
急性淋巴细胞白血病（ALL）是一种由B淋巴细胞

或T淋巴细胞前体细胞分化和增殖的遗传改变而导致

的恶性疾病。其发病率遵循双峰分布，第1个发病高峰

在2~5岁之间，第2个发病高峰在50岁左右［1-2］。目前尽

管ALL 患者的生存率，特别是儿童ALL患者的生存率

有了显著改善，但成人的长期治愈率仍低于40%［3］。而

Bortezomib and obatoclax for dual blockade of protein degradation pathways show
synergistic anti-tumor effect in human acute T lymphoblastic leukemia cells
ZHOU Dan, DAI Lixia, LIU Xiaolian, QUE Fuchang, XU Yuyan, LUO Xin, ZHU Yaolu, LIU Shuwen, LI Yilei, YU Le
School of Pharmaceutical Sciences, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China

摘要：目的 探讨硼替佐米联用obatoclax对人急性T淋巴白血病细胞Jurkat是否具有协同抗肿瘤作用。方法 MTT法检测单用

硼替佐米和联用Bcl-2抑制剂（obatoclax，AT-101和ABT-199）对 Jurkat 细胞活力的影响。采用Western blot 方法检测药物对

Bcl-2 家族蛋白、LC3B、p62、ubiquitin、BiP/Grp78、p-JNK、p-p38和CHOP 蛋白表达的影响。硼替佐米和Bcl-2抑制剂对细胞凋

亡的影响。实时荧光定量PCR 检测未折叠蛋白反应（UPR）关键调节因子的mRNA 表达水平。斑马鱼异种移植模型研究单药

以及两药联用的体内抗肿瘤作用。结果 单用硼替佐米和Bcl-2 抑制剂均可抑制Jurkat细胞活力，但联用时仅obatoclax与硼替

佐米具有协同细胞毒作用，引起细胞凋亡增多。obatoclax 阻断自噬流，伴随LC3B-II和p62 的蓄积。此外，单用硼替佐米和

obatoclax 可诱导泛素化蛋白的蓄积，两药联用对泛素化蛋白蓄积具有协同作用，与药物联用的协同细胞毒作用实验结果一致。

硼替佐米和obatoclax 联用对蛋白酶体和自噬的双重阻断触发了未折叠蛋白反应，诱导细胞凋亡。内质网应激抑制剂牛磺熊去

氧胆酸（TUDCA）可减弱硼替佐米和obatoclax 联用的细胞毒作用，减少细胞凋亡。在斑马鱼体内联用硼替佐米和obatoclax显

著地减少肿瘤灶形成。结论 硼替佐米与obatoclax联用双重阻断蛋白质降解途径对人急性T淋巴白血病细胞具有协同抗肿瘤

作用。
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Abstract: Objective To explore whether bortezomib and a Bcl-2 inhibitor exhibit synergistic anti-tumor effect in human acute T
lymphoblastic leukemia cells. Methods MTT assay was used to determine the cytotoxicity of bortezomib in the absence or
presence of Bcl-2 inhibitors (obatoclax, AT-101 and ABT-199) in Jurkat cells. The effects of drug treatment on the expression of
Bcl-2 family proteins, LC3B, p62, ubiquitin, BiP/Grp78, p-JNK, p-p38 and CHOP proteins were examined by Western blotting.
Flow cytometry was used to determine the effects of bortezomib and Bcl-2 inhibitors (obatoclax, AT-101 and ABT-199) on cell
apoptosis. Quantitative real-time PCR was used to measure the mRNA expression levels of the key regulatory factors of
unfolded protein reaction (UPR). A zebrafish xenograft model was used to study the anti-tumor effect of bortezomib, obatoclax
and their combination in vivo. Results Bortezomib or Bcl-2 inhibitors alone inhibited the cell viability of Jurkat cells, but only
obatoclax and bortezomib showed synergistic cytotoxicity and pro-apoptotic effect. Obatoclax, rather than AT-101 and ABT-
199, blocked autophagic flux in the cells evidenced by concomitant accumulation of LC3B-II and p62. Both bortezomib and
obatoclax alone caused accumulation of polyubiquinated proteins, and their combination showed a synergistic effect, which
was consistent with their synergistic cytotoxicity. The dual blockade of proteasome and autophagy by the combination of
bortezomib and obatoclax triggered unfolded protein response followed by cell apoptosis. Preventing UPS dysfunction by
tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) significantly attenuated the cytotoxicity and pro-apoptotic effect of bortezomib in
combination with obatoclax. In zebrafish xenograft models, bortezomib combined with obatoclax significantly decreased
tumor foci formation. Conclusion Bortezomib and obatoclax for dual blockade of protein degradation pathways show
synergistic anti-tumor effect in human acute T lymphoblastic leukemia cells.
Keywords: human acute T lymphoblastic leukemia cells; bortezomib; obatoclax; autophagy; synergism; Bcl-2; unfolded
protein response; zebrafish xenograft model
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且，难治性/复发性ALL的预后很差［4-5］。鉴于目前ALL

治疗方法的局限性，迫切需要开发新的治疗方案。

硼替佐米是美国FDA批准的第一个蛋白酶体抑制

剂，用于治疗多发性骨髓瘤（MM）、难治性/复发性MM

和套细胞淋巴瘤［6］。最近，有研究建议将硼替佐米作为

一种新的治疗方案用于ALL患者的临床治疗［6］。硼替

佐米的抗ALL作用，最早的临床证据来自一份病例报

告，记录了硼替佐米联合地塞米松给药后对一个患有多

发性复发性ALL儿童显示了一定的临床疗效［8］。虽然硼

替佐米在Ⅰ期临床研究中没有令人满意的单药活性［9］，

但已有研究报道硼替佐米与常规化疗或靶向药物的联

合应用能够显著的改善单药治疗的临床疗效［10-13］。

泛素-蛋白酶体途径（UPP）是细胞内蛋白质降解的

主要机制，调控着调节细胞周期、细胞凋亡和基因转录的

蛋白质的降解，是维持细胞稳态和存活的基础，而蛋白

酶体抑制剂主要通过阻断UPP来发挥抗肿瘤活性［7, 14］。

虽然硼替佐米抗肿瘤活性的具体机制尚未完全阐明，但

越来越多的证据表明，硼替佐米引起Bcl-2家族促凋亡

蛋白成员的蓄积是其抗肿瘤的重要机制，如BH3-only

蛋白BIK，NOXA，PUMA和BIM的积累［15-16］。然而，也

有文献报道Bcl-2 家族的抗细胞凋亡成员如Mcl-1，在

细胞中蓄积减弱了硼替佐米疗效［15, 17］。此外，还有文献

报道了Bcl-2和Mcl-1的过表达可能是硼替佐米耐药的

潜在机制［18-19］。在难治性/复发性 MM，Bcl-2 抑制剂

ABT-199（venetoclax）与硼替佐米联用后，在不良反应

可接受的情况下，表现出了有前景的治疗效果［20］。越来

越多的研究显示，与其他化疗或靶向药物联合能够增强

硼替佐米的抗肿瘤作用［10-13］。但是，硼替佐米与Bcl-2抑

制剂在急性T淋巴细胞白血病细胞是否具有协同抗肿

瘤作用，目前还未见文献报道。

因此，本研究目的是探索硼替佐米联合 Bcl-2 抑制

剂是否具有协同抗肿瘤作用。为此我们检测了硼替佐米

联用不同的Bcl-2抑制剂（obatoclax，AT-101和ABT-199）

是否可以对Jurkat细胞表现出协同抗肿瘤活性。研究

结果显示硼替佐米只有联用obatoclax才具有协同抗肿

瘤活性，其机制与双重阻断UPP和自噬相关。

1 材料和方法

1.1 化合物

Obatoclax，AT-101，ABT-199，牛磺熊去氧胆酸盐

（TUDCA）和地塞米松（Selleck Chemicals）。所有其他

化学品（Sigma-Aldrich）。

1.2 细胞培养

急性T淋巴细胞白血病细胞株 Jurkat从中国典型

培养物保藏中心（武汉）购买。用含 10% 胎牛血清

（invitrogen）、100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素

（invitrogen）的RPMI 1640培养基（invitrogen）在37 ℃、

5% CO2的孵箱中培养。

1.3 细胞活力检测

MTT分析用于评估药物处理后细胞的存活率。将

细胞接种于96孔板，24 h后单独或联合使用不同浓度的药

物培养48 h，然后加入MTT溶液，终浓度为0.5 mg/mL，

培养4 h。用570 nm的酶联免疫检测仪（Bio-Rad实验

室）以分光光度法测定还原产物蓝紫色甲瓒产量。应

用 Compusyn 软件计算硼替佐米与Bcl-2 抑制剂联合用

药对细胞活力的影响。计算联合指数（CI）值。CI<1，CI=1，

CI>1 分别表示协同作用、相加作用和拮抗作用［21］。为

了研究硼替佐米和obatoclax联合是否通过内质网应激

通路发挥细胞毒作用，内质网应激抑制剂牛磺熊去氧胆

酸（TUDCA）［22-23］与以上两药物共孵育48 h，然后检测细

胞存活。

1.4 Annexin V染色

为了研究药物对 Jurkat 细胞的细胞毒性，通过

Annexin V（DOJINDO）染色检测细胞凋亡。采用单药

和两药联用分别处理细胞48 h，然后收集细胞，用冰冷

的PBS洗涤2次，避光用AnnexinV标记细胞，室温静置

15 min。使用 BD FACSCanto II 流式细胞仪（BD

Biosciences）分析细胞凋亡，地塞米松为阳性对照。由

于 obatoclax 为红色的化合物在PI通道下会自发红色

荧光，所以细胞没有做PI染色。

1.5 蛋白印迹法

Jurkat细胞经硼替佐米（5nmol/L），obatoclax（1μmol/L），

AT-101（2 μmol/L）和ABT-199（5 μmol/L）单用或联用处

理后，用含有蛋白酶抑制剂（Merck）和磷酸酶抑制剂

（Merck）的RIPA缓冲液裂解细胞。通过SDS-PAGE 分

离蛋白质并转移至PVDF膜（Roche Diagnostics Corp），一

抗4 ℃孵育过夜。然后室温孵育二抗1 h（Cell Signaling

Technology）。除检测 GAPDH（SC-25778，Santa Cruz

Biotechnology）和vinculin（036M4797V，Sigma-Aldrich）的

一抗外，其余所有一抗和二抗均购自 Cell Signaling

Technology。抗体目录编号：Mcl-1（5453），Bcl-2（2870），

Bcl-xl（2764），p62（8025），LC3B（2775），β-actin（4970），

ubiquitin（3936），BiP/Grp78（3177S），p-JNK（9251）、

p-p38（9211）和CHOP（5554）。利用化学发光在X射线

胶片显影（Fuji Phot Film）。

1.6 逆转录和实时荧光定量PCR

实验采用硼替佐米（5 nmol/L）联用obatoclax（1μmol/L）

处理 Jurkat 细胞3、6及12 h，使用TRIZOL（Invitrogen）

提取总RNA。根据PrimeScript RT试剂盒（TAKARA）

说明书操作，逆转录2 μg总RNA为cDNA。使用SYBR

Select Master Mix（Applied Biosystems），运用标准的两

步法（变性：95 ℃/15 s，退火/延伸：60 ℃/1 min，40个循
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环），于7500实时荧光定量PCR系统（Applied Biosystems）

进行PCR 反应。采用比较阈值循环（CT）进行数据分

析。引物序列从 qPrimerDepot（National Center for

Biotechnology Information）获得。

1.7 建立斑马鱼异种移植模型

在显微注射前，将受精后48 h（hpf）的野生型AB 斑

马鱼胚胎进行破膜处理，然后将约 300个用CM-DiI

（Invitrogen）标记的Jurkat 细胞显微注射接种于斑马鱼

胚胎的卵黄囊中。再将胚胎经 DMSO（溶剂对照）、

obatoclax（0.1 μmol/L）、bortezomib（5 nmol/L）或两药联

用处理，于34 ℃的培养箱中培养4 d。每天更换含有上

述药物的培养液，通过荧光显微镜观察肿瘤的生长情

况。所有涉及斑马鱼的实验都依据南医科大学动物保

护和使用委员会制定的指南进行。

1.8 统计分析

实验数据均以至少3次独立重复实验的均数±标准

差表示。采用单因素方差分析和Tukey's t检验对数据进

行分析。P<0.05时认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 蛋白酶体抑制剂硼替佐米抑制了 Jurkat 细胞的细

胞活力

将 Jurkat 细胞用硼替佐米处理48 h后，采用MTT

法检测药物对 Jurkat细胞活力的影响。硼替佐米在

Jurkat 细胞中以剂量依赖性方式降低细胞活力（图1）。

2.2 硼替佐米增加了Jurkat细胞Bcl-2家族抗凋亡蛋白

的水平

在Jurkat细胞中，硼替佐米显著增加Mcl-1 蛋白表

达，并轻微增加了Bcl-2和Bcl-xl 蛋白水平（图2）。

2.3 硼替佐米联用obatoclax在 Jurkat细胞中的协同细

胞毒作用

Bcl-2 抑制剂（obatoclax，AT-101和ABT-199）处理

Jurkat 细胞48 h后，通过MTT法检测细胞活力。结果

显示药物以剂量依赖性的方式降低Jurkat细胞的活力

（图3A）。此外，硼替佐米联合obatoclax在 Jurkat细胞

中显示出协同的细胞毒作用，而另外两种Bcl-2抑制剂

（AT-101和ABT-199）联用硼替佐米没有显示这种协同

效应（图3B）。硼替佐米和obatoclax单用均能诱导细胞

凋亡，但两药联用后进一步促进了细胞凋亡（图3C）。

2.4 Obatoclax抑制了Jurkat细胞的自噬活性

Bcl-2抑制剂（obatoclax，AT-101，和ABT-199）分别

处理 Jurkat 细胞24 h，只有obatoclax显著增加Jurkat细

胞中的LC3B-II和p62蛋白水平，而ABT-199和AT-101

没有显示相似的作用（图4A）。Obatoclax或硼替佐米

处理48 h，可单独诱导泛素化蛋白质在Jurkat细胞蓄积，

而两药联合能够进一步增加泛素化蛋白的蓄积（图4B）。

2.5 硼替佐米联用obatoclax激活未折叠蛋白反应（UPR）

Bip是未折叠蛋白反应（UPR）的主要调节因子，药

物处理24 h后检测发现，单用硼替佐米没有改变Bip的

蛋白水平，单用obatoclax略微增加Bip蛋白表达，单用

AT-101或ABT-199也没有改变Bip的蛋白水平。当硼

替佐米联用obatoclax后显著增强了Bip蛋白表达，而硼

替佐米联用AT-101或ABT-199不影响Bip蛋白水平。

此外，硼替佐米联合obatoclax明显增加了Jurkat细胞中

的p-JNK表达，而联用AT-101或ABT-199不影响 p-JNK

表达。相反，单用硼替佐米或与不同的Bcl-2抑制剂联

合处理细胞后，p-p38表达水平都保持相对稳定或仅略

微增加（图5A）。

硼替佐米与 obatoclax联用上调了 Jurkat细胞中

UPR关键调节因子的mRNA水平，包括Bip，CHOP，

ATF4，ATF6，IRE1α和剪接/未剪接-XBP1（图5B）。此

外，硼替佐米与obatoclax联用处理 Jurkat细胞48 h导

致 CHOP的蛋白质表达显著增加（图5C）。

牛磺熊去氧胆酸（TUDCA）本身不影响细胞活力，

但它显著降低了硼替佐米与obatoclax联合诱导的细胞

毒性（图5D）。相同的是，TUDCA削弱了联合用药的促
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图1 硼替佐米对 Jurkat细胞的毒性作用
Fig.1 Cytotoxicity of bortezomib in Jurkat cells. The
value of IC50 was calculated by Prism 5.0 software (n=3).
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图2 硼替佐米诱导对Jurkat细胞中Bcl-2家族抗凋亡蛋白表
达增加
Fig.2 Effects of bortezomib on protein levels of anti-apoptotic
Bcl-2 family members in Jurkat cells (n=3).
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图3 硼替佐米联用 obatoclax 在 Jurkat 细胞中的协同细胞毒性
作用
Fig.3 Bortezomib combined with obatoclax show synergistic
cytotoxicity in Jurkat cells. A: Bcl-2 inhibitors decrease the
viability of Jurkat cells (n=3); B: Cytotoxicity of bortezomib in
combination with obatoclax, AT-101, or ABT-199 determined by
MTT assay (n=3); C: Cell apoptosis determined by phosphatidylserine
(PS) externalization and binding of Annexin V (n=3). *P<0.05.
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图4 Bcl-2抑制剂对 Jurkat细胞自噬活性的影响
Fig.4 Effects of Bcl-2 inhibitors on autophagic activity of Jurkat cells. A: Conversion of LC3B-I to
LC3B-II and protein expression of p62 determined by Western blotting (n=3); B: Amount of
polyubiquitinated proteins determined by Western blotting (n=3).
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细胞凋亡作用（图5E）。

2.6 硼替佐米联合obatoclax抑制斑马鱼移植瘤模型中

肿瘤的生长

本研究利用斑马鱼早期胚胎（48 hpf）免疫缺陷的

特点，将CM-DiI标记的Jurkat细胞显微注射接种于斑

马鱼胚胎的卵黄囊中，然后观察肿瘤的生长。图6A展

示了4 dpi时药物治疗后肿瘤病灶形成的代表性图像。

单用硼替佐米或obatoclax可略微减少肿瘤病灶的形

成，但联合用药能比单用更显著的减少肿瘤病灶的形成

（图6B），且上述处理对斑马鱼的生存没有影响。

图5 硼替佐米联用 obatoclax在 Jurkat细胞中诱导了未折叠蛋白反应
Fig.5 Bortezomib combined with obatoclax induces unfolded protein response (UPR) in Jurkat cells. A: Protein expressions of
Bip, p-JNK, and p-p38 determined by Western blotting (n=3); B: mRNA levels of key regulators of the UPR determined by real-
time PCR (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, and ****P<0.0001 vs control); C: Protein expression of CHOP determined by Western
blotting (n=3); D: Cell viability determined by MTT assay; E: Cellular apoptosis determined by PS externalization and binding
of Annexin V (n=3 ).
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图6 硼替佐米联合obatoclax抑制斑马鱼移植瘤模型中肿
瘤的生长
Fig.6 Bortezomib combined with obatoclax more strongly
suppresses tumor foci formation than either drug alone in
zebrafish xenograft models. A: Representative fluorescence
microscopic images at 4 dpi (day post injection); B:
Quantification of tumor foci formation in zebrafish (n>40
in each group).
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3 讨论

在本研究中，我们发现硼替佐米抑制了Jurkat细胞

的细胞活力，其 IC50值在 nmol/L级别。Bcl-2抑制剂

（obatoclax，AT-101和ABT-199）也以剂量依赖性方式

抑制Jurkat细胞的细胞活力。值得注意的是，3个Bcl-2

抑制剂中，只有obatoclax联用硼替佐米显示出协同的

细胞毒作用。

Bcl-2家族抗凋亡蛋白Mcl-1是通过UPP被降解，

已有文献报道蛋白酶体抑制剂可以在几个小时内使

Mcl-1蛋白水平快速增加［15］。与此相似的是，我们用硼

替佐米处理细胞3 h，检测发现Mcl-1蛋白水平显著增

加。虽然硼替佐米也增加了Bcl-2和Bcl-xL的蛋白水

平，但效果并不明显。当硼替佐米联用obatoclax时，两

药显示出协同细胞毒性作用，而联用其他两种Bcl-2抑

制剂均未显示协同细胞毒性作用。Obatoclax和AT-101

是抗凋亡Bcl-2家族成员的泛抑制剂，抑制Bcl-2，Bcl-xL，

Mcl-1和Bcl-w［24-26］。而ABT-199是高选择性的Bcl-2抑

制剂［27］。考虑到本实验中Bcl-2抑制剂的选择性，尽管

硼替佐米增加Mcl-1蛋白水平，但obatoclax和硼替佐米

之间的协同作用看起来并不依赖于抑制Mcl-1或Bcl-2

家族的其他抗凋亡成员。

我们之前的研究表明，obatoclax在溶酶体中蓄积，

导致人食道癌细胞中溶酶体功能和自噬降解能力受损，

泛素化蛋白蓄积［28］。在我们的研究之后，其他研究小组

也陆续报道在其他类型肿瘤细胞obatoclax也对溶酶体

功能有类似影响［29-30］。这些发现表明obatoclax的自噬

抑制活性可能在不同类型的肿瘤细胞中普遍存在。

obatoclax是一个含有吲哚基团的碱性化合物，进入细

胞后在溶酶体内富集，破坏了溶酶体内的酸性环境和组织

蛋白酶的水解活性，最终导致细胞自噬活性的降低［28］。

与这些发现一致的是，我们在 Jurkat 细胞中发现

obatoclax处理后，LC3B-II和p62蛋白水平的增加，提

示obatoclax阻断了自噬流。相反，AT-101和ABT-199没

有改变Jurkat细胞的自噬活性。UPP和自噬-溶酶体途

径是真核细胞中蛋白质降解的两种主要途径，这两个系

统在细胞中相互协调，发挥维持蛋白质稳态的作用［31］。

研究显示抑制UPP通路导致细胞自噬活性增加，也就是

说在一条蛋白降解通路受阻时，细胞通过增强另外一条

降解通路来缓解压力，这是细胞应对UPP降解通路缺陷

的一种促生存的机制。因此，抑制自噬能够增强UPP抑

制剂的抗肿瘤作用［32-33］。与预期结果相似，硼替佐米和

obatoclax对蛋白酶体和自噬的双重阻断导致了泛素化

蛋白质的进一步积累。

错误折叠的蛋白质通常靶向UPP进行降解，而蛋

白酶体抑制剂就是通过增加错误折叠蛋白质的积累来触

发内质网（ER）应激［34］。考虑到硼替佐米联用obatoclax

增加了泛素化蛋白质的蓄积，我们研究了联合用药是否

能通过双重阻断UPP和自噬从而诱发内质网应激。内

质网功能紊乱导致细胞产生应激反应，即UPR。UPR

最初的功能是恢复蛋白质稳态，但如果稳态无法重建，

最终可能触发细胞凋亡［35］。硼替佐米和obatoclax单用

几乎不影响Bip和CHOP蛋白表达，而联合应用显著增

加了Bip和CHOP蛋白水平。目前已经有文献报道内

质网应激能够激活 JNK 信号传导途径［36］。我们的研究

也表明，硼替佐米联用obatoclax可显著增加p-JNK的

表达。值得注意的是，内质网应激抑制剂TUDCA减弱

了联合用药的细胞毒作用。这些研究结果表明硼替佐

米联用obatoclax是通过双重抑制蛋白酶体和自噬活

性，引起内质网应激，从而诱导细胞毒性作用。

因此，本研究显示硼替佐米和obatoclax在 Jurkat

细胞中通过双重阻断蛋白质降解途径，表现出协同的细

胞毒性。虽然在体外实验中该协同作用不依赖于

obtatoclax对Bcl-2的抗凋亡成员的抑制，但这种抑制作

用可为联合用药提供益处。此外，单用硼替佐米或

obatoclax仅略微减少斑马鱼异种移植模型中的肿瘤灶

形成，而联合用药比单用更显著地减少肿瘤病灶的形

成，显示了联合用药在体内的优势。本研究结果为急性

T淋巴细胞白血病的治疗提供了新的联合给药方案。
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