
炕化溶血磷脂对 U266 细胞作用的实验研究

黄春玲铃 陈志哲陈君敏王少元刘庭波杨婷

(福建医科大学附属协和医院福建省血液病研究所福州 350001) 

摘 要 为研究炕化溶血磷脂 (ET- 18-CX:H3 ) 对骨髓瘤细胞系 U266 的体外杀伤作用 。 通过

台盼蓝拒染法和克隆形成率来反映 ET-18-OCH3 对 U266 细胞的抗增殖效应;通过荧光显微镜、电

镜观察细胞形态学变化，琼脂糖凝胶电泳观察 DNA 降解片段 ， 流式细胞仪作 DNA 倍体分析来观

察 ET-18-0CH3诱导 U266 细胞凋亡的作用 ; 通过 RT-PCR 检测 bcl-2 ， c-myc mRNA 水平，流式细胞

仪检测 Bcl-2 、C-myc 蛋白的表达来初步探讨其相关的作用机制 。 结果显示， U266 细胞经 ET-18-

OCH3 处理后细胞生长明显受抑，呈时间和剂量依赖性 ; 荧光显微镜，电镜下观察均可见凋亡形态

学改变 ， 7 .5μg/ml ET-18-OCH3 作用 24 小时后出现典型的 DNA 降解片段。流式细胞仪检测凋亡

率为 17.53% jRT-PCR 显示 bcl-2 、 c-myc mRNA 表达均 l哇 ET-18-OCH3 作用时间的增加而减弱，
ET-18-0CH3 作用 24 小时后， bcl-2 、 c-myc mRNA 分别减少了 86% 、 72%;流式细胞仪检测 Bcl-2 蛋

白、巳myc 蛋白分别减少了原来的 17% 、 60% 。 研究结果表明， ET-18-OCH3 对 U266 细胞的生长

具有明显的抑制作用 ，并可诱导细胞的凋亡，具有明显的抗肿瘤效应。

关键词 : 皖化溶血磷脂 U266 细胞系

皖化溶血磷脂(ET-18-0C屿， ALP)是新一类的

抗肿瘤药，该类药物可选择性地杀伤肿瘤细胞。 为

了研究其对骨髓瘤的抗肿瘤效应，本文以 U266 细

胞为研究对象，研究 ET-18-OCH3 对 U266 细胞增

殖的影响，及诱导细胞凋亡的作用，并探讨其有关的

作用机制。

材料与方法

1.研究对象

(1)细胞系 U266 细胞系是多发性骨髓瘤细胞系，

由上海长征医院侯健教授惠赠。 培养体系:含 10%灭活胎

牛血清(杭州四季青)的 RPMI 1640 ( Gffi∞) 培养液，置

37'C ， 5%α)z饱和湿度的培养箱 (W]-3D，日本)培养。 实验

所用细胞均处于对数生长期，台盼蓝拒染率>95% 。

(2) ;民化溶血磷脂 (ET-18-C卫:H3 ) ET-18-C兀H3 粉

剂由德国慕尼黑大学 H.]. Kolb 教授惠赠。 用含 10% 胎牛

血清的 RPMI 1640 培养液配制成浓度为 lOmg/ml ， 置

一 20'C保存备用 。

2. 台盼蓝拒染法测定细胞存活率

将浓度为 1 x 106 /ml 的细胞分别与终浓度为 0、 3.75 、

7.5 、 10 、 15 、 20陆Iml 的 ET-18-()(二同共培养，接种于 96 孔

板，每孔总体积为 200μ1，每组设 3 个平行孔，于培养后 3、 6 、

民 12 ， 24h，用 0.4% 台盼蓝染色计数各组细胞存活率。

3. 集落形成率实验

多发性骨髓瘤

将浓度为 1 X 106 /ml 的细胞分别与终浓度为 0、 3.75 、

7 . 5 、及 15μg/ml 的 ET- 18-优H3 共培养，于培养后 4 ， 8 、 12、

24h 收集细胞，经 RPMI 1640 培养液清洗后计数活细胞数。

取活细胞做集落形成实验。 培养体系为:含 10%胎牛血清;

0.8% 甲基纤维素;细胞浓度为 1 X 103 /ml; 总体积为 2.0ml;

种于 24 孔板，每组设 3 个平行孔，共培养 7d，计 CFU-U266

细胞数大于 20 个为一个集落。

4. 细胞形态学观察

( 1 ) 显微镜 经 7 . 5μg/ml ET-18αH3 处理不同时

间后的细胞悬液 100μ1 (107 /ml ) 和 4μl 口丫皖橙 (acridine or­

ange , AO , Fluka)与漠化乙键(ethidium bromide , EB，华美)的

混合染液混匀后 ，滴于洁净玻片上，立即在 490nm 激发波长

的荧光显微镜下观察，计算凋亡率。

(2) 电镜 收集与终浓度为 0 、 7 . 5μg/ml ET-18-

优H3 共培养 24h 的细胞。 离心、沉淀，加入含 2. 5 %戊二酸

和 1 %多聚甲酸混合液固定， 1%饿酸再固定，脱水，环氧树

脂 618 包埋，超薄制片，用醋酸$内和拘橡酸铜染色， HU-12A

型透射电镜观察并摄影。

5 . 片段化 DNA 的检测

收集与终浓度为 7 . 5μg/ml ET-18αH3 共培养 0 ，3 、6 、

9 、 12 、 24h 的细胞 (2 X 106 ) ，分别与 0.4ml细胞溶解缓冲

本文 2003 年 3 月 17 日收到， 7 月 14 日接受。

铃 通讯作者。 现在厦门中山医院临床检验中心， 361004。

E-mail: hcl- helen@sina . ∞m 
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液 (200rnmollL Tris-HCL pH8. 0; 100rnmolIL ED厅A; 1% 

SDS;50 闯1m!蛋白酶 K)37'C孵育 4h;加入饱和酷 200μ1，氯

仿/异戊醇(24:1)200μ1，室温 12000rpm，离心 15min，收集水

相;)JU入 5molIL NaCl 15μ，无水乙醇 1m! t昆匀，置- 20'C过

夜;离心干燥后，加入 0 .4m! TNE 缓冲液 (0. 1molIL NaCl; 

lOrnmollL Tris-HCl pH8. 0; 1rnmolIL EDT A pH8 . 0) ;加入

4μ 卧认酶A(10μgfíμ1) 37'C孵育 2.5h 后，再加入 6μ 蛋白

酶 K(20μg/lμ1) ， 37'C孵育 5h;再用上述方法重复抽提 1 次，

然后用 20 - 50川 TNE 缓冲液溶解，于紫外分光光度计

(DU640 型 ， Beckman) 上定量;制备1. 2% 琼脂糖凝胶，取

5μgDNA 电泳(2v/cm)3 - 4h，最后在紫外灯下观察并摄影。

6. 流式细胞仪枪测细胞凋亡率

收集与终浓度为 0、 7. 年g/m! ET- 18-C汇H3 共培养 24 小

时的细胞。 PBS 洗涤后，加到 Kenesis 50 试剂盒 (Bio-Rad)

中 ，置 18 - 25'C暗室孵育 30 分钟后，于流式细胞仪(FAC­

&扭，BD公司)上进行 DNA ∞ntent 分析。

7. RT-P(卫检测 bcl-2 ， c-myc mRNA 亵达

收集与 7 . 5μ.g/m! ET-18-OCH3 共同培养 0、 3、 6 、 9、 12、

24h 的 U266 细胞，用 RNA提取液 Trizol( Life Technology)进

行总 RNA提取，步骤详见说明书。 出NA 的合成按反转录

试剂盒 (Promega)说明书进行。 利用两对特异性引物分别扩

增 bcl-2 和 c-myc基因 ， 同时以ß-actin 作为内参照，引物序列

和扩增片段长度参数几表 1 0 PCR产物以 2%琼脂糖凝肢电

泳，经凝胶图像分析仪(Gel 臼c 1000 型 Bio-Rad)分析，计算

目的基因与ß-actin 荧光强度的比值。

8. 流式细胞仪检测BcI-2、Cmyc 蛋白的表达

收集与终浓度为 0、7 . 5闯1m!的 ET-18-α卫3 共孵育 24h

的U266 细胞， PBS洗涤后。 均分别加入抗人Bcl-2、C-myc 单

克隆抗体(臼，Ùter) ， 4'C孵育 O. 拙，再加入等量 FIτ℃标记的兔

抗鼠(二抗，臼此时，继续作用 O . 缸，经流式细胞仪(FN巳均1 ，

BD)检测U266 细胞剧-2、C-myc蛋白的表达率。

9. 蚊据处理

利用 SPSS 10 . 0 软件包进行单因素方差分析，显著性水

准 α 为 0 . 05 。

亵 1 RT-PCR 扩增的引物序列

引物 PCR 扩增的引物序列 扩段(增长bp度片) 退温('C火度) 

ß-actin a5 'GGC ATG GGT CAG AAG GATτ℃汇 3 '
b3'Aτ'G TCA CGC ACG ÞI.τTTCCCGC3 ' 

500 61 

a5 'CGA CGA CIT CTC CCG CCG CTA Cα::;'C 3' 

bcl-2 b5' CCG CAT GCT GGG GCC GTA CAG TTC C 3' 318 61 

c-myc a5' AGG TCG CTCτ飞CTGC τ飞CT 3' 119 61 
b5' ATG CCC CTC AAC Gτ寸 AGCT 3'

注: a、b 分别代表上、下游引物。

结果
(1) ET-18-C兀H3 对 U266 细胞的杀伤作用

1. ET-18-OCH3 对 U266 细胞增殖的抑制作用

ET-18-民间对 U266 细胞具有明显的细胞毒作

用，并呈时间和剂量的依赖性(表 2) 。

褒 2 ET-18-α丑3 对 U266 细胞存活率( %)的影晌

ET-18-C兀H3 作用时间 (h) 

(μg/m!) 3 6 9 12 24 

。 97.5 :t 1. 2 97 . 4 士 0.7 96.4 :t 1. 0 95.9 :t O. 4 95 .6 :t O. 4 

3.75 93 . 6 士 2 . 2 87.9 :t 1. 7 铃 84 . 1 士 2 . 1 骨 78.9 士 2 . 3 份 61. 6 士 3. 2 铃

7. 5 80 . 9 :t 3. 0 铃 73 . 8 士 3 . 8 * 67 . 3 :t 2. 9 备 51. 5 :t 1. 7 份 37. 7 :t 2. 9 椅

10 62 . 8 土 2. 0 ‘ 54 .3 :t 2. 2 * 48.4 士 2 . 2 传 35.0 :t 4. 0 * 22.6 :t 2.1* 

15 53 . 9 :t 2 . 4 * 41. 8 :t 1. 5 * 3 1. 4 :t 3 . 4 幡 15 .4 :t 4. 0 * 4. 9 :t 2. 7* 

20 40. l:t 3.1 铃 29.0 :t 4. 4 * 19 . 6 士 2 . 4 铮 8.8 :t 1. 3 幡 。:t 0* 

注:‘表示与对照组比较有差别(P<0.05) 。

(2) ET-18-OCH3 对 U266 细胞集落形成能力 落的形成，并呈时间和剂量依赖性(表 3) 。

的抑制作用 ET-18-优H3 可抑制 U266 细胞集
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褒 3 ET.18.町盹对 U266 细胞集落形成能力的影晌

集落/102 cells ET-18-0<二H3
(μg/rr让)

阿U
5
1

0
u

，

A
·

川
』

句'
1
J

43 

4h 8h 12h 

57 .0 :t 2. 6(100) 62 .0 :t 5. 5(100) 67 . 3 ::t 4.2(100) 

51. 0 士 4.6(90 . 7 ) 46 . 3 士 4 . 0 ( 73 . 8)* 35 . 3 士 3. 5(52 . 4 ) ‘

33.7 :t 5. 5(59 . 1) * 23.7 士 3 . 0 (37.8) 份 9.3 士 2 . 5 (13 . 8) 幡

11 . 0 士 2.0 (19.3) 铸 6.7 :t 2. 5(10. 7 ) 输 。 士 0 ( 0 ) 侵

24h 

69 . 7 士 3.5(100)

26 . 3 士 2.0(37.7 ) 铃

。 :t O( 0) 幡

0 士 0(0) 幡

注: 备与对照组比较有差别 (P<O.O日， 括号内数字为集落存活分数(s) ， S = 实验组集落形成率/对照组集落形成率×
100% 。

2. ET-18-OCH3 对 U266 细胞凋亡的诱导作用

(1)形态学观察 荧光显微镜下，与 7.5μg/

ml ET-18-OCH3 共同孵育出、"时仅偶见凋亡细
胞(P>0 . 05) 。 当孵育 9h 时，可见一定数量的胞核

或胞浆呈致密浓染的黄绿色荧光的凋亡细胞。 9h、

‘ 12h 、 24h 凋亡率分别为8.3 :t 3 . 5 % 、 15.8 土 4.5%及

21. 7 土 3 . 2% (P<O. 05) 。

电镜下，对照组细胞显示正常的细胞结构，核膜

完整，染色质均匀(图 1A) 。 而 7 . 5μg/ml ET-18-

囹 1 电镜下观察凋亡的 U266 细胞

A. 对照组 U266 细胞(x 3000) , B. 7 . 5μg/ml ET-
18-(兀H3 作用 24h 的 U266 细胞(x 4800) 。

OCH3 作用 24h 后，部分细胞出现典型的凋亡特征:

细胞胞体变小，染色质浓缩，并凝聚于核膜周边，有

的细胞核裂解为多块，个别细胞可见胞质块向表面

芽生，但未见凋亡小体(图 1B) 。

(2) 片段化 DNA 的形成 电泳结果显示，

7. 5μg/ml ET-18-∞H3 作用 24h 的 U266 细胞出现

典型的"梯状"条带 (DNA ladder) ，而对照组和其余

各时间组均未出现此降解片段(图 2) 。

M 1234 56 

二
懂

一

一
卧
』
口中

一

广
冒
ι
可
l
L

图 2 琼脂糖凝胶电泳观察 DNA 降解片段

M. PCR Marker ; 1.对照组 U266 细胞 ; 2、 3 、 4、 5、 6 .

7 . 5闯/ml ET-18-OCH3 作用 3、 6、 9 、 12、 24h 的 U266 细

胞。

(3) 细胞凋亡峰的检出 经流式细胞仪检

测，7.5μg/ml ET-18-C汇H3 作用 24h 的 U266 细胞

可见明显的凋亡峰(亚二倍体峰) ，凋亡率为 17.

53% ，而对照组细胞未见凋亡峰(图 3 ) 。

3. ET-18-OCH3 对 U266 细胞 bcl-2 ， c-myc mR­

NA 及蛋白表达的下调作用

(1) RT-PCR 检测 bcl-2 、 c-myc mRNA 的表达

琼脂糖凝胶电泳图像显示， bcl-2 、 c-myc 条带亮

度均随着 ET-18-优H3 作用时间的增加而减弱。 凝

胶图像分析仪分析结果表明 ， bcl-2 、 c-myc 与 ß-actin
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A B 
圈 3 流式细胞仪检测细胞凋亡

A. 对照组 U266 细胞，凋亡率为 0 . 08 % ; B. 7.5μ.g/ml ET-18-∞同作用 24h 的 U266 细胞，凋亡率为 17.53% 。

荧光强度比值均有所下降(对照组比值分别为

0.790 ， 0.674;作用 24h 后，下降为0.113 ， 0.189 ，分

别下降了原来的 86 % ， 72% ，图 的 。

(2) 流式细胞技术检测 Bcl-2 、C-myc 蛋白的表

达 流式细胞技术检测结果表明 ， ET-18-OCH3 

作用 24h 后 ， U266 细胞 Bcl-2 、C-myc 蛋白的表达均

有所下降，作用 24h 后，对照组 Bcl-2 、巳myc 表达阳

性率由原来的 91. 26 % , 41. 51 %分别 下降为

76. 12% ， 16.88% ，下降了原来的 17% , 60% (图 5 ，

6) 。

M 1 2 3 4 5 6 

A B 
图 4 ET-18-町H3 对 U266 细胞 bcl-2(A) 、 c-myc(B) mRNA 表达的影晌

M. P<二.RM缸ker(1116 ， 883 ， 692 ， 501 ， 489 ， 404 ， 331 ， 242 ， 190 ， 147 ， 111 ， 110bp);1 . 对照组 U266 细胞 ;2、 3 、 4 ， 5 、 6 . 7.5μg/ 
ml 的 ET-18-C充H3 作用 3、6 、9 、 12、 24 小时的 U266 细胞。

讨论

炕化溶血磷脂(ET-18-C汇H3 ， ALP)是一种酷脂

(ether lipid ， EL) ，其化学结构与 2-溶血磷脂酷胆碱

(lysophosphatidyl choline , LPC)相似。 ALP 对肿瘤

细胞具有直接杀伤作用，是新一类的抗肿瘤药

物[1]。本实验观察结果表明: ET-18-OCH3 不仅对
多发性骨髓瘤 U266 细胞具有明显的细胞毒作用，

还可抑制 U266 细胞集落的形成，作用呈时间和剂

量依赖性。

关于 ET-18-OCH3 确切的抗肿瘤机制目前尚未
完全阐明，已有研究发现 ， ALP 主要是通过影响细

胞膜的物理特性，干扰细胞膜磷脂的生物合成与代

谢[2] ，使细胞的信号传递受阻，最终导致细胞增殖

受抑或死亡。 近年来的研究认为肿瘤的发生是细胞

群体凋亡和增殖不平衡所致，因此诱导肿瘤细胞发

生凋亡在肿瘤治疗中具有重要意义。 有研究发现，
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ET-18-OCH3 也可通过诱导细胞凋亡而杀死肿瘤细

胞(3 ， 4 ] 。 本实验将 7.5μg/ml ET-18-OCH3 与 U266

细胞共同作用，结果发现无论是通过形态学观察，

DNA琼脂糖凝胶电泳还是 DNA倍体分析等多种方

法均证实，经 ET-18-0CH3 处理过的 U266 细胞具

备凋亡的形态学和生化特征，且随着 ET-18-OCH3
作用时间的延长，细胞凋亡率有明显的升高，表现出

时效关系。

在参与调控细胞凋亡的人体基因中 ， bcl-2 和 c­

myc是近年来发现的与凋亡关系密切的癌基因 。 它

们的异常表达存在于多发性骨髓瘤等造血系统恶性

肿瘤中(5] 0 bc1-2 基因是细胞凋亡的抑制基因 。 而

c-myc 则具有双重的作用，它既可促进细胞增殖又

可促进细胞的凋亡，这种相互对立的作用取决于是

否存在生长因子。 因此我们设想 ET-18αH3 可能

通过影响 bcl-2 和 c-myc 的表达来诱导 U266 细胞

的凋亡。 我们的实验结果发现，经 ET-18-OCH3 处
理过的 U266 细胞，其 bcl-2 、 c-myc 的mRNA水平及

蛋白表达率均有所下降。 然而 Mollinedo 等问] 以

HL-60 细胞为研究对象，结果却发现 ET-18-OCH3

并不影响 HL-60 细胞 bcl-2 mRNA 的表达，而是通

过上调 c-myc m卧认的表达来诱导 HL-60 细胞发

生凋亡。对此我们认为很可能与所选择的细胞系不

同有关。 我们所用的细胞系为多发性骨髓瘤细胞系

U266 ， 其可自分泌细胞因子 ILd6] ，从而影响 bc1-2
及 c-myc 的表达。

总之， ET-18-OCH3 可有效地杀伤 U266 细胞，

并可通过下调 bcl-2 、 c-myc mRNA 及蛋白的表达，

诱导 U266 细胞发生凋亡，有显著的抗肿瘤效应及

潜在的临床应用前景。
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THE EFFECT OF ALKYL-LYSOPHOSPHOLIPID 

CET-18-OCH3 ) ON U266 CELLS 

HUANG Chun Ling 精 CHEN Zhi Zhe CHEN J un Min W.肚I/GSh且o Yuan LIU Ting Bo YAI叫GTing

( Union Hosþiωl affilitiated ω Fujian Medical Uniærsity , Fujian Institute of Hematology , F1阴阳u 350001 αlina) 

ABSTRACf To study the anti-tumor effects of alkyl-lysophospholipid ET-18-α:::H3 (ALP) on U266 

cells. The antiproliferative activity of ET-18-OCH3 was measur世d by the inhibitory rate and ∞lony formation 

部says of U266 cells during the incubation with ET-18-C汇H3' The effect of ET-18-C汇H3 in apoptosis induc­

tion was determined by the observation of morphology , agar由e gel electrophoresis , and flow cytometry. The 

expression of bcl-2 、 c-myc mRNA and proteins wer巳 detected by RT-PCR and f10w cytometry in order to un­

derstand the mechanism of apoptosis induction. Results showed that ET-18-OCH3 owned significant cytotoxity 

on U266 cells and inhibitory effect on colonies formation. These effects were time- and dose-dependent. ET-

18-α二H3 ∞uld also induce time蝙dependent apoptosis , which w岱 confirmed by morphology characteristics and 

DNA fragments ladder on electrophoretogram. The apoptosis rate in f10w cytometry was 17 . 53 %, with no 

apoptotic cells found in control. RT-PCR showed bcl-2 and c-myc mRNA decreased by 86 %皿d72%r巳spec­

tivelyaft巳r U266 cells were incubated with ET-18-α二H3 for 24h. In the mean time , the percentage of bcl-2 、

C-myc 阳sitive cell decreased by 17 % and 60 % , respectively. Th臼er臼ults s鸣gest that ET-18-α二H3 has sig­

nificant inhibitory effect on growth of U266 cells , possibly due to its apoptosis induction in U266 cells. 

Key words: Alkyl-Iysophospholoipid U266 cell line Multiple myelωna 
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