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摘要： 目的　 探究补肾活血通络方含药血清对多发性骨髓瘤 （ＭＭ） ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞线粒体融合及凋亡的作用。
方法　 制备补肾活血通络方含药血清及空白血清， 培养人多发性骨髓瘤 ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞， 分别用 ３％ 、 ６％ 、 ９％ 、
１２％ 补肾活血通络方含药血清进行处理， 以空白血清作为对照组。 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖情况； 流式细胞术检测

ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞凋亡率； ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡阳性率； 透射电镜观察细胞损伤和线粒体融合情况； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法
检测细胞线粒体融合相关蛋白 ＭＦＮ２、 ＯＰＡ１， 凋亡相关蛋白 ＭＣＬ⁃１、 Ｂａｘ， 动力相关蛋白 ＤＲＰ１ 以及小泛素样蛋白

ＳＵＭＯ１ 表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测细胞 ＭＦＮ２、 ＯＰＡ１、 ＭＣＬ⁃１、 Ｂａｘ、 ＤＲＰ１、 ＳＵＭＯ１ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与对照组比较， 补

肾活血通络方含药血清组细胞活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 凋亡率及 ＴＵＮＥＬ 阳性率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 细胞损伤程度增大，
线粒体融合程度相对降低； ＯＰＡ１、 ＭＦＮ２、 ＭＣＬ⁃１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＤＲＰ１、 Ｂａｘ、 ＳＵＭＯ１
蛋白及 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 补肾活血通络方含药血清能够抑制 ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞增殖， 诱导

细胞凋亡， 可能与下调骨髓瘤细胞线粒体融合相关蛋白 ＭＦＮ２、 ＯＰＡ１ 表达及上调动力相关蛋白 ＤＲＰ１、 小泛素样蛋白

ＳＵＭＯ１ 表达相关。
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　 　 多发性骨髓瘤 （ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ， ＭＭ） 是一种以浆细

胞克隆性增生为特征的血液系统肿瘤， 好发于中老年人，
具有高度异质性及复发难治性［１⁃２］ 。 近年来， 随着老龄化的

加重， ＭＭ 的发病率进一步升高， 但目前临床仍无法治

愈［３⁃４］ 。 因此， 进一步探讨 ＭＭ 的发病机制， 从而寻找新的

治疗方法是极为重要的。
线粒体是细胞生存的重要细胞器， 其功能的异常可能

与 ＭＭ 的进展与耐药有关［５］ 。 线粒体平衡融合分裂的过程

称为线粒体动力学， 有助于提高细胞器的质量和功能。 线

粒体融合由线粒体融合蛋白 （ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ， ＭＦＮ） １ ／ ２ 和视神

经萎缩蛋白 １ （ｏｐｔｉｃ ａｔｒｏｐｈｙ １， ＯＰＡ１） 介导， 而线粒体分

裂则由动力相关蛋白 １ （ｄｙｎａｍｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １， ＤＲＰ１）
介导［６⁃８］ 。 当线粒体融合减少伴分裂增多时能够诱导细胞凋

亡的发生［９］ 。 而线粒体凋亡作为主要的细胞凋亡途径， 主

要表达 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ （Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２， Ｂｃｌ⁃２）、 Ｂｃｌ⁃２
相关 Ｘ 蛋白 （Ｂｃｌ⁃２⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ， Ｂａｘ） 等蛋白［１０］ 。 在 ＭＭ
中， 小分子泛素相关修饰物蛋白 （ ｓｍａｌｌ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ ｒｅｌａｔｅｄ

ｍｏｄｉｆｉｅｒ， ＳＵＭＯ） 的失调与患者的不良预后有关［１１⁃１２］ 。 因

此， 线粒体动力学及 ＳＵＭＯ 化修饰可能在 ＭＭ 的发生发展

中发挥重要作用。
补肾活血通络方是山东中医药大学附属医院的经验方，

临床治疗 ＭＭ 取得了较好的效果［１３］ 。 本研究基于线粒体动

力学， 尤其是线粒体融合相关蛋白及凋亡相关蛋白， 探讨

补肾活血通络方含药血清对 ＭＭ 可能的作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株与动物　 人多发性骨髓瘤 ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞株，
由山东大学齐鲁医院王鲁群教授惠赠。 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 大鼠

３０ 只， ６～８ 周龄， 体质量 （２５０ ± ２５） ｇ， 购自济南朋悦实

验动物繁育有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （鲁）
２０２２⁃０００６］， 饲养于山东中医药大学附属医院 （山东省中

医院） ＳＰＦ 级动物实验中心， 环境相对湿度 ５０％ ～ ６５％ ，
温度 ２２～２７ ℃， 通风换气量≥２０ 次 ／ ｈ， 适应性饲养 ７ ｄ。
本实验经山东中医药大学附属医院实验动物伦理委员会批

准 （伦理批准号 ＳＤＳＺＹＹＡＷＥ２０２４０６０７００１）。
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１􀆰 ２　 药物 　 补肾活血通络方组方药材杜仲 １５ ｇ （批号

２４０１００３１１）、 桑寄生 １５ ｇ （批号 ２４０１０１１９１）、 续断 ５ ｇ （批
号 ２４０１０２３２１）、 山茱萸 １５ ｇ （批号 ２３０７０１７３１）、 党参 １５ ｇ
（批号 ２４０４５０１５１）、 茯苓 １５ ｇ （批号 ２４０２０１９４１）、 当归

１５ ｇ （批号 ２４０２０２０１１）、 赤芍 １５ ｇ （批号 ２４０４０３８５１）、 延

胡 索 １５ ｇ （ 批 号 ２３１２０３７０１ ）、 牛 膝 １０ ｇ （ 批 号

２３１１００９０１）、 没药 ６ ｇ （批号 ２３０９０３５０１）、 全蝎 ６ ｇ （批号

２４０２０１２４１）、 蜈蚣 ３ ｇ （批号 ２４０１０１１６１）、 细辛 ３ ｇ （批号

２４０３０１６９１）、 三七 １０ ｇ （批号 ２４０２５０１８１）、 莪术 １０ ｇ （批
号 ２３１２００９０１）、 补骨脂 ３０ ｇ （批号 ２３１００１４４１）、 黄精 １０ ｇ
（批号 ２３１２６０７８１）， 以上饮片均购自广东康美药业股份有

限公司， 由山东中医药大学附属医院中药制剂实验室 （国
家三级中药制剂实验室） 配制成中药药液， 加热浓缩至生

药量 ２ ｇ ／ ｍＬ， ４ ℃保存备用， 用时平衡至室温。
１􀆰 ３　 试剂　 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基 （批号 ６１２４３５８）、 胎牛血清

（批号 ２８００８１１） 购自美国赛默飞世尔科技公司； ＣＣＫ⁃８ 细

胞增殖毒性检测试剂盒 （货号 １００⁃１２０）、 总 ＲＮＡ 提取试剂

盒 （货号 ４００⁃１００）、 反转录试剂盒 （货号 ＲＴ１８０４１） 购自

信天翁生物科技 （广州） 有限公司； ＲＩＰＡ 裂解液 （货号

ＥＡ０００２）、 一抗稀释液 （货号 ＥＤ００１３）、 二抗稀释液 （货
号 ＥＤ００１４）、 ＥＣＬ 发光液 （货号 ＥＤ００１５⁃Ｂ） 购自山东思科

捷生物技术有限公司； 无蛋白快速封闭液 （货号 ＰＳ１０８）、
ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒 （批号 ０３７８２１２００） 购自上海雅

酶生物医药科技有限公司； 青、 链霉素混合液 （货号

２０２３０３１６） 购自北京索莱宝科技有限公司； ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒 （货号 Ｐ００１０） 购自上海碧云天生物技术有限

公司； ＭＦＮ２ 抗 体 （ 货 号 Ｄ２Ｄ１０）、 ＯＰＡ１ 抗 体 （ 货 号

２７７３３⁃１⁃ＡＰ）、 ＭＣＬ⁃１ 抗体 （货号 １６２５５⁃１⁃ＡＰ）、 Ｂａｘ 抗体

（货 号 ５０５９９⁃２⁃Ｉｇ ）、 ＤＲＰ１ 抗 体 （ 货 号 １２９５７⁃１⁃ＡＰ ）、
ＳＵＭＯ１ 抗体 （货号 １０３２９⁃１⁃ＡＰ）、 二抗 （货号 ＳＡ００００１⁃２）
购自武汉三鹰生物技术有限公司； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞

凋亡检测试剂盒 （批号 Ｚ９３１２４０８１３） 购自大连美仑生物技

术有限公司； 电镜固定液 （批号 Ｇ１１０２） 购自武汉谷歌生

物科技有限公司； ８１２ 包埋剂 （批号 ９０５２９⁃７７⁃４） 购自美

国 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｐｒｏｂｅ Ｉｎｃ 公司。
１􀆰 ４　 仪器　 高速低温离心机 （北京白洋医疗器械有限公

司）； 全自动酶标仪 （北京六一生物科技有限公司）； 成像

系统 （日本尼康公司）； 掌上离心机 （武汉赛维尔生物科

技有限公司）； 移液器、 二氧化碳培养箱 （美国赛默飞世

尔科技公司）； Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ４８０ Ⅱ实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （瑞
士 Ｒｏｃｈｅ 公司）； 流式细胞仪 （美国安捷伦公司）； 超薄切

片机 （德国徕卡公司）； 透射电子显微镜 （日本日立高新

技术公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 补肾活血通络方含药血清制备　 将 ３０ 只大鼠随机分

成对照组和补肾活血通络方组， 每组 １５ 只， 补肾活血通络

方组每天灌胃 １９􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ （相当于 ７０ ｋｇ 成人用量）， 对照

组灌胃等量生理盐水， 连续 ７ ｄ。 末次给药后 ２ ｈ， 腹主动

脉取血， ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 分离血清， ５６ ℃水浴灭活

３０ ｍｉｎ， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 保存备用。
２􀆰 ２ 　 细 胞 培 养 　 ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞用含 １５％ 胎牛血清

（ＦＢＳ） 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基培养， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２、
饱和湿度培养箱中进行常规传代培养， 取处于对数生长期

的细胞进行实验。
２􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖　 取对数生长期的 ＲＰＭＩ⁃８２２６
细胞， 调整细胞密度为 １×１０６ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板中， 每

孔 １００ μＬ， 培养 ２４ ｈ 后分别加入空白血清， ３％ 、 ６％ 、
９％ 、 １２％ 补肾活血通络方含药血清， 每组设 ３ 个复孔， 另

设无细胞孔 （仅加入培养基） 作为空白组， 于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 培养箱中分别培养 ２４、 ４８、 ７２ ｈ。 每孔加入 １０ μＬ
ＣＣＫ⁃８ 检测试剂， 继续培养 ２ ｈ， 测定 ４５０ ｎｍ 波长处各孔

的吸光度 （Ａ） 值， 并计算细胞活力。
２􀆰 ４　 流式细胞术检测细胞凋亡率　 收集加药处理后的各组

细胞， 用 ＰＢＳ 重悬细胞并计数， 取约 ５×１０４ 个重悬细胞，
１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清， 加入 １９５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ⁃
ＦＩＴＣ 结合液、 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ⁃ＦＩＴＣ 混匀， 再加入 １０ μＬ 碘

化丙啶染色液混匀， 室温避光反应 １０ ～ ２０ ｍｉｎ， 使用流式

细胞仪检测细胞凋亡情况并计算细胞凋亡率， 实验重复 ３
次， 计算平均值。
２􀆰 ５　 ＴＵＮＥＬ 染色法检测细胞凋亡率　 收集加药处理后的各

组细胞， 加入染色剂室温孵育 ３０ ｍｉｎ， 于荧光显微镜下计算

阳性细胞数。 ＤＡＰＩ 染色标记的细胞核为蓝色， 阳性凋亡细

胞核为红色。 凋亡率＝阳性细胞总数 ／细胞总数×１００％ 。
２􀆰 ６　 透射电镜观察细胞损伤和线粒体融合情况　 收集加药

处理后的各组细胞， 细胞数＞２×１０７ 个， 弃培养基后加电镜

固定液室温避光固定 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗 ３ 次后固定脱水，
制备超薄切片， 于透射电子显微镜下观察细胞超微结构。
２􀆰 ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＭＦＮ２、 ＯＰＡ１、 ＭＣＬ⁃１、 Ｂａｘ、
ＤＲＰ１、 ＳＵＭＯ１ ｍＲＮＡ 表达　 收集加药处理后的各组细胞，
提取细胞总 ＲＮＡ， 逆转录合成 ｃＤＮＡ， 进行 ＰＣＲ 扩增反应。
引物购自北京擎科生物技术有限公司， 序列见表 １。

表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
ＧＡＰＤＨ 正向 ＧＧＧＡＡＧＣＴＴＧＴＣＡＴＣＡＡＴＧＧＡＡ

反向 ＡＧＡＧＡＴＧＡＴＧＡＣＣＣＴＴＴＴＧＧＣＴＣ
ＭＦＮ２ 正向 ＴＣＴＣＴＧＴＡＣＴＧＧＴＧＧＡＣＧＡＴＴＡＣ

反向 ＴＴＴＣＧＡＣＣＣＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＣＴＡＴ
ＯＰＡ１ 正向 ＧＡＡＧＡＡＴＣＧＧＡＣＣＣＡＡＧＡＡＣＡＧＴ

反向 ＧＧＴＴＣＴＴＣＣＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＴＡＴＴ
ＭＣＬ⁃１ 正向 ＡＧＡＡＡＧＣＴＧＣＡＴＣＧＡＡＣＣＡＴＴＡＧ

反向 ＧＡＴＡＴＧＣＣＡＡＡＣＣＡＧＣＴＣＣＴＡＣＴ
Ｂａｘ 正向 ＧＣＴＴＣＡＧＧＧＴＴＴＣＡＴＣＣＡＧＧＡＴＣ

反向 ＡＴＣＣＴＣＴＧＣＡＧＣＴＣＣＡＴＧＴＴＡＣＴ
ＤＲＰ１ 正向 ＧＣＧＧＴＧＧＴＧＣＴＡＧＡＡＴＴＴＧＴＴＡＴ

反向 ＣＣＧＣＴＴＣＡＣＣＡＧＴＡＡＣＴＣＡＡＡＴＧ
ＳＵＭＯ１ 正向 ＴＧＡＣＣＡＧＧＡＧＧＣＡＡＡＡＣＣＴＴＣ

反向 ＡＡＴＴＣＡＴＴＧＧＡＡＣＡＣＣＣＴＧＴＣＴＴ
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２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＭＦＮ２、 ＯＰＡ１、 ＭＣＬ⁃１、 Ｂａｘ、
ＤＲＰ１、 ＳＵＭＯ１ 蛋白表达 　 收集加药处理后的各组细胞，
加 ＲＩＰＡ 裂解混合液提取总蛋白， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。
根据样本浓度上样， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶电泳分离蛋白， 而后转

移至 ＰＶＤＦ 膜上， 无蛋白快速封闭液封闭 ２０ ｍｉｎ， 加入稀释

后的一抗 （ＧＡＰＤＨ、 ＭＦＮ２、 ＯＰＡ１、 ＭＣＬ⁃１、 Ｂａｘ、 ＤＲＰ１、
ＳＵＭＯ） ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜 ５ 次， 加入稀释后的二

抗 ３７ ℃室温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ５ 次， 采用 ＥＣＬ 试剂显

影， 记录数据。 应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行蛋白条带灰度分析，

以目的蛋白与内参条带灰度的比值作为蛋白相对表达量。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行处理， 符合正

态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 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。
３　 结果

３􀆰 １　 补肾活血通络方对 ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞增殖的影响　 ３％ 、
６％ 、 ９％ 、 １２％ 补肾活血通络方含药血清分别处理 ＲＰＭＩ⁃
８２２６ 细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后， 细胞活力均受到了抑制 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 且呈浓度依赖性， 见图 １。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 不同作用时间各组细胞活力比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２　 补肾活血通络方对 ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞凋亡的影响　 流式

细胞术及 ＴＵＮＥＬ 染色均显示， 与对照组比较， 各浓度补肾

活血通络方含药血清组细胞凋亡率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且

呈浓度依赖性， 见图 ２～３。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组 ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞凋亡率比较 （流式细胞术， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 补肾活血通络方对 ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞损伤及线粒体融合

的影响　 对照组细胞整体相对正常， 线粒体大多结构尚可，
膜完整， 基质均匀， 嵴平行排列， 线粒体融合相对最多；
３％ 含药血清组细胞线粒体大多轻微肿胀， 基质局部水肿、
变淡， 嵴减少， 较多线粒体融合； ６％ 含药血清组细胞整体

损伤较轻， 线粒体轻度肿胀， 部分基质稀疏、 变淡， 嵴断

裂、 减少， 部分损伤严重者， 膜破损， 线粒体融合程度中

等； ９％ 含药血清组细胞损伤相对严重， 线粒体明显肿胀，
基质溶解， 嵴消失， 较少线粒体融合； １２％ 含药血清组细

胞损伤最严重， 线粒体聚集， 重度肿胀， 基质溶解， 嵴消
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注： 蓝色为 ＤＡＰＩ 染色标记的细胞核， 红色为阳性凋亡细胞。

与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组 ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞凋亡率比较 （ＴＵＮＥＬ 染

色， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

失、 空泡变， 线粒体融合相对最少， 见图 ４。
３􀆰 ４　 补肾活血通络方对 ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞 ＯＰＡ１、 ＭＦＮ２、
ＭＣＬ⁃１、 ＤＲＰ１、 Ｂａｘ、 ＳＵＭＯ１ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与对照

组比较， 各浓度补肾活血通络方含药血清组细胞 ＯＰＡ１、
ＭＦＮ２、 ＭＣＬ⁃１ ｍＲＮＡ 表 达 降 低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ），
ＤＲＰ１、 Ｂａｘ、 ＳＵＭＯ１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５。
３􀆰 ５　 补肾活血通络方对 ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞 ＯＰＡ１、 ＭＦＮ２、
ＭＣＬ⁃１、 ＤＲＰ１、 Ｂａｘ、 ＳＵＭＯ１ 蛋白表达的影响 　 与对照组

比较， 各浓度补肾活血通络方含药血清组细胞 ＯＰＡ１、
ＭＦＮ２、 ＭＣＬ⁃１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＤＲＰ１、
Ｂａｘ、 ＳＵＭＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。

注： Ａ 为对照组， Ｂ～Ｅ 分别为 ３％ 、 ６％ 、 ９％ 、 １２％ 含药血清组。 红

色箭头为线粒体融合， Ｎ 为细胞核， Ｍ 为线粒体， ＲＥＲ 为粗面内质

网， Ｇｏ 为高尔基体， ＬＤ 为脂滴， Ｎｕ 为核仁。

图 ４　 各组细胞结构与线粒体融合情况

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组细胞 ＯＰＡ１、 ＭＦＮ２、 ＭＣＬ⁃１、 ＤＲＰ１、 Ｂａｘ、 ＳＵＭＯ１ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

ＭＭ 是一种常见的血液肿瘤， 目前仍不可治愈， 且复

发率较高［１４⁃１５］ 。 线粒体是重要的细胞器， 其动力学的失常

与癌症等多种疾病有关［１６］ 。 研究表明， 线粒体融合的中断

与 ＭＭ 的不良预后相关［１７⁃１８］ 。 而 ＤＲＰ１ 表达的上调具有某

种程度的抗 ＭＭ 作用［１９］ ， 其与 ＭＦＮ２、 ＯＰＡ１ 均能参与凋亡

的调控［２０⁃２２］ 。 此外， ＳＵＭＯ 能够通过调节 ＤＲＰ１ 蛋白维持

线粒体动力学平衡［２３］ ， 且与 ＭＦＮ２、 ＯＰＡ１ 的功能存在联

系［２４⁃２５］ 。 例如， ＤＲＰ１ 的 ＳＵＭＯ 化修饰的增多， 能够促进线

粒体分裂， 诱导细胞凋亡［２６］ ， 沉默调节蛋白 ３ （ＳＩＲＴ３） ⁃
ＳＵＭＯ１ 的去 ＳＵＭＯ 化能够促进线粒体的融合［２７］ 。 此外， 线

粒体的 ＳＵＭＯ 化在细胞凋亡中发挥重要作用［２８］ ， ＳＵＭＯ 化
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组细胞 ＯＰＡ１、 ＭＦＮ２、 ＭＣＬ⁃１、 ＤＲＰ１、 Ｂａｘ、 ＳＵＭＯ１ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

修饰能够直接或间接影响 Ｂａｘ、 ＭＣＬ⁃１ 等蛋白的表达［２９⁃３０］ 。
ＭＭ 属于中医 “虚劳” 等范畴， 病因多为肝肾亏损，

生髓化血无源， 加以外感痰湿之邪， 致使肾虚血瘀， 脉络

不通， 故证型多为肾虚血瘀络阻证， 治以补肾活血通络法。
补肾活血通络方中补骨脂补肾助阳， 杜仲、 续断补肝肾、
强筋骨， 黄精补肾益阴， 四药共为君药， 奏温肾阳、 补肾

阴之效； 牛膝、 山茱萸、 桑寄生滋补肝肾、 强筋健骨， 莪

术破血行气， 没药消肿散瘀， 党参益气生津， 三七祛瘀止

痛、 全蝎、 蜈蚣通络止痛、 攻毒散结， 延胡索可活血行气

止痛， 以上诸药助君药补益肝肾、 活血祛瘀之功， 共为臣

药； 茯苓健脾利水， 当归补血活血止痛， 赤芍散瘀止痛，
细辛祛风止痛， 四药共为佐药， 针对 ＭＭ 的肾虚血瘀络阻

证型， 诸药共奏补肾活血、 通络止痛之效。
本研究发现， 补肾活血通络方含药血清组细胞活力下

降， 凋亡率上升； 细胞损伤程度增大， 且随着含药血清浓

度的增大而递增， 而线粒体融合程度则相对减少， 这表明

补肾活血通络方含药血清能够抑制细胞增殖， 诱导细胞凋

亡， 可能通过减少线粒体融合发挥作用。 本研究还发现，
补肾活血通络方含药血清组细胞 ＭＦＮ２、 ＯＰＡ１、 ＭＣＬ⁃１ 蛋

白及 ｍＲＮＡ 表达降低， Ｂａｘ、 ＤＲＰ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达升

高； 此外， ＳＵＭＯ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达的增加提示其可能通

过干预分裂及融合相关蛋白的修饰发挥作用。
综上所述， 补肾活血通络方含药血清能够抑制多发性

骨髓瘤 ＲＰＭＩ⁃８２２６ 细胞增殖并诱导其凋亡， 这可能与促进

线粒体分裂， 减少融合有关。 在此过程中， ＳＵＭＯ１ 可能对

线粒体融合分裂具有干预作用， 但其具体机制仍尚未明确，
后续可以通过免疫共沉淀等手段进行验证。
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［ ６ ］ 　 Ｋｈａｔｕｎ Ｊ， Ｇｅｌｌｅｓ Ｊ Ｄ， Ｃｈｉｐｕｋ Ｊ Ｅ． Ｄｙｎａｍｉｃ ｄｅａｔｈ ｄｅｃｉｓｉｏｎｓ：
ｈｏｗ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｈａｐｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｍｉｔｍｅｎｔ ｔｏ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｄｅｖ Ｃｅｌｌ， ２０２４， ５９ （ １９ ）：
２５４９⁃２５６５．

［ ７ ］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｚ， Ｚｈｏｕ Ｆ， Ｌｕ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＷＴＡＰ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍ６Ａ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＩＭ２２ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ ｂｙ
ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｖｉａ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ＯＰＡ１［Ｊ］ ． Ｒｅｄｏｘ Ｒｅｐ， ２０２４， ２９（１）： ２４０４７９４．

［ ８ ］ 　 魏文健， 崔思远， 司雨平， 等． 升麻鳖甲汤调控线粒体融合

相关蛋白 Ｍｆｎ２、 Ｏｐａ１ 促进急性白血病细胞凋亡作用机

制［Ｊ］ ． 中华中医药杂志， ２０２４， ３９（８）： ３９４３⁃３９４８．
［ ９ ］ 　 王记委， 李雁冰， 郭敏芳， 等． 枸杞多糖调节线粒体动力学

改善过氧化氢诱导 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞的凋亡［Ｊ］ ． 中国组织工程

研究， ２０２５， ２９（１３）： ２７３６⁃２７４３．
［１０］ 　 葛　 腾， 齐鸿飞， 姚　 彬， 等． 中医药靶向调控线粒体质量

控制系统治疗心肌缺血再灌注损伤研究进展［Ｊ］ ． 中草药，

４９０３

２０２５ 年 ９ 月

第 ４７ 卷　 第 ９ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２５
Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ９



２０２４， ５５（１５）： ５３３１⁃５３４１．
［１１］ 　 Ｈｅｙｎｅｎ Ｇ Ｊ Ｊ Ｅ， Ｂａｕｍｇａｒｔｎｅｒ Ｆ， Ｈｅｉｄｅｒ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＳＵＭＯｙｌａｔｉｏｎ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｖｅｒｃｏｍｅｓ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｍｙｅｌｏｍａ［Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ Ａｄｖ， ２０２３， ７（４）： ４６９⁃４８１．

［１２］ 　 Ｄｒｉｓｃｏｌｌ Ｊ Ｊ， Ｐｅｌｌｕｒｕ Ｄ， Ｌｅｆｋｉｍｍｉａｔｉｓ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｓｕｍｏｙｌａｔｉｏｎ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｓ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ ａｎｄ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ａｄｖｅｒｓｅ ｐａｔｉｅｎｔ ｏｕｔｃｏｍｅ［Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ， ２０１０， １１５ （ １４ ）：
２８２７⁃２８３４．

［１３］ 　 崔思远， 杨　 真， 崔　 兴， 等． 补肾活血通络方联合改良 ＰＤ
方案诱导治疗初治多发性骨髓瘤疗效观察［Ｊ］ ． 辽宁中医杂

志， ２０１９， ４６（５）： ９８７⁃９９０．
［１４］ 　 Ｚｈｏｕ Ｄ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＧＰＲＣ５Ｄ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ

ｍｙｅｌｏｍａ ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］． Ｊ Ｈｅｍａｔｏｌ Ｏｎｃｏｌ， ２０２４， １７（１）： ８８．
［１５］ 　 王丽发， 朱熙君． 血清铁蛋白、 叶酸、 维生素 Ｂ１２ 在硼替佐

米联合化疗治疗多发性骨髓瘤中的价值研究［Ｊ］ ． 中国实验

血液学杂志， ２０２４， ３２（５）： １４２７⁃１４３１．
［１６］ 　 Ａｄｅｂａｙｏ Ｍ， Ｓｉｎｇｈ Ｓ， Ｓｉｎｇｈ Ａ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｓｉｏｎ

ａｎｄ ｆｉｓｓｉｏｎ： ｔｈｅ ｆｉｎｅ⁃ｔｕｎｅ ｂａｌａｎｃｅ ｆｏｒ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］ ．
ＦＡＳＥＢ Ｊ， ２０２１， ３５（６）： ｅ２１６２０．

［１７］ 　 Ｙｏｕｌｅ Ｒ Ｊ， ｖａｎ ｄｅｒ Ｂｌｉｅｋ Ａ Ｍ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｉｓｓｉｏｎ， ｆｕｓｉｏｎ，
ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１２， ３３７（６０９８）： １０６２⁃１０６５．

［１８］ 　 Ｋａｒｎａｎ Ｓ， Ｈａｎａｍｕｒａ Ｉ， Ｏｔａ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＡＲＫ５ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｃｅｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ
ｆｒｏｍ ｆｕｓｉｏｎ ｔｏ ｆｉｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ
Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓｃｏｖ， ２０２４， １０（１）： ５６．

［１９］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｈ， Ｗａｎｇ Ｈ， Ｈｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＰＡＲＰ１４ ｗｉｔｈ
ｌｏｍｉｔａｐｉｄｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ＤＲＰ１⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔ，
２０２４， ５８８： ２１６８０２．

［２０］ 　 Ｊｅｎｎｅｒ Ａ， Ｐｅñａ⁃Ｂｌａｎｃｏ Ａ， Ｓａｌｖａｄｏｒ⁃Ｇａｌｌｅｇｏ Ｒ， ｅｔ ａｌ． ＤＲＰ１
ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｗｉｔｈ Ｂａｘ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｉｔｓ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． ＥＭＢＯ Ｊ， ２０２２， ４１（８）： ｅ１０８５８７．

［２１］ 　 Ｙａｎｇ Ｊ Ｆ， Ｘｉｎｇ Ｘ， Ｌｕｏ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ⁃ＥＲ ｃｏｎｔａｃｔ
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＭＦＮ２⁃ＳＥＲＣＡ２ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｓｕｐｐｏｒｔｓ ＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｆｉｔｎｅｓｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｕｍｏｒｓ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｉｍｍｕｎｏｌ，
２０２３， ８（８７）： ｅａｂｑ２４２４．

［２２］ 　 Ｎｏｏｎｅ Ｊ， Ｏ′ Ｇｏｒｍａｎ Ｄ Ｊ， Ｋｅｎｎｙ Ｈ Ｃ． ＯＰＡ１ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ａｎｄ ｃａｒｄｉａｃ ｍｕｓｃｌｅ［Ｊ］ ．
Ｔｒｅｎｄｓ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂ， ２０２２， ３３（１０）： ７１０⁃７２１．

［２３］ 　 张　 帅， 刘　 森． 小分子泛素相关修饰物蛋白修饰对于发动

蛋白相关蛋白 １ 维持线粒体动力学平衡的影响［Ｊ］ ． 生物化

学与生物物理进展， ２０２４， ５１（８）： １８４８⁃１８５９．
［２４］ 　 Ｋｉｍ Ｃ， Ｊｕｎｃｋｅｒ Ｍ， Ｒｅｅｄ Ｒ， ｅｔ ａｌ． ＳＵＭＯｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｆｕｓｉｎｓ：

ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒ ｐｅｒｉｎｕｃｌｅａｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃｏｎｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｔｒｅｓｓｏｒｓ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ
Ａｃｔａ Ｍｏｌ Ｂａｓｉｓ Ｄｉｓ， ２０２１， １８６７（６）： １６６１０４．

［２５］ 　 Ｗａｎｇ Ｔ， Ｃａｏ Ｙ， Ｚｈｅｎｇ Ｑ， ｅｔ ａｌ． ＳＥＮＰ１⁃Ｓｉｒｔ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌｓ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ，
２０１９， ７５（４）： ８２３⁃８３４． ｅ５．

［２６］ 　 陈祥宇， 阳晶晶， 梅志刚， 等． 中医药靶向调节线粒体动力

学及相关蛋白 ＳＵＭＯ 化修饰防治脑缺血 ／ 再灌注损伤的研究

进展［Ｊ］ ． 中草药， ２０２２， ５３（１６）： ５２０５⁃５２１４．
［２７］ 　 Ｈｅ Ｊ Ｌ， Ｘｕｎ Ｓ Ｇ， Ｚｈｏｕ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｅｓ

ＡＭＰＫ ｃｏｕｐｌｅｄ ＳＥＮＰ１⁃Ｓｉｒｔ３ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｆｏｒ Ｔ ｃｅｌｌ
ｍｅｍｏｒｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２１， １２（１）： ４３７１．

［２８］ 　 Ｐｒｕｄｅｎｔ Ｊ， Ｚｕｎｉｎｏ Ｒ， Ｓｕｇｉｕｒａ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＭＡＰＬ ＳＵＭＯｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｄｒｐ１ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｓ ａｎ ＥＲ ／ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ， ２０１５， ５９（６）： ９４１⁃９５５．

［２９］ 　 Ｐｅｕｇｅｔ Ｓ， Ｂｏｎａｃｃｉ Ｔ， Ｓｏｕｂｅｙｒａｎ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｐ５３ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｂｙ ａ ｒｅｄｏｘ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ＴＰ５３ＩＮＰ１
ＳＵＭＯｙｌａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｆｆｅｒ， ２０１４， ２１（７）： １１０７⁃１１１８．

［３０］ 　 Ｌｉ Ｓ， Ｗａｎｇ Ｊ， Ｈｕ Ｇ， ｅｔ ａｌ． ＳＵＭＯｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣＬ１ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｎｈａｎｃｅｓ ｉｔｓ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ
ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ， ２０２０， ７３： １０９６８６．
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