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沙利度胺对多发性骨髓瘤骨髓间充质干细胞凋亡
及白介素-6的影响

吴元庭 任莉 吴海英 蒋慧芳 苏传勇 陶叠红 郭淑萍

[摘要] 目的 观察沙利度胺对多发性骨髓瘤骨髓间充质干细胞（BMMSCs）凋亡及白介素-6（IL-6）的影响。方
法 采用细胞凋亡检测试剂盒双染色（Annexin V-FITC/PI）检测细胞凋亡。采用实时荧光定量 PCR技术（RT-
qPCR）检测经沙利度胺作用于BMMSCs后 IL-6、白介素-1β（IL-1β）及干细胞因子mRNA（SCF mRNA）的水平表

达。结果 BMMSCs的分离鉴定培养，细胞形态学提示为长梭状细胞，说明分离得到较纯的BMMSCs。25 ng/ml、
50 ng/ml、100 ng/ml 沙利度胺对BMMSCs作用处理48 h，与0 ng/ml组比较，仅50 ng/ml沙利度胺组的凋亡率明显

增加，差异有统计学意义（t=1.12，P＜0.05）。RT-qPCR检测 IL-6、IL-1β、SCF结果显示，0～100 ng/ml的沙利度胺

处理BMMSCs 48 h后，仅 100 ng/ml沙利度胺组的 IL-6明显降低，差异有统计学意义（t=1.27，P＜0.05）。结论

50 ng/ml沙利度胺可增加BMMSCs凋亡，100 ng/ml 沙利度胺能降低BMMSCs的 IL-6。
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Effect of thalidomide on apoptosis of bone marrow mesenchymal stem cells and interleukin-6 in multiple myeloma
WU Yuanting，REN Li，WU Haiying，et al. The Second Medical College，Zhejiang University of Traditional Chinese
Medicine，Hangzhou 310053，China
[Abstract] Objective To observe the influence of thalidomide on apoptosis of bone marrow mesenchymal stem cells
（BMMSCs）and interleukin -6（IL-6）in patients with multiple myeloma. Methods Cells apoptosis was detected by Annexin
V- FITC/PI double staining. After thalidomide acted on BMMSCs，the IL- 6，IL- 1β and SCF mRNA expressions were
detected by RT-qPCRs. Results The cell morphology showed that the BMMSCs are long spindle cells，which is indicating
that the pure BMMSCs were separated. The BMMSCs were dealt with different concentrations thalidomide including 25 ng/ml，
50 ng/ml，and 100 ng/ml for 48 h. Compared with the 0 ng/ml group，the apoptotic rate of the 50 ng/ml thalidomide group was
significantly increased（t=1.12，P＜0.05）. The results of RT-qPCR showed that the IL-6 of the 100 ng/ml thalidomide group
was significantly decreased when compared with the blank group（t=1.27，P＜0.05） . Conclusion Thalidomide with
concentration of 50 ng/ml increase BMMSCs apoptosis，and 100 ng/ml thalidomide reduce IL-6 level in BMMSCs.
[Key words] thalidomide； multiple myeloma； bone marrow mesenchymal stem cells； cytokines

多发性骨髓瘤是浆细胞性恶性血液肿瘤，我国

发病率约为 1/10万 [1]，第一代的免疫调节剂沙利度

胺 [2]是治疗多发性骨髓瘤临床应用久远的药物，因

其国产仿制品低廉的价格，是目前国内最为广泛使

用的骨髓瘤药物之一。骨髓间充质干细胞（bone
marrow mesechymal stem cells，BMMSCs）通过产生

的细胞因子与造血干细胞接触，有利于骨髓微环境

的形成和功能完整[3]。骨髓微环境与多发性骨髓瘤

瘤细胞的生长、存活及耐药性均具有相关性 [4]。本

次研究沙利度胺的抗血管新生和免疫调节作用对

多发性骨髓瘤细胞因子影响，为沙利度胺在临床的

使用提供依据。现报道如下。
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1 材料与方法

1.1 实验材料 BMMSCs由 2015年 3月至 2017年

6月浙江省立同德医院血液科在多发性骨髓瘤患者

的骨髓分离得到。

1.2 实验方法

1.2.1 BMMSCs的分离培养与体外扩增 无菌条

件下临床采取多发性骨髓瘤患者骨髓 3～4 ml，乙
二胺四乙酸抗凝或者直接放于染色体培养瓶中，

取一支 15 ml离心管，先加入与骨髓单细胞悬液等

量的分离液，用吸管小心吸取骨髓单细胞悬液样

本加于分离液液面上，离心，用吸管小心吸取第二

层环状乳白色淋巴细胞层到另一 15 ml离心管中，

往所得离心管中加入 10 ml清洗液混匀细胞。离

心，弃上清。重悬细胞。反复清洗三次，弃上清液

后以 0.5 ml后续实验所需相应液体重悬细胞。将

分离到的重悬细胞进行计数，106个细胞/10 cm的

浓度接种在培养皿（含 10％胎牛血清的低糖

DMEM培养基）中，在 37 ℃、5％CO2、饱和湿度培养

箱中培养。24 h后可见少部分贴壁细胞。继续培

养，可见陆续有细胞贴壁。4 d后，换液。1周可见

单克隆细胞已长至 80％密度左右。进行胰蛋白酶

消化传代。

1.2.2 BMMSCs的形态观察及流式细胞术分离鉴

定 消化收集第二代BMMSCs，进行显微镜下细胞

形态观察，按 1μg抗体/1×106个细胞的量加入CD34
PE、CD45 PE和CD105 PE直标抗体，同时一份加入

ISO IgG1对照抗体，避光孵育30 min，流式检测。

1.2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡 取 F2 代的

BMMSCs细胞，用 0.25％Typsin消化，离心 5 min，计
数板下计数，铺 6孔板，每孔加入 1×105个细胞，放

入培养箱中静置 24 h，分别加入实验浓度沙利度

胺，同时设空白对照组，48 h后收集细胞，药物作用

后，离心收集细胞，磷酸缓冲盐溶液洗涤细胞两次，

500 μl 1×Binding Buffer 悬浮细胞，在细胞悬浮液

中加入 5 μl磷脂结合蛋白和 10 μl核酸染料，轻轻

混匀后于4 °C避光条件下孵育5 min，上机检测。

1.2.4 RT-qPCR 检测 IL-6、IL-1β、SCF mRNA 表

达 取上述经分离鉴定的BMMSCs细胞，Trizol法提

取细胞总RNA并测定浓度。按照cDNA反转录试剂

盒说明书对总RNA进行逆转录。根据mRNA浓度

计算加样体积，反应总体性为 30 μl，包括逆转录产

物 1 μl，Mgcl2 1.5 mmol/L，1×PCR 缓冲液，dNTP
0.5 mmol/L，目的基因或内参照基因上、下游引物各

0.25 μmol/L，Tap DNA 合成酶 1U。 IL-6、IL-1β、
SCF 反应参数为：94 ℃，35 min；59 ℃，45 min；
72 ℃ 45 min，40循环，最后再72 ℃延伸10 min反
应参数，扩增31个循环，内参基因β-actin扩增25个
循环。PCR产物直接用于列电泳或者4℃保存。

1.3 统计学方法 采用SPSS 17.0统计处理软件分

析。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，采用独立

样本 t检验。设P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 BMMSCs的分离鉴定培养 病人骨髓样本经

过人骨髓淋巴细胞分离液分离并用低糖DMEM培

养基筛选出贴壁细胞，即得到BMMSCs。流式细胞

仪检测后结果提示该细胞CD34阴性表达，CD45弱
阳性表达，CD105 阳性表达，以上结果符合人

BMMSCs的特征。说明分离得到较纯的BMMSCs。
2.2 沙利度胺对BMMSCs凋亡的影响 沙利度胺

随着浓度的逐渐增加，0 ng/ml、25 ng/ml、50 ng/ml、
100 ng/ml沙利度胺处理BMMSCs 48 h后，BMMSCs
的凋亡率分别是：（0.67±0.06）％、（0.73±0.12）％、

（0.87±0.06）％、（0.71±0.12）％。与 0 ng/ml组相比，

仅 50 ng/ml沙利度胺组的凋亡率明显增加，差异有

统计学意义（t=1.12，P＜0.05）。
2.3 沙利度胺对BMMSCs细胞 IL-6、IL-1β、SCF表

达的影响见表1
表1 不同浓度沙利度胺对BMMSCs细胞 IL-6、IL-1β、SCF

的影响

沙利度胺浓度

0 ng/ml

25 ng/ml

50 ng/ml

100 ng/ml

IL-6

0.62±0.02

0.67±0.02

0.76±0.01

0.38±0.02*

IL-1β
0.63±0.03

0.68±0.05

0.82±0.04

0.68±0.05

SCF

0.53±0.02

0.42±0.01

0.50±0.01

0.56±0.02

注：*：与0 ng/ml比较，P＜0.05。
由表 1可见，25 ng/ml、50 ng/ml、100 ng/ml沙

利度胺处理 BMMSCs 48 h 后，与 0 ng/ml 相比，仅

100 ng/ml沙利度胺组的 IL-6明显降低，差异有统计

学意义（t=1.27，P＜0.05）。
3 讨论

沙利度胺因其镇静和止吐作用，在 20世纪 50
年代在欧洲广泛用于妊娠早期，结果导致许多新生

儿严重肢体畸形被弃用。随着时间的推移，发现沙

利度胺具有抗炎活性及免疫抑制作用，有较强的抗

血管生成效应，老药发挥新效能，目前被广泛运用
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予多种肿瘤和免疫性疾病[5]。有临床试验认为在多

发性骨髓瘤治疗中，无论是否行自体造血干细胞移

植，沙利度胺都能明显延长患者无进展生存期[6]，故

本次研究为探寻其作用机制。

多发性骨髓瘤细胞的生物学行为和临床结局

部分依赖于多发性骨髓瘤细胞的基因组和表观遗

传异常[7]。骨髓微环境在多发性骨髓瘤的发病机制

及进展中的起到了关键作用[8]。多发性骨髓瘤细胞

与骨髓微环境的其他细胞成分建立复杂的相互作

用（BMMSCs、破骨细胞、成骨细胞、骨祖细胞、内皮

细胞、脂肪细胞、免疫细胞、树突状细胞、巨噬细胞、

T细胞），还包括与细胞外基质成分（层粘连蛋白、胶

原蛋白、蛋白多糖、粘多糖）及其分泌的可溶性因子

（细胞因子、趋化因子和生长因子）。这些相互作用

的双向的后果：一方面，多发性骨髓瘤细胞主要与

BMMSCs及破骨细胞相互作用导致多发性骨髓瘤细

胞的细胞信号通路激活（磷脂酰肌醇3激酶/ Akt的
活化，Janus激酶/信号转导和转录激活因子 3，RAS/
RAF/丝裂原活化蛋白激酶激酶/细胞外信号调节激

酶，转录因子-κB），促进其增殖、存活、转移、甚至耐

药[9~13]；另一方面，多发性骨髓瘤细胞破坏骨髓环境

平衡引起贫血、免疫抑制、以及解偶联，骨重建过程

导致溶骨性病变是该病的特征性的发展[14]。

在骨髓瘤维持治疗中，无论是否行自体造血干

细胞移植，Thal能明显延长患者中位无进展生存时

间，但增加了血栓栓塞、乏力、神经病变、水肿、便秘

不良反应的发生率。

沙利度胺可以促进杀伤性细胞（cytokine-in⁃
duced killer，CIK）的增殖，并通过诱导多发性骨髓

瘤细胞表面的活化型受体的配体增加CIK对多发性

骨髓瘤细胞的杀伤作用[15]。另有研究认为多发性骨

髓瘤患者外周血辅助T细胞17细胞数增多，抑制外

周血辅助 T细胞 17细胞可能也是沙利度胺发挥抗

多发性骨髓瘤作用的机制之一[16]。在本次研究中发

现BMMSCs的分离鉴定培养细胞形态学提示为长梭

状细胞，符合人BMMSCs的特征，说明分离得到较纯

的BMMSCs。在进一步的实验中发现 50 ng/ml的沙

利度胺可增加BMMSCs凋亡，而100 ng/ml的沙利度

胺能降低BMMSCs的 IL-6分泌。因为 IL-6、血管内

皮生长因子的表达均与转录因子-κB抑制蛋白密切

相关，所以 IL-6的分泌减少可能也与沙利度胺能抑

制转录因子-κB信号传导有关。

综上所述，50 ng/ml沙利度胺可增加 BMMSCs

凋亡，100 ng/ml的沙利度胺能降低BMMSCs的 IL-6。
但因本次研究样本例数较少，还需扩大样本量进一

步证实。
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的认识。关于BSGI是否受月经周期的影响目前也

存在分歧，Yu等[8]认为其检查效能与月经周期无关，

Kim[5]则建议检查在月经周期的第 2天到第 14天之

间进行；本院进行的检查虽未避开月经期，但由于

样本量较小，暂不能得出统计学上的差异，目前也

无这方面的前瞻性研究。目前BSGI在亚洲地区尚

未得到广泛运用，报道仅局限于东亚地区，今后还

需要进行更多大样本人群、长期随访的基础研究。

综上所述，BSGI在诊断亚洲女性乳腺病变中较

MRM有更高的特异度，可以作为一种更为有效的辅

助手段应用于筛查发现的可疑病灶，提高乳腺癌早

期诊断水平。
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