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环腺苷酸拟似物 8-CPT-cAMP诱导
骨髓瘤细胞凋亡的实验研究

杭海芳　王莹莹　朱琦

上海交通大学医学院附属第九人民医院血液内科，上海 200011

　　［摘要］　背景与目的：多发性骨髓瘤(multiple myeloma，MM)患者经标准方案治疗后缓解率虽高，但其

缓解后复发及对化疗药物耐药性的产生较普遍。通过调变细胞内环腺苷酸浓度可以诱导多种肿瘤细胞增殖阻滞

和凋亡，成为肿瘤治疗新途径。本研究观察环腺苷酸拟似物8-对氯苯硫基环腺苷酸［8-(4-chlorophenylthio) 

adenosine 3’，5’-cyclic monophosphate，8-CPT-cAMP］对MM细胞生物学行为的影响，探讨其诱导MM细胞凋

亡的可能机制，为开发临床MM治疗新药提供研究方向。方法：以不同浓度8-CPT-cAMP处理MM细胞系U266，用细

胞计数试剂盒-8(cell counting kit-8，CCK-8)检测其增殖，流式细胞仪检测细胞周期、凋亡率和线粒体跨膜

电位的变化，实时荧光定量聚合酶链反应(real-time quantitative polymerase chain reaction，RT-PCR)、

蛋白质印迹法(Western blot)分别检测凋亡相关基因caspase-8、caspase-9、Bcl-2和Bax的转录及Bcl-2、Bax蛋

白的表达。结果：U266细胞经不同浓度8-CPT-cAMP处理5 d后，生长受到明显抑制，呈浓度和时间依赖性；伴

随作用时间延长，8-CPT-cAMP的半数有效抑制浓度(IC50)明显减低，第5天可达58.52 μmol/L。U266细胞周期

在8-CPT-cAMP浓度增加的状态下逐渐停滞在G0/G1期；各浓度组细胞增殖抑制率、凋亡率与对照组相比差异均有

统计学意义(P<0.05)。同时8-CPT-cAMP能够诱导U266细胞线粒体跨膜电位下降；此外，经8-CPT-cAMP处理48和

72 h后，不同浓度U266细胞Bcl-2 mRNA及蛋白表达较对照组明显下降(P<0.05)，caspase-9、Bax mRNA及 Bax蛋

白表达明显升高(P<0.05)，而caspase-8 mRNA表达与对照组比较无明显差异。结论：8-CPT-cAMP能够抑制骨髓

瘤细胞增殖并诱导其凋亡，呈时间和浓度依赖性；该效应可能通过caspase依赖的线粒体诱导细胞凋亡途径来

实现。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Despite the high remission rate in patients with multiple myeloma (MM) 
after the standard regimen, but often relapsed and resistant. It has been shown that modulation of cAMP can induce cell 
cycle arrest and apoptosis in a variety of tumor cells, which has become an interesting approach to cancer therapy. This 
study aimed to investigate possible effects of cyclic adenosine monophosphate (cAMP) analogue 8-(4-chlorophenylthio) 
adenosine 3’, 5’-cyclic monophosphate (8-CPT-cAMP) on multiple myeloma cells, provide direction to develop 
new drugs for the treatment of MM. Methods: The myeloma cell line U266 cells were treated with 8-CPT-cAMP of 
different concentrations. The proliferation of U266 cells was evaluated through cell counting kit (CCK-8) assay, flow 
cytometry was used to analyze the changes of cell were distribution, apoptosis rate as well as mitochondrial transmem-
brane potential (ΔΨm) in U266 cells before and after the treatment. Meanwhile, real-time quantitative polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and Western blot assay were used to detect expression levels of apoptosis regulators including 
caspase-8, caspase-9, Bcl-2 and Bax genes in U266 cells before and after the treatment. Results: The U266 cells were 
treated 5 days with 8-CPT-cAMP of different concentration, it was shown that 8-CPT-cAMP could significantly inhibit 
cell growth of U266 cells in a concentration and time dependent manner, the IC50 of 8-CPT-cAMP was reduced obvious 
prolonged reaction time, and reached to 58.52 μmol/L in the fifth day. The cell cycle of U266 cells was stopped in G0/
G1 stage as the progress of concentration. It was showed statistical significant difference associated with the cellular 
proliferation inhibition rate and apoptosis rate in different concentration and control (P<0.05). Meanwhile, 8-CPT-cAMP 
could induce mitochondrial transmembrane potential collapse in U266 cells. Compared with control groups, the levels 
of Bcl-2 mRNA transcripts and protein in U266 cells were reduced in 8-CPT-cAMP treated groups (P<0.05), while the 
levels of caspase-9, Bax mRNA transcription and the expression of Bax protein were increased in treatment groups, but 
the caspase-8 mRNA had no statistical significant difference with controls. Conclusion: 8-CPT-cAMP can inhibit the 
proliferation and promote apoptosis of myeloma cells, which might be mediated by caspase via mitochondrial pathway.
  　［Key words］ cAMP; Myeloma; Cell apoptosis

　　多发性骨髓瘤(multiple myeloma，MM)是

浆细胞克隆增殖性疾病，为常见血液系统恶

性肿瘤，发病率仅次于非霍奇金淋巴瘤。随

着早期诊断及治疗手段的提高，MM患者临床

缓解率和生存时间较以往有明显改善，但其

缓解后复发及对化疗药物耐药性的产生仍较

普遍［1］。因此，寻找骨髓瘤新型药物靶标对

改善MM患者预后至关重要。研究发现，环腺

苷酸(cyclic adenosine monophosphate，cAMP)衍

生物对多种肿瘤细胞具有促凋亡作用，是一

类极具临床价值的细胞凋亡诱导剂［2-3］。鉴

于此，本研究以骨髓瘤细胞系U266为体外模

型，探讨cAMP拟似物8-对氯苯硫基环腺苷酸

［8-(4-chlorophenylthio) adenosine 3’，5’-cyclic 

monophosphate，8-CPT-cAMP］对U266细胞的

促凋亡效应及其可能机制。

1　材料和方法

1.1　细胞培养和形态学观察

　　MM细胞株U266由上海交通大学医学院病

理与病理生理学教研室提供。将2×105个/mL

的U266细胞接种于含10%胎牛血清、100 μg/mL 

青霉素，100 μg/mL链霉素和2 mmol/mL谷氨酰

胺的RPMI-1640培养液(美国Sigma公司)中，

常规条件下培养(37 ℃，CO2体积分数为5%，

95%湿度)48 h后抽取部分细胞进行细胞涂片仪

(Shandon)涂片，瑞士蓝染色，光镜下观察其细

胞形态，并以Image-Pro Plus软件拍摄图像。

1.2　细胞计数试剂盒-8(cell counting kit-8，

CCK-8)法检测细胞增殖抑制率

　　取对数生长期的U266细胞，按2×105个/mL 

密度接种于96孔板，每孔100 μL。实验组分

别加入终浓度为100、200、300和400 μmol/L
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的8-CPT-cAMP(美国Santa Cruz公司)，同时设

溶剂对照组(加入含0.1% DMSO的无血清IMDM

培养基)和空白对照组，每组3个复孔。置于 

37 ℃、CO2体积分数为5%饱和湿度培养箱中，

培养48、72、96及120 h后每孔分别加入10 μL 

CCK-8溶液(同仁化学研究所，日本)，混匀，

继续培养4 h，酶标仪振荡，以空白对照孔调

零，测450 nm处各孔吸光度(A)值。按公式：细

胞增殖抑制率(%)=(1-A实验组/A对照组)×100% 进行 

计算。

1.3　流式细胞仪检测细胞周期、凋亡率和线粒

体跨膜电位

1.3.1　细胞周期检测

　　分别收集上述不同浓度处理的细胞，PBS

洗涤后加入75%乙醇，-20 ℃固定过夜；加入

1×PBS 10 mL混匀，2 500 r/min离心5 min，离

心半径8.5 cm，洗涤2次，分别加入100 mg/mL 

Rnase 37 ℃温育30 min；采用100 μg/mL碘化丙

啶(propidium iodide，PI)染色后行流式细胞仪检

测。所有数据由Beckman Couler公司的Multicycle 

软件收集、存储和分析。

1.3.2　细胞凋亡率检测

　　根据Annexin-Ⅴ/FITC凋亡检测试剂盒(BD，

SanDiego，CA)说明，将不同处理组细胞PBS洗

涤后加入1 mL结合缓冲液，漂洗细胞1次。依

次加入100 μL结合缓冲液及3 μL Annexin-Ⅴ/

FITC，重悬混匀，避光温育15 min，再加入

3 μL PI，避光温育3 min；每管加入结合缓冲液

350 μL，1 h内进行流式细胞仪检测。 

1.3.3　线粒体跨膜电位检测

　　将对照及各组U266细胞以1 mL培养液重

悬。按照线粒体凋亡检测试剂盒(Biovision)说

明，分别加入10 μg/mL线粒体凋亡检测试剂罗丹

明(Rh123)，并于37 ℃饱和湿度的培养箱中温育

30 min，2 500 r/min离心5min，离心半径8.5cm，

去除上清液，PBS洗涤1次。以250 μg/mL PI染

色，流式细胞仪检测，Rh123/PI荧光强度即为

线粒体跨膜电位。

1.4　实时荧光定量聚合酶链反应(real-time 

quantitative polymerase chain reaction，RT-

PCR)检测细胞凋亡相关基因mRNA表达

　　以4×105个 /mL密度接种U266细胞于6孔

板。实验组加入200 μmol/L 8-CPT-cAMP，对照

组加入0.5%DMSO，每孔设复孔2个；置37 ℃饱

和湿度培养箱培养72 h后收集细胞，抽提细胞

总RNA逆转录，进行PCR扩增；PCR循环参数

为：95 ℃变性5 s，60 ℃退火，延伸40 s，共40
个循环。检测细胞caspase-8、caspase-9、Bcl-2
和Bax基因的表达(各基因上下游引物见表1)，

△Ct=Ct各组的值-CtGAPDH值，以2-△△Ct方法计算基因表

达量。

1.5　蛋白质印迹法(Western blot)检测细胞凋亡

相关蛋白表达

　　在PBS洗涤后的各组 U266细胞中加入细胞

裂解液提取总蛋白，经考马斯亮蓝定量后，取

各组等量总蛋白进行8％～15％SDS聚丙烯酰

胺凝胶垂直电泳，常规转膜；膜经10％脱脂奶

粉(含0.1% Tween-20)室温封闭1 h，加入相应

一抗(包括Bcl-2和Bax)，4 ℃过夜；经含0.1% 
Tween-20的PBS充分洗涤后与相应稀释度的二

抗室温反应30 min，依据ECL试剂盒(Amersham 
Pharmacia Biotech，England)显色扫描保存。所

用抗体均购自Santa Cruz公司。

1.6　统计学处理

　　采用SPSS 11.0软件包进行统计分析，成组

设计t检验法比较各组间差异。结果以x±s表示。

P<0.05为差异有统计学意义。

表 1　RT-PCR引物序列

Tab. 1    Primer sequences of RT-PCR

Gene Forward sequence (5′-3′) Reverse sequence (5′-3′)

caspase-8 ATGTTGGAGGAAAGCAATCTGT ATTTGAGCCCTGCCTGGTGTCT

caspase-9 CGAACTAACAGGCAAGCAGC CCAAATCCTCCAGAACCAA

Bcl-2 ACGACTTCTCCCGCCGCTA ACCCCACCGAACTCAAAGAAG

Bax ACTGCACCAAGATTGCCACCAG GCCATGCTGGTAGACGTGTAGG
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2　结　　果

2.1　8-CPT-cAMP对U266细胞增殖的影响

　　骨髓瘤细胞株U266经不同浓度(100、200、

300和400 μmol/L)8-CPT-cAMP处理5 d后，细

胞生长受到明显抑制，活力也有明显变化，且

呈浓度和时间依赖性。400 μmol/L 8-CPT-cAMP

处理U266第5天，U266细胞几乎全部凋亡；且

伴随作用时间延长，8-CPT-cAMP的半数有效

抑制浓度(IC50)呈明显减低趋势。各组细胞抑制

率与对照组间差异均有统计学意义(P<0.05， 

表2)。

2.2　8-CPT-cAMP对U266细胞周期、凋亡率

及线粒体跨膜电位凋亡的影响

　　采用不同浓度8-CPT-cAMP(100、200、

300和400 μmol/L)处理U266细胞72 h。结果如

表3所示：随着药物浓度的增加，U266细胞G0/

G1期细胞逐渐增多，而G2/M期及Ｓ期细胞逐渐

减少，与空白对照组相比，差异有统计学意义

(P<0.05)。进一步以Annexin-Ⅴ/PI双染法比较各

实验组与对照组细胞凋亡率，差异均有统计学

意义(P<0.05)。Rh123是一种亲脂性阳离子荧光

染料，可发射绿色荧光被线粒体吸收，其吸收

量与△Ψm呈正比。U266经PI和Rh123双染后分

为PI-Rh123high、PI-Rh123low和PI+Rh123low

共3个亚群，分别代表正常细胞(△Ψm正常，膜

完整)、凋亡细胞(△Ψm崩溃，膜尚完整)和死亡

细胞(△Ψm崩溃，膜破坏)。经不同浓度8-CPT-

cAMP处理的U266细胞，PI-Rh123low染色相比

对照组均明显增强(P<0.05)，且有明显浓度依 

赖性。

2.3　8-CPT-cAMP对U266细胞内凋亡调控因

子mRNA表达的影响

　　不同浓度U266细胞分别经8-CPT-cAMP处

理48和72 h后，Bcl-2 mRNA表达量较溶剂对

照组明显下降(P<0.05)，caspase-9及Bax mRNA

表达较溶剂对照组升高(P<0.05)，而caspase-8 

mRNA表达与对照组比较，差异无统计学意义

(P>0.05，表4) 。

2.4　8-CPT-cAMP对U266细胞内凋亡调控因

子蛋白表达的影响

　　Western blot检测结果显示，相比溶剂对

照组，不同浓度8-CPT-cAMP(200、300和400 

μmol/L)处理U266细胞 72 h 后，Bcl-2表达水平显

著下调，而Bax表达则逐渐增强(图1)。
表 2　8-CPT-cAMP作用5 d后U266细胞增值活性的影响 

Tab. 2    Effect of 8-CPT-cAMP on the survival of myeloma cell lines

(x±s)

Item
Cell inhibition/%

P value*

48 h 72 h 96 h 120 h
Group/μmol·L-1

Control   0.00±0.00   0.00±0.00   0.00±0.00   0.00±0.00
100 34.31±1.42 45.87±0.93 56.75±0.45 68.23±0.76 <0.05
200 50.45±0.92 63.56±2.02 67.61±2.03 76.67±2.12 <0.05
300 65.77±1.53 75.26±1.33 81.38±0.72 87.45±0.98 <0.05
400 64.76±0.82 86.87±1.78 91.76±1.04 98.32±1.55 <0.05

IC50/μmol·L-1 122.2 119 86.53 58.52
  *: Compared with control group, P<0.05.

表 3　8-CPT-cAMP对U266细胞周期、凋亡率及线粒体跨膜电位凋亡的影响

Tab. 3    Sensitivity of MM cell lines to 8-CPT-cAMP

(x±s)

Group/μmol·L-1 Cell cycle
Apoptosis ratio/% PI-Rh123low/% P value*

G0/G1 S G2/M
Control 35.60±1.81   7.63±1.12 53.82±2.00 15.22±1.81 13.75± 1.60
100 44.50±1.30 10.50±1.20 44.64±2.03 25.56±0.67 23.97±0.87 <0.05
200 53.20±0.90   7.90±0.60 38.90±1.30 43.56±0.98 38.65± 1.34 <0.05
300 69.30±1.30   5.23±0.32 21.36±0.84 65.56±1.44 58.44±0.84 <0.05
400 79.72±0.90   3.14±0.43 14.93±0.98 78.56±2.15  68.75± 1.76 <0.05
  *: Compared with control group, P<0.05.
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图 1　不同浓度8-CPT-cAMP对U266细胞Bcl-2及Bax蛋白 

表达的影响

Fig. 1    The expression of Bax and Bcl-2 protein was tested by 

Western blot with 8-CPT-cAMP

  Band 1: Control group; Band 2-4 represent 200, 300 and 400 μmol/L.

3　讨　　论

　　cAMP作为信号转导最普遍的第二信使，参

与体内多种造血调控因子对造血细胞增殖、分

化和凋亡的调节。相对正常组织细胞，肿瘤细

胞内cAMP信号通路存在异常变化［4］，因而，

调变细胞内cAMP信号表达可能成为肿瘤治疗的

新途径。

　　近来研究显示，磷酸二酯酶抑制剂等药物

可通过增高细胞内cAMP浓度，诱导恶性淋巴

细胞凋亡［5］，提示cAMP表达与肿瘤细胞生长

密切相关。我们前期研究发现，cAMP拟似物

8-氯-cAMP能够诱导骨髓瘤细胞增殖阻滞和凋 

亡［6］，但8-氯-cAMP可能通过其代谢物8-氯

-腺苷产生细胞毒作用而非由cAMP信号通路介

导。鉴于此，本研究采用能渗入胞膜且不易降

解的cAMP拟似物8-CPT-cAMP处理骨髓瘤细

胞，观察提高骨髓瘤细胞内cAMP水平对其生物

学行为的影响。结果显示，8-CPT-cAMP可阻

滞骨髓瘤U266细胞增殖，且绝大多数细胞停滞

在G0/G1期，并呈剂量依赖性。同时，经8-CPT-

cAMP处理72 h后的U266细胞形态呈现核固缩

和凋亡小体等典型凋亡表现，经流式细胞仪检

测，细胞发生凋亡。

　　增殖优势和凋亡受阻是骨髓瘤细胞重要生

物学特性。经典细胞凋亡主要包括线粒体途

径和死亡受体途径［7］。本实验发现，8-CPT-

cAMP可诱导U266细胞线粒体跨膜电位，并呈剂

量依赖性，提示8-CPT-cAMP诱导U266细胞凋

亡可能是通过细胞内线粒体途径。其次，定量

PCR和Western blot检测结果显示，8-CPT-cAMP

处理后的U266细胞内Bcl-2抗凋亡因子转录和

表达水平显著降低，而Bax促凋亡因子转录和表

达明显升高，提示8-CPT-cAMP可能通过上调

Bax，同时下调Bcl-2来介导U266细胞凋亡。但

其具体作用机制有待进一步研究。

　　综上所述，8-CPT-cAMP能够抑制U266细

胞增殖，促使细胞凋亡。鉴于8-CPT-cAMP主

要通过提高细胞内cAMP水平而发挥作用，故针

对性设计调变骨髓瘤细胞内cAMP信号表达的药

物，可成为骨髓瘤诱导凋亡治疗的新途径。
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