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∙论著∙

沙利度胺联合干扰素对Kasumi-1细胞的
增殖抑制作用及其机制研究
徐皓 米瑞华 范瑞华 尹青松 汪小姣 魏旭东

【摘要】 目的 探讨沙利度胺联合干扰素（IFN）对急性髓系白血病细胞系Kasumi-1细胞的增殖

抑制作用及其机制。方法 沙利度胺、IFN以及两药联合处理Kasumi-1细胞，采用CCK-8法检测细胞

增殖抑制率，流式细胞术检测细胞凋亡率，ELISA法检测细胞培养上清血管内皮生长因子（VEGF）水

平，Western blot 法检测凋亡相关蛋白的表达。结果 在 50～500 μg/ml 范围内沙利度胺可抑制

Kasumi-1细胞增殖，并呈浓度依赖性［24 h的 IC50值为（451.13±6.92）μg/ml、48 h的 IC50值为（362.50±

14.52）μg/ml］；在500～5 000 U/ml范围内，IFN浓度依赖性地抑制Kasumi-1细胞增殖［24 h的 IC50值为

（2 209±127）U/ml、48 h的 IC50值为（1 393±63）U/ml］。 350 μg/ml沙利度胺和 1 400 U/ml IFN作用 48

h，Kasumi-1细胞的凋亡率分别为（14.68±2.61）%和（21.71±0.71）%，与对照组［（0.89±0.38）%］相比，差

异有统计学意义（P值均<0.01）；两药联合作用后Kasumi-1细胞的增殖抑制率为（88.50±2.40）%，凋亡

率为（41.95±3.41）%，与对照组和各单药组比较，差异均有统计学意义（P值均＜0.01）。沙利度胺、IFN

单药及两药联合组VEGF水平分别为（141.11±3.70）、（119.90±2.00）和（94.61±5.46）ng/L，两药联合组明

显低于单药组（P值均＜0.05）。沙利度胺、IFN单药作用Kasumi-1细胞48 h能不同程度下调Bcl-2的表

达，上调p-P38（同时P38表达量下降）、Bax、细胞色素C、活化型（cleaved）Caspase-3、8、9的表达，与对

照组比较差异均有统计学意义（P值均<0.05）；沙利度胺联合 IFN该作用进一步加强（P值均<0.05）。结

论 沙利度胺和 IFN可协同抑制Kasumi-1细胞增殖、诱导其凋亡，其可能是通过线粒体和死亡受体途

径，并活化P38信号通路诱导细胞凋亡和抑制Kasumi-1细胞VEGF的自分泌来实现。
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【Abstract】 Objective To explore the inhibitory effect of thalidomide combined with interferon
（IFN）on the human acute myeloid leukemia cell line Kasumi- 1 and its mechanism. Methods The
inhibitiory effect of Kasumi- 1 cells by thalidomide, interferon or combination was detected by CCK- 8
method, the apoptosis by flow cytometry, the expression of apoptosis related proteins by Western blot,
vascular endothelial growth factor（VEGF） concentration in culture supernatant by ELISA. Results
Thalidomide inhibited the proliferation of Kasumi- 1 in a dose- dependent manner from 50 μg/ml to 500
μg/ml with an IC50 of（451.13 ± 6.92）μg/ml at 24 h and（362.50 ± 14.52）μg/ml at 48 h. IFN also
demonstrated the inhibitory capacity in a dose-dependent manner from 500 U/ml to 5 000 U/ml, with an
IC50 of（2 209±127）U/ml at 24 h and（1 393±63）U/ml at 48 h. The apoptosis rates of Kasumi-1 cells treated
with thalidomide 350 μg/ml or IFN 1 400 U/ml for 48 h were（14.68 ± 2.61）% and（21.71 ± 0.71）% ,
respectively, significantly higher than control group（P<0.01）. In combination group the inhibition and the
apoptosis rate were（88.50±2.40）% and（41.95±3.41）%, significantly higher than control and each single
agent group（P<0.01）. The VEGF concentrations of combination group［（94.61 ± 5.46）ng/L］decreased
significantly, as compared to thalidomide group［（141.11±3.70）ng/L］and IFN group［（119.90±2.00）
ng/L］（P＜0.05）. Western blot analysis showed Bcl-2 expression of Kasumi-1 cells decreased, while p-P38,
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Bax, cytochrome C, cleaved-Caspase-3, 8, 9 increased after treated with thalidomide 350 μg/ml or IFN 1
400 U/ml for 48 h. When treated with the combination agents, the expression of Bcl-2 further decreased and
p-P38, Bax, cytochrome C, cleaved-Caspase-3, 8, 9 further increased as compared with each single agent
（P＜0.05）. Conclusions Thalidomide and IFN could synergistically inhibit the proliferation of Kasumi-1
cells probably through inducing apoptosis via the mitochondrial pathway, death receptor pathway and P38
MAPK pathway, as well as inhibiting VEGF secretion.

【Key words】 Thalidomide； Interferon； Leukemia，myeloid，acute； Kasumi-1 cells

急性髓系白血病（AML）高危患者和老年患者

的疗效较差，而获得完全缓解的患者约半数会复

发，其长期生存率则不到10%。Steins等［1］报道沙利

度胺单药治疗AML的有效率为25%，且能够改善患

者的输血依赖，早在19世纪60年代干扰素（IFN）就

被用于治疗AML，无论是在诱导缓解还是造血干细

胞移植后复发的挽救治疗中 IFN 都有一定的疗

效［2-4］。我们前期临床观察发现联合应用沙利度胺

和 IFN对复发难治性AML有一定疗效［5］，为进一步

探讨其作用机制，我们以AML细胞系Kasumi-1细

胞为研究对象，观察沙利度胺联合 IFN对Kasumi-1

细胞增殖、凋亡以及微血管生成的影响，为沙利度

胺联合 IFN临床应用提供一定的实验依据。

材料和方法

1. 主要试剂和器材：沙利度胺标准品由江苏常

州制药有限公司提供。RPMI 1640培养液、胎牛血

清均购自美国Gibco公司。CCK-8细胞增殖及毒性

检测试剂盒购自上海贝博生物公司。AnnexinⅤ-

FITC细胞凋亡检测试剂盒和全蛋白提取试剂盒购

自南京凯基生物科技发展有限公司。BCA蛋白定

量试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。

GAPDH、P38、磷酸化（p）-P38、BCL-2、Bax、细胞色

素 C、Caspase- 3、活 化 型（cleaved）- Caspase- 8、

cleaved-Caspase-9兔抗人单克隆抗体（单抗）购自美

国Cell Signaling Technology公司；HRP标记的山羊

抗兔二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

人血管内皮生长因子（VEGF）ELISA检测试剂盒购

自上海生工生物工程技术服务有限公司。流式细

胞仪为美国BD公司的FACSCalibur型。

2. 细胞培养：白血病细胞系Kasumi-1细胞为中

国医学科学院血液学研究所王建祥教授馈赠。采

用含 15%胎牛血清的 RPMI 1640 培养液，置于

37 ℃、5%CO2、饱和湿度培养箱中培养，48～72 h传

代1次，取对数生长期细胞用于实验。

3. CCK-8法检测细胞增殖抑制率：取对数生长

期的Kasumi-1细胞，以 1×105/ml接种于 96孔板，每

孔100 μl，每组设 5个复孔，加入不同浓度的沙利度

胺（终浓度分别为50、100、200、300、400、500 μg/ml）

和 IFN（终浓度分别为 500、1 000、2 000、5 000、

10 000 U/ml）分别作用 24 h和 48 h，每孔加入 10 μl

CCK-8溶液，37 ℃孵育 4 h后用酶标仪检测 450 nm

波长处吸光度（A）值，根据公式计算细胞增殖抑制

率。实验重复3次。

用350 μg/ml 沙利度胺、1 400 U/ml IFN 单药以

及两药联合作用于Kasumi-1细胞，采用上述方法检

测细胞增殖抑制率，并根据金式公式判断两种药物

之间的相互作用：Q=E（a+b）/［Ea+Eb-（Ea×Eb）］，式

中Ea、Eb分别为沙利度胺和 IFN单药组的细胞增殖

抑制率，E（a+b）为联合用药组的细胞增殖抑制率，

当 Q＜0.85 时，两种药物为拮抗作用；当 0.85≤Q＜

1.15时，两种药物为单纯相加作用；当Q≥1.15时，两

种药物为协同作用。实验重复3次。

4. 流式细胞术检测细胞凋亡率：取 5×105个细

胞接种于12孔板中，分别加入350 μg/ml沙利度胺、

1 400 U/ml IFN、350 μg/ml 沙利度胺联合 1 400

U/ml IFN，以未处理细胞为对照组，每组设 3 个复

孔，作用48 h后收集细胞，用500 μl结合缓冲液重悬

细胞，加入 5 μl AnnexinⅤ-FITC混匀后加入 5 μl 碘

化丙锭（PI），避光反应 15 min后上机检测。实验重

复3次。

5. ELISA 法检测 Kasumi- 1 细胞培养上清中

VEGF水平：将Kasumi-1细胞以 1×105/孔接种于 96

孔板，孵育 24 h 后分别加入 350 μg/ml 沙利度胺、

1 400 U/ml IFN、350 μg/ml 沙利度胺联合 1 400

U/ml IFN，每组设3个复孔，作用48 h后取细胞培养

上清，以未处理细胞为对照，按照人VEGF ELISA检

测试剂盒说明书进行操作。实验重复3次。

6. Western blot法检测沙利度胺、IFN和沙利度

胺联合 IFN 处理 48 h 后细胞凋亡相关蛋白表达水

平：实验分组同上。全蛋白提取试剂盒提取各组细

胞总蛋白，BCA法测定蛋白浓度，将各样品调整至
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等浓度后分装保存于-80 ℃。以GAPDH为内参照

进行 100 g/L SDS-PAGE，300 mA 恒流 1～2 h 转移

至PVDF膜上，用50 g/L脱脂奶粉溶液或BSA封闭，

按 1∶200～1∶1 000 加入 Bcl-2、Bax、细胞色素 C、

cleaved-Capase-3、8、9以及P38和p-P38抗体，4 ℃孵

育过夜，再按 1∶5 000 加入 HRP 标记的二抗反应 1

h，X线底片曝光显影。结果用图像处理仪进行灰度

扫描分析。实验重复3次。

7. 统计学处理：采用SPSS18.0软件进行统计学

分析，检测结果以均数±标准差表示，采用独立样本

t检验分析，P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. 沙利度胺和 IFN 对 Kasumi-1 细胞增殖的影

响：在 50～500 μg/ml范围内，沙利度胺可浓度依赖

性地抑制 Kasumi-1 细胞增殖（P＜0.05）（图 1）；在

500～5 000 U/ml 范围内，IFN 浓度依赖性地抑制

Kasumi-1细胞增殖（图2）。沙利度胺作用24和48 h

的 IC50 值分别为（451.13 ± 6.92）μg/ml 和（362.50 ±

14.52）μg/ml；IFN 作用 24 和 48 h 的 IC50 值分别为

（2 209±127）U/ml和（1 393±63）U/ml，同时观察到作

用 24 h、浓度为 5 000 和 10 000 U/ml 时 IFN 对

Kasumi-1 细胞的增殖抑制作用出现平台期。350

μg/ml沙利度胺、1 400 U/ml IFN以及两药联合作用

于 Kasumi-1 细胞 48 h 的增殖抑制率分别为（48.8±

4.64）%、（50.19±2.59）%和（88.50±2.40）%，与对照组

的（1.55±0.37）%相比差异均有统计学意义（P值均

＜0.01），两药联合组增殖抑制率与各单药组的差异

亦有统计学意义（P 值均＜0.01），且 Q=1.19（≥
1.15），表明沙利度胺350 μg/ml和 IFN 1 400 U/ml能

够协同抑制Kasumi-1细胞增殖。

图1 不同浓度沙利度胺对Kasumi-1细胞的增殖抑制作用（每组设

5个复孔，实验重复3次）

图 2 不同浓度干扰素（IFN）对Kasumi-1细胞的增殖抑制作用（每

组设5个复孔，实验重复3次）

2. 沙利度胺和 IFN 对 Kasumi-1 细胞凋亡的影

响：350 μg/ml沙利度胺和1 400 U/ml IFN作用48 h，

Kasumi- 1 细胞凋亡率分别为（14.68 ± 2.61）% 和

（21.71±0.71）%，与对照组的（0.89±0.38）%相比差异

有统计学意义（P值均<0.01）；两药联合组细胞凋亡

率为（41.95±3.41）%，与对照组和各单药组相比明显

增高，差异有统计学意义（P值均＜0.01）。

3. 沙利度胺和 IFN对细胞培养上清VEGF水平

的影响：结果显示，350 μg/ml沙利度胺、1 400 U/ml

IFN及两药联合组细胞培养上清液中VEGF水平分

别为（141.11±3.70）、（119.90±2.00）和（94.61±5.46）

ng/L，均低于对照组的（156.38±5.48）ng/L（P 值均<

0.05），两药联合组 VEGF 水平显著低于各单药组

（P值均<0.05）。

4. 沙利度胺和 IFN 对 Kasumi-1 细胞凋亡相关

蛋白表达的影响：结果显示，350 μg/ml 沙利度胺、

1 400 U/ml IFN 均可以不同程度地下调Bcl-2 的表

达，上调p-P38（同时P38表达量下降）、Bax、细胞色

素C、cleaved-Caspase-3、8、9的表达，与对照组相比，

差异均有统计学意义（P值均<0.05）；350 μg/ml沙利

度胺联合 1 400 U/ml IFN 处理 Kasumi-1 细胞 48 h

后，Bcl-2 蛋白降低以及 p-P38、Bax、细胞色素 C、

cleaved-Caspase-3、8、9蛋白增加的程度均明显高于

各单药组（P值均<0.05）（图3、表1）。

讨 论

目前尚未见沙利度胺以及 IFN对Kasumi-1细

胞抑制作用的实验研究。早期有学者发现沙利度

胺（0.5、1.0、2.0 mmol/ L）能够抑制人慢性髓性白血

病急变株K562细胞增殖，并呈一定的浓度和时间
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1：对照组；2：350 μg/ml沙利度胺作用组；3：1 400 U/ml IFN作用组；

4：沙利度胺联合 IFN组

图 3 Western blot 法检测沙利度胺、干扰素（IFN）作用 48 h 对

Kasumi-1细胞凋亡相关蛋白表达的影响

依赖性，另外能够诱导K562细胞凋亡并抑制其自

分泌VEGF［6］。本实验中我们发现沙利度胺在50～

500 μg/ml范围内亦能够浓度依赖性地抑制Kasumi-

1 细胞增殖。孙立荣等［7］发现用不同浓度 IFN（5×

105～1×107 U/L）处理48 h能够抑制HL-60细胞增殖

并促进其凋亡；我们用同样浓度梯度的 IFN进行实

验，发现 IFN亦能浓度依赖性地抑制Kasumi-1细胞

增殖。另外本研究结果显示 350 μg/ml沙利度胺和

1 400 U/ml IFN作用48 h对Kasumi-1细胞增殖抑制

具有协同作用；为进一步探讨两者的协同作用机

制，我们用AnnexinⅤ-FITC/PI双染法对沙利度胺、

IFN和两药联合作用前后的细胞进行流式细胞术检

测，发现两药联合能够增加 Kasumi-1 细胞的凋亡

率，ELISA 法检测证明其显著抑制细胞自分泌

VEGF。

Bcl-2是一种抗凋亡蛋白，Bax是一种促凋亡蛋

白，凋亡过程中表现为Bcl-2蛋白表达减少而Bax蛋

白表达增多，从而促进细胞色素C的释放，进而细胞

色素C与凋亡促进因子-1（Apaf-1）和Caspase-9形成

复合体，使 Capase-3 家族发生酶解级联激活［8- 9］，

Caspase- 3 的活化是凋亡进入不可逆阶段的标

志［10］。本研究中我们发现，350 μg/ml沙利度胺和

1 400 U/ml IFN作用48 h均能够抑制Bcl-2的表达，

并上调 Bax、细胞色素 C 及 cleaved- Caspase- 3 和

cleaved-Caspase-9的表达，而两药联合能够明显增

强对上述蛋白表达的抑制或上调作用；可见沙利度

胺联合 IFN能够通过Caspase依赖的线粒体途径诱

导Kasumi-1细胞凋亡。另外沙利度胺联合 IFN亦

能 够 明 显 促 进 cleaved- Caspase- 8 的 表 达 ，而

Caspase- 8 可 以 通 过 死 亡 受 体 途 径 直 接 激 活

Caspase- 3，可能也参与了沙利度胺及 IFN 诱导

Kasumi-1细胞凋亡。

Mayer等［11］发现 IFN可以抑制K562细胞增殖，

而应用 P38通路抑制剂后 IFN对K562细胞的增殖

抑制作用则被逆转，说明 IFN对K562细胞的增殖抑

制作用由P38MAPK通路介导。Lu等［12］发现 IFN可

以通过P38通路抑制 JAK-2阳性真性红细胞增多症

患者骨髓或外周血中CD34+细胞的增殖以及诱导其

凋亡，同样发现P38MAPK抑制剂SB203580能够逆

转 IFN的增殖抑制以及促凋亡作用。本研究结果显

示，1 400 U/ml IFN作用Kasumi-1细胞48 h后p-P38

的表达量增高，P38MAPK通路可能亦介导了 IFN诱

导 Kasumi-1 细胞凋亡；而 350 μg/ml 沙利度胺作用

48 h也能够上调p-P38表达，两者联合作用时p-P38

的表达量进一步增高，说明两者可能通过协同活化

P38MAPK通路进而抑制Kasumi-1细胞增殖以及促

进其凋亡。

AML患者血浆中高水平的VEGF提示预后不

良［13］。沙利度胺是一种抗新生血管生成药，能够抑

制VEGF的产生。本实验结果显示，350 μg/ml沙利

表1 沙利度胺联合干扰素（IFN）对Kasumi-1细胞凋亡相关蛋白表达的影响（与GAPDH的灰度比值，x±s，n=3）

注：a与对照组相比，P＜0.05；b与各单药组相比，P＜0.05

组别

对照组

沙利度胺350 μg/ml

IFN 1 400 U/ml

沙利度胺350 μg/ml

+IFN 1 400 U/ml

P38

0.29±0.03

0.17±0.04a

0.16±0.01a

0.06±0.00ab

p-P38

0.05±0.00

0.09±0.00a

0.11±0.02a

0.21±0.03ab

Bcl-2

0.23±0.05

0.14±0.05a

0.11±0.02a

0.04±0.01ab

Bax

0.19±0.03

0.35±0.06a

0.26±0.04a

0.69±0.02ab

细胞色素C

0.10±0.00

0.15±0.02a

0.25±0.02a

0.45±0.05ab

cleaved-Caspase-3

0.01±0.00

0.05±0.00a

0.23±0.01a

0.93±0.07ab

cleaved-Caspase-8

0.05±0.01

0.12±0.04a

0.19±0.02a

0.40±0.03ab

cleaved-Caspase-9

0.02±0.00

0.12±0.01a

0.23±0.03a

0.65±0.05ab
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度胺能够抑制Kasumi-1 细胞自分泌 VEGF，另外 1

400 U/ml IFN亦能够轻度抑制VEGF分泌，而两者

联合抑制作用进一步加强，可能该效应参与了沙利

度胺联合 IFN对 Kasumi-1细胞的增殖抑制作用。

前期我们用沙利度胺联合 IFN治疗复发或难治

性非霍奇金淋巴瘤取得了可观的疗效；后来应用沙

利度胺联合 IFN为基础的方案治疗2例复发难治性

AML患者，1例获得完全缓解，另1例骨髓中白血病

细胞比例由 0.486降至 0.020，认为沙利度胺和 IFN

在免疫调节和促进免疫细胞的活性方面具有协同

作用［14-15］，而本研究进一步显示沙利度胺和 IFN在

抑制细胞增殖、通过线粒体途径和死亡受体途径以

及 P38MAPK 通路诱导细胞凋亡、抑制 VEGF 分泌

方面具有协同作用，这可能在复发难治性AML的

治疗中具有重要意义。目前我们正在进行一项沙

利度胺联合 IFN为主的方案治疗复发难治性以及老

年AML的多中心Ⅲ期临床研究，该方案可能会成

为AML尤其是复发难治性及老年AML一种行之有

效的治疗手段。
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更正

本刊2015年第 36卷第 5期“获得性纯红细胞再生障碍诊断与治疗中国专家共识（2015年版）”一文第365页左栏第19行

“常用剂量为泼尼松0.5~1.0 g·kg-1·d-1”应为“常用剂量为泼尼松0.5~1.0 mg·kg-1·d-1”，特此更正，并深表歉意！

本刊编辑部




