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摘要：目的　探索环磷酰胺作用非霍奇金淋巴瘤对抑癌基因ＰＴＥＮ的影响，为治疗 Ｂ细胞非霍奇金淋巴瘤寻找新治疗途径提
供实验依据。方法　免疫沉淀（ＩＰ）技术提取细胞中的ＰＴＥＮ蛋白，采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法分别检测不同时间（１０、３０、６０
ｍｉｎ）不同浓度的环磷酰胺（０、２５、５０μｍｏｌ·Ｌ－１）作用Ｎａｍａｌｗａ细胞株时ＰＴＥＮ基因的活性；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测ＰＴＥＮ，磷酸
化ＰＴＥＮ，Ａｋｔ及磷酸化Ａｋｔ的表达；基因芯片技术筛选环磷酰胺作用Ｎａｍａｌｗａ细胞后基因表达谱的改变；ｑＰＣＲ技术检验基因
谱表达的改变。结果　不同浓度的环磷酰胺作用Ｎａｍａｌｗａ细胞后ＰＴＥＮ活性降低；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显出磷酸化ＰＴＥＮ及磷酸
化Ａｋｔ表达降低；基因芯片筛选发现上调的基因有１３个，下调的基因有１６个。环磷酰胺作用Ｂ细胞非霍奇金淋巴瘤Ｎａｍａｌ
ｗａ细胞后引起基因表达谱广泛改变。对差异基因的分析得出环磷酰胺作用Ｎａｍａｌｗａ细胞引起基因表达谱重要信号通路上基
因的改变。结论　环磷酰胺治疗Ｂ细胞非霍奇金淋巴瘤具有较低的缓解率，可能与环磷酰胺作用细胞使 ＰＴＥＮ基因活性减
弱，同时引起信号通路上基因表达改变有关。
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　　非霍奇金淋巴瘤是一组多源化淋巴瘤增值性
疾病，约占免疫系统实体瘤的９０％［１］。最近 ＷＨＯ
造血和淋巴细胞组织肿瘤定义：非霍奇金淋巴瘤的

基金项目：江苏省杰出青年基金（ＢＫ２０１２００９）

主要亚型起源于 Ｂ淋巴细胞［２］。Ｂ细胞性非霍奇
金淋巴瘤有侵袭性，发展迅速的特点，目前常用的

治疗方案为ＣＨＯＰ（环磷酰胺、吡柔比星、长春新碱、
地塞米松），但完全缓解率约为４０％［３］。

环磷酰胺为一种常用的抗肿瘤烷化剂，对肿瘤
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细胞有抑制作用，在肿瘤细胞中药物能分解酰胺氮

芥及丙烯醛，其中酰胺氮芥对肿瘤细胞毒性较显

著。环磷酰胺还具有干扰ＤＮＡ及ＲＮＡ的功能［４］。

ＰＴＥＮ基因是磷酸酶与张力蛋白同源产物，其
主要功能为编码磷脂酰肌醇３，４，５三磷酸３磷酸
酯酶，通过其磷酸酶蛋白产物及负性调控 Ａｋｔ／ＰＫＢ
信号通道发挥抑癌基因作用［５］，但在胶质母细胞

瘤［６］和肺癌［７］等疾病中存在 ＰＴＥＮ基因的突变，同
时化疗药物如环磷酰胺联合其他药物治疗肿瘤时

可引起急性粒细胞白血病［８］，但环磷酰胺与 ＰＴＥＮ
基因在Ｂ细胞非霍奇金淋巴瘤的作用尚未有报道。

本研究通过不同的实验技术及对其通路的分

析来探索环磷酰胺及ＰＴＥＮ基因在Ｂ细胞非霍奇金
淋巴瘤中作用影响，对Ｂ细胞非霍奇金淋巴瘤的治
疗及风险评估提供有效的治疗方案和实验依据。

１　材料与方法
１．１　主要材料及试剂　ＰＴＥＮ抗体，ｐＰＴＥＮ抗体，
ＡＫＴ抗体，ｐＡＫＴ抗体，Ａｂｃｏｍ公司；二抗（山羊抗
鼠），北京碧云天生物公司；ＥＥ５，ＤＴＴ相对分子量，
环磷酰胺 相对分子量为 ２７９．０１，Ｓｉｇｍａ公司；ＴＲ
ＩＺＯＬ试剂，Ｐｒｉｍｅｒ引物，ｄＮＴＰ，ＴａＫａＲａ公司。
１．２　细胞培养　Ｎａｍａｌｗａ细胞培养于１０％胎牛血
清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，放置于３７℃，５％的ＣＯ２
饱和湿度培养箱中，约３ｄ传代一次，取对数期生长
细胞实验。细胞需按不同药物浓度及时间分组。

１．３　提取目的蛋白　应用免疫沉淀（ＩＰ）技术提取
ＰＴＥＮ蛋白。细胞裂解液（含ＰＢＳ，１％Ｔｒｉｔｏｎ，ＰＭＳＦ）
加入细胞，冰上裂解２０ｍｉｎ，４℃，１３０００ｇ离心２０
ｍｉｎ，吸取上清。在 ５００ｍｇ体积下加入 ＰＴＥＮ及
ＮＡＴ１抗体，４℃孵育过夜，次日加入 ｐｒｏｔｅｉｎＧ于
４℃下孵育２ｈ，洗涤留取沉淀，分别提取药物浓度
为０、２５、５０μｍｏｌ·Ｌ－１；作用时间 １０、３０、６０ｍｉｎ
［９］的各组蛋白。

１．４　蛋白活性检测　将 ０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＥ５，１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ，ＴｒｉｓｂｕｆｆｅｒｐＨ８（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ，
１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，ｐＨ８）加入ＩＰ所得沉淀中，室
温孵育１ｈ３０ｍｉｎ，加入０．５％ＨＣｌＯ４上机检测。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　ＩＰ所得沉淀加
入蛋白沉淀，１００℃煮 １０ｍｉｎ行吸取液体行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，后用 ＰＶＤＦ膜转膜，５％脱脂牛奶封闭
ＰＶＤＦ膜１ｈ。按１∶１０００稀释的一抗，在４℃下孵
ＰＶＤＦ膜过夜。次日用 ＰＢＳＴ洗３次每次８ｍｉｎ，按
１∶１０００００比例稀释的二抗，３７℃下，孵 ＰＶＤＦ膜１
ｈ后ＰＢＳＴ洗膜。最后ＥＣＬ显影。
１．６　基因芯片技术　各组细胞中加入 ＴＲＩＺＯＬ试

剂，每孔加入１２．５μＬＴａｑ，１μＬ上下游引物（１０μｍｏｌ
·Ｌ－１），２μＬｃＤＮＡ反应液（５０μｇ·Ｌ－１），以及８．５
μＬｄｄＨ２Ｏ，总体积为２５μＬ。根据说明书操作。
１．７　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ　根据试剂盒说明书，使用ＢＩ
ＰＲＩＳＭ７５００ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ系统分析所得数据。反
应体系共为２５μＬ：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑⅡ （１２．５
μＬ），１μＬ引物 （１０μｍｏｌ·Ｌ－１）和２μＬｃＤＮＡ（５０
μｇ·Ｌ－１），８．５μＬｄｄＨ２Ｏ。引物序列见表１。

表１　引物序列表

基因 上／下游引物 引物长度／ｂｐ

ＡＦＭ Ｆ：５’ＡＡＴＡＡＴＧＡＧＡＡＴＴＴＧＡＡＡＡＴＡＣ

ＣＡＴＡＧ３’

Ｒ：５’ＴＡＴＴＣＴＡＣＡＣＡＴＴＧＡＴＧＴＡＡＡＡ

ＴＧＣ３’

１３３

ＡＫＴ１ Ｆ：５’ＴＡＴＡＴＴＣＣＴＣＣＡＡＴＴＣＡＧＧＡＣＣ

ＣＡ３’

Ｒ：５’ＧＧＡＡＧＡＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＴＡＣ３’

１１２

ＮＴ５Ｃ２ Ｆ：５’ＴＧＡＴＴＣＡＴＴＣＴＴＧＴＴＴＡＡＡＡＣ

ＡＡＧＡ３’

Ｒ：５’ＧＴＧＡＴＴＴＣＧＡＣＴＴＧＧＧＡＴＴＧＧＧ

Ａ３’

１８４

ＴＰ７３ Ｆ：５’ＧＴＧＴＣＡＣＡＴＧＣＣＡＡＧＧＡＡＴＡＴ

ＧＣＣＴ３’

Ｒ：５’ＣＧＧＡＡＧＣＡＧＧＡＧＡＧＧＡＣＧＧＧ

ＧＡＧＧＴ３’

１４２

ＭＬＫＬ Ｆ：５’ＣＴＣＡＴＴＣＴＣＣＡＧＣＡＴＧＣＴＣＡＣＴ

ＣＡＡＣＡＴＧＴ３’

Ｒ：５’ＡＴＧＧＣＴＧＧＧＴＡＡＧＧＴＴＣＣＡＡＣ

ＡＧＡＣＡＴＴＴ３’

１５２

ＡＴＭ Ｆ：５’ＡＡＡＣＡＴＣＴＡＧＡＴＣＧＧＣＡＴＴＣＡ

ＧＡＴＴ３’

Ｒ：５’ＣＡＡＡＣＡＡＧＧＡＡＡＡＴＡＴＴＴＧＡＡ

ＴＴＧ３’

１２６

１．８　统计学方法　所得数据经过 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５
统计软件分析，定量数据描述用以 ｘ±ｓ表示，多组
间比较采用单因素方差分析，均数间两两比较采用

ｑ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　不同浓度及时间药物作用后基因活性改变　
ＨＰＬＣ检测显示随着药物浓度的增加（０、２５、５０
μｍｏｌ·Ｌ－１）及作用时间（１０、６０ｍｉｎ）的延长，见图
１。ＰＴＥＮ的基因活性随时间的延长及药物浓度的
增加而降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　药物作用后蛋白表达改变　在６０ｍｉｎ５０μｍｏｌ
·Ｌ－１的药物作用后，磷酸化ＰＴＥＮ及磷酸化ＡＫＴ的
蛋白表达较非磷酸化蛋白表达减少。见图２。
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２．３　基因表达谱分析药物作用后的基因改变　在
６０ｍｉｎ５０μｍｏｌ·Ｌ－１的环磷酰胺作用下，如图３所
示上调的基因有１３个，下调的基因有１６个。
２．４　基因芯片结果验证各组基因ｍＲＮＡ表达的改
变　依据基因表达谱结果基因的结果改变，检测
ＡＦＭ，ＡＫＴ１，ＮＴ５Ｃ２下调，ＴＰ７３，ＭＬＫＬ，ＡＴＭ的 ｍＲ
ＮＡ表达增高，见图４。

Ａ．药物作用细胞１０ｍｉｎ后

Ｂ．药物作用细胞６０ｍｉｎ后

图１　不同时间不同浓度下ＰＴＥＮ的活性

图２　５０μｍｏｌ·Ｌ－１药物作用６０ｍｉｎ后磷酸化和总蛋白的表达

图３　５０μｍｏｌ·Ｌ－１环磷酰胺作用６０ｍｉｎ后基因芯片结果

图４　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测芯片表达结果
各基因ｍＲＮＡ水平的改变

３　讨论
ＰＴＥＮ基因被证实是一个抑癌基因，其主要负

性调控ＡＫＴ信号通路。ＰＴＥＮ蛋白产物含有一个酪
蛋白磷酸酶的功能区和约１７５个氨基酸与骨架蛋白
ｔｅｎａｓｉｎ、ａｕｘｉｌｉｎ同源的区域［１０］同时 ＰＴＥＮ调节肿瘤
细胞的生长凋亡，因此 ＰＴＥＮ基因在肿瘤细胞中有
重要的作用［１１］，但在黑色素瘤，肺癌及肝癌［１２１３］等

肿瘤中该基因表达突变。

ＰＴＥＮ作为一个ＰＩＰ３磷酸酶，可通过去磷酸化
将ＰＩＰ３转变成ＰＩＰ２，阻碍Ａｋｔ激活从而调节细胞的
生长，抑制肿瘤细胞的生长。ＡＫｔ的活性可被ＰＴＥＮ
负向调节，通过调节ＰＩＰ２和ＰＩＰ３使其表达减低，抑
制细胞的增殖、生长［１４］。

环磷酰胺是被广泛使用的化疗药物，目前有研

究指出化疗药物可引起抑癌基因的突变［１５］。其中

顺铂治疗卵巢肿瘤导致 ＰＴＥＮ基因表达突变，细胞
凋亡减少［１６］。本研究环磷酰胺作用与 Ｎａｍａｌｗａ细
胞后，ＨＰＬＣ结果显示 ＰＴＥＮ基因活性明显减弱，由
此说明环磷酰胺可诱导 ＰＴＥＮ基因改变。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ显示 ＰＴＥＮ磷酸化表达增强，同时 Ａｋｔ磷酸的
表达也增强，说明环磷酰胺减弱ＰＴＥＮ的去磷酸化，
使其磷酸化活性增强。

基因芯片结果中 ＡＦＭ，ＮＴ５Ｃ２，ＡＫＴ１基因表达
降低，ＴＰ７３，ＭＬＫＬ，ＡＴＭ表达增高。维生素 Ｅ主要
作用是抗氧化，延缓衰老的作用，而 ＡＦＭ的改变影
响维生素Ｅ的作用［１７１８］，影响细胞的凋亡。

ＮＴ５Ｃ２，ＡＫＴ１是 ＰＴＥＮ基因信号通路上的基
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因，调控细胞增殖，ＰＴＥＮ基因活性改变，则 ＮＴ５Ｃ２，
ＡＫＴ１基因表达受影响。而 ＴＰ７３，ＭＬＫＬ，ＡＴＭ属于
Ａｋｔ的下游基因，受 Ａｋｔ的信号调控，Ａｋｔ基因表达
在ＰＴＥＮ基因磷酸化活性激活后增多，同时也激活
该信号通路上其他基因如 ＴＰ７３，ＭＬＫＬ，ＡＴＭ，它们
的激活可损坏 ＤＮＡ的表达以及可促进细胞增
殖［１９］。

通过本研究得出，药物作用诱导 ＰＴＥＮ蛋白活
性的改变，激活了ＰＴＥＮ基因的磷酸化活性，同时引
起信号通路上基因表达改变，影响了药物本身应对

肿瘤产生的抑制作用，阐明了环磷酰胺治疗 Ｂ细胞
非霍奇金淋巴瘤较低的缓解率。有研究表明强力

霉素［２０］可抑制Ａｋｔ基因活性，且靶向治疗的方案也
可直接与化疗药物作用相结合。这对非霍奇金淋

巴瘤及其他肿瘤疾病的治疗提供了多样的治疗方

案提供了依据。
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［１４］ＰＵＬＩＤＯＲ．ＡｒａｐｉｄｇｕｉｄｅｔｏＰＴＥＮｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｍｅｔｈｏｄｓ，２０１５，

７７７８：１２．

［１５］ Ｔ?ＴＨＯＶ?Ｅ，ＫＡＦＫＯＶ?Ａ，ＦＲＩＣＯＶ?Ｍ，ｅｔａｌ．Ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｉｓｈｉｇｈｌｙｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｏｆｃｈｒｏｎｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．Ｎｅｏｐｌａｓｍａ，２００３，５０（６）：

４３３４３７．

［１６］ＳＩＮＧＨＭ，ＣＨＡＵＤＨＲＹＰ，ＦＡＢＩＦ，ｅｔａｌ．Ｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃａｓｐａｓｅ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｓＰＴＥＮｃｌｅａｖａｇｅｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ：ａｐｏｔｅｎ

ｔｉａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２０１３，１３

（１）：８８８９．

［１７］ＨＵＢＡＬＥＫＭ，ＢＵＣＨＮＥＲＨ，Ｍ?ＲＴＬＭＧ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｖｉｔａｍｉｎＥ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎａｆａｍｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｎｍａｔｅｒｎａｌｓｅｒｕｍｄｕｒｉｎｇｐｒｅｇ

ｎａｎｃｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｉｍＡｃｔａ，２０１４，４３４：４１４７．

［１８］ＪＯＨＮＳＯＮＥＪ．Ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

ｖｉｔａｍｉｎｓ：ｒｅｃｅｎｔｆｉｎｄｉｎｇｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＣｌｉｎＮｕｔｒＭｅｔａｂＣａｒｅ，

２０１０，１３（１）：２８３３．

［１９］ＹＵＺＨ，ＣＡＩＭ，ＸＩＡＮＧＪ，ｅｔａｌ．ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈｗａｙｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏ

ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴｏｎｇｘｉｎｌｕｏａｇａｉｎｓｔｆｏｃａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ

ａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１６，１８１：８

１９．

［２０］ＳＨＩＹ，ＷＡＮＧＪ，ＣＨＡＮＤＡＲＬＡＰＡＴＹＳ，ｅｔａｌ．ＰＴＥＮｉｓａｐｒｏｔｅｉｎ

ｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｆｏｒＩＲＳ１［Ｊ］．ＮａｔＳｔｒｕｃｔＭｏｌＢｉｏｌ，２０１４，２１

（６）：５２２５２７．

（收稿日期：２０１７０３１７，修回日期：２０１７０４０９）

·１７８１·安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１７Ｏｃｔ，２１（１０）


