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干扰素对人 Ｂｕｒｋｉｔｔ＇ｓ淋巴瘤细胞 Ｒａｊｉ增殖的影响及
机制
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［摘　要］目的：探讨干扰素对人 Ｂｕｒｋｉｔｔ＇ｓ淋巴瘤细胞 Ｒａｊｉ增殖的影响及机制。方法：采用１００、５００、１０００、
２０００及５０００Ｕ／ｍＬ干扰素分别处理Ｒａｊｉ细胞１２、２４及４８ｈ，采用ＣＣＫ８法检测Ｒａｊｉ细胞的增殖活性，实时荧
光定量ＰＣＲ扩增（ＱＰＣＲ）检测各浓度干扰素处理Ｒａｊｉ细胞４８ｈ时ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌｍＲＮＡ表达水平。结果：各浓度
干扰素对Ｒａｊｉ细胞的增殖均有一定的抑制作用，且随着干扰素浓度的增加，其抑制作用逐渐增强，各浓度组间比
较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；各浓度干扰素均能上调Ｒａｊｉ细胞ＢＺＬＦｌ及ＢＲＬＦｌｍＲＮＡ表达，且随着干扰素浓
度增加，基因的表达量增多，各浓度组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：干扰素能抑制 Ｒａｊｉ细胞增
殖、且呈浓度依赖性，其机制可能是通过上调ＢＺＬＦｌ及ＢＲＬＦｌ基因的表达来抑制Ｒａｊｉ细胞的增殖。
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　　淋巴瘤是起源于淋巴造血系统的恶性肿瘤，发
病原因不明，通常认为与病毒感染有直接关系，最

为常见是ＥＢ病毒（ＥＢＶ）感染［１］。研究表明，ＥＢＶ
感染与淋巴瘤的关系密切［１－２］，ＥＢＶ感染相关淋
巴瘤主要包括Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤、Ｂ细胞增殖性疾病、
霍奇金淋巴瘤、Ｔ细胞淋巴瘤等［３－５］。现行淋巴瘤

的治疗方案仍然以化疗为主［４］。临床上ＥＢＶ阳性
与ＥＢＶ阴性淋巴瘤的治疗和预后有较大的区
别［５］，研究发现，通过常规化疗，８５％的 ＥＢＶ阴性
淋巴瘤病例可达到５年无病生存，ＥＢＶ阳性淋巴
瘤病例中可达到 ５年无病生存的病例仅为
６０％［６－９］，提示 ＥＢＶ阳性淋巴瘤患者的治疗较为
困难。在常规化疗过程中联合抗病毒治疗 ＥＢＶ，
以期达到更好的疗效及预后，是探寻 ＥＢＶ阳性淋
巴瘤治疗方案的一个研究方向。干扰素是广谱抗

病毒药，对ＥＢＶ感染有一定的治疗作用［１０－１１］。本

研究采用干扰素处理 ＥＢＶ阳性人 Ｂｕｒｋｉｔｔ＇ｓ淋巴瘤
细胞株Ｒａｊｉ细胞，观察其对 Ｒａｊｉ细胞增殖的影响
及可能机制，为 ＥＢＶ阳性淋巴瘤的临床治疗提供
实验依据。

１　材料与方法

１１　细胞及主要试剂
人Ｂｕｒｋｉｔｔ＇ｓ淋巴瘤细胞 Ｒａｊｉ（编号 ＴＣＨｕ４４）

购于上海中国科学院细胞库，ＲＰＭＩｌ６４０培养基、
胎牛血清购自美国ＧＩＢＣＯ公司产品，ＣＣＫ８试剂盒
购自美国Ｓｉｇｍａ公司产品，干扰素购自北京三元基
因工程有限公司生产（母液为３００００００Ｕ／ｍＬ）；
反转录试剂盒购自日本ｔａｋａｒａ公司产品，ＲＴ试剂、
ＱＰＣＲ试剂、ｓｙｂｒｇｒｅｅｎＩ购自重庆威斯腾生物医药
科技有限责任公司，ＢＲＬＦ１、ＢＺＬＦ１引物由重庆威
斯腾生物医药科技有限责任公司合成。ＢＲＬＦ１引物
序列：上游为 ＧＡＡＧＡＡＡＣＣＡＧＴＣＡＧＧＣＣＧＴ，下游为
ＴＧＴＴＧＴＧＧＴＣＡＧＴＴＣＧＴＣＣＡ，产物大小为 １４１ｂｐ。
ＢＺＬＦ１引物序列：上游为 ＧＧＧＧＣＴＡＡＣＣＡＡＧＧＡ
ＣＡＡＣＡ，下游为 ＡＴＴＣＣＴＣＣＡＧＣＧＡＴＴＣＴＧＧＣ，产物
大小为１１２ｂｐ。内对照 ＧＡＰＤＨ引物序列：上游为
ＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴＣＡＡＧＴＧＧ，下游为ＧＧＣＡＧＡＧ
ＡＴＧＡＴＧＡＣＣＣＴＴＴＴ，产物大小为１３０ｂｐ。
１２　方法
１２１　细胞培养　Ｒａｊｉ细胞用含１０％胎牛血清
ＲＰＭＩｌ６４０培养基，在３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养，
１～２ｄ换液 １次，取对数生长期细胞用于后续

研究。

１２２　细胞处理　取对数生长期 Ｒａｊｉ细胞，分别
用１００、５００、１０００、２０００及５０００Ｕ／ｍＬ干扰素处
理１２、２４及４８ｈ，分别检测细胞增殖活性。根据结
果选择最佳检测时间，收集细胞，提取 ＤＮＡ，检测
其 ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌ基因的表达水平。研究设立对
照，Ｒａｊｉ细胞不用干扰素处理。
１２３　细胞增殖活性　采用 ＣＣＫ８法，分别取不
同浓度干扰素处理１２、２４及４８ｈ的 Ｒａｊｉ细胞，加
入ＣＣＫ８溶液１０μＬ，继续孵育４ｈ，用酶标仪测定
４５０ｎｍ处的吸光度值（ＯＤ４５０）。计算细胞活力及
抑制率：细胞活力（％）＝［（实验组ＯＤ４５０－空白组
ＯＤ４５０）／（对照组 ＯＤ４５０）－空白组 ＯＤ４５０）］×
１００％，细胞抑制率（％）＝（对照组 ＯＤ４５０－实验组
ＯＤ４５０）／（对照组ＯＤ４５０）。
１２４　ＢＺＬＦｌ及 ＢＲＬＦｌｍＲＮＡ表达　采用实时荧
光定量ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）检测，（１）ｃＤＮＡ合成：收集不
同浓度干扰素处理４８ｈ的Ｒａｊｉ细胞，Ｔｒｉｚｏｌ提取总
ＲＮＡ，配制 １０μＬ反应液［包括 Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅｒｓ
（５０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ、总ＲＮＡ５μＬ及 ｄｄＨ２Ｏ３μＬ］进行反转录，
先将反应液在６５℃保温５ｍｉｎ后冰上迅速冷却，
配制反转录体系，包括变性后反应液 １０μＬ、５×
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ２Ｂｕｆｆｅｒ４μＬ、４０Ｕ／μＬＲＮａｓｅｌｎｈｉｂｉｔｏｒ
０５μＬ、２００Ｕ／μＬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ２ＲＴａｓｅ１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ
补足体积至２０μＬ；反应条件为３０℃１０ｍｉｎ、４２℃
６０ｍｉｎ、９５℃ ５ｍｉｎ，冰上冷却。（２）ＱＰＣＲ扩增反
应体系：２×ＰｏｗｅｒＵｐＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ５μＬ、
ＢＺＬＦｌ或 ＢＲＬＦｌ基因上下游引物各０５μＬ、反转
率产物１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ补足体积至１０μＬ，反应条件
为５０℃预变性２ｍｉｎ，９５℃变性２ｍｉｎ、６０℃退火
１ｍｉｎ、９５℃延伸１５ｓ，４０次循环。
１３　统计学方法

数据用ＳＰＳＳ１７０软件处理，计量资料采用均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间数据比较采用单因素
方差分析，两两比较采用配对 ｔ检验；以 Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果

２１　Ｒａｊｉ细胞增殖活性
ＣＣＫ８法结果显示，１００、５００、１０００、２０００及

５０００Ｕ／ｍＬ干扰素分别处理 Ｒａｊｉ细胞 １２、２４及
４８ｈ后，５个浓度的干扰素对 Ｒａｊｉ细胞增殖均有
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一定抑制作用，且随着浓度增加及作用时间延长，

抑制作用增强，各组间比较差异有统计学意义（Ｐ
＜００５）。见图１、表１。

图１　不同浓度干扰素对Ｒａｊｉ细胞增殖的影响
Ｆｉｇ．１　ＩｎｔｅｒｆｅｒｏｎｉｎｈｉｂｉｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓ

２２　Ｒａｊｉ细胞ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌｍＲＮＡ的表达
根据ＣＣＫ８的实验结果，选择干扰素处理Ｒａｊｉ

细胞４８ｈ后检测细胞ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌｍＲＮＡ表达水
平。ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌＱＰＣＲ结果显示，其 ＣＴ值为单
一曲线，其溶解曲线为单一峰值，说明结果可信；统

计结果显示，不同浓度干扰素分别处理 Ｒａｊｉ细胞
４８ｈ后，Ｒａｊｉ细胞ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌｍＲＮＡ的表达水平
均显著上调，且随着药物浓度的增加而增加，各组

比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图２、表２。

表１　干扰素抑制 Ｒａｊｉ细胞增殖
Ｔａｂ．１　ＩｎｔｅｒｆｅｒｏｎｉｎｈｉｂｉｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓ

　组别
抑制率（％）

１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
对照组 ０００（１） ０００（１） ０００（１）

干扰素组（Ｕ／ｍＬ）
　１００ ６０６±０１５（１）（２） ９３９±０１６（１）（２）１２４９±０２３（１）（２）

　５００ ９２１±０５６（１）（２）１３１０±０５３（１）（２）１４５２±０２０（１）（２）

　１０００ １１２４±０９５（１）（２）１９１２±０４４（１）（２）２６２４±０５８（１）（２）

　２０００ １７６４±００４（１）（２）２３２９±０４９（１）（２）３６７６±０２０（１）（２）

　５０００ ２３７８±０９１（１）（２）３６７８±０５４（１）（２）４５８３±０５２（１）（２）

注：（１）与对应时间点其他浓度组比较，Ｐ＜００５；（２）与相同
浓度其他时间点比较，Ｐ＜００５。

图２　ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌｍＲＮＡ表达ＱＰＣＲ结果及溶解曲线
Ｆｉｇ．２　ＱＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＢＺＬＦｌａｎｄＢＲＬＦｌｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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表２　干扰素上调Ｒａｊｉ细胞ＢＺＬＦｌ及
ＢＲＬＦｌｍＲＮＡ表达

Ｔａｂ．２　ＩｎｔｅｒｆｅｒｏｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＺＬＦｌ
ｍＲＮＡａｎｄＢＲＬＦｌｍＲＮＡｉｎＲａｊｉｃｅｌｌｓ

　组别 ＢＺＬＦｌｍＲＮＡ ＢＲＬＦｌｍＲＮＡ
对照组 １００±０００　 １００±０００　
干扰素组（Ｕ／ｍＬ）
　１００ １２８±０１３（１） 　１２６±０１２（１）（２）

　５００ １４９±００３（１）（２） １４２±００６（１）（２）

　１０００ １８１±０１０（１）（２）（３） １６２±００９（１）（２）（３）（４）

　２０００ ２０８±０１５（１）（２）（３）（４） ２０３±０１１（１）（２）（３）（４）

　５０００ ２７６±００６（１）（２）（３）（４）（５）２５７±０１７（１）（２）（３）（４）（５）

注：（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与１００Ｕ／ｍＬ干扰素组比
较，Ｐ＜００５；（３）与５００Ｕ／ｍＬ干扰素组比较，Ｐ＜００５；（４）与
１０００Ｕ／ｍＬ干扰素组比较，Ｐ＜００５；（５）与２０００Ｕ／ｍＬ干
扰素组比较，Ｐ＜００５。

３　讨论

大量研究结果表明，ＥＢＶ与多种人类肿瘤疾
病有关，如传染性单核细胞增多症、淋巴瘤、鼻咽癌

等［１２－１５］。有文献报道，ＥＢＶ阳性的淋巴瘤患者较
ＥＢＶ阴性的淋巴瘤患者预后差［１６－１９］，因此，去除

ＥＢＶ感染的 Ｂ细胞是目前预防和治疗 ＥＢＶ相关
淋巴瘤的一大策略。ＥＢＶ感染人体包括潜伏感染
或增殖感染两种形式，其中以潜伏感染最为常见，

ＥＢＶ感染者中９０％以上的人终身潜伏感染［２０－２２］。

ＥＢＶ感染首选的治疗方法是抗病毒治疗。目前常
用的抗病毒药物主要是阿昔洛韦和更昔洛韦等嘌

呤核苷类似物。这些药物进入细胞后需要在病毒

编码的激酶作用下三磷酸化，形成有活性的形式。

但是，ＥＢＶ潜伏感染的淋巴瘤细胞不表达病毒编
码的激酶，因此这类抗病毒药物不能取得很好的治

疗效果。所以治疗 ＥＢＶ阳性淋巴瘤中的 ＥＢＶ需
要诱导 ＥＢＶ从潜伏感染转化为增殖感染［２３－２４］。

ＥＢＶ潜伏感染时，基因组环化成游离体并持续存
在于细胞内，宿主细胞基因复制时，病毒基因也随

之复制，病毒此时只表达一部分基因。ＥＢＶ增殖
感染时，基因组是线性的，表达大量的病毒结构基

因和调节基因，如 ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌ等，复制出新的病
毒，并感染新的宿主细胞。ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌ是 ＥＢＶ
的即早基因，ＥＢＶ进入增殖感染的起始很大程度
上依赖于ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌ两个基因的表达。干扰素
具有抗病毒、抑制细胞增殖、调节免疫及抗肿瘤作

用，广泛用于治疗恶性肿瘤、急慢性丙型病毒性肝

炎、慢性活动性乙型肝炎、肝纤维化（早期肝硬

化）、感染与损伤性疾病、骨髓增生异常综合症、病

毒性疾病、系统性硬皮病、异位性皮炎、风湿性关节

炎等；在ＥＢＶ感染中，亦有较好的治疗效果［２５－２８］。

但干扰素临床用于淋巴瘤的治疗目前存在争议。

本研究采用不同浓度干扰素作用 Ｒａｊｉ细胞，于不
同时间点观测其对 Ｒａｊｉ细胞增殖的影响，结果表
明干扰素１００Ｕ／ｍＬ作用１２ｈ即可抑制 Ｒａｊｉ细胞
的增殖，且随着干扰素浓度的增加及作用时间延

长，抑制作用增强，干扰素作用１２、２４、４８ｈ的 ＩＣ５０
分别为１０３４６６、６７２６２、４９９１７Ｕ／ｍＬ。另外，干
扰素１００～５０００Ｕ／ｍＬ的浓度均能上调 Ｒａｊｉ细胞
ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌｍＲＮＡ的表达。而 ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌ是
诱导 ＥＢＶ进入增殖感染的始动基因，ＥＢＶ进入增
殖感染，能够激发宿主免疫系统来杀伤 ＥＢＶ和被
感染的细胞。

综上所述，本研究发现干扰素能够有效地抑制

Ｒａｊｉ细胞增殖，并且通过上调 ＢＺＬＦｌ、ＢＲＬＦｌｍＲＮＡ
的表达诱导其进入增殖感染，这为干扰素临床应用

于淋巴瘤的治疗，特别是 ＥＢＶ阳性淋巴瘤的治疗
提供了实验依据，从而为淋巴瘤临床治疗提供了新

的治疗方案。
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