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【摘要】 目的 揭示SOX2蛋白及趋化相关基因CCR1、CCR2和MCP-1影响骨髓瘤细胞生物学特性的机制。

方法 本研究以骨髓瘤细胞株H929为研究对象，采用随机数表法将细胞分为空白对照组、阴性对照组和实验组。

空白对照组为不进行任何处理的骨髓瘤细胞株H929，阴性对照组为转染慢病毒 rLV-ZPP的稳转株H929-ZPP，实验

组为转染慢病毒 rLV-hsox2-ZsGreen-Puro的稳转株H929-hsox2。采用Western blot检测各组细胞中SOX2蛋白表

达，采用实时荧光定量PCR反应(RT-PCR)测定各组细胞中CCR1、CCR2和MCP-1基因表达，相应基因的相对表达

水平用2-ΔΔCT代表。采用酶标仪测定细胞在450 nm处的吸光度值，计算细胞生存率。采用流式细胞仪计算各组细

胞的凋亡率。结果 实验组的 SOX2 蛋白表达为 (1.38±0.07)，高于空白对照组的 (1.04±0.06)和阴性对照组的

(0.72±0.07)，差异均有统计学意义(P<0.05)；实验组的 CCR1、CCR2和 MCP-1基因表达水平分别为(4.37±0.33)、

(4.45±0.38)、(10.72±1.14)，高于空白对照组的(2.14±0.15)、(2.21±0.17)和(5.17±0.35)和阴性对照组的(1.22±0.10)、

(1.16±0.09)和(1.59±0.09)，差异均有统计学意义(P<0.05)；实验组的细胞生存率为(40.53±2.21)%，低于空白对照

组的 (86.85±5.17)%和阴性对照组的 (95.07±7.08)%，差异均有统计学意义 (P<0.05)；实验组的细胞凋亡率为

(58.56±3.25)%，高于空白对照组的 (12.15±1.14)%和阴性对照组的 (4.93±2.12)%，差异均有统计学意义 (P<

0.05)。结论 SOX2基因在细胞周期中特定时期的高表达会导致骨髓瘤细胞的凋亡。CCR1、CCR2和MCP-1基因参与了

骨髓瘤细胞恶性增殖，其在细胞中的异常表达为骨髓瘤细胞提供合适的环境，导致疾病复发和抗凋亡的发生。
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【Abstract】 Objective To reveal the molecular mechanism of SOX2 protein and chemotaxis related genes

CCR1, CCR2 and MCP-1 on the biological characteristics of myeloma cells. Methods In this study, myeloma cell line

H929 was taken as the research objects. Using random number method, the cells were divided into blank control group

(myeloma cell strain H929 without any treatment), negative control group (stable strain H929-ZPP transfected with lenti-

virus rLV-ZPP) and experimental group (stable transgenic strain H929-hsox2 transfected with lentivirus rLV-hsox2-Zs-

Green-Puro). Western blot was used to detect the expression of SOX2 protein in each group. The expression of CCR1,

CCR2 and MCP-1 genes in the cells of each group were detected by real-time quantitative PCR reaction (RT-PCR). The

relative expression level of the corresponding genes was represented by 2-ΔΔCT. The absorbance value of cells at 450 nm

was measured by enzyme labelling apparatus, and cell survival rate was calculated. The apoptotic rate of each group was

calculated by flow cytometry. Results The expression of SOX2 protein in the experimental group was (1.38±0.07),

which was significantly higher than (1.04±0.06) in the blank control group and (0.72 ± 0.07) in the negative control group

(P<0.05). The expression levels of CCR1, CCR2 and MCP-1 were (4.37±0.33), (4.45±0.38), (10.72±1.14) in the experi-

mental group, significantly higher than (2.14±0.15), (2.21±0.17), (5.17±0.35) in the blank control group and (1.22±0.10),

(1.16±0.09), (1.59±0.09) in the negative control group (P<0.05). The cell survival rate of the experimental group was

(40.53±2.21)%, significantly lower than (86.85±5.17)% in the blank control group and (95.07±7.08)% in the negative con-

trol group (P<0.05). The apoptosis rate of the experimental group was (58.56±3.25)%, significantly higher than (12.15±

1.14)% in the blank control group and (4.93±2.12%) in the negative control group (P<0.05). Conclusion High expres-

sion of SOX2 gene in the cell cycle will lead to the apoptosis of myeloma cells. CCR1, CCR2 and MCP-1 genes are in-

volved in the malignant proliferation of myeloma cells. The abnormal expression in the cells provides a suitable environ-

ment for myeloma cells, which leads to the recurrence of disease and the occurrence of anti-apoptosis.
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肿瘤组织细胞的分化程度是影响恶性肿瘤预后

的重要因素[1]。多发性骨髓瘤(multiple myeloma，MM)

是一种B淋巴细胞的恶性肿瘤，表现为浆细胞在骨髓

中的克隆性异常扩增[2]。临床症状包括骨痛、贫血、肾

功能不全等[3]。MM细胞的生长和增生主要发生在骨

髓内，因此骨髓微环境对于支持MM细胞的生长和存
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活具有极其重要的作用[4]。骨髓瘤细胞通过细胞与细
胞、细胞与细胞外基质、蛋白或可溶性调节因子如细
胞因子、趋化因子和生长因子等与骨髓微环境产生联
系[5]。SOX2是MM细胞的重要转录因子，决定着细胞
分化的方向与速度[6]。在MM细胞中，单核细胞趋化蛋
白-1 (MCP-1)主要由骨髓基质细胞表达。MCP-1对
MM细胞具有趋化性，且能够诱导MM细胞核骨髓基
质细胞黏附，是MM发生过程中的关键因子[7]。趋化因
子受体CCR-1和CCR-2是相应趋化因子的配体。本
研究旨在探究SOX2蛋白及趋化相关基因CCR1、CCR2
和MCP-1影响骨髓瘤细胞生物学特性的分子机制。

1 材料与方法

1.1 细胞培养及分组[9] 以骨髓瘤细胞株H929

为研究对象。将H929细胞悬浮于含 10%灭活小牛血
清的培养基中，调整细胞浓度为1×107~1×108个/L。取
对数生长期细胞，分别接种于 24 孔板和 96 孔板中。
然后于 37℃、100%湿度、5%CO2细胞培养箱中，培养
24 h，备用。将上述细胞采用随机数表法随机分为
空白对照组、阴性对照组和实验组，每组包括 20 个
培养皿。空白对照组不进行任何处理的骨髓瘤细胞
株 H929，阴性对照组为转染慢病毒 rLV-ZPP 的稳转
株 H929-ZPP，实验组为转染慢病毒 rLV-hsox2-Zs-

Green-Puro的稳转株H929-hsox2。
1.2 SOX2蛋白表达的检测
1.2.1 总蛋白的提取 取各组细胞，采用预冷的

磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤 3次。然后加入蛋白裂解液
裂解细胞(RIPA: PMSF=100:1)，冰上裂解30 min后，采
用超声细胞粉碎仪破碎细胞。使用离心机10 000×g，
4℃离心10 min，取上清即为总蛋白，然后-80℃保存备
用。蛋白浓度的测定采用BCA法，以牛血清白蛋白为
标准品绘制标准曲线。

1.2.2 Western blot 检测 SOX2 蛋白表达 [10] 将
上述总蛋白 SDS-PAGE 凝胶电泳后，转膜到 PVDF

膜上。将膜采用 5%脱脂奶粉封闭液中，室温封闭
40 min。然后分别加入 SOX2的一抗和兔抗人 SOX2

多克隆抗体，孵育过夜和 40 min。使用TBST进行漂
洗3次后，ECL化学发光法显色。

1.3 CCR1、CCR2和MCP-1基因表达的测定
1.3.1 总RNA提取 取各组细胞，离心后弃去上

清，然后PBS洗涤3遍，加入1 mL的Trizol (RNA抽提
液)，充分裂解细胞，加入 0.2 mL 氯仿/Trizol (1:1)，涡
旋震荡 15 s 后冰上静置 5 min，然后采用离心机 4℃
于 10 000×g离心15 min；取0.5 mL上清液，加入0.5 mL

预冷的异丙醇，-20℃放置 20 min；采用离心机 4℃于
10 000×g 离心 15 min；弃去上清后，采用 75%乙醇/

Trizol (1:1)洗涤 3 次；0.1% DEPC 水充分溶解 RNA。
使用紫外分光光度仪测定上述RNA溶液在260 nm和
280 nm处的吸光度，以A260/A280比值表征RNA浓度，比
值在1.8~2.0之间为纯度合适。

1.3.2 RNA 逆 转 录 反 应 采 用 RevertAidTM

First-Strand cDNA Synthesis Kit RNA逆转录试剂盒进
行RNA逆转录反应。引物设计由广东易锦生物技术
有限公司设计合成。然后采用实时荧光定量PCR反
应(RT-PCR)测定CCR1、CCR2和MCP-1基因表达。相
应基因的相对表达水平用2-ΔΔCT代表[11]。

1.4 生物学特性
1.4.1 细胞增殖能力 [12] 调整细胞浓度为 1×

105 个/mL，然后取100 μL接种到96孔培养板中，设置
4个重复试验。以等量的培养液作为空白对照。采用
200 μL的PBS液对 96孔板进行边缘封闭作用。将培
养板置于 37℃、5%二氧化碳培养箱内孵育 48 h 后加
入10 μL/孔CCK工作液。上述条件继续培养2 h。采
用酶标仪测定各孔在450 nm处的吸光度值，然后计算
细胞生存率。

1.4.2 细胞凋亡水平 [13] 调整细胞浓度为 1×

106个/mL，采用离心机于2 000 r/min离心10 min (4℃)，
弃去上清。加入 300 µL的 1×Binding Buffer重悬细胞
后，用 5 µL 的 Annexin V-FIFC 避光室温(25±2)℃标记
15 min，然后采用 5 µL 的 PI 溶液避光标记 5 min，最
后加入200 µL的Binding Buffer，上流式细胞仪进行流
式检测，并根据结果计算细胞凋亡率。

1.5 统计学方法 应用SPSS20.0统计软件(美国
IBM公司)分析数据，计量资料以均数±标准差(x-±s)表
示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较
采用LSD-t检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 SOX2蛋白表达 实验组的SOX2蛋白表达
高于空白对照组和阴性对照组，三组间比较差异有统
计学意义(P<0.05)，见表1。

2.2 CCR1、CCR2和MCP-1基因表达 实验组的
CCR1、CCR2和MCP-1基因表达水平明显高于空白对
照组和阴性对照组，差异均具有统计学意义(P<0.05)，
见表2。

表1 三组细胞的SOX2蛋白表达情况比较(x-±s)

组别

空白对照组

阴性对照组

实验组

F值

P值

SOX2蛋白表达水平

1.04±0.06b

0.72±0.07a

1.38±0.07ab

16.51

0.000

注：与空白对照组比较，aP<0.05；与阴性对照组比较，bP<0.05。

表2 三组细胞的CCR1、CCR2和MCP-1基因表达水平比较(x-±s)

组别

空白对照组

阴性对照组

实验组

F值

P值

CCR1基因

2.14±0.15b

1.22±0.10a

4.37±0.33ab

18.20

0.000

CCR2基因

2.21±0.17b

1.16±0.09a

4.45±0.38ab

22.15

0.000

MCP-1基因

5.17±0.35b

1.59±0.09a

10.72±1.14ab

25.46

0.000

注：与空白对照组比较，aP<0.05；与阴性对照组比较，bP<0.05。

··2378



2.3 生物学特性 实验组的细胞生存率低于空

白对照组和阴性对照组，差异均有统计学意义(P<

0.05)；实验组的细胞凋亡率高于空白对照组和阴性对

照组，差异均有统计学意义(P<0.05)，见表3。

3 讨 论

多发性骨髓瘤(MM)是一种B淋巴细胞的恶性肿

瘤，MM患者通常以骨痛起病。机体内表现为浆细胞

在骨髓中的克隆性异常扩增[14]。骨髓瘤细胞通过细胞

与细胞、细胞与细胞外基质，蛋白或可溶性调节因子

如细胞因子、趋化因子和生长因子等，与骨髓微环境

产生联系 [15]。SOX2 是 MM 细胞的重要转录因子，决

定着细胞分化的方向与速度 [16]。在 MM 细胞中，

MCP-1主要由骨髓基质细胞表达，对MM细胞具有趋

化性，且能够诱导MM细胞核骨髓基质细胞黏附，是

MM 发生过程中的关键因子。趋化因子受体 CCR-1

和 CCR-2 是相应趋化因子的配体，在 MM 细胞表面

CCR-1和CCR-2与相应的配体(MIP-1a和MCP-1)相

互作用[17]。趋化因子受体CCR-1和CCR-2的缺失会

导致MM细胞在循环中的扩散[18]。

本研究显示，转染慢病毒 rLV-ZPP 的稳转株

H929-ZPP(0.72)显著低于空白对照组，转染慢病毒

rLV-hsox2-ZsGreen-Puro 的 稳 转 株 H929-hsox2 的

SOX2蛋白表达增高至 1.38。转染慢病毒 rLV-ZPP的

稳转株H929-ZPP (95.07%)的细胞生存率明显高于空

白对照组，转染慢病毒 rLV-hsox2-ZsGreen-Puro 的稳

转株 H929-hsox2 的细胞生存率明显降低至 40.53%。

转染慢病毒 rLV-ZPP的稳转株H929-ZPP的细胞凋亡

率低于空白对照组，即转染慢病毒 rLV-hsox2-Zs-

Green-Puro 的稳转株 H929-hsox2 的细胞凋亡率明显

升高。这说明 SOX2 在骨髓瘤细胞的发生和发展中

过程中具有重要作用。具体体现在 SOX2 对骨髓瘤

细胞的增殖出现明显抑制现象，且呈现促进骨髓瘤

细胞的细胞凋亡。这一结果进一步说明了 SOX2 基

因在细胞周期中特定时期的高表达会导致骨髓瘤细

胞的凋亡。

趋化因子CCR1和CCR2可通过结合细胞膜上相

应的趋化因子受体(MIP-1a和MCP-1)发挥作用。本

研究发现，转染慢病毒 rLV-ZPP 的稳转株 H929-ZPP

明显低于空白对照组，转染慢病毒 rLV-hsox2-Zs-

Green-Puro的稳转株H929-hsox2的SOX2蛋白表达显

著性增高。该结果说明，骨髓瘤细胞中存在多种趋化

及趋化因子，对其趋化迁移发挥着重要作用。在MM

细胞表面 CCR-1 和 CCR-2 与相应的配体(MIP-1a 和

MCP-1)相互作用。趋化因子受体CCR-1和CCR-2的

缺失会导致MM细胞在循环中的播散。

综上所述，SOX2基因在细胞周期中特定时期的高

表达会抑制骨髓瘤细胞的增殖和导致骨髓瘤细胞的

凋亡[19]。CCR1、CCR2和MCP-1基因参与了骨髓瘤细

胞恶性增殖，其在细胞中的异常表达为骨髓瘤细胞提

供合适的环境，导致疾病复发和抗凋亡的发生[20]。
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氧合指数等相关指标及血管外肺水指数
对急性呼吸窘迫综合征患者预后的判断价值

陈智峰，贵春梅

(常德市第一人民医院重症医学科，湖南 常德 415000)

【摘要】 目的 探讨氧合指数等相关指标及血管外肺水指数对急性呼吸窘迫综合征(ARDS)患者预后的判断

价值。方法 对2016年1月至2017年4月间常德市第一人民医院 ICU收治的68例ARDS患者的临床资料进行回

顾性分析，依据预后将其分为存活组50例和死亡组18例，对其入住 ICU之后的氧合指数等相关指标及血管外肺水指

数的变化进行对比分析。结果 死亡组患者的APACHEⅡ评分为(33.29±8.53)分，明显高于存活组的(20.17±6.81)分，

差异有统计学意义(P<0.05)；存活组患者第2天及第3天的血管外肺水指数及CI指标水平较第1天呈下降趋势，且明

显低于同时间段死亡组水平，差异均有统计学意义(P<0.05)；而存活组患者氧合指数指标在第2天及第3天时较第1天

呈上升趋势，且明显高于同时间段死亡组水平，差异均有统计学意义(P<0.05)；血管外肺水指数与氧合指数之间呈负

相关性(r=-0.91，P=0.001)，而与CVP之间无相关性(r=-0.06，P>0.05)。结论 对氧合指数等相关指标及血管外肺水指

数进行动态监测，在一定程度上有利于对急性呼吸窘迫综合征患者的预后及病情进行判定，具有重要的临床价值。

【关键词】 急性呼吸窘迫综合征；氧合指数；血管外肺水指数；预后价值
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Value of oxygenation index and other related indicators and extravascular lung water index in predicting the
prognosis of patients with acute respiratory distress syndrome. CHEN Zhi-feng, GUI Chun-mei. Department of
Intensive Care, the First People's Hospital of Changde City, Changde 415000, Hunan, CHINA

【Abstract】 Objective To investigate the value of oxygenation index and related indexes and extravascular lung

water index in predicting the prognosis of patients with acute respiratory distress syndrome (ARDS). Methods The clini-

cal data of 68 patients with ARDS were retrospectively analyzed, who were admitted to the First People's Hospital of

Changde City from January 2016 to April 2017 were divided into survival group (n=50) and death group (n=18) accord-

ing to their prognosis. Comparative analysis was conducted on changes of oxygenation index and other indicators and ex-

travascular lung water index after their admission to ICU. Results The APACHE Ⅱ score of the patients in the death

group was (33.29±8.53), significantly higher than (20.17±6.81) in the survival group (P<0.05). The level of the extravas-

cular lung water index and CI index on the 2nd and 3rd day of the survival group showed a downward trend compared with

the first day, and were significantly lower than the level of the death group at the same time (P<0.05); while the oxygen-

ation index of the surviving group showed an upward trend on the 2nd and 3rd day than on the 1st day, and were significant-

ly higher than the level of the death group at the same time; all differences were statistically significant (P<0.05). Extra-

vascular lung water index was negatively correlated with oxygenation index (r=-0.91, P=0.001), but had no correlation

with CVP (r=-0.06, P>0.05). Conclusion Dynamic monitoring of oxygenation index and other related indicators and

extravascular lung water index is helpful to determine the prognosis and condition of patients with acute respiratory dis-

tress syndrome to a certain extent, which has important clinical value.

【Key words】 Acute respiratory distress syndrome; Oxygenation index; Extravascular lung water index; Prognos-

tic value
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