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AP-1抑制剂联合硼替佐米调控
 

IRF4/MYC轴对多发性
骨髓瘤小鼠模型的影响*
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  [摘要] 目的 探讨激活蛋白-1(AP-1)抑制剂T-5224联合硼替佐米(BTZ)在多发性骨髓瘤(MM)小鼠中

的作用及潜在机制。方法 将12只非肥胖糖尿病/重症联合免疫缺陷(NOD/SCID)小鼠随机分为4组,每组3
只,分别为对照组、T-5224组、BTZ组及T-5224+BTZ组。各组给药方式为腹腔注射。通过AP-1抑制剂T-
5224联合BTZ作用于 MM 小鼠模型,采用末端脱氧核苷酸转移酶介导的dUTP-生物素切口末端标记法

(TUNEL)染色观察小鼠肿瘤细胞的凋亡情况,qRT-PCR检测相关基因的表达水平,免疫组化和 Western
 

blot
检测小鼠肿瘤组织中干扰素调节因子4(IRF4)和MYC、凋亡标志蛋白cleaved

 

caspase
 

3和cleaved
 

PARP的蛋

白表达水平。结果 治疗14
 

d后,与对照组、T-5224组及BTZ组相比,T-5224+BTZ组JunB、IRF4、MYC
 

mRNA及蛋白表达水平降低(P<0.05),活化凋亡相关蛋白cleaved
 

caspase
 

3及cleaved
 

PARP表达水平升

高,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 AP-1抑制剂T-5224联合BTZ在体内抑制IRF4/MYC轴,联合药

物具有协同效应。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

underlying
 

mechanism
 

of
 

activator
 

protein-1
 

(AP-1)
 

inhibitor
 

T-5224
 

combined
 

with
 

bortezomib
 

(BTZ)
 

in
 

multiple
 

myeloma
 

(MM)
 

mice
 

xenograft
 

mice.
Methods Twelve

 

nonobese
 

diabetic/severe
 

combined
 

immunedeficiency
 

(NOD/SCID)
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

four
 

groups
 

with
 

3
 

mice
 

per
 

group,including
 

control
 

group,T-5224
 

group,BTZ
 

group,and
 

T-5224
+BTZ

 

group.All
 

agents
 

were
 

administered
 

via
 

intraperitoneal
 

injection.The
 

MM
 

mouse
 

model
 

was
 

treated
 

with
 

AP-1
 

inhibitor
 

T-5224
 

combined
 

with
 

BTZ.Terminal
 

deoxynucleotidyl
 

transferasemediated
 

dUTP
 

nick-
end

 

labeling
 

(TUNEL)
 

staining
 

was
 

performed
 

to
 

observe
 

tumor
 

cell
 

apoptosis.qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

related
 

genes.Immunohistochemistry
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

adopted
 

to
 

measure
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

interferon
 

regulatory
 

factor
 

4
 

(IRF4),MYC,as
 

well
 

as
 

apoptotic
 

markers
 

cleaved
 

caspase
 

3
 

and
 

cleaved
 

PARP
 

in
 

mouse
 

tumor
 

tissues.Results After
 

14
 

days
 

treatment,compared
 

with
 

the
 

control
 

group,T-5224
 

group
 

and
 

BTZ
 

group,the
 

T-5224+BTZ
 

group
 

exhibited
 

significantly
 

decreased
 

relative
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expressions
 

of
 

JunB,IRF4
 

and
 

MYC
 

(P<0.05),while
 

the
 

expression
 

of
 

proapoptotic
 

proteins
 

cleaved
 

caspase
 

3
 

and
 

cleaved-PARP
 

was
 

markedly
 

increased,with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).
Conclusion The

 

AP-1
 

inhibitor
 

T-5224
 

combined
 

with
 

BTZ
 

inhibits
 

IRF4/MYC
 

axis
 

in
 

vivo,and
 

the
 

combi-
nation

 

of
 

the
 

two
 

drugs
 

would
 

exert
 

a
 

synergistic
 

effect.
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  多发性骨髓瘤(multiple
 

myeloma,MM)是一种

不可治愈的血液系统恶性肿瘤,其发病率在血液系统

恶性肿瘤中居于第二位,且逐年上升。其特征是骨髓

中浆细胞克隆性增殖和单克隆免疫球蛋白的异常增

加,导致终末脏器的损伤,其典型的临床表现包括
 

CRAB
 

症状,即高钙血症、肾功能损害、贫血和溶骨性

病变等[1-2]。过去十余年,MM 的治疗取得了新进展。
以免疫调节剂(如来那度胺、泊马度胺)和蛋白酶体抑

制剂[硼替佐米(bortezomib,BTZ)、卡非佐米、伊沙佐

米]为基础,联合单克隆抗体(如达雷妥尤单抗[3])、B
细胞成熟抗原导向的嵌合抗原受体 T细胞免疫疗

法[4]、组蛋白去乙酰化酶抑制剂及糖皮质激素(如地塞

米松、泼尼松)的方案日益普及。此外,造血干细胞移植

的优化应用也进一步提升了疗效。尽管上述联合策略

改善了患者预后,但仍有部分患者出现复发和耐药[5-6],
这凸显了探索新型治疗靶点和药物的迫切需求。

激活蛋白-1(activator
 

protein-1,AP-1)是一类关

键的转录因子[7],是由Jun、Fos、ATF和 MAF蛋白

构成的同源或异源二聚体,其中,Jun
 

和
 

Fos
 

是最主

要且研究最多的亚单位[7-9]。
 

AP-1蛋白具有促炎作

用,可调控多种细胞因子和生长因子的转录,并与细

胞的增殖、存活、分化和转化有关[10]。AP-1家族成员

在结直肠癌、胃癌、子宫内膜癌、乳腺癌的发生发展中

起着重要作用[11-14]。在血液系统肿瘤中,c-Fos/AP-1
在复发急性髓系白血 病(acute

 

myeloid
 

leukemia,
AML)患者中的表达明显增加[15]。AP-1家族成员在

慢性粒细胞白血病[16]、霍奇金病[17]和间变性大细胞

淋巴瘤[18]中也异常表达。AP-1抑制剂T-5224
 

是一

种非肽苯甲基酮类化合物,其主要通过抑制Fos/Jun
的DNA结合活性,以及由

 

Fos和
 

Jun
 

蛋白组成的异

源二聚体AP-1与启动子区域中
 

AP-1
 

结合位点的结

合,从而抑制
 

AP-1
 

的激活,发挥抑制疾病进展的作

用,目前已进入人体临床试验阶段[19-20]。在肿瘤治疗

方面,T-5224以剂量依赖性方式明显抑制头颈部鳞状

细胞癌的迁移和侵袭,并在小鼠模型中抑制淋巴结转

移[21]。T-5224诱导 AML细胞凋亡,并增强了阿糖

胞苷的化疗敏感性[22]。此外,T-5224通过调控凋亡

蛋白survivin和肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体受

体2的表达,诱导TERT突变型肿瘤细胞凋亡[23]。
干扰素调节因子4(interferon

 

regulatory
 

factor
 

4,IRF4)是骨髓瘤生长中不可缺少的转录因子,在
MM细胞中表达失调,而且会在相应的肿瘤细胞染色

体上发生变异、扩增和突变[24]。IRF4
 

是骨髓瘤细胞

生长中不可缺少的转录因子,在 MM 中过表达,是潜

在的治疗靶点,也是 MM
 

疾病关键驱动因素之一[25]。
骨髓细胞瘤病毒(myelocytomatosis

 

virus,MYC)基
因是IRF4的直接靶标,两者形成正向调节环[26-27]。
已有体外实验证实T-5224联合BTZ具有良好的抗

骨髓瘤作用,BTZ是一种26S蛋白酶体抑制剂,无论

是初诊,还是复发 MM患者,基于BTZ的联合治疗都

是 MM患者的一线治疗方案[28]。由此可见,AP-1和

IRF4有望成为 MM 的潜在治疗靶点,但目前尚缺乏

体内机制的验证。
先前体外实验证实了 T-5224联合BTZ具有良

好的协同作用,并探索出其协同作用是 通 过 抑 制

IRF4/MYC轴发挥的[29]。但是体内实验并未对机制

进行探索,本研究通过T-5224单独及联合BTZ作用

于 MM小鼠模型,探索AP-1抑制剂单独及联合BTZ
应用后对 MM小鼠基因表达的影响。
1 材料与方法

1.1 材料、仪器与试剂

12只非肥胖糖尿病/重症联合免疫缺陷(non-
obese

 

diabetic/severe
 

combined
 

immune
 

deficiency,
NOD/SCID)小鼠,体重25~28

 

g,6周龄,购买于湖南

斯莱克景达实验动物有限公司[许可证号:SCXK(湘)
2016-0002],饲养于中南大学实验动物学部双屏障设

施中。实验方案符合3R原则,并通过中南大学实验

动物伦理委员会批准(审批号:CSU-2023-0147)。
RPMI-1640培养基、胎牛血清(美国

 

Gibco
 

公

司);青霉素-链霉素双抗、二喹啉甲酸二钠盐(bicin-
choninic

 

acid,BCA)蛋白浓度试剂盒(上海碧云天生

物技术公司);JunB抗体(美国Santa公司)、IRF4、
MYC与

 

β-actin
 

抗体(美国Cell
 

Signaling
 

Technolo-
gy公司);CO2 培养箱(美国

 

Forma公司);流式细胞

仪(美国
 

Beckman
 

Coulter
 

公司);Western
 

blot电泳

仪(美国Bio-Rad公司)。
1.2 方法

 

1.2.1 小鼠造模
 

将处于对数生长期的RPMI8226-luc细胞(每只

小鼠5×105 个/100
 

μL)经皮下注射到小鼠左侧或右

侧肋腹部,构建 MM 异种移植模型,造模10
 

d后,待
小鼠皮下形成瘤块,将其随机分为4组,每组3只,具
体分组如下:对照组、T-5224组、BTZ组及T-5224+
BTZ组。各 组 给 药 方 式 为 腹 腔 注 射:BTZ组 按1

 

mg/kg剂量给药,每3天给药
 

1
 

次;T-5224
 

组按20
 

mg/kg剂量给药,每天给药1次;T-5224+BTZ组按

20
 

mg/kg
 

T-5224每天给药+1
 

mg/kg
 

BTZ每3天

给药1次的方案执行;对照组腹腔注射等量PBS,持
续给药2周。
1.2.2 末端脱氧核苷酸转移酶介导的dUTP-生物素

切口末端标记法(terminal
 

deoxynucleotidyl
 

transfer-
ase-mediated

 

dUTP
 

nick
 

end
 

labeling,TUNEL)染色

检测凋亡

处死 小 鼠 后,将 各 组 小 鼠 肿 瘤 组 织 分 离,按
TUNEL及4’,6-二脒基-2-苯基吲哚(4’,6-diamidi-
no-2-phenylindole,DAPI)染色试剂盒的说明书要求

进行操作,脱蜡,水化后在切片上滴加TUNEL反应

混合液及DAPI染色液,PBS清洗3次,封片,荧光显
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微镜下观察并分析图像。
1.2.3 Western

 

blot
 

检测蛋白表达

收集不同处理组的 MM细胞,PBS
 

洗涤
 

2
 

次,每
2×106

 

个细胞加100
 

μL裂解液,1
 

000
 

r/min、4
 

℃离

心5
 

min,冰上裂解30
 

min,12
 

000
 

r/min、4
 

℃离心
 

10
 

min,取上清液,BCA
 

法测定蛋白浓度,按照
 

30
 

μg/20
 

μL
 

的体系加入蛋白及上样缓冲液,沸水浴变

性10
 

min。十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳法

分离蛋白,将分离的蛋白进行电转膜至聚偏二氟乙烯

(polyvinylidene
 

fluoride,PVDF)膜上后,5%脱脂奶

粉封闭2
 

h。然后孵育一抗2
 

h,回收一抗,含Tween-
20的 Tris缓 冲 盐 溶 液(Tris-buffered

 

saline
 

with
 

tween,TBST)洗涤3次,每次10
 

min,室温孵育二抗

1
 

h,水洗膜3次。将ECL试剂盒中的 A、B液按照

1∶1的比例进行配制,均匀地浸润在PVDF
 

膜上,在
显影仪上显影。
1.2.4 体内安全性检测

实验期间,每天观察小鼠的精神状态和进食情

况;于给药后第2周采集小鼠静脉血,进行血液生化

指标检测,涉及指标包括 WBC、PLT、血红蛋白(he-
moglobin,Hb)、天 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶 (aspartate

 

transferase,AST)、丙氨酸氨基转移酶(alanine
 

ami-
no-transferase,ALT)及Scr。
1.2.5 免疫组化

采用免疫组化检测凋亡标志蛋白cleaved
 

caspase
 

3和cleaved
 

PARP表达水平。收集小鼠肿瘤组织,使
用二甲苯脱蜡、浓度梯度乙醇水化后,使用抗体修复

液修复抗原,接着使用过氧化物酶封闭,再加入血清

封闭,PBS冲洗3次,在切片上滴加一抗,4
 

℃过夜。
PBS冲洗后,在切片上滴加相对应的二抗,37

 

℃孵育

1
 

h,PBS冲洗3次,接着使用二氨基联苯胺(diamino-
benzidine,DAB)显色,使用苏木精复染,之后分化,浓

度梯度乙醇脱水,二甲苯透明,中性树脂胶封片。荧

光显微镜下观察并拍照分析。
1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism8.0软件进行结果分析并

作图。计量资料以x±s表示,两组间比较采用t检

验,多组间比较采用单因素方差分析。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 T-5224联合BTZ对 MM细胞的凋亡作用

对4组小鼠的皮下肿瘤进行TUNEL染色,评估

药物对 MM细胞的凋亡效果。结果显示,与对照组、
T-5224组、BTZ组相比,T-5224+BTZ组TUNEL阳

性细胞比例明显升高,见图1,表明T-5224联合BTZ
诱导 MM细胞凋亡增加。
2.2 T-5224联合BTZ通过抑制IRF4/MYC轴发挥

协同作用

通过qRT-PCR检测JunB、IRF4和MYC的mR-
NA

 

表达水平,结果显示,T-5224
 

抑制
 

JunB/AP-1
 

表

达后,也降低了IRF4
 

和
 

MYC
 

的 mRNA表达水平。
免疫组化结果显示,与对照组、T-5224

 

组、BTZ组相

比,T-5224+BTZ组JunB、IRF4、MYC的蛋白表达水

平均降低,差异有统计学意义(P<0.05),见图2。
2.3 T-5224单独或联合BTZ对 MM 小鼠凋亡相关

蛋白的影响

免疫组 化 结 果 显 示,T-5224+BTZ组cleaved
 

caspase
 

3和cleaved
 

PARP的表达水平明显增加;进
一步采用 Western

 

blot检测4组cleaved
 

caspase
 

3和

cleaved
 

PARP的蛋白表达水平,结果显示,与对照组、
BTZ组或T-5224组相比,T-5224+BTZ组中cleaved

 

caspase
 

3和cleaved
 

PARP的蛋白表达水平增高,见
图3。

  ①:对照组;②:T-5224组;③:BTZ组;④:T-5224+BTZ组;A:T-5224单独或联合BTZ在MM小鼠中TUNEL
 

染色情况;B:各组TUNEL
 

阳

性细胞比例的比较;aP<0.05。

图1  T-5224联合BTZ在体内对 MM细胞凋亡的作用
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  ①:对照组;②:T-5224组;③:BTZ组;④:T-5224+BTZ组;A~C:qRT-PCR检测各组小鼠中JunB、IRF4和 MYC
 

mRNA表达水平;D:免疫

组化检测各组小鼠中JunB、IRF4和 MYC的蛋白表达水平;aP<0.05。

图2  各组JunB、IRF4、MYC
 

mRNA及蛋白表达情况的比较

  ①:对照组;②:T-5224组;③:BTZ组;④:T-5224+BTZ组;A:免疫组化检测各组小鼠中cleaved
 

caspase
 

3、cleaved
 

PARP的蛋白表达水平;

B:Western
 

blot检测各组小鼠中cleaved
 

caspase
 

3、cleaved
 

PARP的蛋白表达水平;C:相关凋亡蛋白表达水平的定量比较;aP<0.05。

图3  各组小鼠相关凋亡蛋白的比较

1171重庆医学2026年第55卷第8期 Chongqing
 

Med
 

J,2026,Vol.55,No.8


