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虎杖苷对骨髓瘤细胞的生长、凋亡及 ROS/p38 MAPK

信号通路作用

白羽*，熊文祺，朱春龙，李小庆

（南昌市第三医院，南昌 330009）

［摘要］ 目的：研究虎杖苷对骨髓瘤细胞生长、凋亡及 ROS/p38 MAPK 信号通路的作用。方法：体外培养人多发性骨髓瘤

（MM）细胞系 U266 细胞，通过细胞增殖与活性检测（CCK-8）法检测 0、20、40、80、160、200 mg·L-1质量浓度虎杖苷对 U266 细胞

生长的影响，计算其半抑制浓度（IC50）。取处于对数生长期的 U266 细胞，随机分为空白组、虎杖苷低质量浓度（80 mg·L-1）组、

虎杖苷高质量浓度（160 mg·L-1）组、硼替佐米（75 nmol·L-1）组，经药物分组处理后，通过 CCK-8 法测定各组细胞活力；通过流

式细胞实验测定各组细胞凋亡率；通过酶联免疫吸附测定法（ELISA）测定各组细胞炎性因子肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞

介素-1β（IL-1β）及活性氧（ROS）水平；通过蛋白免疫印迹法检测各组细胞凋亡相关因子胱天蛋白酶-9（Caspase-9）、B 细胞淋巴

瘤-2（Bcl-2）相关 X 蛋白（Bax）及 p38 丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）、磷酸化（p）-p38 MAPK 蛋白表达水平。结果：与空白组比

较，不同浓度虎杖苷均可抑制 U266 细胞生长（P<0.05），并随浓度升高而作用增强，呈剂量依赖性，IC50为 156.54 mg·L-1。与空

白组比较，虎杖苷低、高质量浓度组和硼替佐米组细胞活力明显降低（P<0.05），凋亡率、TNF-α、IL-1β及 ROS 水平、细胞

Caspase-9、Bax 蛋白表达水平及 p-p38 MAPK/p38 MAPK 水平明显增高（P<0.05）。与虎杖苷低质量浓度组比较，虎杖苷高质量

浓度组和硼替佐米组上述指标改善更明显（P<0.05），虎杖苷高质量浓度组和硼替佐米差异无统计学意义。结论：虎杖苷可激

活 ROS/p38 MAPK 信号通路，促使炎性因子表达，抑制 U266 细胞生长，促进其凋亡。
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Effect of Polydatin on Growth，Apoptosis，and ROS/p38 MAPK Signaling Pathway of

Myeloma Cells

BAI Yu*，XIONG Wenqi，ZHU Chunlong，LI Xiaoqing

（The Third Hospital of Nanchang ，Nanchang 330009，China）

［［Abstract］］ Objective：： To analyze the effects of polydatin on myeloma cell growth，apoptosis，and

reactive oxygen species（ROS）/p38 mitogen-activated protein kinase（MAPK）signaling pathway. Method：：

Human multiple myeloma（MM）cell line U266 cells were cultured in vitro，and the effects of polydatin at 0，20，

40，80，160，200 mg·L-1 on the growth of U266 cells were detected by cell counting kit-8（CCK-8）assay. The half-

maximal inhibitory concentration（IC50）was calculated. U266 cells in the logarithmic growth phase were

randomly divided into a control group，low- and high-dose polydatin（80 and 160 mg·L-1）groups，and a

bortezomib（75 nmol·L-1）group. After treatment with corresponding drugs，the cell viability of each group was

determined by CCK-8 assay. The apoptosis rate of each group was measured by flow cytometry. The levels of

inflammatory factors，such as tumor necrosis factor-α（TNF-α），interleukin-1β（IL-1β），and ROS in each group
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were measured by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. The protein expression levels of apoptosis-

related factors，including cysteine aspartate-specific protease-9（Caspase-9），B-cell lymphoma-2-associated X

protein（Bax），p38 MAPK，and phosphorylated（p）-p38 MAPK in each group were detected by Western blot.

Result：： Compared with the results in the control group，polydatin of different concentrations could inhibit the

growth of U266 cells（P<0.05），and the effect was potentiated with the increase in the concentration，with IC50 of

156.54 mg·L-1. Compared with the control group，the groups with drug treatment showed blunted cell viability

（P<0.05）and increased apoptosis rate，TNF-α，IL-1β，and ROS levels，protein expression levels of Caspase-9，

Bax，and p-p38 MAPK/p38 MAPK（P<0.05）. Compared with the low-dose polydatin group，the high-dose

polydatin group and the bortezomib group showed improved indicators mentioned above（P<0.05），and there

was no significant difference between the high-dose polydatin group and the bortezomib group. Conclusion：：

Polydatin can activate the ROS/p38 MAPK signaling pathway，promote the expression of inflammatory factors，

inhibit the growth of U266 cells，and promote their apoptosis.

［［Keywords］］ polydatin；multiple myeloma cells；growth；apoptosis；reactive oxygen species（ROS）/p38

mitogen-activated protein kinase（MAPK）signaling pathway

多发性骨髓瘤（MM）是一种常发生于老年人的

血液性恶性肿瘤，因来源于 B 淋巴细胞的浆细胞恶

性增殖导致，引发高钙血症、免疫球蛋白减少、肾功

能不全、骨骼溶骨性病变等临床症状，难以治愈，患

者中位生存期较短［1-3］。活性氧（ROS）可诱导细胞

凋亡，在肿瘤的治疗中发挥着重要作用，ROS 在癌

细胞中产生积累，可触发光动力杀伤肿瘤，增强一

线抗癌药物硼替佐米对 MM 细胞的杀伤力［4-5］。

ROS/p38 丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路对

氧自由基大量产生、炎症反应、氧化应激、细胞生长

及凋亡等生理病理过程起到关键的调控作用，ROS

可激活 p38 MAPK 信号，增强其磷酸化，抑制多形性

胶质母细胞瘤增殖，促进其凋亡，并增强环吡咯的

抗癌活性；ROS/p38 MAPK 信号介导 MM 的治疗过

程，双氢青蒿素可激活 p38 MAPK 信号，进而诱导细

胞凋亡，对 MM 起到明显的治疗作用［6-8］，由此可知，

促使 ROS/p38 MAPK 信号传导是一种有效的 MM

治疗方法。虎杖苷是一种许多日常饮食中含有的

天然活性成分，许多研究表明，其具有显著的抗癌

能力，能明显抑制人骨肉瘤细胞株 MG-63 细胞、宫

颈癌 HeLa 细胞增殖，促进其凋亡，并呈一定的浓度

依赖性［9-10］，因此虎杖苷可能成为治疗 MM 的一种

潜在药物。本文以虎杖苷处理人 MM 细胞系 U266

细胞，探索虎杖苷对 U266 细胞的生长、凋亡及 ROS/

p38 MAPK 信号通路的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞与试剂 人 MM 细胞系 U266 细胞购买于

武 汉 益 普 生 物 科 技 有 限 公 司 ，货 号 YCL-0510。

DMEM 培养基（含青 -链霉素）、高效 RIPA 裂解液

（北京索莱宝科技有限公司，货号分别为 R31600、

R0010），胎牛血清、胰蛋白酶（美国 Gibco 公司，货号

分别为 10099-141、15050057），虎杖苷（江苏永健医

药科技有限公司，货号 200207-1），硼替佐米（上海

宝曼生物科技有限公司，货号 D5237），细胞增殖与

活 性 检 测（CCK-8）试 剂 盒 、兔 源 β - 肌 动 蛋 白

（β -actin）抗体、羊抗兔二抗、兔源 B 细胞淋巴瘤 -2

（Bcl-2）相关 X 蛋白（Bax）抗体、兔源胱天蛋白酶 -9

（Caspase-9）抗体、兔源磷酸化（p）-p38 MAPK 抗体、

兔源 p38 MAPK 抗体、BCA 试剂盒（美国 Abcam 公

司 ，货 号 分 别 为 ab228554、ab227387、ab150077、

ab32503、ab32539、ab60999、ab170099、ab102536），
磷 脂 结 合 蛋 白 V- 异 硫 氰 酸 荧 光 素/碘 化 丙 啶

（AnnexinV-FITC/PI）凋 亡 检 测 试 剂 盒（美 国 Cell

Singaling Technology 公司，货号 V13242），ROS 测定

试 剂 盒（泉 州 市 睿 信 生 物 科 技 有 限 公 司 ，货 号

RXSH0004）。
1.2 仪器 Mini-PROTEAN Tetra 性蛋白电泳仪、

Model 680 性酶标仪、Trans-Blot Turb 型转膜仪（美

国 Bio-Rad 公司），CytoFLEX 型流式细胞仪（美国

Beckman Coulter 公司），5300 型化学发光成像系统

（上海勤翔科学仪器有限公司）。
1.3 细胞培养及半抑制浓度（IC50）检测 购买的

U266 细胞快速解冻复苏，室温离心，以细胞培养液

（DMEM 培养基+10% 胎牛血清）5 mL 重悬，混匀后

加入 25 cm2 培养瓶，平放在细胞培养箱（5% CO2、

37 ℃）中培养。

取处于对数生长期的 U266 细胞，接种在 96 孔

板，密度保持在约 0.5×105 个/mL，培养 24 h 后，选
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6 孔只加入细胞培养液，不接种细胞，设置为溶剂

组，其余接种细胞的培养孔随机分为 6 组，每组

6 孔 ，分 别 以 终 质 量 浓 度 0、20、40、80、160、

200 mg·L-1 的虎杖苷［11］处理细胞，48 h 后更换新的

细胞培养液并加入 CCK-8 试剂，继续培养 2 h，通过

全自动酶标仪测定 450 nm 波长下各孔吸光度 A，计

算 细 胞 活 力 及 IC50，细 胞 活 力 =（A 药物组-A 溶剂组 ）/

（A 空白组-A 溶剂组）×100%。

1.4 细胞分组及处理 根据 1.3 项中细胞 IC50 值，

后续实验虎杖苷的浓度选择 80、160 mg·L-1。参照

1.3 项下方法，将 U266 细胞接种在 24 孔板，随机分

为空白组、虎杖苷低质量浓度组、虎杖苷高质量浓

度组、硼替佐米组，虎杖苷低、高质量浓度组分别以

终质量浓度 80、160 mg·L-1的虎杖苷处理细胞，硼替

佐米组以终浓度 75 nmol·L-1 的硼替佐米［12］处理细

胞，48 h 后收集各组细胞及细胞培养上清液，进行后

续检测，实验进行 3 次，收集 3 份细胞材料。

1.5 细胞活力检测 将对数生长期的 U266 细胞，

按 照 1.4 项 下 的 方 法 分 组 处 理 ，并 参 照 1.3 项 下

CCK-8 检测方法测定各组细胞活力。

1.6 细胞凋亡检测 1.4 项下收集的细胞取出 1 份，

以磷酸盐缓冲液（PBS）分别重悬后计数，取约 1×

106 个细胞，经 PBS 洗涤后，依次加入 binding buffer

500 µL、AnnexinV-FITC 10 µL 和 PI 5 µL，小心吹打

均匀，避光 37 ℃孵育 15 min，离心后弃去上清，细胞

经 PBS 洗涤后，以 PBS 300 µL 重悬混匀，通过流式

细胞仪分析其凋亡情况。

1.7 细胞 ROS 水平检测 1.4 项下收集的细胞取出

1 份，以高效 RIPA 裂解液裂解细胞提取总蛋白，通

过 BCA 法测定其浓度，以 ROS 测定试剂盒测定其

中 ROS 水平。

1.8 TNF-α、IL-1β水平检测 1.4 项下收集的细胞

培养上清液取出，各组分别离心，以酶联免疫吸附

测定法（ELISA）测定其中 TNF-α、IL-1β水平，操作

步骤均按照各自试剂盒说明进行。

1.9 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测细胞凋亡

相 关 因 子 Caspase-9、Bax、p-p38 MAPK、p38

MAPK 蛋白表达 1.4 项下剩余的 1 份细胞取出，按

照 1.7 项方法提取总蛋白并测定其浓度，加入适量

上样缓冲液后煮沸，将蛋白变性，各组分别取总蛋

白 20 µg 上样，110 V 电压下进行十二烷基硫酸钠聚

丙烯氨酰凝胶电泳（SDS-PAGE），然后同样电压下

湿转，采用 3% 牛血清白蛋白溶液封闭硝酸纤维素

膜上蛋白，吸出封闭液后，分别加入兔源 β -actin、

Bax、Caspase-9、p-p38 MAPK、p38 MAPK 一抗溶液

4 ℃孵育过夜，吸出一抗溶液后 TBST 漂洗，以羊抗

兔二抗溶液室温孵育 2 h，吸出二抗溶液后 TBST 漂

洗，通过增强型化学发光剂显色，使用化学发光成

像系统拍照，以软件 Image J分析图像蛋白条带灰度

值，计算得出各组蛋白相对表达。

1.10 统计学分析 通过 SPSS 24.0 软件对实验数

据进行统计学分析，计量数据以 x̄± s 表示，多组间差

异比较行单因素方差分析，进一步两两比较采用最

小显著性差异法（LSD）-t 检验，P<0.05 表示差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度虎杖苷对 U266 细胞生长的影响 与

空白组比较，不同质量浓度虎杖苷（20、40、80、160、

200 mg·L-1）均可明显抑制 U266 细胞生长，差异具

有统计学意义（P<0.05），并随浓度升高而作用增强，

呈剂量依赖性，IC50为 156.54 mg·L-1。见图 1。

2.2 虎杖苷对 U266 细胞活力的影响 与空白组比

较，虎杖苷低、高质量浓度组和硼替佐米组细胞活

力明显降低（P<0.05）。与杖苷低质量浓度组比较，

虎杖苷高质量浓度组、硼替佐米组细胞活力明显降

低（P<0.05）；虎杖苷高质量浓度组与硼替佐米组细

胞活力差异无统计学意义。见表 1。

注：与空白组比较 1）P<0.05

图 1 不同浓度虎杖苷对 U266细胞活力的影响

Fig. 1 Effect of different concentrations of polydatin on viability

of U266 cells

表 1 虎杖苷对 U266细胞活力的影响（x̄± s，n=6）

Table 1 Effect of polydatin on viability of U266 cells（x̄± s，n=6）

组别

空白组

虎杖苷低质量浓度组

虎杖苷高质量浓度组

硼替佐米组

质量浓度/mg·L-1

80

160

753）

细胞活力/%

100.00±0.00

72.36±10.041）

47.97±6.351，2）

48.86±5.761，2）

注：与空白组比较 1）P<0.05，与虎杖苷低质量浓度组比较 2）P<

0.05；3）硼替佐米单位为 nmol·L-1（表 2-表 5 同）
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2.3 虎杖苷对 U266 细胞凋亡的影响 与空白组比

较，虎杖苷低、高质量浓度组和硼替佐米组细胞凋

亡率明显增高（P<0.05）。与虎杖苷低质量浓度组比

较，虎杖苷高质量浓度组、硼替佐米组细胞凋亡率

明显增高（P<0.05）；虎杖苷高质量浓度组和硼替佐

米组细胞凋亡率差异无统计学意义。见表 2。

2.4 虎杖苷对 U266 细胞炎性因子 TNF-α、IL-1β水

平的影响 与空白组比较，虎杖苷低、高质量浓度

组和硼替佐米组炎性因子 TNF-α、IL-1β水平明显增

高（P<0.05）。与虎杖苷低质量浓度组比较，虎杖苷

高质量浓度组、硼替佐米组 TNF-α、IL-1β水平明显

增高（P<0.05）差异具有统计学意义；虎杖苷高质量

浓度组和硼替佐米组 TNF-α、IL-1β水平差异无统计

学意义。见表 3。

2.5 虎杖苷对 U266 细胞凋亡相关蛋白表达的影响

与空白组比较，虎杖苷低、高质量浓度组和硼替

佐米组细胞 Caspase-9、Bax 蛋白表达水平明显增高

（P<0.05）。与与虎杖苷低质量浓度组比较，虎杖苷

高质量浓度组、硼替佐米组 Caspase-9、Bax 蛋白表

达水平明显增高（P<0.05）；虎杖苷高质量浓度组和

硼替佐米组 Caspase-9、Bax 蛋白表达水平差异无统

计学意义。见图 2、表 4。

2.6 虎杖苷对 U266 细胞 ROS/p38 MAPK 通路相

关因子表达的影响 研究结果显示，与空白组比

较，虎杖苷低、高质量浓度组和硼替佐米组细胞

ROS 水平及 p-p38 MAPK/p38 MAPK 蛋白水平明显

增高，差异具有统计学意义（P<0.05）。与与虎杖苷

低质量浓度组比较，虎杖苷高质量浓度组、硼替佐

米组 ROS 水平及 p-p38 MAPK/p38 MAPK 蛋白水平

明显增高，差异具有统计学意义（P<0.05）；虎杖苷高

质量浓度组和硼替佐米组差异无统计学意义。见

图 3、表 5。

3 讨论

MM 在我国发病率逐年上升，且有发病年轻化

趋势，化疗是临床主要治疗手段，截至目前，还有免

疫调节剂、自体造血干细胞移植、蛋白酶体抑制剂、

表 2 虎杖苷对 U266细胞凋亡率的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of polydatin on apoptosis rate of U266 cells（x̄± s，

n=6）

组别

空白组

虎杖苷低质量浓度组

虎杖苷高质量浓度组

硼替佐米组

质量浓度/mg·L-1

80

160

753）

细胞凋亡率/%

2.45±0.31

35.62±5.941）

54.98±7.031，2）

54.01±6.971，2）

表 3 虎杖苷对 U266细胞炎性因子 TNF-α、IL-1β水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of polydatin on levels of inflammatory factors TNF-α and IL-1β in U266 cells（x̄± s，n=6） mg·L-1

组别

空白组

虎杖苷低质量浓度组

虎杖苷高质量浓度组

硼替佐米组

质量浓度/mg·L-1

80

160

753）

TNF-α

1.56±0.13

3.69±0.421）

5.17±0.711，2）

5.08±0.961，2）

IL-1β

1.31±0.16

3.17±0.481）

5.45±0.821，2）

5.38±1.031，2）

表 4 虎杖苷对 U266细胞凋亡相关蛋白 Caspase-9、Bax表达的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of polydatin on expression of apoptosis related proteins Caspase-9 and Bax in U266 cells（x̄± s，n=6）

组别

空白组

虎杖苷低质量浓度组

虎杖苷高质量浓度组

硼替佐米组

质量浓度/mg·L-1

80

160

753）

Caspase-9/β-actin

0.11±0.03

0.34±0.071）

0.86±0.191，2）

0.84±0.161，2）

Bax/β-actin

0.12±0.04

0.33±0.081）

0.81±0.171，2）

0.80±0.181，2）

图 2 各组 U266细胞凋亡相关蛋白 Caspase-9、Bax蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of apoptosis related proteins Caspase-9

and Bax of U266 cells in each group
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单克隆抗体等新型治疗方式得到应用，虽能提高患

者生存时间，但仍然存在复发难题，有些患者预后

仍不理想，因此急需探寻新的治疗策略［13-14］。天然

产物作为抗癌药物具有安全、不良反应小的优点，

已成为肿瘤临床治疗的热点，虎杖苷是多种天然植

物中含有的具有抗肿瘤作用的活性产物，可抑制体

外培养的人宫颈癌 SiHa 和 HCC94 细胞 DNA 复制，

减少其增殖，并诱导其凋亡［15］；和顺铂联合应用，可

增强顺铂对卵巢癌 SKOV3 细胞增殖的抑制作用，

增强癌细胞凋亡过程［16］；虎杖苷可抑制肺癌 A549

细胞增殖及侵袭，且在一定质量浓度范围内，随质

量浓度升高，其抗癌活性增强［17］，以上研究结果表

示虎杖苷可能具有抗 MM 潜能。本研究以 0、20、

40、80、160、200 mg·L-1质量浓度虎杖苷处理人 MM

细胞系 U266 细胞，CCK-8 实验检测细胞活力，发现

不同浓度虎杖苷均可抑制 U266 细胞生长，且随浓

度升高而抑制增殖作用增强，并得出其 IC50 值为

156.54 mg·L-1。为了更顺利进行后续实验，选择

IC50前后的 2 个浓度处理 U266，结果显示，虎杖苷可

明 显 降 低 U266 细 胞 活 力 ，增 高 其 凋 亡 率 、细 胞

Caspase-9、Bax 蛋白表达水平，表明虎杖苷可下调凋

亡蛋白表达，诱导 MM 细胞凋亡，抑制其增殖，且质

量浓度越高，作用越强。

ROS 泛指氧来源的自由基，有很高的化学反应

活性，当其生成急剧增加时，可严重损害细胞结构，

导致其变性死亡，ROS 可激活 p38 MAPK 信号，提

高其磷酸化水平，促进炎性因子 TNF-α、IL-1β、IL-6

表达合成，引发神经细胞凋亡，是治疗 MM 的一线

药物硼替佐米诱发周围神经病变的作用机制之

一［18-19］；ROS/p38 MAPK 还可参与调控肿瘤的生长、

凋亡过程，在抗癌治疗中发挥着关键作用，ROS 大

量积累，能导致 MM 细胞能量缺乏，诱导其凋亡，促

使 p38 MAPK 蛋白磷酸化，可诱导细胞自噬，进而显

著促进 MM 细胞凋亡，对 MM 具有明显的抗癌作

用［8，19-20］，因此 ROS/p38 MAPK 可作为 MM 的一个治

疗靶点，但虎杖苷对 MM 细胞中该信号的影响目前

还不清楚。本研究结果显示，虎杖苷可明显增高

MM 细胞系 U266 炎性因子 TNF-α、IL-1β水平、ROS

水平及 p-p38 MAPK/p38 MAPK，表明虎杖苷可激

活 ROS/p38 MAPK 信号通路，促进炎性因子表达合

成，抑制 U266 细胞增殖，诱导其凋亡。

综上所述，虎杖苷可诱导 MM 细胞系 U266 细

胞 ROS 大量产生，增强 p38 MAPK 磷酸化，上调促

炎因子表达，抑制细胞生长，诱导其凋亡，激活 ROS/

p38 MAPK 信号通路可能是其作用机制，为临床

MM 的治疗提供了一种新的手段，但本文对其作用

机制只进行了初步探索，存在一定不足，后续将通

过回复实验进行验证。
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