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RNF5-SPTLC1轴对多发性骨髓瘤硼替佐米
耐药的作用及其机制
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(天津医科大学 基础医学院 生理与病理生理学系, 天津 300070)

摘要：本研究旨在探讨E3泛素连接酶环指蛋白5(RNF5)在多发性骨髓瘤硼替佐米(BTZ)耐药中的作用及机制 .
为此,构建BTZ耐药MM细胞及相关基因稳定表达细胞系,通过免疫共沉淀、质谱及泛素化实验筛选并验证RNF5
相互作用蛋白SPTLC1,采用分子生物学及功能实验评估RNF5和SPTLC1对BTZ敏感性的影响;建立Vk*MYC
骨髓瘤小鼠模型评价RNF5抑制剂 inh-02对BTZ增敏的体内效果 .结果显示,与对照细胞相比,RNF5在BTZ耐药

MM细胞中表达显著增高 .RNF5敲低增强MM细胞对BTZ的敏感性并促进凋亡,过表达RNF5则促进MM细胞

对BTZ耐药 .RNF5与SPTLC1存在相互作用,且RNF5可对SPTLC1进行K48连接型泛素化修饰并促进降解,从
而导致BTZ耐药相关 .inh-02联合BTZ可显著抑制MM进展并减轻骨破坏 .综上,RNF5调控SPTLC1蛋白降解

与MM对BTZ药物敏感性相关,靶向RNF5可能成为克服BTZ耐药的潜在治疗策略 .
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0 引 言

多发性骨髓瘤(multiple myeloma, MM)是以骨髓中恶性浆细胞克隆性增殖为特征的血液系统第二大

恶性肿瘤,目前仍难以治愈[1].以硼替佐米(bortezomib, BTZ)为代表的蛋白酶体抑制剂(proteasome inhibi-
tors, PIs)已成为MM治疗的基石,显著改善了患者预后[2].蛋白酶体抑制剂的研发经历了明显的更新迭代:
BTZ作为首个(第一代)蛋白酶体抑制剂,以可逆方式抑制蛋白酶体的糜蛋白酶样活性;随后以卡非佐米

(carfilzomib, CFZ)为代表的第二代抑制剂通过不可逆结合实现更持久的蛋白酶体抑制,并在一定程度上

克服BTZ耐药,口服制剂伊沙佐米(ixazomib)等进一步改善了给药便利性与安全性 .然而,几乎所有患者最

终都会出现原发或继发性BTZ耐药,导致疾病复发、生存期缩短[3].
蛋白酶体抑制剂耐药机制复杂,涉及蛋白酶体亚基突变与功能上调、自噬增强及骨髓微环境等多个层

面[4],但其关键调控分子尚未完全阐明 .泛素-蛋白酶体系统在MM发病与耐药中居于核心地位,其中E3
泛素连接酶通过决定底物特异性,广泛参与MM细胞增殖、凋亡及硼替佐米耐药等过程的调控[5].环指蛋白

5(ring finger protein 5,RNF5)是一种锚定于内质网的E3泛素连接酶,在多种肿瘤的发生发展及药物反应

中具有重要作用,但其在MMBTZ耐药中的作用及机制尚未见报道 .
丝氨酸棕榈酰转移酶长链碱基亚基1(serine palmitoyltransferase long chain base subunit 1, SPTLC1)

催化从头鞘脂合成的起始步骤,与肿瘤细胞存活及凋亡密切相关 .基于此,本研究构建BTZ耐MM模型,探
讨RNF5及其潜在底物SPTLC1在BTZ耐药中的作用与分子机制,以期为逆转MM提供靶点 .

1 材料与方法

1.1 细胞系与细胞培养

人MM细胞系LP1、MM.1S及人胚肾细胞系HEK293T购自普诺赛公司 .LP1、MM.1S用含10%胎牛血
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清的RPMI-1640培养基培养,HEK293T用含10%胎牛血清的DMEM培养基培养,均置于37 ℃、5% CO2

饱和湿度培养箱中 .所有细胞经短串联重复(short tandem repeat, STR)鉴定并定期检测支原体 .
1.2 硼替佐米耐药细胞系的构建

采用BTZ高浓度短时冲击联合低浓度持续诱导法构建耐药亚系,方法参考文献[6-7]并略作改良:先以

高浓度BTZ对处于对数生长期的亲本细胞冲击处理24 h,随后弃去含药培养基,使存活细胞在无药条件下

恢复增殖;待细胞状态稳定后,改以低于 IC50的低浓度BTZ持续培养诱导 .高浓度冲击与低浓度持续诱导交

替进行,并依据细胞耐受情况逐步上调冲击浓度,历时6个月获得稳定耐药亚系LP1/BTZ与MM.1S/BTZ,
耐药细胞培养基中持续添加5 nmol/L BTZ以维持耐药表型 .
1.3 主要试剂与抗体

硼替佐米、inh-02和嘌呤霉素,购自美国MedChemExpress公司;RPMI1640培养液和DMEM培养基,购
自美国Corning公司;RNF5抗体、SPTLC1抗体和GAPDH抗体,购自武汉三鹰生物技术有限公司;ubiquitin
抗体和K48连接特异性泛素抗体,购自美国Cell Signaling Technology公司;FLAG@M2-Peroxidase抗体,购
自美国Sigma-Aldrich公司;Cell Counting Kit-8购自,美国MedChemExpress公司;凋亡检测试剂盒购自,上
海碧云天生物技术有限公司 .
1.4 细胞活力与半数抑制浓度(IC50)测定

采用细胞计数试剂盒-8(cell counting kit-8, CCK-8)法 .取对数生长期细胞,接种于96孔板,加入梯度

浓度BTZ处理72 h,加入CCK-8试剂孵育后测定450 nm吸光度,通过非线性回归拟合剂量-反应曲线计

算 IC50.每组设3复孔,独立重复3次 .
1.5 流式细胞术检测细胞凋亡

细胞经相应浓度BTZ处理后收集,按Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒说明书染色,经流式细胞仪

检测凋亡细胞百分比 .
1.6 实时荧光定量PCR

TRIzol法提取总RNA,反转录合成cDNA,SYBR Green法行qPCR,以GAPDH为内参,2−ΔΔCt法计算相

对表达量.引物序列为:RNF5,上游引物为5'-AGAACGGCAAGAGTGTCCAG-3',下游引物为5'-AAATGG-
GCTGGAATCCCCCTC-3';GAPDH,上游引物为5'-TCCTCCGGGTGATGCTTTTC-3',下游引物为5'-
GCAGGAGGCATTGCTGATGA-3'.
1.7 蛋白质免疫印迹

采用RIPA裂解液提取总蛋白,二喹啉甲酸(bicinchoninic acid, BCA)蛋白定量法定量,等量蛋白经十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
分离后转至聚偏二氟乙烯(polyvinylidene fluoride, PVDF)膜,封闭后依次孵育一抗、二抗,增强化学发光(enhanced
chemiluminescence, ECL)显影,Image J灰度分析 .
1.8 慢病毒介导的稳定敲低与过表达细胞系构建

分别构建靶向RNF5和SPTLC1的短发夹RNA(short hairpin RNA, shRNA)干扰质粒及相应过表达

质粒(空载体为对照),与包装质粒共转染HEK293T,收集并浓缩病毒上清感染MM细胞 .因MM细胞仅能感

染而难以转染,感染后以嘌呤霉素持续筛选获得稳定表达细胞系,效率经实时荧光定量PCR(quantitative real-
time PCR,qRT-PCR)与Western blot验证 .shRNA干扰序列:shRNF5,CGGCAAGAGTGTCCAGTATGT;
shSPTLC1,GCAGCAGCTTTAGCATCTCTA.
1.9 免疫共沉淀、银染与质谱分析

在HEK293T细胞中过表达带FLAG标签的RNF5,裂解细胞后采用抗FLAG抗体进行免疫共沉淀(Co-
IP).沉淀产物经SDS-PAGE分离后银染,切取差异条带行液相色谱-串联质谱(liquid chromatography-tandem
mass spectrometry, LC-MS/MS)鉴定互作蛋白;RNF5与SPTLC1的相互作用进一步通过外源及内源Co-
IP验证 .
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1.10 泛素化检测

免疫沉淀SPTLC1后以抗泛素抗体免疫印迹检测其泛素化水平 .具体步骤:将过表达HA标签泛素(HA-
Ub)及相应质粒的细胞于收获前用蛋白酶体抑制剂MG132(10 μmol/L)处理4-6 h以阻断蛋白酶体降解;随
后于变性条件下裂解细胞,经免疫沉淀富集泛素化蛋白,SDS-PAGE分离后以抗泛素抗体免疫印迹检测目

的蛋白的泛素化水平.为明确SPTLC1泛素链的连接类型,采用K48连接特异性泛素抗体(K48-linkage-specific
polyubiquitin antibody)检测SPTLC1的K48连接型泛素化修饰;进一步转染K48位点突变泛素表达质粒(K48R),
检测SPTLC1的泛素化水平,以判断SPTLC1所连接的多泛素链是否为K48连接型 .
1.11 动物实验

(1)皮下移植瘤模型:将LP1-RNF5 KD及对照细胞接种于免疫缺陷小鼠皮下,成瘤后予BTZ处理(BTZ
经腹腔注射,剂量0.5 mg/kg,每周2次,给药方案及体表面积/体重剂量换算参考文献[8]),定期测量肿瘤体

积,记录生存期 .具体参数如下:选用6-8周龄雌性NSG小鼠,每只于右侧背部皮下接种2×106个肿瘤细胞(接
种体积100 μL);接种后每2-3 d用游标卡尺测量肿瘤长径与短径,肿瘤体积按V=0.5×长径×短径 2计算,持
续监测至实验终点或肿瘤体积接近伦理批准的人道终点(2 000 mm3)时终止实验,随后处死小鼠并收集肿瘤

组织用于后续分析 .
(2)系统性MM模型及联合给药:建立小鼠Vk*MYC模型,随机分为对照组、inh-02单药组、BTZ＋DMSO

组及BTZ＋inh-02联合组.处死后取脾测量体积/质量;研磨脾脏并冲洗骨髓制备单细胞悬液,流式染色以CD138
等浆细胞标志物界定骨髓瘤细胞计算其百分比;股骨固定后行显微CT(micro-CT)扫描,分析骨小梁骨体积

分数(BV/TV)与骨小梁数量(Tb.N)等参数,方法参考文献[9].所有动物实验经实验动物伦理委员会批准 .
1.12 统计学分析

采用GraphPadPrism11进行分析 .计量资料以均数±标准差表示,两组间比较用 t检验,多组间用单因素

方差分析;生存分析用Kaplan-Meier法及 log-rank检验 .P<0.05为差异有统计学意义 .

2 结 果

2.1 RNF5在BTZ耐药的MM细胞中高表达

采用BTZ高浓度短时冲击联合低浓度持续诱导法建立LP1与MM.1S的BTZ耐药细胞系(LP1 BTZ-
resistant(LP1-BR)、MM.1S BTZ-resistant(MM.1S-BR)).流式细胞术显示,相同浓度BTZ处理下耐药细胞

系凋亡率明显低于野生型细胞,提示耐药模型构建成功(图1a).RNF5在两株耐药细胞中的mRNA与蛋白水

平较野生型细胞明显升高(图1b-c).提示RNF5上调与MM的BTZ耐药性产生相关 .
2.2 敲低RNF5增强MM细胞对BTZ的敏感性

在LP1与MM.1S中构建RNF5稳定敲低

(RNF5-KD)与过表达(RNF5-OE)细胞系并

验证效率.敲低RNF5后细胞对BTZ的IC50降

低、过表达后升高(图2a-b);BTZ处理下敲低

组凋亡率升高、过表达组降低(图2c).皮下移植

瘤实验中,RNF5敲低组肿瘤生长更慢、瘤体

更小,荷瘤小鼠生存期延长(图 2d-e).表明

RNF5促进MM细胞对BTZ耐药 .
2.3 RNF5与SPTLC1存在相互作用并伴随

SPTLC1泛素化修饰

在HEK293T中过表达RNF5后行Co-

a:流式检测野生型与耐药细胞的凋亡率;b:qRT-PCR检测RNF5 mRNA
表达水平;c:Western blot检测RNF5蛋白表达水平

图1 RNF5在BTZ耐药MM细胞中高表达

Fig.1 Elevated expression of RNF5 in BTZ-resistant MM cells
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IP、银染及质谱,鉴定出互作蛋白SPTLC1(图3a);SPTLC1为丝氨酸棕榈酰转移酶的限速亚基,参与从头鞘

脂合成 .SPTLC1在耐药细胞中表达降低(图3b),并且RNF5与SPTLC1相互作用(图3c).对SPTLC1的泛素

化修饰进行验证,结果显示SPTLC1具有明显的泛素化修饰.采用K48连接特异性泛素抗体检测发现,SPTLC1
主要发生K48连接型泛素化修饰 .随后分别转染仅保留K48位点的泛素表达质粒(K48)和K48位点突变泛素

表达质粒(K48R)进行验证,结果显示K48组可见明显泛素化信号,而K48R组泛素化信号基本消失,证实SPTLC1
所连接的多泛素链主要为K48连接型(图3d).提示RNF5作为E3泛素连接酶参与介导SPTLC1的K48连接

型泛素化修饰 .

2.4 SPTLC1过表达增强MM细胞对BTZ的敏感性

在LP1与MM.1S中构建SPTLC1敲低与过表达细胞系 .敲低SPTLC1后BTZ的 IC50升高,过表达后降

低(图4a-b).敲低组凋亡率降低,过表达组升高(图4c).表明SPTLC1为BTZ敏感相关因子,作用方向与RNF5
相反,支持RNF5-SPTLC1轴调控BTZ耐药 .
2.5 RNF5抑制剂 inh-02联合BTZ增强体内抗MM效果

在LP1和MM.1S细胞中开展体外药效学研究 .分别设置BTZ单药组和BTZ联合 inh-02组,结果显示,

a:Western blot验证RNF5敲低过表达效果;b:CCK-8检测敲低/过表达RNF5后MM细胞对BTZ药物的 IC50;c:流式

检测RNF5敲低或过表达之后的MM细胞凋亡率;d:野生型和RNF5-KD之后MM细胞构建移植瘤模型的流程和BTZ
处理之后的移植瘤体积;e:荷瘤小鼠生存曲线,*P<0.05,**P<0.01,****P<0.000 1

图2 RNF5调控MM对BTZ的敏感性

Fig.2 RNF5 regulates BTZ sensitivity in MM cells
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图3 RNF5与SPTLC1相互作用且SPTLC1具有泛素化修饰

Fig.3 RNF5 interacts with SPTLC1,and SPTLC1 is ubiquitinated
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与BTZ单药处理相比,BTZ联合 inh-02显
著降低了LP1和MM.1S细胞的 IC50值,同
时明显提高了细胞凋亡率,提示RNF5抑制

可增强骨髓瘤细胞对BTZ的敏感性并促进

肿瘤细胞死亡(图5a-b).基于上述体外结果,
进一步在小鼠体内模型中验证两者联合应

用的抗骨髓瘤效果 .
建立小鼠Vk*MYC模型,分为对照组、

inh-02单药组、BTZ＋DMSO组及BTZ＋
inh-02联合组给药 .联合组脾脏体积最小,
骨髓与脾脏中骨髓瘤细胞比例最低(图5c-
e);股骨micro-CT显示联合组骨破坏最轻,
BV/TV与Tb.N增高(图5f).表明 inh-02联
合BTZ可增强抗骨髓瘤疗效、减轻骨破坏 .

3 讨 论

本研究发现,RNF5在BTZ耐药MM细

胞中显著高表达且与患者不良预后相关;敲低RNF5可增强MM细胞对BTZ的敏感性、抑制体内肿瘤生长并

延长生存,过表达则相反 .进一步证实RNF5与SPTLC1具备相互作用且SPTLC1具备K48连接型泛素化修

饰,而SPTLC1为BTZ敏感相关因子,提示RNF5-SPTLC1轴是调控MMBTZ耐药的重要机制 .
作为内质网锚定的E3泛素连接酶,RNF5在不同肿瘤中表现出促癌或抑癌的双重性 .在神经母细胞瘤、

黑色素瘤中,激活RNF5可抑制肿瘤生长[10];而在病理性心肌肥厚中,RNF5通过降解STING发挥保护作用[11].

a:Western blot验证 SPTL1质粒敲低过表达效果验证;b:CCK-8检测敲

低/过表达SPTLC1后MM细胞对BTZ药物的 IC50;c:流式检测SPTLC1
敲低或过表达之后MM细胞对BTZ处理的凋亡率

图4 SPTLC1影响MM对BTZ的敏感性

Fig.4 SPTLC1 regulates BTZ sensitivity in MM cells
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图5 Inh-02联合BTZ增强体内抗骨髓瘤作用

Fig.5 Inh-02 combined with BTZ enhances anti-myeloma efficacy and alleviates bone destruction
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本研究中RNF5在MM中呈促耐药、促肿瘤作用,与其在急性髓系白血病中的表现一致,提示RNF5功能具

有高度的组织与底物依赖性,这种背景依赖性可能源于其在不同细胞中识别的底物不同,本研究鉴定的MM
特异性底物SPTLC1即为一例 .在机制层面,本研究提示RNF5作为E3泛素连接酶可介导SPTLC1的K48
连接型泛素化修饰,SPTLC1表达下调则可能削弱BTZ诱导的凋亡,与上述鞘脂-耐药理论相互印证,并将

泛素化修饰与鞘脂代谢重编程联系起来,拓展了对BTZ耐药的认识 .
MM的BTZ耐药是多因素共同作用的结果 .既往研究表明,m6A修饰的circ_0000337可通过调控DNA

修复维持耐药[12];缺氧骨髓基质细胞分泌的miRNA通过靶向SPRED1赋予耐药[13];促炎巨噬细胞亦可促进MM
肿瘤起始细胞富集而介导耐药[14].本研究从肿瘤细胞内在的E3连接酶-代谢酶轴提供了新的耐药机制,与微

环境介导的耐药机制形成互补 .在治疗层面,克服BTZ耐药的策略日益多样 .临床上硼替佐米联合来那度胺、

地塞米松仍是常用方案[15-18];骨髓靶向脂质体[19]及双靶向仿生纳米粒[20]可提高药物在病灶的富集并逆转耐药 .
本研究发现RNF5抑制剂 inh-02联合BTZ可显著减轻脾脏与骨髓浸润及骨破坏,提示靶向RNF5-SPTLC1
轴有望成为新的联合治疗策略 .
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Role and Mechanism of the RNF5-SPTLC1 Axis in Bortezomib
Resistance in Multiple Myeloma

Su Danchen, Liu Zhiqiang
(Department of Physiology and Pathophysiology, School of Basic Medical Sciences, Tianjin Medical University,

Tianjin 300070, China)

Abstract: The role and underlying mechanisms of the E3 ubiquitin ligase ring finger protein 5 (RNF5) in
bortezomib (BTZ) resistance in multiple myeloma (MM) were investigated. To this end, BTZ-resistant MM
cell lines and MM cells with stable expression of target genes were established. Co-immunoprecipitation, mass
spectrometry, and ubiquitination assays were performed to identify and validate SPTLC1 as an interacting protein
of RNF5. Molecular and functional assays were conducted to evaluate the effects of RNF5 and SPTLC1 on
BTZ sensitivity. In addition, a Vk*MYC myeloma mouse model was established to assess the in vivo efficacy
of the RNF5 inhibitor inh-02 in enhancing BTZ sensitivity. The results showed that RNF5 expression was
significantly upregulated in BTZ-resistant MM cells compared with control cells. RNF5 knockdown increased
BTZ sensitivity and promoted apoptosis of MM cells, whereas RNF5 overexpression conferred BTZ resistance.
RNF5 interacted with SPTLC1 and promoted K48-linked ubiquitination of SPTLC1, thereby contributing to
BTZ resistance in MM. Combination treatment with inh-02 and BTZ significantly suppressed MM progression
and alleviated bone destruction in vivo. Collectively, RNF5 regulates SPTLC1 ubiquitination and degradation,
thereby contributing to BTZ sensitivity in MM. Targeting RNF5 may represent a potential therapeutic strategy
for overcoming BTZ resistance in MM.

Keywords: multiple myeloma; bortezomib resistance; RNF5; SPTLC1; protein ubiquitination
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