
同的研究结果无重复性可能与人群不均、种族不同、
研究设计不同以及基因与环境的相互作用不同有

关。
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硼替佐米对混合淋巴细胞培养体系细胞因子的影响
∗

吴圣豪�李振宇∗�徐开林�潘秀英�曾令宇
（徐州医学院附属医院血液科�江苏 徐州 221002）

　　摘要：目的　探讨蛋白酶体抑制剂硼替佐米 （ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ）对混合淋巴细胞培养体系中细胞凋亡、细胞因子水
平的影响。方法　体外建立单向混合淋巴细胞培养 （ＭＬＣ）体系�分别用2、4、8ｎｍｏｌ／Ｌ的硼替佐米干预反应体
系�在不同的时间点收集细胞�流式细胞仪检测细胞凋亡率、ＥＬＩＳＡ法检测培养上清液中白细胞介素2（ＩＬ－2）、γ
干扰素 （ＩＦＮ－γ）、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦ－α）的含量。结果　硼替佐米作用于细胞12、24、36ｈ后细胞凋亡率逐
渐增加�8ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米作用36ｈ细胞凋亡率为 （61．67±3．21）％ ；硼替佐米作用24ｈ后上清液中ＩＬ－2、ＩＦＮ
－γ、ＴＮＦ－α浓度减小�8ｎｍｏｌ／Ｌ组的ＩＬ－2、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α浓度分别为 （88．27±2．76）ｎｇ／Ｌ、（57．36±2．08）
ｎｇ／Ｌ、（22．19±0．88）ｎｇ／Ｌ。结论　硼替佐米能诱导细胞凋亡�使混合淋巴细胞培养体系细胞分泌的 Ｔｈ1型细胞
因子减少。

·655·徐州医学院学报　ＡＣＴＡ　ＡＣＡＤＥＭＩＡＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＡＥ　ＸＵＺＨＯＵ　2008�28（10）

∗基金项目：江苏省卫生厅科研项目 （Ｈ200722）
∗通信作者�Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｚｈｅｎｙｕｍｄ＠163．ｃｏｍ



关键词：混合淋巴细胞培养；细胞因子；细胞凋亡；硼替佐米；小鼠
中图分类号：Ｑ2　　文献标志码：Ａ　　文章编号：1000－2065（2008）10－0655－04

Ｃｙｔｏｋｉｎｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｉｎｄｕｃｅｄｂｙｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ

ＷＵＳｈｅｎｇｈａｏ�ＬＩＺｈｅｎｙｕ∗�ＸＵＫａｉｌｉｎ�ＰＡＮＸｉｕｙｉｎｇ�ＺＥＮＧＬｉｎｇｙｕ
（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｅｍａｔｏｌｏｇｙ�ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＸｕｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ�Ｘｕｚｈｏｕ�Ｊｉａｎｇｓｕ221002�Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｔｈｅｃｙｔｏｋｉｎｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｍｉｘｅｄ

ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｏｎｅ－ｗａｙｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｃｕｌｔｕｒｅ（ＭＬＣ）ｓｙｓｔｅｍｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｄ
ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄａｔｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ2�4ａｎｄ8ｎｍｏｌ／Ｌ�ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ�ｔｏｉｎｔｅｒｖｅｎｅＭＬＣ；ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｈａｒ-
ｖｅｓｔｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ．Ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄａｎｄ
ａｎａｌｙｚｅｄｆｏｒＩＬ－2�ＩＦＮ－γ�ＴＮＦ－αｓｅｃｒｅｔｉｏｎｕｓｉｎｇａｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙａｖａｉｌａｂｌｅｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ
（ＥＬＩＳＡ）ｋｉｔｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＢｏｒｔｅｚｏｍｉｂｃｏｕｌｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＭＬＣｓｙｓｔｅｍ．12�24ａｎｄ36ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔ-
ｍｅｎｔｗｉｔｈｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ�ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｇｒａｄｕａｌｌｙ．36ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ8ｎｍｏｌ／Ｌｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ�ｔｈｅａｐ-
ｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓ61．67±3．21％�ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＩＬ－2�ＩＦＮ－γ�ＴＮＦ－αｉｎｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ；24ｈｏｕｒｓ
ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ8ｎｍｏｌ／Ｌｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ�ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＩＬ－2�ＩＦＮ－γａｎｄＴＮＦ－αｗｅｒｅ88．27±2∙76ｎｇ／Ｌ�57．36±
2．08ｎｇ／Ｌ�22．19±0．88ｎｇ／Ｌ�ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＢｏｒｔｅｚｏｍｉｂｃｏｕｌｄｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＭＬＣｓｙｓｔｅｍ�ｗｉｔｈａ
ｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＴｈ1ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｃｕｌｔｕｒｅ；ｃｙｔｏｋｉｎｅ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ；ｍｏｕｓｅ

　　核因子κＢ （ＮＦ－κＢ）广泛地参与细胞生长、分
化、免疫和炎症反应�具有抗凋亡、促增殖的作用�是
细胞重要的信号传递通路�可通过调节一系列基因
转录、表达而发挥作用。ＮＦ－κＢ的激活在 Ｔ细胞
活化、分泌细胞因子及发挥免疫效应过程中起重要
作用 ［1］。硼替佐米 （ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ）是一种合成的二肽
硼酸衍生物�已经证实硼替佐米是 ＮＦ－κＢ强有力
的抑制剂 ［2］。本研究体外建立单向混合淋巴细胞
培养 （ＭＬＣ）体系并给予硼替佐米�观察其对ＭＬＣ体
系中细胞凋亡及部分细胞因子的影响。
1　材料和方法
1．1　实验动物　受体鼠为ＢＡＬＢ／ｃ小鼠�雌性；供
体鼠为Ｃ57ＢＬ／6小鼠�雄性；均为清洁级近交系小
鼠�鼠龄8～12周�体重18～22ｇ�由徐州医学院实
验动物中心提供。在动物层流架内带盖鼠笼中饲
养�鼠笼经1∶10000高氯净浸泡消毒。
1．2　主要试剂　ＲＰＭＩ－1640培养基为美国 ＧＩＢ-
ＣＯ公司产品�新生小牛血清为杭州四季青公司产
品�丝裂霉素为浙江海正药业公司产品�白细胞介素
2（ＩＬ－2）试剂盒为 ＡＤＬ公司产品�γ干扰素 （ＩＦＮ
－γ）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ－α）试剂盒为上海西
唐生物公司产品�ＡｎｎｅｘｉｎⅤ －ＦＩＴＣ凋亡试剂盒为
美国Ｂｉｐｅｃ公司产品�硼替佐米为美国 Ｍｉｌｌｅｎｎｉｕｍ
公司产品。

1．3　单向 ＭＬＣ体系的建立　将供体鼠 （Ｃ57ＢＬ／6
小鼠 ）颈椎脱臼处死�75％乙醇浸泡10ｍｉｎ�在超净
台内无菌取出小鼠脾脏置于200目金属过滤网上�
匀浆器芯轻轻研磨�制成脾细胞悬液�用 ＲＰＭＩ－
1640液洗2次�调整细胞含量为1×109／Ｌ。经台盼
蓝染色后计算细胞存活率 （＞95％ ）。计数板计数
并将Ｃ57ＢＬ／6小鼠脾细胞含量调至2×109／Ｌ作为
反应细胞。受体鼠 （ＢＡＬＢ／ｃ小鼠 ）的脾细胞取法同
上�将ＢＡＬＢ／ｃ小鼠脾细胞含量调至1×109／Ｌ�加入
丝裂霉素至终浓度25ｍｇ／Ｌ�于37℃水浴30ｍｉｎ�用
无血清ＲＰＭＩ－1640培养基洗涤2次�除去残余的
丝裂霉素�调整细胞含量至2×109／Ｌ�作为刺激细
胞。将已制备好的供、受体鼠脾细胞按如下分组加
入12孔板�每孔加入反应细胞和刺激细胞各0．1
ｍｌ、硼替佐米、ＲＰＭＩ－1640�使ＭＬＣ体系总体积为1
ｍｌ。实验分组：对照组�不加任何处理；Ｂ组�加入
硼替佐米使其终浓度为2ｎｍｏｌ／Ｌ；Ｃ组�加入硼替佐
米使其终浓度为4ｎｍｏｌ／Ｌ；Ｄ组�加入硼替佐米使其
终浓度为8ｎｍｏｌ／Ｌ；每组设3个复孔�各组均置于
37℃、5％ＣＯ2孵育箱培养5天。
1．4　流式细胞仪 （ＦＣＭ）检测ＭＬＣ体系中细胞凋亡
率　在培养的第12、24、36ｈ收集各实验孔的细胞�
将培养的悬浮细胞用ＰＢＳ洗2次�加入100μｌＢｉｎｄ-
ｉｎｇＢｕｆｆｅｒ和 ＦＩＴＣ标记的 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ （20ｍｇ／Ｌ）10
μｌ�室温避光30ｍｉｎ�再加入ＰＩ（50ｍｇ／Ｌ）5μｌ�避光
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反应5ｍｉｎ后�加入400μｌＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ�立即用
ＦＣＭ进行定量检测�同时以不加ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－ＦＩＴＣ
及 ＰＩ的一管作为阴性对照。单纯 ＦＩＴＣ阳性

（ＦＩＴＣ＋／ＰＩ－ ）细胞为早期凋亡细胞。
1．5　细胞因子检测　在培养第24ｈ�ＥＬＩＳＡ法分别
检测培养上清中ＩＬ－2、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α含量�按试
剂盒说明书进行操作�每孔加样量为100μｌ�终止反
应后用酶标仪在450ｎｍ处测光密度 （Ｄ）值。ＲＰＭＩ
－1640作为空白对照。所有 Ｄ值均减除空白值后
再进行计算�分别计算各细胞因子浓度。
1．6　统计学处理　所有实验重复3次�应用统计分
析软件包ＳＰＳＳ13．0进行统计学分析�实验数据用﹣ｘ

±ｓ表示�采用ｔ检验�检验水准：α＝0．05。
2　结　果
2．1　硼替佐米诱导ＭＬＣ体系细胞凋亡结果　测定
对照组及2、4、8ｎｍｏｌ／Ｌ硼替佐米分别作用于ＭＬＣ
体系12、24、36ｈ的细胞凋亡率�结果表明硼替佐米
能有效地诱导细胞凋亡�各处理组 （Ｂ、Ｃ、Ｄ组 ）细胞
凋亡率与对照组比较差异有统计学意义 （Ｐ＜
0．05）。同一药物浓度组作用12、24、36ｈ的细胞凋
亡率逐渐增加；不同浓度组硼替佐米处理36ｈ时以
8ｎｍｏｌ／Ｌ凋亡率最高�为 （61．67±3．21）％�而对照
组的凋亡率为 （4．15±0．78）％ （表1）。

表1　硼替佐米作用不同时间ＭＬＣ体系细胞凋亡率 （ｎ＝3�﹣ｘ±ｓ）
组　别　　

细胞凋亡率 （％ ）
12ｈ　　 24ｈ　　 36ｈ　　

对照组 3．51±0．22 3．83±0．42 4．15±0．78
Ｂ组 （2ｎｍｏｌ／Ｌ） 12．20±2．63∗ 21．60±2．99∗ 24．21±2．55∗
Ｃ组 （4ｎｍｏｌ／Ｌ） 20．11±4．46∗ 32．21±2．65∗ 43．50±3．05∗
Ｄ组 （8ｎｍｏｌ／Ｌ） 27．50±3．36∗ 41．30±3．15∗ 61．67±3．21∗

　　　　　　　　　　　与对照组比较：∗Ｐ＜0．05
2．2　硼替佐米对ＭＬＣ体系细胞因子的影响　各处
理组细胞因子浓度随硼替佐米浓度增加而明显减小

（表2）。各处理组细胞因子浓度与对照组比较差异
有统计学意义 （Ｐ＜0．05）�8ｎｍｏｌ／Ｌ组的ＩＬ－2、ＩＦＮ

－γ、ＴＮＦ－α浓度分别为 （88．27±2．76）、（57．36±
2．08）、（22．19±0．88）ｎｇ／Ｌ。结果表明�硼替佐米
能使ＭＬＣ体系中细胞分泌ＩＬ－2、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α
减少。

表2　硼替佐米作用24ｈ对ＭＬＣ体系细胞因子的影响 （ｎ＝3�﹣ｘ±ｓ�ｎｇ／Ｌ）
组　别　　 ＩＬ－2　 ＩＦＮ－γ　 ＴＮＦ－α　

对照组 276．03±5．79 245．15±2．16 97．06±2．03
Ｂ组 （2ｎｍｏｌ／Ｌ） 203．14±3．01∗ 135．43±2．02∗ 76．02±1．86∗
Ｃ组 （4ｎｍｏｌ／Ｌ） 158．08±4．63∗ 79．12±1．33∗ 42．37±2．11∗
Ｄ组 （8ｎｍｏｌ／Ｌ） 88．27±2．76∗ 57．36±2．08∗ 22．19±0．88∗

　　　　　　　　　　　与对照组比较：∗Ｐ＜0．05

3　讨　论
硼替佐米能通过抑制真核细胞26Ｓ蛋白酶体对

蛋白质的降解�促使多种与细胞增殖、分化、存活、凋
亡密切相关的蛋白代谢发生紊乱�诱导细胞凋亡。
研究表明�硼替佐米能有效抑制放、化疗引起的 ＮＦ
－κＢ激活�阻止多种抗凋亡蛋白和细胞因子的转
录�增加细胞对放、化疗的敏感性；同时通过稳定多
种细胞周期蛋白 （Ｐ53、Ｐ21、Ｐ27）的表达�促使细胞
发生周期阻滞�诱导细胞凋亡 ［3］。

Ｂｌａｎｃｏ等 ［4］发现经植物血凝素 （ＰＨＡ）刺激、树
突状细胞 （ＤＣ）共培养或混合淋巴细胞培养而活化

的Ｔ细胞中ＮＦ－κＢ的活性高于静息的 Ｔ细胞�并
且活化的Ｔ细胞较静息时的 Ｔ细胞对硼替佐米敏

感�在培养体系中加入硼替佐米6ｈ后细胞中促凋
亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ－9、ｃａｓｐａｓｅ－3含量即增加�凋亡抑
制蛋白Ｂｃｌ－2降解增加。我们的实验结果显示硼
替佐米能有效地诱导细胞凋亡：硼替佐米作用36ｈ
后凋亡细胞比例显著高于其他时间�细胞凋亡率与
作用时间有正相关趋势；ＭＬＣ体系细胞凋亡率随硼
替佐米浓度的升高而增大。因此硼替佐米能选择性
地诱导活化的同种反应性细胞的凋亡。Ｂｌａｎｃｏ等 ［4］

还发现经硼替佐米作用后同种反应性Ｔ细胞分泌的

Ｔｈ1型细胞因子 （ＩＬ－2、ＩＦＮ－γ）显著减少�而 Ｔｈ1
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型细胞因子在移植物抗宿主病 （ＧＶＨＤ）的发生中起
重要作用。本实验中观察到硼替佐米作用24ｈ后
各处理组ＩＬ－2、ＩＦＮ－γ浓度随硼替佐米剂量增加
而明显减少�与对照组相比�差异有统计学意义 （Ｐ
＜0∙05）。ＴＮＦ－α是导致炎症反应发生的重要因
素�并能放大炎症反应�因此抑制 ＴＮＦ－α的合成、
分泌�能有效地抑制局部炎症反应�实验显示与对照
组相比各处理组 ＭＬＣ体系上清中 ＴＮＦ－α的水平
明显减少�差异有统计学意义 （Ｐ＜0．05）�表明硼替
佐米能抑制ＭＬＣ体系分泌ＴＮＦ－α�减轻炎症反应。
ＩＬ－2基因表达受ＮＦ－κＢ、核因子ＡＴ（ＮＦ－ＡＴ）和
活化蛋白 －1（ＡＰ－1）等共同调控�ＮＦ－κＢ、ＮＦ－
ＡＴ对靶基因有竞争性、相互平衡的结合作用 ［5］�硼
替佐米的作用可能打破了这种平衡而导致活化的Ｔ

细胞分泌细胞因子的质和量发生改变。
综上所述�本研究提示硼替佐米诱导ＭＬＣ体系

细胞凋亡�同时Ｔｈ1细胞分泌的细胞因子ＩＬ－2、ＩＦＮ
－γ分泌减少�这有可能为异基因造血干细胞移植
中预防ＧＶＨＤ提供一种新的药物。
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经穹窿间中间帆入路解剖研究与临床应用
∗

朱玉辐1�兰　青2�李中林1�刘　勇1�虞正权1∗

（1．徐州医学院附属医院神经外科�江苏 徐州 221002；2．苏州大学附属第二医院神经外科�江苏 苏州 215004）

摘要：目的　研究经穹窿间中间帆入路的手术显露�并探索临床应用疗效。方法　导航辅助下在16具尸体
头颅标本上模拟经穹窿间中间帆入路手术�显微镜下观察分析第三脑室、松果体区的显露。选择6例松果体区、
第三脑室肿瘤患者行经穹窿间中间帆入路手术治疗。结果　导航辅助下经穹窿间中间帆入路手术能在标本头颅
上顺利完成�可清晰显露第三脑室后部及松果体区。6例松果体区、第三脑室肿瘤全切5例、次全切除1例�无新
神经功能损害及死亡发生。结论　经穹窿间中间帆入路手术治疗松果体区、第三脑室肿瘤技术上可行�临床应用
效果良好。

关键词：松果体区；第三脑室；肿瘤；中间帆；手术入路
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