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AG490上调 BATF2表达抑制淋巴瘤细胞增殖 *
周 杰 周荣斌 吴 双 曾 瑞 李建军 梁后杰△

（第三军医大学西南医院肿瘤科 重庆 400038）

摘要 目的：AG490作为 JAK2/STAT3通路的抑制剂，在对肿瘤细胞的抑制作用上所展现出的高效低毒性，使其有望成为临床上

治疗肿瘤的一种可能的药物。然而，AG490的抗瘤机制尚未明确。因此，本文拟对 AG490抑制淋巴瘤细胞增殖的效应及其作用机

制进行进一步探讨，为 AG490应用于临床提供实验依据。方法：用不同剂量的 AG490处理淋巴瘤细胞（Namalwa和 JeKo-1）、Ju-

rkat T淋巴细胞性白血病细胞和 THP-1单核细胞性白血病细胞 24小时，CCK-8法检测 AG490 (0 滋M、2 滋M、20 滋M、50 滋M、200

滋M)对上述细胞的增殖抑制作用，实时定量 PCR法检测 BATF2 mRNA的变化，Western blot法检测其蛋白水平的变化，细胞转染
siRNA法抑制 BATF2表达后 CCK8法检测 AG490 对 Namalwa细胞的增殖抑制效应。结果：AG490呈剂量依赖性地抑制 Na-

malwa、JeKo-1、Jurkat细胞的增殖(P<0.05)，同时上调其 BATF2 mRNA水平和蛋白水平的表达(P<0.05)。对于无显著抑制作用的
THP-1细胞，BATF2的表达亦未见升高(P>0.05)。siRNA法抑制 BATF2基因表达后，AG490对 Namalwa细胞的增殖抑制效果明

显降低(P<0.05)。结论：AG490杀肿瘤细胞的效率与其诱导的 BATF2的表达呈正相关，抑制 BATF2的表达后 AG490抑制肿瘤细

胞增殖的效率明显降低。因此，AG490可能是通过上调 BATF2表达的方式抑制淋巴瘤细胞增殖。这意味着 BATF2是 AG490杀
伤淋巴瘤细胞的作用靶点，可能为新药的开发做出一定的贡献。
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AG490 Suppresses Lymphoma Cell Proliferation by up-regulating BATF2
Expression*

The inhibitory effect of AG490, the JAK2/STAT3 pathway inhibitor, on tumor cells with high efficiency

and low toxicity makes it a potential drug that is clinically used to treat tumor. Nevertheless, the mechanism how AG490 suppresses

tumor remains not elusive. Therefore, this paper will investigate the effect and the mechanism of AG490 suppressing lymphoma cell pro-
liferation. Lymphoma cells (Namalwa and JeKo-1), T-cell leukemia cells(Jurkat) and monocytic leukemia cells(THP-1) were

treated with different doses of AG490(0 滋M, 20 滋M and 50 滋M) for 24h. Cell viability was measured by CCK-8 assay. The mRNA level

of BATF2 was detected by real-time PCR, and the protein level was detected by Western blot. Namalwa cells were transfected with siR-

NA to inhibit BATF2 expression. Namalwa, JeKo-1 and Jurkat cells were dose-dependently suppressed by AG490 (P<0.05).

Correspondingly, the mRNA and protein expression of BATF2 were significantly up-regulated (P<0.05). However, no significant change

was shown on cell proliferation suppression or BATF2 expression of THP-1 cells (P>0.05). AG490 couldn't inhibit Namalwa cells prolif-

eration when BATF2 was repressed by siRNA. The inhibitory effect of AG490 on lymphoma cells was positively correlated

with the BATF2 expression induction. Moreover, the inhibitory effect was decreased after BATF2 gene was knocked down. Thus, upreg-

ulation of BATF2 may be a possible mechanism, by which AG490 inhibits the proliferation of lymphoma cells. These results imply that

BATF2 is the target of AG490 for its anti-lymphoma effect, which might contribute to the development of new drugs.
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前言

JAK/STAT(Janus kinase/Signal transducers and activators of

transcription，JAK激酶 /信号传导及转录激活因子) 信号通路

在细胞的增殖、分化、凋亡中扮演重要角色。其中，JAK2/STAT3

通路在大多数人类肿瘤中异常激活，如乳腺癌[1]、结肠癌[2]、非小

细胞肺癌[3]和淋巴瘤[4]等。因此，特异性地阻断该通路成为肿瘤

治疗的新靶点。AG490全称 琢-氰基 -(3，4-羟基)N-苄苯乙烯

1025· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.6 FEB.2014

表 1 BATF2、茁-actin引物序列和产物大小

Table 1 Primer sequence and product length of BATF2 and 茁-actin

胺，是由人工合成的苯亚基丙二腈脂类衍生物，能特异性地阻

断 JAK2/STAT3信号通路[5]。细胞实验表明，在白血病[5]、乳腺

癌[6]、前列腺癌[7]、结肠癌[8]中，AG490具有良好的抗瘤效应。不

仅如此，该化合物还能诱导肿瘤细胞凋亡，而对正常细胞却无

杀伤效应[6]。上述功能使得 AG490具备临床应用前景，其机制

研究也因此成为研究热点。

BATF2(basic leucine zipper transcription factor, ATF-like 2，
ATF样碱性亮氨酸拉链转录因子 2)，又名 SARI（suppressor of

activator protein 1 regulated by IFN，Ⅰ型干扰素诱导的 AP-1抑
制剂），是一种抑癌基因，在多种正常组织中广泛表达，但是在

肿瘤组织、细胞中呈低表达[9-11]。2008年，Su ZZ等[9]首次发现并

将 BATF2过表达的腺病毒及其空载体分别转染细胞，发现
BATF2具备选择性的肿瘤杀伤能力，即它能够显著地抑制黑

色素瘤细胞、胶质瘤细胞、前列腺癌细胞增殖，而对正常的黑色

素细胞、胚胎星形胶质细胞、前列腺上皮细胞的增殖却无抑制

作用。2011年，Huang Qing等[12]发现 siRNA法抑制 BATF2的

表达后，抗白血病药物甲磺酸伊马替尼对慢性髓系白血病细胞

的促凋亡效应明显减弱。此外，BATF2低表达与肝癌预后较差[11]、

肺癌转移[13]相关。虽然 BATF2的抗瘤效应显著，但是迄今为止

仍未见研究报道直接或间接调控 BATF2的基因。

有趣的是，生物信息学研究提示，BATF2基因启动子区含

有 STAT3 的 结 合 位 点 。 因 此 我 们 推 测 可 能 存 在
"STAT3/BATF2"信号通路。本文用 PCR和Western blot的方

法检测 AG490 不同作用剂量下 BATF2 表达，并在敲低
BATF2后用 CCK8 的方法检测 AG490 对淋巴瘤细胞增殖的
抑制效率。旨在初步探讨 BATF2在 AG490的抗瘤效应及其作

用机制中的作用，为 AG490应用于临床治疗淋巴瘤提供理论

依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂
人 Burkitt淋巴瘤细胞(Namalwa)，T细胞性白血病细胞(Ju-

rkat)，套细胞淋巴瘤细胞 (JeKo-1) 和单核细胞性白血病细胞
(THP-1)购自美国 ATCC。RPMI1640培养基(美国 HyClone公
司)，胎牛血清(美国 HyClone公司)，胰酶(美国 HyClone公司)、
DMSO (美国 BIOSHARP公司)。AG490（美国 Sigma公司），
CCK-8(日本 Dojindo公司)，Trizol(北京康为世纪公司)，逆转录

试剂盒(大连 TaKaRa公司)，SYBGreen(TaKaRa公司)，引物(上

海 Invitrogen公司)，siRNA(上海吉玛公司)，Amaxa电转染试剂

盒(瑞士 Lonza公司)。细胞裂解液(南京碧云天公司)，蛋白酶抑

制剂(美国 Roche公司)，BCA检测试剂盒(南京碧云天公司)，牛

血清蛋白 (美国 Sigma公司)，BATF2抗体、茁-actin抗体 (美国
Santa Cruz公司)，羊抗鼠二抗、羊抗兔二抗 (北京中杉公司)，
PVDF膜 (美国 Millipore 公司)、ECL化学发光试剂盒 (美国
Pierce公司)。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 含 10 %胎牛血清的 RPMI-1640培养基培养
Namalwa、JeKo-1、Jurkat、THP-1 细胞，置于 37℃、5 % CO2孵

箱，每 2-4天换液传代，取对数生长期细胞用于实验。
1.2.2 CCK-8 将处于对数生长期的 Namalwa、JeKo-1、Ju-

rkat、THP-1细胞分别接种于 96孔板，每孔约 5000个细胞（设

置不含细胞的空白对照）。6 h后分别加入 DMSO（对照组），
AG490（2 滋M、20 滋M、50 滋M、200 滋M），每组设置 3个复孔。培

养 24 h后小心加入 10 滋L CCK-8试剂，继续培养 1 h后，用酶

标仪检测 OD450。OD 实测值 =OD 样本 -OD 对照。

1.2.3 Real -Time PCR 用 TRIZOL 法提取总 RNA，按
TaKaRa试剂盒（货号 047A）说明书进行逆转录。PCR反应按
TaKaRa 试剂盒（货号 RR820A）进行，反应体系 (20 滋L)为：
SYBR Premix Ex Taq (2× ) 10 滋L，目的基因上下游引物(10

mol/L)各 1 滋L，cDNA 1 滋L，补超纯水至 20 滋L，样品设 3个复

孔，用 BioRad real-time PCR仪扩增。反应条件：95 ℃预变性 2

min；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，共 40个循环；溶解曲线：95 ℃ 5 s，65

℃ 5 s，55 ℃ 1 min 80个循环。BATF2和 茁-actin引物序列[14]见

表 1。

Gene Primer sequence(5'-3') Product length(bp)

BATF2 Forward: CCATGTACGTTGCTATCCAGG 227

Reverse: TCTCCTTAATGTCACGCACGA

茁-actin Forward: GTGAAGGTGACAGCAGTCGGTT 157

Reverse: GAAGTGGGGTGGCTTTTAGGA

1.2.4 Western blot 将肿瘤细胞接种于六孔板 6小时后，分

别用 DMSO、AG490 20 滋M、AG490 50 滋M 处理细胞 24 小时

后收集细胞。每孔细胞加入 100 滋L蛋白裂解液与蛋白酶抑制

剂混合物，置冰上裂解半小时。12000 g，4 ℃离心 15分钟，收集

上清。按 BCA法测定蛋白浓度。15 % SDS-PAGE，每孔上样
100 滋g。80 V 浓缩胶、120 V分离胶电泳，250 mA 转膜 40 分
钟。5 % BSA 室温封闭 1 小时。一抗（BATF2 1:200 稀释，

茁-actin 1:1000稀释）4 ℃过夜。PBST洗膜，5分钟，4次。二抗

（BATF2兔抗 1:5000，茁-actin鼠抗 1:5000）室温 1小时。PBST

洗膜，5分钟，4次。ECL化学发光显影。

1.2.5 细胞转染 方法如前所述[15]：取电转试剂Ⅰ (1 ml)和试

剂Ⅱ (20 滋L)混合均匀后置于 37℃孵育半小时。取约 2× 106个

对数生长期的 Namalwa细胞，1000 rpm离心 3 min，弃上清后

加入 300 nM siRNA(DEPC水溶解)和 100 滋L电转试剂混合液，

轻轻吹打混匀后加入电转管中。用 Amaxa电转仪(程序设置为
A-024)电击后，取 5000个 /孔细胞铺 96孔板准备做 CCK8实

验；2× 105个 / 孔细胞铺 6 孔板准备做 real-time PCR 实验。
BATF2的 siRNA干扰序列[12]上游: 5'- gggucuuccucuaagcucatt -3'，

下游: 5'- ugagcuuagaggaagaccctt -3'；阴性对照序列上游：5'- uu-

cuccgaacgugucacgutt -3'，下游: 5'- acgugacacguucggagaatt -3'，交
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2.3 AG490对淋巴瘤细胞 BATF2蛋白表达水平的影响

用不同剂量(0 滋M、20 滋M、50 滋M)的 AG490处理细胞 24
h 后，对 AG490 敏感的 Namalwa、Jurkat、JeKo-1 细胞中，

BATF2蛋白表达明显上调。而对 AG490不敏感的 THP-1细胞

中，BATF2蛋白表达水平亦无显著上调。

2.4 AG490对 Namalwa淋巴瘤细胞的增殖抑制作用与 BATF2

基因相关

以 Namalwa 淋巴瘤细胞为模型，与对照组 siRNA(si Ctrl)

相比，实验组转染 BATF2 的 siRNA(si BATF2)后能显著抑制
BATF2的表达(图 4A)。AG490(50 滋M)能显著抑制 Namalwa细

胞增殖(图 4B白色、黑色柱子)；与未转染组(wild type control，
WT Ctrl)和 si Ctrl组相比，转染 si BATF2后，AG490(50 滋M)对
Namalwa细胞增殖的抑制效果显著降低 (P<0.05)(图 4B黑色、

灰色柱子)。

上海吉玛公司合成。

1.2.6 统计学处理 利用 Graphpad Prism 5 软件对各实验进
行分析，其中两组数据间比较用单样本 t检验，两组以上数据

比较用单因素方差分析，P<0.05表示结果间的差异有统计学意
义。

2 结果

2.1 AG490对淋巴瘤细胞的增殖抑制作用

如图 1所示，AG490(0 滋M、2 滋M、20 滋M、50 滋M、200 滋M)

呈剂量依赖性地抑制 Namalwa、JeKo-1淋巴瘤细胞和阳性对照

组 [16,17]的 T 淋巴细胞性白血病细胞(Jurkat)增殖(P<0.05)。而
AG490对单核细胞性白血病细胞(THP-1)增殖则无显著抑制作

用。

图 1 CCK-8法检测 AG490对淋巴瘤、白血病细胞的增殖抑制作用

Fig.1 The proliferation inhibition effects of AG490 on lymphoma and leukemia cells detected by CCK8

A: Namalwa Cells B: Jurkat Cells C: JeKo-1 Cells D: THP-1 Cells *P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001

2.2 AG490对淋巴瘤细胞 BATF2 mRNA表达水平的影响

用不同剂量 (0 滋M、20 滋M、50 滋M) 的 AG490 分别处理
Namalwa、Jurkat、JeKo-1、THP-1细胞 24 h，发现对 AG490抗瘤

效应敏感的 Namalwa、Jurkat、JeKo-1细胞中，BATF2 mRNA水

平显著上调。而对 AG490的抑制作用不敏感的 THP-1细胞中，
BATF2 mRNA也未见升高。

图 2 Real time PCR法检测 AG490对 BATF2 mRNA的调节作用

Fig.2 Regulation of BATF2 mRNA by AG490 using Real time PCR

A: Namalwa Cells B: Jurkat Cells C: JeKo-1 Cells D: THP-1 Cells *P< 0.05, **P< 0.01，***P< 0.001

图 3 Western Blot法检测 AG490对 BATF2蛋白表达的影响

Fig.3 Regulation of BATF2 protein expression by AG490 using Western

blot method

图 4 siRNA法抑制 BATF2表达后检测 AG490对 Namalwa细胞的增
殖抑制作用

Fig.4 Namalwa cells proliferation inhibition by AG490 after BATF2
suppression by siRNA

A: Knockdown of BATF2 gene expression by siRNA technique in
Namalwa cells. B: Effect of AG490（50 滋M）on the proliferation of
Namalwa cells. WT Ctrl:wild type control,No transfection; si Ctrl:

Transfected with control siRNA; si BATF2:Transfected with siRNA of
BATF2. *P< 0.05, **P< 0.01
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3 讨论

AG490能显著地抑制多种肿瘤细胞的增殖[5-8]，并且具有不

杀伤正常细胞的特性[6]。因此，它作为一种具有开发潜力的肿瘤

抑制剂而越来越受到研究人员的关注。然而，AG490抑制肿瘤
细胞生长的机制尚未十分明确，现有的研究仅包括：AG490能

特异性地抑制 JAK2/STAT3 通路的激活，可能通过抑制
cylinD1、CDK6、c-Myc、Bcl-XL和 VEGF等下游靶基因 [7,18]，进

而抑制肿瘤的生长。这成为 AG490应用于临床还具有较大距

离的原因之一。因此，进一步探讨 AG490抑制肿瘤细胞增殖的
机制显得尤为必要。我们研究发现 AG490能显著抑制 T淋巴

细胞性白血病细胞（Jurkat）增殖，这与前人的研究结果一致[16,17]。

同时，AG490还能有效地抑制淋巴瘤细胞（Namalwa、JeKo-1）

增殖，而且这种抑制效果与 BATF2基因表达密切相关：AG490

可呈剂量依赖性的上调 BATF2的表达。
BATF2基因自从 2008年首次发现以来，因其强大的抗瘤

效应和肿瘤靶标特异性而成为研究热点。BATF2通过以下四

点发挥抗瘤效应。（1）通过抑制 AP-1（activator protein 1，激活蛋

白 1）的活性而抑制肿瘤细胞的增殖[9]；（2）通过抑制 CCN1（富

含半胱氨酸 61）的表达而抑制癌细胞生长[10]；（3）抑制 p53依赖
的在肿瘤中异常激活的 NF-资B的转录活性而诱导肿瘤细胞凋

亡[19]；（4）通过调节 GSK-3茁(Glycogen synthase kinase-3茁，糖原
合成酶激酶 -3茁) -茁-catenin 信号通路而抑制 EMT（epithelial

mesenchymal transitions，上皮间叶转化），进而抑制肿瘤的侵袭

和转移[13]。因此，能上调 BATF2的因素无疑将有助于肿瘤的治

疗。本研究一方面发现 AG490抑制 Namalwa、JeKo-1、Jurkat细
胞增殖的同时，上调 BATF2 mRNA和蛋白水平的表达。另一方

面，在 AG490无明显增殖抑制效果的 THP-1细胞[20]中，BATF2

的表达亦未见升高。在此基础上，siRNA法抑制 BATF2表达

后，AG490对淋巴瘤细胞的杀伤效应明显减弱。这些都提示我

们：BATF2表达的上调，可能是 AG490抑制淋巴瘤增殖的机
制之一，这同时也为淋巴瘤治疗新方案的研发提供一定的理论

支持。

此外，前人研究发现用Ⅰ型干扰素能上调 BATF2的表达

进而发挥抗瘤效应 [9]，而本课题研究使用 AG490 也能上调
BATF2的表达从而达到抑制肿瘤的作用。我们认为这看似与

我们的研究结果有所不同，实质上属于异曲同工。原因在于：

STAT 家 族 包 括 STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a、
STAT5b和 STAT6；其中Ⅰ型干扰素与干扰素受体结合后激活
JAK/STATs通路，主要通过活化抑癌基因 STAT1实现抑肿瘤、

促凋亡的作用[14, 21]；而 AG490则通过抑制癌基因 STAT3的活
性，起到抑癌作用。因此干扰素和 AG490能通过不同的途径上

调 BATF2的表达，从而发挥抑癌作用，这更进一步为肿瘤的靶

向治疗奠定新的理论基础。

最后，鉴于生物信息学预测到 BATF2启动子区有 STAT

的结合位点，而 STAT3作为新近鉴定的促癌基因在多种肿瘤

中异常活化，所以笔者推测 STAT3能通过抑制 BATF2基因启

动子活性而抑制其表达，进而发挥促癌效应。由此我们提出

"STAT3/BATF2"信号通路的假说，但更为详尽的分子机制有

待更深入的研究探讨。
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