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PCDHIO减少多发性骨髓瘤细胞逃避表阿霉素杀伤 

袁海汀，陈建斌，许永会，杨泽松 

(重庆医科大学附属第一医院血液科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨原钙黏蛋白10(protocadherin一10，PCDH10)对表阿霉素杀伤多发性骨髓瘤(multiple myeloma，MM)细胞的影 

响及机制。方法：采用脂质体法将PCDH10基因转染入人MM细胞株RPMI8226细胞。RT-PCR和Western blot法检测PCDH10 

基因和蛋白的表达 ；CCK一8法检测表阿霉素对 RPMI8226细胞的增殖抑制作用 ，求得半数抑制浓度 (half～maximal inhibitory 

concentration，IC，。)；Transwell法检测表阿霉素和PCDH10对 RPMI8226细胞迁移的影响：流式细胞术检测 CXC族趋化因子受 

体 4(CXC ehemokine receptor 4，CXCR4)蛋白表达；Western blot方法检测 Ras同源家族成员 A(ras homolog gene family member 

A，RhoA)和基质金属蛋白酶9(matrix metalloproteinase一9，MMP-9)蛋白表达情况。结果：PCDHIO基因成功转染入RPMI8226细 

胞，并成功表达；PCDH10转染组表阿霉素 Ic50为(0．87±0．07)I~g／ml，明显低于空质粒转染组(1．27±0．02)I~g／ml(F=77．93，尸_ 

0．000)；PCDH10减少表阿霉素所致的细胞迁移(F=34．943，P=0．ooo)并抑制CXCR4(F=117．269．P=-0．000)、RhoA(F=1 818．250， 

P=-0．000)和MMP一9(F=523．764，P=-0．000)蛋白表达。结论：PCDH10一方面可增强MM细胞对表阿霉素的敏感性，另一方面可通 

过抑制CXCR4、RhoA、MMP-9蛋白的表达来减少MM细胞逃避表阿霉素的杀伤，从而增强了表阿霉素的抗骨髓瘤效应。 
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证了构建的GRP78腺病毒载体能够高效感染HepG2 

细胞并且大量表达 GRP78蛋白，证明了GRP78蛋白 

对肝癌细胞的促增殖影响。为进一步研究GRP78的 

功能和一些肿瘤细胞的临床诊断和治疗奠定了基础。 
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PCDH 1 0 prevents multiple myeloma cell escape frOm 

epirubiCin—indUCed cytotoxicity 

Yuan Haiting，Chen Jianbin，Xu Yonghui，Yang Zesong 

(Department ofHematology，The First Affiliated Hospital ofChongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the influence and mechanism of PCDH10 on the chemotherapy of epirubicin in multiple myeloma 

(MM)．Methods：The PCDH10 expression was regulated by transfecting pcDNA3．1(+)PCDH10 in RPMI8226 cells．RT—PCR and 

Western blot were used to test the transfection effect．The CCK一8 assay was used to evaluate cell proliferation．The Boyden chamber 

and matrigel glue were used to construct migration and invasion model for detecting the infl uence of PCDH10 on epirubicin—induced 

cell escape．Flow cytometry was used to test the CXCR4 protein expression．Western blot was used to assess the expression of RhoA 

and MMP一9．Results：The mRNA and protein expressions of PCDH10 were significantly up regulated by pcDNA3．1(+)-PCDH10． 

Epirubicin could inhibit cell proliferation in a dose—ependent manner but the ICso for PCDH10一transfected cells(0．87 4-0．07) 

was much lower than that for vector-transfected ceils(1．27±0．02)Ixg／ml(F=77．93，P=0．ooo)．The effect that epirnbicin could induce 

cell escape could be inhibited by PCDH10(F=34．943，P=0．ooo)．The expression of CXCR4 which could be stimulated by epirubicin 

was decreased by PCDH10(F=I17．269，P=0．ooo)．PCDH10 could also reduce the expression of RhoA( 1 818．250，P=0．000)and 

MMP一9(F=523．764，P=0．000)obviously．Conclusion：PCDH10 could sensitize RPMI8226 cells to epirubicin and inhibit epirubicin- 

induced cell escape．The down-regulating of CXCR4，RhoA and MMP-9 may act as an important mechanism． 

【Key words]multiple myeloma；protocadherin-10；epirubiein；CXC chemokine receptor 4；ras homolog gene family member A；matrix 

metalloproteinase一9 

多发性骨髓瘤(multiple myeloma，MM)是起源 

于后生发中心B细胞的恶性克隆性浆细胞疾病。新 

药应用及化疗方案改善使其治疗缓解率有所提高， 

但化疗过程中肿瘤耐药及化疗后肿瘤复发仍较为 

常见。研究发现，MM细胞可快速迁移至骨髓龛中以 

躲避化疗药物的杀伤作用，提示细胞迁移能力增强 

可能与肿瘤复发及耐药密切相关。而基质细胞衍生 

因子 1(stromal cell derive factor一1。SDF一1)与 CxC 

族趋化因子受体 4(cxc chemokine receptor 4，CX— 

CR4)构成的 SDF一1／CXCR4轴与该现象有着密切联 

系㈣。近年来研究发现，原钙黏蛋白一10(protocad— 

herin一10，PCDH10)可抑制肿瘤细胞的迁移侵袭。 

PCDH10基因在多种肿瘤中因启动子甲基化而 

沉默，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 ，被认为是一种抑癌基因[4]。 

Narayan等[51发现 PCDH10沉默的急性淋巴细胞白 

血病细胞对常规的化疗药物不敏感。本课题组前期 

研究表明，在 MM细胞中PCDH10因启动子甲基化 

而完全沉默闻。基于以上研究，本实验将探讨PCDH10 

对表阿霉素杀伤MM细胞的影响及其机制。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂和仪器 

人 MM细胞株 RPM18226由侯健教授(上海第二军医大 

学长征医院血液科)惠赠。pcDNA3．1(+)PCDH10和 pcDNA3．1 

(+)质粒由陶谦教授(香港中文大学)惠赠。RPMI1640、胎牛 

血清(Gibco公司，美 国)，二甲基亚砜(DMSO，Sigma公司)， 

SDF一1ot(Sigma公司)，质粒 DNA提取试剂盒(Omega公司， 

美 国)，Lip0fectamine20O0脂质体转染试剂(1nvitrogen公司， 

美国)，DNA Marker2000(天根生物公司)，Trizol reagent、逆转 

录、PCR试剂盒及引物合成(TaKaRa公司)。CCK一8试剂盒 

(七海生物)，表阿霉素(辉瑞制药)。Boyden小室(Milliproe公 

司，美国)。抗PCDH10抗体(Santa Cruz公司)，Matrigel胶、抗 

RhoA抗体和 PE标记 CXCR4流式抗体购 自美国 Becton 

Dickinson公司。抗 MMP-9抗体(Abcam公司)，抗 p—actin抗 

体及 HRP标记的羊抗鼠、兔 IgG二抗(Cell Signaling Tech— 

nology公司)。CO：培养箱，倒置显微镜，核酸定量仪，全波长 

酶标仪，流式细胞仪。其余试剂均为国产分析纯。 

1．2 细胞培养、基因转染及筛选 

RPMI8226细胞于含 10％胎牛血清(Gibico公司，美国) 

的RPMI1640培养基中，在 37 oC、5％的 CO：、饱和湿度条件 

下培养传代。取对数生长期的细胞，采用脂质体法将重组质 

粒 pcDNA3．1(+)PCDH10以及 pcDNA3．1(+)空质粒稳定转 
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表 1 PCDH10减低表阿霉素作用于 RPMI8226细胞的 lC 

Tab．1 IC∞of epirubicin on RPMI8226 cells reduced by PCDH10 

2．3 PCDH10减少表阿霉素所致的RPMI8226细胞迁移 

在2、6 h及 12 h进行观察，结果表明：表阿霉素可促进 

RPMI8226细胞迁移(F=9．381，P=0．038)，迁移至下室的细胞 

数 目随着时间的延长而增加(F=63．915，P=0．000)，分组与时 

间无交互作用( 2．260，P=0．167)，确定 6 h为观察细胞迁移 

的最佳时间(表2)。 

表 2 表阿霉素作用后逃逸至下室细胞数(个 ) 

Tab．2 Number of eDirubicin—jnduced escape cells 

在6 h时观察4组细胞迁移情况，结果显示：表阿霉素 

增加 RPMI8226细胞迁移(F=6．208，P=0．028)，而 PCDHIO减 

少 RPMI8226细胞迁移(／'--34．943，P=0．ooo)，二者不存在交 

互效应(／'--4．012，P=0．068)：PCDH10转染+表阿霉素组相比 

空质粒转染+表阿霉素组，下室的细胞数 目明显减少(仁5．913， 

P=0．001)(表 3)。 

表 3 PCDH10减少表阿霉素所致的RPMl8226细胞迁移 

Tab．3 PCDH1 0 inhibited eOirubicin—induced escape 

in RPM18226 cells 

2．4 PCDH10抑制表阿霉素处理过的 RPMI8226细胞 CX— 

CR4表达 

流式细胞术检测各组细胞 CXCR4表达情况显示 ：表阿 

霉素可上调 RPMI8226细胞 CXCR4的表达(F=8．469，P= 

0．020)；PCDH10基因对 RPMI8226细胞 CXCR4的表达有下 

调作用( 117．269，P=-0．000)，二者不存在交互效应( 3．077， 

P=0．117)；PCDHIO转染+表阿霉素组相比空质粒转染+表阿 

霉素组，CXCR4阳性细胞比例明显下降(￡=8．047，P=0．012) 

(表 4)。 

2．5 PCDH10下调表阿霉素处理过的RPMI8226细胞 RhoA 

和 MMP-9蛋白表达 

相对空质粒转染组，空质粒转染+表阿霉素组、PCDH10 

转染组和PCDH10转染+表阿霉素组 RhoA的表达率分别为 

1．54±0．03、0．53±0．04、0．52±0．04，MMP一9的表达率分别为 

1．47±0．07、0．50±0．07、0．50 4-0．05。对数据分析发现，表阿霉 

素促进 RPMI8226细胞RhoA(F=229．621，P=0．ooo)和MMP一 

9(F=54．059，P=0．000)的表达 ；PCDH10基因抑制 RPMI8226 

细胞 RhoA(F=1818．250，P=0．000)和 MMP一9(F=523．764，P= 

0．ooo)的表达：PCDH10转染+表阿霉素组相比空质粒转染+ 

表阿霉素组 ，RhoA(t=37．205．P=0．000)和 MMP一9(t=19．822。 

P=0．000)的表达明显下降(图3)。 

表 4 PCDH1 0抑制表阿霉素处理过的 RPMI8226细胞 

CXCR4表达 

Tab．4 PCDH10 inhibited the expression of CXCR4 

in RPM18226 celts 

A 1 2 3 4 B 1 2 3 4 

舅麓 Rh。 kD—■●■M 92 kD 
m ~ iltm  13-actin42 kD SOre,~ 4lJ,'II 13-actin42kD 

1．空质粒转染组；2．空质粒转染 +表阿霉素组； 

3．PCDH10转染组；4．PCDH10转染 +表阿霉素组 

图 3 PCDH1 0下调表阿霉素处理过的 RPM18226细胞 RheA和 

MMP一9蛋白表达 

Fig．3 PCDH1 O down-regulated the expression of Rhea and 

MMP一9．n RPMI8226 ceils 

3 讨 论 

目前。单药或联合化疗仍无法解决 MM复发问 

题：除了与耐药密切相关。微小残留病灶所致的复 

发也是一个关键因素[71。在MM中，Lv等研究发现， 

阿糖胞苷可促进MM细胞迁移，从而使MM细胞免 

于阿糖胞苷杀伤阎。考虑到阿糖胞苷不是治疗MM的 

常用药物，选用表阿霉素来进行本实验研究。首先 

用Boyden小室及matrigel胶等建立迁移侵袭模型， 

用 SDF一1仅作为诱导趋化因素，观察表阿霉素对 

MM细胞迁移的影响。结果发现，表阿霉素可增强MM 

细胞迁移，这与Lv等的研究结果阎一致。研究表明， 

肿瘤细胞中PCDH10基因常因启动子甲基化而沉 

默，PCDH10基因再表达可抑制肿瘤的迁移、侵袭 。 
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PCDH10沉默的急性淋巴细胞白血病细胞对常规的 

化疗药物不敏感[5】。本实验也证明通过 pcDNA3．1 

(+)PCDH10转染可以恢复RPMI8226细胞中PCDH10 

基因的表达，并能增加 RPMI8226细胞对表阿霉素 

的化疗敏感性，同时抑制表阿霉素诱导的细胞迁移。 

接下来的实验中对其机制进行了探讨。 

侵袭和转移是一个多步骤、多阶段、多基因参 

与的复杂过程 。近年来研究表明，SDF一1／CXCR4轴 

不仅参与干细胞归巢、动员过程。而且在肿瘤迁移、 

侵袭方面也有着重要的作用【 “1。此外，肿瘤细胞的 

自身运动能力和对细胞外基质的降解能力也是血 

液系统恶性肿瘤发生浸润的两个重要因素【l2_ 】。Rho 

家族(Ras homolog gene family)作为 Ras家族中重 

要成员，它参与了肿瘤发生发展的多个环节，包括 

调节细胞骨架、改变细胞粘附和运动能力、调控细 

胞外基质的降解等方面[14-1 5j。MMP一9是一种重要的 

蛋白水解酶，其主要通过降解破坏细胞外基质成分， 

促使肿瘤细胞发生浸润、转秽垧。对MM细胞 CX— 

CR4、RhoA、MMP一9蛋白表达进行了检测，发现表阿 

霉素可上调 3种蛋白的表达，这可能是化疗过程中 

肿瘤细胞快速迁移入骨髓龛躲避化疗药物杀伤的 

机制之一。本实验结果发现PCDH10可以抑制表阿 

霉素的这种作用．从而减少 MM细胞逃避表阿霉素 

的杀伤。 

综上所述 ．PCDH10一方面可增强 MM细胞对 

表阿霉素的敏感性 ．另一方面可通过抑制 CXCR4、 

RhoA、MMP一9蛋白的表达来减少 MM细胞逃避表 

阿霉素的杀伤，从而增强表阿霉素的抗骨髓瘤效应， 

这为临床上提高化疗药物的作用效率提供了理论 

基础。本课题组前期实验还发现 PCDH10可通过抑 

制NF—KB通路活性促进 MM细胞凋亡[41：通过下调 

PI3K／AKT通路活性抑制 MM细胞增殖、迁移和侵 

袭it71。由此本课题组得出结论：PCDH10作为MM中 

的一种抑癌基因，通过抑制多条通路的活性发挥其 

生物学作用，其系统的作用机制有待进一步研究。 
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