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［摘　要］目的：观察雷帕霉素对人急性淋巴细胞白血病ＳＵＰＢ１５细胞的生长及 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ表达的影响。
方法：实验分为雷帕霉素处理组和对照组，雷帕霉素处理组以含不同终浓度雷帕霉素（１０ｎｍｏｌ／Ｌ、２０ｎｍｏｌ／Ｌ、
５０ｎｍｏｌ／Ｌ、１００ｎｍｏｌ／Ｌ）的ＩＭＤＭ培养处理，对照组以相同体积细胞 ＩＭＤＭ培养液培养，并于处理后２４ｈ、４８ｈ、
７２ｈ观察各组细胞形态，实时荧光定量ＰＣＲ检测ＨＩＦ１α及ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达。结果：雷帕霉素处理后 ＳＵＰ
Ｂ１５活细胞数量减少，死细胞数量增加，可见细胞抱团生长、胞膜出泡、细胞破碎等现象，随药物浓度升高和作用
时间增加变化程度明显。瑞氏染色观察可见，雷帕霉素处理组早期无明显变化，处理后期（７２ｈ）细胞出现明显
空泡样改变，并呈浓度依赖关系；雷帕霉素处理组细胞 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达在 ２４ｈ变化不明显；４８ｈ时，
１０ｎｍｏｌ／Ｌ、１００ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素处理细胞 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达上调，２０ｎｍｏｌ／Ｌ、５０ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素处理细胞
ＨＩＦ１α表达下调；７２ｈ时，各浓度的雷帕霉素对 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达均呈上调趋势；在雷帕霉素处理后，除较
低浓度（１０ｎｍｏｌ／Ｌ、２０ｎｍｏｌ／Ｌ）雷帕霉素处理７２ｈ外，ＳＵＰＢ１５细胞的ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达均呈显著下调。结论：
雷帕霉素可抑制ＳＵＰＢ１５细胞生长，导致形态明显改变，并能下调ＳＵＰＢ１５细胞ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达。
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　　研究已证实急性白血病的骨髓微环境呈低氧
状态［１］。低氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃ
ｔｏｒｌａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）组织在应对缺氧的过程中起重
要的中枢纽带作用，在多种恶性肿瘤组织内表达升

高，并与血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达相关，参
与诱导肿瘤新生血管的形成［２］。哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）
信号通路与低氧调节密切相关，ＨＩＦ１α是该信号
通路的下游靶点［３，４］。雷帕霉素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＲＡ
ＰＡ）是ｍＴＯＲ的抑制因子，有研究显示 ＲＡＰＡ对一
些急性髓系白血病细胞株有较强的生长抑制作

用［５］。本研究以人淋巴系白血病细胞株 ＳＵＰＢ１５
为研究对象，观察 ＲＡＰＡ作用对该细胞生长及
ｍＴＯＲ信号通路下游基因 ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ
表达的影响，以探讨ＲＡＰＡ抗白血病可能的机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
ＳＵＰＢ１５细胞株购自美国 ＡＴＣＣ细胞库；雷帕

霉素（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ）；ＲＡＰＡＩ１６４０培养基、ＩＭＤＭ培
养基，美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；总 ＲＮＡ提取试剂盒、逆
转录试剂盒、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ实时荧光试剂
盒，大连宝生物工程有限公司；特异性扩增引物由

大连宝生物工程有限公司设计并合成，序列如下：

ＧＡＰＤＨ上游引物：５’ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡ
ＡＣ３’；ＧＡＰＤＨ下游引物：５’ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧ
ＣＣＡＧＴＧＧＡ３’；ＨＩＦ１α上游引物：５’ＴＣＴＧＧＧＴＴ
ＧＡＡＡＣＴＣＡＡＧＣＡＡＣＴＧ３’；ＨＩＦ１α下游引物：５’
ＣＡＡＣＣＧＧＴＴＴＡＡＧＧＡＣＡＣＡＴＴＣＴＧ３’；ＶＥＧＦ上游
引 物：５’ ＧＡＧＣＣＴＴＧＣＣＴＴＧＣＴＧＣＴＣＴＡＣ３’；
ＶＥＧＦ下 游 引 物：５’ＣＡＣＣＡＧＧＧＴＣＴＣＧＡＴＴＧ
ＧＡＴＧ３’。
１．２　主要仪器

ＣＯ２细胞恒温培养箱（日本 ＳＡＮＹＯ公司）；
ＤＵ６４０核酸定量仪（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；凝胶成
像系统（美国 ＢＩＯＲＡＤ公司）；ＣＭＩＳ２０１１医学图
文分析系统（重庆天海医疗设备有限公司）；Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ超纯水仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＳＡＮＹＯＭＬＳ
３０２０高压灭菌器（日本 ＳＡＮＹＯ公司）；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌ
ｅｒ４８０荧光定量ＰＣＲ仪（瑞士Ｒｏｃｈｅ公司）；低温
冷冻离心机 （美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＴＥ２０００Ｕ型相差
倒置显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ）；超净工作台（美国
Ｌａｂｃｏｎｃｏ公司）。
１．３　方法
１．３．１　细胞培养及形态观察　ＳＵＰＢ１５细胞用添
加４ｍｍｏｌ／ＬＬ谷氨酰胺、１５ｇ／Ｌ碳酸氢钠及
００５ｍｍｏｌ／Ｌβ疏基乙醇的 ＩＭＤＭ培养，８０％胎牛
血清，２０％完全培养液。１０、２０、５０及 １００ｎｍｏｌ／Ｌ
雷帕霉素处理组细胞以相应终浓度 ＲＡＰＡ的 ＩＭ
ＤＭ培养基培养，对照组细胞以相同体积的 ＩＭＤＭ
培养基培养，各组细胞置５％ＣＯ２、３７℃培养２４ｈ、
４８ｈ、７２ｈ后收集细胞用于检测，倒置显微镜观察
各实验组细胞生长。制备细胞涂片行瑞氏染色，镜

下观察细胞形态。

１３２　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ、
ｍＴＯＲ基因的表达　Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞的总 ＲＮＡ，
紫外分光法检测 Ａ２６０／Ａ２８０，鉴定 ＲＮＡ样品的纯
度和完整性后进一步用于逆转录 ＰＣＲ。按照试剂
盒说明冰浴上配制反转录反应液：混匀，将反应管

放入ＰＣＲ仪，设定反转录反应条件如下：３７℃１５
ｍｉｎ，８５℃ ５ｓｅｃ。采用 ＴａＫａＲａＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ实时荧光试剂盒进行荧光定量 ＰＣＲ反应。
将处理组及对照组样品 ｃＤＮＡ模板以每个检测点
设３个平行反应管，按试剂盒说明在冰浴上配制
ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ反应液；参照仪器说明及预实验设
定荧光定量 ＰＣＲ仪反应参数：预变性 ９５℃ ３０
ｓｅｃ；主循环９５℃ ５ｓｅｃ，６０℃ ２０ｓｅｃ（４０ｃｙｃｌｅｓ）。
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根据各反应管的靶基因 Ｃｔ值（ＣｔＴａｒｇｅｔ）和内参基因
Ｃｔ值（ＣｔＧＡＰＤＨ），采用比较 Ｃｔ值法（２

－△△Ｃｔ）计算靶

基因的表达水平［６］。采用 ＳＰＳＳ１３０软件对基因
表达水平进行统计学分析。

２　结果

２１　倒置显微镜细胞形态观察
对照组细胞生长状况良好，胞体完整，分布均

匀，随着时间的延长，细胞数量增多。雷帕霉素处

理组活细胞数量减少，视野中出现一定比例的死亡

细胞及细胞分裂出的胞质小体，细胞出现抱团生

长、胞膜出泡、破碎等现象，上述变化程度随雷帕霉

素浓度升高和作用时间增加而明显（图１）。

注：Ａ１～５：２４ｈ观察０（对照组）、１０、２０、５０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素处理组；Ｂ１～５：４８ｈ观察０、
１０、２０、５０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素处理组；Ｃ１～５：７２ｈ观察０、１０、２０、５０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素处理组

图１　不同浓度雷帕霉素作用２４ｈ、４８ｈ、７２ｈＳＵＰＢ１５细胞形态（２００×）
Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆＳＵＰＢ１５ｃｅｌｌｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｒａｐａｍｙｃｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｉｎ２４ｈ，４８ｈａｎｄ７２ｈ

２２　瑞氏染色形态观察
处理７２ｈ后，雷帕霉素处理组细胞较对照组

细胞出现形态改变，核呈疏松空网状，胞浆空泡数

量增多，直至胞浆充满空泡（图２）；对照组细胞呈
原始淋巴细胞形态，呈圆形或椭圆形，边缘整齐，核

染色质呈颗粒状，胞浆无空泡变化。

２３　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦｍＲ
ＮＡ表达

不同浓度雷帕霉素作用 ＳＵＰＢ１５细胞 ２４ｈ
后，对 ＨＩＦ１α表达的调控不明显；４８ｈ时，１０
ｎｍｏｌ／Ｌ和１００ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素对 ＨＩＦ１α表达调
控呈现上调趋势，而２０ｎｍｏｌ／Ｌ、５０ｎｍｏｌ／Ｌ则下调
ＨＩＦ１α基因的表达；７２ｈ时，ＲＡＰＡ对 ＨＩＦ１α的
表达均呈上调（图３）。
　　在雷帕霉素处理后，除较低浓度（１０ｎｍｏｌ／Ｌ、
２０ｎｍｏｌ／Ｌ）雷帕霉素处理７２ｈ外，ＳＵＰＢ１５细胞的
ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达均呈显著下调（Ｐ＜００５）。见图４。

３　讨论

ＲＡＰＡ是从吸水性链霉菌发酵液中提取出来
的一种大环内酯类抗生素，最初发现其有抗真菌作

用，后来发现其还具有免疫抑制作用，１９８９年开始
用于器官移植后的抗免疫排斥反应。目前，ＲＡＰＡ
在造血系统恶性肿瘤中的抗肿瘤作用已被证

实［７］。ＲＡＰＡ的类似物目前正在进行临床试验，并
被证实其可作为抗肿瘤药抑制 ＶＥＧＦ等血管生成
相关因子的表达［８］。此外，ＲＡＰＡ对多发性骨髓
瘤、慢性淋巴细胞白血病、骨髓增生异常综合征也

能发挥抗肿瘤效应，其对 Ｔ、Ｂ来源的细胞抗增殖、
抑制肿瘤细胞生长的作用得到初步的认可［９］。

本研究结果显示，雷帕霉素处理后 ＳＵＰＢ１５
活细胞数量减少，细胞生长受抑制，细胞出现抱团

生长、胞膜出泡、细胞破碎等现象，并随药物浓度升
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注：Ａ：对照组；Ｂ：１０ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素处理组；
Ｃ：２０ｎｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素处理组；Ｄ：５０ｎｍｏｌ／Ｌ

雷帕霉素处理组；Ｅ：１００ｎｍｏｌ／Ｌ
雷帕霉素处理组

图２　不同处理组细胞瑞氏染色的结果（１０００×）
Ｆｉｇ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＷｒｉｇｈｔ＇ｓｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＳＵＰ－Ｂ１５

ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

高和作用时间增加变化明显，染色后光镜下观察可

见细胞呈明显空泡化等改变，且细胞空泡数随ＲＡ
ＰＡ浓度的增加而增多，表明 ＲＡＰＡ处理可导致细
胞发生显著形态改变，显示其具有较强的抑制细胞

增殖作用。有研究结果表明，ＲＡＰＡ对白血病细胞
株Ｋ５６２、ＨＬ６０、ＣＥＭ、ＳＵＰＢ１５的敏感性不同，其中
ＲＡＰＡ（≤１００ｎｍｏＬ／Ｌ）对 Ｋ５６２、ＨＬ６０、ＣＥＭ的抑
制作用均不明显，抑制率不超过４０％，并达到一个
平台期［１０］；而对Ｐｈ阳性的急性Ｂ淋巴细胞白血病
细胞株ＳＵＰＢ１５表现出较高的敏感性。有研究报
道ＲＡＰＡ对Ｐｈ阳性的急性淋巴细胞白血病患者表
现出较高的敏感性［１１］。王炜等人［１２］研究发现，

ＲＡＰＡ可抑制 ｍＴＯＲ通路激活并通过阻滞细胞周
期发展，从而抑制人淋巴瘤细胞株 Ｒａｊｉ细胞的增
殖。本研究中，ＲＡＰＡ对ＳＵＰＢ１５细胞生长有明显
抑制作用，并呈药物浓度及时间相关，与相关研究

报道结果基本一致。

目前关于白血病发病机制的研究显示，大部分

白血病细胞存在多条信号通路过度活化，如 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ／ｍＴＯＲ、ＪＡＫ／ＳＴＡＴ、ＲＡＳ／ＭＡＰＫ／ＥＲＫ、ＮＦκＢ、
Ｎｏｔｃｈ等。其中 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路与白血
病发病机制、治疗和耐药产生的研究已成为热点。

根据已有研究报道，ＲＡＰＡ在不同类型白血病细胞
株的作用存在差异，这可能与不同细胞株中 ｍＴＯＲ
信号通路的活化程度有密切的关系。由 ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、ｍＴＯＲ为主线的 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路在
多种白血病中存在组成性激活，其过度活化已成为

大部分急性髓系白血病（ＡＭＬ）原始细胞存活的必
需条件，在Ｐｈ（＋）的慢性粒细胞性白血病（ＣＭＬ）
细胞、Ｐｈ（＋）的 Ｂ淋巴细胞性白血病（ＢＡＬＬ）细
胞中均可呈 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路过度活
化［１３～１５］。

ＨＩＦ１α是 ｍＴＯＲ信号通路的下游靶点，它是
缺氧条件下广泛存在于哺乳动物和人体的一种转

录因子，其表达水平对维持肿瘤细胞能量代谢、细

胞增殖及肿瘤血管生成具有重要作用。ＶＥＧＦ是
一种特异的血管内皮细胞刺激因子，可与肿瘤血管

内皮细胞的相应受体结合刺激肿瘤血管内皮细胞

增生，增加血管的通透性，为肿瘤生长、浸润和转移

提供适合的物质基础。在急性白血病的异常骨髓

微环境中，存在ＨＩＦ１α的表达异常，该异常表达进
而引起ＶＥＧＦ异常、血管新生等造血微环境改变。
ＲＡＰＡ作为高度特异ｍＴＯＲ抑制剂，通过ｍＴＯＲ信
号途径抑制ＨＩＦ１α的表达。作为ＶＥＧＦ基因上游
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（１）与各时段对照组比较，Ｐ＜００５

图３　雷帕霉素处理后ＳＵＰＢ１５细胞ＨＩＦ１α的表达
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ－１αｍＲＮＡｉｎＳＵＰＢ１５ｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

（１）与各时段对照组比较，Ｐ＜００５

图４　不同处理组ＳＵＰＢ１５细胞ＶＥＧＦ的表达
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦｍＲＮＡｉｎＳＵＰＢ１５ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

的重要表达调控因子，ＨＩＦ１α能在基因水平上直
接调控 ＶＥＧＦ的表达，可促进 ＶＥＧＦ的转录、增加
ＶＥＧＦｍＲＮＡ的稳定性，从而促进肿瘤新生血管形
成［１６］。该效应涉及２种途径发挥抗血管生成的作
用，即直接抑制受血清及ＶＥＧＦ刺激的血管内皮细
胞的生长和抑制 ＨＩＦ１α以减少 ＶＥＧＦ的产生、使
内皮细胞对ＶＥＧＦ的反应减弱，从而间接抑制血管
生成。

为了解ＲＡＰＡ作用 ＳＵＰＢ１５细胞后的变化与
ｍＴＯＲ／ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ信号传导通路的关系，本研
究进一步采用实时荧光定量 ＰＣＲ法对 ＨＩＦ１α及
ＶＥＧＦ的 ｍＲＮＡ表达进行分析，结果显示，ＲＡＰＡ
处理细胞后，与各时间段对照组比较，早期（２４ｈ）
对ＨＩＦ１α的转录水平的表达无明显影响；处理后
期（７２ｈ），ＲＡＰＡ对ＨＩＦ１α的表达均呈上调趋势。

作为高度特异的ｍＴＯＲ抑制因子，ＲＡＰＡ具有

ＨＩＦ１α的间接抑制效应，可抑制肿瘤细胞 ＨＩＦ１α
的转录水平［１７］。但也有文献报道，对于某些肿瘤，

ＲＡＰＡ对 ＨＩＦ１α的抑制只能在蛋白水平上［１８］。

在本研究中，ＲＡＰＡ对 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达未呈
现明显抑制作用，这可能与 ＳＵＰＢ１５细胞内复杂
的ｍＴＯＲ信号通路调控有关，推测ＲＡＰＡ对急性Ｂ
淋巴系白血病细胞ＨＩＦ１α的抑制作用不在转录水
平上，其对ＨＩＦ１α的抑制作用是否在蛋白水平上
还需进一步的实验研究证实。

本研究对 ＶＥＧＦ基因表达分析的结果显示，
ＲＡＰＡ处理ＳＵＰＢ１５细胞后早期（２４ｈ）、中期（４８
ｈ）均可下调 ＶＥＧＦ基因的表达，以处理早期下调
幅度明显，后期（７２ｈ）出现较低浓度（１０ｎｍｏｌ／Ｌ、
２０ｎｍｏｌ／Ｌ）的ＲＡＰＡ对ＶＥＧＦ表达的小幅上调，较
高浓度（５０ｎｍｏｌ／Ｌ、１００ｎｍｏｌ／Ｌ）ＲＡＰＡ对ＶＥＧＦ的
表达仍呈下调趋势。ＧｕｂａＭ等人［１９］的实验证实，
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治疗剂量的ＲＡＰＡ能够减少带瘤小鼠或非带瘤小
鼠血清标本中的 ＶＥＧＦ的含量。本研究通过人急
性Ｂ淋巴细胞白血病细胞株研究表明，ＲＡＰＡ可在
一定水平和时期下调ＶＥＧＦ的表达。此结果提示，
较高浓度的ＲＡＰＡ可能对 ＶＥＧＦ在转录水平上的
调控作用时间更持久。而后期出现的低、中浓度

ＲＡＰＡ上调ＶＥＧＦ的情况，考虑可能与培养后期细
胞代谢产物堆积以及其它信号通路激活调控 ＨＩＦ
１α／ＶＥＧＦ通路有关，其机制有待进一步研究证实。

本研究通过观察 ＲＡＰＡ对白血病细胞 ＳＵＰ
Ｂ１５的增殖及 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ的表达的影响，为探
明其作用机制及寻找新的白血病治疗策略提供了

实验依据。
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