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∙论著∙

丙戊酸钠对多发性骨髓瘤细胞株RPMI8226
和U266细胞自噬的影响
张媛媛 张志华 赵瑞娟 李红 王陶然 闫丽娜 谷翠红 赵蕾 郝长来

【摘要】 目的 探讨丙戊酸钠对多发性骨髓瘤（MM）细胞株RPMI8226和U266细胞自噬的影

响。方法 丙戊酸钠处理RPMI8226和U266细胞，吖啶橙染色后采用荧光显微镜观察细胞自噬形态

学变化，MTT 法检测细胞增殖抑制的变化，流式细胞术检测细胞凋亡，实时定量 PCR（RT-PCR）和

Western Blot法检测细胞自噬相关因子LC3、Beclin1的变化。结果 荧光显微镜观察到RPMI8226及

U266细胞存在基础水平的自噬现象，丙戊酸钠作用后能够诱导细胞自噬增多；MTT法检测结果显示

丙戊酸钠对细胞增殖抑制具有时间及浓度依赖性，作用 24 h 后半数抑制浓度分别为（12.03±0.23）

mmol/L和（10.16±0.37）mmol/L。8 mmol/L 丙戊酸钠作用24 h后，RPMI8226、U266细胞LC3 mRNA表

达水平（22.45±0.07、0.06±0.02）、Beclin1 mRNA表达水平（283.09±17.3、1.53±0.01）与空白对照组（1.00±

0.00、1.00±0.00）比较，差异均有统计学意义（P值均<0.05）。随着丙戊酸钠浓度增加和作用时间延长，

LC3、Beclin1蛋白表达水平逐渐增加，LC3Ⅰ向 LC3Ⅱ的转化率逐渐升高。结论 RPMI8226和U266

细胞中存在基础水平的自噬现象，丙戊酸钠对MM细胞的自噬有激活作用，这可能是丙戊酸钠治疗

MM的机制之一。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of valproic acid（VPA）on autophagy in multiple
myeloma（MM）cell lines RPMI8226 and U266. Methods The method of dye acridine orange（AO）was
used for observing morphological changes of autophagy under fluorescence microscope; The cell
proliferation inhibition was measured by MTT assay; Cells apoptosis was evaluated by flow cytometry;
Autophagy-related factors LC3, Beclin1 expressions changes were detected by real-time quantitative PCR
（Real- time PCR）and western blot assay. Results AO stainings as dispersively brownish red vesicles
were observed both in the control and chloroquine groups, while a lot of brownish red acidic vesicles in
clusters were seen in rapamycin and VPA groups. The growths of RPMI8226 and U266 cells were
suppressed by VPA treatment in a dose- and time-dependent manner, after treatment with VPA for 24 h, the
IC50 were （12.03 ± 0.23） mmol/L for RPMI8226 cells and （10.16 ± 0.37） mmol/L for U266 cells
respectively; Poptotie cells of RPMI8226 and U266 increased in a time-dependent manner after exposure to
VPA. Real- time PCR and Western blot results of RPMI8226 and U266 cells showed that gradually
increased LC3, Beclin1 mRNA and protein expressions with LC3 Ⅰ to LC3 Ⅱ conversion rate after
increasing the concentration of VPA and prolonging duration of action of VPA. Conclusions The results
reveal disclosed the basal level of autophagy in MM cells, VPA as a autophagy activator may be one of its
actions on the treatment of MM.
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细胞自噬是细胞利用溶酶体内水解酶对细胞

内受损、变性的蛋白质及衰老的细胞器进行消化降

解的过程，从而获得细胞代谢所需的能量和某些细

胞器的更新，以部分细胞质和细胞器被双层膜结构

包裹后形成的自噬体为特点。自噬与肿瘤的发生、

转移、耐药、死亡等息息相关［1-2］，自噬与血液系统多

种肿瘤的发生、耐药及复发的关系密切［3］。丙戊酸

钠是口服方便耐受性好的抗癫痫药物，越来越多的

研究表明其具有抗肿瘤活性［4-6］。近年来将其作为

一种分子学工具用于肿瘤的研究。在本研究中我

们采用丙戊酸钠作用于多发性骨髓瘤（multiple

myeloma, MM）细胞株 RPMI8226 及 U266 细胞，以

探讨MM细胞的自噬现象以及丙戊酸钠对其自噬

的影响。

材料与方法

1. 材料和试剂：RPMI8226及U266细胞购自上

海中美合资博慧斯生物医药科技有限公司。丙戊

酸钠（规格每瓶 25 g，批号 P4543）及兔抗人 LC3、

Beclin1 单克隆抗体购自美国 Sigma 公司。TRIzol

试剂购自天津福德士科技有限公司；反转录试剂盒

及引物均为美国 Invitrogen公司产品。凋亡试剂盒

为美国BD公司产品。β-actin单克隆抗体与羊抗兔

二抗为美国KPL公司产品。实时定量PCR仪为美

国Roche公司产品。DYY-6C电泳仪为北京六一生

物科技有限公司产品。

2. 细胞培养：RPMI8226及U266细胞培养于含

青霉素（100 U/ml）、链霉素（100 g/ml）的10%胎牛血

清的RPMI1640培养基中，置于饱和湿度、37 ℃、5%

CO2培养箱中常规传代培养，取对数生长期细胞用

于后续实验。

3. 吖啶橙染色荧光显微镜下观察细胞自噬现

象：取对数生长期细胞，以 8×104个/ml密度接种于

24孔板内。根据预实验结果，实验分为4组：空白对

照组，8 μg/ml氯喹组（阴性对照组），250 nmol/L雷

帕霉素组（阳性对照组），8 mmol/L丙戊酸钠组。孵

育24 h后，弃培养液，加入2 mg/ml吖啶橙室温避光

孵育2 min，置于荧光显微镜下观察、摄片。

4. MTT法检测丙戊酸钠对细胞增殖的影响：取

对数生长期细胞，以每孔 8×103个细胞接种于 96孔

板内，实验分为空白对照组及2、4、8 mmol/L丙戊酸

钠处理组，置于 37 ℃培养箱培养相应时间后，每孔

加入 5 mg/ml的MTT溶液，培养 4 h后每孔加入三

联裂解液（100 g/L SDS+50 g/L 异丁醇+10 mol/L

HCL）100 μl，37 ℃孵育过夜，在酶标仪上测定 490

nm 处吸光度（A）值，按下列公式计算细胞抑制率

（CIR）。
CIR（%）=（1－A 处理组/A 对照组）×100%

5. 流式细胞术检测细胞凋亡：取对数生长期细

胞，以每孔8×104个细胞接种于24孔板，实验分组同

MTT法，培养 6、12、24 h后收集细胞，冷PBS洗涤 2

次，用1×结合液调节细胞密度为1×106个/ml，取100

μl 细胞悬液于 5 ml 流式细胞管中，加入 FITC An-

nexin Ⅴ 5 μl，孵育 30 min 后加入碘化丙锭染液 5

μl，15 min后加入 1×结合液 400 μl，1 h内上流式细

胞仪检测，采用Cellquest 1.2分析软件分析结果。

6. 实时定量 PCR 法检测 LC3、Beclin1 mRNA

的表达水平：实验分组同MTT法，培养 24 h后收集

细胞；并以 8 mmol/L丙戊酸钠分别处理 3、6、12、24

h后收集细胞。用TRIzol提取液提取总RNA，按照

反转录试剂盒说明书合成 cDNA。LC3引物序列：

上游：5′-CTGTTGGTGAACGGACACAG-3′，下游：

5′-ACAATTTCATCCCGAACGTCT-3′；Beclin1引物

序列：上游：5′-TGAGGGATGGAAGGGTCTAA-3′，

下 游 ：5′- CCTGGGCTGTGGTAAGTAATG- 3′ ；

β-actin引物序列：上游：5′-CATGTACGTTGCTATC-

CAGGC- 3′，下游：5′- CTCCTTAATGTCACGCAC-

GAT-3′。以 cDNA 为模板，分别用目的基因 LC3、

Beclin1引物和内参基因β-actin引物对目的片段进

行扩增，经预变性、变性、退火及延伸等步骤，绘制

熔解曲线，读取CT值。以2-△△CT计算实验结果。

7. Western blot 法检测 LC3、Beclin1 蛋白的表

达：实验分组同MTT法。收集各组细胞，用组织快

速裂解液裂解细胞后提取总蛋白质，用二喹啉甲酸

（BCA）法测定蛋白浓度。取 50 μg蛋白行 120 g/L、

50 g/L SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转移至 PVDF

膜上，用 50 g/L脱脂奶粉溶液室温封闭2 h后，加入

兔抗人 LC3、Beclin1、β-actin 一抗（4 ℃摇床过夜），

室温下洗膜 3次，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗

兔二抗孵育2 h，室温下洗膜，电化学发光超敏发光

液显影，暗室曝光。采用成像系统进行蛋白表达检

测，以LC3、Beclin1与β- actin 条带的吸光度比值表

示LC3、Beclin1蛋白相对表达水平。

8. 统计学处理：每组设3个复孔（MTT法设5个

复孔），每个实验重复 3次。数据以 x±s表示，采用

SPSS 19.0软件进行统计学分析。多组间比较采用

单因素方差分析，两两比较采用 LSD- t 检验。

P<0.05为差异有统计学意义。



·480· 中华血液学杂志2016年6月第37卷第6期 Chin J Hematol，June 2016，Vol. 37，No. 6

结 果

1. 丙戊酸钠对细胞自噬的影响：不同药物处理

RPMI8226及U266细胞 24 h后，荧光显微镜下观察

显示：空白对照组细胞内均可见呈弥散分布的嗜酸

性棕红色囊泡；氯喹组可见散在分布的嗜酸性棕红

色囊泡；雷帕霉素组和丙戊酸钠组细胞内均可见大

量成簇分布的嗜酸性棕红色囊泡。结果表明 MM

细胞存在基础水平的自噬现象，丙戊酸钠能够诱导

MM细胞自噬的增多，是一种自噬激活剂（图1、2）。

2. MTT法检测丙戊酸钠对细胞增殖的影响：与

对照组相比，同一时间点，不同浓度丙戊酸钠处理

RPMI8226、U266 细胞，细胞增殖均受到抑制（P 值

均<0.05），且随着丙戊酸钠处理浓度的增加，细胞增

殖抑制率逐渐升高，差异有统计学意义（P 值均<

0.05）。同一浓度作用下，处理时间的不同，细胞增

殖抑制率变化不明显，但随着处理时间延长至24 h，

细胞增殖抑制率增加，差异有统计学意义（P<

0.05）。丙戊酸钠处理RPMI8226和U266细胞的半

数抑制浓度（IC50）值分别为（12.03±0.23）mmol/L和

（10.16±0.37）mmol/L（图3）。

3. 流式细胞术检测丙戊酸钠对细胞凋亡的影

A：空白对照组；B：氯喹组；C：雷帕霉素组；D：丙戊酸钠组

图1 荧光显微镜下观察不同药物作用RPMI8226细胞24 h后细胞中自噬体的变化（吖啶橙染色，自噬体呈棕红色囊泡）

A：空白对照组；B：氯喹组；C：雷帕霉素组；D：丙戊酸钠组

图2 荧光显微镜下观察不同药物作用U266细胞24 h后细胞中自噬体的变化（吖啶橙染色，自噬体呈棕红色囊泡）

A：RPMI8226细胞；B：U266细胞

图3 MTT法检测不同浓度丙戊酸钠处理不同时间对RPMI8226细胞（A）和U266细胞（B）增殖的影响（每组设5个复孔，每个实验重复3次）
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结 果

1. 丙戊酸钠对细胞自噬的影响：不同药物处理

RPMI8226及U266细胞 24 h后，荧光显微镜下观察

显示：空白对照组细胞内均可见呈弥散分布的嗜酸

性棕红色囊泡；氯喹组可见散在分布的嗜酸性棕红

色囊泡；雷帕霉素组和丙戊酸钠组细胞内均可见大

量成簇分布的嗜酸性棕红色囊泡。结果表明 MM

细胞存在基础水平的自噬现象，丙戊酸钠能够诱导

MM细胞自噬的增多，是一种自噬激活剂（图1、2）。

2. MTT法检测丙戊酸钠对细胞增殖的影响：与

对照组相比，同一时间点，不同浓度丙戊酸钠处理

RPMI8226、U266 细胞，细胞增殖均受到抑制（P 值

均<0.05），且随着丙戊酸钠处理浓度的增加，细胞增

殖抑制率逐渐升高，差异有统计学意义（P 值均<

0.05）。同一浓度作用下，处理时间的不同，细胞增

殖抑制率变化不明显，但随着处理时间延长至24 h，

细胞增殖抑制率增加，差异有统计学意义（P<

0.05）。丙戊酸钠处理RPMI8226和U266细胞的半

数抑制浓度（IC50）值分别为（12.03±0.23）mmol/L和

（10.16±0.37）mmol/L（图3）。

3. 流式细胞术检测丙戊酸钠对细胞凋亡的影

响：结果显示 8 mmol/L丙戊酸钠作用 3、6、12、24 h

后，RPMI8226 细胞的凋亡率分别为 2.4%、7.3%、

9.9%和 15.7%，U266 细胞的凋亡率分别为 3.3%、

5.7%、13.6%和25.5%。

4. 实时定量PCR及Western blot法检测丙戊酸

钠对细胞LC3及Beclin1表达的影响：不同浓度丙戊

酸钠处理RPMI8226 细胞 24 h，结果显示随着丙戊

酸钠浓度的增加，LC3、Beclin1 mRNA和蛋白的表

达水平逐渐增加，差异均有统计学意义（P 值均<

0.05）（表1），且LC3Ⅰ向 LC3Ⅱ的转化增加（图4A）。

不同浓度丙戊酸钠处理U266细胞24 h，结果显

示随着丙戊酸钠浓度的增加，LC3、Beclin1 mRNA

和蛋白的表达水平逐渐增加，差异有统计学意义

（P值均<0.05）（表 1），且LC3Ⅰ向 LC3Ⅱ的转化增

加（图 4B）。随着处理时间延长，LC3、Beclin1

mRNA及蛋白的表达量呈现先增加后减少的变化，

处理12 h时表达量最高，差异有统计学意义（P值均<

0.05）（表2）。

讨 论

近年来随着对MM发病机制研究的深入，发现

细胞自噬有可能参与MM的发生，但其具体的机制

仍不清楚［7］。细胞自噬是通过溶酶体对细胞内成分

进行分解代谢的过程，低水平的自噬，易在细胞饥

饿及DNA、细胞器受损的状态时被激活，通过降解

过多的或受损的细胞内成分而对细胞起保护性作

表1 实时定量PCR法检测不同浓度丙戊酸钠处理24 h对RPMI8226、U266细胞自噬相关因子表达的影响（x±s）

组别

对照组

丙戊酸钠处理组

2 mmol/L

4 mmol/L

8 mmol/L

RPMI8226细胞

Beclin1

mRNA表达

1.00±0.00

23.08±1.96a

174.34±3.80ab

283.09±17.3abc

蛋白表达

2.29±0.02

3.60±0.03a

4.99±0.12ab

7.73±0.18abc

LC3

mRNA表达

1.00±0.00

5.38±0.21a

13.86±0.12ab

22.45±0.07 abc

蛋白表达

0.55±0.01

2.36±0.02a

4.95±0.06ab

9.96±0.11abc

U266细胞

Beclin1

mRNA表达

1.00±0.00

0.60±0.01a

1.24±0.01ab

1.53±0.01abc

蛋白表达

1.42±0.01

2.44±0.01a

2.64±0.03ab

2.97±0.02abc

LC3

mRNA表达

1.00±0.00

0.07±0.01a

0.17±0.01ab

0.60±0.02abc

蛋白表达

0.29±0.01

0.45±0.01a

0.84±0.02ab

1.17±0.06abc

注：a：与对照组比较，P<0.05；b：与2 mmol/L丙戊酸钠处理组比较，P<0.05；c：与4 mmol/L丙戊酸钠处理组比较，P<0.05；每组设3个复孔，

每个实验重复3次

表2 实时定量PCR法检测8 mmol/L丙戊酸钠处理不同时间对RPMI8226、U266细胞自噬相关因子表达的影响（x±s）

组别

对照组

丙戊酸钠处理组

3 h

6 h

12 h

24 h

RPMI8226细胞

Beclin1

mRNA表达

1.00±0.00

1.68±0.22a

2.79±0.20a

5.77±0.21a

283.09±17.30 a

蛋白表达

0.21±0.01

0.40±0.01a

0.59±0.03a

1.12±0.02a

1.63±0.06a

LC3

mRNA表达

1.00±0.00

2.36±0.18a

2.46±0.12a

2.62+0.27a

22.45±0.07a

蛋白表达

0.33±0.01

0.44±0.02a

0.70±0.02a

1.08±0.04a

1.48±0.03a

U266细胞

Beclin1

mRNA表达

1.00±0.00

0.01±0.00ab

0.57±0.03ab

1.88±0.08a

1.53±0.01ab

蛋白表达

0.39±0.01

0.51±0.02ab

0.62±0.01ab

1.26±0.02a

0.71±0.03ab

LC3

mRNA表达

1.00±0.00

0.01±0.00ab

0.13±0.01ab

0.86±0.08a

0.60±0.02ab

蛋白表达

0.03±0.00

0.08±0.01ab

0.17±0.01ab

0.47±0.02a

0.20±0.01ab

注：a：与对照组比较，P＜0.05；b：与12 h处理组比较，P<0.05；每组设3个复孔，每个实验重复3次

1：空白对照组；2：2 mmol/L丙戊酸钠处理组；3：4 mmol/L丙戊酸钠处理组；4：8 mmol/L丙戊酸钠处理组

图4 Western blot法检测不同浓度丙戊酸钠处理24 h对RPMI8226细胞（A）和U266细胞（B）蛋白表达的影响
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用，高水平的自噬会引起细胞自噬性死亡［8-9］。近十

年来关于自噬的研究成为热点，研究过程中发现自

噬与肿瘤的关系十分密切，自噬与MM关系的研究

亦受到人们的关注。

丙戊酸钠是一种耐受性良好的抗癫痫药，越来

越多的研究发现其具有抗肿瘤活性，主要通过促进

分化、诱导凋亡、使细胞周期阻滞、抑制血管新生及

对自噬活性的调节等发挥作用［4-6］。在本研究中我

们首先通过荧光显微镜观察到吖啶橙染色的MM

细胞中存在弥散分布的嗜酸性棕红色囊泡，证实

MM细胞内存在基础水平的自噬，Yang等［10］也发现

MM细胞自噬水平高于正常浆细胞；丙戊酸钠处理

后MM细胞内可见大量嗜酸性棕红色囊泡且成簇

分布，与雷帕霉素处理后相似，表明丙戊酸钠和雷

帕霉素一样可以激活细胞的自噬，是一种自噬激活

剂，这与Hoang等［11］的报道一致。我们前期的研究

结果显示丙戊酸钠处理MM细胞24 h至72 h时，细

胞增殖抑制作用具有时间及浓度依赖性［12］。

在本研究中我们的结果显示 12 h内丙戊酸钠

对RPMI8266和U266细胞增殖抑制作用不明显，可

能有两方面原因：一是药物作用时间短，药物发挥

疗效需要时间；二是药物对MM细胞刺激，诱导了

MM细胞基础水平自噬的增强，通过清除受损或老

化的细胞器，使长寿命蛋白和蛋白复合体得到重复

利用，保护细胞适应不利环境得以存活。同时我们

的实验结果显示 24 h时细胞增殖抑制作用明显增

强，其可能因素包括：①自噬过度引起了自噬性细

胞死亡，低水平自噬可降解多余或受损的细胞器，

起着保护性作用，但高水平的自噬能够引起细胞死

亡。何时以及如何引起自噬的转化引起自噬功能

的转化是现如今研究的热点［13-14］；②丙戊酸钠激活

了MM凋亡，自噬与凋亡同属于程序性细胞死亡，

两者之间的关系错综复杂，有文献报道 丙戊酸钠可

通过激活凋亡途径促进肿瘤细胞的死亡［15］。随着

浓度的增加，丙戊酸钠对MM细胞增殖抑制作用逐

渐增强，差异有统计学意义（P<0.05）。Kaiser 等［16］

的研究结果也显示丙戊酸钠能够抑制MM细胞增

殖并呈剂量依赖性。

细胞自噬以自噬体的形成为特点，自噬相关因

子Beclin1和LC3在自噬体的形成及成熟阶段发挥

着重要的调控作用，自噬激活时，Beclin1表达通常

是增加的，LC3有两种形式即LC3Ⅰ和LC3Ⅱ［17-18］，

LC3的相互转化特性被用来检测自噬活性［19］，其中

LC3Ⅱ是自噬体的特征性标志。我们采用实时定量

PCR及Western blot法分别从mRNA和蛋白水平对

RPMI8226、U266细胞中自噬相关因子LC3、Beclin1

的表达进行了检测，结果显示在RPMI8226细胞中

随着丙戊酸钠浓度的增加和处理时间的延长，自噬

相关因子Beclin1及LC3 mRNA及蛋白表达水平呈

时间和浓度依赖性；在U266细胞中随着丙戊酸钠

浓度的增加，LC3、Beclin1 mRNA和蛋白的表达水

平逐渐增加，随着处理时间延长，LC3、Beclin1

mRNA及蛋白的表达水平呈现先增加后减少的变

化，处理12 h时表达量最高。Dong等［20］报道丙戊酸

钠能够诱导伯基特淋巴瘤白血病期细胞的自噬。

Xu等［6］发现丙戊酸钠能够激活甲状腺癌细胞的自

噬，且具有浓度依赖性。与我们的结果报道相似。

而自噬在两种细胞株出现的时间不同，分析原因可

能有两方面：一是细胞株本身存在差异导致自噬水

平不一样，但关于这方面未见文献报道，还有待进

一步研究；二是检测的时间短，在短时间内药物在

两细胞株中的作用未能达成一致。

自噬是一把双刃剑，它可以保护肿瘤细胞抵抗

缺血、缺氧及放化疗的杀伤作用，又可以导致肿瘤

细胞发生自噬性细胞死亡，丙戊酸钠能够激活MM

细胞的自噬，为MM的治疗提供了新思路。
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