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摘要 目的：探讨蛋白激酶 C受体(Receptor for activated C kinase1，RACK1)对硼替佐米(Bortezomi，Bor)诱导的多发性骨髓瘤(Mul-

tiple myeloma，MM)细胞凋亡及MAPK/ERK通路的影响。方法：选取 6例岳阳市第一人民医院收治的MM患者及 6名正常体检

者，用实时荧光定量 PCR检测血浆及人MM细胞系中 RACK1 mRNA的表达。将MM细胞分为 3组：对照组(不干预)、Bor组(75

nM的 Bor干预 12 h)和 Bor+siRACK1组(RACK1 siRNA转染 24 h后再行 Bor干预)。CCK-8法检测各组细胞中的细胞存活率，

Hoechest 33342染色检测细胞凋亡，Western Blot检测MAPK/ERK通路相关蛋白表达。结果：与正常体检者相比，MM患者血浆及

MM细胞系中 RACK1 mRNA表达显著增加(P<0.05)。Bor作用 12 h、24 h和 48 h可显著降低MM细胞的存活率(P<0.05)。与对照
组相比，Bor组和 Bor+siRACK1组细胞存活率显著降低，Bor+siRACK1组细胞存活率明显高于 Bor组 (P<0.05)。Hoechest 33342

染色显示对照组细胞核染色均一，未见凋亡小体，Bor组见少量凋亡小体，而 Bor+siRACK1组细胞见大量凋亡小体，表现为核固

缩或碎块状；与对照组相比，Bor组和 Bor+siRACK1组细胞中多发性骨髓瘤细胞凋亡率显著增加(P<0.05)，Bor+siRACK1组多发
性骨髓瘤细胞凋亡率明显高于 Bor组(P<0.05)。三组间多发性骨髓瘤细胞凋亡率对比差异有统计学意义(P<0.05)。与对照组相比，
Bor组和 Bor+siRACK1 组细胞中 p-P38 和 p-ERK的表达显著降低，而 Bor+siRACK1 组 p-P38 和 p-ERK 的表达低于 Bor 组

(P<0.05)，3组间 P38和 ERK的表达对比差异无统计学意义(P>0.05)。结论：RACK1沉默可增强 Bor诱导的MM细胞凋亡及生长

抑制，其机制可能与MAPK/ERK途径抑制有关。
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Effect of RACK1 on Bortezomib-induced Apoptosis and MAPK/ERK
Pathway in the Multiple Myeloma Cells*

To investigate the effect of RACK1 on Bordzomib (Bor) induced apoptosis and MAPK/ERK pathway in

multiple myeloma (MM) cells. 6 cases of MM patients admitted to the First People's Hospital of Yueyang and 6 normal sub-

jects were selected. Real-time quantitative PCR was used to detect the expression of RACK1 mRNA in the plasma and human MM cell

lines. MM cells were divided into 3 groups: control group (no intervention), Bor group (75 nM Bor intervention for 12 h) and Bor+siR-

ACK1 group (RACK1 siRNA transfection for 24 h followed by Bor intervention). The cell viability of each group were detected by

CCK-8 method, the apoptosis was detected by Hoechest 33342 staining, and the expressions of MAPK/ERK pathway-related proteins

were detected by Western Blot. Compared with normal subjects, RACK1 mRNA expression was significantly increased in the

plasma of MM patients and human MM cell lines (P<0.05). Bor significantly reduced the viability of MM cells at 12 h, 24 h and 48 h

(P<0.05). Compared with the control group, the viability in the Bor group and the Bor+siRACK1 group were significantly lower than that
of the Bor group (P<0.05). Hoechest 33342 staining showed that the control group had uniform nuclear staining, and no apoptotic bodies

was found, while a small number of apoptotic bodies were found in the Bor group, a large number of apoptotic bodies were observed in

the Bor+siRACK1 group, which showed nuclear pyknosis or fragmentation. Compared with the control group, the apoptotic rate of MM

cells in the Bor group and the Bor+siRACK1 group were significantly increased (P<0.05), and the apoptotic rate of MM cells in the
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Bor+siRACK1 group was significantly higher than that in the Bor group (P<0.05). Compared with the control group, the expressions of
p-P38 and p-ERK were significantly decreased in the Bor group and the Bor+siRACK1 group, and the expression of p-P38 and p-ERK in

the Bor+siRACK1 group was lower than the Bor group (P<0.05). There were no significant difference in the expressions of P38 and ERK
among the 3 groups (P>0.05). RACK1 silencing enhances Bor-induced apoptosis and growth inhibition of MM cells, and its

mechanism may be related to the inhibition of MAPK/ERK pathway.

RACK1; Bortezomib; Multiple Myeloma Cells; Apoptosis; MAPK/ERK Pathway

前言

多发性骨髓瘤(Multiple myeloma，MM)是一种浆细胞的恶

性增殖性疾病，其特点为骨髓微环境中恶性浆细胞的克隆增

殖，患者血液或尿液中出现过量的单克隆免疫球蛋白或其片

段，导致相关器官或组织损伤[1,2]，占所有癌症的 1 %，占所有血

液恶性肿瘤的 10 %左右，位居血液系统肿瘤第二位[3]。随着新

药的应用及自体干细胞移植的进展[4-6]，MM患者的平均生存率

得到了显著的提高。

硼替佐米(Bortezomi，Bor)是一种蛋白酶体抑制剂，在体内

体外实验及临床治疗中，Bor均展现出卓越的抗 MM作用[7-9]。

但是 Bor尚不能根治MM，且随着应用范围的扩大及时间的推

移，部分MM患者会对 Bor产生耐药反应[10]。目前，国内外对于

Bor的耐药机制尚未完全明确。研究表明 MAPK/ERK通路在

骨髓瘤细胞生长的过程中发挥了重要作用，当机体处于炎症状

态时，白细胞介素 -6等细胞因子可以激活MAPK/ERK通路，

刺激肿瘤细胞的增值，阻止凋亡。同时，骨髓瘤细胞可以自分泌

或方分泌其他一些内皮生长因子和 B 细胞活化因子激活

MAPK/ERK通路，从而介导骨髓瘤细胞的生存和耐药[11]。细胞

内 MAPK/ERK 通路受到多种因素的严密调控，寻找抑制

MAPK/ERK通路而遏制骨髓瘤细胞的增殖、分化和迁移的靶

点，是抑制骨髓瘤进展的重要途径之一。本研究旨在研究

RACK1对 Bor诱导的 MM细胞凋亡的影响及MAPK/ERK通

路的影响，结果表明 RACK1可能是MM治疗及增强 Bor化疗

敏感性的靶点，具体结果报道如下。

1 材料与方法

1.1 样本收集

收集 6例岳阳市第一人民医院骨科收治的 MM患者的血

液样本及 6名正常体检者的血液样本，制备血浆标本，用于实

时荧光定量 PCR检测。人 MM细胞系 RPMI-8226购自美国

ATCC公司，培养于含有 10 %胎牛血清的 RPMI-1640培养基

中，在 37℃、5 % CO2的培养箱中培养，待细胞生长汇合度达

到 90 %以上时，用胰酶消化并进行传代培养，取第 3-5代细胞

用于后续实验。

1.2 药物干预及 siRNA转染

将MM细胞分为 3组：Control组、Bor组和 Bor+siRACK1

组。根据说明书操作，采用脂质体 2000(美国 Invitrogen公司)将

RACK1 siRNA转染入 Bor+siRACK1组细胞中，Bor组转染阴

性对照 siRNA，然后 3组细胞均用无血清的 RPMI-1640培养

基培养 6 h后，转用含有 10 %胎牛血清的 RPMI-1640培养基

培养 24 h后，在 Bor组和 Bor+siRACK1组细胞中加入 75 nM

的 Bor干预[12]，Control组未加药物干预，继续培养 12 h后，收

获细胞用于后续实验。

1.3 细胞存活率

将MM细胞以每孔 1× 106个细胞的密度种植于 96孔板，

每孔 90 L，培养 24 h后采用 75 nM的硼替佐米(Bor，美国 Sig-

ma-Aldrich公司)分别干预 0 h、6 h、12 h、24 h、48 h，用不加细胞

只加培养基作为空白对照，然后向每孔中加入 10 L的 CCK-8

溶液，培养 4 h，在 450 nm处检测吸光度(A)。细胞存活率(%)

=A测定孔 /A 对照孔 100%。

1.4 Hoechest 33342染色

将干预后的 3 组细胞用 4 %多聚甲醛室温固定 10 min，

PBS洗 3次。然后加入 5 g/mL的 Hoechest 33342荧光染料，继

续在室温孵育 10 min，然后将细胞平铺于载玻片上，用 Olym-

pus IX-70荧光显微镜观察细胞形态。

1.5 实时荧光定量 PCR

采用 TriZol试剂提取正常体检者、MM患者血浆中及MM

细胞中的总 RNA。采用MMLV逆转录酶(上海生工公司)将模

板 RNA逆转为 cDNA第一链。以 cDNA为模板，在 PCR反应

体系中加入 SYBR Green 1染料进行 PCR扩增，以 2-△ △ Ct表示

样品中目的基因 mRNA的相对表达量。茁-actin为内参。
1.6 Western Blot

采用 RIPA裂解液提取各组细胞中的总蛋白，用 BCA试

剂盒进行总蛋白定量。采用 10 %的 SDS-PAGE凝胶分离总蛋

白，经转膜后用 5 % BSA封闭 45 min，加入一抗，4℃孵育过

夜，TBST洗 3次，加入二抗，室温摇床孵育 1 h，用电化学发光

法(ECL)暗室发光。采用美国 Bio-Rad公司的凝胶成像系统和

Image J软件对条带进行统计分析。茁-actin为内参。抗体均购自
上海碧云天公司。

1.7 统计学分析

采用 SPSS22.0对所有数据进行统计分析，数据均采用 x± s
表示，多组间比较采用单因素方差分析，LSD多重比较。以

P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MM患者血浆及MM细胞系中 RACK1的表达

如图 1所示，与正常体检者相比，MM患者血浆及 MM细

胞系中 RACK1 mRNA表达显著增加(P<0.05)。
2.2 RACK1对硼替佐米诱导的多发性骨髓瘤细胞存活率的影响

如图 2所示，与 0 h对比，Bor作用 12 h、24 h和 48 h可显

著降低MM细胞的存活率 (P<0.05)。与对照组相比，Bor组和
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图 2 各组细胞存活率的对比

Fig. 2 Comparison of the cell viability among different groups

Note: *P<0.05, vs 0h (left).
*P<0.05, vs Control; #P<0.05, vs Bor (right)

图 3 各组细胞凋亡的对比

Fig.3 Comparison of apoptosis in each group

Note: Hoechest 33342 staining, × 400

图 1 MM患者血样及MM细胞系中 RACK1 mRNA的表达

Fig.1 Expression of RACK1 mRNA in the plasma samples with MM

patients and MM cell lines

Note: *P<0.05, vs Normal.

Bor+siRACK1组细胞存活率显著降低 (P<0.05)，Bor+siRACK1
组细胞存活率明显高于 Bor组(P<0.05)。

2.3 RACK1对硼替佐米诱导的多发性骨髓瘤细胞凋亡的影响

如图 3所示，Control组细胞核染色均一，未见凋亡小体。

Bor组见少量凋亡小体，有少量细胞核染色均一。Bor+siR-

ACK1组细胞见大量凋亡小体，表现为核固缩或碎块状。

如表 1所示，与对照组相比，Bor组和 Bor+siRACK1组细

胞中多发性骨髓瘤细胞凋亡率显著增加(P<0.05)，Bor+siRACK1
组多发性骨髓瘤细胞凋亡率明显高于 Bor组(P<0.05)。三组间
多发性骨髓瘤细胞凋亡率对比差异有统计学意义(P<0.05)。
2.4 RACK1对硼替佐米诱导的多发性骨髓瘤细胞MAPK/ERK

通路的影响

如表 2 和图 1 所示，与对照组相比，Bor 组和 Bor+siR

ACK1组细胞中 p-P38和 p-ERK的表达显著降低(P<0.05)，Bor+
siRACK1组 p-P38和 p-ERK的表达明显低于 Bor组(P<0.05)。
三组间 P38和 ERK的表达对比差异无统计学意义(P>0.05)。

3 讨论

RACK1是一种色氨酸 -天门冬氨酸域重复蛋白，与 G蛋

白亚基具有显著的同源性[13]，可作为锚定蛋白、穿梭蛋白及稳

定蛋白，还可与细胞表面受体、核糖体及核内蛋白相结合，参与

多种细胞的增殖、迁移、侵袭、分化、凋亡、粘附及化疗抗性等生

物学过程，涉及 PI3K/Akt、MAPK、NF- B通路等多种信号转导
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图 1 各组 p-P38、p-ERK、P38和 ERK表达的 western blot图

Fig.1 Shows the western blot of p-P38, p-ERK, P38 and ERK expression

in each group

Note: *P<0.05, vs Control; #P<0.05, vs Bor.

Note: *P<0.05, vs Control; #P<0.05, vs Bor.

途径[14-16]。研究表明 RACK1在肝癌、胰腺癌、胶质瘤及肺癌等

多种肿瘤中上调[17-20]，具有致瘤性，但其在 MM中的作用尚不

清楚。本研究结果显示MM患者血浆中 RACK1 mRNA的表达

显著高于正常体检者，且其在 MM细胞系中的表达与在MM

患者血浆中的表达无显著差异，提示 RACK1在MM中可能具

有致瘤性。

Bor已被证明可有效抑制白血病细胞株 HL60的增殖并诱

导其凋亡[21]，对子宫内膜癌 Ishikawa细胞凋亡具有促进作用，

并增强顺铂等化疗药物的杀伤效果[12]。本研究对MM细胞的研

究也显示 Bor可显著抑制 MM细胞的存活，MM细胞存活率

随 Bor浓度的增加而降低，呈剂量依赖式递减，Bor也可诱导

MM细胞核固缩，出现凋亡小体，进而导致MM细胞凋亡。可

见，Bor可抑制 MM细胞的增殖，并促进其凋亡，具有抗瘤性。

我们进一步采用 RNA干扰技术敲减 RACK1，并将 RACK1

siRNA转染入 Bor干预的MM细胞中，结果显示 RACK1 siR-

NA可促进 Bor诱导的细胞凋亡及存活抑制，提示 RACK1沉

默可增强 Bor的抗瘤作用。

Groups Apoptosis rate(%)

Control group 12.42± 0.36

Bor group 20.38± 0.65*

Bor+siRACK1 group 32.24± 1.31*#

F 789.419

P 0.000

表 1 RACK1对硼替佐米诱导的多发性骨髓瘤细胞凋亡率

Table 1 RACK1 versus bortezomib-induced apoptosis rate in multiple

myeloma cells

表 2 各组MAPK/ERK通路的对比

Table 2 Comparison of the MAPK/ERK pathway activity among different groups

Groups p-P38 P38 p-ERK ERK

Control group 0.92± 0.24 1.04± 0.27 1.21± 0.28 0.92± 0.19

Bor group 0.69± 0.18* 0.99± 0.21 0.72± 0.26* 0.95± 0.20

Bor+siRACK1 group 0.34± 0.11*# 1.00± 0.25 0.29± 0.09*# 0.86± 0.17

F 20.05 0.09 33.01 0.48

P 0.001 0.911 0.001 0.625

研究表明 RACK1可通过 MAPK途径影响胶质瘤细胞的

生长和分化[14,18,22]，并在肝癌、结直肠癌、胰腺癌、肺癌、宫颈癌等

癌症的发生发展过程中起重要的调节作用[18,20,23-25]。MAPK途径

的主要成员包括 ERK、P38 MAPK 和 JNK 等，ERK 介导的经

典MAPK途径主要通过 Ras-Raf-MEK1/2-ERK1/2信号传递过

程参与细胞的生长，JNK/P38 MAPK途径中的 P38 MAPK可通

过增强炎症因子环氧合酶的表达增强肿瘤细胞的生存能力，这

两个通路共同组成的MAPK信号转导通路参与多种癌细胞的

发生发展过程[26-28]，而 MAPK途径的抑制可导致癌细胞生长抑

制，对癌症的治疗有积极的作用。已有研究表明MAPK途径介

导MM细胞的生长和存活[29-30]。为探讨MAPK途径在 RACK1

沉默调节的MM细胞抑制和促凋亡中的作用机制，我们检测

了三组细胞中 P-P38、P38、P-ERK和 ERK 的表达，结果显示

Bor可显著降低 MM细胞中 P38和 ERK的磷酸化，且 RACK1

沉默可进一步降低 Bor诱导的 P38 和 ERK的磷酸化，提示

Bor可抑制MM细胞中MAPK途径的激活，而 RACK1沉默可

进一步促进这种抑制作用。因此，Bor可能通过抑制 MAPK途

径的活性抑制 MM细胞存活，并诱导其凋亡，而 RACK1沉默

可进一步促进此过程。

综上所述，本研究结果表明 RACK1沉默可进一步促进

Bor诱导的 MM细胞凋亡及生长抑制，其机制可能与 MAPK

途径失活有关，提示 RACK1阻断可能会增强 Bor对MM细胞

的化疗敏感性，以 RACK1为靶点研发的新药可能克服 Bor的

耐药性问题。本研究还尚有一些不足之处，对于以 RACK1为

靶点的增强 Bor化疗敏感性的研究只停留在体外实验阶段，在

动物试验中是否有相同的效果及作用机制还有待进一步研究。

另外，参与 MM细胞存活及凋亡的信号通路不仅限于 MAPK

途径，研究表明 PI3K/Akt/mTOR、JAK/STAT、NF-资B、Wnt/

茁-catenin和 RANK/RANKL/OPG等信号通路均参与MM的发

病机制[29,31-33]，但是其是否介导 RACK1调节的 Bor化疗敏感性

还待进一步研究证实。
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