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摘　要　研究具有组蛋白去乙酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣ）抑制和ＤＮＡ损伤双靶点化合物 ＮＬ１０１的体内外抗多发
性骨髓瘤活性及其机制研究。在１０株多发性骨髓瘤细胞株中，采用ＣＴＧ法检测化合物ＮＬ１０１对肿瘤细胞增殖的影响以
及在ＲＰＭＩ８２２６细胞中ＮＬ１０１与硼替佐米的联用效果，采用流式细胞仪检测ＮＬ１０１对细胞周期的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＮＬ１０１对乙酰化组蛋白Ｈ３、乙酰化αＴｕｂｕｌｉｎ和磷酸化ＨｉｓｔｏｎｅＨ２Ａ．Ｘ的表达影响，并在ＲＰＭＩ８２２６多发性骨髓瘤细胞皮
下移植瘤模型中考察ＮＬ１０１单用以及与硼替佐米联用的抑瘤效果。研究结果表明，ＮＬ１０１能同时产生 ＨＤＡＣ抑制剂和
ＤＮＡ烷化剂双重活性，不但抑制肿瘤细胞组蛋白去乙酰化水平，而且增加ＤＮＡ损伤，最终诱导细胞周期阻滞和细胞凋亡。
在细胞水平和动物移植瘤模型中均表现出较强的抗肿瘤活性，优于阳性对照药美法仑，而且与硼替佐米联用具有协同增效

作用。ＮＬ１０１有望成为一个全新的抗多发性骨髓瘤药物。
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　　组蛋白去乙酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，ＨＤＡＣ）
通过脱去组蛋白赖氨酸残基上的乙酰基，参与染色

质的重塑，在基因表达的表观调控中发挥重要作

用［１］。在某些肿瘤中，ＨＤＡＣ出现异常活化或过度
表达，因此，近年来ＨＤＡＣ一直是抗肿瘤药物开发的
热门靶点之一。ＨＤＡＣ抑制剂可以改变组蛋白和非
组蛋白的乙酰化状态，在肿瘤细胞的分化和凋亡等

进程中产生调控作用，从而发挥抗肿瘤活性。

有研究发现，ＨＤＡＣ抑制剂通过增加组蛋白的
乙酰化来松弛染色质，使 ＤＮＡ损伤药物更容易进
入［２］。临床前试验已经证明 ＨＤＡＣ抑制剂与传统
的烷化剂联用具有协同效应［３－５］。研究表明，苯达

莫司汀（ｂｅｎｄａｍｕｓｔｉｎｅ）联合 ＨＤＡＣ抑制剂能增强
其抗多发性骨髓瘤的疗效［６］。

基于ＨＤＡＣ抑制剂与 ＤＮＡ损伤药物（例如烷
化剂）有协同作用的原理，将盐酸苯达莫司汀的

ＤＮＡ损伤核心基团与组蛋白抑制剂伏立诺他
（ｖｏｒｉｎｏｓｔａｔ，也称ＳＡＨＡ）的组蛋白去乙酰化酶抑制
核心基团通过共价键巧妙融合而成的一个全新小

分子化合物 ＮＬ１０１（也称 ＥＤＯＳ１０１，结构见图
１）。Ｍｅｈｒｌｉｎｇ等［７］研究报道，ＥＤＯＳ１０１（即 ＮＬ
１０１）对重组的Ⅰ类和Ⅱ类ＨＤＡＣ酶亚型１，２，３，６，
８和１０都有抑制活性，ＩＣ５０与伏立诺他相当，而且
低浓度就可引起 ＤＮＡ交联反应，在 ＨＬ６０细胞中
激活细胞凋亡通路，激活 ｃａｓｐａｓｅｓ３，９和 ＰＡＲＰ裂
解以及下调抗凋亡蛋白ＸＩＡＰ和Ｍｃｌ１，在Ｄａｕｄｉ人
Ｂｕｒｋｉｔｔ′ｓ淋巴瘤移植瘤模型中也显示出较强的抑
制作用。Ｙｕ等［８］研究表明，ＮＬ１０１对髓性白血病
细胞（特别是Ｋａｓｕｍｉ１和 ＮＢ４细胞）同样有效，能
导致 Ｓ期细胞阻滞和 ｃａｓｐａｓｅ３依赖的细胞凋亡。
同时，ＮＬ１０１还能诱导人原代急性白血病细胞的
凋亡 和 ＤＮＡ 损 伤。在 共 表 达 ＭＬ１ＥＴＯ 和
ＣＫＩＴＤ８１６Ｖ的ＡＭＬ小鼠模型中，ＮＬ１０１能够显著延
长小鼠的生存率，且效果优于苯达莫司汀。

由于ＨＤＡＣ抑制剂在多发性骨髓瘤治疗中被
广泛使用，因此，本研究通过一系列体内外实验验

证ＮＬ１０１是否具有抗多发性骨髓瘤活性，并探索
其抗肿瘤作用机制。

!

　材　料

１１　药品与试剂
ＮＬ１０１（杭州民生药物研究院有限公司）；美

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＮＬ１０１

法仑（ｍｅｌｐｈａｌａｎ）和硼替佐米（ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ）（大连美
仑生物技术有限公司）；伏立诺他（上海百世凯化

学科技有限公司）；ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＧｌｏ（ＣＴＧ，美国普洛麦
格公司）；ＤＭＥＭ培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛
血清（美国赛默飞世尔公司）；乙酰化组蛋白Ｈ３抗
体、总组蛋白Ｈ３抗体（德国默克密理博公司）；乙
酰化 αＴｕｂｕｌｉｎ抗体、总 αＴｕｂｕｌｉｎ抗体、磷酸化
Ｈ２Ａ．Ｘ抗体、总组蛋白 Ｈ２Ａ．Ｘ抗体（美国赛信通
生物试剂有限公司）。

１２　仪　器
ＥｎＶｉｓｉｏｎ２１０４多标记微孔板检测仪（美国铂

金埃尔默公司）；显微镜（重庆光电仪器有限公

司）；ＶｉＣｅｌｌＸＲ活细胞计数仪（美国贝克曼库尔特
公司）；ＢＤＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；
Ｏｄｙｓｓｅｙ红外热像仪（美国力高公司）。
１３　细胞株

ＡＭＯ１、ＥＪＭ、ＬＰ１、ＭＭ１Ｒ、ＭＭ１Ｓ、ＭＯＬＰ８、
ＮＣＩＨ９２９、ＯＰＭ２、ＲＰＭＩ８２２６、Ｕ２６６Ｂ１人源多发性
骨髓瘤细胞株购自美国模式培养物集存库

（ＡＴＣＣ）。
１４　动　物

ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠，雌性，６～８周，１８～２２ｇ，购
自北京华阜康生物技术有限公司，动物合格证号：

ＳＣＸＫ（京）２０１４０００４，饲养环境：ＳＰＦ级。

%

　方　法

２１　ＣＴＧ方法测定 ＮＬ１０１对肿瘤细胞增殖的
影响

收集处于指数生长期的细胞并用 ＶｉＣｅｌｌＸＲ
细胞计数仪进行活细胞计数。用培养基将细胞悬

液调整到适当的浓度。每孔加细胞悬液 １００μＬ
于９６孔细胞培养板，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱
培养２４ｈ后加入不同浓度的 ＮＬ１０１化合物或阳
性对照药物美法仑作用７２ｈ，加入 ＣＴＧ溶液，于
室温放置１０ｍｉｎ后用多标记微孔板检测仪测定
荧光信号。
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２２　ＣＴＧ方法测定 ＮＬ１０１与硼替佐米联合作用
对细胞增殖的影响

在ＲＰＭＩ８２２６细胞中，采用不同浓度的 ＮＬ
１０１与ＩＣ２０、ＩＣ５０以及ＩＣ７０浓度的硼替佐米联用作用
７２ｈ后，通过ＣＴＧ方法测定化合物对细胞增殖的
抑制，并计算联用指数（ＣＩ）。
２３　ＦＡＣＳ检测细胞周期分布

用３个不同浓度的ＮＬ１０１（１、５和２５μｍｏｌ／Ｌ）
及空白溶剂处理ＲＰＭＩ８２２６细胞２、２４及４８ｈ后，收
集细胞，用ＰＢＳ２ｍＬ洗涤１次，离心，弃上清液。

加入 ＲＮａｓｅＡ（工作浓度 ２０μｇ／ｍＬ）于 ＰＢＳ
５００μＬ中，３７℃孵育３０ｍｉｎ，离心，弃上清液。用
ＰＢＳ１ｍＬ洗涤１次，离心，弃上清液。加入 ＰＩ（工
作浓度５０μｇ／ｍＬ）于 ＰＢＳ２００μＬ中，室温避光孵
育３０ｍｉｎ。混匀，过３００目筛网，细胞滤液置流式
管中，进样检测，收集数据，结果用ＦｌｏｗＪｏ７６软件
进行细胞周期分析。

２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达水平
３个不同浓度的 ＮＬ１０１（１、５和２５μｍｏｌ／Ｌ）、

伏立诺他（０２、２和２０μｍｏｌ／Ｌ）、美法仑（５、５０和
５００μｍｏｌ／Ｌ）及空白溶剂处理 ＲＰＭＩ８２２６细胞２、
２４及４８ｈ后，收集细胞，用ＲＩＰＡ缓冲液制备细胞
裂解液，用ＢＣＡ方法测定细胞裂解液的蛋白浓度，
用ＳＤＳ上样缓冲液稀释样品为１μｇ／μＬ。吸取稀
释样品液１０μＬ上样于４％ ～１５％ 梯度 ＰＡＧＥ胶
电泳；然后以 ＧＡＰＤＨ作内参，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方
法，以伏立诺他处理后样品为阳性对照，检测不同

样本的乙酰化组蛋白 Ｈ３和总组蛋白 Ｈ３、乙酰化
αＴｕｂｕｌｉｎ和总αＴｕｂｕｌｉｎ表达水平，以美法仑处理
后样品为阳性对照，检测不同样本的磷酸化组蛋白

Ｈ２Ａ．Ｘ和总组蛋白Ｈ２Ａ．Ｘ表达水平。
２５　在ＲＰＭＩ８２２６多发性骨髓瘤小鼠移植瘤模型
中验证体内药效

单用实验中：ＲＰＭＩ８２２６细胞培养在含１０％胎
牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中。收集指数生长期
的 ＲＰＭＩ８２２６细胞 ＰＢＳ重悬至适合浓度并与
ｍａｔｒｉｇｅｌ１∶１混合后用于 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠皮下肿瘤
接种。待肿瘤平均体积达到１００～２００ｍｍ３时开始
分组并给予不同浓度（１０、２０和３０ｍｇ／ｋｇ）ＮＬ１０１、
美法仑（５ｍｇ／ｋｇ），每组６只动物。ＮＬ１０１注射剂
为尾静脉注射，连续给药２ｄ，停药１２ｄ，２周为一
个给药周期，共给药４次。美法仑为腹腔注射，第

１周给药１次，从第２周开始每周给药２次，共给
药６次。

联用实验中：ＮＯＤ／ＳＣＩＤ小鼠皮下接种 ＲＰＭＩ
８２２６细胞，建立人源多发性骨髓瘤皮下移植肿瘤
模型。试验分为 ＮＬ１０１１０，２０，３０ｍｇ／ｋｇ治疗组，
硼替佐米０４ｍｇ／ｋｇ治疗组，硼替佐米０４ｍｇ／ｋｇ
联合ＮＬ１０１２０ｍｇ／ｋｇ治疗组及溶媒对照组，每组
６只小鼠。ＮＬ１０１以及溶媒对照组为每天给药１
次，连续给药２ｄ，停药１２ｄ，再连续给药２ｄ，共给
药４次；硼替佐米为每周给药２次，共给药 ８次。
ＮＬ１０１，硼替佐米和溶媒对照组均为尾静脉注射
给药。

根据肿瘤体积计算相对肿瘤体积（ＲＴＶ），
ＲＴＶ＝Ｖｔ／Ｖ０，Ｖ０为分组时该动物的瘤体积，Ｖｔ为
治疗后该动物的瘤体积；并与阴性对照组 ＲＴＶ比
较，计算相对肿瘤增殖率（Ｔ／Ｃ，％）和相对肿瘤抑
制率（ＴＧＩ，％）。
２６　统计分析

所有实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，对照组与各治疗
组或各治疗组之间用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙ
ＡＮＯＶＡ）比较相对肿瘤体积有无显著性差异。随
后用Ｃｏｎｔｒａｓｔ比较对照组与各治疗组及各治疗组
之间相对肿瘤体积的显著性差异，Ｐ＜００５为差异
显著。

&

　结　果

３１　体外抗肿瘤细胞增殖作用
在１０株多发性骨髓瘤细胞株中检测了 ＮＬ

１０１作用７２ｈ的 ＩＣ５０（表１）。实验结果表明，ＮＬ
１０１对多发性骨髓瘤细胞均有显著的抑制细胞增
殖的作用。在所有测试的人多发性骨髓瘤细胞系

中，ＮＬ１０１的ＩＣ５０均小于对照药美法仑的 ＩＣ５０，特
别在ＥＪＭ、ＯＰＭ２、Ｕ２６６Ｂ１和 ＲＰＭＩ８２２６细胞系中
两个化合物ＩＣ５０之间差别将近１０倍。说明ＮＬ１０１
对所测试的人多发性骨髓瘤细胞的增殖抑制活性

高于美法仑。

３２　与硼替佐米联用协同增效作用
硼替佐米（ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ，商品名：万珂）是目前临

床上治疗多发性骨髓瘤的一线药物。因此，在多发

性骨髓瘤细胞中考察了ＮＬ１０１与硼替佐米联合使
用效果。实验结果（图２）显示，ＮＬ１０１与ＩＣ２０浓度
（１５８ｎｍｏｌ／Ｌ）的硼替佐米联用处理ＲＰＭＩ８２２６细
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胞，没有明显协同效应。但是 ＮＬ１０１与 ＩＣ５０或
ＩＣ７０浓度（２３０和２９５ｎｍｏｌ／Ｌ）硼替佐米联用处理
ＲＰＭＩ８２２６细胞，ＮＬ１０１在所有浓度下对应的联
用指数ＣＩ＜１，且大多数 ＣＩ小于０５，说明 ＮＬ１０１
与ＩＣ５０和 ＩＣ７０浓度下硼替佐米联用在 ＲＰＭＩ８２２６
细胞有较好的协同效应。该实验重复１次，两次实
验结果相似。

３３　诱导细胞周期阻滞及细胞凋亡
用不同浓度 ＮＬ１０１处理 ＲＰＭＩ８２２６细胞，不

同时间后用细胞流式仪检测细胞的周期分布。实

验结果（图３）显示，ＮＬ１０１能时间、浓度依赖性地
诱导ＲＰＭＩ８２２６细胞的凋亡。ＮＬ１０１作用２ｈ，细
胞周期分布和凋亡细胞（ｓｕｂＧ１）没有明显的变化；
作用２４ｈ，可引起细胞周期分布的明显变化，随着
浓度增加，ｓｕｂＧ１细胞比例明显增加，提示凋亡细

胞增多；２５μｍｏｌ／Ｌ剂量下作用４８ｈ，约８０％细胞
发生了凋亡。

Ｔａｂｌｅ１　ＡｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＮＬ１０１ｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ
ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

Ｃｅｌｌｌｉｎｅ
ＩＣ５０／（μｍｏｌ／Ｌ）

ＮＬ１０１
Ｔｅｓｔ１ Ｔｅｓｔ２

Ｍｅｌｐｈａｌａｎ
Ｔｅｓｔ１ Ｔｅｓｔ２

ＡＭＯ１ ３３ ２７ ４１ ３６
ＥＪＭ ２５ ３３ ２０４ ２２２
ＭＭ１Ｒ ０６ ０７ ２９ ２９
ＭＭ１Ｓ １４ １１ ３２ ２９
ＭＯＬＰ８ １２ １１ １５ １５
ＮＣＩＨ９２９ １２ ０９ ４８ ５２
ＯＰＭ２ ２０ ２１ １３０ １４５
Ｕ２６６Ｂ１ ４９ ２５ ２３６ ２０５
ＬＰ１ ５０ ７１ ４７０ ５４９
ＲＰＭＩ８２２６ ２６ ２６ ２２９ ２４９

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣＩｖａｌｕｅｓｏｆｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆＮＬ１０１ａｎｄｔｈｒｅｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ（Ａ：ＩＣ２０；Ｂ：ＩＣ５０；Ｃ：ＩＣ７０）Ａｄｄｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ：ＣＩ＝１０；Ｓｙｎｅｒｇｉｓ
ｔｉｃｅｆｆｅｃｔ：ＣＩ＜１０；Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔ：ＣＩ＞１０ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｕｓｕａｌｌｙｒｅｑｕｉｒｅｓＣＩ＜０５

３４　抑制肿瘤细胞中ＨＤＡＣ活性
用不同浓度 ＮＬ１０１处理 ＲＰＭＩ８２２６细胞，不

同时间，用蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测
细胞中乙酰化组蛋白 Ｈ３及乙酰化 αＴｕｂｕｌｉｎ表达
的变化。

实验结果（图４）显示：ＮＬ１０１能浓度和时间
依赖性地抑制 ＲＰＭＩ８２２６细胞中 ＨＤＡＣ３的活性，
引起肿瘤细胞中乙酰化组蛋白 Ｈ３表达的增加，最
强活性出现在２５μｍｏｌ／Ｌ剂量下作用２４ｈ时；并
能诱导组蛋白 Ｈ３表达增加。ＮＬ１０１也可浓度和
时间依赖性地引起 ＲＰＭＩ８２２６肿瘤细胞中乙酰化
αＴｕｂｕｌｉｎ表达的增加，最强活性出现在 ５、
２５μｍｏｌ／Ｌ作用２ｈ时。ＮＬ１０１的作用均与阳性
对照药伏立诺他（ＳＡＨＡ）类似。这说明 ＮＬ１０１具
有一定的ＨＤＡＣ抑制活性。
３５　ＤＮＡ损伤作用

磷酸化组蛋白 Ｈ２ＡＸ表达水平可反映细胞
ＤＮＡ损伤的程度。用不同浓度的 ＮＬ１０１处理

ＲＰＭＩ８２２６细胞不同时间，检测细胞中Ｈ２Ａ．Ｘ和
磷酸化 Ｈ２ＡＸ（γＨ２ＡＸ）的表达。结果（图 ５）
显示，ＮＬ１０１能浓度和时间依赖性地引起 ＲＰＭＩ
８２２６细胞 ＤＮＡ损伤。当 ＮＬ１０１作用２ｈ时，对
磷酸化组蛋白 Ｈ２ＡＸ表达没有明显影响；作用
２４和４８ｈ时，磷酸化组蛋白 Ｈ２ＡＸ表达明显增
加，并随浓度增加而增加。实验结果说明，ＮＬ
１０１具有 ＤＮＡ损伤的活性，且活性强于阳性对照
美法仑。

３６　抑制多发性骨髓瘤ＲＰＭＩ８２２６异种移植肿瘤
的生长

如表 ２所示，在 ＲＰＭＩ８２２６移植瘤模型中，
ＮＬ１０１可显著抑制 ＲＰＭＩ８２２６移植瘤的生长，并
具有剂量依赖性。ＮＬ１０１２０ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇ剂
量给药２个周期后，相对肿瘤增殖率 Ｔ／Ｃ（％）均
小于４０％，与溶剂对照组相比，具有显著性差异。
在此模型中，阳性对照药美法仑的抗肿瘤活性与

ＮＬ１０１２０ｍｇ／ｋｇ组相当（Ｐ＞００５）。
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｆｆｅｃｔｓｏｆＮＬ１０１ｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅＲＰＭＩ８２２６ｃｅｌｌｗａｓｔｒｅａｔｅｄｔｈｒｅｅｃｏｎｃｅｒｔｒａｔｉｏｎｓ（１，５ａｎｄ２５μｍｏｌ／Ｌ）ＮＬ１０１
ａｎｄｃｏｎｔｒｏｌａｇｅｎｔＤＭＳＯｆｏｒ２，２４ａｎｄ４８ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＮＬ１０１ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎＲＰＭＩ８２２６ＣｅｌｌｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｖａｒｉａｂｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＮＬ１０１ｏｒＳＡＨＡｆｏｒ２，２４ａｎｄ４８ｈ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＮＬ１０１ｏｎａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎｏｆｈｉｓｔｏｎｅＨ３（ＡｃＨ３）ａｎｄｔｏｔａｌｈｉｓｔｏｎｅＨ３；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ
ｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＮＬ１０１ｏｎａｃｅｔｙｌａｔｅｄαＴｕｂｕｌｉｎａｎｄｔｏｔａｌαＴｕｂｕｌｉｎＧＡＰＤＨｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｓａｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＮＬ１０１ｉｎｄｕｃｅＤＮＡｄａｍａｇｅＲＰＭＩ８２２６ＣｅｌｌｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｖａｒｉａｂｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＮＬ１０１ｏｒｍｅｌｐｈａｌａｎｆｏｒ２，２４ａｎｄ４８ｈ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏＨｉｓｔｏｎｅＨ２ＡＸ（γＨ２Ａ．Ｘ）ａｎｄＨｉｓｔｏｎｅＨ２ＡＸＧＡＰＤＨｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｓａ
ｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌ
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Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＬ１０１ｏｎＲＰＭＩ８２２６ｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｍｏｄｅｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ
Ｄ３４ａｆｔｅｒｘｅｎｏｇｒａｆｔ

Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ／ｍｍ３ ＲＴＶ ＴＧＩ／％ Ｔ／Ｃ／％ Ｐ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ２１５０±１６６ １６７±１４ － － －
Ｍｅｌｐｈａｌａｎ５ｍｇ／ｋｇ ７８６±８２ ６０±０７ ６４ ３６ ＜０００１
ＮＬ１０１１０ｍｇ／ｋｇ １１５２±５８ ８９±０６ ４７ ５３ ０００１
ＮＬ１０１２０ｍｇ／ｋｇ ７２４±８０ ５６±０７ ６６ ３４ ＜０００１
ＮＬ１０１３０ｍｇ／ｋｇ ３１９±２１ ２５±０３ ８５ １５ ＜０００１

ＲＴＶ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ；ＴＧＩ：Ｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

３７　与硼替佐米联用对ＲＰＭＩ８２２６异种移植肿瘤
生长的抑制作用

在体外细胞联用实验中，ＮＬ１０１与硼替佐米
联用表现出协同增效作用。因此，在ＲＰＭＩ８２２６皮
下移植瘤模型中再次考察ＮＬ１０１与硼替佐米联用
是否具有协同增效作用。实验结果显示（表 ３），
ＮＬ１０１的低、中、高剂量（１０、２０和３０ｍｇ／ｋｇ）治疗
组在接种后第３５天时均表现出显著的抑瘤作用，

相较对照组统计学上均有显著性差异（统计结果

均为Ｐ＜０００１），Ｔ／Ｃ分别为６６％，３５％和１１％，
显示出很好的剂量依赖性药效关系。硼替佐米

（０４ｍｇ／ｋｇ）和 ＮＬ１０１（２０ｍｇ／ｋｇ）联合治疗组的
疗效显著优于任一单药的药效，并且相对瘤体积分

析，硼替佐米（０４ｍｇ／ｋｇ）与 ＮＬ１０１（２０ｍｇ／ｋｇ）联
用给药有显著的协同作用。

Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｌｅｆｆｅｃｔｏｆＮＬ１０１ａｎｄｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｏｎＲＰＭＩ８２２６ｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｍｏｄｅｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ
Ｄ３５ａｆｔｅｒｘｅｎｏｇｒａｆｔ

Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅ／ｍｍ３ ＲＴＶ ＴＧＩ／％ Ｔ／Ｃ／％ Ｐ
Ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｇｒｏｕｐ１） １９５０±２８６ １７０±１１ － － －
Ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ（Ｇｒｏｕｐ２）０４ｍｇ／ｋｇ １１１１±１３１ ９８±０５ ４２ ５８ ＜０００１
ＮＬ１０１（Ｇｒｏｕｐ３）１０ｍｇ／ｋｇ １２３１±１１１ １１３±１０ ３４ ６６ ＜０００１
ＮＬ１０１（Ｇｒｏｕｐ４）２０ｍｇ／ｋｇ ７１０±１１２ ６０±０５ ６５ ３５ ＜０００１
ＮＬ１０１（Ｇｒｏｕｐ５）３０ｍｇ／ｋｇ ２１０±５８ １９±０３ ８９ １１ ＜０００１
Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ（Ｇｒｏｕｐ６）（ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ
　０４ｍｇ／ｋｇ＋ＮＬ１０１２０ｍｇ／ｋｇ）

３４６±２７ ３３±０６ ８１ １９ ＜０００１

Ｎｏｔｅ：Ｇｒｏｕｐ６ｖｓＧｒｏｕｐ２，Ｐ＜０００１；Ｇｒｏｕｐ６ｖｓＧｒｏｕｐ４，Ｐ＝００４９；ＴｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂａｎｄＮＬ１０１ｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｒｅａｃ
ｔｉｏｎｂｙＴｗｏｗａｙＡＮＯＶＡａｎａｌｙｓｉｓ（Ｐ＝００１５）

)

　讨　论

在抗肿瘤药物中，烷化剂应用最早而且最广

泛。自１９４２年应用氮芥治疗恶性淋巴瘤以来，烷
化剂已成为肿瘤化学治疗药物中最主要的一类药

物。目前，临床上常用的ＤＮＡ烷化剂包括美法仑、
环磷酰胺、异环磷酰胺、盐酸苯达莫司汀等，对血液

瘤如多发性骨髓瘤、慢性淋巴细胞性白血病、实体

瘤如乳腺癌等都有较好的疗效。盐酸苯达莫司汀

是１９世纪６０年代开发的烷化剂，近年研究发现它
在治疗多发性骨髓瘤方面具有很好的疗效［９］。

ＨＤＡＣ抑制剂是一类新型的靶向抗肿瘤药物。
伏立诺他（ＳＡＨＡ）是第 １个获美国 ＦＤＡ批准于
２００６年上市的 ＨＤＡＣ抑制剂，用于治疗其他药物
治疗失败或效果不佳或复发的皮肤 Ｔ细胞淋巴瘤
（ＣＴＣＬ）。伏立诺他与其他药物联合治疗有很好的

疗效，如伏立诺他与硼替佐米联用治疗多发性骨髓

瘤正在进行Ⅲ期临床［１０］。伏立诺他与ＰＡＲＰ抑制
剂ＡＢＴ８８８联用在对ＡＢＴ８８８固有抵抗的肿瘤中有
很好的抗肿瘤效果［１１］。目前ＦＤＡ已经批准了４个
ＨＤＡＣ抑制剂上市，分别是伏立诺他（ＳＡＨＡ）、罗咪
酯肽（ｒｏｍｉｄｅｐｓｉｎ，ＦＫ２２８）、贝利司他（ｂｅｌｉｎｏｓｔａｔ，
ＰＸＤ１０１）和帕比司他（ｐａｎｏｂｉｎｏｓｔａｔ，ＬＢＨ５８９）。
在国内，ＨＤＡＣ抑制剂西达本胺被ＣＦＤＡ批准用于
治疗复发和难治性外周Ｔ细胞淋巴瘤。

根据化合物的构效分析，新分子 ＮＬ１０１可能
具有独特的抗肿瘤活性：抑制肿瘤细胞 ＨＤＡＣ活
性，可使ＤＮＡ双链和组蛋白结合变得疏松，使得烷
化基团更容易攻击 ＤＮＡ，使得 ＤＮＡ烷化剂能发挥
更大的作用，从而产生显著的抗肿瘤活性。实验结

果也证实达到了最初的设计目的：ＮＬ１０１能有效
抑制ＨＤＡＣ３和 ＨＤＡＣ６的活性，导致乙酰化组蛋
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白Ｈ３和乙酰化 αＴｕｂｕｌｉｎ水平增加；同时也发挥
了ＤＮＡ损伤作用，使肿瘤细胞中的磷酸化 Ｈ２ＡＸ
水平增加。体外在多株多发性骨髓瘤细胞株中都

表现出显著的抗增殖活性，而且在ＲＰＭＩ８２２６小鼠
异种移植瘤模型中，单用以及与硼替佐米联用都有

令人满意的抑制肿瘤生长作用。

基于ＮＬ１０１优异的抗肿瘤活性，有望将其开
发成一个全新的抗肿瘤药物，其他活性有待进一步

研究。
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