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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究氯喹（chloroquine ，CQ） ，及 CQ是否增敏化疗药物地塞米松（dexamethasone ，DEX）或辐射对多发性
骨髓瘤细胞株 U２６６细胞的杀伤作用 ，并探讨其可能机制 。方法 　用细胞活性检测试剂盒（cell counting kit唱８ ，cck８）检测 CQ
单药 ，以及 CQ联用DEX对 U２６６细胞增殖的影响 ，运用中效原理软件评估两药相互作用 ；cck８及流式细胞术分别检测 CQ处
理条件下辐射对 U２６６细胞增殖和凋亡作用的改变 ；Western blot检测 CQ合用 DEX ，以及 CQ联合辐射对 U２６６细胞内 B细
胞淋巴瘤唱２（B唱cellymphoma唱２ ，Bcl唱２）蛋白表达变化 。结果 　 CQ及 DEX对 U２６６细胞的增殖抑制作用呈浓度依赖性 ，且 CQ
（３ ．９ μmol／L）能够增强 DEX（１２５ μmol／L）对 U２６６细胞的杀伤作用 ，并增加 DEX降低细胞内抗凋亡蛋白 Bcl唱２的表达水平 ；

不同辐射剂量（５ ～ ２５ Gy）对 U２６６细胞的生长抑制作用并无差异 ；CQ（１ ．０ μmol／L ）可以增加辐射对 U２６６细胞的敏感性 ，诱

导细胞凋亡 。结论 　 CQ能够增敏 DEX或辐射对 U２６６细胞的杀伤作用 ，CQ增敏 DEX的作用机制可能与抑制 Bcl唱２蛋白表
达相关 。

　 　 ［关键词］ 　氯喹 ；地塞米松 ；辐射 ；多发性骨髓瘤细胞株 U２６６细胞 ；增敏

［中图分类号］ 　 R９６ ；R９７９ ．１ 　 　 　 ［文献标志码］ 　 A 　 　 　 ［文章编号］ 　 １００６唱０１１１（２０１６）０３唱０２１０唱０３

［DOI］ 　 １０ ．３９６９／j ．issn ．１００６唱０１１１ ．２０１６ ．０３ ．００５

Sensitized cytotoxic effects of dexamethasone or radiation on multiple myeloma
cells by chloroquine
FU Hui１ ，TAO Yulong２ ，NI Min３ ，LI Dongjie３ ，SHEN Fuming１ ，３

（１ ．Department of Pharmacology ，School of Pharmacy ，

Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China ；２ ．Department of Pharmacy ，Changzheng Hospital Affiliated to
Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China ；３ ．Department of Pharmacy ，Shanghai Tenth People′s Hospi唱
tal ，Tongji University ，Shanghai ２０００７２ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To investigate the role and possible mechanism of combination use of chloroquine （CQ） with either
dexamethasone （DEX） or radiation on multiple myeloma （MM ） cell line U２６６ ．Methods 　 Cell viability of U２６６ treated with
CQ alone ，or CQ combined with either DEX or radiation was measured by cell counting kit唱８ （cck８） ．CalcuSyn method was
used to assess effect of drugs interaction ．Cell viability and apoptosis of U２６６ pre唱treated with CQ were also measured by cck８
and flow cytometry after radiation ．Expression of B唱cellymphoma唱２ （Bcl唱２） in U２６６ cells treated by CQ combined with DEX or
radiation was determined by Western blot analysis ．Results 　 Either CQ or DEX displayed a dose dependent cell proliferation in唱
hibitory effect on U２６６ cells ．Cytotoxic effect of DEX （１２５ μmol／L） on U２６６ cells was enhanced and expression of Bcl唱２ pro唱
tein in U２６６ cells was decreased by combining with CQ （３ ．９ μmol／L ） ．U２６６ cells were sensitized to radiation and cell death
was induced by CQ （１ ．０ μmol／L） ．Conclusion 　 CQ could sensitize cytotoxic effect of DEX or radiation on U ２６６ cells ，and the
former was possibly related to down唱regulation of Bcl唱２ protein ．
　 　 ［Key words］ 　 chloroquine ；dexamethasone ；radiation ；multiple myeloma cell line U２６６ ；sensitization

　 　 多发性骨髓瘤（multiple myeloma ，MM ）是一

种以骨髓中浆细胞恶性克隆性增殖和异常积累为特

征的 ，位列血液系统肿瘤发病率第二位的不可治愈

的恶性肿瘤［１］
。复发与难治是 MM 临床治疗面临

的主要挑战 ，寻找新的治疗手段或联合用药方案具

有十分重要的意义 。目前 ，放疗与化疗是治疗 MM
的主要手段 ，糖皮质激素衍生物地塞米松（dexam唱
ethasone ，DEX）是 MM 化疗方案中的常用药物［２］

。

氯喹（chloroquine ，CQ ）是一个经典的抗疟药 ，“老

药新用”是目前新药研发的一个重要方向［３］
。近年

来的研究显示 ，CQ 具有抗肿瘤的作用［４ ，５］
。 Tang

０１２

药学实践杂志 　 ２０１６ 年 ５ 月 ２５ 日第 ３４ 卷第 ３ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３４ ，No ．３ ，May ２５ ，２０１６



等［６］研究表明 CQ 能够增加吉非替尼对非小细胞肺
癌的细胞毒性 ；Han 等［７］发现 CQ 可以增加乳腺癌
细胞的放射敏感性 。故本实验主要研究 CQ 是否能
增强化疗药物 DEX 或辐射对 MM 细胞株 U２６６ 细
胞的杀伤作用 ，并对其机制进行初步探讨 。 　 　

1 　材料与方法

1 ．1 　材料
1 ．1 ．1 　 主要仪器 　 CO２细胞培养箱 （Thermo 公
司） ，离心机 （Eppendorf 公司） ，倒置显微镜 （Leica
公司） ，酶标仪（Thermo 公司） ，流式细胞仪（BD 公
司） ，Odyssey 红外荧光扫膜仪（Licor公司） 。

1 ．1 ．2 　细胞与主要试剂 　 MM 细胞株 U２６６细胞由
上海市长征医院血液科惠赠 ，于含 １％ 双抗（青霉素

与链霉素）及 １０％ 胎牛血清的 RPMI１６４０培养基中培
养 ，选用对数生长期细胞进行实验 。双抗（上海博光

生物公司） ，胎牛血清（Gbico 公司） ，RPMI１６４０ 培养
基（Hyclone公司）。 CQ 及 DEX（Sigma公司）。细胞

活性检测试剂盒（cell counting kit唱８ ，cck８ ，日本同仁

公司） ，Annexin V／PI 细胞凋亡检测试剂盒（BD 公
司） ，Tublin 抗体（碧云天公司） ，Bcl唱２ 抗体（Affinity
公司） ，荧光二抗（抗兔及抗鼠 ，Licor公司）。

1 ．2 　方法
1 ．2 ．1 　 cck８ 法检测 CQ 和 DEX 单药及联合应用
对 U２６６ 细胞增殖的影响 　 将 ５ × １０

５ 个／ml 的
U２６６细胞接种于 ９６孔板中 ，每孔总体系为 １００ μl ，
分别加入 CQ（终浓度为 １ ０００ 、５００ 、２５０ 、１２５ 、６２畅５ 、

３１畅３ 、１５畅６ 、７畅８ 、３畅９ 、２畅０ 、１畅０ μmol／L）及 DEX （终
浓度为 ２ ０００ 、１ ０００ 、５００ 、２５０ 、１２５ 、６２畅５ 、３１畅３ 、

１５畅６ 、７畅８ 、３畅９ 、２畅０ μmol／L ） ，并选择 CQ （１２５ 、

６２畅５ 、 ３１畅３ 、 １５畅６ 、 ７畅８ 、 ３畅９ μmol／L） 与 DEX
（１２５ μmol／L）联合处理 。药物作用 ２４ h后 ，每孔中

加入 cck８试剂 １０ μl ，在 ４５０ nm 处检测其吸光度 ，

并计算细胞增殖率 （％ ）及抑制率 （％ ） 。 采用

Graphpad Prism ５ ．０软件来计算单药半数抑制浓度

IC５０ ，运用中效原理软件（CalcuSyn 软件）求出两药

联用指数 （combination index ，CI） 。 当 CI ＞ １ 时 ，

表示两药合用达到某一作用时所需药物的剂量大于

单独给药时所需药物的剂量 ，提示两药具有拮抗效

应 ；当 CI ＝ １时 ，提示两药是单纯的相加作用 ；当 CI
＜ １时 ，提示两药具有协同效应 。

1 ．2 ．2 　 cck８法检测不同剂量的辐射对 U２６６ 细胞
的杀伤作用 　 在不同辐射剂量下（０ 、５ 、１０ 、１５ 、２０ 、

２５ Gy）辐照细胞 ，辐照 ２４ h后加入 cck８试剂 ，检测

吸光度 ，计算细胞增殖率（％ ）及抑制率（％ ） 。

1 ．2 ．3 　 cck８ 法检测 CQ 对辐射后 U２６６ 细胞增殖
的影响 　 实验分组为 ：对照组 （Con） ，单纯给药组

（CQ ：１ μmol／L） ，辐射组（Rad ：５ Gy）及辐射 ＋ 药物

处理组 （RC ：Rad ＋ CQ ） 。 其中 ，Con 组细胞用含
１０％ FBS的 １６４０ 培养基处理 ，CQ 组用 １ μmol／L
的 CQ 处理 U２６６ 细胞 ２４ h ；Rad组为含 １０％ FBS
的 １６４０培养基处理 U２６６ 细胞 ２４ h 后 ，给予 ５ Gy
６０Co唱γ 线照射 ；RC 组为用 １ μmol／L 的 CQ 处理
U２６６细胞 ２４ h后 ，在 ５ Gy剂量下进行辐照 。所有

细胞均在辐照结束 ２４ h后 ，加入 cck８ ，检测吸光度 。

1 ．2 ．4 　 Annexin V ／PI双染检测细胞凋亡 　 将 ５ ×

１０
５个／ml的 U２６６细胞接种于 ６孔板中 ，每孔总体

系为 ２ ml ，实验分组同 “１ ．２ ．３” 。 收集细胞 ，

１ ５００ r／min离心 ５ min ；加入 PBS洗 １遍 ，离心 。小

心地吸出 PBS 后 ，加入含 ６ μl Annexin V 的３００ μl
缓冲液重悬细胞团 ，避光 ，室温预染 ５ min ，随后加
入６ μl的 PI ，流式细胞术检测分析细胞凋亡情况 。

1 ．2 ．5 　 Western blot 测定 B 细胞淋巴瘤唱２（B唱cel唱
lymphoma唱２ ，Bcl唱２）的表达 　 辐射后 CQ 对 Bcl唱２
蛋白表达的影响的实验分组同“１ ．２ ．３” ；CQ 与 DEX
联用后对 Bcl唱２ 蛋白表达的影响的实验分组为 ：对

照 组 （ Con ） ， CQ 组 （３ ．９ μmol／L） ， DEX 组

（１２５ μmol／L） ，CQ ＋ DEX 组 （CQ ３ ．９ μmol／L ＋
DEX １２５ μmol／L） 。
　 　 U２６６细胞经不同处理后 ，提蛋白 。 选用 １２％

的十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 ，并用湿转

法将蛋白转移至膜上 ，封闭 ２ h后 ，加入一抗（Bcl唱２ ，

１ ∶ １ ０００配制 ，来源兔 ；Tublin ，１ ∶ ５ ０００配制 ，来源

小鼠） ，４ ℃过夜 ；用相应种属来源的荧光二抗 ，室温

孵育 ４０ min 。使用 Odyssey 扫膜仪扫膜 ，Quantity
One软件对蛋白条带进行光密度值分析 。

1 ．2 ．6 　统计分析 　数据均用平均数　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ±标准差（珚x ±
s）表示 。选用 Graphpad Prism ５ ．０ 软件进行统计

分析 ，多组间比较采用单因素方差分析 ，P＜ ０ ．０５表

示差异有统计学意义 。

2 　结果

2 ．1 　 CQ 及 DEX 对 U２６６细胞增殖的抑制作用 　

从图 １可见 ，CQ 及 DEX 对 U２６６ 细胞的增殖抑制
作用均呈浓度依赖性 。 CQ 及 DEX对 U２６６细胞的
IC５０ 分别为 （７７ ．９ ± ５ ．８） μmol／L 及 （２３７ ．１ ±

３０ ．３） μmol／L 。
2 ．2 　 CQ 增敏 DEX 对 U２６６细胞的杀伤作用 　当

CQ ∶ DEX 为１ ∶ ３２ ～ １ ∶ ８时 ，联用指数 ＜ １ ，说明

两药协同杀伤U２６６细胞 ；当CQ ∶ DEX为１ ∶ ４ ～
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图 1 　 CQ（A）及 DEX（B）对 U266细胞增殖的抑制作用（n＝ ３）

１ ∶ １时 ，联用指数 ≥ １ ，两药联用表现为拮抗或相加

作用（表 １） 。 值得注意的是 ，CQ 在３畅９ μmol／L和
７畅８ μmol／L时 ，对 U２６６ 细胞的抑制率分别为
（８ ．１ ± ０ ．４ ）％ 和 （８ ．５ ± ０ ．３ ）％ （表 ２ ） ；DEX
（１２５ μmol／L）对 U２６６ 细胞的抑制率为 （２７畅４ ±

２ ．０）％ （表 ２） ；但当 CQ 与 DEX 合用时 ，抑制率分

别增加到（３４ ．９ ± ２ ．６）％ 及（４４ ．５ ± ０ ．４）％ （表 １） ，

且联用指数分别为 ０ ．５６７ 及 ０ ．５４３ ，均 ＜ １ ，两药表

现为协同杀伤作用 。 由于此协同作用中 CQ 对
U２６６细胞增殖的抑制作用比 DEX 小很多 ，DEX 发
挥主要杀伤作用 ，我们将这一现象表述为 CQ 增敏
DEX对 U２６６细胞的杀伤作用 。

表 1 　 DEX与 CQ联用对 U266细胞的
抑制率及联用指数（n＝ ３）

CQ 浓度
（cB ／

μmol ·
L唱１ ）

DEX 浓度
（cB ／

μmol ·
L唱１ ）

CQ 与
DEX 混
合浓度比

细胞
抑制率
（％ ）

联用
指数

联用
效果

３ _．９ １２５ t１ ∶ ３２  ３４ -．９ ± ２ ．６ ０  ．５６７ 协同

７ _．８ １２５ t１ ∶ １６  ４４ -．５ ± ０ ．４ ０  ．５４３ 协同

１５ _．６ １２５ t１ ∶ ８ 邋４６ -．１ ± １ ．６ ０  ．７４４ 协同

３１ _．３ １２５ t１ ∶ ４ 邋５２ -．０ ± ２ ．４ ０  ．９８４ 相加

６２ _．５ １２５ t１ ∶ ２ 邋４７ -．２ ± ０ ．９ ２  ．０２４ 拮抗

１２５ _１２５ t１ ∶ １ 邋８０ -．１ ± １ ．４ １  ．０３８ 相加

表 2 　 CQ与 DEX单药对 U266细胞的影响（n＝ ３）

药物名称
浓度

（cB ／μmol · L唱１ ）
抑制率
（％ ）

CQ ３  ．９ ８ 痧．１ ± ０ ．４

７  ．８ ８ 痧．５ ± ０ ．３

DEX １２５  ２７ 痧．４ ± ２ ．０

2 ．3 　不同辐射剂量对 U２６６ 细胞增殖的影响 　 如

图 ２所示 ，与对照组（０ Gy）相比 ，U２６６细胞在不同
的辐射剂量（５ 、１０ 、１５ 、２０ 、２５ Gy）下 ，细胞增殖率下

降 ，但差异不明显 ，为 ８０％ 左右 ，无统计学意义 。故

选用 ５ Gy 的辐射剂量进行后续实验 。

图 2 　不同辐射剂量对 U266细胞活力的影响（n＝ ３）

倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与对照组 （０ Gy） 比较

2 ．4 　 CQ增强辐射对 U２６６细胞的敏感性
2 ．4 ．1 　 CQ 降低辐射后 U２６６细胞的增殖 　与对照

组相比 ，辐射能够显著降低 U２６６ 细胞增殖
［（８０ ．３ ± ３ ．５）％ vs（１００ ．０ ± ２ ．９）％ ，P＜ ０ ．０１］ 。当

CQ （１ μmol／L）预处理 U２６６ 细胞后再辐射 ，能够

显著增强辐射对 U２６６ 细胞增殖的抑制作用
［（６９ ．４ ± １ ．０）％ vs （８０ ．３ ± ３ ．５）％ ，P＜ ０ ．０５］ 。

图 3 　 CQ增强辐射对 U266细胞的增殖抑制作用（n ＝ ３）

注 ：浓度或放射线剂量 ，CQ ．１ μmol／L ；

Rad ．５ Gy ；RC ．５ Gy ＋ １ μmol／L ．

倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与 Con组比较 ；＃ P ＜ ０ ．０５ ，与 Rad 组比较

2 ．4 ．2 　 CQ 增加辐射后 U２６６细胞凋亡率 　辐射能

够显著诱导 U２６６ 细胞凋亡 ［（１３ ．２ ± ０ ．６）％ v s
（５ ．８ ± １ ．１）％ ，P ＜ ０ ．０１］ 。当 CQ （１ μmol／L ）预处
理后再辐射 ，能够明显增强辐射对 U２６６ 细胞的促
凋亡作用 ［（１８ ．４ ± ０ ．７ ）％ vs （１３ ．２ ± ０ ．６ ）％ ，

P＜ ０ ．０１］ 。
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图 4 　 CQ增加辐射后 U266细胞凋亡率（n＝ ３）

注 ：浓度或放射线剂量 ，CQ ．１ μmol／L ；

Rad ．５ Gy ；RC ．５ Gy ＋ １ μmol／L ．

倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与 Con组比较 ；＃ ＃ P＜ ０ ．０１ ，与 Rad 组比较

　 　 可见 ，辐射能够降低 U２６６ 细胞活力并促进其
凋亡 ；CQ 预处理 U２６６ 细胞后再辐射 ，可增强辐射

对细胞的杀伤作用 。 提示 ，CQ 可以增强辐射对
U２６６细胞的敏感性 。

2 ．5 　 CQ 对 U２６６ 细胞 Bcl唱２ 蛋白表达的影响 　

U２６６细胞经 CQ （３ ．９ μmol／L ）处理后 ，Bcl唱２ 蛋白
水平无明显变化 ［（０ ．９５ ± ０ ．１４） v s （１ ± ０ ．０６）］ ；

DEX（１２５ μmol／L ）处理后可以降低 U２６６ 细胞内
Bcl唱２的表达 ［（０ ．６５ ± ０ ．１０） vs （１ ± ０ ．０６） ，P ＜

０ ．０１］ ；当两药合用后 ，Bcl唱２蛋白水平表达显著下降
［（０ ．４０ ± ０ ．０７） v s （０ ．６５ ± ０ ．１０） ，P ＜ ０ ．０５ ，图

５A ］ 。提示 CQ 增敏 DEX对 U２６６细胞的杀伤作用
与 Bcl唱２抗凋亡蛋白的下调有关 。但是 ，CQ 预处理
U２６６细胞再辐射后检测 Bcl唱２的表达 ，其差异无统

计学意义（图 ５B） 。
3 　讨论

　 　 MM 约占血液系统肿瘤的 １０％
［８］及恶性肿瘤

的 １％ ～ ２％
［９］

，且发病率呈逐年上升的趋势 。关于

MM 的治疗 ，国内主要参照枟中国多发性骨髓瘤治

疗指南（２０１３ 版）枠 ，针对有症状的 MM 患者 ，多会

采取放疗 、化疗 、骨髓移植 、支持治疗等综合性治疗 。

其中 ，化疗是最常规的治疗手段 。

　 　 在 MM 的经典化疗方案中 ，糖皮质激素类

DEX 作为细胞凋亡诱导剂是一种重要的组成药
物［１０］

。单用 DEX时虽可诱导 MM 细胞凋亡 ，但凋

亡率不高 。如果加大 DEX的剂量 ，又会引起一系列

不良反应 ，使患者难以维持治疗 。目前在治疗肿瘤

时 ，联合用药已成为一种趋势 。因此 ，寻找合适的联

合用药方案治疗 MM 是一个新方向 。氯喹是一个

经典的抗疟药 ，有报道称 ，联用 CQ 可明显增强替莫
唑胺对神经胶质瘤细胞的杀伤作用［１１］

。故本实验

首先将 CQ 与 DEX单用及联用 ，来检测它们对 MM
细胞株 U２６６细胞作用的变化 ，并根据 Chou和 Ta唱
lalay 发明的 CalcuSyn 软件［１２］得到 CQ 与 DEX 的
联用指数 。结果表明 ：两种药物对 U２６６ 细胞的增
殖抑制作用均呈浓度依赖性 ，一定浓度范围内两药

联用后 ，对 U２６６细胞表现为协同杀伤的作用 。

　 　放疗是 MM 治疗的另一种重要手段 。袁晓丽

等［１３］研究发现 ，CQ 对食管癌细胞具有放疗增敏作
用 。发现在一定辐射剂量（５ ～ ２５ Gy ）范围内 ，辐射

对 U２６６细胞的抑制率约为 ２０％ ，不同的辐射剂量

之间的差异无统计学意义 。 我们选用低剂量辐射

（５ Gy）进行后续实验 ，发现 CQ 在 １ μmol／L 时对
U２６６细胞几乎无影响（抑制率 ＜ ５％ ） 。 但是用 CQ
预处理 U２６６细胞后再辐射 ，与单纯辐射组相比 ，预

处理组细胞活力明显下降 ，凋亡率显著升高 。

结果表明 ，CQ 能够增强辐射对 U ２６６ 细胞的
敏感性 。

　 　 Bcl唱２是抗凋亡家族的一员 ，是细胞凋亡通路中

线粒体途径的关键调节分子 ，主要作用于线粒体外

膜［１４］
。 Bcl唱２蛋白家族主要由抗凋亡与促凋亡蛋白

组成 ，而 Bcl唱２ 蛋白是其中一种十分重要的抗凋亡
蛋白［１５］

。尽管单用 CQ 对 Bcl唱２ 的表达几乎无影
响 ，CQ 与 DEX 联用后可以显著增强 DEX 降低
Bcl唱２的表达作用 。提示 CQ 增敏 DEX 对 U２６６细
胞的杀伤作用 ，可能与下调抗凋亡蛋白 Bcl唱２ 的表
达有关 。

　 　综上所述 ，CQ 能够增敏 DEX 或辐射对 U２６６
细胞的杀伤作用 ，CQ 增敏 DEX 的作用机制可能与
抑制 Bcl唱２表达相关 。这为 CQ 联合化疗或放疗用
于 MM 的治疗提供了实验依据 。
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图 5 　 CQ预处理后 DEX（A）或辐射（B）所致的 U266细胞中 Bcl唱2表达的改变（n＝ ５）

注 ：各组浓度或放射线剂量 ，A ：CQ ．３ ．９ μmol／L ；DEX ．１２５ μmol／L ；

DEX ＋ CQ ．１２５ μmol／L ＋ ３ ．９ μmol／L ；B ：CQ ．１ μmol／L ；Rad ．５ Gy ；RC ．５ Gy ＋ １ μmol／L ．

倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与 Con组比较 ；＃ ＃ P ＜ ０ ．０１ ，与 CQ 组比较 ；△ P ＜ ０ ．０５ ，与 DEX 组比较
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