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组蛋白去乙酰化酶抑制剂SAHA诱导骨髓瘤细胞的凋亡★  
于  涛，张  鹏，鹿全意，刘银梅 

Novel histone deacetylase inhibitor SAHA induces the apoptosis of myeloma cells in vitro    

Yu Tao, Zhang Peng, Lu Quan-yi, Liu Yin-mei       

Abstract 
BACKGROUND: SAHA is a new kind of histone deacetylase inhibitors (HDACI), the research about the effect of HDACI on 
myemola cells is rare, and the molecular mechanism of its induction of apoptosis is still poorly understood.   
OBJECTIVE: To investigate the effects of SAHA on proliferation and apoptosis of multiple myeloma cell line U266 cells in vitro and 
its possible mechanism. 
METHODS: The proliferation of U266 cells was measured by trypan blue exclusion method and colorimetric tetrazolium; the 
AlllexinV and PI staining was used to detect the apoptosis rates of U266 cells by flow cytometry, and the apoptotic morphological 
change was observed with Hoechst33342 staining; the expression of cell signaling proteins Ras/Raf /Mek /Erk were detected by 
Western-blot analysis. 
RESULTS AND CONCLUSION: The trypan blue exclusion method and colorimetric tetrazolium showed that SAHA could inhibit 
the proliferation rate of U266 cells and in a time-dose dependent manner. After treated with 0.5, 2 and 4 μmol/L SAHA for 48 hours, 
the apoptosis of U266 cells were (17.61±1.30)%, (41.13±3.80)% and (74.01±4.39)% respectively detected by flow cytometry, and 
in a dose dependent manner (P < 0.05). Distinct morphology changes between SAHA-treated group and control group were 
observed through fluorescence microscope by Hoechst 33342 staining; cell apoptosis such as karyopyknosis and nuclear 
fragmentation were significant in SAHA-treated group while in control group such changes were not obvious. The Western blot 
analysis showed that the phosphorylation of Raf-1 and its downstream ERK kinases were inhibited obviously after treated with 
SAHA and remarkable down-regulated when treated with the agent for 48 hours. SAHA can inhibit the proliferation of multiple 
myeloma cell line U266 cells and induce their apoptosis, the intercept of the signal pathway Ras/Raf /Mek /Erk is one of the 
underlying mechanism. 
 
Yu T, Zhang P, Lu QY, Liu YM. Novel histone deacetylase inhibitor SAHA induces the apoptosis of myeloma cells in vitro. 
Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(6): 1062-1066.    [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：SAHA 是一种新型的组蛋白去乙酰化酶抑制剂，目前有关其对多发性骨髓瘤细胞作用的研究还少见报道，而且其诱导

细胞凋亡的分子机制还不十分清楚。 
目的：观察 SAHA 对多发性骨髓瘤细胞株 U266 细胞增殖和凋亡的影响，并分析其可能机制。 
方法：采用锥虫蓝拒染法、四氮唑蓝比色法检测 SAHA 对 U266 细胞增殖的影响。AllllexinV 和 PI 染色后应用流式细胞仪检

测 SAHA 作用 U266 细胞的凋亡率，Hoechst33342 染色法检测凋亡细胞的形态。Western-blot 方法检测信号转导通路

Ras/Raf/Mek/Erk 相关蛋白的表达水平。 
结果与结论：锥虫蓝拒染法和四氮唑蓝比色法均显示，SAHA 可明显抑制 U266 细胞增殖，且具有时间剂量依赖性。0.5，2，
4 μmol/L SAHA 作用 U266 细胞 48 h 后，经流式细胞仪检测细胞凋亡率分别为 (17.61±1.30)%，(43.13±3.80)%和

(74.01±4.39)%，呈剂量依赖性(P < 0.05)。Hoechst33342 染色荧光显微镜下可见，SAHA 组细胞胞核出现明显的核固缩、

核碎裂，而对照组改变不明显。Western-blot 结果显示 U266 细胞经 SAHA 处理后，Raf-1 和 Erk 蛋白的磷酸化水平受到明

显抑制，药物作用 48 h 时出现显著降低。提示 SAHA 抑制多发性骨髓瘤细胞株 U266 细胞增殖并诱导凋亡，信号转导通路

Ras/Raf/Mek/Erk 阻断是机制之一。 
关键词：组蛋白去乙酰化酶抑制剂；多发性骨髓瘤；SAHA；凋亡；细胞外调节蛋白激酶 
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0  引言 
 

组 蛋 白 去 乙 酰 化 酶 抑 制 剂 (histone 
deacetylase inhibitors，HDACI)是近年来出现

的一类新型抗肿瘤药物，因其高效、低毒作用，

使其在国内外受到广泛关注，HDACI是一类具

有广泛应用前景的抗肿瘤新药[1-3]。被用于血液

系统肿瘤和一些实体肿瘤的研究中，显示出对

肿 瘤 生 长 的 抑 制 作 用 [4-8] 。 SAHA 
(suberoylanilide hydroxamic acid)是一种新型

的HDACI，已被证明对多种肿瘤有效，目前已

应用到Ⅱ期临床试验[9]。 
本实验以多发性骨髓瘤细胞系U266为靶

细胞观察HDAIS类药物SAHA对该细胞增殖及

凋亡的影响，并探讨其可能的作用机制，以便

为临床寻找抗多发性骨髓瘤药物提供新的思

路。
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1  材料和方法 

 
设计：体外细胞学水平，对比观察实验。 
时间及地点：于2011-02/03在厦门大学附属中山医

院开放实验室完成。 
材料： 

主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

细胞培养：U266细胞株以2×108 L-1的浓度接种于含

体积分数为10%FBS、100 U/mL青霉素、100 U/mL链
霉素的新鲜RPMI1640培养液中，于37 ℃、体积分数5%
的CO2孵箱中培养。每两三天传代1次，取对数生长期

细胞用于实验。 
细胞计数法绘制细胞生长曲线：取对数生长期U266细

胞以7.7×107 L-1浓度接种于24孔板，设正常对照组及

SAHA终浓度为0.5，1，2，4 μmol/L的处理组，于药物

作用细胞后1~5 d分别取细胞，用0.4%锥虫蓝溶液混匀，

3 min内用血球计数板分别计数活细胞数，并绘制细胞

生长曲线。 
MTT法测算细胞增殖率：取对数生长期的U266细胞，

以2×107 L-1接种于96孔培养板中，SAHA处理浓度分

别为0.5，1，2，4 μmol/L。每一个药物浓度设6个复

孔，并设空白对照组。分别培养24 h及48 h后，每孔

加入MTT溶液10 μL，在37 ℃继续孵育4 h，终止培养，

1 000 r/min离心5 min，小心吸弃孔内培养上清液，每

孔加入100 μL的MTT溶解液，震荡10 min，使结晶物

充分溶解。选择570 nm波长在酶标仪测定吸光度(A)
值，根据A值，计算出细胞增殖率。增殖率(%) =(A实验

-A本底)/(A对照-A本底) ×100%，A本底为无细胞培养基的A值。

记录结果，以时间为横轴，细胞增殖率为纵轴绘制直

方图。 
细胞凋亡率的检测：采用流式细胞术。收集对照组和

SAHA 0.5，2，4 μmol/L处理48 h细胞，调整细胞浓度

为1×109 L-1，按Annexin V FITC/PI试剂盒说明书操作，

流式细胞仪检测Annexin V+/PI-、Annexin V+/PI+的细胞

百分率，即早期凋亡与晚期凋亡细胞之和的总凋亡率。

试验重复3次。 
Hochest染色荧光显微镜观察：用终浓度为2，4 μmol/L

的SAHA处理U266细胞48 h，收集细胞，用PBS洗2次，

加入1 mL Hoechst33342染液, 37 ℃继续孵育30 min，
离心后用PBS洗2次，将沉淀重悬于PBS中，置荧光显

微镜下观察细胞核形态。 
Western Blot检测蛋白表达：收集正常培养的U266细

胞和经2 μmol/L SAHA处理24，48 h的U266细胞, 根据细

胞团块的大小，加入一定量的蛋白裂解缓冲液，充分混匀，

冰上裂解5~10 min，15 000 r/min 4 ℃离心10 min。移取

上清至另一管中，弃沉淀。取适量样品应用BCA试剂盒

测量蛋白浓度，具体步骤按照试剂说明书操作。取20 μg
蛋白在聚丙烯酰胺凝胶上电泳。转移蛋白至PVDF膜上。

加一抗封闭膜，4 ℃孵育过夜。洗膜后与HRP标记的二

抗(1∶2 500封闭缓冲液稀释)室温孵育1 h，洗膜3次。

滴加ECL化学发光试剂，X射线片曝光、显影和定影。

β-actin作为内参对照。观察Erk1/2、Raf以及磷酸化的

Erk1/2、磷酸化的Raf蛋白表达情况。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 13.0软件进行

统计学分析，实验数据以x
_

±s表示，多组间率比较采用

χ2检验，多组定量资料的比较采用one-way ANOVA检
验，多组间率及多组定量资料，因各实验组均需与对照

组之间做两两比较，检验水准应根据比较次数做出调

整，当P < 0.05/实际比较次数时，认为差异有显著性意

义。 
   

2  结果 

 
2.1  SAHA对U266细胞增殖的影响   

锥虫蓝生长曲线：与未经药物处理的正常对照组相比

较，U266细胞经过不同浓度的SAHA处理后，细胞增殖

受到明显抑制，见表1，图1，结果显示出时间剂量依赖

性。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1  SAHA 对 U266 细胞生长的抑制作用(锥虫蓝细胞计数法)
Table 1  Inhibitory effect of SAHA on the growth of U266 cells 

(Trypanblue exclusion assay)      (x
_

±s, n=3, ×107 L-1)

aP < 0.01, bP < 0.005, vs. normal control group. Inspection standard was 
0.012 5 

试剂及仪器 来源 

U266 细胞株   
SAHA   
胎牛血清(FBS)   
RPMI1640 培养液   
Annexin V/PI 凋亡试剂盒   
ELISA 试剂盒   
 
Anti-Erk1/2 鼠抗人抗体、Anti-p-Erk 
兔抗人抗体、Anti-Raf 兔抗人抗体 

Anti-p-Raf 兔抗人抗体   
辣根过氧化物酶(HPR)标记的 
羊抗兔二抗、兔抗羊二抗、ECL  

BCA 试剂盒    

福建医科大学中心实验室惠赠

Cayman 公司 
杭州赛乐生物公司 
赛默飞生物化学公司 
北京联科生物制品公司 
Adlilteram Diagnosis 
 Laboratories 

美国 Millipore 公司 
 
美国 CST 公司 
北京联科生物制品公司 
 
北京普利莱基因有限公司  

Time 
(d)

Normal 
control group

0.5 μmol/L
SAHA group

1 μmol/L 
SAHA group 

2 μmol/L
SAHA group

4 μmol/L
SAHA group

 
1

 
14.33±0.38

 
11.50±0.43

 
13.17±1.38 

 
7.92±2.25b

 
8.67±1.42b

2 24.17±6.90 13.25±2.14 10.00±2.65a 8.50±1.95b 2.25±0.00b

3 56.38±2.26 26.75±7.28b 21.50±2.50b 7.00±1.32b 1.88±1.30b

4 114.75±12.28 28.50±8.11b 21.25±5.04b 10.75±1.21b 1.62±1.85b

5 127.46±7.64 36.88±5.96b 27.75±2.46b 8.50±2.26b 0.88±0.78b
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MTT法测算细胞增殖抑制率：见表2，图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
不同浓度SAHA对U266细胞增殖有抑制作用, 而

且这种作用呈时间-剂量依赖关系，随SAHA浓度增加或

作用时间延长，U266细胞增殖抑制率增加。 
2.2  SAHA对U266细胞凋亡的影响                             

AnnexinV/Pl双标法流式细胞术检测细胞凋亡：见图3，4
及表3。 

U266细胞经SAHA作用48 h后，用流式细胞仪检测细

胞凋亡率。结果显示，在一定的浓度范围内(0~4 μmol/L) 
SAHA诱导U266细胞的凋亡率随着SAHA浓度的增加而

增加，差异具有显著性意义(P < 0.01)。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hochest染色荧光显微镜观察凋亡细胞的形态改变：见图

5。 

Figure 3  Flow cytometry graph of U266 cells under the effect
 of SAHA at different concentrations 

图 3  不同浓度 SAHA 作用于 U266 流式细胞图 

a: Control group 

Figure 1  Growth curve of U266 cells under the effect of SAHA
图 1  SAHA 作用于 U266 细胞的生长曲线 
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aP < 0.01, bP < 0.005, vs. normal control group 

表 2  SAHA 对 U266 细胞生长的抑制作用(MTT 法) 
Table 2  Inhibitory effect of SAHA on the growth of U266 cells 

(MTT assay)                                (n=6)

aP < 0.005, bP < 0.001, vs. blank control group. Inspection standard was 
0.012 5 

Group 
A570 (x

_

±s) Proliferation rate 
(%) 

24 h 48 h 24 h 48 h 
 
Blank control  

 
0.081 5±0.003 8 

 
0.102 7±0.005 6 

 
100.00 

 
100.00 

0.5 μmol/L SAHA 0.075 8±0.004 1  0.096 2±0.004 1 89.84 89.74 
1 μmol/L SAHA  0.075 7±0.003 6  0.086 0±0.007 7b 89.45 73.68 
2 μmol/L SAHA  0.073 7±0.004 2a 0.085 0±0.010 7b 84.77 72.11 
4 μmol/L SAHA 0.068 0±0.005 6b 0.070 1±0.010 9b 71.48 48.68 

Figure 2  Effect of SAHA on the proliferation rate of U266 cells
图 2  SAHA 对 U266 细胞增殖率的影响 
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表 3  不同浓度 SAHA 作用于 U266 细胞的凋亡百分率 
Table 3  Apoptotic rate of U266 cells under the effect of SAHA 

at different concentrations                  (n=3, %)

aP < 0.005, bP < 0.001, vs. control group. Inspection standard was 0.012 5

Group  Apoptotic rate 

Control  16.07±1.11 
0.5 μmol/L SAHA  17.61±1.30a 
2 μmol/L SAHA 43.13±3.80b 
4 μmol/L SAHA  74.01±4.39b 

Figure 4  Apoptotic rate of U266 cells under the effect of SAHA
at different concentrations 

图 4  不同浓度 SAHA 作用于 U266 细胞的凋亡百分率 
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经Hoechst 33342染色的U266细胞，对照组细胞核

大小均一，呈圆形或椭圆形，染色质分布均匀，紫外光

下显蓝色荧光，出现个别凋亡细胞。而经SAHA处理48 h
后的U266细胞，细胞形态出现不同程度的皱缩，变形，

胞浆浓缩、核染色质聚集、核固缩、部分核碎裂，出现

凋亡小体。 
2.3  SAHA对U266细胞信号蛋白表达的影响  见图6。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 6 结 果 表 明 ， 细 胞 内 重 要 的 信 号 通 路

Ras/Raf/Mek/Erk(p44/42MAPK)被阻断，表现为Raf激
酶 及 Erk 激 酶 的 磷 酸 化 受 到 显 著 抑 制 。 细 胞

p44/42MAPK信号通路在药物作用后24 h即出现活性降

低，至用药后48 h，激酶活性出现明显降低，提示

p44/42MAPK信号通路阻断在介导细胞凋亡中起重要

的作用。 
 

3  讨论 

 
多发性骨髓瘤是一种起源于B细胞系并能够产生单

克隆免疫球蛋白(M蛋白)的恶性增生性疾病，约占血液恶

性肿瘤的10%。其特点是骨髓中异常浆细胞恶性增殖并

浸润骨骼及软组织而产生M蛋白，临床症状为骨痛、骨质

破坏、病理性骨折、高血钙、肾功能不全等[10]。目前，

传统上的常规化疗难以达到完全缓解，虽然近年来蛋白

酶体抑制剂硼替佐米的出现，但其缓解率仍不高[11]。

因此，研究疗效好、不良反应小的药物是目前迫切的

问题。HDACI可以通过细胞周期阻滞、诱导分化和凋

亡等机制对血液系统肿瘤和一些实体瘤产生明显抑制

作用[12-13]，且其特异性的诱导肿瘤细胞凋亡，对正常

细胞影响较小[14-15]。将其用于多发性骨髓瘤，观察其对

肿瘤细胞的作用以及探索其中的机制势必成为今后研

究的热点。目前此方面报道还较少，且HDACI本身抗肿

瘤作用的分子机制尚不十分清楚，存在许多问题尚待进

一步阐明。 
本实验应用SAHA作用于人多发性骨髓瘤细胞株

U266细胞，观察SAHA是否具有对U266的体外抗增殖

作用。研究结果表明SAHA能有效抑制U266细胞增殖，

其抗增殖作用与时间、剂量呈正依赖关系。这说明SAHA
具有对MM的抗肿瘤特性。流式细胞仪检测结果及

Hoechst33342凋亡细胞形态学检测结果显示SAHA能

诱导U266细胞凋亡，这与其抑制增殖结果相符。 
Ras/Raf/MEK/ERK通路与肿瘤细胞增殖的关系最为

密切[16-20]。上游激活蛋白Ras为小G蛋白；Raf /MAPKKK
是Ser/Thr蛋白激酶；ERK激酶(MEK)/ MAPKK有MEK1 
和MEK2两种，属于少有的双重特异性蛋白激酶

(dualspecificity protein kinase)，既为Tyr蛋白激酶，又

为Ser/Thr蛋白激酶；胞外信号调节激酶(extracellular 
signal regulated kinase, ERK)/ MAPK是一种Ser/Thr蛋
白激酶，有ERK1和ERK2两个亚族[21-23]。Ras被生长因

子、细胞因子激活，由失活态Ras-GDP结合构象转变为

活化态Ras-GTP结合构象，招募Raf激酶家族到胞膜并

激活Raf，启动Ras通路。Raf通过其C端的激酶功能域

催化MEK1/2的丝氨酸残基磷酸化而激活，继而MEK1/2
的激酶功能域催化ERK1/2亚功能区8中的酪氨酸和苏

氨酸残基磷酸化而激活，ERK1/2由胞浆移位至细胞核，

磷酸化一系列转录因子，调控基因表达，细胞膜、细胞

核、细胞骨架及内膜系统的多种功能都受其影响[24-25]。

因此，ERK通路中有3个关键的分子靶：Ras，Raf和
MEK。ERK可被各种生长因子等有丝分裂原激活，进入

细胞核作用于c-jun、c-fos、c-Myc、cERK1等转录因子

Control   24 h 48 h  

Figure 6  Effect of SAHA on the expression of U266 cell 
signaling protein 

图 6  SAHA 对 U266 细胞信号蛋白表达的影响 
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Figure 5  Morphological changes of U266 cells under the effect 
of SAHA (Hoches staining fluorescence microscope, 
×400) 

图 5  SAHA 作用于 U266 细胞后细胞形态的改变(Hochest
染色荧光显微镜，×400) 
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及核蛋白，促进多种癌基因及细胞周期调节相关基因的

转录与表达，促进细胞增殖，抑制细胞凋亡[26-27]。本实

验 结 果 显 示 SAHA 通 过 阻 断 Ras/Raf/MEK/ERK 
(P44/42MAPK)信号通路诱导U266细胞凋亡。Raf-1和
Erk蛋白的磷酸化水平，经SAHA处理细胞24 h出现降

低，SAHA处理细胞48 h出现明显降低，呈时间依赖性。 
本实验结果证实，SAHA作为组蛋白去乙酰化酶抑

制剂通过阻断Ras/Raf /MEK/ERK(P44/42MAPK)信号

通路，有效抑制骨髓瘤细胞U266增殖并诱导凋亡。本

实验结果加深了对HDACI作用机制的认识，为SAHA应
用于临床及与其他药物的联合应用具有指导意义，为将

来多发性骨髓瘤的治疗提供了一个新的选择。 
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本文创新性：组蛋白去乙酰化酶抑制剂 SAHA 已经

FDA 批准上市，用于治疗皮肤 T 细胞淋巴瘤，它是首个上

市的 HDACI。目前实验研究表明，其对多种实体瘤及血液

系统肿瘤有较强的杀伤作用，将其作用于多发性骨髓瘤细胞

株的实验研究还鲜有报道。文章用 SAHA 作用于 U266 细

胞，为今后临床上 SAHA 治疗多发性骨髓瘤提供实验基础。


