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白桦脂酸通过阻断自噬通量介导 RPMI⁃8226 细胞凋亡的机制研究

何婷，庞牧，杨昊，林栋，雷吟泽，陈军*（深圳市中医院，广州中医药大学第四临床医学院药学部，广东 深圳 518033）
摘要：目的    明确白桦脂酸对多发性骨髓瘤RPMI⁃8226细胞自噬通量及凋亡的影响，并探讨其作用机制。方法    运用Tunel及
Hoechst 33258染色法检测细胞凋亡比率及细胞形态学变化；Caspase活性检测试剂盒检测 Caspase⁃3和 Caspase⁃8活性；Western
⁃blot 法检测细胞各指标蛋白的表达。结果    白桦脂酸可诱导 RPMI⁃8226 细胞凋亡及形态变化，Z⁃VAD⁃FMK 可抑制白桦脂酸

的促凋亡作用，而 Z⁃DEVD⁃FMK 则可进一步增加白桦脂酸的促凋亡作用。另外，白桦脂酸可增加自噬相关蛋白 LC3B和 P62的

积聚，促进 Caspase⁃8 活化及蛋白表达增加，进而增加 AIF 的释放；Z⁃VAD⁃FMK 可拮抗白桦脂酸对 LC3B、P62、Caspase⁃8 及 AIF
的作用；反之，Z⁃DEVD⁃FMK 可协同白桦脂酸对 LC3B、P62、Caspase⁃8 及 AIF 的作用。结论    白桦脂酸作用于 RPMI⁃8226 细胞

后，除能直接激活 Caspase⁃3 之外，还可通过阻断细胞自噬通量后激活 Caspase⁃8，增加线粒体膜通透性，使 AIF 释放增加，从而

介导以不依赖Caspase⁃3活化的凋亡过程。
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Study on the Mechanism of Apoptosis in RPMI⁃8226 Cells Mediated by Betulinic Acid through Blocking 
Autophagic Flux

HE Ting，PANG Mu，YANG Hao，LIN Dong，LEI Yinze，CHEN Jun* （Department of Pharmacy，Shenzhen Traditional 

Chinese Medicine Hospital，the Fourth Clinical Medical College of Guangzhou University of Chinese Medicine，Shenzhen，Guangdong 
518033，China）
ABSTRACT: OBJECTIVE    To clarify the effects of betulinic acid on autophagic flux and apoptosis in RPMI ⁃ 8226 multiple 
myeloma cells，and to explore the underlying mechanisms. METHODS    The apoptosis rate and morphological changes were detected 
by TUNEL and Hoechst 33258 staining methods； the activities of Caspase⁃3 and Caspase⁃8 were measured using the Caspase activity 
assay kits. The expression of various indicator proteins in cells was detected by Western blotting. RESULTS    Betulinic acid induced 
apoptosis and morphological changes in RPMI⁃8226 cells. Z⁃VAD⁃FMK inhibited the pro⁃apoptotic effect of betulinic acid，while 
Z⁃DEVD⁃FMK further enhanced the pro⁃apoptotic effect of betulinic acid. Additionally，betulinic acid increased the accumulation of 
autophagy⁃related proteins LC3B and P62，promote the activation and protein expression of Caspase⁃8，and subsequently increase the 
release of AIF. Z ⁃VAD⁃FMK antagonized the effects of betulinic acid on LC3B，P62，Caspase ⁃8 and AIF，whereas Z ⁃DEVD⁃FMK 
synergized with betulinic acid to enhance its effects on LC3B，P62，Caspase⁃8 and AIF. CONCLUSION    Betulinic acid can directly 
activate Caspase⁃3 in RPMI⁃8226 cells. After acting on RPMI⁃8226 cells，it can also activate Caspase⁃8 by blocking autophagic flux，
increase mitochondrial membrane permeability，and thereby enhance the release of AIF，thereby mediating an apoptotic process 
independent of Caspase⁃3 activation.
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多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）是一种

起源于浆细胞的恶性肿瘤，常伴有多器官功能障

碍，近年来以沙利度胺、硼替佐米为基础的联合化

疗及异基因造血干细胞移植，使 MM 患者得到更好

的治疗效果。然而，MM 的高复发率使其仍无法治

愈，已成为其进一步治疗的瓶颈［1］，因此为MM寻找

新的药物及治疗靶点具有重要的临床意义。

自噬是真核细胞所具备的一种能维持自身稳
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定的分解代谢过程，可消除细胞内受损的成分，并

能为其自身提供代谢能量。相较于其他肿瘤，多发

性骨髓瘤细胞具有合成大量单克隆免疫球蛋白的

特性，这导致过量未折叠或异常折叠蛋白在细胞内

质网表面积聚，其对骨髓瘤细胞自身具有潜在的毒

性作用［2］，故多发性骨髓瘤细胞的生存可能会更加

依赖自噬的调节。已有研究发现，自噬可以通过避

免错误折叠蛋白的毒性堆积来维持MM细胞的持续

性，自噬的水平对MM细胞的生命周期至关重要［2］，

而当用特异性自噬抑制剂阻断自噬，其细胞的凋亡

率明显升高［3］。以上研究提示，自噬可能成为多发

性骨髓瘤的一个新的重要治疗靶点。

白桦脂酸是一种羽扇豆烷型五环三萜类化合

物，在杜仲、鸡骨草、夏枯草、马甲子等多种中药中

均含量较高，其被证实具有广泛的抗肿瘤活性，包

括白血病、前列腺癌、卵巢癌、胃癌等［4，5］。有研究［6］

发现，白桦脂酸不仅能诱导多发性骨髓瘤细胞凋

亡，还能阻断其自噬通量，同时细胞 Caspase⁃3被激

活；该研究将Caspase⁃3特异性抑制剂与白桦脂酸联

用，发现多发性骨髓瘤细胞凋亡率却反而增加。这

些现象提示，白桦脂酸作用于多发性骨髓瘤细胞

后，除能直接激活 Caspase⁃3之外，还有其他途径参

与了白桦脂酸诱导细胞的凋亡过程。

Lee 等［7］研究发现，自噬相关蛋白 LC3B 及 P62
能增加Caspase⁃8的低聚反应和激活，提示自噬很有

可能通过调节 Caspase⁃8的活性从而间接影响细胞

的凋亡。另有文献［8］报道，Caspase⁃8能通过激活Bid
使线粒体膜通透性增加，而线粒体膜通透性增加更

有利于AIF从线粒体释放，从而引起不依赖Caspase
⁃3激活的凋亡过程［9，10］。白桦脂酸是否可通过阻断

细胞自噬通量从而促进 Caspase⁃8 活化，尚未见有

报道。

本研究拟从自噬角度来研究白桦脂酸对多发

性骨髓瘤细胞凋亡的影响，并证明Caspase⁃8在骨髓

瘤细胞自噬通量被阻断与细胞凋亡之间是否起到

桥梁作用，从而为多发性骨髓瘤寻找新的治疗策略

及药物。

1 材料和方法

1.1   材料与试剂

白桦脂酸（Betulinic acid，分子式 C30H48O3，分子

量 456.7，B8936⁃5MG，Sigma⁃Aldrich）；人多发性骨

髓瘤 RPMI ⁃ 8226 细胞系（STCC10906G ⁃ 1，Service⁃

bio）；Z ⁃ DEVD ⁃ FMK、Z ⁃ VAD ⁃ FMK（210344 ⁃ 95 ⁃ 9、
161401⁃82⁃7，MedChemExpress）；BCA蛋白检测试剂

盒、抗 AIF、LC3B、P62、辣根过氧化物酶标记的 IgG
抗 体（P0012S、AF1273、AB2023 ⁃ 50 μL、AF0279、
A0208/ A0216，Beyotime）；无 蛋 白 快 速 封 闭 液 、

RPMI 1640培养基、Caspase⁃3及Caspase⁃8活性检测

试剂盒（G2052⁃500ML、G4532⁃500ML、G1921⁃50T、
G1922⁃50T，Servicebio）；Hoechst 33258（94403⁃1ML，
Sigma⁃Aldrich）；抗 Caspase⁃3、Caspase⁃8、GAPDH 抗

体（ab32351、ab32397、ab8245，Abcam）；Tunel 凋亡

检测试剂盒（11684795910，Roche）。

1.2   实验方法

1.2.1    细胞培养及实验分组    RPMI⁃8226 培养于

RPMI1640培养基中，37 ℃、5%CO2培养箱中常规培

养，取对数生长期细胞进行后续试验。实验分组如

下，Control：正常对照组；BA：白桦脂酸 15 μg·mL-1

组；BA+Z⁃VAD⁃FMK：白桦脂酸 15 μg·mL-1 +Z⁃VAD
⁃FMK 50 μmol·L-1组；BA+Z⁃DEVD⁃FMK：白桦脂酸

15 μg·mL-1 +Z⁃DEVD⁃FMK 50 μmol·L-1组。

1.2.2    Tunel染色法检测细胞凋亡    将细胞以适当

密度接种到 24孔板的爬片上，达到次融合状态时，

不同干预组刺激细胞 24 h后终止培养。4%的多聚

甲醛固定 60 min，然后加入 0.1%Triton X⁃100冰浴孵

育 2 min；PBS 洗涤后，加入 Tunel 检测液，避光反应

90 min。PBS 洗 3 次，防荧光淬灭封片剂封片，荧光

显微镜下观察［11］。

1.2.3    Hoechst 33258染色    取对数生长期细胞，不

同组干预 24 h 后收集细胞，4% 多聚甲醛固定

10 min，PBS漂洗后，加入 50 μL PBS重悬细胞，吸取

细胞将其涂在盖玻片上，30 min后，加入 0.1% Triton 
X ⁃ 100 在 4 ℃ 下 破 膜 5 min，PBS 漂 洗 后 ，滴 加

Hoechst 33258 染色液于盖玻片上，避光室温孵育

30 min，于荧光显微镜下检测［6］。

1.2.4    蛋白质免疫印迹实验（Western blot）    对数

生长期细胞给予不同干预 24 h 后，提取蛋白；BCA
法检测蛋白浓度；取适量蛋白质进行 SDS⁃聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离蛋白并将其转至硝酸纤维素膜；

无蛋白快速封闭液封闭。然后将膜依次与相应 
Caspase⁃3、Caspase⁃8、AIF、P62 和 LC3B 一抗 4 ℃孵

育过夜，洗膜，辣根过氧化物酶标记的 IgG二抗室温

孵育 120 min。进行化学发光反应，随后进行显影，

继而对阳性条带进行灰度分析［6］。

1.2.5    Caspase⁃3/Caspase⁃8活性检测    对数生长期
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细胞给予不同干预 24 h后收集细胞，PBS洗涤后，加

入裂解液冰浴裂解 30 min，4 ℃ 、10 000 g 离心

10 min，取上清加入Ac⁃IETD⁃pNA后混匀，37 ℃孵育

60 min，发现颜色变化比较明显时，用酶标仪检测样

本 405 nm 处吸光值，扣除空白对照的吸光值，即为

样品中Caspase⁃3/Caspase⁃8催化产生的 pNA的吸光

值，通过计算 OD 诱导组/OD 阴性对照组的倍数，确

定凋亡诱导组Caspase⁃3/Caspase⁃8活化的程度［11］。

1.3   统计学处理方法

定量资料以均数±标准差（x±s）表示，每组实验

独立进行，重复 3 次。实验数据采用 Graphpad 
Prime 8.0软件进行统计分析，多组数据间均数比较

采用One⁃way ANOVA分析，其中组间两两比较采用

LSD⁃t检验，以P<0.05为差异有统计学意义，P<0.01
表示有显著差异。

2 结果

2.1   各组RPMI⁃8226细胞凋亡比率的变化

如图 1 所示，RPMI⁃8226 细胞给予白桦脂酸干

预后，Tunel（+）细胞比例上升至（23.06±1.63）%，其

明显高于对照组的（5.09±0.45）%；白桦脂酸联合

Z⁃VAD⁃FMK 处理组，Tunel（+）细胞下调为（7.35±
0.62）%；白桦脂酸联合 Z⁃DEVD⁃FMK 处理组，Tunel 
（+）细胞比例则显著升高至（28.60±1.42）%，相较单

独白桦脂酸干预组进一步上调。

2.2   各组RPMI⁃8226细胞凋亡形态学的变化

在正常对照组中，Hoechst 33258染色结果显示

RPMI⁃8226细胞核形态完整，染色质分布均匀。经

白桦脂酸刺激 24 h后，细胞核呈现不同程度的凋亡

特征，包括胞核体积变小，染色质浓缩，产生典型凋

亡小体；白桦脂酸联合Z⁃VAD⁃FMK处理组细胞形态

则同正常对照组，基本未见细胞凋亡特征；然而，白

桦脂酸联合Z⁃DEVD⁃FMK处理组，细胞凋亡比例更

多，可见较多量细胞碎片，即白桦脂酸联合Z⁃DEVD⁃
FMK作用下，坏死细胞比例也开始增加（图2）。
2.3   各组 RPMI⁃8226 细胞中 Caspase⁃3 活性及蛋白

表达的变化

如图 3 所示，白桦脂酸可激活 RPMI⁃8226 细胞
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Caspase⁃3活性及增加其蛋白表达，Z⁃DEVD⁃FMK及

Z⁃VAD⁃FMK与白桦脂酸联用均可抑制其对Caspase⁃3
激活的作用。

2.4   各组 RPMI-8226 细胞中自噬相关蛋白表达的

变化

Western blot检测结果显示，白桦脂酸干预后可

促进 RPMI⁃8226 细胞自噬相关蛋白 LC3B 和 P62 蛋

白积聚，提示白桦脂酸可能阻断细胞自噬通量；

Z⁃DEVD⁃FMK 与白桦脂酸联用后可进一步协同白

桦脂酸对自噬通量的阻断作用；而 Z⁃VAD⁃FMK 则

抑制白桦脂酸对自噬通量的阻断作用（图4）。

2.5   各组 RPMI⁃8226 细胞中 Caspase⁃8 活性及蛋白

表达的变化

如图 5 所示，白桦脂酸可促进 RPMI⁃8226 细胞

Caspase⁃8活性增强及蛋白表达增加；Z⁃DEVD⁃FMK
与白桦脂酸联用可进一步使 Caspase⁃8活性及蛋白

表达增加，提示 Z⁃DEVD⁃FMK或可通过进一步激活

Caspase⁃8增加了白桦脂酸诱导细胞凋亡的敏感性。

反之，Z⁃VAD⁃FMK 则抑制 Caspase⁃8 的激活和蛋白

表达。
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图 4 各组细胞 LC3B 和 P62 蛋白表达的比较
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图 3 各组细胞 Caspase⁃3 活性及蛋白表达的比较
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2.6   各组RPMI⁃8226细胞中AIF蛋白表达的变化

进一步结果显示白桦脂酸可显著增加AIF蛋白

的表达，同时，联用Z⁃VAD⁃FMK抑制AIF的表达，而

Z⁃DEVD⁃FMK则可进一步增加白桦脂酸对AIF的促

进作用，提示白桦脂酸或可激活不依赖Caspase⁃3的

其他凋亡途径（图6）。

3 讨论

白桦脂酸，又名桦木酸，是一种天然存在的五

环三萜类化合物，现已在体内外实验中证明其可诱

导多种组织来源的肿瘤细胞凋亡，包括多发性骨髓

瘤细胞［4］。有文献报道，在白桦脂酸能明显抑制肿

瘤细胞增殖的浓度范围内，未发现其对人正常细胞

的增殖具有明显抑制作用［5］，以上数据为白桦脂酸

成为新药可能，提供了部分理论依据。

为了进一步明确白桦脂酸诱导多发性骨髓瘤

细胞凋亡的作用机制，将白桦脂酸分别与泛Caspase
抑制剂和Caspase⁃3/7特异性抑制剂联用，再观察细

胞凋亡及形态学的变化。Z⁃VAD⁃FMK为泛Caspase
抑制剂，抑制多种Caspase酶，包括Caspase⁃1/8/9/3/7
等，可影响凋亡通路的多个阶段，包括外源性和内

源性途径；Z⁃DEVD⁃FMK 对 Caspase⁃3 的选择性较

高，对上游 Caspase 抑制作用较弱，适用于研究 Cas⁃
pase⁃3在细胞凋亡中的特定作用，以及与之相关的

疾病机制和药物研发［12］。本研究结果显示，白桦脂

酸可显著诱导 RPMI⁃8226 细胞的凋亡，Caspase⁃3/7
特异抑制剂 Z⁃DEVD⁃FMK不仅不能抑制，反而协同

了白桦脂酸对 RPMI⁃8226细胞凋亡诱导作用，较白

桦脂酸单独干预组细胞凋亡特征更加明显，与前期

研究报道一致［6］；而泛 Caspase 抑制剂 Z⁃VAD⁃FMK
可拮抗白桦脂酸对 RPMI⁃8226细胞凋亡诱导作用。

提示除了Caspase⁃3的激活，还有其他途径参与了白

桦脂酸诱导RPMI⁃8226细胞的凋亡过程。

细胞凋亡途径主要有外源的死亡信号通路及

内源的线粒体通路。在外源信号通路中，同源配体

与死亡受体结合，使受体三聚体化，与衔接分子结

合形成凋亡诱导复合物，随后激活 Caspase⁃8，而活

化的 Caspase⁃8 能直接剪切 Caspase⁃7 和 Caspase⁃3，
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图 6 各组细胞 AIF 蛋白表达的比较
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从而促进凋亡。内源信号通路靠唯 BH3 域蛋白调

节，其在监测到细胞 DNA 损伤或内质网应激时激

活，通过作用于线粒体外膜的BAX/BAK蛋白从而增

加线粒体膜通透性，再导致一些凋亡相关因子的释

放，例如AIF。AIF除能激活Caspase蛋白外，还能转

移到细胞核激活核酸内切酶，从而引起不依赖经典

Caspase途径的细胞凋亡［13］。

自噬过程主要包括 4个环节：自噬诱导、形成自

噬小体、自噬小体与溶酶体融合形成自噬溶酶体、

内源性物质的降解及再循环利用［14］。通过此过程，

肿瘤细胞不仅能清除内部受损的细胞结构或不需

要的生物大分子，以维持细胞代谢，还能在细胞外

源能量缺乏时为自身提供重要的能量代谢。已有

研究报道，自噬小体膜能作为细胞内死亡诱导信号

复合物（iDISC）招募和激活 Caspase⁃8 的“平台”，从

而介导细胞凋亡［15］。Lee等［7］研究发现，自噬相关蛋

白 LC3B 及 P62 能增加 Caspase⁃8 的低聚反应和激

活，当用基因干扰技术沉默LC3B或改变其与P62的

作用结构域，都能减弱由抑制蛋白酶体降解所导致

的Caspase⁃8激活和细胞凋亡。本研究结果显示，白

桦脂酸可同时增加LC3B及P62蛋白积聚，提示其有

阻断 RPMI⁃8226细胞自噬通量的作用，同时能增加

Caspase⁃8 活性及蛋白表达。Z⁃DEVD⁃FMK 仅能抑

制 Caspase ⁃ 3 的活性，与白桦脂酸联用后会导致

LC3B 及 P62 积聚进一步增加，因 LC3B 和 P62 结合

后主要定位于自噬小体，其可能更有利于Caspase⁃8
的活化，增强 RPMI⁃8226细胞对白桦脂酸诱导凋亡

的敏感性；然而 Z⁃VAD⁃FMK因能同时减少 LC3B及

P62蛋白积聚、抑制Caspase⁃8、Caspase⁃3的活性，故

能显著拮抗白桦脂酸的凋亡诱导作用。

另外，有进一步的研究报道，Caspase⁃8 能通过

激活Bid使线粒体膜通透性增加［8］，而线粒体膜通透

性增加更有利于AIF的释放，从而激活内源的线粒体

信号通路［9］。本研究结果显示白桦脂酸可增加 AIF
蛋白的表达，Z⁃DEVD⁃FMK可协同白桦脂酸进一步

促进AIF的释放，而Z⁃VAD⁃FMK则可抑制AIF的释

放。进一步提示白桦脂酸可能通过激活Caspase⁃8进

而促进AIF从线粒体释放，引起不依赖Caspase⁃3激

活的凋亡过程。

综上所述，白桦脂酸作用于RPMI⁃8226细胞后，

除能通过直接改变线粒体膜电位来激活 Caspase⁃3
之外，还能通过阻断细胞自噬通量使LC3B和P62积

聚，加剧 Caspase⁃8活化，进一步改变线粒体膜通透

性，从而使AIF释放增加，激活内源线粒体信号通路

促进凋亡。
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