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［摘　要］目的：用聚丙烯酸甲酯／离子霉素（ＰＭＡ／ＩＯＮＯ）和ＭＡＬＴ１抑制剂ＺＶＲＰＲＦＭＫ刺激Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤
细胞，检测细胞内ＭＡＬＴ１和Ａ２０蛋白的表达。方法：采用２００μｇ／Ｌ＋１μｍｏｌ／Ｌ的ＰＭＡ／ＩＯＮＯ和不同浓度（２５、
５０和７５μｍｏｌ／Ｌ）的ＺＶＲＰＲＦＭＫ、在不同的作用时间（０２５、０５和２ｈ）下刺激培养的Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤细胞Ｒａｊｉ，
根据各组细胞中Ａ２０蛋白的表达情况确定抑制剂 ＺＶＲＰＲＦＭＫ的最佳作用浓度及时间；将培养的 Ｒａｊｉ细胞分
为设对照组、激动剂ＰＭＡ／ＩＯＮＯ处理组和抑制剂ＺＶＲＰＲＦＭＫ处理组；对照组不加入ＺＶＲＰＲＦＭＫ和ＰＭＡ／ＩＯ
ＮＯ处理，抑制剂ＺＶＲＰＲＦＭＫ处理组和激动剂ＰＭＡ／ＩＯＮＯ处理组分别根据筛选的ＺＶＲＰＲＦＭＫ最佳作用浓度
和时间进行刺激培养，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｇ法各组检测各组细胞中ＭＡＬＴ１和Ａ２０蛋白的表达。结果：最适的Ｚ
ＶＲＰＲＦＭＫ作用浓度为７５μｍｏｌ／Ｌ、作用时间为０５ｈ；与对照组相比，激动剂ＰＭＡ／ＩＯＮＯ处理组与抑制剂ＺＶＲ
ＰＲＦＭＫ处理组ＭＡＬＴ１蛋白表达差异无统计学意义（Ｐ＞００５），但两组的 Ａ２０蛋白表达均明显升高（Ｐ＜
００１）。结论：抑制剂ＺＶＲＰＲＦＭＫ能促进培养的Ｒａｊｉ细胞内Ａ２０蛋白表达上调。
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　　Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤是一种高侵袭性淋巴瘤，常表现
为急性白血病形式或发生在结外，具有很高的增殖

活性，临床预后很差。核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｙ
ｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）是重要的核转录因子，能调控多种
细胞因子和生存基因表达［１］。ＮＦκＢ家族有５种
成员，可分为两大类，一类是 ＮＦκＢ１（ｐ５０）和ＮＦ
κＢ２（ｐ５２），另一类是 ＲｅｌＡ（ｐ６５）、ＲｅｌＢ和 ｃＲｅｌ。
ＲｅｌＡ、ＲｅｌＢ和 ｃＲｅｌ能产生活性蛋白，以同源或异
源二聚体蛋白质结构存在于大多数的细胞中。

ＮＦκＢ的活化形式是由 ｐ５０和 ｐ６５的亚单位组成
的一种异源二聚体，在多种转录过程中发挥关键作

用，故通过检测ｐ５０和ｐ６５的表达可以了解ＮＦκＢ
的活化程度［２］。黏膜相关淋巴组织淋巴瘤易位基

因 １（ｍｕｃｏｓａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｙｍｐｈｏｉｄｔｉｓｓｕｅｌｙｍｐｈｏｍａ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｇｅｎｅ１，ＭＡＬＴ１基因）、含 ｃａｓｐａｓｅ募集
结构的膜相关鸟氨酸激酶 １（ｃａｓｐａｓｅｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ
ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｅｎｂｒａｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｕａｎｙｌａｔｅｋｉ
ｎａｓｅ１，ＣＡＲＭＡ１基因）和肿瘤坏死因子 α诱导蛋
白３基因（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒαｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，
ＴＮＦＡＩＰ３，Ａ２０基因）编码的蛋白是 ＮＦκＢ活化通
路中重要的调节蛋白［３］，有报道 ＭＡＬＴ１基因编码
的ＭＡＬＴ１蛋白能抑制Ａ２０分子，从而解除 Ａ２０对
ＮＦκＢ活化的抑制作用［４］；ＦｅｒｃｈＵ等［５－６］利用

ＭＡＬＴ１蛋白酶抑制剂处理活化后Ｂ细胞样弥漫性
大Ｂ细胞淋巴瘤（ｄｉｆｆｕｓｅｌａｒｇｅＢｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ，ＤＬ
ＢＣＬ），可以阻碍Ａ２０和ＢＣＬ１０的裂解，降低了ＮＦ
κＢ的活性和ＮＦκＢ靶基因的表达，因此推测 ＤＬ
ＢＣＬ中ＭＡＬＴ１蛋白酶活性增强可影响淋巴瘤细胞
的生长。故本研究选择了 Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤细胞株
Ｒａｊｉ细胞作研究材料，并采用聚丙烯酸甲酯／离子
霉 素 （ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ／ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ，
ＰＭＡ／ＩＯＮＯ）与 ＭＡＬＴ１抑制剂（ＺＶＲＰＲＦＭＫ）刺
激细胞，检查细胞内 ＭＡＬＴ１和 Ａ２０蛋白的表达，
探讨 ＺＶＲＰＲＦＭＫ与 ＭＡＬＴ１和 Ａ２０的表达的关
系，以期为发现侵袭性 Ｂ细胞淋巴瘤治疗的新靶
点提供可靠的实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤细胞株Ｒａｊｉ，购自中科院上海细

胞库；佛波酯（ＰＭＡ）及离子霉素（Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ，ＩＯ
ＮＯ），购自德国 Ｓｉｇｍａ公司；ＺＶＲＰＲＦＭＫ，购自美
国Ｅｎｚｏ公司；鼠抗人 βＡｃｔｉｎ（Ｃ４）单克隆抗体及

ＭＡＬＴ１（Ｈ３００）多克隆抗体，购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司；鼠抗人ＴＮＦＡＩＰ３（５９Ａ４２６）单克隆抗体，购自
美国Ａｂｃａｍ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养与分组　采用１０％胎牛血清联
合９０％ＲＭＰＩ１６４０加入 １％双抗混合培养基，在
５％ＣＯ２、３７℃温箱中培养 Ｒａｊｉ细胞。（１）筛选 Ｚ
ＶＲＰＲＦＭＫ最佳作用浓度和时间：用不同浓度 Ｚ
ＶＲＰＲＦＭＫ、不同时间加入 ＰＭＡ／ＩＯＮＯ刺激 Ｒａｊｉ
细胞，根据 Ａ２０蛋白的表达选择最佳作用浓度及
作用时间；ＺＶＲＰＲＦＭＫ梯度终浓度分别为０、２５、
５０和７５μｍｏｌ／Ｌ，刺激细胞 ０．５ｈ后，加入 ＰＭＡ／
ＩＯＮＯ，使其终浓度达到２００μｇ／Ｌ＋１μｍｏｌ／Ｌ，再刺
激细胞４ｈ；选用７５μｍｏｌ／ＬＺＶＲＰＲＦＭＫ刺激细
胞，分别在刺激０．２５、０．５和２ｈ后加入 ＰＭＡ／ＩＯ
ＮＯ，使其终浓度达到２００μｇ／Ｌ＋１μｍｏｌ／Ｌ，再刺激
细胞４ｈ。（２）分组与处理：选择 ＺＶＲＰＲＦＭＫ最
佳作用浓度和时间设立对照组、激动剂ＰＭＡ／ＩＯＮＯ
处理组、抑制剂ＺＶＲＰＲＦＭＫ处理组［４］，对照组为

不加入 ＺＶＲＰＲＦＭＫ和 ＰＭＡ／ＩＯＮＯ的 Ｒａｊｉ细胞
组，抑制剂 ＺＶＲＰＲＦＭＫ处理组和激动剂 ＰＭＡ／
ＩＯＮＯ处理组分别根据筛选的 ＺＶＲＰＲＦＭＫ最佳
作用浓度和时间进行操作。

１．２．２　ＭＡＬＴ１和 Ａ２０蛋白测定　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｉｎｇ法测定 Ｒａｊｉ细胞中 ＭＡＬＴ１和 Ａ２０蛋白的
表达。（１）蛋白提取及定量：每孔３×１０６个细胞
接种 于 ６孔 板 中 培 养，吸 取 ６孔 板 细 胞，
１５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５～１０ｍｉｎ，收集细胞；用冷 ＰＢＳ
或无血清培养基洗涤细胞，加入３００μＬ冷裂解液，
充分吹打后转入１．５ｍＬＥＰ管，冰浴２０ｍｉｎ，４℃、
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清（总蛋白），－
８０℃保存；用ＢＣＡ法进行蛋白定量：取适量２５ｇ／Ｌ
蛋白标准溶液，稀释至终浓度为１ｇ／Ｌ。根据样品
数量，按５０∶１配制适量 ＢＣＡ工作液，酶标仪测定
各标准品在５７０ｎｍ处的光吸收值制作标准曲线；
分别加入１０、２和１μＬ待测蛋白样品，加双蒸水补
足１０μＬ，以相同条件加入 ２００μＬＢＣＡ工作液，
３７℃孵育３０ｍｉｎ，酶标仪上测定５７０ｎｍ处的吸光
度值，测定待测样品中 ＭＡＩＬ１和 Ａ２０蛋白浓度。
（２）蛋白样品制备：每个样本加入５×ＳＤＳ蛋白电
泳上样缓冲液４μＬ，再用１×ＳＤＳ蛋白电泳上样
缓冲液（每个样品含蛋白２０μｇ）制备２０μＬ样品，
于沸水浴中煮５ｍｉｎ。（３）ＳＤＳＰＡＧＥ聚丙烯酰胺
凝胶电泳：制胶后每孔加入蛋白预染Ｍａｋｅｒ和蛋白
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样品，电泳，转膜，封闭，杂交和显色；一抗稀释度

ＭＡＬＴ１为 １∶５００，Ａ２０为 １∶２５０，βＡｃｔｉｎ为 １∶１
０００。采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析软件进行 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎＢｌｏｔ结果的灰度分析，各条带的灰度值代表蛋
白的表达量。计算每个蛋白条带与对应的内参条

带灰度值的比值，以对照组为１进行校对，进行统
计分析。

１．３　统计学分析
使用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行统计学分析，计

量资料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。方差分析
前对数据进行方差齐性检验，Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。同一时间不同浓度药物作用及同浓度

药物不同时间作用的多组与对照组比较采用单因

素方差分析，多重比较采用ＬＳＤ法。

２　结果

２．１　Ｒａｊｉ细胞Ａ２０蛋白表达
与对照组比较，５０μｍｏｌ／Ｌ和 ７５μｍｏｌ／ＬＺ

ＶＲＰＲＦＭＫ刺激下Ｒａｊｉ细胞中Ａ２０蛋白表达差异
有统计学意义（Ｐ＝０．００６、０．０００）；与对照组比较，
Ｒａｊｉ细胞在７５μｍｏｌ／ＬＺＶＲＰＲＦＭＫ刺激０．５ｈ和
２ｈ时，Ｒａｊｉ细胞中 Ａ２０蛋白的表达差异有统计学
意义（Ｐ＝０．０３９、０．０００）。根据结果，后续实验选
用７５μｍｏｌ／ＬＺＶＲＰＲＦＭＫ，刺激时间为 ０．５ｈ。
见图１。

（１）与０μｍｏｌ／Ｌ比较，Ｐ＜０．０１

图１　不同浓度ＺＶＲＰＲＦＭＫ对Ｒａｊｉ细胞中
Ａ２０蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡ２０ｉｎＲａｊｉｃｅｌｌｓｗｈｅｎ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ＺＶＲＰＲＦＭＫ

２．２　Ｒａｊｉ细胞中ＭＡＬＴ１和Ａ２０蛋白的表达
与对照组比较，激动剂 ＰＭＡ／ＩＯＮＯ处理组、抑

制剂ＺＶＲＰＲＦＭＫ处理组 Ｒａｊｉ细胞中 ＭＡＬＴ１蛋
白的表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与对照组
比较，激动剂 ＰＭＡ／ＩＯＮＯ处理组、抑制剂 ＺＶＲＰＲ
ＦＭＫ处理组 Ｒａｊｉ细胞中 Ａ２０蛋白的表达增加，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），且抑制剂 ＺＶＲＰＲ
ＦＭＫ处理组 Ａ２０表达量高于激动剂 ＰＭＡ／ＩＯＮＯ
处理组。见图２、图３。

与０ｈ比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜０．０１

图２　７５μｍｏｌ／ＬＺＶＲＰＲＦＭＫ不同刺激时间
对Ｒａｊｉ细胞中Ａ２０蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡ２０ｉｎＲａｊｉｃｅｌｌｓｗｈｅｎ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ７５μｍｏｌ／ＬＺＶＲＰＲＦＭＫ

ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

（１）与对照组比较，Ｐ＜０．０１

图３　各组Ｒａｊｉ细胞中ＭＡＬＴ１和Ａ２０蛋白的表达
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡ２０ａｎｄＭＡＬＴ１ｉｎＲａｊｉ

ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
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３　讨论

环磷酰胺、阿霉素、长春新碱和强的松方案

（ＣＨＯＰ方案）一直是非霍奇金淋巴瘤的主要治疗
方案。由于各型非霍奇金淋巴瘤在病因和发病机

制、遗传学改变、临床过程和预后等方面的异质性，

使得ＣＨＯＰ方案的疗效差别较大。高侵袭性 Ｂｕｒ
ｋｉｔｔ淋巴瘤来源于生发中心细胞，该病预后很差，老
年发病者治疗效果尤为不佳。因此，寻找侵袭性淋

巴瘤新的治疗新靶点、开辟新的治疗途径是很有必

要的。

ＮＦκＢ信号通路的活化与肿瘤的发生、发展密
切关系已在多种肿瘤中得到证实。多种肿瘤细胞

生长和凋亡的调控基因都有 ＮＦκＢ基因的结合位
点而受其调控。有报道 ＮＦκＢ的激活后通过多种
机制参与肿瘤的发生：使 Ｒａｓ处于持续激活状态，
从而上调前列腺癌、直肠癌等肿瘤细胞增殖能力；

通过Ｂｃｌ２家族成员抑制 ｃａｓｐａｓｅ８、ＴＮＦ受体相关
因子（ＴＮＦＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ，ＴＲＡＦ）及凋亡抑制因
子（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ＩＡＰ）家族，从而抑制凋
亡；上调白介素８（Ｉｎｔｃｒｉｃｕｋｉｎ８，ＩＬ８）、金属基质蛋
白酶及尿激酶型纤溶酶原活化因子（ｕｒｏｋｉｎａｓｃｔｙｐｅ
ｐｉａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ，ｕＰＡ）等增强肿瘤的侵袭性，
还可以上调耐药基因表达而影响肿瘤治疗效

果［５－６］。因此，抑制 ＮＦκＢ信号传导通路的活化
可能是肿瘤治疗的重要思路。

目前研究发现 ＮＦκＢ信号传导通路的异常持
续活化是淋巴造血系统肿瘤发生的重要原因［７］。

ＡＢＣ样 ＤＬＢＣＬ中 ＮＦκＢ活化相关基因异常对其
临床过程和预后有重要影响。然而，在生发中心细

胞（ＧＣＢ）来源的 ＤＬＢＣＬ和 Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤中 ＮＦ
κＢ活化的相关因素研究报道很少见。ＭＡＬＴ１基
因位于染色体 １８ｑ２１，是淋巴瘤中较为活跃的基
因。在粘膜相关淋巴组织结外边缘区 Ｂ细胞淋巴
瘤（ｅｘｔｒａｎｏｄａｌｍａｒｇｎｉａｌｚｏｎｅＢｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａｏｆｍｕ
ｃｏｓａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｙｍｐｈｏｉｄｔｉｓｓｕｅ，ＭＡＬＴ淋巴瘤）中
ＭＡＬＴ参与了两种染色体易位的形成，即ｔ（１１；１８）
和ｔ（１４；１８），可以通过多种方式参与 ＮＦκＢ传导
通路异常活化的过程，如影响 ＩＫＫ复合物的形成
是通过自身寡聚化等作用、通过与 ＢＣＬ１０，ＣＡＲ
ＭＡ１形成ＣＢＭ复合物［８－９］、通过 ｔ（１１；１８）形成的
ＡＰＩ２ＭＡＬＴ１融合基因［１０］。近期报道发现，ＭＡＬＴ１
基因编码的 ＭＡＬＴ１蛋白具有蛋白水解酶活性，通

过酶解作用而调节 ＮＦκＢ信号通路的活化。Ａ２０
和肿瘤抑制因子（ｃｙｌｉｎｄｒｏｍａｔｏｓｉｓ，ＣＹＬＤ）都是 ＮＦ
κＢ活化的负调节因子，为去泛素化调节的细胞因
子，被视为肿瘤抑制基因。有研究报道，Ａ２０，
ＣＹＬＤ和ＢＣＬ１０都是ＭＡＬＴ１蛋白作用的底物［１１］。

本研究中，用 ＭＡＬＴ１特异性抑制剂 ＺＶＲＰＲＦＭＫ
和ＰＭＡ／ＩＯＮＯ处理 Ｂｕｒｋｉｔｔ细胞 Ｒａｊｉ，观察其对细
胞生长及ＭＡＬＴ１和Ａ２０蛋白表达的影响，结果发
现：在被不同浓度和不同时间的 ＺＶＲＰＲＦＭＫ处
理后，Ｒａｊｉ细胞内的 ＭＡＬＴ１蛋白表达虽无明显变
化，但其 Ａ２０表达水平明显高于相应对照细胞，这
提示在 ＺＶＲＰＲＦＭＫ的作用下，Ｒａｊｉ细胞内虽然
ＭＡＬＴ１蛋白表达量无改变，但 ＭＡＬＴ１蛋白的水解
酶活性可能降低，故而明显提高了 ＰＭＡ／ＩＯＮＯ刺
激引起的Ａ２０蛋白表达水平。

综上所述，抑制剂 ＺＶＲＰＲＦＭＫ能促进培养
的Ｒａｊｉ细胞内 Ａ２０蛋白表达上调，其作用是否通
过不可逆性抑制ＭＡＬＴ１蛋白活性而实现还需要进
一步的研究证实。Ａ２０蛋白可能是 Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤
治疗的潜在靶标。Ｒａｊｉ细胞内可能存在ＭＡＬＴ１蛋
白活性的异常，由此引起ＮＦκＢ的持续异常活化可
能是Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤发生和发展的重要机制，这可能
与淋巴瘤的治疗有关，有待于进一步的深入研究。
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