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"基础研究$

三氧化二砷联合雷帕霉素对急性髓系白血病 STU6$细胞增殖%凋亡及

自噬的影响

肖蓬莉!

! 郭淑利!

! 王双琳!!,

! 刘思哲!!,

! 彭>靓!

! 王万里!

! 王松云!

! 王慧睿!

"!#郑州大学附属洛阳中心医院血液科$河南>洛阳>F$!""-+,#新乡医学院研究生院$河南>新乡>FR'""'#

摘要!>目的>探讨三氧化二砷"EC

,

<

'

#单用或联合雷帕霉素"D1Q1#对急性髓系白血病_cX/! 细胞增殖(凋亡和

自噬的影响及其可能的分子机制' 方法>将对数生长期急性髓系白血病_cX/! 细胞分为对照组(EC

,

<

'

单药组(D1Q1

单药组及EC

,

<

'

oD1Q1组' EC

,

<

'

(D1Q1单药组分别应用终浓度 "#$R(!#R"('#""(%#""(!,#""

!

093,d

\!

EC

,

<

'

以及

!"(,"(F"(&"(!%" 4093,d

\!

D1Q1干预细胞$EC

,

<

'

oD1Q1组细胞给予 ' 093,d

\!

EC

,

<

'

和 F" 0093,d

\!

D1Q1干预$

对照组细胞采用正常培养基培养' 应用细胞计数试剂盒/&"BBl/&#检测 '

!

093,d

\!

EC

,

<

'

oF" 4093,d

\!

D1Q1联合用药

对_cX/! 细胞的增殖抑制率+流式细胞术检测各组_cX/! 细胞的凋亡率+实时荧光定量聚合酶链反应检测各组_cX/!

细胞中自噬相关基因Y@8324!(dB' 和 Q%, 0DPE的表达+Z@C6@H4 +396624M检测各组_cX/! 细胞中自噬相关蛋白微管相

关蛋白 ! 轻链 '"dB'#/==(dB'/=的表达' 结果>EC

,

<

'

单独用药和D1Q1单独用药时$随着药物浓度增加对急性髓系

白血病_cX/! 细胞的增殖抑制作用逐渐增强$呈剂量依赖关系"Ge"n"R#' EC

,

<

'

和D1Q1对急性髓系白血病 _cX/!

细胞的=B

R"

分别为 R#$-F

!

093,d

\!和 $$#,$F 4093,d

\!

+EC

,

<

'

oD1Q1组急性髓系白血病_cX/! 细胞增殖抑制率显

著高于EC

,

<

'

(D1Q1单药组"Ge"n"R#+与EC

,

<

'

(D1Q1单药组比较$EC

,

<

'

oD1Q1组_cX/! 细胞中自噬相关基因Y@8/

324/! 和dB' 0DPE表达水平显著升高"Ge"n"R#$Q%, 0DPE表达水平显著降低"Ge"n"R#' 与 EC

,

<

'

和 D1Q1单药

组比较$EC

,

<

'

oD1Q1组_cX/! 细胞中dB'/==(dB'/=比值显著增高"Ge"n"R#' 结论>EC

,

<

'

联合 D1Q1可协同抑制

_cX/! 细胞增殖$诱导_cX/! 细胞凋亡$其效应可能通过引起_cX/! 细胞过度自噬实现'

关键词!>三氧化二砷+雷帕霉素+_cX/! 细胞+增殖+凋亡+自噬

中图分类号! D$!F#,, >文献标志码! E>文章编号! !""F/$,'-",","#"-/"&!&/"%

VHH*C=.?H<;.*+>C=;>?W>:*C?D@>+*:N>=A;<E<DGC>+?+E;?F>H*;<=>?+$<E?E=?.>.<+:<L=?EA<5G ?H

<CL=*DG*F?>:F*LX*D>< STU6$ C*FF.

L=E<X@4M32

!

$ N̂< AUI32

!

$ ZEP̂ AUI14M324

!$,

$ d=N A2TU@

!$,

$ X.P̂ d214M

!

$ ZEP̂ Z1432

!

$ ZEP̂

A94M*I4

!

$ZEP̂ cI2HI2

!

"!H3#/,+"$#."<=>#$,"<&<4E$7-<E,.4 %#."+,&><(/5",&0==5&5,"#1 "<J*#.4K*<- ?.52#+(5"E$7-<E,.4 F$!""-$>#.,. G+<25.;#$

%*5.,+,HL+,1-,"#!;*<<&$I5.@5,.4 9#15;,&?.52#+(5"E$I5.@5,.4 FR'""'$>#.,. G+<25.;#$%*5.,#

I@.=;<C=!>"@J*C=>B*>_99+C@HJ@6U@@KK@86C9K1HC@4286H29)2G@"EC

,

<

'

# 890+24@G V26U H1Q10*824"D1Q1# 94 6U@QH932/

K@H16294$1Q9Q69C2C14G 1I69QU1M*9K18I6@0*@392G 3@IS@021_cX/! 8@33C$14G 24J@C62M16@6U@I4G@H3*24M0@8U142C0C#)*=A?:.

_U@_cX/! 8@33C24 6U@39M1H26U028MH9V6U C61M@V@H@G2J2G@G 24696U@8946H93MH9IQ$6U@EC

,

<

'

6H@160@46MH9IQ$6U@D1Q1

6H@160@46MH9IQ 14G 6U@EC

,

<

,

oD1Q1MH9IQ#_U@EC

,

<

'

6H@160@46MH9IQ 14G 6U@D1Q16H@160@46MH9IQ V@H@6H@16@G V26U "#$R$!#R"$

'#""$%#""$!,#""

!

093,d

\!

EC

,

<

'

14G !"$,"$F"$&" 14G !%" 4093,d

\!

D1Q1$H@CQ@862J@3*+6U@8@33C24 EC

,

<

,

oD1Q1

MH9IIQ V@H@6H@16@G V26U '

!

093,d

\!

EC

,

<

,

14G F" 4093,d

\!

D1Q1+6U@8@33C24 +314S 8946H93MH9IQ V@H@8I36IH@G 24 49H013

0@G2I0#_U@24U2+269H*@KK@86C9KEC

,

<

'

14G D1Q11394@$1CV@331C24 1890+2416294 9KEC

,

<

'

14G D1Q194 _cX/! 8@33

QH932K@H16294 V@H@G@6@86@G +*IC24M8@3389I4624MS26/& 0@6U9G+6U@1Q9Q69C2C9K_cX/! 8@33C24 6U@+314S 8946H93MH9IQ$EC

,

<

'

6H@160@46MH9IQ$D1Q16H@160@46MH9IQ 14G EC

,

<

'

oD1Q1MH9IQ V1CG@6@86@G +*IC24MK39V8*690@6H*+6U@@)QH@CC294C9K

1I69QU1M*1CC98216@G M@4@Y@8324!$028H96I+3I3@/1CC98216@G ! 32MU68U124 '"dB'# 14G Q%, 0DPE14G QH96@24 24 _cX/! 8@33C

24 6U@K9IHMH9IQCV@H@0@1CIH@G +*IC24MH@13/620@WI14626162J@Q93*0@H1C@8U124 H@186294 14G Z@C6@H4 +396624M$H@CQ@862J@3*#

K*.LF=.>_U@MH9V6U 24U2+26294 H16@9KEC

,

<

'

9HD1Q11394@94 6U@8@33QH932K@H16294 248H@1C@G V26U 6U@1IM0@469KGHIM

8948@46H16294 24 18948@46H16294/G@Q@4G@460144@H"Ge"n"R##_U@=B

R"

9KEC

,

<

'

14G D1Q194 _cX/! 8@33CV@H@R#$-F

!

093,d

\!

14G $$#,$F 4093,d

\!

$H@CQ@862J@3*#_U@8@33QH932K@H16294 24U2+26294 H16@14G 1Q9Q69C2CH162924 6U@EC

,

<

'

oD1Q1MH9IQ V@H@

C2M42K281463*U2MU@H6U14 6U9C@24 6U@EC

,

<

'

6H@160@46MH9IQ 14G 6U@D1Q16H@160@46MH9IQ"Ge"n"R##_U@@)QH@CC294 9K

,&!&,

>
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1I69QU1M*H@316@G M@4@CY@8324/!$dB/' 0DPE24 6U@_cX/! 8@33C24 6U@EC

,

<

'

oD1Q1MH9IQ V@H@C2M42K281463*U2MU@H6U14

6U9C@24 6U@EC

,

<

'

6H@160@46MH9IQ 14G 6U@D1Q16H@160@46MH9IQ"Ge"n"R#$6U@@)QH@CC294 9KQ%, 0DPEV1CC2M42K281463*

39V@H6U14 6U1624 6U@EC

,

<

'

6H@160@46MH9IQ 14G 6U@D1Q16H@160@46MH9IQ"Ge"n"R##_U@H16299KdB'/==(dB'/=24 6U@

EC

,

<

'

oD1Q1MH9IQ V1CC2M42K281463*U2MU@H6U14 6U1624 6U@EC

,

<

'

6H@160@46MH9IQ 14G 6U@D1Q16H@160@46MH9IQ"Ge"n"R##

-?+CFL.>?+>B90+2416294 9KEC

,

<

'

14G D1Q1814 24U2+26_cX/! 8@33QH932K@H16294$24GI8@_cX/! 8@331Q9Q69C2C$VU28U 01*+@

18U2@J@G +*24GI824M@)8@CC2J@1I69QU1M*9K_cX/! 8@33C#

M*G N?;:.!>1HC@4286H29)2G@+H1Q10*824+_cX/! 8@33+QH932K@H16294+1Q9Q69C2C+1I69QU1M*

>>急性髓系白血病"18I6@0*@392G 3@IS@021$E?d#

是临床最常见的血液系统恶性肿瘤之一' 尽管目前

临床所采用的化学治疗或造血干细胞移植"U@0169/

Q92@628C6@0 8@336H14CQ314616294$ cAB_# 等方法在

E?d的治疗方面取得了较大进展$但仍有一部分患

者会出现难治或复发%!&

' 此外$治疗费用高(cAB_

配型困难( 不良反应多等不利因素也影响了这些治

疗方法的临床应用' 因此$有必要寻找新型治疗药

物' 三氧化二砷"1HC@4286H29)2G@$EC

,

<

'

#是中药砒

霜的主要成分$我国学者将 EC

,

<

'

用于急性早幼粒

细胞白血病"18I6@QH90*@398*6283@IS@021$EXd#的

靶向治疗取得了巨大成功%,&

' 有研究表明$EC

,

<

'

不仅对EXd具有显著疗效$对多种恶性血液病细胞

也有显著的抑制增殖和促进凋亡作用%,/'&

' EC

,

<

'

可协同促进其他药物的药效$提高放射治疗(化学治

疗的敏感性$且可通过诱导自噬使肿瘤细胞凋

亡%F&

$但 EC

,

<

'

单独使用临床效果有限' 雷帕霉素

"H1Q10*824$D1Q1#最初是一种抗真菌抗生素和免疫

抑制剂$主要用于器官移植后急性排斥反应的防治'

有文献报道$恶性血液肿瘤存在雷帕霉素靶蛋白

"010013214 61HM@69KH1Q10*824$0_<D#信号通路的

异常激活$而 D1Q1能特异性结合并抑制哺乳动物

0_<D的活性$诱导自噬发生%R/%&

' D1Q1对多种肿

瘤如非小细胞性肾癌(乳腺癌等有一定治疗作用$但

单独使用抗肿瘤效果并不明显$可能是因为其他分

子信号通路被激活%$/&&

' 因此$本研究拟探讨 EC

,

<

'

与D1Q1联合用药对 E?d细胞株 _cX/! 细胞增殖(

凋亡和自噬的影响$以期为其临床应用提供理论

依据'

$%材料与方法

$&$%细胞%试剂与仪器>人急性髓系白血病_cX/!

细胞株购自中国科学院细胞库$液氮冷冻保存+

EC

,

<

'

购自北京双鹭药业股份有限公司$D1Q1购自

美国 A@33@8S BU@02813C公司$DX?=/!%F" 和胎牛血清

购自美国 c*8394@公司$细胞计数试剂盒/& "8@33

89I4624MS26/&$BBl/&#(二喹啉甲酸 " +28248U942428

182G$ YBE#购自上海碧云天生物技术有限公司$膜

联蛋白 O/异硫氰酸荧光素"144@)24O/K3I9H@C824 2C9/

6U298*1416@$E44@)24 O/j=_B#(碘化丙锭" QH9Q2G2I0

29G2G@$X=#凋亡检测试剂盒购自北京索莱宝科技有

限公司$_D=T93(反转录试剂盒和 AgYDMH@@4荧光染

料购自大连 _1l1D1公司$引物由上海生工生物工

程有限公司合成$微管相关蛋白 ! 轻链 '"028H96I/

+I3@/1CC98216@G QH96@24 ! 32MU68U124 '$dB'#抗体购自

美国E+810公司$甘油醛/'/磷酸脱氢酶"M3*8@H13G@/

U*G@'/QU9CQU16@G@U*GH9M@41C@$ ÊX;c#抗体购自

杭州华安生物技术有限公司$增强化学发光"@4/

U148@G 8U@023I024@C8@48@$ .Bd#检测试剂购自美国

?2332Q9H@公司+超净工作台(B<

,

培养箱(多功能酶

标仪(冷冻离心机购自美国 _U@H09公司$荧光定量

聚合酶链式反应"Q93*0@H1C@8U124 H@186294$XBD#仪

购自美国EY=公司$流式细胞仪购自美国Y;公司'

$&'%实验方法

$&'&$%细胞培养>_cX/! 细胞株培养于含体积分

数 !"b胎牛血清(!"

R

N,d

\!青霉素(!"" 0M,d

\!

链霉素的DX?=/!%F" 培养基中$置于 '$ a(含体积

分数 Rb B<

,

(饱和湿度培养箱中培养$每 , ]' G换

液并传代'

$&'&'%--M63 检测各组细胞的增殖抑制率>选取

浓度为 "#$R(!#R"('#""(%#""(!,#""

!

093,d

\!

EC

,

<

'

以及 !"(,"(F"(&"(!%" 4093,d

\!

D1Q1进行

预试验以确定 EC

,

<

'

和 D1Q1联合用药浓度及培养

时间' 取对数生长期 _cX/! 细胞$调整细胞密度为

, f!"

&

d

\!

$接种于 -% 孔板$每孔 !""

!

d$加入不同

浓度的 EC

,

<

'

和 D1Q1$使 EC

,

<

'

的终浓度分别为

"#$R(!#R"('#""(%#""(!,#""

!

093,d

\!

$D1Q1的

终浓度分别为 !"(,"(F"(&"(!%" 4093,d

\!

$每个浓

度设 F 个复孔$同时设不加药培养的 _cX/! 细胞为

对照孔$另设不含细胞的培养液为空白孔$置于

'$ a(含体积分数 RbB<

,

(饱和湿度培养箱中培养

,F(F& U 后$每孔加入!"

!

d的 BBl/& 溶液$在培养

箱孵育F U$用酶标仪测定 FR" 40处的吸光度"0#

值$计算各组细胞的增殖抑制率$细胞增殖抑制率
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"b# p%! \"0实验孔 \0空白孔#M"0对照空孔 \0空白孔#& f

!""b$再计算半数抑制浓度"R"b 24U2+269H*8948@4/

6H16294$=B

R"

#$=B

R"

p3M\! %L0\2"

&

X\"#R#&

"L0!最大浓度的对数值+2!各浓度倍比浓度的对数

值+

&

X!各组生长抑制率之和+"#R!经验常数#' 根据

预实验结果$选择对_cX/!细胞增殖抑制作用较弱的

,F U作为后续实验作用时间' EC

,

<

'

(D1Q1对_cX/!

细胞作用 ,F U 的 =B

R"

分别为 R#$-F

!

093,d

\!和

$$#,$F 4093,d

\!

$因此选择 '

!

093,d

\!

EC

,

<

'

和

F" 4093,d

\!

D1Q1联合用药$设置 '

!

093,d

\!

EC

,

<单 药 组( F" 4093, d

\!

D1Q1单 药 组 及

'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

oF" 4093,d

\!

D1Q1组$并应用

BBl/& 检测各组细胞增殖抑制率'

$&'&(%流式细胞术检测细胞凋亡>应用E44@)24O/

j=_B(X=双染法进行检测' 取对数生长期 _cX/! 细

胞$随机分为对照组(EC

,

<单药组(D1Q1单药组及

EC

,

<

'

oD1Q1组$对照组不加任何药物干预$EC

,

<

单药组给予 '

!

093,d

\!

EC

,

<

'

干预$ D1Q1单药组

给予 F" 4093,d

\!

D1Q1干预$EC

,

<

'

oD1Q1组给予

'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

和 F" 4093,d

\!

D1Q1联合干预+

各组加入相应浓度的药物混匀$调整细胞密度为

! f!"

-

d

\!

$每孔 , 0d接种于 % 孔板$置于 '$ a(体

积分数 Rb B<

,

饱和湿度培养箱中培养 ,F U 后$收

集各组细胞$使用预冷磷酸盐缓冲液 " QU9CQU16@

+IKK@H@G C1324@$ XYA#洗涤$用 ! fY24G24MYIKK@H重

悬细胞$使细胞的密度达到 ! f!"

-

d

\!

$每管加入

!""

!

d细胞 " ! f!"

R 个#$加入 R

!

dE44@)24

O/j=_B轻轻地混匀$室温条件下避光孵育 !" 024+随

后加入 R

!

dX=$用移液枪混匀$室温条件下避光孵

育 R 024$最后加入XYA至 R""

!

d$轻轻混匀$在 ! U

内用流式细胞仪检测$实验重复 ' 次$取均值'

$&'&/%实时荧光定量聚合酶链反应 &;*<F6=>D*

YL<+=>=<=>B*E?FGD*;<.*CA<>+;*<C=>?+( YKS6U-K'

检测自噬相关基因 DK9I表达水平>取对数生长

期_cX/! 细胞$随机分为对照组(EC

,

<单药组(D1Q1

单药组及 EC

,

<

'

oD1Q1组$对照组不加任何药物干

预$EC

,

<单药组给予 '

!

093,d

\!

EC

,

<

'

干预$

D1Q1单药组给予 F" 4093,d

\!

D1Q1干预$EC

,

<

'

o

D1Q1组给予 '

!

093,d

\!

EC

,

<

'

和 F" 4093,d

\!

D1Q1联合干预+各组加入相应浓度的药物混匀$调

整细胞密度为 ! f!"

-

d

\!

$每孔 , 0d接种于 % 孔

板$置于'$ a(含体积分数 Rb B<

,

饱和湿度培养

箱中培养 ,F U后$收集各组细胞$总DPE提取和纯

化按照_D=T93说明书进行' 应用反转录试剂盒将

!

!

MDPE反转录为 8;PE$随后使用 AgYD Ĥ@@4

WD_/XBD试剂盒进行 WD_/XBD反应$检测 Y@8324!(

dB'(Q%, 0DPE表达' 内参 ÊX;c上游引物序列

为 Rq/BBÊ BEÊ Ê BEBEÊ Ê ÊE/'q$下游引物序

列为 Rq/BEÊ ^̂ _̂B_EBE_̂ B̂EEB_/'q+Y@8324! 上

游引物序列为 Rq/̂Ê ^̂ E_̂ ÊÊ ^̂ _B_EÊ /'q$下

游引物序列为 Rq/̂BB_̂^̂ B_̂ _̂ _̂EÊ _/'q+dB'

上游引物序列为 Rq/̂__̂ _̂BEÊ E_BE_BB̂ B̂/'q$

下游引物序列为 Rq/_BÊ EÊ BB̂EÊ _̂__BB_/'q+

Q%,上游引物序列为 Rq/̂^̂ ÊB__̂ _̂_̂BB____/'q$

下游引物序列为 Rq/BÊBBE_B̂BÊE_BEBE__/'q'

扩增条件如下$第 ! 阶段!预变性" -R a '" C#+第 ,

阶段!XBD反应"-R a R C$ %" a '" C#F" 个循环+

第 ' 阶段!溶解曲线分析"-R a !R C$ %" a %" C$

-R a !R C#' WD_/XBD检测结果采用 ,

\

%%

B6方法进

行分析'

$&'&0%Z*.=*;+@F?==>+5 检测 STU6$ 细胞中自噬

相关蛋白 [-(6##4[-(6#的表达情况>取对数生长

期_cX/! 细胞$随机分为对照组(EC

,

<单药组(D1Q1

单药组及 EC

,

<

'

oD1Q1组$对照组不加任何药物干

预$EC

,

<单药组给予 '

!

093,d

\!

EC

,

<

'

干预$

D1Q1单药组给予 F" 4093,d

\!

D1Q1干预$EC

,

<

'

o

D1Q1组给予 '

!

093,d

\!

EC

,

<

'

和 F" 4093,d

\!

D1Q1联合干预+各组加入相应浓度的药物混匀$调

整细胞密度为 ! f!"

-

d

\!

$每孔 , 0d接种于 % 孔

板$置于'$ a(含体积分数 Rb B<

,

饱和湿度培养

箱中培养 ,F U 后收集细胞$XYA 洗涤后在各组

_cX/!细胞中加入细胞裂解液提取总蛋白$使用

YBE进行蛋白定量$各组使用等量总蛋白进行十二

烷基硫酸钠/聚丙烯酰胺钠凝胶电泳法 "C9G2I0

G9G@8*3 CI3K16@Q93*18H*3102G@ M@3 @3@86H9QU9H@C2C$

A;A/XÊ.# 电 泳$ 常 规 转 膜+ 聚 偏 氟 乙 烯 膜

"Q93*J24*32G@4@K3I9/H2G@$XO;j#经室温体积分数 Rb

脱脂牛奶封闭 ! U 后$加入 dB'"一抗稀释比例为

!0! R""#抗体 F a孵育过夜+次日洗膜 ' 次后加入

二抗"二抗稀释比例为 !0R """#室温孵育3U$洗膜

' 次后$.Bd检测试剂与膜作用$在暗室中曝光$L

射线显影(定影$=01M@:软件分析条带的灰度值'

以 ÊX;c为内参对目的蛋白进行灰度值半定量分

析' 实验重复 ' 次$取平均值'

$&(%统计学处理>应用 AXAA !&#" 软件进行统计

学分析$计量数据以均数 标̀准差"

%

@̀ (#表示$, 组

间比较采用 "检验$多组间比较采用方差分析$Ge

"#"R 为差异有统计学意义'

,",&, 新乡医学院学报>>>>>>>U66Q!((VVV#))*)*)+#890>>>>>>>>>,"," 年>第 '$ 卷



'%结果

'&$%I.

'

"

(

和K<E< 对 STU6$ 细胞增殖的抑制作

用及 #-

0R

的筛选>结果见表 ! 和表 ,' 不同浓度

EC

,

<

'

和D1Q1组 _cX/! 细胞增殖抑制率均高于空

白对照组$差异有统计学意义"Ge"#"R#' 随药物

浓度增加$EC

,

<

'

和 D1Q1对 _cX/! 细胞的增殖抑制

作用逐渐增强$呈剂量依赖关系"Ge"#"R#' 对照

组('

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组(F" 4093,d

\!

D1Q1组及

'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

oF" 4093,d

\!

D1Q1组细胞增殖

抑制率分别为 " "#""" `"#""" #b( " '!#$"R `

!n,%% #b( " ,$#R%, `!#&&&#b( " F&#,R' `

!n"R,#b$与 '

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组和 F" 4093,d

\!

D1Q1组比较$'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

oF" 4093,d

\!

D1Q1组细胞增殖抑制率显著升高$差异有统计学意

义"Ge"#"R#'

表 $%I.

'

"

(

对STU6$ 细胞增殖的抑制作用

S<@&$%#+A>@>=?;G *HH*C=?HI.

'

"

(

?+STU6$ C*FF.E;?F>H*;<=>?+

"

%

@̀ (#

组别 .

细胞增殖抑制率(b

,F U F& U

对照组 ' "#""" "̀#""" "#""" "̀#"""

"#$R

!

093,d

/!

EC

,

<

'

组
'

!"#$R" !̀#$%&

1

!&#,%R ,̀#F%&

1

!#R"

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组
'

!-#FR! !̀#F&R

1+

'"#"RR ,̀#!&R

1+

'#""

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组
'

,$#&R, !̀#F&R

1+8

F"#!RR !̀#F$&

1+8

%#""

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组
'

'-#&!! !̀#%-$

1+8G

R!#F-R "̀#--$

1+8G

!,#""

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组
'

R%#'!, !̀#!'!

1+8G@

%R#"!! !̀#!!$

1+8G@

>>注!与对照组比较1

Ge"#"R+与 "#$R

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组比较+

Ge"#"R+

与 !#R"

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组比较8

Ge"#"R+与 '#""

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组比

较G

Ge"#"R+与 %#""

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组比较@

Ge"#"R'

表 '%K<E<对STU6$ 细胞增殖的抑制作用

S<@&'%#+A>@>=?;G *HH*C=?HK<E< ?+STU6$ C*FF.E;?F>H*;<=>?+

"

%

@̀ (#

组别 .

细胞增殖抑制率(b

,F U F& U

对照组 ' "#""" "̀#""" "#""" "̀#"""

!" 4093,d

\!

D1Q1组 '

-#$%" !̀#$RF

1

!!#&"R "̀#-&'

1

," 4093,d

\!

D1Q1组 '

!&#!RR "̀#-!,

1+

,R#"R, !̀#''%

1+

F" 4093,d

\!

D1Q1组 '

,$#$%, !̀#$F$

1+8

'%#R"% !̀#F"%

1+8

&" 4093,d

\!

D1Q1组 '

'&#-R, "̀#$$!

1+8G

FR#""$ !̀#!,,

1+8G

!%" 4093,d

\!

D1Q1组 '

F$#"R% "̀#-!!

1+8G@

R!#%"$ !̀#$"%

1+8G@

>>注!与对照组比较 1

Ge"#"R+与 !" 4093,d

\!

D1Q1组比较+

Ge"#"R+与

," 4093,d

\!

D1Q1组比较8

Ge"#"R+与 F" 4093,d

\!

D1Q1组比较G

Ge"#"R+

与 &" 4093,d

\!

D1Q1组比较@

Ge"#"R'

'&'%I.

'

"

(

%K<E< 单用及二者联合用药对 STU6$

细胞凋亡的诱导作用>结果见图 !' 对照组(

'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组( F" 4093,d

\!

D1Q1组 和

'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

oF" 4093,d

\!

D1Q1组细胞凋亡

率分别为"!#F$ "̀#F-#b("F#$, "̀#%$#b("'R#$% `

,n$&#b("RF#!' F̀#-"#b$'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

o

F" 4093,d

\!

D1Q1组细胞凋亡率显著高于对照组(

'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组和 F" 4093,d

\!

D1Q1组$差异

均有统计学意义"Ge"#"R#'

E!对照组+Y!'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组!B!F" 4093,d

\!

D1Q1组+;!

'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

oF" 4093,d

\!

D1Q1组'

图 $%对照组%(

!

D?F#[

\$

I.

'

"

(

组%/R +D?F#[

\$

K<E<

组 和 (

!

D?F#[

\$

I.

'

"

(

]/R +D?F#[

\$

K<E<组作用 '/ A

后 STU6$ 细胞凋亡率

P>5&$%IE?E=?.>.;<=*?HSTU6$ C*FF.<='/ A>+=A*C?+=;?F

5;?LE((

!

D?F#[

\$

I.

'

"

(

5;?LE(/R +D?F#[

\$

K<E< 5;?LE

<+:(

!

D?F#[

\$

I.

'

"

(

]/R +D?F#[

\$

K<E< 5;?LE

'&( %I.

'

"

(

%K<E< 单用及二者联合用药对 STU6$

细胞自噬相关基因和蛋白表达的影响>结果见表 '

和图 ,' 与对照组比较$'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组(

F" 4093,d

\!

D1Q1组及 ' 4093, d

\!

EC

,

<

'

o

F" 4093,d

\!

D1Q1组 _cX/! 细胞中自噬相关基因

Y@8324/!(dB' 0DPE相对表达量显著增加"Ge"#"R#$

Q%, 0DPE相对表达量显著降低"Ge"#"R#+'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

oF" 4093,d

\!

D1Q1组_cX/! 细胞中Y@8324/!(

dB' 0DPE相对表达量显著高于 '

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组

和 F" 4093,d

\!

D1Q1组"Ge"#"R#$ Q%, 0DPE相对

表达水平显著低于'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组和F" 4093,d

\!

D1Q1组"Ge"#"R#' 对照组('

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组(

F" 4093,d

\!

D1Q1组和 '

!

093, d

\!

EC

,

<

'

o

F" 4093,d

\!

D1Q1组 _cX/! 细胞中 dB'/==(dB'/=比

率分别为 !#'&R "̀#F$$(,#!!& "̀#RR&('#$'! !̀#R"R(

F#--R "̀#!$$$'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组(F" 4093,d

\!

D1Q1组及 ' 4093,d

\!

EC

,

<

'

oF" 4093,d

\!

D1Q1组

_cX/!细胞中 dB'/==(dB'/=比率均显著高于对照组

"Ge"#"R#$'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

oF" 4093,d

\!

D1Q1组

_cX/!细胞中dB'/==(dB'/=比率显著高于 '

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组和F" 4093,d

\!

D1Q1组"Ge"#"R#'

,!,&,第 - 期>>>>>>>>肖蓬莉$等!三氧化二砷联合雷帕霉素对急性髓系白血病_cX/! 细胞增殖(凋亡及自噬的影响



表 (%/ 组STU6$ 细胞中 *̂CF>+6$%[-(%E1' DK9I相对表达量比较

S<@&(%-?DE<;>.?+?H;*F<=>B**WE;*..>?+?Ĥ *CF>+6$([-6( <+:E1' DK9I>+STU6$ C*FF.<D?+5 =A*H?L;5;?LE. "

%

@̀ (#

组别 . Y@8324/! 0DPE dB/' 0DPE Q%, 0DPE

对照组 ' "#--$ "̀#!-R "#--$ "̀#!!R "#--$ "̀#"$R

'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组
'

!#FF' "̀#!!!

1

!#&,$ "̀#!RR

1

"#$-" "̀#"&,

1

F" 4093,d

\!

D1Q1组 '

!#%'" "̀#"-,

1

,#!F$ "̀#,-!

1

"#%"' "̀#"FR

1

'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

oF" 4093,d

\!

D1Q1组
'

,#"R$ "̀#"&"

1+8

'#'R$ "̀#'-!

1+8

"#F!$ "̀#"'!

1+8

>>注!与对照组比较1

Ge"#"R+与 '

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组比较+

Ge"#"R+与 F" 4093,d

\!

D1Q1组比较8

Ge"#"R'

!!对照组+,!'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

组+'!F" 4093,d

\!

D1Q1组+F!

'

!

093,d

\!

EC

,

<

'

oF" 4093,d

\!组'

图 '%对照组%(

!

D?F#[

\$

I.

'

"

(

组%/R +D?F#[

\$

K<E<

组 和 (

!

D?F#[

\$

I.

'

"

(

]/R +D?F#[

\$

K<E< 组 STU6$

细胞中[-(6#%[-(6##蛋白表达水平&Z*.=*;+@F?==>+5'

P>5&'%VWE;*..>?+?H[-(6#([-(6##E;?=*>+>+STU6$ C*FF.

>+=A*C?+=;?F5;?LE(=A*(

!

D?F#[

\$

I.

'

"

(

5;?LE(=A*

/R +D?F#[

\$

K<E< 5;?LE<+:=A*(

!

D?F#[

\$

I.

'

"

(

]

/R +D?F#[

\$

K<E< 5;?LE&Z*.=*;+@F?==>+5'

(%讨论

E?d作为高度异质性恶性血液肿瘤$由于肿瘤

细胞克隆演变可导致疾病复发以及对现有治疗药物

耐药%!&

$积极探寻新型有效药物和作用模式成为进

一步提高E?d临床疗效和改善其预后的重要途径'

越来越多的研究表明$EC

,

<

'

在多种急性白血病

的治疗中有效$但由于白血病细胞耐药和激活负反馈

调节通路等导致EC

,

<

'

的单药作用有限或者所需剂

量较高从而伴随严重毒副作用%,/'&

' 本研究将EC

,

<

'

单药作用于_cX/!细胞$当EC

,

<

'

作用浓度较高时才

能有效抑制_cX/!细胞的增殖' 因此$寻找减轻其毒

副作用的增敏剂$与EC

,

<

'

联用$增强其治疗作用(降

低使用剂量$是拓宽EC

,

<

'

在急性白血病临床应用范

围的重要手段'

近年$自噬成为肿瘤治疗的新靶点$其中针对自

噬信号通路中关键分子 0_<D的靶向治疗已在临

床开展%-&

' D1Q1在Y细胞恶性肿瘤中的研究表明$

在体外 D1Q1可有效抑制套细胞淋巴瘤"01463@8@33

3*0QU901$?Bd#和弥漫大 Y细胞淋巴瘤 " G2KKIC@

31HM@Y/8@333*0QU901$;dYBd#细胞系及患者肿瘤原

代细胞的增殖$但在临床试验中该部分患者对 D1Q1

类似物的反应有限%!"/!!&

' 在 D1Q1类似物依维莫司

治疗复发性淋巴瘤的
&

期临床试验中$;dYBd的总

反应率仅为 '"b"!F(F$#

%!,&

+在替西罗莫司的临床

试验观察到类似的结果$;dYBd的总反应率仅为

,&b

%!'&

' 国内也有研究发现$D1Q1单药对 lR%, 细

胞株(cd/%" 细胞株(B.?细胞株的增殖抑制作用

均较弱$联合柔红霉素或硼替佐米可增强其抗肿瘤

效应%!F&

' 本研究结果也提示$D1Q1单药对 _cX/!

细胞的增殖抑制和凋亡诱导作用均较弱' 在 D1Q1

类似物联合化学治疗的临床试验中$替西罗莫司联

合天冬酰胺酶化学治疗可提高多次复发儿童急性淋

巴细胞白血病患者的缓解率$但随药物剂量累积造

成药物毒性增强$从而导致患儿耐受性差%!R&

+而在

另一项临床试验中$依维莫司联合强的挽救性化学

治疗并未提高急性Y淋巴细胞白血病的缓解率%!%&

'

可见$目前D1Q1与其他药物联合在白血病治疗中的

临床效果尚不确切$在E?d中的研究也较少$因此探

索在E?d治疗中可与D1Q1发挥有效协同作用且不增

加毒性的药物尤为关键'

自噬是 EC

,

<

'

发挥抗肿瘤作用的关键机制$

EC

,

<

'

可诱导伯基特淋巴瘤细胞 D152发生自噬$同

时下调抗凋亡基因 Y83/, 的表达%!$&

' EC

,

<

'

通过

0_<D依赖的自噬信号通路促使E?d/?' 型急性早

幼粒细胞 进 入 一 种 新 的 细 胞 死 亡 途 径///

._9C2C

%!&&

'EC

,

<

'

还可通过诱导自噬发生来降解

YBD/EYd融合基因$从而发挥抗肿瘤作用%!-&

' 本

研究结果也表明$EC

,

<

'

可诱导 _cX/! 细胞发生自

噬$自噬相关基因 Y@8324/!(dB' 0DPE相对表达量

增加(Q%, 0DPE相对表达量降低$同时自噬相关蛋

白dB'/

'

向dB'/

&

转变增加' 此外$_E=等%,"&研究

发现$EC

,

<

'

和D1Q1在前列腺癌细胞中发挥协同作

用$诱导前列腺癌细胞的凋亡$EC

,

<

'

和 D1Q1协同

上调Y@8324/!(dB'/

&

$诱导自噬发生可能是其潜在

机制' d=等%!$&研究发现$D1Q1可增强 EC

,

<

'

诱导

的自噬活性$下调抗凋亡基因 Y83/, 和上调 QR' 基

因表达$增强 EC

,

<

'

对 D152细胞的杀伤效应(增加

D152细胞对EC

,

<

'

的敏感性' 本研究结果与以上研

究报道相似$与单药相比$以低于=B

R"

值的EC

,

<

'

与

D1Q1联合用药可提高 _cX/! 细胞增殖抑制率及凋

亡率$同时联合用药组细胞自噬活性也明显增加'

综上所述$ EC

,

<

'

联合D1Q1可协同抑制_cX/!

细胞的增殖$诱导 _cX/! 细胞的凋亡$其效应可能

是通过引起 _cX/! 细胞过度自噬实现$但 EC

,

<

'

联

合D1Q1的临床前试验或临床试验尚需进一步探索'
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