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靶向抑制ＤＮＡＪＣ１基因对多发性骨髓瘤细胞凋亡和增殖的影响
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　　［摘要］　目的　研究 ＤＮＡＪＣ１基因对多发性骨髓瘤细胞增殖及凋亡的影响，初步探讨其作用机
制。方法　将ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ及阴性对照 ｓｉＲＮＡ转染人多发性骨髓瘤细胞株 Ｕ２６６，利用 ＲＴｑＰＣＲ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＤＮＡＪＣ１基因干扰效果，ＣＣＫ８检测ＤＮＡＪＣ１基因对 Ｕ２６６细胞增殖的影响，流式细胞
仪检测其对细胞凋亡的影响。ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｕ２６６细胞中 ＰＴＥＮｍＲＮＡ及蛋白表达。
结果　干扰组ＤＮＡＪＣ１基因ｍＲＮＡ及蛋白表达明显降低，Ｕ２６６细胞的增殖明显受抑，抑制率为（５８．９５±
８．１３）％，与阴性ｓｉＲＮＡ组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。干扰组细胞凋亡率为（４４．９５±６．０６）％，
明显高于阴性 ｓｉＲＮＡ组［（３．９１±０．３８）％］及对照组［（３．９７±０．４３）％，Ｐ＜０．０５］。与阴性 ｓｉＲＮＡ组相
比，干扰组ＰＴＥＮ的ｍＲＮＡ及蛋白表达明显升高（Ｐ＜０．０５）。结论　靶向抑制ＤＮＡＪＣ１基因可促进多发
性骨髓瘤细胞的凋亡，抑制其增殖，这种作用可能是通过上调ＰＴＥＮ水平来实现的。
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　　多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）是一种克
隆浆细胞异常增殖的恶性疾病，在很多国家是血液系

统第２位常见恶性肿瘤［１］。尽管目前随着免疫调节

剂、蛋白酶体抑制剂、ＣＤ３８单克隆抗体等新药的问世，
多发性骨髓瘤的治疗取得了重大的进展，但均存在复

发的概率，迄今为止仍被认为是不可治愈的疾病［２］。

因此，探索ＭＭ的发病机制，寻找有效的治疗手段具有
重要意义。研究表明多发性骨髓瘤的发生、发展与多

种癌基因过表达及抑癌基因失活密切相关，但目前对

其发生、发展的分子机制尚不完全清楚。

　　ＤＮＡＪＣ１与ＨＳＰ４０（热休克蛋白４０）具有高度同源
性，别名 ＨＴＪ１、ＭＴＪ１、ＥＲｄｊ１、ＤＮＡＪＬ１，是一种富含于微
粒体和核片段中的跨膜蛋白，位于１０ｐ１２．３１，相对分子
质量为６４×１０３，在ＤＮＡ的连接和蛋白的相互作用中发
挥重要作用，并且属于一种转录因子，参与转录调

节［３－４］。ＤＮＡＪＣ１已被发现与多种肿瘤相关，可以通过
调控肿瘤细胞的增殖及凋亡促进肿瘤的发生。ＣＣＬＥ数
据库结果显示ＤＮＡＪＣ１基因在多发性骨髓瘤细胞中的
表达明显升高（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ．ｏｒｇ／ｃｃｌｅ／
ｈｏｍｅ）。并且将多发性骨髓瘤细胞株ＫＡＳ６／１给予去甲
基化药物处理后，多种抑癌基因的表达量增加，而包含

ＤＮＡＪＣ１在内的癌基因表达量下降，提示ＤＮＡＪＣ１可能
通过甲基化途径参与 ＭＭ的发生［５］。ＤＮＡＪＣ１在葡萄
糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）转运至细胞表面与 α２巨球蛋
白［α２Ｍａｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ（α２Ｍ）］结合的过程中起着关键
作用［６］。已知细胞表面ＧＲＰ７８与α２巨球蛋白的相互
作用可以激活ＥＲＫ１／２、ｐ３８ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ，并通过ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ和ＮＦκＢ信号通路调节细胞增殖［７－８］。

　　综上所述，我们推测 ＤＮＡＪＣ１作为促癌基因参与
多发性骨髓瘤的发生。为证实这一推测，本研究选择

人ＭＭ细胞株 Ｕ２６６为研究对象，应用 ｓｉＲＮＡ降低人
ＭＭ细胞株Ｕ２６６细胞中ＤＮＡＪＣ１基因的表达，以探讨
ＤＮＡＪＣ１基因对Ｕ２６６细胞增殖及凋亡的影响，为下一
步阐明ＤＮＡＪＣ１基因在ＭＭ发生中的作用提供理论依
据和实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　包括：ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ、阴性 ｓｉＲＮＡ、转染试剂

ｒｉｂｏＦＥＣＴＣＰＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＫｉｔ（锐博生物）；ＲＰＭＩ１６４０、胎
牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；ＲＮＡ提取试剂盒、反转录试
剂盒、定量ＰＣＲ试剂盒（Ｔｉａｎｇｅｎ公司）；总蛋白提取试
剂盒、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）；兔抗人
ＤＮＡＪＣ１抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司）；兔抗人 ＰＴＥＮ抗体
（美国Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ公司）；兔抗人 ＧＡＰＤＨ多克隆抗体、
辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗（Ｍｅｎｇｂｉｏ公司）；
ＤＮＡＪＣ１、ＧＡＰＤＨ及ＰＴＥＮ上下游引物（日本ＴａＫａＲａ公
司）；人ＭＭ细胞株Ｕ２６６细胞（Ｄｏｗｏｂｉｏ公司）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　Ｕ２６６细胞复苏后，采用含 １０％
胎牛血清及青霉素（１００Ｕ／ｍＬ）、链霉素（１００Ｕ／ｍＬ）的
ＲＰＭＩ１６４０培养基，３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度的培养箱中
培养。２～３ｄ传代１次。取对数期细胞进行实验。
１．２．２　实验分组及细胞转染　　实验分为３组，对照
组：未转染干预的 Ｕ２６６细胞；阴性 ｓｉＲＮＡ组：转染阴
性 ｓｉＲＮＡ的 Ｕ２６６细胞；ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ组：转染
ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ的Ｕ２６６细胞。取对数生长期的 Ｕ２６６
细胞，转染前２４ｈ，按６×１０５／ｍＬ接种到６孔细胞培养
板，用 １２０μＬ１×ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰＢｕｆｆｅｒ稀释 １．２５μＬ
２０μｍｏｌ／ＬｓｉＲＮＡ储存液，轻轻混匀。然后加入１２μＬ
ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰＲｅａｇｅｎｔ，轻轻吹打混匀，室温孵育 ０～
１５ｍｉｎ，制备成转染复合物。将转染复合物加入到适
量无双抗完全培养基中，轻轻混匀将培养板置于 ３７℃
的 ＣＯ２培养箱中，培养７２ｈ后，收集细胞。
１．２．３　ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ表达　　转染后 ７２ｈ，
收集各组细胞，提取总 ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ，进行定
量ＰＣＲ扩增反应，每组设３个复孔。ＤＮＡＪＣ１上游引
物：５′ＡＴＴＣＣＣＧＴＣＧＴＧＴＴＣＡＡＡＧ３′，下游引物：５′
ＡＣＣＴＧＡＴＧＣＣＣＴＡＴＴＡＣＴＣ３′，２５７ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游引
物：５′ＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣ３′，下游引物
５′ＧＴＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ３′，１３２ｂｐ；ＰＴＥＮ
上游引物：５′ＡＴＧＡＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＣＡＡＡ３′，下游引物：
５′ＴＣＡＧＡＣＴＴＴＴＧＴＡＡＴＴＴＧＴＧ３′，２１６ｂｐ。扩增条件
为：９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ，６２℃退火３０ｓ，共
进行４０个循环。以２－ΔΔＣｔ法计算ＤＮＡＪＣ１ｍＲＮＡ的相
对表达量。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　转染后 ７２ｈ，
收集各组细胞，按照文献［９］操作方法进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
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ｂｌｏｔ检测。分别加入 １∶１０００兔抗人 ＤＮＡＪＣ１抗体、
１∶１０００兔抗人ＰＴＥＮ抗体和１∶２０００兔抗人 ＧＡＰＤＨ
抗体。ＥＣＬ化学发光法显色。以 ＧＡＰＤＨ为内参，
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析灰度值。
１．２．５　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　转染后７２ｈ，收集细
胞，调整细胞密度为５×１０３／１００μＬ于９６孔板中。每
孔加入ＣＣＫ８试剂１０μＬ，细胞培养箱内作用２ｈ，在
酶标仪４５０ｎｍ波长处测定光密度值［Ｄ（４５０）］。细胞
抑制率＝［１－Ｄ（４５０）实验组］／Ｄ（４５０）对照组×１００％。
１．２．６　流式细胞仪检测细胞凋亡　　转染后７２ｈ，收
集各组细胞，进行 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染标记，采用
流式细胞仪检测细胞凋亡。

１．３　统计学分析
　　实验数据均为计量资料，用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ
２２．０统计软件，２组以上均数比较用单因素方差分
析，组间两两均数比较用独立样本ｔ检验。Ｐ＜０．０５表
明差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＤＮＡＪＣ１基因的干扰效果
　　ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示：ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ能有效
降低ＤＮＡＪＣ１ｍＲＮＡ表达，而对照组和阴性 ｓｉＲＮＡ组
之间的表达无明显差异（图 １Ａ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果显示：ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ组相对于阴性 ｓｉＲＮＡ组
ＤＮＡＪＣ１蛋白表达明显下降（０．３０±０．０２ｖｓ０．４９±
０．０５，Ｐ＜０．０５），而对照组（０．４９±０．０３）和阴性 ｓｉＲＮＡ
组之间蛋白水平无明显差异（图１Ｂ）。
２．２　干扰ＤＮＡＪＣ１基因在体外对Ｕ２６６细胞生长的影响
　　ＣＣＫ８检测结果显示：ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ转染组细
胞增殖变缓，生长明显受到抑制，其抑制率与阴性

ｓｉＲＮＡ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表１）。
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＤＮＡＪＣ１ｍＲＮＡ表达（ｎ＝３）　ａ：Ｐ＜０．０５，
与阴性ｓｉＲＮＡ组比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＤＮＡＪＣ１蛋白表达

图１　ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ干扰效果验证

表１　ＤＮＡＪＣ１基因干扰对Ｕ２６６细胞体外增殖的影响
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 Ｄ（４５０）值 抑制率（％）

对照组 １．０１±０．０８ ０

阴性ｓｉＲＮＡ组 ０．９０±０．０２ ９．８２±２．２９

ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ组 ０．４１±０．０６ ５８．９５±８．１３ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性ｓｉＲＮＡ组比较

２．３　干扰ＤＮＡＪＣ１基因在体外对Ｕ２６６细胞凋亡的影响
　　流式细胞仪检测结果显示：ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ组细胞
凋亡率［（４４．９５±６．０６）％］增加，明显高于阴性 ｓｉＲＮＡ
组［（３．９１±０．３８）％］及对照组［（３．９７±０．４３）％］，说明
干扰ＤＮＡＪＣ１可诱导Ｕ２６６细胞凋亡（Ｐ＜０．０５，图２）。

对照组
!"#$%&!

'()"#

组
阴性

'()"#

组

*+

,+

-+

+

&+

.

/+

0

&+

1

&+

,

&+

,

&+

1

&+

0

&+

.

#2234(2 5 678%!#

9
7
9
%
1
1
!
#

/:

.

&+

0

&+

1

&+

,

&+

,

&+

1

&+

0

&+

.

#2234(2 5 678%!#

9
7
9
%
1
1
!
#

&+

.

&+

0

&+

1

&+

,

&+

,

&+

1

&+

0

&+

.

#2234(2 5 678%!#

9
7
9
%
1
1
!
#

对照组 阴性
'()"#

组
!"#$%&!'()"#

组

;

!

细
胞
凋
亡
率
（
<

）

#

=

Ａ：流式细胞仪检测各组细胞凋亡；Ｂ：各组细胞凋亡率（ｎ＝３）　ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性ｓｉＲＮＡ组比较

图２　ＤＮＡＪＣ１基因干扰在体外对Ｕ２６６细胞凋亡的影响
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２．４　ＤＮＡＪＣ１基因对Ｕ２６６细胞抑癌基因的影响
　　ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示：ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ组 Ｕ２６６
细胞内ＰＴＥＮ的 ｍＲＮＡ表达明显高于阴性 ｓｉＲＮＡ组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而对照组和阴性 ｓｉＲＮＡ
组间无明显差异（图 ３Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示：ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ组Ｕ２６６细胞内 ＰＴＥＮ的蛋白表达
明显高于阴性 ｓｉＲＮＡ组，差异有统计学意义（０．３６±
０．０２ｖｓ０．１８±０．０１，Ｐ＜０．０５），而对照组（０．１９±０．０１）
和阴性ｓｉＲＮＡ组间蛋白水平无明显差异（图 ３Ｂ），提
示ＤＮＡＪＣ１基因可能通过调节 ＰＴＥＮ的表达，从而导
致ＭＭ细胞生物学行为的异常。
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达（ｎ＝３）　ａ：Ｐ＜０．０５，与阴
性ｓｉＲＮＡ组比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＴＥＮ蛋白表达

图３　ＤＮＡＪＣ１基因对Ｕ２６６细胞抑癌基因ＰＴＥＮ表达的影响

３　讨论

　　研究报道，ＤＮＡＪＣ１与胃癌、乳腺癌、卵巢癌等的
发病密切有关［１０－１２］。２００８年，有研究发现ＤＮＡＪＣ１基
因在 ＭＤＳ的 ５ｑ－综合征患者中表达增高，可能参与
ＭＤＳ尤其是 ５ｑ－综合征的发生［１３］。后来 ＭＵＬＡＷ
等［１４］又发现在 ＣＡＬＭ／ＡＦ１０＋髓系白血病患者的
１０ｐ１２区域ＤＮＡＪＣ１基因的表达增高，并推测 ＤＮＡＪＣ１
可能与 ＣＡＬＭ／ＡＦ１０融合基因共同促进白血病的发
生。近年来，利用高通量测序技术发现 ＤＮＡＪＣ１在
ＭＭ患者中表达增高，可能成为 ＭＭ发病机制及靶向
药物开发的候选基因［１５］。ＧＲＰ７８是一种内质网上的
多功能钙结合蛋白，在内质网蛋白质合成、内质网稳态

维持、细胞信号控制、细胞生存等多方面起着关键作

用，ＧＲＰ７８可参与细胞表面信号转导，调控细胞凋亡，
也可参与细胞内质网应激反应，ＧＲＰ７８参与蛋白质在
内质网的正确折叠和转运过程中需依靠腺苷三磷酸酶

（ＡＴＰ）去磷酸化释放的能量。ＤＮＡＪＣ１作为 ＧＲＰ７８
的分子伴侣，能刺激ＧＲＰ７８的ＡＴＰ活性，并在 ＧＲＰ７８
转运至细胞表面与受体结合的过程中发挥重要作

用［１６］。在肿瘤细胞表面高表达的 ＧＲＰ７８可分泌到细
胞外，分泌的 ＧＲＰ７８结合到内皮细胞的细胞表面受
体，通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径调节肿瘤细胞的增殖和存
活［１７］。在前列腺癌中，沉默 ＤＮＡＪＣ１的表达可逆转
α２Ｍ的诱导作用，最终影响前列腺癌细胞的增殖和
凋亡［１８］。ＰＴＥＮ是ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的主要负调控因子，
主要是通过其脂质磷酸酶活性作用于 ＰＩ３Ｋ的下游靶
分子ＰＩＰ３，从而阻断 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路来实现其抑
癌作用。ＰＴＥＮ表达的高低与多种血液系统恶性肿瘤
密切相关，通过ＧＲＰ７８、ＰＴＥＮ双基因条件性敲除小鼠
模型发现：ＧＲＰ７８的降低主要是因为 ＰＴＥＮ在骨髓中
的缺失降低了ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ的活性，并能有效抑制白血病
的发生［８，１９］。在多个多发性骨髓瘤细胞株中已经发

现，有ＰＴＥＮ基因的突变或大片段缺失，并且证实ＰＴＥＮ
在多发性骨髓瘤的发生、发展中起重要作用［２０－２１］。

　　本研究选用多发性骨髓瘤 Ｕ２６６细胞株作为研究
对象，靶向抑制Ｕ２６６细胞 ＤＮＡＪＣ１基因的表达，利用
ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证干扰效果，结果显示：
ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ转染组 ＤＮＡＪＣ１ｍＲＮＡ及蛋白表达较
阴性ｓｉＲＮＡ组明显降低，干扰效果明显。进一步研究
发现：转染ＤＮＡＪＣ１ｓｉＲＮＡ的Ｕ２６６细胞较阴性ｓｉＲＮＡ
组体外生长明显减缓，细胞凋亡明显增加。以上结果

说明ＤＮＡＪＣ１基因可能通过影响细胞的凋亡而促进
ＭＭ细胞生长。这与ＤＮＡＪＣ１基因在其他肿瘤中的报
道基本一致，提示 ＤＮＡＪＣ１基因在肿瘤细胞的生物学
行为过程中发挥了促癌基因的作用。为进一步研究

ＤＮＡＪＣ１影响Ｕ２６６细胞生物学行为的机制，本研究对
ＤＮＡＪＣ１表达下调后 ＰＴＥＮ表达水平进行检测，发现
ＤＮＡＪＣ１基因表达降低的同时，ＰＴＥＮ表达升高。因此
推测在多发性骨髓瘤中 ＤＮＡＪＣ１基因可能通过影响
ＧＲＰ７８转运至细胞表面与受体的结合，从而激活
ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路而发挥促增殖作用，有待在后续
研究中进一步验证。

　　综上所述，本研究结果表明 ＤＮＡＪＣ１基因促进
Ｕ２６６细胞生长，抑制其凋亡，这种作用可能是通过上
调ＰＴＥＮ水平来实现的。为进一步研究ＤＮＡＪＣ１基因
在多发性骨髓瘤发生中的作用奠定了实验基础。
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