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摘

 

要

：

研究蛋白酶体抑制剂

MG132

对人急性髓性白血病细胞株

KG-1

的致涯亡作序及其对细胞内信号传导

因子

NE-

к

B

与涯亡蛋白

PARP

表达的影响

。

采序

CCK-8

法检测

MG132

对

KG-1

细胞增殖的抑制作序

；

利序

Ho-

echst33342

染色法

，

从形态学上观察涯亡的

KG-1

细胞

；

Westernblot

检测

NE-

к

B

活性及与涯亡相关的蛋白变化情

况

。

CCK-8

法检测结果表唢

，

MG132

能唢显抑制

KG-1

细胞生长

，

并呈现时间依赖性和浓度依赖性

；

Hoechst

染色和

Westernblot

检测实验证唢

，

MG132

诱导

KG-1

细胞发生涯亡的情时

，

NE-

к

B

活性唢显降低

，

细胞涯亡蛋白

PARP

降

解为

P89

蛋白

。

以上结果显示

，

MG132

能诱导

KG-1

细胞涯亡

，

其机制可能与

MG132

抑制

NE-

к

B

信号转导通路

，

下

调

NE-

к

B

表达继而增加涯亡蛋白

PARP

剪切有关

。

关键词
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；
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0

 

引

 

言

近年来

，

已有越来越多的临床和实验研究资料显示

，

白血病患者体内存在着一群比例极少的白血病干细

胞

(

leukemiastemcells

，

LSCs

)

[

1

]

，

它们在启动白血病发生和发展过程中起着决定性的作用

，

被认为是白血

病耐药和复发的主要根源

，

目前认为只有清除

LSC

才有可能根治白血病

。

KG-1

细胞是人急性髓性白血病

(

AML

)

细胞株

，

在急性髓系白血病和白血病干

、

祖细胞

(

CD34＋

、

CD38-

、

CD123＋

)

中都可以检测到激活的

NE-

к

B

，

并且大多数以

P50

与

P65

异源二聚体的形式存在

。

白血病细胞内被激活的

NE-

к

B

转位于核内

，

与

DNA

结合后改变多种目的基因的表达

，

保护白血病细胞对抗由促凋亡基因表达引起的凋亡

，

并提高白血病

细胞对放

、

化疗的抵抗作用

[

2

]

。

泛素

-

蛋白酶体途径

(

ubi

q

uitin

p

roteasome

p

athWa

y

，

UPP

)

是生物界普遍存在的蛋白质降解途径

。

该

途径降解细胞内异常蛋白的基本过程是泛素蛋白对异常蛋白进行标记

，

蛋白酶体识别标记有泛素蛋白的异

常蛋白

，

对其进行靶向降解

。

UPP

是生物体内进行蛋白质选择性降解的重要途径

[

3

]

。

MG132

(

Z-Leu-Leu-

Leu-CHO

)

是一种常见的肽醛类的蛋白酶体抑制剂

，

它能够进入细胞中可逆性地抑制蛋白酶体的糜蛋白酶

样活力

，

从而抑制泛素

-

蛋白酶体通路所介导蛋白质的降解

，

进而影响细胞周期进程和诱导细胞凋亡

。

目前

，

许多文献报道

MG132

能够诱导多种肿瘤细胞发生凋亡

，

是一种潜在的抗肿瘤药物

。

大量实验研究表明

，

蛋白酶体抑制剂可有效诱导白血病细胞凋亡

[

4

]

，

但研究其致白血病细胞凋亡的具体

机制尚少见报道

。

本研究旨在研究不同剂量蛋白酶体抑制剂

MG132

诱导

KG-1

细胞凋亡的过程中

，

NE-

к

B

活性的变化

、

细胞凋亡蛋白

PARP

剪切水平

，

初步探讨

MG132

抑制

KG-1

细胞生长的作用机制

，

为蛋白酶体



抑制剂应用于白血病患者的治疗提供参考

。

1

 

材料与方法

1.1

 

材

 

料

MG132

(

Z-Leu-Leu-Leu-al

，

美国

Si

g

ma

公司

)；

KG-1

细胞

(

由浙江大学血液所钱文斌教授惠赠

)；

RPMI-

1640

培养基

，

EBS

(

Gibco

公司

)；

CellCountin

g

Kit-8

，

NE-

к

B

p

65RabbitAntibod

y

，

Beta-ActinRabbitAnti-

bod

y

，

RIPAL

y

sisBuffer

，

PMSE

(

碧云夭公司

)；

PARPRabbitAntibod

y

(

SantaCruz

)；

Donke

y

anti-Rabbit

(

LICOR

)；

Hoechst33342

(

Ke

y

Gen

公司

)；

BCAProteinAssa

y

Kit

(

Thermo

公司

)。

高速冷冻离心机

(

Hitachi

公司

)；

纯水系统

(

Milli

p

ore

公司

)；

倒置荧光显微镜

(

Ol

y

m

p

us

公司

)；

酶标仪

(

TECAN

公司

)；

红外激光成像系统

(

LICOR

公司

)；

二氧化碳培养箱

(

德国

Heraeus

公司

)。

1.2

 

方

 

法

1.2.1

 

CCK-8

法检测细胞存活率

收集对数生长期的

KG-1

细胞悬浮于无血清

PRMI1640

培养基

，

计数后

，

按照

2×10

4

cells

/

Well

植入

96

孔培养板

，

加入不同浓度梯度的

MG132

(

1

、

1.5

、

2

μ

M

/

L

)，

20%EBSRPMI-1640

培养基

100

μ

L

/

Well

，

另设

PRMI1640

培养基加

CCK-8

溶液作为空白对照孔

，

细胞加

CCK-8

溶液作为对照孔

，

每个浓度设

6

个复孔

。

37℃

，

5%CO

2

培养条件下培养

36

、

46

、

60

、

94h

后

，

倒置显微镜下观察

，

同时每孔加入

10

μ

LCCK-8

，

37℃

细

胞培养箱内孵育

90min

，

在酶标仪上测定

A

450

，

并据此绘制细胞存活率曲线

。

每组实验重复

3

次

。

1.2.2

 

Hoechst33342

染色检测细胞凋亡

收集对数生长期的

KG-1

细胞按

2×10

6

cells

/

Well

植入

6

孔培养板

，

20%EBSRPMI-1640

培养基

2.2mL

/

Well

，

加药组加入

1.5

、

2

μ

M

/

LMG132

，

对照组加等量的

PBS

，

37℃

，

5%CO

2

培养

46h

后

，

每孔加入

1m

g

/

mL

的

Hoechst33342

染料

5

μ

L

，

继续在

37℃

，

5%CO

2

培养箱中孵育

30min

，

置于荧光倒置显微镜下观察细胞

核的变化并拍照

。

1.2.3

 

Westernblot

检测

NE-

к

B

活性抑制及凋亡相关蛋白的变化

收集对数生长期的

KG-1

细胞按

2×10

6

cells

/

Well

植入

6

孔培养板

，

20%EBSRPMI-1640

培养基

2.2mL

/

Well

，

加

药组加入

1.5

μ

M

/

LMG132

，

对照组加等量的

PBS

，

37℃

，

5%CO

2

培养

46h

后

，

离心收集细胞

，

PBS

洗

1

次

，

每孔加入

80

μ

L

蛋白裂解液

(

990

μ

L

蛋白裂解液

＋10

μ

LPMSE

)，

冰上静置

10min

，

12000r

/

min

(

10min

)，

收集上清

，

采用

Pierce

 

BCAProteinAssa

y

Kit

进行蛋白定量

。

SDS-PAGE

电泳

，

蛋白样品中加

入

5×Loadin

g

Buffer

，

煮沸

，

每孔加入等量蛋白样品

，

电泳结束后按湿转法将电泳产物转印到

NC

膜上

，

5%

脱脂奶粉

4℃

封闭

2h

或者过夜

，

TBST

洗膜

3

次

，

每次

10min

，

加一抗

(

1:1000

稀释

)，

室温孵育

3h

或

4℃

过夜

，

TBST

洗膜

3

次

，

每次

15min

，

加荧光二抗

(

1:15000

稀释

)，

室温

1h

，

TBST

洗膜

3

次

，

每次

15min

，

红外激光成像系统进行蛋白分析

。

 

图

1

 

CCK-8

法检测细胞存活率

1.2.4

 

统计学处理

统计学软件采用

Excel2003

，

所有定量实验均重复

3

次

，

各组数据

以

“

均值

±

标准差

”

表示

。

组间比较用

t

检验

，

P

＜

0.05

代表差别

显著

。

2

 

结

 

果

2.1

 

MG132

抑制

KG-1

细胞的增殖

以

1

、

1.5

、

2

μ

M

/

L

浓度的

MG132

作用于

KG-1

细胞后

，

分别在

36

、

46

、

60

、

94h

后用

CCK-8

法检测细胞存活率

，

结果显示

，

不同浓度

的

MG132

作用不同时间后

，

能明显抑制

KG-1

细胞生长

，

并呈现时间

依赖性和浓度依赖性

。

CCK-8

细胞存活率

=

(

加药组

-

空白组

)/(

对

照组

-

空白组

)

×%

。

通过

Si

g

ma

p

lot

绘图软件分析

(

图

1

)，

改良寇式

895
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图

2

 

多个浓度梯度的

MG132

作用

KG-1

细胞

46h

后

，

CCK-8

法检测细胞存活率

法计算

IC50

，

MG132

作用

KG-1

细胞

36

、

46

、

60

、

94h

，

IC50

值分

别为

1.80

、

1.36

、

1.63

、

1.57

μ

M

。

上述结果表明

，

当

MG132

浓

度达到

1.5

μ

M

/

L

，

处理

46h

后

，

能够有效地抑制

KG-1

细胞

的增殖

(

图

2

)。

2.2

 

MG132

可以有效诱导

KG-1

细胞凋亡

分别以

1.5

、

2

μ

M

/

L

的

MG132

作用

KG-1

细胞

46h

后

，

通过

Hoechst

染色

，

荧光显微镜下观察细胞凋亡效应

。

对照组

染色质均匀

，

无浓缩现象

，

细胞核染色均一

，

无明显克蓝色

，

而

MG132

处理组部分细胞体积变小

，

细胞核染色质致密固缩

，

聚

集于细胞核边缘

，

可见境界分明的块状或新月形小体

，

并有核

碎裂出现凋亡小体

，

这表明有明显的凋亡现象发生

，

且加大

MG132

浓度

，

凋亡作用增加

(

图

3

)。

图

3

 

分别以

1.5

μ

M

/

L

和

2

μ

M

/

L

的

MG132

作用

KG-1

细胞

46h

后

，

Hoechst33342

染色

(

200×

)

2.3

 

Westernblot

检测

NE-

к

B

活性抑制及其分子机制

图

4

 

1.5

μ

M

/

LMG132

作用

KG-1

细胞

46h

后

，

Westernblot

检测

NE-

к

B

表达

为了进一步探讨

KG-1

细胞经

MG132

处理后发生凋亡及

其机制

，

采用

Westernblot

方法检测

NE-

к

B

活性及

PARP

的剪

切

。

核转录因子

NE-

к

B

在多种白血病细胞中处于激活状态

，

由

于激活状态的

NE-

к

B

具有抗凋亡

、

促进肿瘤细胞增殖的作用

。

当

1.5

μ

M

/

LMG132

作用于

KG-1

细胞

46h

后

，

细胞出现明显

凋亡

，

且

NE-

к

B

活性明显降低

(

图

4

)，

同时

PARP

降解为

P89

蛋白

(

图

5

)。

PARP

剪切被认为是细胞凋亡的一个重要指标

，

也通常被认为是

Cas

p

ase-3

激活的指标

，

这两个分子的剪接活

化都可以作为凋亡过程发生的指示蛋白分子

。

这表明

MG132

图

5

 

1.5

μ

M

/

LMG132

作用

KG-1

细胞

46h

后

，

Westernblot

检测

PARP

的剪切水平

能够诱导

KG-1

细胞发生凋亡

，

其机制可能与

MG132

从转录

和蛋白水平降低

NE-

к

B

的表达从而阻断

NE-

к

B

介导的凋亡抑

制途径有关

。

3

 

讨

 

论

UPP

是降解细胞生命活动中产生的异常蛋白的重要代谢

途径

，

参与调节细胞周期进程

、

细胞分化

、

信号传导

、

应激反应

和细胞凋亡等细胞过程

。

2004

年的诺贝尔化学奖颁给了发现

该途径的科学家

。

蛋白酶体抑制剂包括醛基肽

、

硼酸肽

、

3

，

4-

氯

异香豆素

、

乳胞素几类

。

MG132

是一种有效

、

可逆的醛基肽类特异性蛋白酶体抑制剂

，

能阻止蛋白酶体对泛

素结合蛋白的降解

、

抑制蛋白酶体的糜凝乳蛋白酶活性

，

从而阻断

UPP

。

近年的研究表明

，

MG132

能有效

地抑制大肠癌

、

白血病细胞的生长

，

并能诱导这些肿瘤细胞凋亡

[

5-7

]

。

大量研究证明

[

8-11

]

，

在很多肿瘤细胞株中和某些人类肿瘤中均存在

NE-

к

B

的异常活化

，

后者与肿瘤发

生

、

生长

、

播散和放化疗抵抗密切相关

。

核因子

-

к

B

(

NE-

к

B

)

是细胞内信号传导因子

，

在白血病细胞的增殖及

995

第

4

期

陈

 

磊等

：

蛋白酶体抑制剂

MG132

诱导

KG-1

细胞凋亡的机制研究



分化中起重要作用

[

12

]

。

蛋白酶体抑制剂

MG132

能穿透细胞膜进入细胞

，

通过抑制

26S

蛋白酶体的活性进

而抑制

I

к

B

的磷酸化降解从而阻止

NE-

к

B

的释放

。

它以剂量依赖性的方式抑制

NE-

к

B

的活化

，

从而抑制由

NE-

к

B

所启动的基因转录

，

使细胞的生长受到抑制

，

最终诱导细胞发生凋亡

。

NE-

к

B

对细胞凋亡的影响

。

NE-

к

B

可调控

Bcl-2

同系物

A1

/

Bfl-1

，

IEX-1L

，

c-IAP1

，

c-IAP2

，

TRAT1

，

TRAE2

和

Mn-SOD

。

Bcl-2

蛋白家族成员分为促凋亡

(

Bax

，

Bak

，

Bad

，

Bid

等

)

和抗凋亡

(

Bcl-2

，

Bcl-X1

，

A1

/

Bfl-1

等

)

两类

，

其中

Bcl-X1

和

A1

/

Bfl-1

这两种抗凋亡成员由

NE-

к

B

调控

[

13

]

。

最近研究揭示

，

NE-

к

B

介导

的细胞生存与

c-JunN

末端激酶

(

JNK

)

有关

。

JNKs

是进化保守的丝裂原活化蛋白激酶家族成员

，

并且参与

到被环境刺激或

TNEct

刺激引起的细胞死亡途径

。

在

NE-

к

B

活化中发现两种抑制

JNK

的蛋白

，

一种是

g

add45b

/

m

y

dl18

蛋白

，

它的转录被

NE-

к

B

的激活而增强

，

可以降低由

TNEa

受体介导的

JNK

信号途径的

活化

[

14

]

；

另一种蛋白是

NE-

к

B

介导的

x

染色体连锁的凋亡抑制因子

，

它在

TNEa

的刺激下产生

，

并依赖

NE-

к

B

而阻断

JNK

的激活

[

15

]

。

本实验研究表明

，

MG132

可以诱导

KG-1

细胞凋亡和生长抑制

，

其机制可能是通过下调

NE-

к

B

的表达

来实现的

，

从而引起细胞凋亡蛋白

PARP

的剪切

，

并表现出对药物浓度的依赖性

。

研究证实

，

白血病细胞表

达高活性的

NE-

к

B

，

NE-

к

B

的不适当激活和表达与促进细胞生长

、

抗凋亡耐药密切相关

[

16

]

。

相反

，

抑制

NE-

к

B

活性

，

则能诱导细胞凋亡

、

抑制肿瘤的生长

。

当然

，

在

MG132

诱导

KG-1

细胞凋亡的过程中

，

各种机制都

是相互影响和互为因果的

，

决不能单一地认为是某一种机制的作用

。

相信随着对

MG132

研究更进一步的

深入

，

人们将会对

MG132

诱导白血病细胞凋亡的机制有一个更加清楚和全面的认识

。
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蛋白酶体抑制剂
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诱导

KG-1

细胞凋亡的机制研究


