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【摘要】  目的　研究硼替佐米对结外鼻型NK/T细胞淋巴瘤（ENKTL）的抗肿瘤作用。方法　单独使用不同质量浓度

（0、1、2、4、5、6 ng/mL）硼替佐米处理SNK-6细胞24、48、72 h，及不同浓度核因子-κB （NF-κB）信号通路抑制剂BAY11-
7082（0、1、2.5、5、10、20 μmol/L）处理SNK-6细胞24 h后，采用CCK8法检测细胞存活率并计算其半数抑制浓度（IC50）。联

合使用30 μmol/L Z-VAD-FMK（Pan-caspase抑制剂）+3 ng/mL硼替佐米，以及5、10 μmol/L BAY11-7082+3 ng/mL硼替佐米

处理SNK-6细胞24 h，CCK8法检测细胞存活率。不同质量浓度硼替佐米处理SNK-6细胞24 h后，采用Annexin Ⅴ/PI流式细

胞术检测细胞凋亡；Western blot检测凋亡相关蛋白Caspase-3、多聚ADP核糖聚合酶（PARP）和Bcl-2的表达，检测NF-κB信

号通路相关蛋白P65和P100/52的表达。结果　硼替佐米可呈剂量依赖性的抑制SNK-6细胞增殖（P<0.05），24 h
IC50﹝（2.87±0.06） ng/mL﹞低于48 h和72 h（P<0.05）。BAY11-7082亦可抑制SNK-6细胞增殖，24 h IC50= （9.73±
0.36） μmol/L。联合用药结果表明，Z-VAD-FMK能减弱硼替佐米对SNK-6细胞增殖的抑制作用（P<0.05），BAY11-7082能
增强硼替佐米对SNK-6细胞增殖的抑制作用（P<0.05）。硼替佐米处理SNK-6细胞24 h后，凋亡相关蛋白Caspase-3裂解、

PARP激活，以及Bcl-2裂解；NF-κB信号通路相关蛋白P65磷酸化水平降低，P52减少。结论　硼替佐米通过阻断NF-κB信号

通路抑制ENKTL细胞增殖，并且经线粒体介导的Caspase途径诱导ENKTL细胞凋亡。

【关键词】　结外鼻型NK/T细胞淋巴瘤（ENKTL）　　硼替佐米　　凋亡　　NF-κB信号通路　　BAY11-7082
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【Abstract】   Objective　To  investigate  the  anti-tumor  effect  of  bortezomib  on  extranodal  natural  killer/T  cell
lymphoma, nasal  type (ENKTL). Methods　SNK-6 cells  were treated with different mass concentrations of  bortezomib
(0, 1, 2, 4, 5, 6 ng/mL) for 24, 48, 72 h, and different concentrations of nuclear factor-kappa B (NF-κB) signaling pathway
inhibitor BAY11-7082 (0, 1, 2, 2.5, 5, 10, 20 μmol/L) for 24 h respectively, then the cell viability was measured by CCK8 kit
and the half inhibitory concentration (IC50) was calculated. SNK-6 cells were treated with 30μmol/L Z-VAD-FMK (Pan-
caspase inhibitor)+3ng/mL bortezomib, and 5,  10 μmol/L BAY11-7082+3 ng/mL bortezomib for 24 h respectively,  then
the  cell  viability  was  measured  by  CCK8  kit.  After  treatment  of  SNK-6  cells  with  different  mass  concentrations  of
bortezomib for 24 h, apoptosis was detected by AnnexinⅤ/PI flow cytometry; the expression of apoptosis-related protein
Caspase-3, poly ADP-ribose polymerase (PARP) and Bcl-2 and NF-κB signaling pathway key proteins P65 and P100/P52
were  detected  by  Western  blot. Results　Bortezomib  inhibited  the  proliferation  of  SNK-6  cells  in  a  dose-dependent
manner (P<0.05), and IC50﹝(2.87±0.06) ng/mL﹞at 24 h was lower than that at 48 h and 72 h (P<0.05). BAY11-7082 also
inhibited the proliferation of SNK-6 cells with an IC50= (9.73±0.36) μmol/L at 24 h. The combination treatment indicated
that Z-VAD-FMK could attenuate the inhibitory effect of bortezomib on the proliferation of SNK-6 cells (P<0.05), while
BAY11-7082  could  enhance  the  inhibitory  effect  of  bortezomib  on  the  proliferation  of  SNK-6  cells  (P<0.05).  After
treatment  of  SNK-6 cells  with bortezomib for  24 h,  apoptosis-related protein Caspase-3 cleavage,  PARP activation,  and
Bcl-2  cleavage;  NF-κB  signaling  pathway-related  protein  P65  phosphorylation  level  decreased,  and  P52  decreased.
Conclusion　Bortezomib  inhibits  ENKTL  cells  proliferation  by  inhibiting  NF-κB  signaling  pathway  and  induces
apoptosis of ENKTL cells via mitochondria-mediated caspase pathway.
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结外鼻型NK/T细胞淋巴瘤（extranodal natural
killer/T cell lymphoma，nasal type，ENKTL）是高度侵袭

性恶性淋巴瘤，主要起源于NK细胞，少数起源于T细

胞[1]。ENKTL发病具有明显地理差异，亚洲及南美洲

明显高于欧洲和北美洲[2]。Ⅰ/Ⅱ期ENKTL患者一线治

疗客观缓解率达80%以上，但复发率高，晚期ENKTL患
者2年总生存（overall survival，OS）率仅为40.5%[3]。

核因子-κB（nuclear factor-kappa B，NF-κB）家族由

5种蛋白组成，包括N F - κ B 1 （P 1 0 5 / P 5 0 ）、N F -
κB2（P100/P52）、RelA（P65）、RelB以及c-Rel，均以无活

性的形式存在于细胞质中，通过形成RelA-c-Rel-P50聚
合物以及RelB-P52聚合物分别经经典信号通路和非经

典信号通路激活后进入细胞核，参与靶基因的转录调

节[4]。NF-κB信号通路参与调节细胞周期和细胞凋亡，

靶向NF-κB通路治疗可能代表了恶性肿瘤治疗的合理

方法[5]。研究证实在ENKTL中存在NF-κB信号通路异

常激活[6-7]。

硼替佐米是FDA批准的治疗多发性骨髓瘤以及套

细胞淋巴瘤的蛋白酶体抑制剂[8]。硼替佐米通过抑制

NF-κB信号通路诱导皮肤T细胞淋巴瘤和套细胞淋巴

瘤凋亡[9-10]。研究报道硼替佐米能诱导NK-白血病细胞

和NK-淋巴瘤细胞凋亡，但具体作用机制不明[11]。因

此，本研究旨在探索硼替佐米是否能通过靶向NF-
κB信号通路对ENKTL发挥抗肿瘤作用。

1     材料及方法

1.1    细胞系、药物、主要试剂及仪器

ENKTL细胞系SNK-6 [1 2 ]﹝EB病毒阳性（EBV+）﹞

（郑州大学附属医院张明智教授赠予），培养基为

RPMI-1640（Glibo，USA）加入10%灭活人AB血清、

700 U/mL白细胞介素（IL）-2（长春生物）、100 U/mL
青霉素及100 mg/mL链霉素（Hyclone），置于37 ℃、体

积分数为5%CO2孵箱中。

硼替佐米（万珂）、NF-κB信号通路抑制剂BAY11-
7 0 8 2 （ M C E ） 、 P a n - c a s p a s e 抑制剂 Z - V A D -
FMK（Sigma）。一抗：抗鼠Caspase-3、抗兔多聚腺苷二

磷酸核糖聚合酶（PARP）、抗鼠Bcl-2均购自CST，抗兔

NF-κB P65、抗兔NF-κB磷酸化P65、抗兔NF-κB
P100/52均购自Santa Cruz。HRP标记二抗（Santa
Cruz）。CCK8试剂盒（日本同仁）、AnnexinⅤ-FITC/
PI细胞凋亡检测试剂盒（碧云天）。酶标仪（Model
680，Bio-Rad）、流式细胞仪（ESP Elite，Beckman
Coulter）、SDS-PAGE凝胶电泳及转膜装置（Mini

Trans-Blot Electrophoretic）。
1.2    细胞增殖实验

取对数生长期SNK-6细胞铺于96孔板，细胞密度

为1×10 5  mL－ 1，每孔滴加190 μL，同时设置空白组

（190 μL培养基，不含细胞）。然后分别进行增殖实验。

1.2.1    CCK-8法检测硼替佐米对SNK-6细胞增殖的

影响　培养12 h后，细胞分为6组，分别加入10 μL生理

盐水（对照组），1、2、4、5、6 ng/mL硼替佐米，继续培

养24、48、72 h，CCK8法检测细胞活力，严格按照试剂

盒说明书操作。细胞活力（%）=﹝光密度（OD）硼替佐米

－OD空白﹞/﹝OD对照－OD空白﹞×100%。实验重复3次，每个

质量浓度设置3个复孔。使用GraphPad Prism 6软件

Dose-response-Inhibition计算24、48、72 h药物半数抑

制浓度（IC50），取IC50最低者进行后续实验。

1.2.2    CCK-8法检测Pan-caspase抑制剂Z-VAD-
FMK对硼替佐米抑制SNK-6细胞增殖作用的影响　

培养12 h后，细胞分为4组，分别加入10 μL生理盐水（对

照组）、30 μmol/L Z-VAD-FMK、3 ng/mL（IC50）硼替佐

米、30 μmol/L Z-VAD-FMK+3 ng/mL（IC50）硼替佐米，

继续培养24 h后，CCK8法检测细胞活力（同1.2.1）。
1.2.3    CCK-8法检测NF-κB信号通路抑制剂BAY11-
7082对SNK-6细胞增殖的影响　培养12 h后，细胞分

为6组，分别加入10 μL生理盐水（对照组），1、2.5、5、
10、20 μmol/L BAY11-7082，继续培养24 h后，CCK8法
检测细胞活力并计算其IC50（同1.2.1）。
1.2.4    CCK-8法检测NF-κB信号通路抑制剂BAY11-
7082对硼替佐米抑制SNK-6细胞增殖作用的影响　

培养12 h后，细胞分为6组，分别加入10 μL生理盐水（对

照组）、3 ng/mL（IC50）硼替佐米、5 μmol/L（1/2 IC50）

BAY11-7082、10 μmol/L（IC50）BAY11-7082、5 μmol/L
（1/2 IC 5 0）BAY11-7082+3 ng/mL（IC 5 0）硼替佐米、

10 μmol/L（IC50）BAY11-7082+3 ng/mL（IC50）硼替佐米，

继续培养24 h后，CCK8法检测细胞活力（同1.2.1）。
1.3    细胞凋亡实验

取对数生长期SNK-6细胞铺于6孔板，细胞密度为

1×105 mL－1，每孔滴加1.5 mL。培养12 h后，细胞分为

3组，分别加入10 μL生理盐水（对照组），1.5（1/2 IC50）、

3（ I C 5 0 ）n g / m L硼替佐米，继续培养 2 4  h。采用

AnnexinⅤ-FITC/PI双染细胞凋亡检测试剂盒，流式细

胞仪检测细胞凋亡。实验重复3次，每个质量浓度设置

3个复孔。统计早期+晚期凋亡细胞百分率。

1.4    Western blot实验

采用Western blot法检测凋亡相关蛋白Caspase-3、
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P A R P、B c l - 2和N F - κ B信号通路相关蛋白P 6 5和
P100/52的表达。细胞分为4组，分别使用10 μL生理盐

水（对照组），1.5（1/2 IC5 0）、3（IC5 0）、4.5（3/2 IC5 0）

ng/mL硼替佐米处理对数生长期SNK-6细胞，24 h后提

取总细胞。使用含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的

RIPA缓冲液裂解细胞。BCA法测蛋白浓度。SDS-
PAGE凝胶电泳分离蛋白、转膜。转膜后使用溶于

TBST的5%脱脂牛奶室温封闭1.5 h，孵一抗（抗鼠

Caspase-3、抗兔PARP、抗鼠Bcl-2、抗兔NF-κB P65、抗

兔NF-κB磷酸化P65、抗兔NF-κB P100/P52），4 ℃过

夜。TBST洗3次，孵二抗，常温2 h。TBST洗6次后，加

入显影液，在曝光机上采集图片，定性观察条带显影。

1.5    统计学方法

x̄ ± s所有数据均用 表示。两组间比较采用t检验，

多组间比较采用方差分析，P<0.05为差异有统计学

意义。

2     结果

2.1    硼替佐米对SNK-6细胞增殖的抑制作用

不同质量浓度硼替佐米处理SNK-6细胞24、48、
72 h后，细胞活力随着质量浓度的增加而降低（图1）。
I C 5 0分别为（2 . 8 7 ± 0 . 0 6）、（3 . 5 3 ± 0 . 4 6）、（3 . 8 9 ±
0.09） ng/mL，硼替佐米处理细胞24 h的IC50低于48 h和
72 h（P<0.05）。根据24 h IC50，取近似整数3 ng/mL进
行后续实验。

2.2    硼替佐米对SNK-6细胞凋亡的诱导作用

流式细胞仪分析结果显示（图2），对照组、1.5 ng/mL
硼替佐米组、3 ng/mL硼替佐米组凋亡细胞百分率分

别为（12.40±1.97）%、（17.95±2.39）%、（51.91±3.93）%，

3  n g / m L硼替佐米诱导 S N K - 6细胞凋亡率高于

1.5 ng/mL硼替佐米（P<0.05）。

2.3    硼替佐米对凋亡相关蛋白表达及联合用Z-
VAD-FMK对细胞增殖的影响

硼替佐米处理SNK-6细胞24 h，随着硼替佐米质量

浓度的增加，凋亡效应分子Caspase-3、PARP裂解，相

对分子质量2 9 × 1 0 3的B c l - 2裂解为相对分子质量

22×103，由抗凋亡蛋白变为促凋亡蛋白（图3A）。使用

Pan-caspase抑制剂Z-VAD-FMK 30 μmol/L处理SNK-
6细胞，对细胞增殖无明显影响（P>0.05），与3 ng/mL硼
替佐米同时处理细胞后，硼替佐米抑制细胞生长能力

明显减弱（P=0.003）（图3B）。证实线粒体介导的

Caspase途径参与硼替佐米诱导SNK-6细胞凋亡，从而

抑制细胞增殖。

2.4    硼替佐米对NF-κB信号通路关键蛋白分子表达

及联合用BAY11-7082对细胞增殖的影响

硼替佐米处理SNK-6细胞后，NF-κB经典信号通路

途径中磷酸化的P65（phospho-P65）蛋白降低，NF-
κB非经典信号通路中无活性的P100蛋白及其活性形

式P52蛋白降低，硼替佐米质量浓度越高，效应越明显

（图4A）。NF-κB信号通路抑制剂BAY11-7082呈剂量

依赖性抑制SNK-6细胞增殖，IC50=（9.73±0.36）μmol/L，
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图 1  硼替佐米对SNK-6细胞增殖的抑制作用

Fig 1  Bortezomib inhibits the proliferation of SNK-6
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图 2  硼替佐米对SNK-6细胞凋亡的诱导作用

Fig 2  Bortezomib induces apoptosis in SNK-6 cells
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BAY11-7082浓度达20 μmol/L时，SNK-6细胞几乎全部

死亡（图4B）。另外，BAY11-7082与硼替佐米在抑制

SNK-6细胞增殖方面具有相互促进作用（图4C）。

5 μmol/L BAY11-7082+3 ng/mL硼替佐米与单独使用

5 μmol/L BAY11-7082比较，10 μmol/L BAY11-7082+

3 ng/mL硼替佐米与单独使用10 μmol/L BAY11-7082比
较，10 μmol/L BAY11-7082+3 ng/mL硼替佐米与单独

使用3 ng/mL硼替佐米比较，细胞活力均降低（P<0.05）。
证实硼替佐米通过抑制P65磷酸化和P100/P52表达阻

断NF-κB信号通路，从而抑制SNK-6细胞增殖。

3     讨论

ENKTL在中国淋巴瘤发病率中仅次于弥漫大B细
胞淋巴瘤，是高度恶性肿瘤，局部放疗、以左旋门冬酰

胺酶为主的化疗以及造血干细胞移植是ENKTL主要

治疗方案[2]。目前尚未建立基于随机对照临床试验的

标准治疗方案。本研究证实，蛋白酶体抑制剂硼替佐

米能有效抑制SNK-6细胞增殖并诱导其凋亡，24 h
IC50仅为（2.87±0.06） ng/mL。为使用硼替佐米治疗

ENKTL提供了临床前依据。本研究首次在蛋白水平
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图 3  线粒体介导的Caspase途径凋亡相关蛋白表达（A）与硼替佐米联合Z-VAD-FMK对SNK-6细胞增殖（B）的影响

Fig 3  Effect of mitochondria-mediated Caspase pathway apoptosis-related protein（A） and bortezomib combined with Z-VAD-FMK on proliferation of SNK-6

cells（B）

A：Western blot；B：CCK8 kit﹝ a: Saline （control group）; b: 30 μmol/L Z-VAD-FMK; c: 3 ng/mL bortezomib ; d: 30 μmol/L Z-VAD-FMK+3 ng/mL bortezomib﹞
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图 4  NF-κB信号通路蛋白表达（A）与BAY11-7082单独处理（B）及联合硼替佐米处理（C）对SNK-6细胞增殖的影响

Fig 4  Effect of NF-κB signaling pathway protein（A） and single BAY11-7082（B） and BAY11-7082 combined with Bortezomib（C） on proliferation of SNK-6

cells

A：Western blot; B: 0，1，2.5，5，10，20 μmol/L BAY11-7082 treatment of SNK-6 cells 24 h respectively，CCK8 kit detect cell viability（n=3，*P<0.01，**P<0.001，vs.

former concentration）; C: Saline （control group，a），5 μmol/L BAY11-7082 （b），10 μmol/L BAY11-7082 （c），3 ng/mL bortezomib （d），5 μmol/L BAY11-7082+3 ng/mL

bortezomib （e），10 μmol/L BAY11-7082+3 ng/mL bortezomib （f） treatment of SNK-6 cells 24 h respectively，CCK8 kit detect cell viability （*P<0.01）
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证实在ENKTL细胞株SNK6中存在NF-κB信号通路关

键蛋白分子表达，且特异性抑制NF-κB信号通路能抑

制ENKTL细胞增殖，为ENKTL靶向治疗提供有价值的

线索。

研究[13]表明，在CD30+渐变大细胞淋巴瘤（ALCLs）
中，硼替佐米通过抑制26S蛋白酶体活性而导致细胞内

促凋亡蛋白Bax激活，Bax促使细胞色素c从线粒体释放

入细胞质中，导致Caspase凋亡信号通路激活，最终表

现为Caspase-3以及PARP裂解激活；并且，硼替佐米引

起ALCLs细胞内抗凋亡蛋白Mcl-1降解，进一步促进细

胞凋亡过程；Z-VAD-FMK作为泛Caspase抑制剂，能阻

止硼替佐米引起的ALCLs细胞内抗凋亡蛋白降解及

PARP激活，进而发挥抗凋亡作用。本研究证实，硼替

佐米处理SNK-6细胞后，Caspase-3激活，进而促进

PARP裂解，促使细胞凋亡。并且，活化的Caspase-3能
使相对分子质量29×103的Bcl-2裂解为相对分子质量

22×103，使其失去抗凋亡活性 [10 ]，进一步促进凋亡发

生。Z-VAD-FMK与硼替佐米同时处理SNK-6细胞后，

明显减弱硼替佐米对SNK-6细胞的细胞毒作用。再次

证实细胞凋亡在硼替佐米抗SNK-6中发挥重要作用。

硼替佐米与NF-κB信号通路的关系一直是研究热

点。κB抑制蛋白（IκBs）作为NF-κB抑制分子，通过泛

素化-蛋白酶体依赖途径降解，IκBs降解后，NF-κB进入

细胞核参与抗凋亡基因及促细胞生长基因的转录。硼

替佐米通过抑制蛋白酶体作用，从而抑制IκB降解，进

而阻断NF-κB信号通路激活[14]。硼替佐米最初在多发

性骨髓瘤中应用的依据是其能抑制NF-κB信号通路，

但有研究表明，在多发性骨髓瘤细胞中，使用硼替佐米

后反而激活经典的NF-κB信号通路，而由于无活性

P100蛋白转化为有活性的P52蛋白依赖蛋白酶体水解

作用，因此硼替佐米抑制的是NF-κB非经典信号通路[15]。

但是，在EBV感染的B淋巴细胞中，硼替佐米同时抑制

经典及非经典的NF-κB信号通路[16]。因此，硼替佐米处

理后NF-κB信号通路变化与细胞类型有关。本研究证

实在SNK-6细胞中，硼替佐米抑制P65及P100活化，表

明硼替佐米处理SNK-6细胞后NF-κB经典及非经典信

号通路激活均受到抑制。BAY11-7082为IκBα磷酸化

特异性抑制剂，通过抑制IκBα降解而抑制NF-κB信号

通路激活。BAY11-7082能诱导EBV感染的B细胞以及

人类T淋巴细胞白血病Ⅰ型病毒（HTLV-Ⅰ）感染的

T细胞和原发于成人T细胞的白血病细胞凋亡[16-17]。为

了验证抑制NF-κB信号通路是否影响ENKTL淋巴瘤细

胞的活性，使用BAY11-7082处理SNK-6细胞后，细胞活

力受到明显抑制，并且，当浓度达到20 μmoL/L时，细胞

几乎全部死亡。说明N F - κ B信号通路参与维持

ENKTL细胞的存活。并且BAY11-7082能增强硼替佐

米对SNK-6细胞的细胞毒作用。

综上，硼替佐米通过阻断NF-κB信号通路抑制

SNK-6细胞增殖，并且硼替佐米可经线粒体介导的

Caspase依赖途径诱导SNK-6细胞凋亡。硼替佐米处理

SNK-6细胞后抑制NF-κB信号通路、促进Caspase-3裂
解激活的具体分子机制尚需进一步研究。同时，需要

动物实验进一步证实硼替佐米对ENKTL的抑制作用。
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