
中华血液学杂志2020年7月第41卷第7期 Chin J Hematol，July 2020，Vol. 41，No. 7 ·583·

∙论著∙

Cdc37调控细胞自噬参与骨髓瘤细胞
对硼替佐米耐药的研究
刘兰婷 1 邓书会 1 藏美蓉 2 张金巧 2 邱录贵 1

1中国医学科学院血液病医院（中国医学科学院血液学研究所），实验血液学国家重点实

验室，国家血液系统疾病临床医学研究中心，天津 300020；2河北医科大学第三医院血

液科，石家庄 050000

通信作者：藏美蓉，Email：pumc_zangmeirong@163.com

【摘要】 目的 探索细胞分裂周期蛋白37（Cdc37）通过调控细胞自噬参与多发性骨髓瘤（MM）对

硼替佐米（BTZ）耐药的机制，为MM的治疗提供新的思路。方法 应用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）

和Western blot（WB）技术测定BTZ耐药细胞株ANBL-6.BR中Cdc37及自噬相关基因LC3b的表达水

平。采用慢病毒转染技术上调ANBL-6.BR细胞中Cdc37的表达水平，WB技术检测LC3b的表达，流式

细胞术检测BTZ诱导的细胞凋亡。采用 shRNA干扰技术下调MM细胞株NCI-H929中Cdc37的表达

水平，CCK-8法进一步验证Cdc37低表达与BTZ耐药相关，WB技术检测AKT/mTOR信号通路及自噬

相关蛋白的表达变化；通过流式细胞术检测自噬抑制剂氯喹（CQ）是否可以增加耐药MM细胞对BTZ

的敏感性。结果 Cdc37在BTZ耐药细胞株ANBL-6.BR中低表达，而自噬相关基因LC3b在耐药株中

高表达。上调ANBL-6.BR细胞中Cdc37的表达水平可抑制LC3b的表达，且增加了MM细胞对BTZ的

敏感性。在MM细胞系NCI-H929中抑制Cdc37的表达导致BTZ耐药，同时引起自噬水平升高。而自

噬抑制剂CQ可逆转Cdc37下调所引起的BTZ耐药。结论 Cdc37可能通过调控细胞自噬参与MM细

胞对BTZ的耐药过程。
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【Abstract】 Objective To explore the role of cell division cycle protein 37（Cdc37）mediating
bortezomib（BTZ） resistance in multiple myeloma（MM） via the regulation of autophagy activity to
provide a novel strategy for MM therapy. Methods The expressions of Cdc37 and LC3b were
investigated in BTZ-resistant MM cell line ANBL-6.BR using quantitative real-time PCR（qRT-PCR）and
western blot（WB）analysis. Cdc37 was upregulated in ANBL-6.BR cells owing to lentivirus transfection.
The LC3b expression was detected with WB, and BTZ- induced apoptosis was explored using flow
cytometry. Cdc37 was then down-regulated by shRNA in the MM cell line NCI-H929. Sensitivity of BTZ
was evaluated using CCK- 8 analysis. WB analysis was performed to check the expression of the AKT/
mTOR pathway and autophagy- associated proteins. The sensitivity of NCI- H929 cells to BTZ in the
presence of autophagy inhibitor chloroquine（CQ）was analyzed using flow cytometry. Results Cdc37
was down- regulated, while autophagy- associated gene LC3b was upregulated in BTZ- resistant cell line
ANBL- 6.BR. Up- regulated Cdc37 in ANBL- 6.BR cells could inhibit LC3b expression and increase the
sensitivity of MM to BTZ. Suppressing Cdc37 expression in MM cell line NCI- H929 induced BTZ
resistance and autophagy activation, while CQ could rescue BTZ resistance caused by Cdc37 inhibition.
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多发性骨髓瘤（MM）是一种以浆细胞克隆性增

殖为特征的恶性血液系统肿瘤，至今不能治愈［1］。自

2003年获得美国食品药品监督管理局批准以来，以

蛋白酶体抑制剂硼替佐米（BTZ）为基础的化疗方案

已经成为MM的首选治疗之一。但有研究表明，近

25％初治MM患者对BTZ原发耐药，而在复发难治

患者中，BTZ的获得性耐药率更是高达 70％［2］。对

BTZ耐药的MM患者预后极差，中位生存期只有6～

9个月［3］。因此，BTZ耐药是MM治疗的巨大障碍，

也是其不可治愈的重要原因之一。我们在前期研究

中发现，细胞分裂周期蛋白 37（cell division cycle

protein 37，Cdc37）可能与BTZ耐药相关，但其机制

尚不明确。本研究拟通过调节 Cdc37 的表达观察

Cdc37与BTZ耐药的关系，并进一步探讨其可能的

机制，为克服BTZ耐药提供新的靶点和治疗策略。

材料与方法

1. 细胞培养：MM细胞系NCI-H929购自ATCC

细胞库，ANBL-6.WT 和 ANBL-6.BR 细胞由 Robert

Orlowski 教授（美国 MD Anderson 癌症中心）馈

赠。上述细胞均保存于实验血液学国家重点实验

室细胞库。NCI-H929 细胞培养于含 10％胎牛血

清、2 mmol/L谷氨酰胺、100 IU/ml青霉素、100 IU/ml

链霉素的RPMI 1640（美国Gibco公司产品）完全培

养基。根据文献报道，ANBL-6.WT和ANBL-6.BR

细胞培养于含 1 ng/ml IL-6的RPMI 1640完全培养

基［4-5］。所有细胞均在37 ℃、5％ CO2、饱和湿度下培

养，每2～3 d换液传代1次。

2. 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测 mRNA

的表达：收集对数生长期细胞，TRIzol 法提取总

RNA，采用M-MLV逆转录 cDNA合成试剂盒（美国

Invitrogen公司产品）进行反转录，其反应体系及条件

参照说明书进行。qRT-PCR采用 SYBR Premix Ex

TaqTM（日本 Takara 公司产品）反应体系，反应条件

为：预变性 95 ℃ 30 s；PCR（40 个循环）95 ℃ 5 s，

60 ℃ 34 s；熔解曲线 95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s。

反应结束后确认qRT-PCR的扩增曲线和熔解曲线，

以 GAPDH 为内参，采用 2- ΔΔCt 法进行结果分析。

PCR 引物序列分别为：Cdc37（F：5′-TGAAGACG

AGACGCACC- 3′；R：5′- TCAGTTTCCTCTGGCAC

TCG- 3′），LC3b（F：5′- TTCGAGAGCAGCATCCA

ACC-3′；R：5′-ATGCTGTGTCCGTTCACCAA-3′），

GAPDH（F：5′- GAAGGTGAAGGTCGGAGTC- 3′；

R：5′-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3′）。

3. Western blot（WB）法检测蛋白的表达：收集

细胞，裂解蛋白，采用 BCA 蛋白定量试剂盒（美国

Thermo 公司产品）测定蛋白浓度，按照每孔 30 mg

蛋白量进行SDS-PAGE电泳，并转移至PVDF膜上，

5％ BSA封闭1 h后，与一抗4 ℃孵育过夜。加入辣

根过氧化物酶（HRP）标记的二抗，室温孵育1 h。加

入化学发光剂，曝光显影。Cdc37 抗体购自英国

Abcam公司，β-actin抗体购自中国天津三箭生物技

术有限公司，LC3b 抗体、AKT 抗体、p-AKT 抗体、

mTOR抗体、p-mTOR抗体、HRP标记二抗均购自美

国Cell Signaling Technology公司。

4. 慢病毒转染建立稳定细胞株：pLKO.1-

shRNA-Cdc37 vector 储存菌液购自美国 Sigma 公

司，pLKO.1-scramble shRNA control vector购自美国

Addgene公司。经质粒提取、病毒包装及病毒液收

集制备Cdc37 shRNA病毒液。在六孔板内铺好细

胞，待目的细胞达到 70％汇合度时，更换 1 ml新鲜

培养基，加入 1 ml病毒液到目的细胞中，同时加入

终浓度为 8 μg/ml 的 polybrene。培养 8～12 h 后更

换新鲜培养基继续培养48～72 h。更换为含有嘌呤

霉素的培养基进行阳性细胞筛选。

Cdc37慢病毒过表达质粒及对照质粒购自中国

GeneCopoeia公司，两者均表达GFP荧光标志。经

病毒包装、收集及细胞感染后，流式细胞术分选

GFP阳性细胞。

5. CCK-8法检测细胞活力：参照CCK-8试剂盒

（日本同仁化学研究所产品）进行操作。准备实验所

需细胞悬液，细胞计数后接种于 96孔培养板中，同

样的标本设至少3个复孔。每孔为100 μl培养体系，

接种2×104个细胞，在37 ℃、5％ CO2、饱和湿度孵箱

内静置培养 24 h后，加入不同浓度BTZ作用 48 h，

在检测前4 h加入CCK-8，每孔10 μl，上机检测。

6. 流式细胞术检测细胞凋亡：将细胞接种于六

孔板中，每孔 2 ml 培养体系，接种 2×105/ml 细胞。

分别加入2 nmol/L BTZ和（或）不同浓度氯喹（CQ），

作用 24 h，收集细胞。1 ml Binding Buffer 重悬细

Conclusion Cdc37 may participate in BTZ resistance in MM via the regulation of autophagy activity.
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胞，取 100 μl 细胞悬液加入流式管中，加入 5 μl

FITC-Annexin Ⅴ和 5 μl PI 或者 5 μl PE-Annexin

Ⅴ和 5 μl 7-AAD，室温避光孵育30 min。每管再加

入400 μl 1×Binding Buffer，混匀，1 h内上机检测。

7. 统计学处理：应用 SPSS 13.0 软件进行统计

学分析。结果用 x±s表示。两组间比较使用 t检验，

多于两组间的比较使用单因素方差分析。P＜0.05

为差异有统计学意义。

结 果

1. Cdc37和自噬相关基因LC3b在BTZ耐药细

胞株中的表达：qRT-PCR及WB技术检测BTZ耐药

细胞株 ANBL-6.BR 及其亲本细胞株 ANBL-6.WT

中Cdc37及LC3b的表达水平。结果显示，Cdc37在

BTZ 耐药细胞株中低表达，而自噬相关基因 LC3b

在BTZ耐药细胞中高表达（图1、图2）。在ANBL-6.

BR 细胞中上调 Cdc37 的表达可抑制 LC3b 的表达

（图3）。2 nmol/L BTZ作用于ANBL-6.BR-Cdc37-空

载体（EV）及 ANBL-6.BR-Cdc37-过表达（OE）细胞

24 h，细胞凋亡比例分别为（11.6±1.2）％和（20.3±

1.5）％（P＜0.01）（图4）。上述结果提示，Cdc37低表

达及增强的细胞自噬可能参与了BTZ耐药的过程。

aP＜0.01，bP＜0.05

图 1 实时荧光定量 PCR 检测 ANBL-6.WT 和 ANBL-6.BR 细胞中

LC3b、Cdc37基因mRNA的表达水平（实验重复3次）

2. 在 NCI-H929 细胞中下调 Cdc37 的表达对

MM 细胞 BTZ 敏感性的影响：通过慢病毒感染技

术，在NCI-H929细胞中建立Cdc37敲减的稳定细胞

株 Cdc37 shRNA 及其对照细胞株 Cdc37 scramble，

WB法检测显示其敲减效率（图 5）。不同浓度BTZ

作用于 Cdc37 scramble 及 Cdc37 shRNA 细胞 48 h，

其细胞活性的变化存在差异（表1），两种细胞的 IC50

分别是3.3 nmol/L和5.2 nmol/L。

3. 在 NCI-H929 细胞中下调 Cdc37 的表达对

AKT-mTOR 通路及自噬水平的影响：WB 法检测

1：ANBL-6.WT细胞；2：ANBL-6.BR细胞

图2 Western blot法检测ANBL-6.WT 和ANBL-6.BR细胞中LC3b、

Cdc37蛋白的表达水平

1：ANBL-6.BR-Cdc37-EV细胞；2：ANBL-6.BR-Cdc37-OE细胞

图 3 Western blot 法检测 ANBL-6.BR-Cdc37-EV 及 ANBL-6.BR-

Cdc37-OE细胞中LC3b、Cdc37蛋白的表达水平

图 4 2 nmol/L硼替佐米作用 24 h后流式细胞术检测ANBL-6.BR-

Cdc37-EV（A）及ANBL-6.BR-Cdc37-OE（B）细胞凋亡比例

Cdc37 scramble和Cdc37 shRNA细胞中ATK/mTOR

细胞通路中的关键蛋白 AKT、p-AKT、mTOR、
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p-mTOR，结果显示 Cdc37 shRNA 细胞中 p-AKT、

p-mTOR 水 平 较 Cdc37 scramble 细 胞 明 显 降 低

（图 6）。而作为AKT/mTOR细胞通路的下游，自噬

通路相关基因LC3b在Cdc37 shRNA细胞中显著升

高（图7、图8）。

4. 自噬抑制剂对Cdc37 shRNA细胞BTZ敏感

性的影响：不同浓度自噬抑制剂CQ与BTZ共同作

用于Cdc37 scramble和Cdc37 shRNA细胞，流式细

胞术检测细胞凋亡情况。结果显示，低浓度 CQ

（≤10 µmol/L）单独作用于MM细胞不会诱导细胞

凋亡，细胞凋亡比例并不随着CQ浓度的增加而显

著增加。当 CQ 浓度继续加大时才会诱导细胞凋

亡，且 Cdc37 scramble 和 Cdc37 shRNA 细胞对 CQ

的敏感性无明显差异（图 9）。但当低浓度 CQ

（≤10 µmol/L）与BTZ共同作用时，CQ可以显著增

1：NCI-H929 scramble细胞；2：NCI-H929 shRNA细胞

图5 Western blot法检测Cdc37在NCI-H929 scramble及NCI-H929

shRNA细胞中的表达水平

1：NCI-H929 scramble细胞；2：NCI-H929 shRNA细胞

图 6 Western blot 法检测 NCI-H929 scramble 和 NCI-H929 shRNA

细胞中AKT/mTOR信号通路的表达变化

aP＜0.01，bP＜0.05

图 7 实时荧光定量 PCR 检测 LC3b 在 NCI-H929 scramble 和 NCI-

H929 shRNA细胞中的表达水平（实验重复3次）

1：NCI-H929 scramble细胞；2：NCI-H929 shRNA细胞

图 8 Western blot法检测LC3b在NCI-H929 scramble和NCI-H929

shRNA细胞中的表达

加 MM 细胞对 BTZ 的敏感性，这一作用在 Cdc37

shRNA细胞中更加明显（图 10）。上述结果提示采

用小剂量 CQ 抑制细胞自噬活性即可增加 Cdc37

shRNA细胞对BTZ的敏感性。

讨 论

BTZ 耐药是 MM 治疗失败的主要原因之一。

BTZ耐药机制复杂，蛋白酶体β5亚基突变［6］、药物外

排泵（如p-糖蛋白、多药耐药相关蛋白等）过表达［7］、

NF-κB等信号通路异常激活［8］、骨髓微环境的保护

作用［9- 10］均与 BTZ 耐药密切相关。近年来研究发

现，细胞自噬与肿瘤耐药密切相关［11］。自噬是一种

高度保守的细胞内代谢途径，是细胞在应对饥饿、损

伤等不良刺激时通过降解细胞内衰老受损的蛋白

成分和细胞器来实现自我消化、自我供给，从而使

细胞获得营养以维持生存的过程，是细胞在长期对

抗外界环境压力时形成的自我保护机制。

MM细胞合成大量免疫球蛋白，细胞内的蛋白

表1 不同浓度硼替佐米作用于NCI-H929 scramble 和NCI-H929 shRNA细胞48 h后CCK-8法检测细胞活力（x±s）

细胞株

NCI-H929 scramble

NCI-H929 shRNA

样本量

4

5

硼替佐米浓度（nmol/L）

0

1.173±0.014

0.782±0.011

1

1.000±0.010

0.646±0.012

2

0.637±0.007

0.424±0.005

4

0.536±0.002

0.412±0.011

8

0.398±0.001

0.327±0.004

10

0.244±0.001

0.301±0.002

20

0.183±0.004

0.260±0.002
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质代谢极为旺盛，而自噬对维持MM细胞内稳态具

有重要作用。Lamy等［12］的研究发现，将自噬通路

上的关键分子Beclin-1敲除后，MM细胞生存受抑，

证实基础水平的自噬对于MM细胞的存活至关重

要。BTZ通过抑制蛋白酶体降解途径使大量未折

叠蛋白或错误折叠蛋白在细胞内累积，最终引发细

胞死亡［13］。而自噬作为细胞内又一蛋白降解通路

可以帮助细胞处理过剩蛋白［14］。Escalante 等［15］证

实，BTZ处理后短时间内就可以引发细胞内的自噬

反应。而 Hamouda 等［16］发现，与骨髓瘤细胞株

U266亲本相比，BTZ引发的泛素化蛋白和蛋白聚集

物的累积在BTZ耐药的U266细胞株中明显减少，

而且这种增强的蛋白处理能力与细胞抵抗BTZ杀

伤进而存活下来的能力密切相关。随后的研究证

实，在耐药细胞株中，BTZ所引起的过剩蛋白累积

主要通过激活的自噬溶酶体途径清除，从而帮助细

胞抵抗BTZ的杀伤作用。因此，抑制自噬成为克服

BTZ耐药的另一手段。

我们的前期研究结果显示，自噬相关基因LC3b

在BTZ耐药细胞株中高表达，与之前的研究结果一

致。同时我们也发现，Cdc37在BTZ耐药细胞株中

低表达，在MM细胞株NCI-H929细胞中下调Cdc37

1：氯喹0 μmol/L处理组；2：氯喹2.5 μmol/L处理组；3：氯喹5 μmol/L处理组；4：氯喹10 μmol/L处理组；5：氯喹30 μmol/L处理组

图9 不同浓度氯喹作用于NCI-H929 Cdc37-scramble（A）和NCI-H929 Cdc37-shRNA（B）细胞24 h后流式细胞术检测细胞凋亡

1：氯喹0 μmol/L处理组；2：氯喹2.5 μmol/L处理组；3：氯喹5 μmol/L处理组；4：氯喹10 μmol/L处理组

图10 不同浓度氯喹与 2 nmol/L硼替佐米共同作用于NCI-H929 Cdc37-scramble（A）和NCI-H929 Cdc37-shRNA（B）细胞 24 h后流式细胞术

检测细胞凋亡
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的表达将引起MM细胞对BTZ的敏感性下降。两

个结果相互印证，明确了Cdc37低表达与BTZ耐药相

关。Cdc37是否可以通过调节细胞自噬参与MM细

胞对BTZ耐药的过程是本研究重点要解决的问题。

Cdc37分子是最初在芽殖酵母中发现的细胞周

期相关蛋白，而随后的研究发现Cdc37具有分子伴

侣活性，可以作为接头蛋白特异地与蛋白激酶的催

化结构域结合，并促进蛋白激酶与热休克蛋白90的

结合，从而帮助蛋白激酶成熟［17］。而Cdc37的一个

重要底物蛋白就是mTOR蛋白［18］。mTOR作为一种

保守的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，是调节细胞生长、

增殖、存活和自噬等上游通路的汇合点，而 AKT/

mTOR信号通路是抑制细胞自噬的关键信号通路。

因此我们假设Cdc37可能通过影响AKT/mTOR信

号通路参与细胞自噬和BTZ耐药过程。我们的研

究结果也证实，在NCI-H929细胞中下调Cdc37的表

达抑制了 AKT/mTOR 信号通路中关键蛋白 AKT、

mTOR的磷酸化过程，从而解除了mTOR信号通路

对自噬的抑制作用，细胞内的自噬活性增强。而小

剂量自噬抑制剂就能逆转Cdc37下调所引起的BTZ

耐药。

MM是一种异质性疾病，不同MM患者对同一

药物的敏感性存在巨大差异。如何在治疗前预测

不同MM患者对治疗的反应是MM治疗的又一难

题。我们的研究显示Cdc37 低表达与 BTZ 耐药相

关，Cdc37分子能否成为预测BTZ治疗反应的分子

标志还需更大的临床样本证实。
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