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苦瓜蛋白MAP30通过AKT/mTOR通路促进多发性骨髓瘤细胞的自噬

和凋亡
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[摘 要] 目的：探讨苦瓜蛋白MAP30在多发性骨髓瘤中的作用及其机制。方法：将人骨髓瘤RPMI-8226、NCI-H929和

U266细胞为靶细胞，以不同浓度（1～10 μmol/L）的MAP30处理后，采用CCK-8法检测多发骨髓瘤细胞株RPMI-8226、NCI-H929

和U266的增殖能力，Annexin V/PI流式细胞术检测骨髓瘤细胞的凋亡情况，Wb实验检测骨髓瘤细胞凋亡相关蛋白（PARP）、自噬

相关蛋白（LC3II、P62）及AKT/mTOR通路相关蛋白的表达水平，CCK-8法、流式细胞术和Wb实验检测MAP30联合自噬激动剂

雷帕霉素（Rap）或自噬抑制剂巴弗洛霉素（Baf）作用后骨髓瘤细胞增殖、凋亡和自噬的变化。结果：MAP30（1～10 μmol/L）抑制

骨髓瘤细胞的增殖，且其对增殖的抑制呈时间和剂量依赖关系（P<0.05或P<0.01）。MAP30单独作用骨髓瘤细胞后，细胞凋亡和

细胞自噬增加，PARP裂解增多，LC3II表达水平增加，P62表达明显下降（均P<0.05或P<0.01）；MAP30+Rap作用骨髓瘤细胞后，

较单用MAP30细胞增殖率增加、细胞凋亡率减少、细胞自噬减少、PARP裂解降低、LC3II表达降低及P62表达增加（均P<0.05或P

<0.01）；相反，MAP30+Baf作用骨髓瘤细胞较单用MAP30，细胞增殖率减少、细胞凋亡率增加、细胞自噬增加、PARP裂解增加、

LC3II表达增加、P62表达降低（均P<0.05或P<0.01）；MAP30作用骨髓瘤细胞后，AKT/mTOR通路相关蛋白p-AKT和p-mTOR表

达水平明显降低（均P<0.05）。结论：MAP30可通过AKT/mTOR通路促进骨髓瘤细胞的凋亡和自噬，可能为骨髓瘤的治疗提供

新的治疗策略。
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Momordica protein MAP30 promotes apoptosis and autophagy via AKT/mTOR
pathway in multiple myeloma cell

HE Ying1, FANG Fang1, YAN Hongli2, JIANG Songfu1(1. Department of Hematology, the First Affiliated Hospital of Wenzhou Medical

University, Wenzhou 325015, Zhejiang, China; 2. Department of Laboratory Diagnosis, Changhai Hospital Affiliated to Naval Military

Medical University, Shanghai 200433, China)

[Abstract] Objective: To investigate the role of momordica protein MAP30 in multiple myeloma (MM) and the possible mechanism.

Methods: Human myeloma RPMI-8226, NCI-H929 and U266 cells were treated with MAP30 at different concentration (1-10 μmol/L)

and then the proliferation rates of cells were detected by CCK-8 assay. Annexin V/PI flow cytometry was used to evaluate the apoptosis

rate of myeloma cells, and the expressions of apoptosis-related protein (PARP), autophagy-related proteins (LC3II, P62) and Akt/mTOR

pathway-related proteins in multiple myeloma cells were also detected via Wb. The changes in cell proliferation, apoptosis and autopha-

gy after the treatment of MAP30 combined with autophagy agonist rapamycin (Rap) or autophagy inhibitor bafilomycin (Baf) were ob-

served by CCK-8, flow cytometry and Wb, respectively. Results: MAP30 (1-10 μmol/L) inhibited the proliferation of myeloma cells in

a time- and dose-dependent manner (P<0.05 or P<0.01). With MAP30 acting on myeloma cells alone, the apoptosis and autophagy of

MM cells, as well as the expression of PARP cleavage and LC3II increased while the expression of P62 decreased significantly (all P<

0.05 or P<0.01). After being treated with MAP30+Baf, compared with MAP30 treatment alone, the cell proliferation was remarkably

enhanced while cell apoptosis and cell autophagy were suppressed, besides, the expression of PARP cleavage and LC3II were decreased

and P62 level was augmented (all P<0.05 or P<0.01). Conversely, after being treated with MAP30+Baf, compared with MAP30 treat-
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ment or Baf treatment alone, cell proliferation and P62 level were reduced, while apoptosis and autophagy as well as the expressions of

PARP cleavage and LC3II level were increased (all P<0.05 or P<0.01). The expressions of p-AKT and p-mTOR were significantly re-

duced with the effect of MAP30 on myeloma cells (all P<0.05). Conclusion: MAP30 can promote the apoptosis and autophagy of my-

eloma cells through AKT/mTOR pathway, which may provide a new therapeutic strategy for treatment of multiple myeloma.

[Key words] multiple myeloma; momordica charantia protein; MAP30; AKT/mTOR pathway; autophagy; apoptosis

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(3): 299-305. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.03.008]

多发性骨髓瘤是一种起源于骨髓浆细胞的恶性

肿瘤，以骨髓微环境中恶性浆细胞克隆性增生、病态

产生和分泌大量单克隆免疫球蛋白为特征，并伴随

多器官浸润进而引起功能障碍。临床主要表现为骨

痛、贫血、肾功能不全和感染等[1]。据统计，多发性骨

髓瘤是第二常见的血液系统肿瘤，发病率占总数的

10%~15%，由于其难治性，其病死率占血液系统肿瘤

总数的 15%~20%，约占所有肿瘤病死率的 2%[2]。随

着蛋白酶体抑制剂、免疫调节剂等新药的使用和自

体干细胞移植技术的应用，在过去的几年里，骨髓瘤

患者的总体生存率得到显著提高[3]，但随着骨髓瘤克

隆演化、耐药等因素，寻找新型药物以改善多发性骨

髓瘤的预后迫在眉睫。在多发性骨髓瘤的抗肿瘤机

制中，抗凋亡分子的表达是众多抗肿瘤机制之一。

其中包括 3条主要的凋亡途径：内源性途径（线粒体

途径）；外源性途径（死亡受体途径）；内质网应激途

径，这 3 条途径最终都激活聚 - ADP -核糖聚合酶

（PARP）[4]。另一种细胞死亡过程是自噬。自噬是真

核生物中一种高度保守的自我消化途径，特征是能

够形成具有双层膜囊泡结构的自噬体，回收细胞质

内错误折叠的蛋白和受损的细胞器等，实现机体的

内环境稳态，在正常生理和疾病过程中都发挥着关

键作用[5-6]。有研究[7]显示，自噬过程复杂多样，涉及

大量分子和蛋白质，例如Beclin1、P62和LC3等，而这

些蛋白的表达水平在某种程度上能反映出细胞的自

噬水平。MAP30是从苦瓜种子中纯化提取的一种单

链核糖体失活蛋白，其相对分子质量约 30 000。

MAP30具有抗肿瘤和抗病毒双重活性，其抗肿瘤和

抗病毒活性可能与其RNA中N-糖苷酶活性有关[8]，

即MAP30通过水解腺嘌呤的糖苷键使核糖体构象发

生改变而影响其蛋白质合成[9]。MAP30在多种实体

肿瘤，如膀胱癌、肝癌、直肠癌中显示出促进肿瘤细

胞凋亡的活性[10-11]。本课题组前期研究[12]已经证实，

在血液系统疾病中，MAP30对急性髓系白血病细胞

有类似的促凋亡作用；而MAP30对多发性骨髓瘤的

作用目前尚未有研究报道，且 MAP30 具有来源广

泛，不易产生耐药性，探究MAP30对骨髓瘤的作用及

其机制有助于为治疗骨髓瘤提供新的思路。因此，

本研究首先研究苦瓜蛋白MAP30是否影响骨髓瘤细

胞的增殖，再进一步研究MAP30单药及联合自噬抑

制剂或自噬激动剂作用骨髓瘤细胞后，对细胞凋亡

和自噬的影响。另外，有报道证实AKT/mTOR信号

通路参与调节MM中的凋亡和自噬[13-14]。因此本研

究最后探讨MAP30是否也通过这一通路来参与调节

骨髓瘤细胞的凋亡和自噬，为复发性骨髓瘤的治疗

提供策略。

1 材料与方法

1.1 细胞株、药物及主要试剂

人骨髓瘤细胞株RPMI-8226、NCI-H929和U266

为本实验室保存，均培养于含 10%胎牛血清(Gibco)

的 RPMI 1640(Gibco)培养基中，置于 37 ℃、5% CO2

培养箱。MAP30购于成都医学院，使用前将其冻干

粉融于磷酸盐缓冲液中，配制成为 5 mg/ml，过滤除

菌，4 ℃贮存。CCK-8试剂盒购于日本Dojindo生物

试剂公司，Annexin V/PI凋亡试剂盒购用中国联科生

物试剂公司，PMSF蛋白酶抑制剂、BCA蛋白质测定

试剂盒购于碧云天生物科技公司，磷酸酶抑制剂购

于罗氏生物试剂公司，GAPDH单克隆抗体、LC3II单

克隆抗体、P62单克隆抗体、PARP单克隆抗体、AKT/

p-AKT单克隆抗体、mTOR/p-mTOR单克隆抗体均购

于美国CST公司。自噬激动剂雷帕霉素（rapamycin，

Rap）、自噬抑制剂巴弗洛霉素（bafilomycin，Baf）购于

美国Selleck公司。

1.2 人骨髓瘤 RPMI-8226、NCI-H929 和 U266 细胞

的培养和分组

人骨髓瘤细胞株RPMI-8226、NCI-H929和U266

置于 37 ℃、5% CO2培养箱内培养，待细胞汇合度达

90%时，将细胞洗脱后按照 1∶2稀释，并将细胞悬液

传到新的培养瓶中，加入新鲜含10%胎牛血清的RPMI

1640培养基继续培养。实验分组：对照组 0 µmol/L

MAP30（Con），5 nmol/L Rap，10 nmol/L Baf；实验组

4 µmol/L MAP30，4 µmol/L MAP30+5 nmol/L Rap，4

µmol/L MAP30+10 nmol/L Baf。

1.3 CCK-8法检测MAP30对骨髓瘤细胞增殖活性

的影响

将人骨髓瘤细胞株 RPMI-8226、NCI-H929 和

U266以5×104个/ml的细胞密度接种于96孔板，每孔

100 μl细胞悬液，并加入不同浓度的MAP30（0、1、2、

4、8、10 µmol/L），每个浓度设3个平行孔。药物分别
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作用24、48和72 h后，每孔加入10 µl CCK-8试剂后，

再继续作用1~4 h后，用酶标仪在450 nm处检测光密

度（D）值，观察不同时间下不同浓度MAP对骨髓瘤

细胞增殖率的影响。另外，同样按照5×104个/ml的细

胞密度接种于 96孔板，每孔依照上述实验分组分别

加入MAP30、Rap或Baf，药物联合作用48 h后，加入

CCK-8后测定细胞增殖活性。实验重复3次。

1.4 流式细胞术检测MAP30对骨髓瘤细胞凋亡的

影响

将人骨髓瘤细胞以 1×105个/ml的细胞密度接种

于12孔板，每孔加入细胞悬液2 ml，每孔加入不同浓

度的MAP30（0、1、4 µmol/L）。药物作用24、48 h后，

收集细胞悬液，洗涤混匀后，取 200 µl细胞悬液至流

式细胞细胞管，分别加入 5 µl 的 Annexin V-FITC 和

10 µl的PI，室温避光孵育15 min，用细胞流式仪检测

细胞凋亡率。另外，同样按照1×105个/ml的细胞密度

将细胞接种于 12孔板，每孔按照上述实验分组分别

加入MAP30、Rap或Raf，药物联合作用 48 h后采用

流式细胞术测定细胞凋亡率。实验重复3次。

1.5 Wb实验检测MAP30对骨髓瘤细胞凋亡、自噬

及AKT/mTOR通路相关蛋白表达的影响

将骨髓瘤细胞以 1×106个/ml的细胞密度接种于

6孔板，每孔加入细胞悬液 6 ml，每孔加入不同浓度

的MAP30（0、1、4 µmol/L）。药物作用 48 h后，收集

细胞悬液，提取总蛋白，采用BCA蛋白质测定试剂盒

测定蛋白浓度。按照蛋白质印迹分析技术[12]，进行

SDS-PAGE电泳分离、转移至PVDF膜、抗体封闭，分

别加入凋亡相关蛋白 PARP 、自噬相关蛋白 LC3II、

P62 及 AKT / mTOR 通路相关蛋白 AKT、p -AKT、

mTOR、p-mTOR 和内参 GAPDH 等抗体孵育后，用

Bio-Rad图像分析分析条带的光密度，观察蛋白表达

水平的变化。另外，同样按照1×106个/ml的细胞密度

将细胞接种于 12孔板，每孔按照上述实验分组分别

加入MAP30、Rap或Raf，药物联合作用 48 h后采用

Wb 测定药物联合作用后骨髓瘤细胞凋亡、自噬及

AKT/mTOR通路相关蛋白表达情况。实验重复3次。

1.6 统计处理

采用 SPSS19.0 和 GraphPad Prism 5.0 统计学软

件，计算数据以 x̄±s表示，两组间比较采用 t检验，多

组间比较采用卡方检验，以 P<0.05或 P<0.01表示差

异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 MAP30抑制骨髓瘤细胞的增殖能力

CCK-8法检测结果(图 1)显示，3种骨髓瘤细胞

PRMI - 8226、NCI - H929、U266 在不同浓度（1～10

μmol/L）的MAP30作用下，细胞增殖的抑制效果呈现

剂量依赖性（P<0.05或P<0.01）；不同作用时间下（24

～72 h），对细胞增殖的抑制呈现时间依赖性（均 P<

0.05或P<0.01）。上述结果表明，MAP30可抑制骨髓

瘤细胞的增殖活性，且其对细胞增殖的抑制作用呈

时间和剂量依赖关系。

*P<0.05, **P<0.01 vs 24 h group

图1 CCK-8法检测MAP30对3种不同骨髓瘤细胞株增殖的抑制效果

Fig.1 MAP30 inhibits cell proliferation of multiple myeloma cells by CCK-8

2.2 MAP30促进骨髓瘤细胞的凋亡和自噬

流式细胞术检测结果显示，不同浓度（0～4

µmol/L）的MAP30作用骨髓瘤细胞 24、48 h后，细胞

凋亡率明显提高（P<0.05或P<0.01，图2A）。Wb检测

结果显示，不同浓度（0～4 µmol/L）的MAP30作用骨

髓瘤细胞48 h后，细胞凋亡相关蛋白PARP裂解程度

明显增加（P<0.05，图 2B）；自噬相关蛋白P62表达水

平明显降低，LC3II表达水平明显升高（均P<0.05，图

2C），提示在MAP30抑制骨髓瘤细胞增殖过程中有

部分细胞发生自噬变化。

2.3 MAP30通过同时促进骨髓瘤细胞的自噬和凋

亡发挥抗肿瘤作用

CCK-8法检测结果显示，MAP30+Rap作用骨髓

瘤细胞后，对细胞增殖抑制率明显高于MAP30、Rap

和 Con，MAP30 高于 MAP30+Baf、Baf 和 Con（均 P<

0.05或 P<0.01，图 3A）。流式细胞术检测结果显示，
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MAP30+Rap组细胞凋亡率明显高于MAP30、Rap和

Con（均 P<0.05 或 P<0.01，图 3B），表明 MAP30+Rap

相较单用MAP30或Rap细胞凋亡率明显增加，PARP

表达水平增加。Wb检测结果显示，MAP30+Rap作

用骨髓瘤RPMI-8226、H929、U266细胞 48 h，其凋亡

蛋白 PARP表达升高、自噬蛋白 P62降低和LC3II表

达升高（均P<0.05或P<0.01，图3C）。以上结果表明，

MAP30能抑制骨髓瘤细胞增殖，促进细胞凋亡，诱导

细胞自噬，其中凋亡和自噬共同发挥杀伤肿瘤细胞

作用。

*P<0.05, **P<0.01

A: Flow cytometry was used to detect the apoptotic rates of RPMI-8226, H929 and U266 cells 24 and 48 h after treatment with 0, 1 and

4 µmol/L MAP30; B: Wb was used to detect the expression of PARP protein in RPMI-8226, H929 and U266 cells treated with 0, 1 and

4 µmol/L MAP30 for 48 h; C: Wb was used to detect the expression levels of autophagic protein P62 and LC3II in RPMI-8226, H929,

U266 cells for 48 h after treatment with 0, 1 and 4 µmol/L MAP30. 1: MAP30 1 µmol/L group; 4: MAP30 4 µmol/L group

图2 MAP30对骨髓瘤细胞凋亡和自噬的影响

Fig.2 Effect of MAP30 on the apoptosis and autophagy of multiple myeloma cells

2.4 MAP30可能通过AKT/mTOR 通路调节骨髓瘤

细胞的自噬和凋亡

Wb检测结果（图4）显示，MAP30（0～4 µmol/L）

作用骨髓瘤细胞后，随着浓度的升高，通路相关蛋白

磷酸化的AKT(p-AKT)及磷酸化的mTOR（p-mTOR）

表达水平明显降低（均P<0.05），表明MAP30有可能

通过AKT/mTOR通路来促进骨髓瘤细胞凋亡，诱导

细胞自噬。

3 讨 论

多发性骨髓瘤是一种难治的血液系统肿瘤，其

主要表现为分泌大量的单克隆免疫球蛋白并累及身

体其他系统和器官[15]。随着蛋白酶体抑制剂和免疫

调节剂等新药的使用，以及自体干细胞移植技术和

支持治疗的改善，在过去的几年时间里，骨髓瘤患者

的总体生存率得到显著提高[3]，但是伴随着骨髓瘤克

隆演化、耐药性的产生，寻找一种新型的治疗方法非

常必要。

自噬作为一种高度保守的由应激诱导的能量代

谢过程[16]，通常认为自噬在饥饿时通过降解回收细胞
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质内物质和细胞器而得以存活，其对于细胞是一种

保护机制。但是近年研究发现，自噬在肿瘤中发挥

着一把双刃剑的作用。有证据[17]显示，自噬在转化细

胞中升高且有益于肿瘤的维持和进展。另一方面，

也有证据[18]表明，过度自噬可以作为肿瘤的抑制机

制。多发性骨髓瘤产生的大量蛋白引起蛋白应激，

通过泛素蛋白酶体系统分解折叠蛋白反应和自噬来

消化过多的蛋白。显而易见，在骨髓瘤细胞中自噬

通过清除细胞内聚集的蛋白发挥保护性的作用。而

在最近的研究中，有学者[19]认为，失去调节的自噬可

导致多发性骨髓瘤细胞自体破坏，但如何通过调节

自噬达到抗肿瘤和改善疾病的进展仍然需要更深层

次的探究。

*P<0.05, **P<0.01

A: MAP30 combined with Rap reduces the increment rate of RPMI-8226, H929 and U266 cells by CCK-8; B: MAP30 combined with

Rap increases apoptotic rate of RPMI-8226, H929 and U266 cells by flow cytometry; C: Effects of MAP30 combined with Rap on the

expressions of apoptotic protein PARP, autophagic protein P62 and LC3II in myeloma RPMI-8226, H929 and U266 cells by Wb

图3 MAP30诱导骨髓瘤细胞的凋亡和自噬

Fig.3 MAP30 induced apoptosis and autophagy of myeloma cells

MAP30作为一种提取自苦瓜种子中的蛋白[8]，来

源广泛，价格相对便宜。在既往的研究[10-11]中，已经

发现其对直肠癌、肝癌、肺癌细胞有杀伤和促凋亡作

用，但是MAP30对骨髓瘤的作用未曾涉及到。本研

究首先探讨了MAP30影响骨髓瘤细胞RPMI-8226、

NCI-H929和U266的增殖活性。CCK-8法检测不同

浓度（0～10 μmol/L）的MAP30作用骨髓瘤细胞后，

在不同时间点（24、48、72 h）检测发现，MAP30对骨

髓瘤细胞增殖有抑制作用，且其抑制细胞增殖呈时

间和剂量依赖关系，证实MAP30对细胞增殖有影响。
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为了进一步验证MAP30是否通过调控骨髓瘤细胞的

凋亡或者自噬来抑制增殖，MAP30（0～4 µmol/L）分

别作用骨髓瘤细胞 24、48 h后，行Annexin V/PI流式

细胞术进行检测，结果显示，MAP30 可促进骨髓瘤

RPMI - 8226、H929、U266 细胞的凋亡。同时，对

MAP30作用48 h的细胞提取蛋白后行Wb检测，结果

发现，MAP30作用后骨髓瘤细胞PARP裂解增多，提

示MAP30促进骨髓瘤细胞凋亡，从而杀伤骨髓瘤细

胞。目前已有研究[16]证实，MAP30可通过诱导自噬

发挥抗肿瘤作用，因此本研究进一步观察了MAP30

对骨髓瘤细胞自噬水平的影响。将不同浓度（0～4

µmol/L）的MAP30作用于RPMI-8226、H929、U266细

胞株48 h后，Wb检测结果显示，随MAP30浓度增加，

自噬相关蛋白P62表达水平明显降低，LC3II表达明

显增加，此结果提示在MAP30抑制骨髓瘤细胞增殖、

促进细胞凋亡这一过程中，自噬相关蛋白表达水平

发生变化，说明可能有部分细胞发生了自噬。目前

有研究[20]认为，凋亡和自噬并不是两个相互独立的过

程，两者可协同发挥抗肿瘤的作用。已有文献[15]报

道，在神经酰胺治疗乳腺癌和结肠癌中均发现凋亡

与自噬的同时上调。因此本研究将继续探寻MAP30

抗肿瘤作用中凋亡和自噬之间的关系，使用自噬激

动剂Rap及自噬抑制剂Baf，分别通过促进和抑制自

噬来观察细胞的变化从而探讨MAP30是否也通过诱

导细胞自噬来发挥抗肿瘤的作用。本研究结果显

示，MAP30+Rap相较单用MAP30或Rap后，对细胞

增殖的抑制程度增加，PARP表达水平增加，细胞凋

亡增加，P62表达水平降低，LC3II表达水平增加，细

胞自噬增加。相反，MAP30+Raf后较单用MAP30对

细胞增殖的抑制程度降低，PARP表达水平降低，细

胞凋亡减少，P62 表达水平增加，LC3II 表达水平降

低，细胞自噬减少。表明MAP30能抑制骨髓瘤细胞

增殖，促进细胞凋亡，诱导细胞自噬，其中凋亡和自

噬共同发挥杀伤肿瘤作用。

1: MAP30 1 µmol/L group; 4: MAP30 4 µmol/L group

图4 AKT/mTOR通路中MAP30对骨髓瘤细胞自噬和凋亡的影响

Fig.4 Effect of MAP30 on autophagy and apoptosis of multiple myeloma cells in Akt/mTOR pathway

有文献[21-22]报道，氯碘喹啉通过mTOR信号通路

诱导了白血病和骨髓瘤细胞的自噬和凋亡，且AKT/

mTOR 通路对于细胞正常的能量代谢、细胞增殖以

及细胞的生存和凋亡都起到关键性作用。因此，本

研究将初步探讨 MAP30 促进自噬和凋亡与 AKT/

mTOR 通路的关系。将（0～4 µmol/L）的MAP30作

用骨髓瘤细胞株48 h后，Wb检测结果显示p-AKT及

p-mTOR 水平明显降低。说明 MAP30 有可能通过

AKT/mTOR通路来促进骨髓瘤细胞凋亡，诱导细胞

自噬。

综上所述，本研究发现苦瓜蛋白MAP30能抑制

骨髓瘤细胞增殖、促进凋亡、诱导自噬，且自噬协同

凋亡共同发挥抗骨髓瘤细胞作用，其机制可能通过

AKT/mTOR通路来调节骨髓瘤细胞的自噬和凋亡。

因此，苦瓜蛋白MAP30有望成为一种针对多发性骨

髓瘤新的治疗药物。
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