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摘要： 目的　 探讨华蟾素对多发性骨髓瘤的体内外抗肿瘤作用机制。 方法　 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测华蟾素对多发性骨髓瘤

细胞株 ＡＲＰ⁃１、 ＪＪＮ３、 ＣＡＧ 的增殖抑制作用， ＤＮＡ 梯状条带、 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 流式细胞术及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ ８ 活化水平

对机制进行分析。 尾静脉注射人源多发性骨髓瘤建立 ＮＣＧ 小鼠多发性骨髓瘤模型， 进行生存分析、 体质量监测、 病

理学与免疫学评估， 生物发光成像和流式细胞术评估华蟾素体内抗肿瘤效果。 结果　 华蟾素对 ＡＲＰ⁃１、 ＪＪＮ３、 ＣＡＧ 细

胞均有抑制作用， 其 ＩＣ５０值分别为 ０􀆰 １５６、 ０􀆰 ３６２、 ０􀆰 ０６１ μｇ ／ ｍＬ， ＤＮＡ 梯状条带增强， 凋亡细胞率升高， Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ／ ８
表达激活。 ＡＲＰ⁃１、 ＪＪＮ３ 细胞致病性更强， 接种后小鼠出现精神萎靡、 脾脏增大和骨髓、 外周血及淋巴结广泛浸润，
血清中检测出 Ｍ 蛋白条带等临床体征。 华蟾素能延长多发性骨髓瘤小鼠生存期， 减缓体质量下降趋势， 并降低体内

生物发光信号， 其抑瘤效果接近阳性对照硼替佐米。 华蟾素能减少脾脏和骨髓中人源 ｈＣＤ３８＋ＣＤ１３８＋浆细胞比例， 抑

制肿瘤细胞扩增和浸润。 结论　 华蟾素能通过诱导凋亡来抑制肿瘤进展， 效果与常规治疗相当， 具有潜在临床应用

价值。
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　 　 多发性骨髓瘤是血液系统第二常见的恶性肿

瘤， 其特征是克隆浆细胞异常增殖， 产生单克隆免

疫球蛋白， 导致终末器官损伤［１⁃２］。 近年来， 虽然

新药物、 新疗法的应用能提高多发性骨髓瘤患者生

存率， 但耐药复发和治疗相关毒性反应仍是当前亟

待解决的临床难题［３⁃５］。 构建稳定的人源化多发性

骨髓瘤动物模型对研究至关重要， 本研究采用

ＮＣＧ 小鼠， 经 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 技术敲除 ＮＯＤ ／ Ｎｊｕ 小

鼠 Ｐｒｋｄｃ、 Ｉｌ２ｒｇ 基因， 致使 Ｔ、 Ｂ、 ＮＫ 细胞联合缺

失， 其人源细胞植入成功率显著优于传统模型［６］。
华蟾素是由中华大蟾蜍皮肤中提取成分制备的

中药制剂， 具有抗肿瘤、 免疫调节等活性［７⁃８］， 单

用或联合化疗可治疗多种实体瘤， 并能诱导肿瘤细

胞凋亡［９⁃１４］； 华蟾素单用对淋巴瘤的总有效率达

２３􀆰 ８％ ， 疾病控制率达 ６１􀆰 ９％ ［１５］； 在 ２０ 种肿瘤细

胞株中， 多发性骨髓瘤对华蟾素主要活性成分蟾毒

灵及其衍生物 ＢＦ２１１ 的增殖抑制敏感性最高， 机

制涉及抑制 ＩＬ⁃６ ／ ＪＡＫ２ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路诱导细胞

凋亡、 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 信号通路介导铁死亡［１６⁃１７］； 华蟾

素联合沙利度胺、 地塞米松治疗多发性骨髓瘤的疗

效与含硼替佐米、 地塞米松的方案相当， 并且不良

反应更少［１８］。 本研究创新性地利用 ＮＣＧ 小鼠构建

人源多发性骨髓瘤模型， 评估华蟾素疗效及其作用

机制， 以期为相关治疗提供新依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ＮＣＧ 雌性小鼠， ４ ～ ８ 周龄， 体质量

１８～２２ ｇ， 购自江苏集萃药康生物科技有限公司

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （苏） ２０２３⁃０００９］，
饲养于南京中医药大学附属江苏省中医院 ＳＰＦ 级

动物房 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （苏）
２０２２⁃００７０］， 提供定时光照和无菌饲料。 本实验经

南京中医药大学附属医院实验动物伦理委员会批准
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（伦理审批号 ２０１９ＤＷ⁃２３⁃０１）。
１􀆰 ２　 细胞　 人来源 ＡＲＰ⁃１、 ＣＡＧ、 ＪＪＮ３ 细胞， 均

由江苏省中医院血液科实验室提供并常规保存。
１􀆰 ３　 试剂与药物　 华蟾素注射液 （安徽华润金蟾

药业股份有限公司， ５ ｍＬ ／支 × １０ 支， 国药准字

Ｚ３４０２０２７３）； 注 射 用 硼 替 佐 米 （ 意 大 利 ＢＳＰ
Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ 公 司， ３􀆰 ５ ｍｇ ／瓶， 国 药 准 字

Ｊ２０１７１０６７）。 Ｗｒｉｇｈｔ⁃Ｇｉｅｍｓａ 染色液 （珠海贝索生

物科 技 有 限 公 司 ）； ＣＤ１３８⁃ＦＩＴＣ、 ＣＤ４５⁃ｐｅｒＣＰ、
ＣＤ３８⁃ＰＥ 流式抗体 （美国 ＢＤ 公司）； Ｌｕｃ⁃ＩＲＥＳ 慢

病毒、 聚凝胺 ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ （上海吉凯基因化学有限

公司， 货号 Ｌｕｃ⁃ＩＲＥＳ⁃ｌｖ、 ＲＥＶＧ０００１）。
１􀆰 ４　 仪器　 流式细胞仪 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公
司）； ＰＮ１２１０ 免疫固定电泳仪 （法国 ＳＥＢＩＡ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养 　 ＡＲＰ⁃１、 ＣＡＧ、 ＪＪＮ３ 细胞采用含

１０％ 热灭活胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基培养， 再

置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中维持生长。
２􀆰 ２　 荧光素酶稳定表达的 ＪＪＮ３ 细胞构建　 采用含

Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ⁃ＩＲＥＳ⁃ＰｕｒｏＲ 的慢病毒载体系统， 将转移

质粒 ｐＬｅｎｔｉ⁃Ｌｕｃ⁃ＩＲＥＳ⁃Ｐｕｒｏ 与包装质粒 ｐｓＰＡＸ２ 和

包膜质粒 ｐＭＤ２． Ｇ 共转染 ２９３Ｔ 细胞， ４８ ｈ 后收集

上清， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， ４ ℃、 ５０ ０００×ｇ 离

心 ２ ｈ 浓缩， ＰＢＳ 重悬， ｑＰＣＲ 法测定滴度。 将对

数生长期 ＪＪＮ３ 细胞接种于 ２４ 孔板， 经 ｒｅｔｒｏｎｅｃｔｉｎ
预包被后加入浓缩病毒、 ６ μｇ ／ ｍＬ Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ， １ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 以促进吸附， ３７ ℃ 孵育过夜，
感染 ４８ ｈ 后加入 ３００ ｎｇ ／ ｍＬ Ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ 进行药筛，
持续 ７ ｄ， 直至未感染对照组细胞完全死亡。 采用

有限稀释法挑选单克隆细胞并扩增培养， 荧光素酶

活性以 Ｂｒｉｇｈｔ⁃ＧｌｏＴＭ检测， 相对光单位 （ＲＬＵ） 以

ＢＣＡ 法所测蛋白浓度进行标准化。
２􀆰 ３　 模型制备　 小鼠随机分为对照组、 ＡＲＰ⁃１ 组、
ＣＡＧ 组、 ＪＪＮ３ 组， 每组 ３ 只， 尾静脉注射 ＡＲＰ⁃１、
ＣＡＧ、 ＪＪＮ３ 细胞， 每只 ５×１０６ 个， 对照组尾静脉

注射等量 ＰＢＳ， 监测一般生活状态， 采用 Ｋａｐｌａｎ⁃
Ｍｅｉｅｒ 法分析生存时间， 对病理学特征进行评价。

取若干小鼠， 尾静脉接种 ＡＲＰ⁃１、 ＪＪＮ３ 细胞，
每只 ４×１０６ 个， 每组 ４ 只， ２８ ｄ 后处死， 取骨髓、
脾脏、 肝脏进行病理检测。

取 ２７ 只小鼠， 尾静脉接种４×１０６ 个 ＡＲＰ⁃１ 细

胞， 随机分为空白组、 模型组、 华蟾素组， 每组 ９
只， 第 ７ 天开始华蟾素组腹腔注射 ０􀆰 ３６ ｇ ／ ｋｇ 华蟾

素， 每天 １ 次， 连续 １４ ｄ， 其余各组腹腔注射等量

ＰＢＳ， 其间监测体质量及生存情况， 第 ２８ 天处死，
取脾脏、 骨髓进行流式分析。

取 １５ 只小鼠， 尾静脉接种４× １０６ 个 ＪＪＮ３ 细

胞， 随机分为模型组、 华蟾素组、 硼替佐米组， 每

组 ５ 只， 第 ７ 天开始华蟾素组腹腔注射 ０􀆰 ３６ ｇ ／ ｋｇ
相应药物， 每天 １ 次； 硼替佐米组皮下注射 ０􀆰 ５
ｍｇ ／ ｋｇ相应药物， 每周 ２ 次； 模型组腹腔注射等量

ＰＢＳ， 连续 １４ ｄ， 其间每天观察一般状态及生存情

况， 采用小动物活体生物发光成像系统动态监测肿

瘤生长， Ｌｉｖｉｎｇ Ｉｍａｇｅ ４􀆰 ０ 软件进行分析。
２􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活性　 将处于对数生长期

的 ＡＲＰ⁃１、 ＣＡＧ、 ＪＪＮ３ 细胞以 ５×１０４ ／孔密度接种

于 ９６ 孔板， 每孔 １００ μＬ， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养 ２４ ｈ， 待细胞贴壁或稳定悬浮后分别加

入 ０、 ０􀆰 ０９、 ０􀆰 １８、 ０􀆰 ３６、 ０􀆰 ７２、 １􀆰 ４４ μｇ ／ ｍＬ 华蟾

素继续培养 ２４ ｈ， 每组设置 ３ 个复孔， 弃去培养基，
每孔加入 ２０ μＬ 含 １０％ ＣＣＫ⁃８ 试剂的培养基， 继续

孵育 ２～３ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 波长处检测光密度 （ＯＤ），
以对照组 （０ μｇ ／ ｍＬ） 为参照计算细胞存活率， 公

式为细胞存活率 ＝ （ ＯＤ实验组 ／ ＯＤ对照组 ） × １００％ ，
采用ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件计算 ＩＣ５０值。
２􀆰 ５　 ＤＮＡ 提取与片段化分析　 ＡＲＰ⁃１ 细胞分别经

０、 ０􀆰 ０９、 ０􀆰 １８、 ０􀆰 ３６ μｇ ／ ｍＬ 华蟾素处理 ２４ ｈ， 收

集 １ ｍＬ 密度为 ２􀆰 １×１０７ ／ ｍＬ 的悬液， 经裂解、 乙

醇沉淀、 洗脱后获得 ＤＮＡ 样品， 采用超微量分光

光度计检测浓度和纯度 （ＯＤ２６０ ／ ２８０在 １􀆰 ８ ～ ２􀆰 ０ 之间

为合格）， 溶于 ＴＥ 缓冲液中， 取适量， 上样于含

０􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 溴化乙锭的 ３％ 琼脂糖凝胶， 在 １×ＴＡＥ
缓冲液中于 １００ Ｖ 下电泳 ３０ ｍｉｎ， 采用紫外凝胶成

像系统观察 ＤＮＡ 条带， 以期评估样品完整性及片

段化情况。
２􀆰 ６　 细胞形态学分析 　 采集外周血、 骨髓细胞

（１ ｍＬ ＰＢＳ 冲洗股骨获取， ７０ μｍ 滤网过滤）、 脾

细胞 （１ ｍＬ ＰＢＳ 中机械挤压， ７０ μｍ 滤网过滤）
悬液各 １０ μＬ， 置于载玻片上推片成膜， 自然干

燥， 采用 Ｗｒｉｇｈｔ⁃Ｇｉｅｍｓａ 工作液与 ＰＢＳ 按 １ ∶ １ 比例

配制的染色液覆盖血膜， 室温染色约 １５ ｍｉｎ， 蒸馏

水轻柔冲洗残余染液， 风干， 在油镜下观察并记录

细胞形态学变化。
２􀆰 ７　 流式细胞法检测细胞凋亡与 Ｃａｓｐａｓｅ 活化　 将

对数生长期 ＡＲＰ⁃１ 细胞以 ５×１０５ ／ ｍＬ 密度接种于 ６
孔板， 每孔 ２ ｍＬ， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养 ２４ ｈ， 设置对照组和华蟾素注射液华蟾素低、
中、 高剂量组 （０􀆰 ０４５、 ０􀆰 ０９、 ０􀆰 １８ μｇ ／ ｍＬ）， 对
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照组加入 １００ μＬ 培养基， 各给药组加入 １００ μＬ 含

相应质量浓度的华蟾素， 每组设置 ３ 个复孔， 培养

２４ ｈ， 收集 １ ｍＬ 细胞， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次后重悬于 ５００
μＬ 结合缓冲液中， 加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 ＰＩ， 室

温避光孵育 １５ ｍｉｎ， 采用流式细胞仪检测凋亡率，
收集 １ ｍＬ 细胞， 样本经 ＢＤ Ｃｙｔｏｆｉｘ 固定 １５ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 缓冲液洗涤， ＢＤ Ｃｙｔｏｐｅｒｍ 破膜 ５ ｍｉｎ， 加入

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３⁃ＦＩＴＣ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃８⁃ＦＩＴＣ 抗体， 室温避光孵

育 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤后检测 Ｃａｓｐａｓｅ 活化程度， 采

用 ＦｌｏｗＪｏ １０􀆰 ９ 软件进行分析。
２􀆰 ８　 流式细胞法检测免疫表型 　 取 “２􀆰 ６” 项下

外周血、 骨髓细胞、 脾细胞悬液各 ５０ μＬ， 脾细胞

和骨髓细胞经纱网过滤后以 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 最终

以 ２００ μＬ ＰＢＳ 重悬并混匀， 每管加入 ＣＤ１３８⁃
ＦＩＴＣ、 ＣＤ４５⁃ＰｅｒＣＰ、 ＣＤ３８⁃ＰＥ 抗体各 ５ μＬ， 充分

涡旋混匀， 室温避光孵育 １５ ｍｉｎ， 外周血加入

１ ｍＬ溶血素处理 １ ｍｉｎ 以裂解红细胞， １ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １ ｍｉｎ， 弃去上清并混匀， 每管再加入 ３ ｍＬ
ＰＢＳ， １ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃去上清并涡旋混

匀， 采用 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ ＮＡＶＩＯＳ 流式细胞仪采集

数据， Ｋａｌｕｚａ ２􀆰 ０ 软件进行分析。
２􀆰 ９　 血清 Ｍ 蛋白检测 　 取 ＡＲＰ⁃１ 模型小鼠建模

２８ ｄ 后采集的血清， 琼脂糖凝胶电泳分离， 分别

加入抗 ＩｇＧ、 ＩｇＡ、 ＩｇＭ 及 κ、 λ 轻链抗血清， 与相

应蛋白结合形成抗原⁃抗体复合物， 电泳结束后胶

片经固定液 （５０％ 甲醇＋１０％ 冰醋酸） 固定 １５ ｍｉｎ，
采用试剂盒提供的洗脱液反复漂洗以去除未结合蛋

白， ０􀆰 １％ 氨基黑 （Ａｍｉｄｏ Ｂｌａｃｋ １０Ｂ） 染色 １５ ｍｉｎ，
７％ 冰醋酸脱色至背景清晰， 通过分析电泳迁移距

离来确定单克隆成分， 对免疫球蛋白类别及轻链类

型进行分型， 并进行影像采集。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０􀆰 ０ 软

件进行处理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 若正态分

布组间比较采用单因素方差分析， 否则采用非参数

检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 华蟾素对多发性骨髓瘤细胞存活率和凋亡的

影响 　 与对照组比较， 华蟾素组 ＡＲＰ⁃１、 ＪＪＮ３、
ＣＡＧ 细胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖

性， ＩＣ５０ 值分别为 ０􀆰 １５６、 ０􀆰 ３６２、 ０􀆰 ０６１ μｇ ／ ｍＬ，
见图 １Ａ～１Ｃ。 与对照组比较， 华蟾素 ０􀆰 ０９、 ０􀆰 １８、
０􀆰 ３６ μｇ ／ ｍＬ 组 ＡＲＰ⁃１ 细胞可诱导出现 ＤＮＡ 梯状条

带， 并且强度随药物质量浓度升高逐渐增强， 见图

１Ｄ。 与对照组比较， 华蟾素中、 高剂量组 ＡＲＰ⁃１

细胞凋亡比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性，
见图 １Ｅ～１Ｆ。 与对照组比较， 华蟾素中、 高剂量

组活化型 Ｃａｓｐａｓｅ⁃８、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性细胞比例升高

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 见图 １Ｇ ～ １Ｊ。 结果提示，
华蟾素可促进多发性骨髓瘤细胞凋亡并抑制其

增殖。
３􀆰 ２　 多发性骨髓瘤模型小鼠生存分析及病理特征　 注

射 ＡＲＰ⁃１、 ＪＪＮ３、 ＣＡＧ 细胞的小鼠在 １４ ～ ２１ ｄ 后

出现精神萎靡、 脱毛、 体质量减轻等症状。 ＣＡＧ、
ＡＲＰ⁃１、 ＪＪＮ３ 组小鼠平均生存时间分别缩短至

（３６􀆰 ６±１􀆰 ５）、 （２６􀆰 ３±１􀆰 ５）、 （４４􀆰 ０±１􀆰 ０） ｄ， 见图

２Ａ。 ＡＲＰ⁃１ 组血清中出现清晰的 ＩｇＡ⁃κ 型 Ｍ 蛋白

条带， 见图 ２Ｂ。 与 ＰＢＳ 组比较， ＡＲＰ⁃１ 组小鼠脾

脏增大， 脾质量平均增加 １􀆰 ８ 倍 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图

２Ｃ。 接种 ＡＲＰ⁃１ 小鼠的外周血、 脾、 骨髓组织中

浸润了大量人源多发性骨髓瘤细胞， 表现出椭圆

形、 具有偏心核和明显核周淡染区、 细胞质呈嗜碱

性的典型多发性骨髓瘤形态特征， 见图 ２Ｄ。 接种

ＪＪＮ３ 细胞小鼠的骨髓和外周血组织也发现核不规

则的浆细胞， 淋巴结切片显示浆细胞的浸润， 见图

２Ｅ。 结果提示， 多发性骨髓瘤细胞不仅浸润骨髓，
还发生淋巴组织转移。
３􀆰 ３ 　 华蟾素对多发性骨髓瘤小鼠的抗肿瘤效

果　 与模型组比较， 华蟾素组小鼠在注射 ＡＲＰ⁃１
细胞后第 １５ ～ ２０ 天体质量下降趋势减缓， 见图

３Ａ， 平均生存期延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ３Ｂ。 与模

型组比较， 华蟾素组小鼠体内生物发光信号减弱

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ３Ｃ～３Ｄ。 结果提示， 肿瘤负荷明

显下降， 其抑瘤效果接近阳性对照硼替佐米组。
３􀆰 ４　 华蟾素对多发性骨髓瘤小鼠抗肿瘤作用的影

响　 与模型组比较， 华蟾素组小鼠脾脏、 骨髓中高

表达人源 ＣＤ３８＋、 ＣＤ１３８＋ 细胞减少， 脾脏、 骨髓

中 ｈＣＤ３８＋ ／ ｈＣＤ１３８＋细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见

图 ４。 结果提示， 华蟾素可抑制多发性骨髓瘤细胞

在脾脏和骨髓中的积聚。 另外， ｈＣＤ１３８ 表达存在

差异， 反映浆细胞不同亚群或分化状态。
４　 讨论

本研究成功构建基于 ＮＣＧ 小鼠的人源多发性

骨髓瘤异种移植模型， 并评估华蟾素体内外抗多发

性骨髓瘤作用。 结果显示， 华蟾素可有效抑制肿瘤

增殖， 降低脾脏、 骨髓中人源 ＣＤ３８＋、 ＣＤ１３８＋ 异

常浆细胞数量。 分子机制研究表明， 华蟾素可能通

过协同激活外源性凋亡通路关键起始分子 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
８ 和凋亡效应分子 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 诱导内源性凋亡通
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 华蟾素对多发性骨髓瘤细胞体外活性及凋亡的影响 （ｘ±ｓ）

注： 与 ＰＢＳ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 多发性骨髓瘤小鼠模型建立及其生存、 病理特征分析 （Ｗｒｉｇｈｔ⁃Ｇｉｅｍｓａ 染色， ×１ ０００）

路， 从而促进多发性骨髓瘤细胞凋亡， 为其临床抗

肿瘤应用提供了重要理论依据。
在模型构建方面， ＮＣＧ 小鼠由于 Ｔ、 Ｂ、 ＮＫ

细胞联合缺失， 显著克服了传统免疫缺陷小鼠中人

源细胞植入率低的局限性［１９⁃２１］。 本研究通过尾静

脉注射人源 ＡＲＰ⁃１ 细胞来成功建立能真实模拟多

发性骨髓瘤骨髓微环境的模型， 该细胞在小鼠体内

分泌 κ 轻链， 验证了该模型对多发性骨髓瘤细胞⁃
骨髓微环境相互作用的高度模拟性［２２］。 脾脏中人

源 ＣＤ３８＋ ／ ＣＤ１３８＋细胞的比例高达 ４２􀆰 ６４％ ， 远高

于传统模型 （通常在 １０％ 以下）， 提示 ＮＣＧ 小鼠

在重建肿瘤微环境方面具有独特优势。 脾脏、 骨

髓中 ｈＣＤ１３８＋细胞比例的差异提示异常浆细胞可

能存在不同亚群或分化状态， 充分揭示了多发性
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注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 华蟾素在多发性骨髓瘤小鼠中的疗效评估 （ｘ±ｓ）

注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 小鼠脾脏、 骨髓中浆细胞流式细胞术分析 （ｘ±ｓ）

骨髓瘤的异质性和复杂性， 可能主要与 ＮＣＧ 小鼠

完全缺乏 ＮＫ 细胞功能、 免疫清除能力更低密切

相关。
机制研究表明， 华蟾素通过双重调控策略来克

服多发性骨髓瘤细胞的凋亡抵抗特性， 其核心作用

机制涉及激活外源性凋亡通路的关键分子 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
８， 通过特异性裂解 ＢＩＤ 蛋白来生成活性形式

ｔＢＩＤ， 进而诱导线粒体膜通透性转换［２３］， 可有效

激活下游效应分子 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 启动级联凋亡反应，
从而规避多发性骨髓瘤细胞中 ＭＣＬ⁃１ 等常见的抗

凋亡蛋白异常表达所介导的治疗耐受［２４］。 然而，
在 ＭＣＬ⁃１ 高表达的多发性骨髓瘤细胞模型中华蟾

素仍能表现出显著抗肿瘤活性， 提示其作用机制可

能是克服了传统 Ｂｃｌ⁃２ 家族蛋白异常表达所设定的

凋亡阈值［２５］。 以上结果提示， 除了激活外源性、

内源性凋亡通路外， 华蟾素还可能通过影响铁死

亡、 细胞周期阻滞、 代谢应激等其他非典型细胞死

亡机制来发挥抗肿瘤作用。
在药效方面， 华蟾素与标准治疗药物硼替佐米

表现出相当的抗瘤效果， 并且治疗过程中小鼠体质

量保持稳定， 进一步支持其作为安全替代治疗方案

的临床潜力。 然而， 本研究仍存在一定局限性， 包

括尚未明确华蟾素的直接作用靶点； 由于 ＮＣＧ 小

鼠缺乏完整免疫系统， 未能全面评估华蟾素对免疫

微环境的调控效应， 故后续可基于人源免疫系统重

建模型进行验证， 并且其潜在毒性仍需进一步

评估。
综上所述， 本研究从分子、 细胞、 动物多个层

面系统性证实华蟾素通过激活双重凋亡信号来有效

抑制多发性骨髓瘤进展， 展现出与标准治疗相当的
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疗效及更优的安全性， 结合高度拟真的 ＮＣＧ 小鼠

模型， 为该制剂应用于本病治疗的临床转化奠定了

坚实的理论基础。
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