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氯化两面针碱促进骨髓瘤细胞凋亡的机制研究*
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摘要 ： 目的　探究氯化两面针碱促进骨髓瘤细胞凋亡的机制。方法　将人多发性骨髓瘤（MM）细胞株

RPMI 8226培养至对数生长期，采用CCK-8法检测细胞活性并测定半数抑制浓度（IC50）。将MM细胞株RPMI 

8226 随机分为空白组、硼替佐米（BTZ）组、氯化两面针碱（NCe）组和 BTZ+NCe 组。BTZ 组加入 500 μL 

10 nmol/L BTZ溶液，参照IC50在NCe组加入500 μL 4.5 μmol/L NCe，BTZ+NCe组加入250 μL 10 nmol/L BTZ

和250 μL 4.5 μmol/L NCe，继续培养24 h。采用流式细胞术检测各组细胞凋亡情况，实时荧光定量聚合酶链反

应、Western blotting检测各组细胞STK4、YAP1、Cl-caspase-3 mRNA和蛋白的表达。结果　与空白孔相比，其

余各孔的细胞存活率均降低（P <0.05）；与0 μmol/L NCe孔比较，1 μmol/L、2 μmol/L、4 μmol/L、8 μmol/L NCe孔

的细胞存活率均降低（P <0.05）。孵育24 h的IC50为（4.56±0.64）μmol/L。与空白组比较，BTZ组、NCe组及

BTZ+NCe组细胞凋亡率升高（P <0.05）。与空白组比较，BTZ组、NCe组及BTZ+NCe组STK4 mRNA和蛋白

相对表达量降低（P <0.05），YAP1和Cl-caspase-3 mRNA和蛋白相对表达量升高（P <0.05）。结论　氯化两面针

碱可以抑制骨髓瘤细胞增殖，促进其凋亡，该作用可能通过抑制STK4/YAP1通路来实现。
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Abstract:  Objective To explore the mechanism of nitidine chloride on promoting apoptosis of myeloma 

cells.  Methods Multiple myeloma (MM) cell lines RPMI 8226 were cultured to the logarithmic phase, and the 

cell viability and the half-maximal inhibitory concentration (IC50) were detected via the CCK8 assay. RPMI 8226 

cells were randomly divided into blank group, bortezomib (BTZ) group, nitidine chloride (NCe) group and BTZ + 

NCe group. The cells in the BTZ group, Nce group and the BTZ + NCe group were then cultured for another 

24 hours in the presence of 500 µL 10 nmol/L of BTZ, 500 µL 4.5 µmol/L of NCe according to the IC50, and 250 µL 

10 nmol/L of BTZ plus 250 µL 4.5 µmol/L of NCe, respectively. Annexin V-FITC/PI double labeling was 

performed to measure the cell apoptosis, while quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) and 

Western blotting were applied to detect the relative mRNA and protein expressions of STK4, YAP1, and Cl-caspase-
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3 in each group, respectively.  Results Compared with the blank wells, the cell survival rates of other wells 

decreased (P < 0.05). Compared with the wells without NCe, the cell survival rates of wells with 1 μmol/L, 2 μmol/L, 

4 μmol/L and 8 μmol/L of NCe also decreased (P < 0.05), and the IC50 at 24 h of culture was (4.56 ± 0.64) µmol/L. 

Compared with the blank group, the apoptosis rates were higher, the relative mRNA and protein expressions of 

STK4 were lower (P < 0.05), and the relative mRNA and protein expressions of YAP1 and Cl-caspase-3 were 

higher in the BTZ group, NCe group and BTZ + NCe group (P < 0.05).  Conclusions Nitidine chloride can inhibit 

the proliferation of myeloma cells and promote their apoptosis, which may be achieved by regulating the STK4/

YAP1 pathway.

Keywords:  myeloma; nitidine chloride; apoptosis; cell proliferation; in vitro study

多 发 性 骨 髓 瘤（multiple myeloma, MM）是 一 种

发生于骨髓的、由多灶性单克隆性浆细胞增生形成

的肿瘤 ，患者易发生贫血、溶骨性病变、肾衰竭及

高钙血症[1]。MM 年发病率达 0.4%，是病死率较高

的恶性血液疾病[2]。MM 无法彻底治愈，随着病程

发展还会不断出现复杂的基因突变等，因此治疗存

在诸多困难[3]。目前临床治疗 MM 主要以硼替佐米

（Bortezomib, BTZ）等蛋白酶体抑制剂和来那度胺等

免疫调节剂为主，但治疗后期耐药性增加导致疗效

欠佳[4]。近年来，虽然肿瘤细胞免疫治疗（chimeric 

antigen receptor T cell, CAR-T）技 术 、造 血 干 细 胞 移

植技术不断发展，但临床上仍只有约 57% MM 患者

生存期> 6 年[5]。因此急需寻找新的靶向治疗药物

提高 MM 患者生存时间和生存质量。

中医认为 MM 属于“骨痹”“骨蚀”范畴，由肾脏

亏虚导致精血亏损、骨骼失荣。因此中医治疗 MM

主张活血化瘀、补肾养精[6]。中药两面针具有活血

化 瘀 的 功 效 ，氯 化 两 面 针 碱（nitidine chloride, NCe）

是 其 主 要 生 物 活 性 的 生 物 碱[7]。 现 代 药 理 学 研 究

表明，NCe 具有抗癌、抗炎、抗氧化等作用[8]。广东

省 第 二 人 民 医 院 还 开 发 了 NCe 作 为 抗 MM 的 新 药

物 用 途[9]。 但 目 前 为 止 ，NCe 促 进 MM 凋 亡 的 机 制

尚不明确。本研究以人 MM 细胞株 RPMI 8226 为研

究对象，探究 NCe 促进其凋亡的机制，以期为临床

治疗 MM 提供新的靶点。

1 材料与方法

1.1　细胞来源、主要试剂与仪器

1.1.1 　 细胞来源 　人 MM 细胞株 RPMI 8226 购自中

国科学院细胞库。将细胞在含20% FBS、100 u/mL青

霉素、100 u/mL链霉素和 2 mmol/L 谷氨酰胺的 RPMI 

1640 培养基中培养，二氧化碳培养箱参数设置为

37 ℃、95% 湿度、5% 二氧化碳 CO2。隔天换液并

传代 1 次。

1.1.2 　 主要试剂 　氯化两面针碱（5 mg，纯度96.59%，

产品编号 T5S0761）、硼替佐米（5 mg，纯度 100.00%，

产 品 编 号 T2399）、二 甲 基 亚 砜（dimethyl sulfoxide, 

DMSO）（100 mL，纯度 99%，产品编号 T0341）购自上

海陶素生化科技有限公司，PBS（货号：12483020）、

IMDM 培养基（货号：12440500）购自美国 Gibco 公司，

Cell Counting Kit-8（CCK-8）试剂盒（货号：C0038，上

海碧云天生物科技有限公司），Annexin V-FITC/PI 细

胞凋亡检测试剂盒（货号：40302ES20，上海翌圣生物

科技有限公司），MTT 细胞增殖试剂盒（货号：M1020，

北京索莱宝科技有限公司），MolPure® Cell RNA Kit 

培养细胞 RNA 提取试剂盒（货号：19231ES08）、Hifair® 

Ⅲ One Step qRT-PCR SYBR Green Kit一步法逆转录定

量试剂盒（货号：11143ES50）、RIPA lysis buffer RIPA 裂

解液（货号：2010ES60）购自上海翌圣生物科技有限

公司，丝氨酸/苏氨酸激酶 4（serine/threonine kinase 4, 

STK4）、Yes 关 联 蛋 白 1（Yes-associated protein 1, 

YAP1）、切割半胱氨酸蛋白酶-3（Cleaved-caspase-3, 

Cl-caspase-3）兔抗人一抗、HRP 标记山羊抗兔二抗

购自美国 CST 公司。

1.1.3 　 主要仪器 　C170 二氧化碳细胞培养箱（德

国 Eppendorf 公司），CytoFLEX 流式细胞仪（美国贝克

曼库尔特公司），DNM-9606 酶标分析仪（北京普朗

新技术有限公司），Countess 全自动细胞计数仪、E-

Gel Imager 凝胶成像仪购自美国赛默飞世尔公司，

QuantStudio 5 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应

（quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-

PCR）仪（美国 ABI 公司）。

1.2　CCK-8法检测细胞活性

取 对 数 生 长 期 的 MM 细 胞 1 000 r/min 离 心
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5 min，弃上清液，PBS 溶液清洗 1 遍。无血清培养液

重悬细胞，加入 96 孔板中，每孔 100 μL（2×103 个/

孔），置于 37 ℃ 、5% 二 氧 化 碳 培 养 箱 中 继 续 培 养

12 h 。 分 别 加 入 0 μmol/L 、1 μmol/L 、2 μmol/L 、

4 μmol/L 、8 μmol/L NCe 溶液 50 μL，10 nmol/L BTZ 溶

液 50 μL，每个浓度设 置 4 个复孔，放回培养箱培养

24 h 后加入 10 μL 5 mg/mL 的 CCK-8 溶液。设置调

零孔（仅加入等体积培养液、DMSO 和 CCK-8 溶液）

和空白孔（加入等量细胞、DMSO 和 CCK-8 溶液）。

置 于 培 养 箱 继 续 孵 育 1 h ，用 酶 标 仪 测 定 各 孔

450 nm 处光密度（optical density, OD）。计算细胞存

活 率 =（实 验 孔 OD 值 - 调 零 孔 OD 值）/（空 白 孔 OD

值-调零孔 OD 值）×100%，并根据细胞存活率计算

半 数 抑 制 浓 度（half-maximal inhibitory concentration, 

IC50）值。

1.3　细胞分组

取对数生长期的 MM 细胞，随机分为空白组、

BTZ 组、NCe 组和 BTZ+NCe 组，在 6 孔培养板中接种

细胞，每组接种的细胞密度为 2×105 个/孔，设置 4 个

复孔。BTZ 组加入 500 μL 10 nmol/L BTZ 溶液，参照

IC50 在 NCe 组加入 500 μL 4.5 μmol/L NCe，BTZ+NCe

组 加 入 250 μL 10 nmol/L BTZ 和 250 μL 4.5 μmol/L 

NCe。置于培养箱中 24 h 备用。

1.4　流式细胞术检测细胞凋亡　

取 1.3 中分组细胞 1 000 r/min 离心 5 min，收集

细 胞 ，PBS 洗 涤 2 次 ，1 000 r/min 离 心 5 min 后 弃 去

PBS，加入 100μL 1×Binding Buffer 重悬细胞。加入

5 μL Annexin V-FITC 和 10 μL PI Staining Solution 轻

摇 混 匀 。 避 光 、室 温 下 反 应 15 min。 加 入 400 μL 

1×Binding Buffer，混匀后采用流式细胞仪检测细胞

凋亡率。

1.5　 qRT-PCR 检 测 细 胞 STK4、YAP1、Cl-

caspase-3 mRNA的表达

取 1.3 中分组细胞 1 000 r/min 离心 5 min，收集

细胞，采用 RNA 提取试剂盒提取细胞中总 RNA，一

步法逆转录定量试剂盒与引物（引物序列见表 1）在

42 ℃、10 min 条件下逆转录，并在 qRT-PCR 仪中扩

增定量。反应条件：95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性

10 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 2 min，共 30 个循环。

以 β-actin 为内参基因，采用 2-ΔΔCt 法计算目的基因

相对表达量。

1.6　Western blotting 检测细胞 STK4、YAP1、Cl-

caspase-3蛋白的表达

取 1.3 中分组细胞 1 000 r/min 离心 5 min，收集

细胞，PBS 溶液洗涤 1 次，加入 200 μL RIPA 裂解液

混 匀 ，充 分 裂 解 后 12 000 r/min 离 心 5 min，取 上 清

液，采用 BCA 试剂盒测定蛋白浓度。测定浓度后进

行 SDS-PAGE 凝胶电泳，待溴酚蓝指示带跑出后停

止。,转膜、封闭（5% 脱脂奶粉）、一抗过夜孵育（1∶

1 000 稀 释）、二 抗 孵 育 1 h（1∶500 稀 释），最 后 用

TBST 溶液洗膜，加入 ECL 化学发光剂中显色。在凝

胶成像仪中观察目的蛋白条带，以 β-actin 为内参蛋

白计算蛋白相对表达量。

1.7　统计学方法

数据分析采用 SPSS 21.0 统计软件。计量资料

均以均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，两

两 比 较 用 LSD-t 检 验 。 P <0.05 为 差 异 有 统 计 学

意义。

2 结果

2.1　各孔细胞存活率比较

空白孔及 0 μmol/L、1 μmol/L、2 μmol/L、4 μmol/L、

8 μmol/L NCe 孔 的 细 胞 存 活 率 分 别 为（99.96±

0.02）% 、（67.93±5.72）% 、（58.37±4.62）% 、（43.85±

4.62）% 、（37.94±3.80）% 和（40.67±3.54）% ，经 方 差

分析，差异有统计学意义（F =148.097，P =0.000）。与

空白孔相比，其余各孔细胞存活率均降低（P <0.05）；

与 0 μmol/L NCe 孔相比，1 μmol/L、2 μmol/L、4 μmol/

L、8 μmol/L NCe 孔的细胞存活率均降低（P <0.05）。

孵育 24 h 的 IC50 为（4.56±0.64）μmol/L。见图 1、2。

表 1　qRT-PCR引物序列 

基因名称

STK4

YAP1

Cl-caspase-3

β-actin

引物序列

正向： 5'-GGCAATAGACATTAGA-3'

反向： 5'-CAATAGGACATAGACAT-3'

正向： 5'-CAATAGACATAGACCA-3'

反向： 5'-ATAGACATAGACATAG-3'

正向： 5'-GCATTAGACATAGGAA-3'

反向： 5'-TGACATAGCATATACCG-3'

正向： 5'-CGATTAGACCAGATTCAG-3'

反向： 5'-CCCATAGTTAGCATAGAA-3'

引物长

度/bp

517

431

160

22
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2.2　各组细胞凋亡率比较

空白组、BTZ 组、NCe 组及 BTZ+NCe 组的细胞凋

亡 率 分 别 为（3.14±0.81）% 、（18.21±2.38）% 、

（8.31±1.02）%和（31.07±3.31）%，经方差分析，差异

有统计学意义（F =115.384，P =0.000）。与空白组相

比 ，BTZ 组 、NCe 组 及 BTZ+NCe 组 细 胞 凋 亡 率 升 高

（P <0.05）。见图 3。

2.3　各组细胞STK4、YAP1、Cl-caspase-3 mRNA

相对表达量比较

空 白 组 、BTZ 组 、NCe 组 及 BTZ+NCe 组 细 胞

STK4、YAP1、Cl-caspase-3 mRNA 相对表达量比较，

经 方 差 分 析 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义（P <0.05）。 与

空 白 组 比 较 ，BTZ 组 、NCe 组 及 BTZ+NCe 组 STK4 

mRNA 相 对 表 达 量 降 低（P <0.05），YAP1 和 Cl-

caspase-3 mRNA 相 对 表 达 量 升 高（P <0.05）。

见表 2。

2.4　各组细胞 STK4、YAP1、Cl-caspase-3 蛋白

相对表达量比较

空 白 组 、BTZ 组 、NCe 组 及 BTZ+NCe 组 细 胞

STK4、YAP1、Cl-caspase-3 蛋白相对表达量比较，经

方差分析，差异均有统计学意义（P <0.05）。与空白

组相比，BTZ 组、NCe 组及 BTZ+NCe 组 STK4 蛋白相

对表达量降低（P <0.05），YAP1 和 Cl-caspase-3 蛋白

相对表达量升高（P <0.05）。见表 3 和图 4。

表 3　各组细胞STK4、YAP1、Cl-caspase-3蛋白

相对表达量比较 （x±s）

组别

空白组

BTZ 组

NCe 组

BTZ + NCe 组

F 值

P 值

STK4 蛋白

0.53±0.11

0.12±0.02†

0.24±0.03†

0.07±0.00†

50.706

0.000

YAP1 蛋白

0.09±0.01

0.31±0.03†

0.16±0.01†

0.91±0.14†

107.614

0.000

Cl-caspase-3 蛋白

0.05±0.00

0.29±0.02†

0.11±0.01†

0.74±0.10†

148.457

0.000

注 ： †与空白组比较，P <0.05。
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图2　NCe的量-效关系曲线
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图3　各组细胞的流式细胞图

表 2　各组STK4、YAP1、Cl-caspase-3 mRNA

相对表达量比较 （x±s）

组别

空白组

BTZ 组

NCe 组

BTZ + NCe 组

F 值

P 值

STK4 mRNA

0.81±0.16

0.33±0.09†

0.57±0.11†

0.11±0.02†

31.619

0.000

YAP1 mRNA

0.13±0.05

0.58±0.12†

0.39±0.07†

1.17±0.21†

47.431

0.000

Cl-caspase-3 mRNA

0.09±0.01

0.41±0.13†

0.38±0.07†

0.98±0.15†

49.982

0.000

注 ： †与空白组比较，P <0.05。
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①与空孔比较，P <0.05； ②与 0 μmol/L NCe 孔比较，P <0.05。

图1　不同浓度NCe孔MM细胞存活率比较
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MM 是一种异质性疾病，多见于老年群体，并且

随着人口老龄化加剧其发病率逐年上升。MM 早期

可无明显症状，后期逐渐出现骨痛、贫血、肾功能损

害等[10]。目前临床上主要以药物治疗和造血干细胞

移植为主，但都不能大幅延长患者的生存时间，并

且药物治疗后期还会出现耐药[11]。中医古籍对 MM

并无记载，但根据其临床症状将其归为“骨痹”“骨

蚀”“虚劳”等症的范畴[12]。众多学者对 MM 的中医

病机进行探讨，认为 MM 主要由机体阴阳失调、痰瘀

阻滞、肾虚血瘀导致，而肾主骨髓，肾虚而致骨髓失

养、邪伏骨髓[13]。故治疗 MM 应以活血化瘀、滋肾养

精为主。两面针属云香目芸香科植物，其根、茎、叶

均可入药，具有活血化瘀、解毒消肿、祛风通络的功

效。NCe 是两面针的主要活性物质，现代药理学研

究发现其具有抗癌、抗炎等作用[14]。并且近年来大

量 关 于 NCe 具 有 促 进 癌 细 胞 凋 亡 的 研 究 相 继 报

道[15-16]，还有 NCe 抗 MM 的专利[9]。但目前为止，鲜

有关于 NCe 促进 MM 细胞凋亡机制的报道。

既 往 研 究 显 示 ，BTZ 对 MM 24 h 的 IC50 为

10 nmol/L[17]，因此本研究采用 10 nmol/L BTZ 进行后

续研究。在本研究中，与空白孔相比，其余添加了

BTZ 与不同浓度 NCe 孔的细胞存活率均降低，提示

NCe 有抑制细胞活性的作用，并且与 BTZ 协同作用

可以增强抑制效果。与袁翠林等[18] 研究显示，NCe

可以抑制食管癌细胞增殖，且随着 NCe 浓度升高抑

制作用愈加显著。本研究中，与空白组相比，BTZ

组、NCe 组及 BTZ+NCe 组细胞凋亡率升高，提示 NCe

可以促进 MM 细胞凋亡，且与 BTZ 有协同作用。BTZ

属蛋白酶体抑制剂，主要用于治疗 MM 和套细胞淋

巴瘤。但随着其使用时间的增加，MM 患者后期大

多产生 BTZ 耐药性 [19]。但在本研究中，BTZ 与 NCe

联合作用于 MM 细胞后，可以更好地降低 MM 细胞

的存活率，抑制其增殖。并且 BTZ+NCe 组凋亡率显

著高于 BTZ 组和 NCe 组，说明 NCe 不仅可以促进细

胞凋亡，还与 BTZ 有协同作用。

本研究结果显示，与空白组相比，BTZ 组、NCe

组及 BTZ+NCe 组 STK4 mRNA 和蛋白相对表达量降

低，YAP1、Cl-caspase-3 mRNA 和蛋白的相对表达量

升 高 ，说 明 NCe 可 以 调 节 STK4/YAP1 通 路 ，激 活

Caspase-3 促进 MM 细胞凋亡。袁翠林等[18]研究结果

也表明 NCe 可以上调食管癌细胞 Cl-caspase-3 蛋白

的表达。Hippo 通路是在果蝇中最早发现的，其主

要通过 STK4 来调节下游 YAP1，以控制细胞增殖和

凋亡。YAP1 在众多肿瘤细胞的表达显著高于正常

细胞[20]。但与其他肿瘤细胞不同的是，基因表达谱

分析显示 MM 细胞中 YAP1 被下调[21]。有研究显示，

MM 患者的预后与 YAP1 水平呈正相关[22]。因此在

MM 等其他血液系统相关的恶性肿瘤中，YAP1 或与

抑瘤作用有关[23]。

综上所述，氯化两面针碱可以抑制 MM 细胞增

殖，促进 MM 细胞凋亡，并且该作用可能通过调节

STK4/YAP1 通路实现。
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