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摘要：目的　探讨达托霉素（ＤＡＰ）对 Ｕ２６６Ｂ１人多发性骨髓瘤细胞（Ｕ２６６）增
殖、凋亡和周期的影响。方法　将Ｕ２６６细胞分为正常对照组（ＮＣ组），ＤＡＰ２０
μＭ组（ＤＡＰ２０）、ＤＡＰ４０μＭ组（ＤＡＰ４０）、ＤＡＰ８０μＭ组（ＤＡＰ８０）、ＢＺ５０ｎＭ组
（ＢＺ５０），ＤＡＰ８０μＭ＋ＢＺ５０ｎＭ组（ＤＡＰ８０＋ＢＺ５０），分别用不同浓度的 ＤＡＰ
（０、２０、４０和８０μＭ）、５０ｎＭ硼替佐米（ＢＺ）及 ＤＡＰ（８０μＭ）与 ＢＺ（５０ｎＭ）联合
处理Ｕ２６６细胞，采用细胞计数试剂盒－８（ＣＣＫ－８）、蛋白质印迹（ＷＢ）、流式细
胞术、实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑＰＣＲ）等实验方法检测ＤＡＰ对Ｕ２６６细胞
的影响。结果　２４ｈ时，ＤＡＰ（０、２０、４０和８０μＭ）、５０ｎＭＢＺ、ＤＡＰ（８０μＭ）与ＢＺ
（５０ｎＭ）联合作用，Ｕ２６６细胞存活率分别是（９７１３±２５１）％、（９６８０±３４４）％、
（８５４８±３２８）％、（８１５６±２０９）％、（６０７８±２８０）％和（３８０９±２０９）％；
细胞早期凋亡率分别是（７５０±０８４）％、（８２０±１４１）％、（９０７±１２２）％、
（１３１４±２２７）％、（１４５１±２５８）％和（１５１７±１８７）％；处在 Ｇ１期的细胞占
比 分 别 是 （３３４０±１４８）％、（３３０３±２４９）％、（３１５０±１４０）％、
（３８５９±１５４）％、（３６９４±１１３）％和（３９４３±１４０）％；核糖体蛋白 Ｓ１９
（ＲＰＳ１９）ｍＲＮＡ的相对表达水平是０９９±００９、１００±０１４、０６６±００４、
０６１±００６、０５５±００４和 ０５３±００７；ＲＰＳ１９蛋白的相对表达水平是
１０８±００５、０９７±００３、０９０±００２、０８７±００４、０８９±００４和０５７±００３；
和ＤＡＰ０μＭ相比，５０ｎＭＢＺ、ＤＡＰ（８０μＭ）及与ＢＺ（５０ｎＭ）联合作用时，上述指
标在统计学上差异均具有统计学意义（均Ｐ＜０００１）。结论　ＤＡＰ可能通过下
调Ｓ１９核糖体蛋白（ＲＰＳ１９）的表达而发挥抑制 Ｕ２６６细胞增殖、促进 Ｕ２６６细胞
凋亡的作用。本研究为多发性骨髓瘤治疗提供了一种潜在的治疗药物。
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ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＵ２６６［Ｕ２６６Ｂ１］ｈｕｍａｎ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａｃｅｌｌｓ（Ｕ２６６）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｕ２６６ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｇｒｏｕｐｓ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＮＣｇｒｏｕｐ），ＤＡＰ２０
μＭｇｒｏｕｐ（ＤＡＰ２０），ＤＡＰ４０μＭｇｒｏｕｐ（ＤＡＰ４０），ＤＡＰ８０μＭｇｒｏｕｐ
（ＤＡＰ８０），ＢＺ５０ｎＭｇｒｏｕｐ（ＢＺ５０），ａｎｄＤＡＰ８０μＭ ＋ＢＺ５０ｎＭ
ｇｒｏｕｐ（ＤＡＰ８０＋ＢＺ５０）Ｕ２６６ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｖａｒｙｉｎｇ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＤＡＰ（０，２０，４０，ａｎｄ８０μＭ），５０ｎＭｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ
（ＢＺ），ａｎｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆＤＡＰ（８０μＭ）ｐｌｕｓＢＺ（５０ｎＭ）Ｅｆｆｅｃｔｓ
ｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｕｓｉｎｇｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８（ＣＣＫ－８）ａｓｓａｙｓ，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ（ＷＢ），ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑＰＣＲ）Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｔ２４ｈｐｏｓｔ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ：Ｃｅｌｌ
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０９７±００３，０９０±００２，０８７±００４，０８９±００４，ａｎｄ０５７±００３Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ａｌｌ
Ｐ＜０００１）ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎＢＺ５０，ＤＡＰ８０，ａｎｄｔｈｅｉｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＤＡＰ０μＭｇｒｏｕｐＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＤＡＰ
ｍａｙｅｘｅｒｔｉｔｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎＵ２６６ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＲＰＳ１９Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｐｒｏｖｉｄｅｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｄａｐｔｏｍｙｃｉｎ；ｍｙｅｌｏｍａｃｅｌｌｓ；Ｕ２６６ｃｅｌｌｓ；ＲＰＳ１９

　　多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｌｏｍａ，ＭＭ）是一种常见
的浆细胞恶性增生性疾病，占血液系统恶性肿瘤的

１５％，在欧美国家ＭＭ已超过白血病高居血液系统肿
瘤第２位［１］。临床上多引起广泛骨质破坏、贫血、高

钙血 症 和 肾 功 能 不 全 等。近 年 来 硼 替 佐 米

（ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ，ＢＺ）、沙利度胺及其衍生物等新药的应用
以及自体干细胞移植等治疗手段显著改善了 ＭＭ的
疗效和生存期，但该病仍无法治愈，多数患者仍会复

发［２］。ＢＺ作为单一药物使用，在复发或难治性 ＭＭ
的初始治疗中仅显示出３５％的总缓解率和７个月的
中位进展时间，这说明 ＢＺ具有获得性或继发性耐药
性［３］。此外，ＢＺ的药物不良反应也很多，比如胃肠道
反应、血细胞减少及周围神经病变等［４］。研究表明，

达托霉素（ｄａｐｔｏｍｙｃｉｎ，ＤＡＰ）可以抑制癌细胞的增
殖［５］。ＤＡＰ能够与乳腺癌细胞中的核糖体蛋白 Ｓ１９
（ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ１９，ＲＰＳ１９）结合，对人乳腺癌细胞
系ＭＣＦ７（ｍｉｃｈｉｇａｎｃａｎｃｅｒｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｃｅｌｌｌｉｎｅ７，ＭＣＦ７）
细胞表现抗癌活性；敲低 ＲＰＳ１９能够增强 ＤＡＰ在
ＭＣＦ７细胞中的疗效［６］。在临床研究中，ＤＡＰ对中性粒
细胞减少的癌症患者具有特定的治疗效果［７］。此外，与

其他抗生素相比，ＤＡＰ是治疗由革兰氏阳性细菌引起的
癌症感染的安全有效方法［８］。目前，关于达托霉素对

ＭＭ的报道较少。因此，本研究评估ＤＡＰ对Ｕ２６６Ｂ１人
多发性骨髓瘤细胞（Ｕ２６６［Ｕ２６６Ｂ１］ｈｕｍａｎｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｍｙｅｌｏｍａｃｅｌｌｓ，Ｕ２６６）的影响，并对其机制进行探讨。

材料、对象与方法

１　材料
细胞系　人多发性骨髓瘤细胞 Ｕ２６６，购自武汉

普诺赛生物技术有限公司。

药品和试剂　ＤＡＰ，规格：每瓶 ２５ｍｇ，纯度：
９５％，批号：Ｃ１２９４９９５７；硼替佐米（ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ，ＢＺ），
规格：每瓶２５ｍｇ，纯度：９８％，批号：Ｃ１４４８６７２３，均购
自上海麦克林生化科技股份有限公司；ＲＰＭＩ－１６４０
培养液、胎牛血清（ＦＢＳ）、双抗（青霉素１０Ｕ·ｍＬ－１＋
链霉素１００ｇ·ｍＬ－１），均购自武汉普诺赛生物技术有
限公司。高纯度ＲＮＡ提取试剂盒，膜联蛋白Ｖ－增强
型绿色荧光蛋白／碘化丙啶（ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ／ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ－ＥＧＦＰ／ＰＩ）细胞凋亡检测试剂盒，第一链 ｃＤＮＡ合
成试剂盒（用于ｑＰＣＲ），均购自北京全式金生物技术股
份有限公司。ＢｒｉｇｈｔＣｙｃｌｅ通用型含 ＵＤＧ酶的 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ实时定量 ＰＣＲ预混液和 ＲＰＳ１９兔多克隆抗体，
均购自武汉爱博泰克生物科技有限公司。细胞周期与

细胞凋亡检测试剂盒，购自上海碧云天生物技术公司。

仪器　ＣＩＢ－１９１ＣＣＯ２恒温培养箱，美国精骐
有限公司产品；ＭＩＦ－ＢＧＵ－ＢＰ－２荧光倒置显微镜，
广州市明美光电技术有限公司产品；ＮｏｖｏＣｙｔｅ１０３０流
式细胞仪，艾森生物产品；６１００ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅＴｏｕｃｈ发
光成像仪，上海勤翔科学仪器有限公司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养

Ｕ２６６细胞系培养于含 １％双抗、１０％ ＦＢＳ的
ＲＰＭＩ－１６４０培养基中，于３７℃、５％ＣＯ２条件下培养，
隔１ｄ换液１次。
２２　细胞分组

待细胞密度长至８０％ ～９０％后进行分组。设置
６个实验组，分别为：正常对照组（ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ＮＣ）、ＢＺ５０ｎＭ组（ＢＺ５０）、ＤＡＰ２０μＭ组
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１６Ａｕｇｕｓｔ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３８）

（ＤＡＰ２０）、ＤＡＰ４０μＭ组（ＤＡＰ４０）、ＤＡＰ８０μＭ组
（ＤＡＰ８０）、ＤＡＰ８０μＭ＋ＢＺ５０ｎＭ组（ＤＡＰ８０＋ＢＺ５０）。
２３　细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）
检测细胞的存活率

收集对数生长期的 Ｕ２６６细胞，调整细胞浓度至
５×１０５个，每孔（９６孔板）加入细胞悬液 ９０μＬ，用
ＤＡＰ及ＢＺ处理，并用完全培养基补足１００μＬ，每组
设置８个平行复孔。９６孔板周围孔加满磷酸盐缓冲
溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ），将培养板在培
养箱中分别培养２４、４８ｈ（３７℃，５％ ＣＯ２）。向每孔
加入１０μＬＣＣＫ８试剂，培养板在培养箱内孵育２ｈ，
用酶标仪测定在４５０ｎｍ处的光密度，读取各孔的光
密度值。根据文献［９］的公式计算细胞活力。
２４　流式细胞分析法检测细胞凋亡和细胞周期

根据ＣＣＫ８方法确定的 ＤＡＰ作用细胞的时间是
２４ｈ。调整细胞浓度至５×１０５个，每孔加入１５ｍＬ细
胞悬液，接种于六孔板中，给予相对应的 ＤＡＰ及 ＢＺ，
每孔用完全培养基补足２ｍＬ。每组设置８个平行复
孔，将培养板在培养箱中培养４８ｈ（３７℃，５％ ＣＯ２）。
以１２００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收集细胞。用ＰＢＳ洗涤
细胞２次，收集细胞。加入５００μＬ的膜联蛋白结合缓
冲液重悬细胞，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＥＧＦＰ混匀后，
加入５μＬＰＩ染液，混匀；室温、避光、反应１５ｍｉｎ；加
入４００μＬ膜联蛋白结合缓冲液，轻轻混匀。在１ｈ内
进行流式细胞仪的检测。

处理后的细胞用 ＰＢＳ洗涤１次，收集细胞，离心
后，去除上清，在细胞中加入体积分数为７０％冷乙醇
５００μＬ置于 ４℃过夜固定。３６８１ｒ·ｍｉｎ－１离心
３ｍｉｎ弃去乙醇，ＰＢＳ清洗１～３遍。加入 ＲＮａｓｅＡ／ＰＩ
孵育液５００μＬ，室温避光放置３０～６０ｍｉｎ后用流式
细胞仪检测细胞周期。

２５　定量聚合酶链式反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＰＣＲ）检测 ＲＰＳ１９基因在各实验组
中的相对表达量

收集处理后的细胞如“２４”处理。根据高纯度
ＲＮＡ提 取 试 剂 盒 的 说 明 书 提 取 总 核 糖 核 酸
（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＲＮＡ）。使用第一链 ｃＤＮＡ合成试
剂盒进行反转录，得到 ｃＤＮＡ。用 ５倍稀释的 ｃＤＮＡ
做为模板，根据ＢｒｉｇｈｔＣｙｃｌｅ通用型含ＵＤＧ酶的ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ实时定量ＰＣＲ预混液的说明书进行 ｑＰＣＲ。甘
油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）作为内参基因，用２－△△ＣＴ计算
ＲＰＳ１９基因的相对表达量。引物序列 ＲＰＳ１９－Ｆ：
５’－ＣＧＴＣＡＧＡＧＡＡＡＣＧＧＣＧＴＣＡＴ－３’；ＲＰＳ１９－Ｒ：

５’－ＴＣＣＣＴＧＡＧＧＴＧＴＣＡＧＴＴＴＧＣ－３’；ＧＡＰＤＨ－Ｆ：
５’－ＧＧＴＧＴＧＡＡＣＣＡＴＧＡＧＡＡＧＴＡＴＧＡ－３’；ＧＡＰＤＨ－Ｒ：
５’－ＧＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣＡＡＡＧ－３’。
２６　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ＷＢ）法检测
ＲＰＳ１９蛋白水平

调整细胞浓度至每毫升５×１０５个，每孔加入细胞
悬液２ｍＬ，接种于六孔板中，每组设置８个平行复孔，
将培养板在培养箱中培养２４ｈ（３７℃，５％ ＣＯ２）。收
集细胞。向细胞沉淀中加入含苯甲基磺酰氟（ｐｈｅｎｙｌ
ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）的裂解液，冰上反复吹
打，１２７５３ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ后取上清。加入上样
缓冲液，９５℃加热１０ｍｉｎ使蛋白变性，１０％ 十二烷基
硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃ
ｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分离蛋白后，
转 至 聚 偏 二 氟 乙 烯 膜 （ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ
ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＰＶＤＦ）膜上，５％ 牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）封闭抗原 １ｈ后，加入 ＲＰＳ１９
（１∶１０００兔来源）、ＧＡＰＤＨ（１∶１０００鼠来源）抗体，
４℃孵育过夜，洗膜后，再加入羊抗鼠二抗（１∶２５００）
或羊抗兔二抗（１∶２５００），室温孵育１ｈ，洗膜后加入
增强型化学发光液显影曝光。用 ＩｍａｇｅＪ分析各组
ＲＰＳ１９蛋白相对表达水平。
３　统计学处理

用ＳＰＳＳ２２０软件进行统计分析，用单因素方差
分析比较组间的差异。

结　　果

１　ＰＡＰ对Ｕ２６６细胞存活率的影响
ＣＣＫ－８检测结果显示，２４ｈ、４８ｈ时，与ＮＣ组相

比较，ＢＺ５０、ＤＡＰ４０、ＤＡＰ８０及 ＤＡＰ８０＋ＢＺ５０组中的
Ｕ２６６细胞存活率均显著下降（均Ｐ＜０００１），见表１。

表１　达托霉素对不同组别Ｕ２６６细胞存活率的影响比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄａｐｔｏｍｙｃｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅｃｅｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＵ２６６ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ２４ｈＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（％）４８ｈＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（％）

ＮＣ ８ ９７１３±２５１ １１０１９±８００
ＢＺ５０ ８ ６０７８±２８０ ４０７４±６５６

ＤＡＰ２０ ８ ９６８０±３４４ ８８８９±３０２

ＤＡＰ４０ ８ ８５４８±３２８ ８１４６±１９０

ＤＡＰ８０ ８ ８１５６±２０９ ７４４５±４６６

ＤＡＰ８０＋ＢＺ５０ ８ ３８０９±２０９ ２５５９±２４０

ＮＣ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＢＺ５０：Ｂｏｒｔｅｚｏ（ＢＺ）５０μＭｇｒｏｕｐ；ＤＡＰ２０：

Ｄａｐｔｏｍｙｃｉｎ（ＤＡＰ）２０ｕμＭｇｒｏｕｐ；ＤＡＰ４０：ＤＡＰ４０μＭｇｒｏｕｐ；ＤＡＰ８０：
ＤＡＰ８０μＭ ｇｒｏｕｐ；ＤＡＰ８０＋ＢＺ５０：ＤＡＰ８０μＭ ＋ＢＺ５０μＭ

ｇｒｏｕｐＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１
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表２　达托霉素对Ｕ２６６细胞早期凋亡和细胞周期的影响比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄａｐｔｏｍｙｃｉｎｏｎｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｔｈｅｃｙｃｌｅｏｆＵ２６６ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ（％） Ｇ１（％） Ｓ（％） Ｇ２（％）

ＮＣ ８ ７５０±０８４ ３３４０±１４８ ６４１９±０８５ ２４８±０４８
ＢＺ５０ ８ １４５１±２５８ ３６９４±１１３ ５９３１±０３６ ４１６±１０５

ＤＡＰ２０ ８ ８２０±１４１ ３３０３±２４９ ６５０６±０５５ ２５８±０６４
ＤＡＰ４０ ８ ９０７±１２２ ３１５０±１４０ ６４８１±１５２ ４２０±１５４

ＤＡＰ８０ ８ １３１４±２２７ ３８５９±１５４ ５６７５±１４ ４２４±０９３

ＤＡＰ８０＋ＢＺ５０ ８ １５１７±１８７ ３９４３±１４０ ５８４１±２０ ２７７±０９７

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１

图 １　流式细胞术检测达托霉素对细胞周期的影响
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄａｐｔｏｍｙｃｉｎｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
Ａ：ＮＣｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＢＺ５０ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＤＡＰ２０ｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＤＡＰ４０ｇｒｏｕｐ；Ｅ：ＤＡＰ８０ｇｒｏｕｐ；Ｆ：ＤＡＰ８０＋ＢＺ５０ｇｒｏｕｐ

２　ＤＡＰ对Ｕ２６６细胞凋亡率的影响
与ＮＣ组相比，ＢＺ５０、ＤＡＰ８０、ＤＡＰ８０＋ＢＺ５０组中

早期凋亡的细胞率显著增加（均Ｐ＜０００１），见表２。
３　ＤＡＰ对Ｕ２６６细胞周期的影响

和ＮＣ组相比，ＢＺ５０、ＤＡＰ８０及 ＤＡＰ８０＋ＢＺ５０组
细胞Ｇ１期占比均显著增加（均 Ｐ＜０００１），ＤＡＰ８０，
ＤＡＰ８０＋ＢＺ５０组细胞 Ｓ期占比均显著减少（均
Ｐ＜０００１）。说明经过药物处理 Ｕ２６６细胞被停滞在
Ｇ１期。Ｇ１期细胞占比增加，Ｓ期和 Ｇ２期减少，Ｕ２６６
细胞ＤＮＡ合成和ＤＮＡ复制相对减少，见表２和图１。
４　ＤＡＰ对Ｕ２６６细胞内ＲＰＳ１９表达水平的影响

ＲＴ－ｑＰＣＲ的结果显示：ＮＣ组相比，ＢＺ５０，
ＤＡＰ４０，ＤＡＰ８０及ＢＺ５０＋ＤＡＰ８０均显著降低了ＲＳＰ１９
ｍＲＮＡ的表达（均 Ｐ＜０００１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显

示，随着 ＤＡＰ浓度的增加，ＲＳＰ１９蛋白相对表达水平
在下降，ＤＡＰ４０和 ＤＡＰ８０组中 ＲＳＰ１９蛋白相对表达
水平与ＮＣ组相比均显著降低（均 Ｐ＜０００１），见表３
和图２。

图２　蛋白质印迹法检测达托霉素对Ｕ２６６细胞中ＲＳＰ１９蛋白
表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄａｐｔｏｍｙｃｉｎ
ｏｎＲＳＰ１９ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＵ２６６ｃｅｌｌｓ
Ａ－Ｆｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　２２９１　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ１６Ａｕｇｕｓｔ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３８）

表３　达托霉素对各组Ｕ２６６细胞中ＲＳＰ１９ｍＲＮＡ和蛋白相对
表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＲＳＰ１９ｍＲ

ＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＵ２６６ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄａｐｔｏｍｙｃｉｎ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＲｅｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＰＳ１９

Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍＲＮＡ

ＮＣ ８ １０８±００５ ０９９±００９

ＢＺ５０ ８ ０８９±００４ ０５５±００４

ＤＡＰ２０ ８ ０９７±００３ １００±０１４

ＤＡＰ４０ ８ ０９０±００２ ０６６±００４

ＤＡＰ８０ ８ ０８７±００４ ０６１±００６

ＤＡＰ８０＋ＢＺ５０ ８ ０５７±００３ ０５３±００７

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１

讨　　论

ＤＡＰ分子是由１３个氨基酸和一个正癸酸脂肪酸
尾组成的环脂肽类新型抗生素，具有水溶性亲水性核

心和亲脂性的尾部［１０］。对大多数革兰氏阳性菌均有

抑制作用，而且对许多耐药菌，如耐甲氧西林的金黄

色葡萄球、耐万古霉素的肠球菌和凝固酶阴性的葡萄

球菌具有较强的活性［１１］。ＹＥ等［５］提到 ＤＡＰ有潜在
的治疗癌症和其他免疫相关性疾病的作用。对于革

兰氏阳性导管相关血流感染的癌症患者和植入式动

脉内导管的结肠癌肝转移的患者，ＤＡＰ具有很大的
潜力［１２－１３］。

据报道多肽具有抗癌特性，一些海洋环肽类具有

抗癌作用，特别是与 ＤＡＰ分子结构相似的环豚鼠酰
胺Ａ－Ｆ［１４］。研究表明 ＲＰＳ１９在乳腺癌细胞系和卵
巢癌细胞系的表达高于正常的上皮细胞［１５］。

ＧＯＴＳＢＡＣＨＥＲ等［１６］利用亲药靶点稳定效应法和免疫

组化，证实 ＤＡＰ与人类细胞株结合的靶点 ＲＰＳ１９，对
某些癌细胞株具有选择性生长抑制作用，特别是人类

乳腺癌细胞株（ＭＣＦ７），推测可能与 ＲＰＳ１９的表达水
平有关，ＲＰＳ１９可能是 ＤＡＰ抗癌活性的药物靶蛋白。
ＲＰＳ１９也可能具有核糖体外功能，如 ＫＯＮＤＯＨ等报
道，ＲＰＳ１９在某些结肠癌细胞系中的表达水平高于正
常结肠组织，并随着肿瘤发展而增加［１７］。本研究用

不同浓度的ＤＡＰ（４０、８０μＭ）处理Ｕ２６６细胞２４ｈ后，
细胞的活力显著降低，ＤＡＰ８０组显著增加了细胞
早期凋亡的细胞比例，使Ｕ２６６细胞显著阻滞在Ｇ１
期，阻碍 ＤＮＡ合成和 ＤＮＡ复制。说明高浓度的
ＤＡＰ更有利于抑制 Ｕ２６６的增殖，促进 Ｕ２６６细胞

的凋亡，ＤＡＰ与 ＢＺ联合作用时效果更明显。ｑＰＣＲ
和 ＷＢ结果也表明，ＤＡＰ和 ＢＺ联合作用时 ＲＳＰ１９
的表达水平比对照组显著降低，说明 ＤＡＰ和 ＢＺ联
合作用可以促进细胞凋亡，使细胞周期阻滞在 Ｇ１
期，可能是通过降低 ＲＳＰ１９的表达水平实现的。
因此，我们推测 ＤＡＰ与 ＢＺ联合作用，可能通过抑
制 ＲＰＳ１９而抑制 Ｕ２６６骨肉瘤细胞生长，这可能会
为治疗骨肉瘤提供新的思路。

本研究提示，ＢＺ和 ＤＡＰ联合处理能更有效地抑
制人骨肉瘤 Ｕ２６６细胞的增殖并促进其凋亡，２者联
合使用可能为临床上治疗多发性骨肉瘤提供新的思

路，而这些观察结果需要在临床前试验中进一步的

验证。
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ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｌｏｎｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，１９９２，５２（４）：７９１—７９６

（收稿日期２０２５－０４－１０）

·科学文摘·

吸入用莫拉司亭治疗自身免疫性肺泡蛋白沉积症的Ⅲ期临床试验

引自：ＴＲＡＰＮＥＬＬＢＣ，ｅｔａｌＰｈａｓｅ３ｔｒｉａｌｏｆｉｎｈａｌｅｄｍｏｌｇｒａｍｏｓｔｉｍｉｎａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｐｕｌｍｏｎａｒｙａｌｖｅｏｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｏｓｉｓ［Ｊ］
ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２０２５，３９３（８）：７６４—７７３

自身免疫性肺泡蛋白沉积症（ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｐｕｌｍｏｎａｒｙａｌｖｅｏｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｏｓｉｓ，ａＰＡＰ）是一种罕见疾病，以进行性
表面活性物质积聚和低氧血症为特征，由抗粒细胞 －巨噬细胞集落刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ－ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙ－
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＧＭ－ＣＳＦ）自身抗体引起，而肺泡巨噬细胞清除表面活性物质需要ＧＭ－ＣＳＦ。莫拉司亭是一
种吸入用重组人ＧＭ－ＣＳＦ制剂，但其对ａＰＡＰ患者的疗效和安全性尚未得到充分研究。

在这项Ⅲ期双盲安慰剂对照试验中，将ａＰＡＰ患者随机分配接受每日１次３００μｇ莫拉司亭或安慰剂治疗，
持续４８周。主要终点是从基线至第２４周时经血红蛋白浓度校正的肺一氧化碳弥散量（ｄｉｆｆｕｓｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｏｆｔｈｅ
ｌｕｎｇｓｆｏｒｃａｒｂｏｎｍｏｎｏｘｉｄｅ，ＤＬＣＯ）变化（以占预测值的百分比表示）。针对多重性校正的次要终点包括：第４８周
时ＤＬＣＯ较基线的变化、圣乔治呼吸问卷总分（ＳＧＲＱ－Ｔ）和活动分量表（ＳＧＲＱ－Ａ）评分（评分范围０－１００分，
分数越低表明生活质量越好）以及运动耐量在２４周和４８周时的变化。

共有１６４例患者接受随机分组：８１例分配至莫拉司亭组，８３例至安慰剂组。从基线至第２４周，莫拉司亭组
ＤＬＣＯ的最小二乘平均变化为９８个百分点（９５％ ＣＩ，７３～１２３），安慰剂组为３８个百分点（９５％ ＣＩ，１４～
６３）（估计治疗差异６０个百分点；９５％ ＣＩ，２５～９４；Ｐ＜０００１）。从基线至第４８周，莫拉司亭组 ＤＬＣＯ的最
小二乘平均变化为 １１６个百分点（９５％ ＣＩ，８７～１４５），安慰剂组为 ４７个百分点（９５％ ＣＩ，１８～７６）
（Ｐ＜０００１）；第２４周时 ＳＧＲＱ－Ｔ评分的最小二乘平均变化分别为 －１１５分（９５％ ＣＩ，－１５０～－８０）和
－４９分（９５％ ＣＩ，－８３～－１５）（Ｐ＝０００７）。第２４周时ＳＧＲＱ－Ａ评分变化未观察到显著的组间差异，因此
未对后续次要终点进行统计推断。两组出现至少一次不良事件的患者百分比及出现至少一次严重不良事件的

患者百分比相似。

综上，在ａＰＡＰ患者中，每日１次吸入莫拉司亭相较于安慰剂能更显著改善肺气体转移功能。


