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�EVWU�FW
Activin�A�is�a�member�of�the�TGF-β�superfamily�and�has�the�effect�of�inhibiting�the�proliferation�of�mouse�myeloma�cells�and�promot-
ing�apoptosis,�but�its�effect�on�human�myeloma�cells�is�unclear.�In�this�study,�the�human�myeloma�cell�line�RPMI-8226�was�used,�Cell�
Counting�Kit-8�method�was�used�to�detect�the�viability�of�shock�cells,��ow�cytometry�was�used�to�detect�apoptosis,�and�PCR�was�used�
to�detect�mRNA�expression.�The�experimental�results�found�that�activin�A�can�inhibit�RPMI-8226�cell�viability,�induce�RPMI-8226�cell�
apoptosis,�and�promote�the�expression�of�ActRIIA�and�Smad3,�suggesting�that�activin�A�inhibits�RPMI-8226�cell�proliferation�by�acting�
on�ActRIIA-Smad3.�
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摘�要

激活素 A属于 TGF-β超家族成员，具有抑制小鼠骨髓瘤细胞增殖、促进凋亡的作用，但对人骨髓瘤细胞的作用尚不清楚。
本研究利用人骨髓瘤细胞系RPMI-8226细胞，采用 Cell�Counting�Kit-8法检测激细胞活力，流式细胞术检测凋亡以及 PCR
技术检测mRNA表达。实验结果发现，激活素A能够抑制RPMI-8226细胞活力，诱导RPMI-8226细胞凋亡，并且能够促
进 ActRIIA 和 Smad�的表达，提示激活素A通过作用于 ActRIIA-Smad�抑制RPMI-8226细胞增殖。�
�
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1�引言

激活素 A 属于 TGF-β 超家族成员，其受体属于丝氨酸 /

丝氨酸激酶（6H�/7K�）型受体，主要分为Ⅰ型受体和Ⅱ型受

体，激活素 A 先与Ⅱ型受体结合，再招募Ⅰ型受体，活化的 ,

型受体可以通过经典的信号传导蛋白—Smad 途径激活靶基因

[�]。激活素是一种多功能细胞因子，组织来源广泛，在体内通

过自分泌和旁分泌方式调节细胞生长、分化和凋亡，在机体

生理功能和病理损伤中具有重要作用 [�]。前期研究表明激活

素 A 能够通过促进小鼠骨髓瘤细胞凋亡抑制其增殖 [�]，但激

活素 A 对人骨髓瘤 RPMI-8226 细胞的作用尚不清楚。

2�材料与方法

2.1�主要试剂

Activin�A 购自 R&� 公司、,0�0 培养基和胎牛血清购

自 BI 公司、7����O 试剂购自日本的 TaKaRa 公司、0-MLV 逆

转录酶购自美国 Promega 公司、RT-PCR 试剂盒购自 TaKaRa

公司、���·8（�HOO���XQW�Q����W-8）购自 TaKaRa 公司、凋

亡试剂盒购自天津三箭生物公司、引物由上海生物工程有限

公司合成 [�]。

2.2�方法

2.2.1�细胞培养

人多发性骨髓瘤外周血 B 淋巴细胞 RPMI-8226 购自中
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国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心。在含有 ��% 胎

牛血清的 ,0�0 培养基中培养，置于 �%��2� 浓度、��℃培

养箱中。

2.2.2�CCK8 法检测细胞活力

�67-8[�-(�- 甲氧基 -�- 硝苯基 )-�-(�- 硝苯基 )-�-

(�,�- 二磺基苯 )-��- 四唑单钠盐 ] 是敏感的 NADH 指示剂。

在一定条件下，�67-8 被还原生成高度水溶性的橙黄色的

甲臜产物，利用酶标仪 450nm 波长处测定 2� 值，间接反映

细胞活力。实验将 RPMI-8226 细胞（����� 个 / 孔）接种到

�� 孔板中，分别给予 �-��Q�/ml 激活素 A 处理 ���K，然后加

��% 体积的 ���-8 培养 ��K，酶标仪测定 2� 值 [�]。

2.2.3�逆转录 PCR检测mRNA的表达

RPMI-8226（����� 个 / 孔） 接 种 到 �� 孔 培 养 板 中，

细胞用 �-��Q�/ml 激活素 A 处理 ��K，用 7����O 提取细胞总

RNA，cDNA 用 RT-PCR 扩增试剂盒扩增，参照厂家说明书。

2.2.4�流式细胞术检测细胞凋亡

RPMI-8226（����� 个 / 孔）接种到 �� 孔培养板中，细

胞用 �-��Q�/ml 激活素 A 处理 ���K，收集，用 ���XO 的 FACS

缓冲液重悬，再用 ��XO 的 �,7�-Annexin�V 和 ��XO 的 �-AAD

标记。然后通过流式细胞仪进行分析。

3�结果

3.1�激活素 A抑制 RPMI-8226 细胞活力

激活素 A 处理 RPMI-8226 细胞 ���K 后，应用 ���-8

试剂盒检测细胞活力，结果显示，在处理了 ���K 后，激活素

A 具有抑制 RPMI-8226 细胞活力的作用，且呈剂量相关性。
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图 ��激活素 A对 RPMI�8226细胞活力的影响 .�*<�.��，与

A0组相比较

3.2�激活素 A促进 RPMI-8226 细胞凋亡

在用激 活素 A 处理 RPMI-8226 细胞 ���K 后，流式细

胞术检测细胞凋亡情况，发现与对照组相比较，激活素 A����

Q�/ml 和 ���Q�/ml 能明显促进 RPMI-8226 细胞凋亡。

图 ��激活素 A对 RPMI�8226细胞凋亡的影响

3.3�激活素 A通过经典信号通路Smad 信号发挥作用

为 确 定 激 活 素 A 是 否 通 过 Smad 经 典 信 号 通 路 调 控

RPMI-8226 细 胞生物 学 功能， 在用激 活素 A 处理 RPMI-

8226 细胞 � 小时后检测 mRNA 表达变化情况。结果显示，激

活素 A 能够促进 RPMI-8226 细胞 ActR Ⅱ A 和 Smad3�mRNA

表达增加。

图 ��激活素 A对 RPMI�8226细胞 ActRIIA和 Smad3�mRNA

表达的影响

4�讨论

激活素 A 是转化生长因子 -β（TGF-β）超家族的成员，

信号传导途径包括经典的 Smads 途径和非 Smads 途径。在经

典途径中，激活素 A 通过与Ⅱ型受体结合，进而诱导Ⅰ型受

体磷酸化和活化，活化的 , 型受体可进一步使 Smad2、� 蛋白

磷酸化，后者进一步与 Smad4结合成复合物转运入细胞核内，

Smad3、� 能直接与 DNA 上 Smad 结合元件结合，激活目的

基因转录，进而调控基因表达水平 [�]。激活素 A 的异常表达

与肿瘤的发生发展密切相关，在多种肿瘤患者循环血中激活

素 A 水平升高 [�]。近年的研究发现激活素 A 在肿瘤的调节过

程中发挥双重作用，既有致癌作用，也有抑制肿瘤的效应 [8]。

骨髓瘤是一种血液系统恶性肿瘤，其特征为骨髓浆细胞异常

增生伴有单克隆免疫球蛋白过度生成，常伴发高钙血症、多

发性溶骨性损害、贫血和肾脏损害 [�]。据报道，激活素 A 能
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够通过凋亡途径抑制小鼠骨髓瘤细胞活性 [��]，因此本实验探

究激活素 A 是否能够抑制人骨髓瘤细胞系 RPMI-8226 细胞

活性 [��]。通过实验表明，激活素 A 能够诱导人骨髓瘤细胞系

RPMI-8226 的凋亡，并且促进 ActRIIA 受体和 Smad3�mRNA

的表达，提示激活素 A 通过作用于人骨髓瘤细胞受体抑制其

增殖，其作用机制有待于进一步研究 [��]。
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