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硼替佐米诱导 TF-1细胞凋亡及其对 SALL4基因表达的影响 

王 兰，喻依川，傅雷华，胡成琳，陈 林 

(重庆医科大学附属第二医院血液科，重庆 400010) 

【摘 要 】目的：探讨蛋白酶体抑制剂硼替佐米(Bortezomib)诱导人红系白血病细胞株TF一1凋亡的作用，及其对sall4基因表 

达水平的影响。方法：(1)MTF法检测细胞增殖抑制率。(2)光学显微镜观察细胞的形态学改变。(3)电镜观察超微结构变化。(4) 

流式细胞仪检测Annexin V—FITC细胞凋亡率。(5)流式细胞仪分析细胞周期。(6)RT—PCR检测Sall4 mRNA的表达水平。结果： 

(1)硼替佐米呈时间和剂量依赖性抑制TF一1细胞生长，与对照组相比，差异有统计学意义(P<0．05)。24 h和48 h的药物半数抑 

制浓度(Halfmaximal inhibitory concentration of a substance，IC50)分别为 52 nmol／L和 27 nmol／L。(2)显微镜下观察细胞皱缩变 

小，细胞密度明显下降。(3)电镜下观察可见凋亡小体。(4)Annexin V—FITC检测显示随着硼替佐米作用浓度的增加。凋亡率增 

加，呈剂量依赖关系(P<0．05)。(5)流式细胞仪分析细胞周期，随着硼替佐米作用时间的增加，GJM期细胞比例逐渐增高，而Go／G 

和 s期细胞比例则逐渐减少，呈时间依赖关系(P<0．05)。(6)RT—PCR结果示 Sall4基因在 TF一1细胞上高表达，并随着硼替佐米 

作用浓度和时间的增加，Sall4 mRNA与p—actin mRNA表达量的积分光密度比值(Integral optical density ratio，vm)水平下降(尸< 

0．05)。结论：硼替佐米能抑制TF一1细胞增殖，诱导其凋亡，呈时问一剂量依赖关系。Sall4基因在TF一1细胞株上高表达，并随着 

硼替佐米作用浓度和时间的增加表达水平下降，呈时间一剂量依赖关系。 
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lnduction of apoptosis in TF一1 cellline by bortezomib and its influence on the 

expression of SALL4 gene 

WANG Lan，YU Yi—chuan，FU Lei-hua，HU Cheng-ling，CHEN Lin 

(Department of Hematology，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effect of bortezomib on proliferation and apoptosis of human erythroleukemia cells TF一1，and 

its influ ence on the expression of Sall4 mRNA．Methods：(1)The level of cell proliferation was analyzed by M rITI’assay．(2)Morpho— 

logical changes were obse~ed by microscope．(3)Morphological changes were observed by electron microscope．(4)Flow cytometry 

with Annexin—V staining was used to analyze cell apoptosis rate．(5)Flow cytometry was used to analyze and cell cycle distribution． 

(6)The level of the expression of Sall4 mRNA was detected by RT-PCR．Results：(1)Bortezomib inhibited TF一1 cells in a time—and— 

does dependent manner．The IC50 at 24 and 48 h were 52 nmol／L and 27 nmol／L respectively．(2)Under microscope，it could be ob— 

served that the density of cells declined while cell fragments increased．(3)Moreover，under electron microscope，there appeared some 

apoptotic bodies．(4)Bortezomib could induce apoptosis of TF一1 cells in a dose—dependent manner．(5)At the same time，it caused 

an increase in GJM phase and a marked decrease in G0／Gl and S phases in a time-dependent manner．(6)It was found by RT—PCR 

that the level of Sall4 mRNA was down—regulated with the treatment of bortemomib．Conclusion：Bortezomig can cause apoptosis of 

TF一1 cells and down—regu late the expression of Sall4 mRNA in a time—and—does dependent manner． 

【Key words】bortezomib；TF一1 cell line；cell apoptosis；Sall4 gene 

硼替佐米(Bortezomib)是首个获得美国食品和药物管理 

局批准上市的蛋白酶体抑制剂 ，其单用及联合其它药物治疗 

复发、难治的多发性骨髓瘤取得了显著疗效 。 

急性髓系白血病 (Acute myeloid leukemia，AML)是我 国 

成人急性白血病的主要类型。近年来研究发现，硼替佐米同样 

能对 AML发挥良好的抗肿瘤作用[41。在 AML中，红自血病(M6 

型)治疗效果一直欠佳 ，故选择人红系白血病细胞株 TF一1为 

我们的研究对象 

Sall4基因是新近发现的原癌基因，对肿瘤的形成和发展 ． 

维持干细胞的特性以及调控细胞周期均有重要作用 。我们应 

用硼替佐米处理TF一1细胞，观察它对 TF一1细胞的抑制作 

用，及其对 Sall4基因表达水平的影响。现报道如下。 

1 材料和方法 

1．1 主要试 剂 

硼替佐米由美国 Millennium公司生产，用无菌双蒸水配 

成 1 mg／ml的母液，一20~C保存备用，待实验时配成 10、30、50 

nmol／L工作液 ：小胎牛血清购 自杭州四季青生物公司：RPMI 

1640培养液为美国 GibcoBRL公司产品；MTr购自Sigma公 

司：Annexin—V细胞凋亡及细胞周期试剂盒均购 自南京凯基 

生物试剂公司；总 RNA提取试剂盒购 自BioFlux株式会社：逆 

转录试剂盒及 PCR试剂盒购 自TaKaRa宝生物工程有限公 

司。登陆Genebank查出Sall4 cDNA序列(NM_020436)，根据 

引物设计软件 primer5，设计 SALL4上游引物：5’一TACCAC— 

CAAAGGCAACTrAAAGGTrCAC一3’．下游弓l物 ：5’一AGAC— 

AGTGGCGTrA rrCAcAACGGAGG-3’(320 bp)；内参照 [3-actin 

上游引物 ：5’一CATTGTGATGGACTCCGGAGACGG一3’，下游 

弓l物：5’一CATCTCCTGCTCGAAGTCTAGAGC一3’(232 bp)；弓l 

物由上海生物工程公司合成。 

1．2 细胞培养 

人红系白血病细胞株 TF一1由本实验室保存。于含 10％Ib 

胎牛血清的 RPMI1640培养液中，37℃、5％CO 孵箱培养 ，2～ 

3 d传代 1次。 

1．3 实验步骤 

1．3．1 MTF法测细胞增殖抑制率 取对数生长期细胞调整 

密度为 2x10 个／ml，接种于 96孔板，每孔 100 txl接种 ，实验 

组分别加入 0、10、30、50 nmo]／L硼替佐米，每浓度设 6个复孔。 

培养至 12、24、48 h后，加入 10 txl MTr(5 mg／m1)，继续孵育 

4 h，离心并吸弃上清液 ，加二 甲基亚砜(Dimethyl soulfoxide， 

DMSO)100 l／孑L，轻震荡 IO min，酶标仪测 570 nm OD值 

(A)。抑制率(％)=(A 性 一A 验)／A 1生对 x100％。采用软件 

Prism计算药物半数抑制浓度 (Half maximal inhibitory con— 

eentration of a substance，IC50)。 

1．3．2 倒置光学显微镜观察细胞的形态学改变 将对数生 

长期细胞以5~10 个接种于 6孔板中，每孔加样 2 ml。根据实 

验分组加入 0 nmol／L或 50 nmol／L硼替佐米，同等条件下培 

养 24 h后 ，倒置光学显微镜下观察。 

1．3．3 电镜观察超微结构变化 将对数生长期细胞以 5xlO 

个接种于 6孔板中，每孔加样 2 m1。根据实验分组分别加入 

o nmol／L或 50 nmol／L硼替佐米，同等条件下培养 24 h，收集 

细胞．离心后加入4％的戊二醛，4℃冰箱中保存，2 h后用0．1 

mol／L的PBS冲洗，1％饿酸固定 1 h，丙酮酸梯度脱水，经酸 

铀枸橼酸染色后．用电镜观察及拍照。 

1．3．4 Annexin V—FITC检测细胞凋亡率 将对数生长期细 

胞以5xlO5个接种于 6孔板中，每：fLJJlJ样 2 ml。用 0、10、30、 

50 nmol／L硼替佐米处理 TF一1细胞 ，24 h后收集细胞 ，PBS 

洗 2次，加 500 l缓冲液，混匀后加 5 l Annexin V—FITC和 
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表 4 硼替佐米作用时间与 Sail4基因表达水平(v／B) 

作用时间(h) 50nmol／L 

0 

l2 

24 

48 

0．67 

0．55 

O_39 

O．18 

注：与对照组相比． ．P<O．05 

从而导致的一组造血系统恶性肿瘤。尽管 AML经 DA方案 

(柔红霉素+阿糖胞苷)化疗，诱导缓解率已达70％。但是，复 

发与难治仍然是治疗 AML最棘手的问题。研究表明，AML 

的复发很有可能是源 自白血病干细胞对化疗耐药 ，所以对白 

血病干细胞的靶向治疗则很有可能会治愈AML14]。 

硼替佐米诱导肿瘤细胞凋亡的机制在不同细胞中各不 

相同，主要包括抑制 NF—KB活化途径。Guzman等[63首次发现 

NF—KB在静止期的白血病干细胞上很活跃。由此推论，利用 

蛋白酶体抑制剂硼替佐米阻止NF—KB活性会在根本上治疗 

AML。他将蛋白酶体抑制剂与柔红霉素联合作用，诱导白血 

病干细胞的显著凋亡，而对正常的造血干细胞无明显影响。 

证明蛋白酶体抑制剂能针对白血病干细胞进行靶向治疗，为 

硼替佐米治疗AML提供重要依据。 

已证明多种髓系白血病细胞株对硼替佐米均敏感 ，特别 

是M4、M5型高度敏感，单独应用时其IC 剂量在10-50 nmol／L 

之间 10]。本研究中，硼替佐米作用于人红系白血病细胞株 

TF一1 24 h和48 h的Ic 分别为为 52、27 nmo／／L也证实了 

这一点。 

综上所述．硼替佐米治疗白血病的靶点，研究最多的是 

NF—KB途径．尚缺乏新的分子生物学靶点。 

sall4基因是新近发现的原癌基因，定位于人染色体的 

20q13．12～q13．31．其编码的蛋白质属于锌指转录子日。 

sall4基因可能是早期突变的癌基因，随着它在白血病中 

表达上调。使不具有 自我更新能力的祖细胞获得自我更新的 

能力及恶性转化的倾 向，从而转化为白血病干细胞。而对免 

疫缺陷的小鼠实验则证明当Sall4表达降低时白血病发病率 

也降低151。 

国内外研究均发现 ，仅正常的 CD34 的白血病干／祖细 

胞、急性 B淋巴细胞白血病／淋巴瘤、AML、慢性髓系白血病 

可以检测到sall4的表达，而T细胞系起源的白血病没有检测 

到[ ～31。 

Yang等 证明 Sail4的可与多达 38种靶基因结合 ，包括 

诱导凋亡基因(如 TNF、TP53)和抑制凋亡基 因(如 Bmi-1、 

Bcl一2)。当 Sall4基因表达水平下调时，对诱导凋亡的靶基因 

起正向调节作用，对抑制凋亡的靶基因起负向调节作用，最终 

促进细胞凋亡。 

综上所述，证明Sail4基因在白血病细胞异常表达，其表 

达水平与AML的发生、发展密切相关。但是，药物针对Sall4 

基因靶向治疗的研究报道却鲜见。 

在本研究中，我们选择能针对白血病干细胞进行靶向治 

疗的代表性药物——硼替佐米，并以Sall4基因为研究对象， 

观察到在人红系白血病细胞株 TF一1上 Sall4基因高表达 ：并 

且，在硼替佐米诱导 TF—l细胞凋亡过程中，随着作用剂量和 

时间的增加，细胞凋亡率的增加，Sall4 mRNA表达水平降 

低。这提示Sall4基因在硼替佐米诱导TF一1细胞凋亡过程中 

起到了一定作用，可能为硼替佐米治疗 AML，既NF—KB活化 

途径之后的一个新靶点，丰富了硼替佐米治疗AML的作用机 

制，值得进一步探讨。 

参 考 文 献 

Ⅲ1 Adams J．The development of proteasome inhibitors as anticancer 

drugs[J]．CancerCell，2004，5(5)：417—421． 

[2] Bavi P，Uddin S，Ahmed M，et a1．Bortezomib stabilizes mitotic cy— 

clins and prevents cell cycle progression via inhibition of UBE2C in col— 

orectal carcinoma[J]．Am JPathol，2011，178(5)：2109-2120． 

【3] Benevolo G，Larocca A，Gentile M，et a1．The efficacy and safety of 

bortezomib and dexamethasone as a maintenance therapy in patients with 

multiple myeloma who are responsive to salvage bortezomib—containing 

regimens[J]．Cancer，2011，117(9)：1884—1890． 

] Attar E C，De Angelo D J，Supko J G，et a1．Phase I and phamla- 

cokinetic study of bortezomib in combination with idarubicinand cytara— 

bine in patients with acute myelogenous leukemia[J]．Clin Cancer Res， 

2008。14(5)：1446—1454． 

[5] YangJ，ChaiL，GaoC，eta1．SALL4is akey regulator of survival and 

apoptosisinhumanleukemic cells[J]．Blood，2008，112(3)：805—813． 

『61 Guzman M L，Swiderski C F，Howard D S，et a1．Preferential induc- 

tion of apoptosis for primary human leukemic stem cells[J]．Proc Natl Acad 

Sci USA，2002，99(25)：16220—16225． 

[7] 扶云碧，孙启鑫，孟凡义，等．蛋白酶体抑制剂硼替佐米诱导髓 

系白血病细胞株 HL一60凋亡的机制研究[J1．中华医学杂志 ，2006， 

86(34)：2413—2416． 

[8] Yerlikaya A，Okur E，Eker S，et a1．Combined effects of the protea一 

80me inhibit0r bortezomib and Hsp70 inhibitors on the B16F10 melanoma 

cell line[J]．Mol Med Repo~，2010，3(2)：333—339． 

[9] Awasthi N，Schwarz M A，Schwarz R E，et a1．Proteasome inhibi— 

tion enhances antitumour effects of gemcitabine in experimental pancreatic 

cancer[J1．HPB(Oxford)，2009，1l(7)：600—605． 

【lO] Ho~on T M，Gannavarapu A，Blaney S M，et a1．Bortezomib interac— 

tions with chemotherapy agents in acute leukemia in vitro[J]．Cancer 

Chemother Pharmacol，2006，58(1)：13—23． 

[1 1] Yang J，Gao C，Chai L，et a1．A novel SALL4／OCT4 transcriptional 

feedback network for pluripotency of embryonic stem cells[J]．PLoS One， 

2010，5(5)：el0766． 

[12] Cui W，Kong N R，Ma Y，et a1．Differential expression of the novel 

oncogene，SALL4，in lymphoma，plasma cell myeloma，an d acute lym— 

phoblastic leukemia[J]．Mod Pathol。2006，19(12)：1585—1592． 

【13】 王 华 ，谭 荻，刘 芳，等．RT—PCR法检测 SALL4基因在白 

血病的表达 ．临床血液学杂志，2008，21(11)：600—602． 

(责任编辑：关蕴良) 


