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雷公藤内酯醇对多发性骨髓瘤 U266 细胞组蛋白去甲基化酶的调节作用 
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摘  要：目的  研究雷公藤内酯醇对多发性骨髓瘤 U266 细胞组蛋白去甲基化酶的影响，探讨其表观遗传调控作用。方法  采
用 MTT 法检测细胞增殖活性；Annexin V-FITC/PI 双标法流式细胞术检测细胞凋亡；RT-PCR 法检测 U266 细胞组蛋白赖氨

酸去甲基化酶 1（LSD1）mRNA、组蛋白去甲基化酶（JMJD2B）mRNA 表达的变化；激光共聚焦显微技术观察 LSD1 亚细

胞定位情况及蛋白量的变化；Western blotting 法检测在雷公藤内酯醇干预下 LSD1 和 JMJD2B 蛋白表达的变化。结果  雷公

藤内酯醇以剂量、时间相关方式抑制 U266 细胞增殖，与细胞培养 24 h 的 IC50为 153.2 nmol/L；以剂量相关方式诱导 U266
细胞凋亡，雷公藤内酯醇 80 nmol/L 作用 U266 细胞 24 h 后，细胞出现典型的凋亡形态学改变，总凋亡率达 32.9%。；以剂量

相关方式抑制 JMJD2B 蛋白的表达，同时促进 LSD1 蛋白表达。结论  雷公藤内酯醇在抑制 U266 细胞增殖、诱导其凋亡的

同时，明显改变 LSD1、JMJD2B 的表达，其诱导 U266 细胞凋亡和抗肿瘤效应可能与其调节 LSD1、JMJD2B 表达有关。 
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Regulation of triptolide on histone demethylase in multiple myeloma U266 cells 
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Abstract: Objective  To elucidate the effects of triptolide on histone demethylase in multiple myeloma U266 cell and to investigate its 
epigenetic regulation. Methods  The inhibition of triptolide on U266 cell proliferation was studied by MTT assay. Apoptosis was 
evaluated by Annexin-V-FITC/PI-labeled flow cytometry. The changes of mRNA expression of histone lysine demethylase 1 (LSD1) and 
histone demethylase JMJD2B in U266 cells were verified by RT-PCR. Furthermore, laser confocal fluorescence microscopy (LCFM) was 
used to observe the subcellular localization and content of protein of LSD1; Changes of protein expression in LSD1 and JMJD2B 
interfered by triptolide were studied by Western blotting analysis. Results  Triptolide inhibited U266 cell proliferation in a dose- and 
time-dependent manner and its IC50 of 24 h was 153.2 nmol/L. The triptolide-treated cells exhibited a significant apoptotic morphology 
with the total apoptosis rate of 32.9% after exposed to triptolide (80 nmol/L) for 24 h. JMJD2B was significantly depressed at protein 
expression, but LSD1 was upregulated at protein expression, both of them in a dose-dependent manner. Conclusion  Triptolide could 
inhibit U266 cell proliferation, induce the apoptosis, meanwhile, significantly alter the expression of LSD1 and JMJD2B. The apoptosis 
induction and the antitumor effects of triptolide is probably related to the regulation of LSD1 and JMJD2B expression. 
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雷公藤内酯醇（雷公藤内酯，triptolide）是从卫

矛科植物雷公藤 Tripterygium wilfordii Hook. f. 根中

分离到的二萜内酯化合物，具有免疫抑制、抗炎以及

抗肿瘤等广泛的药理活性，其抗肿瘤作用已在多种肿 
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瘤细胞（白血病、淋巴瘤、乳腺癌、膀胱癌、胆管癌、

黑色素瘤、胃癌、结肠癌等）实验中得到证实，对抗

肿瘤机制也进行了广泛探讨[1-6]，但有关雷公藤内酯醇

抗多发性骨髓瘤（multiple myeloma）的研究鲜见报

道[7]。本实验通过观察雷公藤内酯醇对多发性骨髓瘤

细胞株 U266 增殖、凋亡的影响及其对组蛋白赖氨酸

去甲基化酶 1（LSD1）、组蛋白去甲基化酶（JMJD2B）
的调控作用，探讨雷公藤内酯醇抗多发性骨髓瘤的作

用及其机制，为其临床应用提供实验依据。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

雷公藤内酯醇，美国 Sigma 公司，质量分数＞

95%，用二甲基亚砜（DMSO）稀释成 1 mmol/L，
等量分装，−20 ℃保存，临用前用 RPMI 1640 培养

基稀释至终浓度。MTT、DMSO、碘化丙啶（PI）、
Hoechst 33258 荧光染液、RNaseA，均为美国 Sigma
公司产品；Annexin-V FITC/PI 试剂盒，南京凯基生

物科技发展有限公司；RNA 抽提试剂 Trizol、RPMI 
1640 培养基，美国 Gibco 公司；胎牛血清（FCS），
杭州四季青生物工程材料有限公司；逆转录-聚合酶

链反应（RT-PCR）试剂盒，日本 Toyobo 公司；引物

由上海生物工程技术服务有限公司合成。兔抗人单

克隆抗体 LSD1 和 JMJD2B，美国 Cell Signaling 公

司；FITC、TRITC 标记的山羊抗兔二抗 IgG，北京

中杉试剂公司。氯仿、异戊醇、乙醇为国产分析纯。 
1.2  仪器 

    Bio-Rad M450 酶标仪、BD 流式细胞仪，美国

CA 公司；FV500 激光共聚焦显微镜，日本 Olympus
公司；ChemiDocXRS 蛋白条带密度分析软件，美

国 Bio-Rad 公司。 
2  方法 

2.1  细胞培养 
U266 细胞（华中科技大学同济医学院免疫教

研室提供）用含 10%灭活 FCS、100 U/mL 青霉素、

100 U/mL 链霉素的 RPMI 1640 培养基，在 37 ℃、

5% CO2、饱和湿度条件下培养，每 1～2 天换液传

代 1 次，倍增时间约 24 h，取细胞活性＞98%的对

数生长期细胞用于以下各项实验。 
2.2  MTT 比色法检测细胞增殖 

将处于对数生长期的 U266 细胞（2×105/mL）
接种于 96 孔板，每孔体积 200 μL，经不同浓度（10、
20、40、80、160 nmol/L）雷公藤内酯醇和 DMSO
处理 24、48、72 h 后，加入 5 mg/mL 的 MTT 20 μL，

空白组加入培养液，37 ℃孵育 4～6 h，离心弃上清，

每孔加入 150 μL DMSO，振荡 10 min，使结晶充分

溶解，Bio-Rad M450 酶标仪测定 492 nm 波长处的吸

光度（A）值，实验重复 3 次，计算细胞增殖抑制率。 
抑制率＝1－实验组 A 值/对照组 A 值 

2.3  Annexin-V FITC/PI双标法流式细胞术检测细

胞凋亡 
收集经雷公藤内酯醇 40、80、160 nmol/L 处理

24 h 后的 U266 细胞及阴性对照组细胞（DMSO 处

理），用 4 ℃预冷的磷酸盐缓冲液（PBS）洗 2 次，

然后以 1×106/mL 的密度重悬于 100 μL 的 1×结合

缓冲液中，加入 Annexin-V FITC 5 μL 和 PI 10 μL
染色，混匀，室温避光反应 15 min，再加入 1×结

合缓冲液 300 μL，于 1 h 内上机检测。 
2.4  RT-PCR法检测LSD1和JMJD2B mRNA表达 

按试剂盒说明书合成 cDNA。按以下条件进行

逆转录反应：30 ℃、10 min，42 ℃、20 min，99 ℃、

5 min，4 ℃、5 min，−20 ℃保存。以细胞 cDNA 为

模板，制备 25 μL。LSD1 引物序列：上游引物

5’-CAGCCACCAGCCGTTCAGT-3’ ， 下 游 引 物

5’-CAGCACGCCAACGAGACAC-3’，扩增产物为

364 bp；JMJD2B 引物序列：上游引物 5’-GGGCCTC- 
TTCACGCAGTACAA-3’，下游引物 5’-CAGGGTG- 
GCGAAGTTGGTAGAT-3’，扩增产物为 594 bp；β- 
actin 引物序列：上游引物 5’-TGAGACCTTCAAC- 
ACCCCAG-3’，下游引物 5’-GCCATCTCTTGCTCG- 
AAGTC-3’，扩增产物为 206 bp，进行 LSD1 和

JMJD2B 的 PCR 扩增。取产物 5 μL，经琼脂糖凝胶

电泳、紫外线照相、Bandscan 软件进行扫描分析，

以目的基因与 β-actin 灰度的比值进行目的基因表

达水平的半定量分析。 
2.5  激光共聚焦显微镜观察LSD1 蛋白的亚细胞定位 

分别收集 DMSO 处理组、80 nmol/L 雷公藤内酯

醇处理 24 h 后的 U266 细胞，4%多聚甲醛固定 15 
min，用含 0.2% TritonX-100 的 PBS 置冰上破膜 10 
min，含 3% FCS 蛋白封闭 30 min，加一抗 LSD1（1∶
100），4 ℃孵育过夜，PBS 洗 3 次，加 TRITC 标记

的荧光二抗（1∶200），37 ℃孵育 60 min，PBS 洗 3
次，Hoechst 33258 染液染细胞核 30 min，PBS 洗 3
次，甘油封片后激光共聚焦显微镜（×1 000）观测。 
2.6  Western blotting 检测 LSD1 和 JMJD2B 蛋白

表达 
收集各处理组细胞，加入冷细胞裂解液 50 μL
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（使用前加入苯甲基磺酰氟和蛋白酶抑制剂）提取细

胞总蛋白。按 Bio-Rad 试剂盒说明书定量蛋白后，

电泳，以 300 mA 电流转膜 150 min，脱脂奶粉封

闭，立即加入抗靶蛋白抗体溶液与滤膜共同孵育，

洗涤后再将滤膜与二抗——辣根过氧化物酶标记的

抗免疫球蛋白抗体温育。洗涤后，曝光，扫描 X 光

片，输入计算机，采用 Student-Newman-Kauls（SNK）

方法进行分析。 
2.7  统计学方法 

应用软件 SPSS 17.0 进行统计学分析，数据以

±x s 表示，组间比较采用方差分析 ANOVA 检验。 
3  结果 
3.1  对 U266 细胞增殖的影响 

分别以雷公藤内酯醇 10、20、40、80、160 nmol/L
作用 U266 细胞 24、28、72 h 后，各浓度组细胞增

殖活性明显低于 RPMI 1640 组和 DMSO 组，差异

显著；而 RPMI 1640 组与 DMSO 组相比，无统计

学意义。随着药物作用时间的延长和浓度的逐渐增

加，雷公藤内酯醇对 U266 细胞增殖的抑制作用逐

渐增强，作用 24、48、72 h 的 IC50 值分别为 153.2、
101.9、48.7 nmol/L。结果见图 1。 

 

图 1  雷公藤内酯醇对U266细胞增殖的影响 ( 3=± n , sx ) 
Fig. 1  Effects of triptolide on U266 cell proliferation 

( 3=± n , sx ) 

3.2  对 U266 细胞凋亡的影响 
随着雷公藤内酯醇作用浓度的增加，U266 细胞

凋亡数目也增多，雷公藤内酯醇 40 nmol/L 作用 24 h，
U266 细胞早、晚期的凋亡率分别为（19.4±1.3）%、

（6.0±0.5）%；雷公藤内酯醇 80 nmol/L 时细胞早、晚

期凋亡率分别为（22.3±4.7）%、（10.6±1.7）%；而

雷公藤内酯醇浓度达 160 nmol/L 时，细胞早期凋亡率

高达（26.2±3.9）%，晚期凋亡率升至（13.5±1.2%）；

与对照组细胞早期凋亡率（0.9±0.1）%、晚期凋亡率

（1.2±0.3）%相比差异显著（P＜0.05）。结果见图 2。 

 
图 2  雷公藤内酯醇作用 24 h 对 U266 细胞凋亡的影响 

Fig. 2  Effects of triptolide on apoptosis of U266 cell after treatment for 24 h 

3.3  对 U266 细胞 LSD1 和 MJD2B mRNA 表达的

影响 
U266 细胞经不同浓度的雷公藤内酯醇作用 24 

h 后，LSD1 mRNA 表达无明显变化（P＞0.05）（图

3-A）。雷公藤内酯醇 40 nmol/L 明显抑制 JMJD2B 
mRNA 表达（P＜0.05），且随药物浓度的升高作用

增强，160 nmol/L 时，作用最为明显，任两个浓度

梯度间 JMJD2B mRNA 变化均有统计学意义（P＜
0.05）（图 3-B）。 
3.4  对 LSD1 在细胞分布的影响 

激光共聚焦显微镜观察可见，LSD1 集中分布

在 U266 细胞核中，有明显荧光。经雷公藤内酯醇

80 nmol/L 作用 24 h 后，LSD1 在细胞中的分布仍主

要集中在细胞核，但其荧光强度增强，少数细胞核

中 LSD1 蛋白发生核外释放现象（图 4 中白色箭头

所指）。结果见图 4。 
3.5  对U266细胞LSD1和JMJD2B蛋白表达的影响 

U266 细胞经雷公藤内酯醇 80 nmol/L 作用 24 
h 后，明显促进 LSD1 的蛋白表达，与对照组比较

差异显著（P＜0.05）；且能明显抑制 JMJD2B 蛋白

的表达，与对照组比较差异显著（P＜0.05）。结果

见图 5。 

 
0    10     20     40     80    160

100

80

60

40

20

0

增
殖
抑
制
率

 /
 %

 

雷公藤内酯醇 / (nmol·L−1) 

72 h
48 h
24 h

             

105

104

103

102

105

104

103

102

105

104

103

102

105

104

103

102

102   103   104   105          102   103   104   105           102   103   104   105           102   103   104   105 
APC-A

对照                 雷公藤内酯醇 40 nmol·L−1         雷公藤内酯醇 80 nmol·L−1        雷公藤内酯醇 160 nmol·L−1

PI
 

PI
 

PI
 

PI
 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 43 卷 第 10 期 2012 年 10 月 

   

• 1978 • 

 

图 3  雷公藤内酯醇作用 24 h 对 U266 细胞 LSD1 (A) 
和 JMJD2B (B) mRNA 表达的影响 

Fig. 3  Effects of triptolide on mRNA expression 
       of LSD1 (A) and JMJD2B (B) of U266 cell  

after treatment for 24 h 

4  讨论 
本实验观察了雷公藤内酯醇对多发性骨髓瘤

U266 细胞生长的抑制作用和诱导细胞凋亡作用。结

果显示，雷公藤内酯醇能明显抑制 U266 细胞增殖，

且与作用时间和浓度呈正相关。此外雷公藤内酯醇

对 U266 细胞具有较强的凋亡诱导作用，尤其诱导

U266 细胞早期凋亡作用更强，在较低浓度（40 
nmol/L）即能明显诱导 U266 细胞凋亡，细胞总凋

亡率为 25.4%；浓度达 160 nmol/L 时，U266 细胞出

现染色质浓缩、边缘化、分割成块状、核膜裂解、

凋亡小体等凋亡形态的改变，作用最强。有研究表

明，雷公藤内酯醇诱导细胞凋亡的作用与其活化半

胱天冬蛋白酶、激活丝裂原激活蛋白激酶信号通路、

抑制核因子 NF-κB 反式激活作用、诱导 bcl-2 降解、

活化 bax 和 p53 基因等表达有关，死亡受体途径和 

 
图 4  雷公藤内酯醇作用 24 h LSD1 蛋白在 U266 细胞中的分布 

Fig. 4  Effect of triptolide on distribution of LSD1 protein in U266 cell after treatment for 24 h 

线粒体途径也起到了重要作用[8-12]。 
组蛋白去甲基化酶（histone demethylase，HDM）

是表观遗传学的重要内容，而表观遗传学在肿瘤发

生、发展中作用堪比传统遗传学，表观遗传修饰的

异常是所有人类肿瘤的共同特点。组蛋白甲基化模

式是发挥表观遗传作用的重要方式之一[13]，机体通

过组蛋白甲基化酶（histone methyltransferase，HMT）
和 HDM 的共同作用动态调节组蛋白甲基化模式[14]，

调控细胞的增殖与分化，维持机体的稳定，在细胞

周期、凋亡等生命过程中发挥重要作用[15]，其失平

衡则导致肿瘤的发生[16]。本实验发现，雷公藤内酯

醇明显抑制 HDM 的表达，这有可能是雷公藤发挥

抗肿瘤活性的重要靶点。 
LSD1 是发现的第一个 HDM，它的表达与肿瘤

密切相关。到目前为止，已在多种肿瘤细胞系和原

发的肿瘤（如前列腺癌、肾癌、乳腺癌、神经母细
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图 5  雷公藤内酯醇作用 24 h 对 U266 细胞 LSD1 
和 JMJD2B 蛋白表达的影响 

Fig. 5  Effects of triptolide on protein expression of LSD1  
      and JMJD2B in U266 cell after treatment for 24 h 

胞瘤等）组织中检测到 LSD1 表达异常[17-18]。LSD1
可抑制癌基因 IκB 的蛋白活性，同时在 E3 连接酶

与 NF-κB 之间建立功能性连接[19]；还可使甲基化的

p53 基因发生去甲基化，诱导 p53 信号途径的传递，

从而促进细胞凋亡，抑制肿瘤发生[20]。在 p53 缺失

的肿瘤细胞中，LSD1 诱导 E2F1 第 185 位赖氨酸去

甲基化，稳定 E2F1 活性的同时，促使其在 DNA 损

伤部位聚集，从而发生细胞凋亡[21]。本实验结果显

示，在 U266 细胞中，LSD1 也呈相对低表达，经不

同浓度的雷公藤内酯醇处理后，蛋白表达水平明显

增加。U266 细胞中 LSD1 蛋白主要定位于细胞核，

经雷公藤内酯醇干预后，LSD1 的荧光强度明显增

强，部分细胞的 LSD1 蛋白弥散分布于胞浆内，可

能是由于核崩解所致。由此推测雷公藤内酯醇可通

过直接调控 LSD1 的表达，影响 LSD1 的下游作用

靶点，发挥其诱导细胞凋亡和抗肿瘤作用。LSD1
是组蛋白 H3K4 的单甲基化（H3K4Me）和双甲基

化（H3K4Me2）的特异性去甲基化酶，H3K4 在诸

多肿瘤细胞中高表达，尤其聚集表达于癌基因的启

动子区域，诱导癌基因转录激活，肿瘤发生。根据

本实验结果，推测雷公藤内酯醇诱导 LSD1 的表达

增高导致了 H3K4 去甲基化，使得肿瘤细胞中癌基

因启动子区域甲基化缺失，基因转录激活抑制，肿

瘤细胞存活受到打击。因此 LSD1 很可能是雷公藤

内酯醇抗多发性骨髓瘤的重要靶点之一。 
JMJD 家族是继 LSD1 后发现的另一类重要的

HDM，以包含 JMJC 域为共同点，通过重塑染色质

结构和调控基因表达在胚胎起源和肿瘤发生中起重

要作用 [22]，是新一类缺氧诱导表达基因（仅

JMJD1A、JMJD2B、JMJD2C 与缺氧有关），可促进

肿瘤细胞在低血流灌注、低氧环境中的存活 [23]。

JMJD2B 高表达与肿瘤的发生密切相关。研究表明，

缺氧时，肿瘤细胞同时调控 HTM 和 HDM 表达量

和活性，改变整体水平 H3K9 的甲基化模式，以适

应缺氧的环境。JMJD2B 是特异性的 H3K9 的去甲

基化酶，肿瘤细胞中 H3K9 甲基化模式可直接影响

细胞的生存状态。本实验结果显示，在 U266 细胞

中，JMJD2B 也呈高表达，经不同浓度的雷公藤内

酯醇处理后，其表达水平逐渐减弱，当雷公藤内酯

醇浓度达 160 nmol/L 时，JMJD2B 基因表达水平降

至最低。推断雷公藤内酯醇通过 JMJD2B 间接调控

H3K9 的甲基化模式和 JMJD2B 的下游肿瘤相关基

因，提示 JMJD2B 很可能是雷公藤内酯醇抗多发性

骨髓瘤的另外一个重要靶点。 
综上所述，雷公藤内酯醇对多发性骨髓瘤具有

显著的抑制细胞增殖、诱导细胞凋亡的作用，该作

用可能与其调控组蛋白去甲基化酶LSD1、JMJD2B
的表达，调控组蛋白甲基化修饰密切相关。雷公藤

内酯醇有望作为新型的治疗多发性骨髓瘤的候选

药物。 
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