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∙论著∙

新酪氨酸激酶抑制剂BGJ398对白血病细胞株
KG-1细胞的抑制效应研究
姜玉 晁红颖 张修文 周民 卢绪章 张日 何川 王谦

【摘要】 目的 探讨针对FGFR1的酪氨酸激酶抑制剂BGJ398对人急性髓系白血病细胞株KG-1

细胞的影响及可能的作用机制。方法 CCK-8法检测BGJ398对KG-1细胞增殖的影响；流式细胞术

Annexin Ⅴ/PI双重染色法检测BGJ398对细胞凋亡的影响；RQ-PCR检测细胞凋亡相关基因的表达；

Western blot法检测凋亡相关蛋白、FGFR1OP2-FGFR1融合蛋白及信号通路分子磷酸化水平的表达变

化。结果 BGJ398 能有效抑制 KG-1 细胞增殖，抑制率呈剂量依赖性升高，并能诱导细胞凋亡。

BGJ398 作用 KG-1 细胞 48 h 后，与对照组比较凋亡相关基因 Bcl-2 表达下降（0.342±0.054 对 1.026±

0.165，t＝3.94，P＝0.017），caspase-3表达上调（0.456±0.189对1.008±0.091，t＝16.44，P＜0.001），差异均

有统计学意义。与对照组相比，BGJ398作用组caspase-3活化蛋白表达增加，同时Bcl-2 蛋白表达下调；

FGFR1OP2-FGFR1融合蛋白水平及AKT、S6K1磷酸化水平下调，差异均有统计学意义（P值均＜0.01），

但ERK磷酸化表达水平无明显改变。结论 BGJ398能有效抑制KG-1细胞增殖并诱导细胞凋亡，其

机制可能与抑制FGFR1表达、下调Bcl-2水平、促进Caspase-3活化及抑制AKT和S6K磷酸化有关。
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【Abstract】 Objective To explore the effects and possible mechanisms of the novel pan- FGFR
inhibitor BGJ398 on KG-1 cells in vitro. Methods Effects of BGJ398 on cells proliferation were detected
by CCK-8, the apoptosis was assessed by Annexin V-FITC. Reverse transcriptionquantitative polymerase
chain reaction (q- PCR) analysis was used to detect the expression of apoptosis- related genes B cell
lymphoma- 2 (Bcl- 2) and caspase- 3. Western blotting analysis was performed to explore the proteins
expression levels of Bcl-2, caspase-3 and the expression of p-AKT, p-S6K, p-ERK and FGFR1. Results
BGJ398 effectively inhibited cell proliferation by dose-dependent manners. BGJ398(1.4 µmol/L) induced
apoptosis of KG-1 cells by 36.4%, compared with 4.5% in the control group(P＜0.001). Treatment with
BGJ398 at 1.4 µmol/L led to significant increases in the expression levels of caspase-3, and decreases in the
expression of Bcl-2 (P＜0.005). In accordance with these results, Western blot analysis further confirmed
the increased expression of Bcl- 2 protein along with elevated caspase- 3 activity. In addition, BGJ398
markedly down- regulated FGFR1OP2- FGFR1 fusion protein, p- AKT and p- S6K expression, but not p-
ERK expression. Conclusion Novel pan- FGFR inhibitor BGJ398 substantially suppressed KG- 1 cell
growth and induced apoptosis by inhibiting the expression of FGFR1, p- AKT, p- S6K and regulating
apoptosis-related proteins.

【Key words】 Tyrosine kinase inhibitor BGJ398; FGFR1; KG-1 cells; 8p11 myeloproliferative
syndrome
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伴有 FGFR1 异常的髓系和淋巴系肿瘤亦称

8p11骨髓增殖综合征（EMS），是一类罕见的、具有

高白血病转化风险的侵袭性肿瘤，其主要分子生物

学机制为定位于染色体 8p11的FGFR1基因发生断

裂重排，与定位于其他不同染色体的对手基因融

合，导致细胞发生致瘤性转化［1-3］。文献报道，EMS

由慢性期到急性白血病期的中位转化时间仅 2 个

月［3］。目前应用于慢性骨髓增殖性肿瘤（MPN）的干

扰素、羟基脲及应用于急性白血病或淋巴瘤的传统

化疗药物均不能改善EMS患者的预后，造血干细胞

移植（HSCT）是唯一有潜在治愈可能的措施，但由

于受年龄、供者、身体状况等原因的限制，仅少数患

者最终能接受HSCT。因此，针对FGFR1酪氨酸激

酶的抑制剂成为EMS靶向治疗的首选，但一代及二

代酪氨酸激酶抑制剂（TKI）并未显示出治疗优越

性［3］。本研究通过体外实验探索新一代酪氨酸激酶

抑制剂 NVP-BGJ398 对携带 FGFR1OP2-FGFR1 融

合基因的KG-1细胞株的抑制效应，以期为未来临

床应用提供理论依据。

材料与方法

1. 主要试剂：BGJ398（美国 Selleck 公司产品）

溶于 DMSO，-80 ℃保存。IMDM 培养基购自美国

Hyclone 公司，无支原体污染；胎牛血清购自美国

Gibco 公司；CCK-8 试剂盒购自中国 Biosharp 生物

技术公司；Annexin Ⅴ-FITC/PI 凋亡检测试剂盒购

自美国 BD 公司；TRIzol 购自美国 Invitrogen 公司；

RQ-PCR 逆转录试剂盒购自日本 TaKaRa 公司；

RQ-PCR检测试剂盒购自美国 Invitrogen公司；引物

由上海英骏生物技术有限公司合成；抗β-actin抗体

购自美国 Santa Cruz 生物科技公司；抗 AKT 抗体、

抗AKT磷酸化抗体、抗FGFR1抗体、抗Bcl-2抗体、

抗 caspase-3 抗体、抗 S6K1 抗体均购自美国 Abcam

公司；羊抗兔 HRP 标记二抗购自美国 Jackson

ImmunoResearch公司。

2. 细胞来源和细胞培养：人白血病 KG-1 细胞

株购自美国标准生物品收藏中心（ATCC）。采用含

20%热灭活胎牛血清的 IMDM培养基，置于 37 ℃、

5%CO2培养箱中培养，每 2～3 d更换 1次细胞培养

基。实验所用细胞均处于对数生长期。

3. CCK-8 法检测 BGJ398 对细胞增殖的影响：

取对数生长期的KG-1细胞接种于 96孔板，每孔共

200 µl，含细胞数为 5×104个，加入 BGJ398，使其终

浓度分别为0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4、1.6、1.8、

2.0 µmol/L，并设 DMSO 对照组，每组设 3 个复孔。

在培养箱中培养48 h后，加入20 μl CCK-8溶液，在

培养箱内继续孵育 4 h，用酶标仪检测 450 nm处各

孔的吸光度（A）值，计算细胞增殖抑制率。细胞增

殖抑制率（%）=（A 对照组-A 药物组）/A 对照组×100%。

4. 流式细胞术检测细胞凋亡率：用 IMDM培养

基调整细胞密度为 5×105/ml，接种于 6 孔板，设置

1.4 µmol/L BGJ398 处理组及 DMSO 对照组。置培

养箱中培养 48 h 后，收集待检测细胞并用 PBS 洗

1 次，结合缓冲液洗 1 次，用 100 µl 结合缓冲液重

悬。每管加入5 µl Annexin Ⅴ-FITC和5 µl PI，混匀

后于室温避光孵育15 min，加入结合缓冲液后，用流

式细胞仪检测细胞凋亡率。

5. RQ-PCR检测凋亡相关基因表达：实验分为

DMSO 对照组及 BGJ398 作用组，采用 TRIzol 法提

取各组细胞总 RNA，测定其浓度和纯度并逆转为

cDNA，以 GAPDH 作为内参，检测 DMSO 对照组、

BGJ398 作用组凋亡相关基因 Bcl-2 及 caspase-3 相

对表达水平。目的基因相对表达水平以2-∆∆CT表示，

∆∆CT =（CT 药物组目的基因-CT 药物组内参基因）-（CT 对照组目的基因-
CT 对照组内参基因）。扩增引物：Bcl-2基因上游引物为 5′-

CAGGAAACGGCCCGGAT-3′，下游引物为 5′-CT-

GGGGCCTTTCATCCTCC-3′；caspase-3 上游引物

为 5′- CTCTGGTTTTCGGTGGGTGT- 3′，下游引物

为 5′-TCC AGAGTCCATTGATTCGCT-3′；GAPDH

上游引物为 5′-GAAGGTG AAGGTCGGAGTC-3′，

下 游 引 物 为 5′- GAAGATGGTGATGGGATTTC-

3′。 反应体系：cDNA 模板 2 µl，上下游引物各 0.5

µl，SYBGreen Mix 10 µl, ddH2O 7 µl。反应条件：

50 ℃ 反应2 min，95 ℃反应2 min进行预变性，95 ℃
变性 15 s，60 ℃ 退火 1 min，72 ℃ 延伸 1 min，进行

40 次循环，熔解曲线设置条件为 95 ℃反应 15 s，

60 ℃反应1 min，95 ℃反应15 s。

6. Western blot 法检测凋亡相关蛋白及信号通
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路分子磷酸化水平：分别收集 BGJ398 作用组及

DMSO对照组细胞，用含1 mmol/L PMSF的RIPA裂

解液裂解细胞，抽提细胞总蛋白，测定蛋白浓度，每

孔蛋白上样量为 60 µg，用 120 g/L的聚丙烯酰胺凝

胶电泳 2 h，湿转印至膜，50 g/L脱脂奶粉溶液室温

封闭1 h后，加入相应的一抗孵育，4 ℃过夜，用HRP

标记的二抗室温温育 2 h，ECL发光液显色，进行图

像采集并用 ImageJ分析软件进行灰度扫描分析。

7. 统计学处理：采用 SPSS 17.0 软件进行统计

学分析，数据以均数±标准差表示，组间比较采用单

因素方差分析（ANOVA）分析。P＜0.05 为差异有

统计学意义。

结 果

1. BGJ398对KG-1细胞增殖的影响：经CCK-8

检测发现，不同浓度（0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、

1.4、1.6、1.8、2.0 µmol/L）的BGJ398对KG-1细胞作

用 48 h 后，其增殖抑制作用呈剂量依赖性（图 1）。

以浓度为横坐标，细胞增殖抑制率为纵坐标绘制细

胞增殖抑制曲线，计算得到BGJ398作用48 h的 IC50

值为 1.4 µmol/L，以此为实验浓度和作用时间进行

后续实验。

图1 CCK-8法检测BGJ398对KG-1细胞增殖的影响

2. BGJ398对KG-1细胞凋亡的影响：1.4 µmol/L

BGJ398 作用 KG- 1 细胞 48 h 后，细胞凋亡率为

（36.5±0.8）%，DMSO 对照组细胞凋亡率为（4.1±

0.6）%，差异有统计学意义（t＝56.2，P＜0.001）。

3. BGJ398 对 KG-1 细胞凋亡相关基因 mRNA

表达的影响：KG-1 细胞经 BGJ398 作用 48 h 后，

Bcl- 2 基因表达水平较 DMSO 对照组明显下降

（0.342 ± 0.054 对 1.026 ± 0.165，t＝3.94，P＝0.017），

caspase-3 基因表达水平较 DMSO 对照组明显上调

（4.456±0.189对1.008±0.091，t＝16.44，P＜0.001）。

4. BGJ398对KG-1细胞凋亡相关蛋白、FGFR1

蛋白水平及信号通路蛋白磷酸化水平的影响：

1.4 µmol/L BGJ398 作用 KG- 1 细胞 48 h 后，采用

Western blot法检测Bcl-2蛋白表达及 caspase-3蛋白

的活化情况，结果显示，和DMSO对照组相比，凋亡

相关蛋白 Bcl-2 表达明显下降，而活化的 caspase-3

蛋白表达明显上调，差异均有统计学意义（P值均＜

0.01）。我们同时检测了FGFR1OP2-FGFR1融合蛋

白表达及AKT、S6K1、ERK蛋白磷酸化和其总蛋白

表达水平变化情况，结果显示，BGJ398显著抑制了

FGFR1OP2-FGFR1 融合蛋白表达及 AKT、S6K1 的

磷酸化水平，和DMSO对照组相比，差异均有统计

学意义（P值均＜0.01），但对ERK磷酸化则无明显

影响（P＞0.05）。详见图2、表1。

1：DMSO对照组；2：BGJ398作用组

图 2 Western blot 法检测 BGJ398 作用 KG-1 细胞后 caspase-3、

Bcl-2、FGFR1蛋白的表达及AKT、S6K和ERK磷酸化水平

讨 论

BGJ398 是新一代有效、选择性、口服型 FGFR

酪氨酸激酶小分子抑制剂，作用于FGFR1、FGFR2、

FGFR3，分子式为 C26H31Cl2N7O3，相对分子质量

为 560，目前研究主要集中于伴有FGFR1基因异常

的实体瘤患者如膀胱癌、非小细胞肺癌、乳腺癌、胆

管癌及子宫内膜癌等［4-6］。Ⅰ期临床试验表明，伴有

FGFR1扩增的非小细胞肺癌及伴有FGFR3突变的

膀胱泌尿系肿瘤患者服用 BGJ398 后显示了较好

的耐受性及安全性，并表现出较强的抗肿瘤活性
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［6］。2016 年，Wu等［7］建立了 FGFR1过表达原发急

性髓系白血病小鼠模型，在经BGJ398处理后，小鼠

的白血病进展及总体生存情况均得以不同程度改

善。最近，Malli 等［8］将新一代酪氨酸激酶抑制剂

Ponatinib和BGJ398作用于转染TPR-FGFR1融合基

因的32D细胞株，结果显示，两种FGFR靶向抑制剂

均显示出较好的抑制细胞增殖效应，但BGJ398 IC50

值更低。

KG-1细胞株来源于一例急性髓系白血病患者，

2006 年由国外学者 Gu 等［9］鉴定该细胞株携带

FGFR1OP2-FGFR1 融合基因，且其中的 FGFR1 保

留了完整的酪氨酸结构域，具有激酶活性，是研究

EMS的理想细胞模型。我们将不同浓度的BGJ398

作用于KG-1细胞株 48 h后，细胞的增殖抑制率呈

现明显的剂量依赖性。进一步采用流式细胞术检

测细胞凋亡率发现，与DMSO对照组相比，BGJ398

作用的KG-1细胞凋亡率明显升高，差异有统计学

意义。

细胞凋亡是细胞在各种死亡信号刺激后发生

的一系列级联反应的主动死亡过程，它受多种

基因调控，并与 caspases 家族和 Bcl-2 家族密切相

关［10-12］。caspases是一组具有相似氨基酸顺序、二级

结构的半胱氨酸蛋白酶，其级联反应在凋亡通路中

具有重要地位，尤其 caspase-3是其中的中心环节，

其活性水平变化能显著影响药物诱导肿瘤细胞凋

亡的能力。既往研究显示，Bcl-2家族蛋白表达水平

的变化，可以显著改变肿瘤细胞对化疗药物诱导凋

亡的敏感性，在调控和执行凋亡的过程中，与

caspase-3起决定性作用［13］。近来，Göke等［14］在研究

中发现，BGJ398促进非小细胞肺癌细胞株H1581凋

亡的机制是通过 caspase依赖和非 caspase依赖双途

径实现的。我们的研究结果显示，BGJ398作用KG-1

细胞 48 h后，Bcl-2基因的mRNA表达和Bcl-2蛋白

水平均明显下降，而 caspase- 3 活化增加，因此，

BGJ398 对凋亡相关蛋白的调节作用可能是诱导

KG-1细胞凋亡的机制之一。

PI3K/AKT/mTOR信号通路是众多上游信号的

整合点，通过激活相关下游信号，在细胞存活、增

殖、凋亡、蛋白合成及代谢、血管新生及细胞周期调

控、肿瘤的发生和发展等方面发挥重要作用，同时，

该通路激活程度也是肿瘤患者预后生存的重要指

标［15］。 Hu 等［16］将 BGJ398 作用于伴有高水平

FGFR2 基因表达的胃癌细胞株 KATO Ⅲ后进行

Western blot 检测结果显示，ERK1/2 的磷酸化水平

仅仅在BGJ398作用2 h后出现短暂下降，在24 h后

其磷酸化抑制作用完全消失，对比之下，AKT的磷

酸化水平下降则从药物作用2 h后持续至72 h，因此

推测，AKT磷酸化水平的持续下调是BGJ398具有

抗肿瘤作用的基本机制之一。但对于非小细胞肺

癌细胞株 H1581 的研究显示，BGJ398 作用后 AKT

磷酸化水平没有受到任何影响，相反，ERK1/2则出

现了磷酸化水平的明显改变［14］。因此，BGJ398对不

同肿瘤细胞株的促凋亡机制不同。

既往的研究表明，FGFR1 发生断裂重排后，与

对手基因形成新的融合蛋白，使得FGFR1发生二聚

化改变，继而其胞内酪氨酸残基发生自身磷酸化，

并进一步激活下游信号传导通路，如 PI3K/AKT、

RAS/MAPK及 JAK/STAT等［3］。在伴有 t（6;8）（q27;

p12）/FOP1-FGFR1融合基因的EMS患者中，富含亮

氨酸的FOP1可以引起FOP1-FGFR1融合蛋白二聚

化并组成性激活FGFR1酪氨酸激酶及其下游信号

通路PI3K/AKT，同时上调Bcl-2蛋白表达［17］。Malla

等［18］研究显示，AKT是凋亡相关的蛋白表达的关键

调节因子，AKT磷酸化水平改变会影响细胞凋亡基

因表达。我们将BGJ398加入KG-1细胞共培养48 h

后进行Western blot检测，结果显示BGJ398对AKT

及 S6K 磷酸化水平有较强的抑制作用，同时伴有

Bcl-2蛋白下调及 caspase-3活化增加，但对ERK1/2

表1 Western blot法检测BGJ398作用KG-1细胞48 h后Bcl-2、caspase3、FGFR1OP2-FGFR1蛋白的表达及AKT、S6K1和ERK

磷酸化水平变化（x±s）

组别

DMSO对照组

BGJ398作用组

t值

P值

Bcl-2

0.781±0.036

0.456±0.005

12.60

0.006

Active-caspase-3

0.576±0.007

1.296±0.033

30.28

0.001

FGFR1OP2-FGFR1

0.432±0.032

0.208±0.019

8.47

0.014

p-AKT

1.262±0.005

0.632±0.001

170.30

0.001

p-S6K1

1.061±0.001

0.537±0.004

192.50

0.001

p-ERK1/2

0.771±0.005

0.854±0.090

1.30

0.323

注：每组设3个复孔，实验重复3次
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磷酸化几乎没有影响。因此推测，FGFR1 抑制剂

BGJ398 促 进 KG- 1 细 胞 凋 亡 可 能 与 抑 制

FGFR1OP2-FGFR1融合蛋白表达、下调Bcl-2水平、促

进 caspase-3活化及抑制AKT和S6K磷酸化有关。

总之，BGJ398作为进入临床试验阶段的新一代

口服应用的FGFR抑制剂，不仅对实体瘤有较好的

抗肿瘤活性，也可能是EMS患者潜在靶向治疗的选

择之一。
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