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西达本胺联合吗替麦考酚酯抑制继发性急性髓系白血病细胞增殖
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　　［摘要］　目的　探讨西达本胺（ｃｈｉｄａｍｉｄｅ，ＣＤＭ）和吗替麦考酚酯（ｍｙｃｏｐｈｅｎｏｌａｔｅｍｏｆｅｔｉｌ，ＭＭＦ）联
合应用对继发性急性髓系白血病细胞增殖的影响。方法　慢性髓系白血病急变期细胞株 Ｋ５６２及 ＭＤＳ
转白细胞株ＳＫＭ１，分别按照不同浓度的ＣＤＭ单药组（０．２５、０．５、１、２、４μｍｏｌ／Ｌ），ＭＭＦ单药组（０．５、１、
２、４、８μｍｏｌ／Ｌ）及联合用药组（ＣＤＭ∶ＭＭＦ＝１∶２）干预２４、４８、７２ｈ后，ＣＣＫ８实验检测细胞增殖抑制率。
基于最佳联合干预浓度干预７２ｈ后，流式细胞学检测细胞周期及凋亡率的变化，并通过网络药理学探
讨其作用机制。结果　ＣＣＫ８结果显示，联合组（１μｍｏｌ／ＬＣＤＭ＋２μｍｏｌ／ＬＭＭＦ）在Ｋ５６２和ＳＫＭ１细
胞中的联合指数分别为０．３８９４４和０．６３０９８。与 ＣＤＭ及 ＭＭＦ单药组比较，联合用药能显著提高对
Ｋ５６２和ＳＫＭ１细胞增殖抑制率（Ｐ＜０．０１），并促进 Ｋ５６２细胞凋亡率增高（Ｐ＜０．０５）。相较单药 ＭＭＦ
组，联合组显著诱导Ｋ５６２、ＳＫＭ１细胞Ｇ０／Ｇ１期阻滞，但较 ＣＤＭ单药无统计学差异。其后网络药理学
构建出６６个节点、２２２条边的药物疾病靶点 ＰＰＩ网络，并根据拓扑学筛选出 ＣＤＫ１、ＣＤＫ２、ＣＤＫ４、
ＣＤＫ６、ＣＤＫ９、ＳＹＫ、ＢＴＫ、ＫＤＲ、ＰＩＫ３ＣＢ等９个核心靶点，富集分析主要涉及蛋白质磷酸化、细胞增殖、凋
亡调控等多种生物进程，及ＰＩ３ＫＡＫＴ、ＦＯＸＯ等信号通路。结论　ＣＤＭ联合 ＭＭＦ可显著抑制继发性
急性髓系白血病细胞生长。
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　　髓系白血病是一类起源于骨髓造血干细胞的克隆
性增殖的恶性肿瘤，其中以急性髓系白血病（ａｃｕｔｅ
ｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）发病为主，慢性粒细胞白血病
（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）其次［１－２］。根据ＳＥＥＲ
回顾研究发现髓系白血病确诊时中位年龄为６８岁左
右［３］，这意味着老年患者仍面临化疗不耐受及较差的

预后。与此同时，相较于原发 ＡＭＬ而言，由骨髓增生
异常综合征（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅｓ，ＭＤＳ）等血液
系统疾病所继发急性髓系白血病（ｓｅｃｏｎｄａｒｙａｃｕｔｅ
ｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ｓＡＭＬ）发病率随着年龄增长也逐渐
增高，且同时伴随更高复发率及更差预后［４］。因此，

目前仍然亟待探索针对 ｓＡＭＬ的新治疗方案。近年
来，联合用药已被认为是一种毒性低、副作用少的治疗

策略，可用于提高单药治疗的疗效。

　　近年来，研究发现表观遗传学及免疫功能失调等
诸多因素参与了 ＭＤＳ及 ｓＡＭＬ发生发展。西达本胺
（ｃｈｉｄａｍｉｄｅ，ＣＤＭ）是一类新型组蛋白去乙酰化酶
（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣ）抑制剂，而吗替麦考酚酯
（ｍｙｃｏｐｈｅｎｏｌａｔｅｍｏｆｅｔｉｌ，ＭＭＦ）是一类造血干细胞移植
术后常用免疫抑制剂。本研究旨在探究 ＣＤＭ联合
ＭＭＦ对ｓＡＭＬ细胞增殖的影响，为全面探究 ＣＤＭ联
合ＭＭＦ治疗ｓＡＭＬ的作用及潜在作用机制提供理论
依据。

１　材料与方法

１．１　细胞培养
　　以慢性髓系白血病急变期细胞株Ｋ５６２及ＭＤＳ转
白细胞株 ＳＫＭ１为研究模型，细胞培养用 ＲＰＭＩ１６４０
培养基（美国赛默飞世尔公司），含１０％胎牛血清（德
国ＰＡＮｓｅｒａｔｅｃｈ公司）和１％青链霉素（中国碧云天公
司），在３７℃恒温、５％ＣＯ２孵箱中孵育，取对数生长期
细胞进行实验。

１．２　药物及处理方式
　　ＣＤＭ购自深圳微芯生物，ＭＭＦ购自瑞士罗氏公
司。ＣＤＭ和 ＭＭＦ均以二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解为
５０ｍｍｏｌ／Ｌ浓度，分装保存在－２０℃备用。
１．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖
　　细胞以５×１０３／孔接种到９６孔板中，并加入ＣＤＭ单
药（０．２５、０．５、１、２、４μｍｏｌ／Ｌ），ＭＭＦ单药（０．５、１、２、４、
８μｍｏｌ／Ｌ）及联合用药（ＣＤＭ∶ＭＭＦ＝１∶２），在３７℃，５％
ＣＯ２孵箱中分别孵育２４、４８、７２ｈ后，加入ＣＣＫ８试剂，
孵育２ｈ。然后用Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ光谱（美国赛默飞世尔公司）
在４５０ｎｍ读取Ｄ（４５０）值。细胞抑制率＝［Ｄ（４５０）对照组－
Ｄ（４５０）用药组］／［Ｄ（４５０）对照组－Ｄ（４５０）空白组］×１００％。
１．４　流式细胞学检测细胞凋亡及周期
　　将细胞随机分为对照组、单药 ＣＤＭ（１μｍｏｌ／Ｌ）、
单药ＭＭＦ（２μｍｏｌ／Ｌ）、联合用药组（１μｍｏｌ／ＬＣＤＭ＋
２μｍｏｌ／ＬＭＭＦ）进行干预，并在３７℃、５％ＣＯ２条件下
孵育 ７２ｈ后，ＰＢＳ洗涤。细胞凋亡分析用 ５ｍＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 １０ｍＬＰＩ（德国 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ），
２～８℃避光孵育２０ｍｉｎ后检测。细胞周期则用７５％
乙醇（－２０℃）固定，－４℃过夜，５０ｍｇ／ｍＬ含ＲＮａｓｅ的
ＰＩ染色 ３０ｍｉｎ，ＢＤ流式细胞仪分析检测。采用
ＦｌｏｗＪｏ１０．６．２软件对细胞凋亡率及各周期细胞比例
进行分析。

１．５　ＣＤＭ、ＭＭＦ药物及继发性急性髓系白血病候选
作用靶点筛选

　　利用ＰｕｂＣｈｅｍ数据库得到 ＣＤＭ及 ＭＭＦ药物化
学结构及其相关标准延时格式 （ＳｔａｎｄａｒｄＤｅｌａｙ
Ｆｏｒｍａｔ，ＳＤＦ）文件。选用 ＳＥＡ、ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔ、
ＴａｒｇｅｔＮｅ及ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ等４个网络药理学数据库来
筛选候选靶点。将上述各自候选靶点分别汇总去重后

获得 ＣＤＭ和 ＭＭＦ的药物作用靶点。利用 ＯＭＩＭ、
ＤｉｓＧｅＮｅｔ及ＧｅｎｅＣａｒｄ等３个数据库，获得与 ｓＡＭＬ相

９３３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）



关疾病靶点，进行汇总去重后得到相关疾病靶点。

１．６　蛋白蛋白互作（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）
网络构建及分析

　　将上述药物及疾病共同候选靶点上传至 ＳＴＲＩＮＧ
平台（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／），最低相互作用阈值≥０．９，
得到ＰＰＩ网络图。同时利用ＭＣＯＤＥ插件对 ＰＰＩ网络
进行聚类分析及拓扑分析，分别筛选得到１２个拓扑数
据，进而筛选出最佳关键核心靶点。

１．７　基因本体（ＧＯ）和ＫＥＧＧ通路富集分析
　　利用 ＤＡＶＩＤ在线富集分析网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．
ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／）对上述 ＰＰＩ候选靶点进行基因本体论
（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因与基因组百科全书
（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）途径
富集分析，涉及生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细胞
组分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）及信号通路（Ｐａｔｈｗａｙ）等，并通过微生信网
站进行数据可视化（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ．ｃｎ／）。
１．８　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０１软件进行统计分析，结
果用 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用 ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分
析，两因素比较采用 ｔｗｏｗａｙＡＮＯＶＡ分析，然后
Ｔｕｋｅｙ’ｓ事后检验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。
联合用药协同作用评估使用 ＣｏｍｐｕＳｙｎ软件计算联合

指数（ＣＩ），ＣＩ＜１表示协同作用；ＣＩ＝１表示相加作用；
ＣＩ＞１表示拮抗作用。所有实验为３次独立实验。

２　结果

２．１　ＣＤＭ和ＭＭＦ对继发性急性髓系白血病细胞增
殖作用的影响

　　ＣＤＭ及ＭＭＦ无论是单药还是联合方案，都呈现以
时间依赖性及浓度依赖性的方式抑制细胞生长。干预

７２ｈ后，ＣＤＭ单药和ＭＭＦ单药对Ｋ５６２细胞的ＩＣ５０分
别为（５．７８２±５．４５９）μｍｏｌ／Ｌ和（３．９２４±１．０５１）μｍｏｌ／Ｌ，
而ＳＫＭ１细胞中分别为（１．１３８±０．２６１）μｍｏｌ／Ｌ和
（１．２６７±０．１９３）μｍｏｌ／Ｌ（图 １Ａ、Ｂ）。干预 ７２ｈ后，与
单药作用相比较，在 Ｋ５６２细胞中不同浓度组的联合
用药方案细胞抑制率均明显增高（Ｐ＜０．０１），在ＳＫＭ１
细胞中仅１μｍｏｌ／ＬＣＤＭ＋２μｍｏｌ／ＬＭＭＦ组细胞抑制
率同时高于 ＣＤＭ及 ＭＭＦ单药组（Ｐ＜０．０１，图 １Ｃ）。
ＣｏｍｐｕＳｙｎ分析显示，Ｋ５６２细胞的 ＣＩ在 ０．３２４６１～
０．７８２７７之间，而 ＳＫＭ１中除 ０．２５μｍｏｌ／ＬＣＤＭ＋
０．５μｍｏｌ／ＬＭＭＦ组外，其余 ＣＩ在 ０．６３０９８～
０．９２９０４之间，表明联合方案具有较好协同效应（图
１Ｄ）。１μｍｏｌ／ＬＣＤＭ＋２μｍｏｌ／ＬＭＭＦ浓度方案在
Ｋ５６２和 ＳＫＭ１组中的细胞抑制率均明显优于 ＣＤＭ
和ＭＭＦ单药组，故以此浓度方案进行后续实验。
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Ａ、Ｂ：ＣＣＫ８法检测不同处理下各时间点Ｋ５６２、ＳＫＭ１细胞增殖抑制率；１～５分别对应药物浓度：ＣＤＭ０．２５、０．５、
１、２、４μｍｏｌ／Ｌ，ＭＭＦ０．５、１、２、４、８μｍｏｌ／Ｌ及联合用药ＣＤＭ∶ＭＭＦ＝１∶２

图１　ＣＣＫ８法检测西达本胺与吗替麦考酚酯处理下各时间点Ｋ５６２、ＳＫＭ１细胞增殖抑制率（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

（图１Ｃ、Ｄ续下页）
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Ｃ：西达本胺与吗替麦考酚酯处理７２ｈ后Ｋ５６２、ＳＫＭ１细胞抑制率；１～５分别对应药物浓度：ＣＤＭ０．２５、０．５、１、２、
４μｍｏｌ／Ｌ，ＭＭＦ０．５、１、２、４、８μｍｏｌ／Ｌ及联合用药 ＣＤＭ∶ＭＭＦ＝１∶２　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＣＤＭ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与
ＭＭＦ组比较；Ｄ：ＣｏｍｐｕＳｙｎ软件分析ＣＩ计算结果

续图１　ＣＣＫ８法检测西达本胺与吗替麦考酚酯处理下各时间点Ｋ５６２、ＳＫＭ１细胞增殖抑制率（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．２　ＣＤＭ和ＭＭＦ对继发性急性髓系白血病细胞凋
亡的影响

　　药物处理７２ｈ后，与对照组相比，Ｋ５６２细胞（图
２Ａ、Ｃ）及ＳＫＭ１细胞（图２Ｂ、Ｄ）中，联合用药组早期、
晚期及总凋亡细胞（ＡｎｎｅｘｉｎＶ阳性）比例明显增高
（Ｐ＜０．０５），ＭＭＦ单药组总凋亡率均增高（Ｐ＜０．０５）。
而ＣＤＭ组仅在 ＳＫＭ１细胞中提示晚期、总凋亡率增
高（Ｐ＜０．０５）。与 ＣＤＭ单药组比较，联合用药组在
Ｋ５６２细胞中早期、晚期及总凋亡率都增高（Ｐ＜０．０５），
在ＳＫＭ１细胞中无统计学差异。与 ＭＭＦ单药组相
比，联合用药组在 Ｋ５６２细胞中早期及总凋亡率增高
（Ｐ＜０．０５），而ＳＫＭ１细胞中无统计学差异。
２．３　ＣＤＭ和ＭＭＦ对继发性急性髓系白血病细胞周

期的影响

　　药物处理７２ｈ后，与对照组相比，单药ＣＤＭ及联
合用药方案在 Ｋ５６２细胞（图 ３Ａ、Ｃ）和 ＳＫＭ１细胞
（图３Ｂ、Ｄ）中均出现显著 Ｇ０／Ｇ１周期比例增高（Ｐ＜
０．０５），Ｓ期比例下降（Ｐ＜０．０１），提示出现Ｇ０／Ｇ１期阻
滞。而单药ＭＭＦ组仅在Ｋ５６２细胞中出现Ｓ期比例增

高（Ｐ＜０．０５）及Ｇ２／Ｍ期比例降低（Ｐ＜０．０５），提示Ｓ期
阻滞。相较于单药组，联合用药组在 Ｋ５６２及 ＳＫＭ１
中均较 ＭＭＦ单药组出现显著 Ｇ０／Ｇ１周期比例增高
（Ｐ＜０．０１），与ＣＤＭ单药组间无统计学差异。
２．４　ＣＤＭ和ＭＭＦ药物候选作用靶点及疾病相关靶

点的获取与筛选

　　为了进一步研究ＣＤＭ和ＭＭＦ联合治疗ｓＡＭＬ的
作用机制，通过已知药物及疾病数据库的网络药理学

策略，分别从 ＳＥＡ数据库得到 ＣＤＭ３８个及 ＭＭＦ３８
个靶点、ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ数据库得到 ＣＤＭ８９个及 ＭＭＦ
１３６个靶点、ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔ数据库得到 ＣＤＭ１０２
个及ＭＭＦ１０９个靶点、ＴａｒｇｅｔＮｅｔ数据库得到 ＣＤＭ５６
个和ＭＭＦ２７个靶点。汇总剔重后，分别得到 ＣＤＭ
２４６个、ＭＭＦ２４４个药物作用靶点。从 ＯＭＩＭ数据库、
ＤｉｓＧｅＮｅｔ数据库及 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ数据库分别获取 ｓＡＭＬ
相关靶点 １１７、３８５、１１２５０个，最终汇总剔重得到
１１３０８个疾病相关靶点。如图 ４所示，ＣＤＭＭＭＦ
ｓＡＭＬ三者共有９８个潜在作用靶点交集。

１４３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）
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Ａ、Ｂ：流式细胞学检测Ｋ５６２、ＳＫＭ１细胞凋亡率；Ｃ、Ｄ：Ｋ５６２、ＳＭＫ１细胞凋亡率统计分析；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比
较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＤＭ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＭＭＦ组比较

图２　西达本胺与吗替麦考酚酯对Ｋ５６２、ＳＫＭ１细胞凋亡的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ、Ｂ：流式细胞学检测Ｋ５６２、ＳＫＭ１细胞周期变化；Ｃ、Ｄ：Ｋ５６２、ＳＫＭ１细胞周期统计分析 　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组
比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＣＤＭ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＭＭＦ组比较

图３　西达本胺与吗替麦考酚酯对Ｋ５６２、ＳＫＭ１细胞周期的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２４３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



紫红色：示ＣＤＭＭＭＦｓＡＭＬ三者共同靶点；紫色：示ｓＡＭＬＭＭＦ二者单独作用共同靶点；粉色：示ｓＡＭＬＣＤＭ二
者单独作用共同靶点；蓝色：示ＣＤＭＭＭＦ二者单独作用共同靶点

图４　西达本胺及吗替麦考酚酯药物靶点与继发性急性髓系白血病疾病相关ＣＤＭＭＭＦｓＡＭＬ候选靶点网络图

２．５　ＣＤＭ联合 ＭＭＦ作用于继发性急性髓系白血病
相关ＰＰＩ网络构建

　　将上述９８个靶点上传至 ＳＴＲＩＮＧ数据分析平台
构建ＰＰＩ网络图，除去孤立靶点后，利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软
件成功构建共同作用靶点 ＰＰＩ网络图（图 ５Ａ），包括
６６个节点、２２２条边。利用 ＭＣＯＤＥ算法进一步筛选
出５个聚类子网络图，按照其评分高低，分别如图 ５
Ｂ～Ｆ排列，评分越高其相对作用越关键。该子网络

ＰＰＩ网络主要聚类于细胞分化、磷脂酰肌醇介导的信
号、肽基酪氨酸磷酸化、血小板激活等生物功能，而其

中最重要的聚类集合主要影响细胞周期相关通路。为

了进一步探究 ＰＰＩ网络中核心枢纽靶点，利用
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ中 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ插件对整个网络进行拓扑学
分析，根据１２个拓扑学指标筛选出了９个核心靶点，
分别为 ＣＤＫ１、ＣＤＫ２、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、ＣＤＫ９、ＳＹＫ、ＢＴＫ、
ＫＤＲ、ＰＩＫ３ＣＢ（表１）。

表１　ＣｙｔｏＨｕｂｂａ拓扑分析筛选的核心靶点

基因 ＭＣＣ ＤＭＮＣ ＭＮＣ 节点度 ＥＰＣ ＢｏｔｔｌｅＮｅｃｋ ＥｃＣｅｎｔｒｉｃｉｔｙ 亲和度 辐射度 中间性 应力 ＣｌｕｓｔｅｒｉｎｇＣｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ＫＤＲ ３０ ０．４０２４６ ７ ７ １３．８９９ １ ０．３０８０８ ３０．５ ３．６１９９５ ２２．６５０６１ １８６ ０．５２３８１
ＢＴＫ ８４ ０．４６６５２ ８ ８ １４．０１２ １ ０．２３１０６ ２９．０８３３３ ３．４３５１ １５．６８２８８ ８６ ０．５７１４３
ＣＤＫ９ ４０３２６０．７１５９９ ９ ９ １５．９４ ２ ０．２３１０６ ２９．５ ３．４３５１ ３５．８１８５５ ２２６ ０．８３３３３
ＣＤＫ６ ５７７６ ０．５４２９８ １１ １１ １７．２８３ ６ ０．２３１０６ ３１．７５ ３．５８９１４ ８３．８２６９１ ５２６ ０．５８１８２
ＣＤＫ４ ４６１０４０．５８７５６ １３ １３ １７．６７１ １ ０．２３１０６ ３３．８３３３３ ３．７２７７８ １４５．８８３６８ ８５４ ０．５８９７４
ＣＤＫ２ ４６１０５０．７１２６６ １１ １２ １７．０２７ １ ０．２３１０６ ３１．５ ３．５４２９３ １０８．９７４６４ ４５２ ０．６３６３６
ＣＤＫ１ ４６１４２０．４９３５８ １６ １６ １８．８４３ ５ ０．３０８０８ ３５．８３３３３ ３．８３５６１ ２０６．５９４０２ １０８２ ０．４５８３３
ＰＩＫ３ＣＢ １０８ ０．４７７３３ ９ ９ １５．６４６ １ ０．２３１０６ ３０．５８３３３ ３．５４２９３ ２１．３９５３５ １６４ ０．５５５５６
ＳＹＫ ９６ ０．４５３４６ ９ ９ １５．５９４ １ ０．２３１０６ ２９．５８３３３ ３．４６５９１ １５．９６８１１ １０４ ０．５２７７８

ＭＣＣ：最大集团中心度；ＤＭＮＣ：最大邻域分量密度；ＭＮＣ：最大邻域分量；ＥＰＣ：边缘渗透分量

３４３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）
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Ａ：ＣＤＭＭＭＦｓＡＭＬ药物疾病相关ＰＰＩ网络图（包括６６个节点、２２２条边）；Ｂ：聚类子网络１（包括１０个结节，４３条
边，得分９．５５６）；Ｃ：聚类子网络２（包括４个结节，５条边，得分３．３３３）；Ｄ：聚类子网络３（包括８个结节，１１条边，
得分３．１４３）；Ｅ：聚类子网络４（包括３个结节，３条边，得分３）；Ｆ：聚类子网络５（包括３个结节，３条边，得分３）；
ＭＣＯＤＥ算法聚类筛选出ＰＰＩ网络中功能聚合最显著的５个子网络，并根据其ｌｏｇ１０（Ｐ）值列出其各自主要涉及的
ＢＰ及ＫＥＧＧ通路

图５　西达本胺联合吗替麦考酚酯作用于继发性急性髓系白血病相关ＰＰＩ构建

２．６　潜在治疗靶点的ＧＯ及ＫＥＧＧ通路富集分析
　　通过ＤＡＶＩＤ数据库对上述６６个作用靶点进行富
集分析，分别得到ＧＯＢＰ富集条目２５７条、ＧＯＣＣ富集
条目４５条、ＧＯＭＦ富集条目５７条、ＫＥＧＧ富集条目９４
条，对上述富集结果前２０条进行可视化（图６Ａ～Ｄ）。
发现共同靶点主要涉及蛋白质磷酸化、肽基丝氨酸、苏

氨酸、酪氨酸等磷酸化、信号转导、Ｔ细胞受体信号通
路、磷脂酰肌醇介导信号通路、细胞增殖、凋亡调控、血

管内皮生长因子受体信号通路、ｐ５３类介质对信号转
导的调控、磷脂酰肌醇 ３激酶（ＰＩ３Ｋ）信号转导的调

节、细胞分裂等多种生物进程，主要在胞质、ＰＩ３Ｋ复合
物、细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶全酶复合物

（ＣＤＫｓ）、中心体、质膜、线粒体、与 ＣＤＫ２相关的细胞
周期复合物等细胞成分中，发挥了激酶活性、ＡＴＰ结
合、蛋白质结合、细胞周期蛋白激酶活化、蛋白激酶结

合、蛋白酪氨酸激酶活化、ＰＩ３Ｋ活化、ＭＡＰＫ活化、细
胞周期蛋白结合等分子功能。而通过对其 ＫＥＧＧ通
路富集分析结果判读，发现与 ｓＡＭＬ相关潜在通路可
能涉及ＦＯＸＯ信号通路、肿瘤相关通路、病毒致癌作
用、ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路、细胞周期、血小板激活、癌症

４４３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



相关蛋白多糖通路等。

　　如图６Ｅ所示，通过进一步评估ＰＰＩ网络中９个核
心靶点在ＧＯ及ＫＥＧＧ中的富集情况，发现蛋白质磷酸
化（ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、ＣＤＫ９、ＳＹＫ、ＢＴＫ）、有丝分裂细胞周期

的Ｇ１／Ｓ过渡（ＣＤＫ１、ＣＤＫ２、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６）及细胞分化
（ＣＤＫ１、ＣＤＫ２、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６）为核心靶点主要富集生物
进程，而与 ｓＡＭＬ相关性最高的富集通路为 ＰＩ３ＫＡＫＴ
信号通路（ＣＤＫ１、ＣＤＫ２、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、ＳＹＫ、ＰＩＫ３ＣＢ）。
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%

Ａ：生物学进程富集分析图；Ｂ：细胞成分富集分析图；Ｃ：分子功能富集分析图；Ｄ：ＫＥＧＧ通路富集分析图（图中圆
圈大小代表富集的基因数目，颜色由蓝至红，越红代表Ｐ值越小，显著性越高）；Ｅ：核心靶点基因所富集的相关重
要生物进程及信号通路桑基图（图中方块大小代表其富集数目的大小，反映其重要程度）

图６　潜在治疗靶点的前２０位ＧＯ及ＫＥＧＧ通路富集分析

５４３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）



３　讨论

　　白血病是一类起源于造血干细胞的最常见的恶性
血液系统疾病，其中以 ＡＭＬ占比最高，其次是 ＣＭＬ，
目前中位确诊年龄在６８岁左右［３］。随着老龄化的进

展，近年来髓系白血病的发病率呈现上升趋势［５］，尤

其对于老年或健康状况不佳的ＡＭＬ患者而言，他们往
往很难耐受常规化疗等治疗手段［６］。同时，相较于原

发性ＡＭＬ患者，ｓＡＭＬ或ＣＭＬ急变期的患者可能面临
更低的整体治疗缓解率、更短的生存期，以及极差的整

体预后［４，７］。因此，目前仍亟待寻找高效、低毒且耐受

性好的治疗方案。

３．１　ＣＤＭ及ＭＭＦ抑制ｓＡＭＬ细胞增殖
　　ＭＭＦ是一种非竞争性的肌苷５′单磷酸脱氢酶
（ｉｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＩＭＰＤＨ）抑制
剂，目前被广泛用于预防移植术后的移植物抗宿主病

（ｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔｄｉｓｅａｓｅ，ＧＶＨＤ）［８－９］。有研究发现，
ＩＭＰＤＨⅡ型的表达量在白血病细胞中是正常细胞的
１５～４２倍［１０］，由于ＩＭＰＤＨ是一种通过将 ＩＭＰ转化为
ＸＭＰ来催化从头合成嘌呤的关键限速酶，其在白血病
中具有潜在的抗肿瘤活性［１１－１２］。有针对 ＣＭＬ急变期
的Ⅰ／Ⅱ期临床试验发现，患者对于非竞争性 ＩＭＰＤＨ
抑制剂噻唑羧胺核苷（Ｔｉａｚｏｆｕｒｉｎ）的客观应答率
（ＯＲＲ）为 ４８％，为此 Ｔｉａｚｏｆｕｒｉｎ也在 ２０００年被美国
ＦＤＡ批准为该病的孤儿药［１３］。这一结果也为探究

ＭＭＦ用于 ＡＭＬ的治疗潜力提供了理论依据。有研
究［１４］报道，在人Ｂ细胞淋巴瘤、Ｔ细胞白血病、Ｔ淋巴
母细胞瘤、胰腺癌、结肠腺癌和非小细胞肺腺癌的裸鼠

移植瘤模型和同基因小鼠 Ｂ细胞淋巴瘤转移模型的
相关实验中，ＭＭＦ均表现出显著的抗肿瘤生长作用。
另有研究［１５－１６］报道，ＭＭＦ不仅可诱导骨髓瘤细胞、人
结肠癌细胞Ｇ１～Ｓ期细胞周期阻滞，还能激活 Ｃａｓｐａｓｅ
依赖通路促进细胞凋亡。与前述报道一致，本研究表

明，单药 ＭＭＦ确实可以抑制 Ｋ５６２、ＳＫＭ１细胞株增
殖，且呈时间依赖性及浓度依赖性；同样，ＭＭＦ可能进
一步诱导Ｋ５６２细胞Ｓ期阻滞。结合其后的网络药理
学分析结果，不难发现 ＣＤＭ与 ＭＭＦ联合作用的９个
核心靶点中，ＣＤＫ１、ＣＤＫ２、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、ＣＤＫ９均与细
胞周期直接相关。这一结果再次佐证了 ＭＭＦ很可能
主要通过靶向细胞周期相关通路的核心靶点，达到抗

肿瘤增殖的作用。除了本研究所涉及的肿瘤增殖、凋

亡及周期等功能外，有研究发现 ＭＭＦ可能通过降低
结肠癌及前列腺癌细胞的黏附力，进一步帮助降低实

体肿瘤侵袭能力［１７］。同时值得留意的是，还有研究发

现ＭＭＦ可以通过降低细胞内 ＧＴＰ水平，诱导 ＨＬ６０
和Ｕ９３７细胞以及一些具有中度成熟倾向的新鲜白血
病细胞发生分化［１８］。综上所述，可以推测 ＭＭＦ很可
能成为ｓＡＭＬ的潜在抗肿瘤新药，本研究结果为未来
进一步探寻其用于临床研究的可能性提供了一定的理

论依据。

　　由于恶性肿瘤疾病的复杂性和异质性，单一抗肿
瘤药物的治疗效果往往较为有限，故本研究就 ＭＭＦ
联合一种新型表观遗传修饰靶向药物共同用于 ｓＡＭＬ
治疗的可行性进行了探究。ＣＤＭ作为一种新型口服
ＨＤＡＣ抑制剂，其主要作用机制为抑制 ＨＤＡＣ去除组
蛋白和非组蛋白赖氨酸残基上的乙酰化的能力，从而

导致固缩的染色质展开，进而诱导先前沉默的抑癌基

因转录激活［１９］。此外，ＨＤＡＣ抑制剂还能介导癌细胞
的死亡、分化、周期停滞等功能，且对健康细胞的毒性

较小［２０］。前期本课题组研究发现，ＣＤＭ单药可能通
过降低ｐＰＩ３Ｋ和ｐＡＫＴ水平，抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路的激活、诱导 Ｋ５６２细胞 Ｇ０／Ｇ１细胞周期阻滞和凋
亡，从而抑制细胞增殖［２１］。多项研究表明，ＣＤＭ不仅
可以通过Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路抑制伊马替尼耐药 Ｋ５６２
细胞株增殖并诱导凋亡［２２］，还可以通过上调Ｈ２ＡＸ蛋
白磷酸化及下调 ＡＴＭ和 ＢＲＣＡ１蛋白磷酸化水平，逆
转ＣＭＬ阿霉素耐药细胞株对柔红霉素的耐药性［２３］。

除此之外，还有多项白血病治疗的基础及临床研究发

现，ＣＤＭ在与诸如地西他滨、维奈托克等多种药物联
合治疗时，表现出较好的安全性及有效性［２４

!

２７］。结合

本研究结果表明，ＣＤＭ联合 ＭＭＦ方案在抑制 ｓＡＭＬ
细胞生长方面优于单药治疗，主要表现在显著提高了

细胞凋亡率，其中以早期凋亡为主。就细胞周期而言，

联合方案与 ＣＤＭ单药方案均以 Ｇ０／Ｇ１细胞周期阻滞
为主要表现，二者无统计学差异，这意味着在联合方案

对细胞周期的阻滞表现中，ＣＤＭ可能发挥了主要作
用。上述结果提示小剂量 ＣＤＭ联合 ＭＭＦ可能是一
种用于ｓＡＭＬ的潜在有效的治疗方案。
３．２　药物疾病作用机制
　　本研究整合多个药物疾病数据库信息，利用网络
药理学系统探究并阐述了 ＣＤＭ联合 ＭＭＦ用于 ｓＡＭＬ
治疗的潜在作用机制［２８］。如上述结果所示，联合药

物疾病相关靶点 ＰＰＩ中有 ６６个节点、２２２条边。其
ＧＯ及 ＫＥＧＧ富集分析表明，ＣＤＭ联合 ＭＭＦ治疗
ｓＡＭＬ的机制主要通过细胞质、细胞核质、ＰＩ３Ｋ复合
物、质膜、中心体、ＣＤＫｓ、线粒体等细胞成分，参与蛋白
质磷酸化、细胞增殖、信号转导、凋亡调控、转录因子活

性调节等生物进程，发挥ＡＴＰ结合、蛋白质结合、蛋白

６４３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



激酶活化、ＰＩ３Ｋ活化、ＣＤＫ活化、ＭＡＰＫ活化等分子功
能。进一步探究发现，ＰＰＩ网络 ＫＥＧＧ信号通路富集
诸如ＦＯＸＯ信号通路、肿瘤相关信号途径、ＰＩ３ＫＡＫＴ
信号通路、癌症相关蛋白多糖通路等多条信号通路。

　　同时，结合拓扑学分析筛选出９个药物疾病潜在
核心作用靶点（ＣＤＫ１、ＣＤＫ２、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、ＣＤＫ９、
ＳＹＫ、ＢＴＫ、ＫＤＲ、ＰＩＫ３ＣＢ）。值得关注的是，上述核心
靶点富集最高的信号通路为 ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路
（ＣＤＫ１、ＣＤＫ２、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、ＳＹＫ、ＰＩＫ３ＣＢ），该结果与
本课题组前期研究结果及文献证据相符。此外，核心

靶点ＣＤＫ２，是细胞从Ｇ１期向Ｓ期转变所必需的重要
蛋白，而 ＣＤＫ４控制 Ｇ１期，二者都是细胞周期的正调
控因子［２９］。有研究发现，可以通过下调 ＣＤＫ２、ＣＤＫ６
等表达抑制 ＣＤＫ４、ＣＤＫ６的表达，并上调促凋亡蛋白
Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３表达，从而促进白血病细胞凋亡，抑
制细胞增殖［３０］。同样，ＣＤＫ４抑制剂也会诱导白血病
细胞Ｇ０／Ｇ１周期阻滞并促进细胞凋亡，从而抑制细胞
增殖［３１］。结合前述本课题组前期 ＣＤＭ研究发现，
ＣＤＭ主要通过抑制 ＣＤＫ２、ＣＤＫ４及上调 ｐ２１蛋白表
达，诱导Ｇ０／Ｇ１细胞周期阻滞

［２１］。这也再次佐证了此

次网络药理学分析的结果，ＣＤＫ２及 ＣＤＫ４富集多条
相关生物功能及通路，提示二者可能是 ＣＤＭ联合
ＭＭＦ用于ｓＡＭＬ治疗的关键核心靶点。本研究结果
为后续实验验证 ＣＤＭ联合 ＭＭＦ作用机制提供了理
论依据，该作用机制也将是我们下一步深入研究的重

点方向。

　　综上所述，本研究通过实验发现 ＣＤＭ联合 ＭＭＦ
协同诱导ｓＡＭＬ细胞凋亡，并显著抑制其增殖。结合
网络药理学研究初探了 ＣＤＭ联合 ＭＭＦ可能通过多
靶点、多信号通路在ｓＡＭＬ中发挥抗肿瘤作用，为后续
进一步临床研究提供了一定理论基础。
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