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沉默ＮＵＰＲ１降低人多发性骨髓瘤Ｕ２６６细胞自噬并促进其迁移和侵袭
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　　［摘要］　目的　探讨沉默核蛋白１（ｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＮＵＰＲ１）对人多发性骨髓瘤细胞自噬、迁移
和侵袭的影响及其机制。方法　用含有ＮＵＰＲ１ｓｈＲＮＡ慢病毒载体的病毒感染骨髓瘤Ｕ２６６细胞，通过
流式细胞术检测转染效率，实验分为阴性对照组（转染无关序列 ｓｈＲＮＡ慢病毒）和敲低组（转染
ＮＵＰＲ１ｓｈＲＮＡ慢病毒）。ｑＲＴＰＣＲ检测 ＮＵＰＲ１ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＵＰＲ１、自噬相关蛋白
（ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＡＴＧ５和Ｐ６２）、迁移和侵袭相关蛋白（ＭＭＰ９、ＣＸＣＲ４）以及通路蛋白（ｐＡＫＴ／
ＴＡＫＴ和ｐｍＴＯＲ／ＴｍＴＯＲ）的表达；透射电子显微镜（ＴＥＭ）观察自噬小体；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞迁移和
侵袭能力。结果　与阴性对照组比较，敲低组ＮＵＰＲ１ｍＲＮＡ和蛋白表达显著下调（Ｐ＜０．０５），自噬相关
蛋白ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的表达明显降低（Ｐ＜０．０５），而 ＭＭＰ９、ＣＸＣＲ４、Ｐ６２、ｐＡＫＴ／ＴＡＫＴ
和ｐｍＴＯＲ／ＴｍＴＯＲ蛋白表达明显增高（Ｐ＜０．０５）；敲低组自噬小体明显减少，细胞迁移和侵袭能力增
强，雷帕霉素可阻断该促进作用。结论　沉默ＮＵＰＲ１可能通过降低自噬水平促进 Ｕ２６６细胞迁移和侵
袭，并可能与ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路激活有关。
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　　多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）是浆细胞恶
性增殖性肿瘤，其发病率逐渐上升，已成为血液系统第

二大肿瘤［１－２］。目前广泛应用的蛋白酶体抑制剂、自体

造血干细胞移植和相关化疗方案的改善，极大地提高了

疗效。然而，相当多的患者可能在几年，甚至几个月内

复发。相关研究表明，微小残留病灶（ｍｉｎｉｍａｌｒｅｓｉｄｕａｌ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＭＲＤ）的形成是ＭＭ复发和难治的重要原因之
一，而肿瘤的迁移和侵袭与ＭＲＤ的形成密切相关［３］。

　　转录调节因子核蛋白１（ｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＮＵＰＲ１）
又称作ｐ８和Ｃｏｍ１，是一种参与调控细胞生物学行为及
多种信号通路的小分子蛋白［４－５］。国内外研究报道

ＮＵＰＲ１在乳腺癌、非小细胞肺癌、甲状腺癌等肿瘤中过
度表达［６］。研究显示，敲低ＮＵＰＲ１可抑制ＨｅｐＧ２肝癌
细胞和非小细胞肺癌细胞的迁移，但其机制尚未阐

明［７－８］。另有研究表明，ＮＵＰＲ１与肿瘤细胞自噬调节相
关［９］，而自噬被证明在ＭＭ的病理生理学中起着至关重
要的作用［１０］，还可参与调节肿瘤细胞的迁移和侵袭。

我们前期研究表明ＭＭ细胞内自噬水平较高［１１－１２］。于

是，我们推测ＭＭ细胞中较高水平自噬可能与 ＮＵＰＲ１
高表达相关。因此，本研究通过敲低ＮＵＰＲ１表达来观
察其对骨髓瘤Ｕ２６６细胞自噬、迁移和侵袭能力的影响
及相互间是否存在关联，以进一步明确 ＮＵＰＲ１在 ＭＭ
中的作用，为ＭＭ靶向治疗提供新的可能。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　人多发性骨髓瘤 Ｕ２６６细胞株　　由侯健教
授（上海仁济医院）惠赠。

１．１．２　实验试剂　　慢病毒和聚凝胺（Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ）购
于吉凯基因公司；雷帕霉素（５０ｍｇ）和ＲＰＭＩ１６４０购于
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；胎牛血清购于 ＰＡＮＢｉｏｔｅｃｈＧｍｂＨ
公司；ＴＲＩｚｏｌ、ＰＣＲ试剂盒及ＰＣＲ引物均购于 ＴａＫａＲａ
公司；蛋白提取、浓度测定（ＢＣＡ法）试剂盒和蛋白免
疫印迹实验相关试剂均购于碧云天公司；ＰＶＤＦ膜购
于Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司；嘌呤霉素（Ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ）购于赛默飞世
尔科技公司；ＮＵＰＲ１抗体购于ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司；
ＬＣ３、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、ＭＭＰ９、ＣＸＣＲ４和 ＡＴＧ５抗体均购
于万类生物科技公司；Ｂｅｃｌｉｎ１、βａｃｔｉｎ、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ
和Ｐ６２抗体均购于Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　慢病毒载体的构建　　运用专业软件确定
ＮＵＰＲ１基因的特异性 ｓｈＲＮＡ干扰序列为 ５′ＣＣＡＡＧ
ＣＴＧＣＡＧＡＡＴＴＣＡＧＡ３′；同时设计无关序列为５′ＴＴＣ
ＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ３′。由上海吉凯基因公司完成

ｓｈＲＮＡ序列慢病毒载体的构建、包装及效价测定。
１．２．２　稳定株制备　　取对数生长期的 Ｕ２６６细胞，
分装于２个孔，每孔接种５×１０４个细胞，于２４孔板中
培养。转染无关序列 ｓｈＲＮＡ慢病毒的细胞作为阴性
对照组，转染 ＮＵＰＲ１ｓｈＲＮＡ慢病毒的细胞作为敲低
组，细胞感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为
１００，同时加入Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（５μｇ／ｍＬ），培养１２ｈ后更换
培养液。于７２ｈ后观察和测定绿色荧光率。观察到
荧光后，用０．５ｍｇ／Ｌ的Ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ持续筛选（每１～２天
更换新配制溶液）。２周后获得稳定转染细胞株。
１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测　　提取各组细胞 ＲＮＡ并逆
转录获得ｃＤＮＡ（总体系２０μＬ）。依照ＰＣＲ反应条件
（９５℃ ３０ｓ，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ）进行５０个循环。每
组３个复孔，重复３次。引物序列见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 产物长度／ｂｐ

ＮＵＰＲ１
上游：ＡＧＧＡＣＴＴＡＴＴＣＣＣＧＣＴＧＡＣＴＧＡ
下游：ＴＧＣＣＧＴＧＣＧＴＧＴＣＴＡＴＴＴＡＴＴＧ

１９４

βａｃｔｉｎ
上游：ＣＣＡＣＧＡＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣ
下游：ＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴ

１３２

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　提取各组蛋白后进行凝
胶电泳（上样量为３０μｇ），然后转膜和封闭。在ＰＶＤＦ
膜上滴加一抗于４℃孵育过夜，翌日分３次清洗（ＴＢＳＴ，
３０ｍｉｎ），待加入二抗后置于３７℃孵箱，６０ｍｉｎ后取出
清洗（方法同前），ＥＣＬ法显影，以βａｃｔｉｎ作为内参测定
灰度值。实验重复３次。
１．２．５　透射电镜观察自噬　　分别收集阴性对照组及
敲低组细胞（每组１×１０６个）于２ｍＬＥＰ管中，１２００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ后，弃上清，４℃戊二醛固定２４ｈ后０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ洗３０ｍｉｎ（分为３次），然后４℃ １％锇酸固定和
电子转染２ｈ，最后制成超薄切片，使用透射电子显微
镜进行观察并拍照。

１．２．６　迁移实验　　取对数生长期的阴性对照组和
敲低组细胞分别给予 １００ｎｇ／ｍＬ雷帕霉素处理 ２４ｈ
后，收集各组细胞（包括未用雷帕霉素处理的细胞），

用无血清培养基重悬，取 １×１０５个细胞 ４００μＬ放入
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上层。下室加入含 １０％ＦＢＳ的培养基
６００μＬ，３７℃孵育２４ｈ。然后收集各组下室细胞，制
成２０μＬ细胞悬液，用细胞计数板于显微镜下计数。
迁移细胞数＝计数板四大格细胞均数×１０４×０．０２个。
１．２．７　侵袭实验　　将基质胶用无血清 ＲＰＭＩ１６４０
按１∶８稀释混匀，取５０μＬ覆盖在小室上室面，３７℃放
置３０ｍｉｎ。余下操作方法同迁移实验。

３２３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２３）
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Ａ：相差显微镜观察敲低组Ｕ２６６细胞形态（×１００）；Ｂ：荧光显微镜观察敲低组Ｕ２６６细胞荧光表达（×１００）；Ｃ：流
式细胞仪检测细胞荧光表达

图１　ＮＵＰＲ１ｓｈＲＮＡ慢病毒感染后荧光表达观察和测定

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件。数据以 珋ｘ±ｓ表示，独
立样本ｔ检验用于两组间比较，配对样本ｔ检验用于雷
帕霉素处理前后同组间比较。Ｐ＜０．０５表示差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＮＵＰＲ１ｓｈＲＮＡ慢病毒成功转染Ｕ２６６细胞
２．１．１　观察和测定荧光表达情况　　ＮＵＰＲ１ｓｈＲＮＡ
慢病毒转染 Ｕ２６６细胞后转染率达 ９０％（图 １），说明
细胞转染成功。

２．１．２　在ｍＲＮＡ和蛋白水平成功敲低ＮＵＰＲ１　　敲
低组ＮＵＰＲ１ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量均较阴性对照
组显著降低（Ｐ＜０．０５，图２、表２）。

阴性对照组 敲低组
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图２　各组Ｕ２６６细胞ＮＵＰＲ１蛋白表达

表２　两组ＮＵＰＲ１ｍＲＮＡ和蛋白水平相对表达量
比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ｍＲＮＡ相对表达量 蛋白相对表达量

阴性对照组 １．０５７±０．２０８ １．３３７±０．３６５

敲低组　　 ０．０４６±０．０３９ ０．４８３±０．２１２

Ｐ值 ０．００１ ０．０２５

２．２　沉默ＮＵＰＲ１下调Ｕ２６６细胞自噬水平
２．２．１　透射电镜观察自噬小体　　ＮＵＰＲ１沉默后，
Ｕ２６６细胞自噬小体明显减少（图３）。

!

"

Ａ：阴性对照组（×２００００）；Ｂ：敲低组（×３００００）

图３　ＴＥＭ观察沉默ＮＵＰＲ１后Ｕ２６６细胞自噬小体

２．２．２　自噬相关蛋白表达　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发
现，敲低组 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＡＴＧ５蛋白相对
表达量较阴性对照组明显减少，而 Ｐ６２蛋白相对表达
量显著高于阴性对照组（Ｐ＜０．０５）。经雷帕霉素处理
后，阴性对照组和敲低组 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１和
ＡＴＧ５蛋白相对表达量均较处理前明显增加，但敲低
组仍低于阴性对照组（Ｐ＜０．００１）；两组 Ｐ６２蛋白相对
表达量均较处理前显著降低，但敲低组仍高于阴性对

照组（Ｐ＜０．０５，表３、图４）。

４２３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表３　两组自噬相关蛋白相对表达量比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ Ｂｅｃｌｉｎ１ ＡＴＧ５ Ｐ６２
组别

处理前 处理后 处理前 处理后 处理前 处理后 处理前 处理后

阴性对照组 １．８１３±０．４６９ ３．３６３±０．２９６ １．５５０±０．１４７ ２．７５３±０．１９３ １．２８６±０．２５８ １．８８３±０．２２９ ２．４３０±０．３７６ ０．６７７±０．１２１
敲低组　　 ０．８０３±０．１５５ １．５１３±０．０６０ １．０３０±０．１３９ １．５８０±０．０８０ ０．７８０±０．１０７ １．０９７±０．０３１ ３．６１０±０．３３８ １．２３３±０．２６０
Ｐ值 ０．０２４ ＜０．００１ ０．０１１ ０．００１ ０．０３５ ０．００４ ０．０１６ ０．０２８

阴性对照组 敲低组
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图４　雷帕霉素处理前后对各组细胞自噬蛋白的影响

２．３　沉默ＮＵＰＲ１增强Ｕ２６６细胞迁移和侵袭能力
２．３．１　迁移实验　　敲低组穿过小室的细胞数为
（８２５±１２９），显著多于阴性对照组［（４１１±１１３），Ｐ＝
０．０１４］。雷帕霉素处理后，两组穿过小室的细胞数均
较处理前明显减少，但敲低组仍多于阴性对照组

［（３２７±２７）ｖｓ（２０７±４４），Ｐ＝０．０１６，图５］。
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Ａ：阴性对照组；Ｂ：敲低组；Ｃ：阴性对照组＋雷帕霉素；
Ｄ：敲低组＋雷帕霉素

图５　沉默ＮＵＰＲ１对Ｕ２６６细胞迁移能力的影响　（×４０）

２．３．２　侵袭实验　　敲低组穿过小室的细胞数为
（３２６±５９），显著多于阴性对照组［（１７５±６０），Ｐ＝
０．０３７］。雷帕霉素处理后，两组穿过小室的细胞数均
较处理前明显减少，但敲低组仍多于阴性对照组

［（１２５±２４）ｖｓ（７０±１７），Ｐ＝０．０３５，图６］。
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Ａ：阴性对照组；Ｂ：敲低组；Ｃ：阴性对照组＋雷帕霉素；
Ｄ：敲低组＋雷帕霉素

图６　沉默ＮＵＰＲ１对Ｕ２６６细胞侵袭能力的影响　（×４０）

２．３．３　迁移和侵袭相关蛋白检测　　敲低组细胞
ＭＭＰ９和ＣＸＣＲ４蛋白相对表达量均显著高于阴性对
照组。经雷帕霉素处理后，两组 ＭＭＰ９和 ＣＸＣＲ４蛋
白相对表达量均较处理前减少，但敲低组仍高于阴性

对照组（Ｐ＜０．０５，表４、图７）。

表４　两组迁移和侵袭相关蛋白相对表达量比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＭＭＰ９ ＣＸＣＲ４
组别

处理前 处理后 处理前 处理后

阴性对照组 ０．６１７±０．０４５０．２８９±０．００９０．８９０±０．４３１０．５５０±０．０９９
敲低组　　 １．２３９±０．０２８０．６４２±０．０２４２．４８１±０．８１７１．２０５±０．１８０
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ０．０４１ ０．０１６
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图７　沉默ＮＵＰＲ１对Ｕ２６６细胞ＭＭＰ９和ＣＸＣＲ４蛋白

表达的影响

２．４　ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，敲低组 ｐＡＫＴ／ＴＡＫＴ和

５２３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２３）



ｐｍＴＯＲ／ＴｍＴＯＲ蛋白相对表达量较阴性对照组明显
增加。雷帕霉素处理后，两组ｐＡＫＴ／ＴＡＫＴ和ｐｍＴＯＲ／
ＴｍＴＯＲ蛋白相对表达量均较处理前减少，但敲低组
仍显著高于阴性对照组（Ｐ＜０．００１，图８、表５）。
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阴性对照组 敲低组
!!!!!

敲低组 阴性对照组
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雷帕霉素

图８　沉默ＮＵＰＲ１对ＡＫＴ、ｍＴＯＲ蛋白表达的影响

表５　两组ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路蛋白相对表达量
比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ｐＡＫＴ／ＴＡＫＴ ｐｍＴＯＲ／ＴｍＴＯＲ
组别

处理前 处理后 处理前 处理后

阴性对照组 １．２２３±０．１２７０．４２７±０．０４０１．４９３±０．０５１０．３４３±０．２５２
敲低组　　 １．７４９±０．２０１０．９００±０．０５６２．０１７±０．２８００．９３７±０．０３１
Ｐ值 ０．０１９ ＜０．００１ ０．０３４ ＜０．００１

３　讨论

　　本课题组既往研究发现ＮＵＰＲ１在ＭＭ中高表达，
且下调ＮＵＰＲ１表达可抑制 Ｕ２６６细胞增殖，促进细胞
凋亡［１２］。为更全面了解 ＮＵＰＲ１在 ＭＭ中的作用，本
研究靶向敲低ＮＵＰＲ１观察其对 ＭＭ自噬和迁袭的影
响，结果显示，ＮＵＰＲ１在 ｍＲＮＡ和蛋白水平敲低均有
效，在ｍＲＮＡ水平敲低效果较蛋白水平更显著。基因翻
译水平变化往往滞后于转录水平，且蛋白质较ｍＲＮＡ结
构更稳定，降解速度更缓慢，因而出现上述情况。

　　本研究显示，沉默ＮＵＰＲ１后，自噬小体明显减少，
自噬标志性蛋白 ＬＣ３Ⅰ向 ＬＣ３Ⅱ转化减少。此外，自
噬底物相关蛋白Ｐ６２的表达增加，Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＡＴＧ５表
达降低。由此可见，沉默 ＮＵＰＲ１对 Ｕ２６６细胞自噬有
抑制作用。ＭＭ细胞较高水平的自噬对其生存具有保
护作用，若抑制ＭＭ细胞自噬，将促进其死亡［１３］。

　　有学者认为 ＭＭ患者骨髓中 ＭＭＰ９和 ＣＸＣＲ１２
均呈高表达［１４］。ＭＭＰ９是一种锌肽酶，主要作用于细
胞外基质降解过程，表达上调能增强肿瘤细胞的迁袭

能力［１５］。ＣＸＣＲ１２与其受体 ＣＸＣＲ４结合可促进肿瘤
细胞黏附于血管内皮细胞，进而加速癌细胞的转移。

为进一步探明沉默 ＮＵＰＲ１对 ＭＭ细胞迁移和侵袭的
影响，本研究利用ＲＮＡ干扰技术沉默ＮＵＰＲ１后发现，
Ｕ２６６细胞迁袭能力增加。同时，检测 ＭＭＰ９和 ＣＸＣＲ４
蛋白表达增加。提示沉默 ＮＵＰＲ１可提高 Ｕ２６６细胞

迁移和侵袭能力。

　　那么，沉默ＮＵＰＲ１对 ＭＭ细胞自噬、迁移和侵袭
的影响相互间是否存在关联呢？我们运用自噬诱导剂

雷帕霉素处理后发现，Ｕ２６６细胞自噬水平较处理前有
所恢复，同时迁移和侵袭能力较处理前降低。该结果

表明，随着ＮＵＰＲ１沉默，Ｕ２６６细胞迁移和侵袭能力的
改变可能与自噬水平降低相关。我们推测自噬流的抑

制导致ＭＭＰ９及ＣＸＣＲ４蛋白部分降解途径受阻而在
细胞中累积。

　　我们前期研究结果提示 ＮＵＰＲ１在 ＭＭ中可能具
有促癌作用，而本研究发现沉默ＮＵＰＲ１能促进ＭＭ的
迁移和侵袭。多项研究发现 ＮＵＰＲ１对于不同肿瘤作
用不一，甚至同一种肿瘤中也可能发挥相反的作

用［１６－１７］。我们认为肿瘤的发生、发展是一个动态变化

的复杂过程，每个环节有多种因子参与调节。ＮＵＰＲ１
所发挥的作用是综合调控多种因子总效应的结果。故

其可能在ＭＭ发展的不同阶段发挥不同作用。
　　研究表明，ＭＭ的增殖、自噬和迁袭能力的调控均
与ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路相关［１８－２１］。为进一步探究

ＮＵＰＲ１影响ＭＭ细胞这些生物学行为是否与该通路
有关，本研究检测了 ＡＫＴ、ｍＴＯＲ蛋白及其磷酸化水
平。结果发现沉默 ＮＵＰＲ１可上调 ＡＫＴ及其下游的
ｍＴＯＲ磷酸化水平，在用雷帕霉素（一种ｍＴＯＲ的特殊
抑制剂）处理后，敲低组 ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ磷酸化水平降
低，同时细胞自噬水平较处理前增高，迁袭能力较处理

前降低，即 ＮＵＰＲ１可能通过 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ途径调控
Ｕ２６６细胞自噬、迁移和侵袭。
　　综上所述，沉默ＮＵＰＲ１可降低 Ｕ２６６细胞自噬水
平并增强其迁移、侵袭能力。微小残留病灶导致 ＭＭ
难治的问题仍比较棘手。若通过干扰 ＮＵＰＲ１的表达
能够影响ＭＭ细胞死亡和迁袭能力，减少 ＭＲＤ形成，
将对ＭＭ的防治有着重要意义。本实验仅初步观察了
ＮＵＰＲ１对 ＭＭ自噬、迁移和侵袭的影响，其具体参与
调控的基因及相关机制仍有待进一步研究。
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