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　　［摘要］　目的　探讨ＰＣＤＨ１０（ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ１０）基因诱导多发性骨髓瘤ＫＭ３细胞凋亡的作用及相关机制。方法　采
用脂质体法将重组质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＰＣＤＨ１０以及ｐｃＤＮＡ３．１（＋）空质粒稳定转染入人骨髓瘤 ＫＭ３细胞，以未转染组
和转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）空质粒组作为对照，通过ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＣＤＨ１０基因和蛋白的表达，应用 ＭＴＴ法检
测ＰＣＤＨ１０转染后细胞增殖能力；应用流式细胞仪检测细胞凋亡率；应用透射电镜观察细胞凋亡超微结构；应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白表达水平。结果　ＰＣＤＨ１０转染ＫＭ３细胞后，ＰＣＤＨ１０基因和蛋白表达水平均明显升高。ＭＴＴ结
果显示ＰＣＤＨ１０转染后细胞增殖明显受到抑制（Ｐ＜０．０５）；流式细胞仪结果显示转染ＰＣＤＨ１０基因的ＫＭ３细胞凋亡率明
显增高（Ｐ＜０．０５）；透射电镜下观察，ＰＣＤＨ１０转染组细胞可以看到胞质空泡样变，核固缩以及明显的凋亡小体，对照组未
见明显异常；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示ＰＣＤＨ１０能降低Ｂｃｌ２的表达，促进 Ｐ５３、Ｆａｓ的表达（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＣＤＨ１０基因
有促进多发性骨髓瘤细胞ＫＭ３凋亡作用。
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　　多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）是浆细胞
克隆性增生的恶性肿瘤，其发病率在血液系统肿瘤中

居于第２位，约占肿瘤总死亡率的２％。由于其发病
机制不明，临床上仍不可彻底治愈［１］。肿瘤的发生、

发展可能与其抑制特异性的凋亡通路有着密切关系。

因此，对多发性骨髓瘤发病机制及诱导瘤细胞凋亡的

研究将为治疗骨髓瘤提供新的策略。

　　ＰＣＤＨ１０（ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ１０）基因亦称ＯＬＰＣＤＨ或
ＫＩＡＡ１４００，属δ２组原钙黏素家族，位于４ｑ２８．３，该家
族对细胞分化、黏附、细胞间特异性识别以及信号传导

等功能起着重要作用［２－３］。国内外研究表明 ＰＣＤＨ１０
基因是一种抑癌基因，其启动子ＣｐＧ岛高度甲基化和
其低表达或沉默发生在胃癌、宫颈癌、鼻咽癌、食道癌、

乳腺癌、多发性骨髓瘤、肝癌等多种人类肿瘤中，且其

表达下调与肿瘤细胞的增殖、侵袭等恶性生物学行为

密切相关［２－１０］。在体外过表达 ＰＣＤＨ１０基因可抑制
肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭以及克隆形成等，但其具体

机制未进行深入研究［３］。

　　我们前期的研究表明，ＰＣＤＨ１０基因在多发性骨
髓瘤ＫＭ３细胞中因启动子甲基化而完全沉默，且体外
过表达 ＰＣＤＨ１０基因对多发性骨髓瘤细胞增殖、克隆
形成以及血管新生具有显著的抑制效应［５］。本研究

进一步探讨外源性ＰＣＤＨ１０基因对多发性骨髓瘤细胞
凋亡及凋亡相关蛋白的影响，为探索骨髓瘤的发病机

制、寻求新的治疗靶点提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　ＫＭ３细胞系由上海第二军医大学长征医院血液科侯健教
授惠赠。ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＰＣＤＨ１０重组质粒以及ｐｃＤＮＡ３．１（＋）
ＴＰ５３真核表达载体由日本 Ｋａｚｕｓａ基因研究所惠赠。
ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，
Ｓｉｇｍａ公司），ＤＮＡＭａｒｋｅｒ２０００（天根生物公司），质粒 ＤＮＡ提
取试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司，美国），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体转染
试剂及Ｔｒｉｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），引物由上海生工生物工
程技术服务有限公司合成。逆转录及ＰＣＲ试剂盒 （ＴａＫａＲａ公
司），抗ＰＣＤＨ１０抗体（Ａｂｎｏｖａ公司），抗 Ｆａｓ、Ｂｃｌ２、Ｐ５３、βａｃｔｉｎ
抗体及ＨＲＰ标记的山羊抗兔ＩｇＧ二抗（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司）。ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ试剂盒购自碧云天，ＣＯ２培养箱，倒置显
微镜，流式细胞仪，ＨＩＴＡＣＨＩ７０００透射电子显微镜。其余试剂
均为国产分析纯。

１．２　细胞培养、基因转染及筛选
　　ＫＭ３细胞系在含有 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基
（Ｇｉｂｃｏ公司，美国）中，置于５％ ＣＯ２、３７℃及饱和湿度的培养
箱中培养传代。取对数生长期的细胞用于转染实验。实验分

为３组：未转染组、空质粒转染组和 ＰＣＤＨ１０转染组。未转染
组仅转染脂质体，空质粒转染组转染 ｐｃＤＮＡ３．１（＋），ＰＣＤＨ１０
转染组转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＰＣＤＨ１０重组质粒。抽提质粒，核

酸蛋白定量仪定量后，按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，美国）说明书的方法，将 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＰＣＤＨ１０或
ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒导入ＫＭ３细胞。转染７２ｈ后用Ｇ４１８进行
筛选，先在转染的ＫＭ３细胞中加入６００ｍｇ／Ｌ的 Ｇ４１８，待对照
组的细胞大部分死亡后，换用维持浓度２００ｍｇ／Ｌ连续筛选，直
至阳性集落形成。

１．３　ＲＴＰＣＲ检测 ＰＣＤＨ１０转染后 ＫＭ３细胞 ＰＣＤＨ１０
ｍＲＮＡ表达

　　收集Ｇ４１８筛选稳定转染的各组细胞各１×１０６个，ＲＮＡ提
取采用Ｔｒｉｚｏｌ法（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），并参照逆转录试剂盒（ＴａＫａＲａ
公司）说明书将 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ总反应体系为
１２．５μＬ，反应条件：９５℃ １０ｍｉｎ，１个循环。９４℃ ３０ｓ，５３℃
３０ｓ（内参为５１℃），７２℃３０ｓ，ＰＣＤＨ１０基因３２个循环，βａｃｔｉｎ
基因２３个循环，最后７２℃延伸３ｍｉｎ［１２］。ＰＣＲ产物进行２％琼
脂糖凝胶电泳。ＰＣＤＨ１０及内参βａｃｔｉｎ基因的引物序列见表１。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列、退火温度及产物长度

基因名称 引物序列 退火温度 产物长度

ＰＣＤＨ１０ 上游：５′ＡＣＴＧＣＴＡＴＣＡＧＧＴＡＴＧＣＣＴＧ３′ ５３℃ ２１９ｂｐ
下游：５′ＧＴＣＴＧＴＣＡＡＣＴＡＧＡＴＡＧＣＴＧ３′

βａｃｔｉｎ 上游：５′ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ３′ ５１℃ ２６８ｂｐ
下游：５′ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ３′

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＣＤＨ１０转染后 ＫＭ３细胞
ＰＣＤＨ１０蛋白表达

　　收集 Ｇ４１８筛选稳定转染的各组细胞各 １×１０７个，用含
１０ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ的蛋白裂解液 ＲＩＰＡ（碧云天公司）提取转染
后细胞总蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度，经沸水浴５ｍｉｎ后，
取等量蛋白上样。经１２％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电
泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）后，将蛋白转至聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜上。１％脱脂牛奶室温封闭 １ｈ后，一抗
１∶１０００稀释，内参βａｃｔｉｎ１∶２５００稀释，４℃孵育过夜。ＨＲＰ
酶标山羊抗兔二抗１∶２５００稀释，室温孵育 １ｈ后，ＥＣＬ化学发
光试剂（碧云天公司）显色，暗室曝光显影。内参选用 βａｃｔｉｎ
抗体。用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软件对条带进行分析。
１．５　ＭＴＴ法检测细胞生长曲线
　　取稳定转染后的各组细胞，换液后制成单细胞悬液。以每
孔２×１０３个细胞接种于９６孔板培养，每组设３个复孔。每天
取出１块培养板，每孔加 ＭＴＴ２０μＬ，继续培养４～６ｈ后弃除
培养液，每孔加１０％ ＳＤＳ２００μＬ，继续孵育过夜，紫外分光光
度仪测定各孔波长５７０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（５７０）］，以时间为
横坐标、Ｄ（５７０）值为纵坐标作图。
１．６　细胞凋亡率的测定
　　收集稳定转染后的各组细胞，以１×结合缓冲液重悬细胞
并调整细胞数为５×１０５／ｍＬ。吸细胞混悬液１００μＬ至５ｍＬ流
式管中，加ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ５μＬ和２０ｇ／ＬＰＩ５μＬ，充分混匀，
室温避光孵育１５ｍｉｎ，每管加入１×结合缓冲液４００μＬ，轻微漩
涡混匀，ｌｈ内上流式细胞仪检测。同时以不加ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
和ＰＩ的一管为阴性对照。用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件进行分析，右下象
限ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋／ＰＩ－代表早期凋亡细胞百分率。
１．７　透射电镜观察细胞结构变化
　　取稳定转染后生长良好的 ＫＭ３细胞，分别放入１０ｍＬ离
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心管，８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，保留１．５ｍＬ上清，轻轻吹散细胞后
转入１．５ｍＬ离心管，１２００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，缓慢加
入４％戊二醛固定，１％锇酸后固定，酒精、丙酮梯度脱水，环氧树
脂包埋后制备超薄切片，醋酸铀和枸橼酸铅染色，透射电镜观察

细胞结构。用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软件对条带进行分析。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关基因表达蛋白的表达
　　按照上述的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法，将蛋白转至 ＰＶＤＦ膜上。
１％脱脂牛奶室温封闭 １ｈ后，一抗抗 Ｂｃｌ２、Ｆａｓ、Ｐ５３抗体以
１∶１０００稀释，内参βａｃｔｉｎ１∶２５００稀释，４℃孵育过夜。
　　ＨＲＰ酶标山羊抗兔二抗１∶２５００稀释，室温孵育１ｈ后，
ＥＣＬ化学发光试剂显色，暗室曝光显影。用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像
分析软件对条带进行分析。

１．９　统计学处理
　　实验均重复３次，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ１８．０
统计软件进行ｔ检验。

２　结果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测ＰＣＤＨ１０ｍＲＮＡ表达
　　提取３组ＫＭ３细胞总ＲＮＡ后进行ＲＴＰＣＲ检测。结果显
示，ＰＣＤＨ１０转染组 ＫＭ３细胞中 ＰＣＤＨ１０ｍＲＮＡ高表达，而未
转染组及空质粒转染组则基本不表达 （图１Ａ）。
２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＣＤＨ１０蛋白的表达
　　提取３组ＫＭ３细胞总蛋白，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。结果
显示，ＰＣＤＨ１０转染组 ＫＭ３细胞中 ＰＣＤＨ１０蛋白高表达，且较
未转染组和空质粒转染组明显增强，而各组细胞中βａｃｔｉｎ内参
表达恒定，与ＲＴＰＣＲ检测结果一致（图１Ｂ）。
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１：未转染组；２：空质粒转染组；３：ＰＣＤＨ１０转染组
图１　ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＰＣＤＨ１０转染后ＲＴＰＣＲ（Ａ）、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ｂ）

检测结果

２．３　ＰＣＤＨ１０基因对细胞增殖的抑制作用
　　倒置相差显微镜观察显示，ＰＣＤＨ１０转染组以及空质粒转

染组细胞体积稍小，胞膜完整连续，余无其他特异性形态学变

化。３组细胞经过第１、２天的平台期，第３天开始生长速度出
现较明显的差别，ＰＣＤＨ１０转染组细胞增殖水平显著低于未转
染组和空质粒转染组（Ｐ＜００５），而空质粒转染组和未转染组
没有明显变化（Ｐ＞００５）。其结果提示，ＰＣＤＨ１０基因能抑制
ＭＭ细胞的增殖（图２）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＰＣＤＨ１０转染组比较
图２　ＭＴＴ法检测ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＰＣＤＨ１０转染后细胞增殖能力

２．４　流式细胞仪检测ＰＣＤＨ１０转染后细胞凋亡情况
　　从ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ荧光双参数点图结果见图３，未转
染组、空质粒转染组和ＰＣＤＨ１０转染组的凋亡率分别为（２．４７±
０１７）％、（３．５２±１．０３）％、（２８．４７±１．５６）％。空质粒组细胞
凋亡率高于未转染组，但差异无统计学意义（Ｐ＝０．０８６）。
ＰＣＤＨ１０转染组凋亡率显著高于未转染组和空质粒转染组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．５　透射电镜观察结果
　　透射电镜下，未转染组和空质粒转染组细胞器等未见明显
异常（图４Ａ、Ｂ）；ＰＣＤＨ１０转染组表现为线粒体略有肿胀，胞质
大量的空泡形成，可见细胞膜和细胞器相对完整的核固缩及明

显的凋亡小体形成（图４Ｃ）。
２．６　凋亡相关蛋白的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测表明 ＰＣＤＨ１０基因稳定转染 ＫＭ３细胞
后，未转染组和空质粒转染组在各凋亡相关蛋白水平检测中均

无显著差异（Ｐ＞０．０５）；ＰＣＤＨ１０转染组Ｂｃｌ２表达与未转染组
和空质粒转染组比较明显降低（Ｐ＜０．０５，图５）；Ｐ５３表达水平
较未转染组和空质粒转染组上调（Ｐ＜０．０５，图５）；Ｆａｓ表达水
平较未转染组和空质粒转染组升高（Ｐ＜０．０５，图５）。
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图３　流式细胞仪检测ＰＣＤＨ１０基因对ＫＭ３细胞凋亡的作用
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Ａ：未转染组；Ｂ：空质粒转染组；Ｃ：ＰＣＤＨ１０转染组

图４　透射电镜观察ＰＣＤＨ１０基因对ＫＭ３细胞凋亡的作用
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：未转染组；２：空质粒转染组；３：ＰＣＤＨ１０

转染组；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＰＣＤＨ１０转染组比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＣＤＨ１０基因对凋亡相关蛋白的表达的作用

３　讨论

　　我们前期研究表明ＰＣＤＨ１０基因在ＭＭ中因其甲
基化而低表达或沉默，且 ＰＣＤＨ１０可以使细胞停滞于
Ｇ０／Ｇ１期，从而抑制肿瘤细胞增殖

［５］。此外，通过甲基

化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）检测出７７．２７％（３４／４４）的 ＭＭ
临床患者 ＰＣＤＨ１０基因呈甲基化而低表达［１１］。这表

明ＰＣＤＨ１０基因可作为 ＭＭ的分子生物学标志之一，
从而为临床ＭＭ的早期诊断提供重要的实验依据。研
究表明，ＰＣＤＨ１０基因在鼻咽癌、食管癌等肿瘤中广泛
沉默的分子机制是其启动子ＣｐＧ岛甲基化而沉默，且

体外过表达ＰＣＤＨ１０基因能抑制肿瘤细胞增殖、迁移、
侵袭、克隆形成等［３］；过表达 ＰＣＤＨ１０基因能抑制胃
癌细胞的增殖、转移和侵袭，并通过上调促凋亡基因

Ｆａｓ、Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｊｕｎ、ＨＴＡＴＩＰ２和ＣＤＫＮ１Ａ，下调抗凋亡
基因 ＦＧＦＲ２和 ＣＤＫＮ１Ａ促进胃癌细胞凋亡［１０］。另

外，Ｌｉ等［７］发现 Ｓｐ１／Ｓｐ３和 ＣＢＦ／ＮＦγ等转录因子对
调节ＰＣＤＨ１０基因表达起着很重要的作用。以上研究
均说明了ＰＣＤＨ１０基因在人类肿瘤中作为基因靶向治
疗的重要性。目前国内外对于ＰＣＤＨ１０的研究还主要
集中在一些功能学的研究上，对于其抑制肿瘤的作用

和具体机制还需要进一步的研究。

　　本研究通过稳定转染ＰＣＤＨ１０基因后观察其对骨
髓瘤ＫＭ３细胞凋亡的影响。ＰＣＤＨ１０转染后 ＲＴＰＣＲ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果均表明ＰＣＤＨ１０基因被成功表达。
在观察ＰＣＤＨ１０基因对 ＫＭ３细胞凋亡影响的实验中
发现，ＰＣＤＨ１０转染 ＫＭ３细胞后，电镜下 ＰＣＤＨ１０转
染组出现胞质空泡样变，核固缩以及明显的凋亡小体；

流式细胞仪结果显示ＰＣＤＨ１０转染组细胞凋亡率较对
照组明显增加，表明ＰＣＤＨ１０有促ＫＭ３细胞凋亡的作
用，这与文献［１０］在胃癌中的研究一致；通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测凋亡相关基因发现，ＰＣＤＨ１０基因可导致抗凋
亡基因Ｂｃｌ２的表达水平显著下调，Ｆａｓ蛋白表达明显
上调，抑癌基因Ｐ５３的表达较对照组上调。这些结果
表明ＰＣＤＨ１０可能通过调节 Ｂｃｌ２、Ｐ５３和 Ｆａｓ等凋亡
相关基因促进骨髓瘤ＫＭ３细胞凋亡，从而为临床治疗
ＭＭ提供了新的策略与方向。
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　　ＭＭ是一种增殖与凋亡活性均低的分子克隆病。
Ｂｃｌ２基因是很重要的细胞凋亡调控基因，其在抑制凋
亡的同时并不促进细胞增殖［１２］。研究表明Ｂｃｌ２基因
的过度表达参与了多种血液肿瘤（包括 ＭＭ）的发生、
发展，而且Ｂｃｌ２基因表达的上调与 ＭＭ细胞的寿命
和抗药性相关［１３－１４］。结合本实验结果说明 ＰＣＤＨ１０
基因促进骨髓瘤细胞凋亡可能涉及Ｂｃｌ２基因。
　　Ｐ５３是重要的抑癌基因，它在细胞周期调控、细胞
凋亡以及肿瘤的发生、发展过程中发挥着重要作用。

研究表明ｃＪｕｎ／ＪＮＫ通路的激活对Ｐ５３介导的多发性
骨髓瘤细胞凋亡起着重要作用，而激活的 Ｐ５３反过来
也会增强ＪＮＫ信号通路，从而促进肿瘤细胞凋亡［１５］。

由于ＰＣＤＨ１０基因能上调Ｊｕｎ蛋白进而促进胃癌细胞
凋亡［１０］，本研究也表明ＰＣＤＨ１０基因可上调Ｐ５３基因
表达，故我们推测 ＰＣＤＨ１０与 Ｐ５３基因可能在促进骨
髓瘤细胞凋亡作用中起着协同作用。

　　Ｆａｓ是最典型的死亡受体，在介导细胞凋亡过程
中可能起到很重要的信号传递作用，同时 Ｆａｓ系统调
节失调也是肿瘤免疫逃逸的重要机制之一［１６］。

ＰＣＤＨ１０基因可上调 Ｆａｓ、Ｃａｓｐａｓｅ８蛋白的表达而促
进胃癌细胞凋亡［１０］。本研究也显示 ＰＣＤＨ１０基因可
上调Ｆａｓ蛋白表达。因此，ＰＣＤＨ１０基因促进骨髓瘤
细胞凋亡可能与Ｆａｓ死亡受体相关。
　　综上所述，本研究显示，ＰＣＤＨ１０基因在多发性骨
髓瘤ＫＭ３细胞凋亡中起促进作用，且参与调节Ｂｃｌ２、
Ｐ５３和Ｆａｓ凋亡相关蛋白的表达，从而进一步表明了
ＰＣＤＨ１０基因在多发性骨髓瘤的发生、发展中具有重
要作用，且其可能通过下调 Ｂｃｌ２，上调 Ｐ５３、Ｆａｓ等凋
亡相关蛋白而促进骨髓瘤细胞凋亡。然而 ＰＣＤＨ１０促
进骨髓瘤细胞凋亡的精确分子作用机制还未阐明，有待

于更深入的实验研究。此外，ＰＣＤＨ１０基因是否通过其
他途径促进骨髓瘤细胞凋亡仍需进一步的研究证明。
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