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摘要 目的：探讨精氨酸缺乏对硼替佐米(Bortezomib，BTZ)治疗多发性骨髓瘤细胞的影响。方法：通过 CCK8筛选 BTZ对骨髓瘤

细胞株(H929和 RPMI 8226)治疗的最适药物浓度，比较在缺乏和富含精氨酸的两种培养基中的细胞增殖情况；通过使用 PI染料

标记细胞检测不同试验组细胞周期的分布，以及使用 Annexin V/7AAD凋亡试剂盒检测 BTZ对不同试验组细胞凋亡的影响。结

果：BTZ降低了骨髓瘤细胞的存活率，并通过将细胞周期阻滞于 G2/M、S期，抑制骨髓瘤细胞的增殖。缺乏精氨酸使细胞周期阻

滞于 S期，也抑制了骨髓瘤细胞的增殖。BTZ作用于缺乏精氨酸组的骨髓瘤细胞后，细胞凋亡百分比明显低于富含精氨酸组

（H929细胞由约 40%降至 13.6%，RPMI8226凋亡百分比分别 7.13%和 19.27%）。结论：缺乏精氨酸和给予 BTZ均阻滞细胞周期，

抑制骨髓瘤细胞增殖；同时缺乏精氨酸降低了 BTZ诱导骨髓瘤细胞的凋亡作用。
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Effect of Arginine Deficiency on Myeloma Cell Treated by Bortezomib*

To investigate the effects of arginine deficiency on multiple myeloma cells treated by bortezomib (BTZ).

In this study, CCK8 was used to screen the optimal drug concentration of BTZ in the treatment of myeloma cell lines (H929

and RPMI 8226). Cell proliferation was compared in the two media lacking and rich in arginine. PI dye-labeled cells were used to detect

cell cycle distribution in different experimental groups, and Annexin V/7AAD apoptosis kit was used to detect the effect of BTZ on apop-

tosis in different experimental groups. Bortezomib reduced the survival rate of myeloma cells and inhibited the proliferation of

myeloma cells by blocking the cell cycle at G2/M and S phases. Lack of arginine blocked the cell cycle in the S phase and also inhibited

the proliferation of myeloma cells. After BTZ was applied to the myeloma cells of group lacking the arginine, the percentage of apoptosis

was significantly lower than that in the arginine-rich group (13.6% and 40% in H929, 7.13% and 19.27% in RPMI8226).

BTZ and the deficiency of arginine can block cell cycle and inhibit the proliferation of myeloma cells, and the lack of arginine reduce the

apoptosis of myeloma cells induced by BTZ.
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前言

多发性骨髓瘤（Multiple myeloma，MM）是一种以浆细胞持

续增殖为特征的恶性肿瘤[1]，由于恶性浆细胞浸润于骨髓，迅速

增殖积累了大量受损或错误折叠蛋白质，因此对蛋白酶体的降

解功能极为依赖[2]。硼替佐米(Bortezomib，BTZ)是哺乳动物中

26S蛋白酶体靡蛋白酶样活性的可逆抑制剂，常用于多发性骨

髓瘤患者的治疗[3]。通过干扰体内肿瘤细胞特定氨基酸代谢可

显著影响肿瘤细胞的增殖和凋亡。作为体内的一种非必需氨基

酸，精氨酸对多种肿瘤细胞的增殖活性有影响，但其机制并未

完全清晰[4-7]。本研究通过在缺乏和富含精氨酸的条件下培养多

发性骨髓瘤细胞，并给予 BTZ治疗，检测细胞活性、细胞周期

和凋亡的变化，探讨缺乏精氨酸对 BTZ治疗多发性骨髓瘤的

影响。

1 材料与方法

1.1 细胞株及试剂

H929和 RPMI8226细胞株系本实验室保存。培养条件：含

10%的灭活胎牛血清的 RPMI1640培养基(Gibco)，置 37℃、

5% CO2饱和湿度的细胞培养箱培养，隔日半量换液，存活细胞
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百分率(台盼蓝染色法) > 95%用于实验。R-1780培养液（给予

补充 RPMI1640培养基所缺乏的亮氨酸和赖氨酸，使其仅缺乏

精氨酸）购于赛默飞世尔（苏州）仪器有限公司，RPMI1640购于

Gibco公司。PI和细胞凋亡试剂盒购于 BD有限公司。CCK8试

剂购于碧云天生物技术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 CCK8法检测细胞生长活性 实验用 96孔板，分别设

置空白组、阴性对照组、不同浓度硼替佐米组，每组设 3 个复

孔，每组每孔加入 90 L细胞悬液，细胞密度为 5× 104个 / mL，

随后分别加入 PBS液、RPMI1640或 R1780培养基、硼替佐米

（5、10、20、40 nmol/L），各组总体积为 100 L，然后放入 37℃、

5% CO2培养箱中分别培养 0 h、24 h、48 h、72 h，取出相应的培

养板，加入 CCK8试剂 10 滋L，混匀后放入细胞培养箱。培养 1 h

后，取出培养板，用酶标仪检测 450 nm波长处的吸光度（OD

值），测得的 OD值表示细胞的相对活性，计算 IC50。

1.2.2 流式细胞术检测骨髓瘤细胞的细胞周期 使用 12孔板

培养细胞。根据培养液分为 R1780组和 RPMI1640组试验组，

培养细胞密度为 1× 106个 / mL。依据 IC50选择 BTZ的作用

浓度为 20 nmol/L。培养至 24 h时，取出 12孔板，离心去上清，

用 PBS液洗细胞两次，加入到流式细胞管中，固定，加入 RNA

酶，PI染料避光静置 30 min，上机检测。

1.2.3 流式细胞术检测骨髓瘤细胞的细胞凋亡 使用 12孔板

培养细胞。根据培养液分为 R1780组和 RPMI1640组试验组，

培养细胞密度为 1× 106个 / mL。依据 IC50选择 BTZ的作用

浓度为 20 nmol/L。两种细胞实验分组：R1780+BTZ 和 RP-

MI1640+BTZ。细胞培养至 24 h时，取出 12孔板，离心去上清，

用 PBS液洗细胞两次，加入到流式细胞管，分别加入 Annexin

V 5 滋L和 7AAD 10 滋L，充分混匀避光静置 15 min，上机检测。

1.3 统计学方法

采用 SPSS19.0和 GraphPad Prism 7软件进行统计学分析，

计量资料以均值± 标准差（x± SD）表示，组间比较采用 t检验。

P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 BTZ的最适药物浓度筛选

将细胞培养至对数生长期后，用 0（对照组）、5、10、20、40

nmol/L的 BTZ处理 H929、RPMI 8226细胞 24 h，用 CCK8检

测两种骨髓瘤细胞的存活率，并且用 GraphPad Prism 7分析计

算 IC50。选择稍低于 IC50的浓度作为本实验的药物浓度，我

们选择 20 nmol/L。由图 1可以得出，增加 BTZ的作用浓度，细

胞存活率逐渐降低。

图 1 不同浓度 BTZ处理骨髓瘤细胞 24 h的细胞存活率。（A）BTZ降低了 H929的的存活率；（B）BTZ降低了 RPMI8226的的存活率。

Fig.1 Cell survival rate of myeloma cells treated with BTZ at different concentrations for 24 h. (A) BTZ reduces the survival rate of H929. (B) BTZ

reduces the survival rate of RPMI8226.

2.2 精氨酸缺乏阻滞细胞周期抑制骨髓瘤细胞增殖

通过 CCK-8方法检测精氨酸对骨髓瘤细胞增殖情况的影

响，取 H929和 RPMI8226细胞，用 R1780和 RPMI1640培养液

处理 0 h、24 h、48 h、72 h，分别于相应的时间点，取出培养板加

入 CCK-8试剂孵育 1h，通过酶标仪检测细胞吸光度并分析结

果。结果如图 2-1，在两种细胞系中，RPMI1640组细胞的增殖

速率均大于 R1780组，表明缺乏精氨酸抑制了骨髓瘤细胞的增

殖，在 H929细胞尤为明显。为探讨缺乏精氨酸如何影响骨髓

瘤细胞的增殖，我们检测了骨髓瘤细胞的细胞周期。将 H929、

RPMI8226细胞用 R1780和 RPMI1640培养液处理 24 h，结果

如图 2-2和表 1，缺乏精氨酸将两种骨髓瘤细胞的细胞周期阻

滞于 S期。说明缺乏精氨酸通过阻滞细胞周期起到了抑制骨髓

瘤细胞增殖的作用。

2.3 BTZ对骨髓瘤细胞周期的影响

实验数据表明，精氨酸缺乏阻滞了细胞周期，抑制了骨髓

瘤细胞的增殖。为了检测 BTZ对骨髓瘤细胞周期的影响，我们

将实验组分为：R1780、R1780+BTZ（20 nmol/L）、RPMI1640、

RPMI1640+BTZ（20 nmol/L）。如图 3和表 1在 RPMI8226细胞

中，BTZ明显将细胞周期阻滞于 G2 / M期和 S期。在 H929细

胞中，BTZ明显将周期阻滞于 S期，较单独精氨酸剥夺更加明显。

2.4 精氨酸缺乏对 BTZ治疗后MM细胞凋亡的影响

用 BTZ 分别处理 R1780 和 RPMI1640 培养条件下的

H929和 RPMI8226两种骨髓瘤细胞 24 h，通过流式细胞仪检

测细胞凋亡情况，结果如图 4，R1780+BTZ组和 RPMI1640+BTZ

组的 H929 细胞凋亡百分比分 别是 13.63%和 40.81%

（****P<0.0001），RPMI8226凋亡百分比分别 7.13%和 19.27%
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Note: Data are expressed a x± SD. *P<0.05, R1780 compare with RPMI1640. △ P<0.05, compared with No BTZ treated groups in the same medium.

表 1 精氨酸剥夺以及 BTZ作用于骨髓瘤细胞 24 h后细胞周期的变化

Table1 Effect of arginine deficiency and BTZ on cell cycle in myeloma cells

Groups
The change of cell cycle(%)

G0/G1 S G2/M

H929+R1780 67.3± 4.62 24.3± 3.12* 8.4± 1.21

H929+ RPMI1640 79.9± 5.12 11.2± 1.54 8.92± 1.34

RPMI8226+R1780 51.1± 4.35 46.1± 3.66* 2.85± 0.43

RPMI8226+ RPMI1640 68.9± 4.78 30.1± 4.12 0.9± 0.08

H929+R1780+BTZ 19.7± 2.12 80.3± 6.24△ 0.02+0.001

H929+ RPMI1640+BTZ 20.3± 3.44 76.3± 4.68 △ 3.4± 0.46

RPMI8226+R1780+BTZ 18.5± 1.98 59.8± 4.70 △ 21.7± 4.15△

RPMI8226+ RPMI1640+BTZ 11.3± 1.68 68.6± 4.92△ 20.1± 2.63 △

图 2-2 精氨酸剥夺对骨髓瘤细胞周期的影响。将 H929和 RPMI8226用 R1780和 RPMI1640培养 24 h后，R1780培养的 H929或 RPMI8226细

胞周期均阻滞于 S期。

Fig.2-2 Effects of arginine deficiency on cell cycle in myeloma cells. After H929 and RPMI8226 were cultured for 24 hours with R1780 and RPMI1640,

both cells cultured in R1780 were arrested in the S phase

图 2-1 精氨酸剥夺对骨髓瘤细胞增殖的影响

R1780组中的 H929或 RPMI8226细胞的增殖率明显低于 RPMI1640组的细胞增殖率。*P<0.05,**P<0.01。
Fig. 2-1 Effects of arginine deficiency on myeloma cell proliferation.

The cell proliferation rate in the R1780 group was significantly lower than that in the RPMI1640 group, *P<0.05,**P<0.01.

（****P<0.0001）。可以看出 R1780组的细胞凋亡百分比明显低

于 RPMI1640组的凋亡百分比，说明精氨酸缺乏限制了 BTZ

的抗骨髓瘤作用。

3 讨论

多发性骨髓瘤（MM）是以骨髓中浆细胞聚集为主要特征

的一种恶性肿瘤，占血液系统肿瘤的 10％至 15％[8]。临床应

用蛋白酶抑制剂（PIs）治疗多发性骨髓瘤已有近 20年的时间。

其中，作为一种可逆的 PIs，BTZ通过抑制骨髓瘤细胞蛋白酶体

的活性展示出良好的抗肿瘤活性[9,10]。我们通过 CCK8方法确

定了在 H929和 RPMI8226两种骨髓瘤细胞，使用 BTZ的作用

浓度，选用稍低于 IC50的 20 nmol/L的浓度进行后续的实验。

近年来，对肿瘤细胞氨基酸代谢的研究为肿瘤微环境中代
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图 4不同培养条件下给予 BTZ对MM细胞凋亡的影响。20 nmol/LBTZ处理用 R1780和 RPMI1640培养的 H929和 RPMI8226细胞 24 h，检测

细胞凋亡。

Fig. 4 Effect of BTZ on apoptosis of myeloma cells in different medium.20 nmol/L of BTZ was used to treat H929 and RPMI8226 cells cultured with

R1780 and RPMI1640 for 24 hours, and then detected apoptosis.

图 3 BTZ对骨髓瘤细胞周期的影响。

注：用 0、20 nmol/L的 BTZ处理 R1780和 RPMI1640培养的骨髓瘤细胞 24 h，BTZ将 RPMI8226的细胞周期阻滞于 G2/M、S期，将 H929的细胞

周期阻滞于 S期；随 BTZ浓度升高，阻滞作用更加明显。

Fig.3 Effect of BTZ on myeloma cell cycle.

Note: Myeloma cells cultured from R1780 and RPMI1640 were treated with BTZ at 0 and 20 nmol/L for 24 hours. BTZ blocked the cell cycle of

RPMI8226 in G2/M and S phases, and blocked the cell cycle of H929 in S phase. BTZ concentration increased, the blocking effect was more obvious.

谢调控的潜在影响提供了重要的依据。各种临床实验中已经探

讨了针对色氨酸、精氨酸和（或）谷氨酰胺代谢的抑制剂的设计

和使用，可单独使用或与抗肿瘤药物联合使用[11]。精氨酸是一

种在合成蛋白质、核苷酸、肌酸等过程中所需的高度通用的氨

基酸[12]。通常情况下，精氨酸可以经尿素循环中的瓜氨酸转化

而来，是人体正常细胞的非必需氨基酸。但对某些不能合成精

氨酸的肿瘤细胞，外源性供给是至关重要的[13]。这类肿瘤由于

缺乏生成内源性精氨酸的主要调节酶 -精氨基琥珀酸合成酶

（ASS），所以对细胞外供给的精氨酸极度依赖，从而被称为精

氨酸营养缺陷型肿瘤[14-16]。目前，通过干扰肿瘤细胞的代谢过程

来抑制其发生发展的靶向代谢疗法，被认为是当今极有希望改

善恶性肿瘤化疗效果的战略。因此，精氨酸剥夺疗法已成为治

疗部分肿瘤的一个值得期待的新领域[17]。该疗法正是利用肿瘤

细胞与正常细胞对营养要求的差异，通过阻断精氨酸供应起到

抑制肿瘤细胞生长的功效。大量报道指出在一些肿瘤细胞使用

精氨酸剥夺的方法可以增加细胞的凋亡[18-20]。在我们的实验中

我们将两种骨髓瘤细胞，在 R1780和 RPMI1640两种精氨酸含

量不同的环境中培养。分别于培养 0、24 h、48 h、72 h 加入

CCK8试剂，用酶标仪检测各实验组的吸光度，分析数据后得

到了如图 2反映细胞增殖情况的统计图。可以总结出，精氨酸
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缺乏时极大的限制了骨髓瘤细胞的生长和增殖。随着培养时间

延长，在两种培养液中，骨髓瘤细胞的增殖均呈现减缓的趋势，

R1780组尤为明显，可能为骨髓瘤细胞在增殖过程中对培养液

中的精氨酸或其他营养成分的消耗所致。进一步检测细胞周期

的实验发现，使用 R1780培养基培养骨髓瘤细胞 24h时后，细

胞明显阻滞在 S期。可见缺乏精氨酸阻滞了骨髓瘤细胞的细胞

周期，抑制了骨髓瘤细胞的增殖。这种对增殖的抑制作用，也限

制了精氨酸缺乏对MM的治疗效果。

硼替佐米作用的靶标蛋白酶体是降解胞内蛋白质的主要

方式[21]。为了验证精氨酸剥夺对 BTZ治疗骨髓瘤的影响，我们

使用流式细胞仪检测了 BTZ处理 24h的 R1780和 RPMI1640

组中骨髓瘤细胞的周期和凋亡情况。结果显示在精氨酸缺乏的

培养条件下不仅阻滞了细胞周期，而且抑制了细胞的凋亡。

Daniela Belloni等人[22]发现，处于静止期的细胞暴露于硼替佐

米 10 h后，其凋亡程度可忽略不计。驱动细胞由静止状态转变

为活跃增殖后，观察到了大量被膜连蛋白 V染色的细胞，说明

硼替佐米对分裂增殖的细胞更加敏感。这也解释了精氨酸剥夺

抑制了细胞增殖，反而降低了 BTZ诱导的细胞凋亡。

综上所述，我们发现在 H929和 RPMI8226两种骨髓瘤细

胞，剥夺精氨酸阻滞其细胞周期，抑制其细胞增殖；当联合给予

BTZ引起细胞周期的进一步阻滞和细胞凋亡水平的降低。说明

精氨酸剥夺疗法在联合其他药物使用时有待进一步探讨。
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