关

系。100／lmol／L白藜芦醇作用12 h与作用48、72 h

相比，其对KM3细胞增殖抑制率差异显著(P<

0．05)，但与作用24 h比较增殖抑制率差异不显著。

说明随作用时间延长，药物抑制作用增强。与细胞对

照组相比，白藜芦醇6．25、12．5、25 tlmol／L对

KM3细胞增殖抑制作用差异不显著；而50、100、

200肛mol／L白藜芦醇对KM3细胞增殖抑制作用

差异显著(P<0．05、0．01)。白藜芦醇对KM3、

RPMI一8226的增殖抑制作用相似，作用24 h时的

IC50分别为(187士14)和(131±15)／1mol／L。
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图1 白藜芦醇对KM3和RPMI一8226细胞增殖的抑制

作用(；土s，露=4)

Fig．1 Inhibition of resveratrol on growth of KM3

一
’

and RPMI一8226 cells o土s，弹一4)

2．2 白藜芦醇对细胞凋亡的影响：Annexin—V／PI

双标流式术检测不同浓度白藜芦醇作用24 h，对

RPMI一8226细胞凋亡的作用，结果发现随着白藜芦

醇浓度的增加，RPMI一8226细胞凋亡率递增(见表

1)。同时检测了100 t-mol／L白藜芦醇作用不同时

间后对KM3细胞凋亡的影响(见图2)，结果显示

白藜芦醇以时间依赖方式诱导KM3细胞凋亡。

2．3 白藜芦醇对细胞周期分布的影响：流式细胞仪

分析不同浓度白藜芦醇作用24 h后细胞周期改变，

结果见表2。当白藜芦醇浓度低于12．5／坚mol／L时

主要使RPMI一8226细胞积聚于S期，同时G：／M

期细胞数减少；而当白藜芦醇浓度高于25／lmol／L

时则主要使细胞周期受抑于G。／G。期。白藜芦醇对
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表1不同浓度白藜芦醇对RPMI一8226细胞凋亡的影响

(i士s，n一3)

Table 1 Effect of resveratrol at different cOncentrations

on apoptosis of RPMI一8226 cells(工±S，n一3)

与对照组比较：’P<O．05

。P<O．05 VS control group

KM3的细胞周期分布呈现相同的调节趋势，但作用

动力学不同，当白藜芦醇浓度低于25肛mol／L时主

要使KM3细胞积聚于S期，而当白藜芦醇浓度高

于50／zmol／L时则主要使细胞周期受抑于G，／G。

：J L 广
12 24 48 72

tf h

与对照组比较：’|P<O．05一P<O．01

。P<O．05。。P<O．01 V5 control group

图2 白藜芦醇(100 tJmol／L)作用不同时间后

KM3细胞凋亡率。士S，n一3)

Fig．2 Apoptosis rate of KM3 cells exposed to

resveratrol(100 vmol／L)for different

times(善士S，一一3)

表2不同浓度白藜芦醇对RPMI一8226及KM3细胞周期分布的影响(；±s，拧一3)

Table 2 Effect of resveratrol at different concentrations on cell cycle distribution

of RPMI一8226 and KM3 cells(；士s，席一3)

期。以上结果显示白藜芦醇可同时诱导细胞G。／G。

和S期阻滞。

2．4 白藜芦醇对RPMI一8226细胞Bcl一2、XIAP、C—

IAP、Bax蛋白表达的影响：应用Western Blotting

检测发现，白藜芦醇(100／-mol／L)以时间依赖方

式下调抗凋亡蛋白Bcl一2、XIAP、c—IAP的表达，并

可上调促凋亡蛋白Bax的表达，但白藜芦醇对各蛋

白作用的动力学不同。自藜芦醇作用6 h可完全抑

制Bcl一2和c—IAP的表达，而XIAP的完全下调需

白藜芦醇作用12 h；白藜芦醇作用1 h即可上调

Bax的表达，6 h达高峰，作用12 h仍可见Bax表 图3白藜芦醇对RPMI一8226细胞凋亡相关蛋白表达的影响

达上调。结果见图3，半定量结果见图4。 Fig．3 Effect of resveratrol on expression of apoptosis一

3讨论 related protein in RPMI一8226 cells

白藜芦醇是一种广泛存在于葡萄、花生和虎杖 传导通路、阻滞细胞周期、诱导细胞凋亡等有关n3。

等天然食物或药物中的植物抗毒素，是日本和中国 本实验研究发现，白藜芦醇对骨髓瘤细胞系

传统中药的重要组成部分m s|。近年来大量流行病学 KM3和RPMI一8226的增殖均有明显的抑制作用，

研究表明白藜芦醇可降低心血管疾病和癌症的发生 并呈时间和浓度依赖性，作用24 h时的ICso分别为

率，成为肿瘤防治的热点‰引。进一步研究发现，白藜(187+14)和(131±15)／lmol／L。流式细胞仪分析

芦醇不仅为一种天然的肿瘤化学预防剂，而且对多 显示白藜芦醇作用24 h后，Annexin—V—FITC阳性

种肿瘤细胞具有明显的抑制增殖作用‘s^川。其抗肿 而PI阴性的细胞数增加，说明白藜芦醇对骨髓瘤

瘤机制可能与抑制细胞DNA合成、干扰相关信号 细胞具有诱导凋亡作用。Annexin—V—FITC阳性而

∞
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与对照组比较：’P<O．05 ～P<O．01

。P<0．05’。P<O．01 US control group

图4白藜芦醇对RPMI-8226细胞凋亡相关蛋白表达的

影响(半定量结果)

Fig．4 Effect of resveratrol on expression of apoptosis—

related protein in RPMI-8226 cells

(semi—quantitative results)

PI阴性的细胞数随着白藜芦醇浓度的增加而明显

增多，提示诱导细胞凋亡是白藜芦醇杀伤骨髓瘤细

胞的机制之一。进一步研究发现白藜芦醇可调节细

胞周期进程，低浓度白藜芦醇主要使细胞积聚于S

期，显示白藜芦醇具有调控S期监测点的能力；而高

浓度白藜芦醇则主要使细胞周期受抑于G。／G。期，表

明白藜芦醇同时具有调节G。／G。期监测点的能力。细

胞周期的失控在肿瘤发病中处于极其重要的环节，细

胞的增殖、凋亡、分化、衰老均是细胞周期依赖性的，

抑制细胞周期进展被认为是今后抗肿瘤治疗的新途

径之一[8]。白藜芦醇也可能通过调节细胞周期，诱导

G。和S期阻滞进而抑制骨髓瘤细胞增殖。

细胞凋亡是细胞自身调节的主动性死亡过程，

它不引起炎症反应，机体不会因此发生不良反应，是

肿瘤治疗研究的一个重要领域。因此，探讨白藜芦醇

诱导骨髓瘤细胞凋亡的分子机制具有重要意义。白

藜芦醇对凋亡调控蛋白的作用包括下调Bcl一2、

XIAP、c—IAP等抗凋亡基因产物，同时明显上调

Bax促凋亡基因产物。Bcl一2倾向于分布在增殖细

胞，Bcl一2过度表达时可抑制细胞凋亡，而Bax则倾

向于分布在终末分化细胞、退化细胞，在凋亡的细胞

中表达更强，其过度表达可促发细胞凋亡。Bcl一2与

Bax的比率与凋亡发生与否有关[9]。白藜芦醇下调

Bcl一2的表达同时上调Bax的表达，从而使Bcl一2与

Bax的比值下降，这可能是白藜芦醇诱导骨髓瘤细

胞凋亡的分子机制之一。IAP家族蛋白为一类抗凋

亡蛋白，可通过抑制caspase一9，一3，一6，一7的激活

抑制线粒体释放细胞色素C诱导的凋亡信号通路。

研究表明XIAP、C—IAP一1、c—IAP一2表达过高可促进

肿瘤细胞的增殖和化疗抵抗，而降低IAPs的表达

可明显激活多条信号通路导致细胞周期阻滞[1 0’11]。

白藜芦醇可明显抑制XIAP、c—IAP一1、c—IAP一2的表

达，可能通过促进caspase一9和caspase一3的激活从

而诱导骨髓瘤细胞凋亡。以上研究表明在体外条件

下，白藜芦醇可能通过调节Bcl一2和IAP家族蛋白

的表达诱导骨髓瘤细胞凋亡，这为阐明白藜芦醇诱

导骨髓瘤细胞凋亡的分子机制提供了初步的实验依

据，有关白藜芦醇诱导骨髓细胞凋亡的确切机制，有

待进一步探讨。

本研究表明白藜芦醇可通过调控细胞周期进

程、诱导细胞凋亡而有效抑制骨髓瘤细胞增殖，其诱

导细胞凋亡与调节Bcl一2和IAP家族蛋白的表达

有关。最新研究表明白藜芦醇具有安全的药理作用，

不良反应少，是一种高效、低毒、经济的中药‘7’12|。因

此；白藜芦醇在多发性骨髓瘤的临床治疗方面具有

潜在的应用前景。
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