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　　[摘要]　目的:观察地西他滨对TP53 突变弥漫大B细胞淋巴瘤(diffuselargeBcelllymphoma,DLBCL)细
胞株 DB增殖、凋亡及周期的影响,并评估地西他滨联合治疗TP53 突变 DLBCL患者的疗效及安全性。方法:体
外培养细胞,不同浓度(5~80μmol/L)地西他滨和阿霉素作用于DB细胞后采用CCK-8法计算增殖抑制率;地西

他滨(20μmol/L)和阿霉素(12μmol/L)作用于DB细胞24/48h,采用 AnnexinV-FITC/PI及流式细胞术检测凋

亡率及细胞周期;比较不同组间细胞增殖、凋亡及周期的差异。另收集5例地西他滨联合治疗 TP53 突变

DLBCL患者的临床资料进行回顾性总结。结果:对 DB细胞的增殖抑制作用随着地西他滨浓度的增加(5、10、

20、40、80μmol/L)而增强,联合阿霉素(12μmol/L)后抑制率较单药明显增大[(78.51±1.19)% vs(40.80±
1.62)%,(87.48±0.29)% vs(46.83±1.47)%,(92.59±0.15)% vs(47.07±1.50)%,(94.57±0.58)% vs
(52.68±0.84)%,(95.56±0.53)% vs(54.95±1.07)%,P<0.01];采用IC50 浓度(20μmol/L 地西他滨、

12μmol/L阿霉素)药物处理细胞,抑制率随时间增加(12、24、48h)而增大[(50.40±0.19)%、(61.65±0.16)%、
(85.08±0.78)%,P<0.01]。与空白对照组比较,地西他滨作用于 DB 细胞 24h显示 S期细胞比例增加

[(10.54±0.40)% vs(2.03±0.01)%,P<0.01],48h显示 G2/M 期细胞比例增加[(17.45±0.19)% vs
(3.69±0.09)%,P<0.01]。5例复发/难治TP53 突变DLBCL患者使用含有地西他滨方案治疗后,总有效率为

40%(2/5),主要不良反应为骨髓抑制,未出现治疗相关死亡。结论:地西他滨可增强阿霉素对 TP53 突变

DLBCL细胞株的增殖抑制作用,阻滞细胞周期。含地西他滨方案治疗TP53 突变DLBCL显示出一定疗效,安全

性良好,值得进一步探索。
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Abstract　Objective:Toobservetheeffectofdecitabine(DAC)ontheproliferation,apoptosisandcellcycleof
TP53 mutateddiffuselargeBcelllymphoma(DLBCL)celllineDB,andevaluatetheefficacyandsafetyofDAC
combinedtherapyinpatientswithTP53 mutantDLBCL.Methods:Cellswereculturedinvitro.Thedifferent
concentrations(5-80μmol/L)ofDACandadriamycin(ADM)actonDBcellsandtheCCK-8methodwasusedto
calculatetheproliferationinhibitionrate.DAC(20μmol/L)andADM(12μmol/L)actonDBcells24,48h,An-
nexinV-FITC/PIandflowcytometrywereusedtodetecttheapoptosisrateandcellcycle.Thedifferencesincell
proliferation,apoptosisandcellcycleindifferentgroupswerecompared.Clinicaldataof5patientswithTP53
mutatedDLBCLtreatedwithDACcombinationwasretrospectivelycollectedandsummarized.Results:Theinhib-
itoryeffectontheproliferationofDBcellsincreasedwiththeincreaseofDACconcentration(5,10,20,40,

80μmol/L),andtheinhibitionrateincombinationwithADM(12μmol/L)wassignificantlyhigherthanthatof
singledrug([78.51±1.19]%vs[40.80±1.62]%,[87.48±0.29]% vs[46.83±1.47]%,[92.59±0.15]%
vs[47.07±1.50]%,[94.57±0.58]% vs[52.68±0.84]%,[95.56±0.53]% vs[54.95±1.07]%,P<
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0.01).WhenthecellsweretreatedwithIC50(20μmol/LDAC,12μmol/LADM),theinhibitionrateincreased
([50.40±0.19]%,[61.65±0.16]%,[85.08±0.78]%)withtheincreaseoftime(12,24,48h)(P<0.01).
Comparedwiththeblankcontrolgroup,thepercentageofDBcellsinSphaseincreasedaftertreatmentwithDAC
for24h([10.54±0.40]%vs[2.03±0.01]%,P<0.01),andtheproportionofcellsinG2/Mphaseincreased
at48h([17.45±0.19]%vs[3.69±0.09]%,P<0.01).ThefivepatientswithrecurrentrefractoryTP53 mu-
tationDLBCLtreatedwithDACregimen,thetotaleffectiveratewas40%(2/5).Themainadverseeventwas
myelosuppressionandtherewasnotreatment-relateddeath.Conclusion:DACcanenhancetheinhibitoryeffectof
ADMontheproliferationofTP53 mutantDLBCLcellline,andblockcellcycle.TheregimencontainingDACshowsa
certainefficacyandsafetyinthetreatmentofTP53 mutationDLBCL,whichisworthyoffurtherexploration.
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　　弥漫性大 B细胞淋巴瘤(diffuselargeBcell
lymphoma,DLBCL)是一类具有临床和遗传异质

性的恶性侵袭性肿瘤,发病率逐年上升[1],具有

TP53 突变常提示 DLBCL一线治疗不敏感,易
表现为难治或复发,是影响疗效及预后的独立不

良因素[2-4]。早期针对性治疗对提高这类患者预

后有重要意义[5-6]。研究发现TP53 等位基因染

色体杂合子缺失后,剩余的等位基因常因高甲基

化而导致表达降低[7-8]。TP53 突变同样存在启

动子区高甲 基 化 状 态,导 致 功 能 失 活[9]。地 西

他滨(decitabine,DAC)作为最常用的去甲基 化

药物,其在TP53 突变的肿瘤治疗中显示出一定

的疗 效[10]。为 探 索 DAC 联 合 治 疗 能 否 提 高

TP53 突 变 DLBCL 患 者 的 疗 效,本 研 究 应 用

DAC和阿霉素(adriamycin,ADM)处理TP53 突

变型 DB细胞株,观察药物对细胞增殖、细胞凋

亡及周期的影响,为临床治疗提供一定的实验基

础。另 收 集 和 观 察 本 中 心 DAC 治 疗 的 5 例

TP53 突变 DLBCL患者的疗效及不良反应,为
TP53 突变患者提供一种可能的治疗选择。
1　材料与方法

1.1　细胞株来源和细胞培养

DB人DLBCL细胞株购自宁波明州生物科技

有限公司,培养于含有10%胎牛血清及1%双抗的

RPMI1640培养液,置于37℃、5%CO2、95%相对

湿度的恒温培养箱中,每2~3d更换1次细胞培

养液。实验所用细胞均处于对数生长期。所有实

验均重复3次。
1.2　试剂与仪器

RPMI1640培养液(美国 Gibco公司),细胞库

无血清冻存液(北京赛文创新生物科技有限公司),
CCK-8试剂盒(东仁化学科技有限公司),细胞凋亡

检测试剂盒(江苏凯基生物),细胞周期检测试剂盒

(美国BD公司),流式细胞仪(美国BeckmanCoul-
ter公司),超净工作台(美国 Thermo公司),倒置

显微镜(德国Leica公司),高速离心机(美国Beck-
manCoulter公司),CO2 细胞培养箱(美国 Ther-
mo公司),-80℃冰箱(美国 Thermo公司),酶标

仪(美国 Thermo公司)。

1.3　CCK-8法检测细胞增殖抑制率

①取细胞接种于96孔板,分别加入80、40、20、
10、5μmol/L 的 DAC/ADM 10μL(联 合 组 各

5μL),设 置 3 个 复 孔。培 养 12h 后 每 孔 加 入

CCK-8试剂10μL,继续培养4h后在酶标仪上检

测450nm 处A 值,计算两药IC50 浓度,后续实验

两药均采用IC50 浓度。实验重复3次。②取细胞

接种于96孔板,分别加入 ADM、DAC(各10μL)
及联合(各5μL)处理DB细胞12、24、48h,后每孔

加入CCK-8试剂10μL继续培养4h,在酶标仪上

检测450nm 处A 值。实验重复3次。计算细胞

增殖抑制率。
1.4　流式细胞术检测细胞周期

调整细胞密度为 106/mL,取 1 mL 接种于

6孔板。单 药 组 分 别 加 入 100 μL 的 ADM 或

DAC,联合用药组各加入50μL,设置空白对照组,
培养24、48h。按照细胞周期检测试剂盒说明书操

作如下:离心收集细胞,加入70%冷乙醇500μL固

定2h(4℃保存),PBS洗去固定液后加入500μL
提前配置好的PI/RnaseA 工作液,室温避光30~
60min,上机检测,记录激发波长488nm 处红色荧

光。实验重复3次。
1.5　临床资料

收集山西省人民医院血液科2020年10月—
2022年3月收治的接受 DAC 方案治疗的5例

TP53 突变复发/难治 DLBCL 患者的临床资料。
所有患者均签署知情同意书,并得到山西省人民医

院伦理委员会的批准。
1.6　TP53 突变检测方法

TP53 免疫组织化学20%以上判断为阳性,阳
性者外送上海睿昂基因科技股份有限公司进行基

因检测。
1.7　治疗方案

DAC10mg,静脉滴注,d1~5。PD1200mg,
静脉滴注,d4。泽布替尼160mgbid口服,d1开始,
持续到病情进展或不能耐受。R-DICE:利妥昔单抗

375mg/m2,d0;异环磷酰胺1000mg/m2,d1~4;
顺铂25mg/m2,d1~4;依托泊苷60mg/m2,d1~4;
地塞米松6~9mg/m2,d1~5。R-Gemox:利妥昔单
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抗375mg/m2,d0;吉西他滨1000mg/m2,d1;奥沙

利铂100mg/m2,d1。
1.8　IPI评分进行危险分层

采用Lugano会议修订的标准评估疗效;根据

WHO抗癌药物常见毒副反应分级标准进行不良

反应评价。
1.9　统计学处理

采用SPSS26.0软件进行统计分析。ADM、
DAM 和联合用药对DB细胞作用为正态分布的连

续变量,以■X±S 表示。方差齐的连续变量采用方

差分 析 计 算 P 值,方 差 不 齐 的 连 续 变 量 采 用

Mann-WhitneyU 检验计算P 值;并用LSD-t检验

进行两两比较,揭示不同用药组的组间差异。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　DAC、ADM 对DB细胞的增殖抑制作用

CCK-8法测得 ADM、DAC作用于 DB细胞的

IC50 值分别为(12.28±0.07)μmol/L、(20.19±
0.02)μmol/L。DAC对 DB细胞的增殖抑制作用

随药物浓度的增加而增强,加入 ADM 后抑制率明

显高于单药(P<0.001),见表1;同一浓度下抑制

作用随时间增加而逐渐增强(P<0.001),见表2。

表1　药物作用48h对DB细胞的抑制作用 ■X±S

添加药物
抑制率/%

5μmol/L 10μmol/L 20μmol/L 40μmol/L 80μmol/L

ADM 40.78±1.25 47.77±1.06 62.68±0.47 74.43±1.91 79.71±1.82

DAC 40.80±1.62 46.83±1.47 47.07±1.50 52.68±0.84 54.95±1.07

ADM(12μmol/L)+DAC 78.51±1.19 87.48±0.29 92.59±0.15 94.57±0.58 95.56±0.53

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表2　药物作用不同时间对DB细胞的抑制作用 ■X±S

添加药物
抑制率/%

12h 24h 48h P△

12μmol/LADM 37.66±0.50 45.04±0.19 56.85±0.57 <0.001

20μmol/LDAC 32.85±0.21 40.50±0.16 45.49±1.84 <0.001

两药联合 50.40±0.19 61.65±0.16 85.08±0.78 <0.001

P▲ <0.001 <0.001 <0.001

　　△12μmol/LADM、20μmol/LDAC和两药联合在不同时间对 DB细胞抑制率的比较;▲ 在相同时间内12μmol/L
ADM、20μmol/LDAC和两药联合对 DB细胞抑制率的比较。

2.2　DAC、ADM 对DB细胞周期的影响

流式细胞周期分析结果显示,DAC影响细胞

周期进程,与空白对照组比较,20μmol/LDAC作

用于DB细胞24h后,G0/G1期细胞比例降低,S
期细胞明显增加(P<0.001),显示细胞S期阻滞

(表3、图1);作用48h后G0/G1期细胞比例降低,
G2/M 期细胞显著增加 (P <0.001),显示细胞

G2/M 期阻滞(表4、图2)。
2.3　患者临床特征及疗效评估

5例 TP53 突变 DLBCL 患者中男 2 例,女

3例,中位年龄58(37~63)岁;GCB亚型2例,non-
GCB亚型3例,其中双表达3例;IPI评分低中危

2例,高中危1例,高危2例;ECOG评分1分1例,
2分3例,3分1例;4例检测到TP53 突变,位于

4、7、8外显子。治疗总有效(完全缓解+部分缓

解)率为40%(2/5)。不良反应以血液学毒性(Ⅳ
度骨髓抑制)最常见。5例患者的临床资料见表5。

表3　药物作用24h对DB细胞周期的影响

%,■X±S

组别 G0/G1 S G2/M

空白对照组 90.38±0.19 2.03±0.01 3.38±0.10

12μmol/LADM 82.29±0.6612.56±0.71 4.78±0.33

20μmol/LDAC 86.78±0.4810.54±0.40 2.17±0.08

两药联合 79.37±0.5116.55±0.73 3.46±0.13

P <0.001 <0.001 <0.001

表4　药物作用48h对DB细胞周期的影响

%,■X±S

G0/G1 S G2/M

空白对照组 90.35±0.17 3.89±0.16 3.69±0.09

12μmol/LADM 75.94±0.51 4.01±0.06 19.39±0.27

20μmol/LDAC 78.90±0.42 4.46±0.18 17.45±0.19

两药联合 75.00±0.35 1.85±0.09 24.91±0.40

P <0.001 <0.001 <0.001
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a:空白对照组;b:加入12μmol/LADM;c:加入20μmol/LDAC;d:两药联合组。
图1　药物作用24h对DB细胞周期的影响

a:空白对照组;b:加入12μmol/LADM;c:加入20μmol/LDAC;d:两药联合组。
图2　药物作用48h对DB细胞周期的影响

3　讨论

表观遗传学研究显示,抑癌基因特定部位的高

甲基化导致其表达沉默是肿瘤发生、发展的重要机

制[11-12]。作为一种去甲基化药物,DAC一方面被

磷酸化后可降低 DNMT 的活性,抑制 DNA 甲基

化的蓄积,另一方面通过激活因过甲基化沉默的抑

癌基因、周期调控基因促使肿瘤细胞分化或凋

亡[13]。本研究以不同浓度DAC单独或联合 ADM

处理后观察TP53 突变细胞的增殖抑制及凋亡情

况,结果表明实验条件下 DAC能将 ADM 对耐药

株细 胞 的 抑 制 率 从 (79.71±1.82)% 提 高 至

(95.56±0.53)%,且随着药物浓度及时间的增加

抑制作用增强。实验进一步观察了耐药细胞的凋

亡及周期分布情况。结果显示 ADM 和 DAC都能

促进TP53 突变细胞的凋亡,并影响其周期分布,
主要阻滞为24hS期和48hG2/M 期,两药联合
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时促凋亡作用增加、阻滞效果更强。G2期细胞的

快速生长和蛋白质大量合成,为细胞在 M 期有序

地进行细胞分裂提供了保障。肿瘤细胞长期处于

G2/M 阻滞状态,一方面可以抑制瘤细胞的增殖,
另一方面可以累积 DNA 损伤,触发细胞凋亡或直

接导致坏死[14-15]。这就部分解释了为什么DAC可

以增强TP53 突变细胞对 ADM 的敏感性,逆转耐

药性。TP53 基因是表观遗传调控的直接靶点,

TP53 突变肿瘤细胞中存在DNA启动子区域的高

甲基化,去甲基化药物的应用可以逆转高甲基化状

态,重新激活基因的表达,从而达到杀灭肿瘤细胞

的目的[9,16]。因此,推测 DAC是否通过改变细胞

的甲基 化 模 式 或 通 过 某 些 机 制 激 活 抑 癌 基 因

TP53 的表达来逆转耐药性,仍需在后续实验中进

一步证实。

表5　患者临床资料

病例 性别 年龄/岁 分型
IPI
评分

ECOG
评分

TP53
突变类型

既往治

疗线数
治疗方案 疗效 不良反应

1 男 58 GCB 3 2 exon4 2 DAC、PD-1 疾病进展
Ⅳ度骨髓抑制、

肝损害

2 女 37
non-GCB
双表达

4 3 无 3 DAC、PD-1 疾病稳定
Ⅳ度骨髓抑制、

严重腹泻

3 女 55
GCB

双表达
2 1 exon7 2

DAC、PD-1、
泽布替尼

2个疗程部分缓解,

4个疗程疾病稳定
Ⅳ度骨髓抑制

4 男 61
non-GCB
双表达

2 2 exon8 1 DAC、R-DICE 部分缓解 无

5 女 63 non-GCB 4 2 exon8 2 DAC、R-Gemox 部分缓解 Ⅳ度骨髓抑制

　　DLBCL的临床治疗难点表现在多数TP53 突

变患者对标准一线治疗耐药或在治疗后3年内复

发,即便采用高剂量化疗联合自体干细胞移植等高

强度治疗方案生存率仍未有明显突破[17-18]。随着

临床前研究的深入,DLBCL通过促进 DNA 高甲

基化维持其恶性生物学功能的特性被证实,复发/
难治 DLBCL 患者的去甲基化治疗受到重视[19]。
本课题组在临床前研究的基础上,对5例TP53 突

变(4/5例二代测序证实TP53 突变,1例免疫组织

化学TP53 表达40%)的复发/难治 DLBCL患者

给予 DAC联合方案治疗,其中病例5为老年女性

患者,体质弱,无法耐受高强度化疗,经一二线等方

案治疗后复发,选用R-Gemox方案化疗,显示一定

疗效,但疗效仅维持10d左右,后在 R-Gemox方

案的基础上联合DAC,疗效达部分缓解,且疗效持

续4个月;病例4为既往仅接受一线治疗的老年男

性,无基础疾病,分期较早,换方案治疗后未出现不

良反应且疗效可达部分缓解,提示此类早期且耐受

性好的患者或许可以优先将DAC治疗前移。一项

应用R-CHOP联合DAC治疗初诊中高危 DLBCL
的1期临床研究显示,总有效率为94.9%,完全缓

解率为88.1%,最常见的3/4级毒性为血液学,包
括中性粒细胞减少症(62.7%)和发热性中性粒细

胞减少症(25.4%);3/4级非血液学毒性并不常

见[20]。本研究中不良反应发生率和严重程度与上

述研究相比差别较大,考虑与复发/难治患者经过

多次化疗导致一般状况较差有关。另外,由于我们

的研究病例数少、前期化疗方案不一致,差异无统

计学意义,进一步探索有待后期数据的扩大。
老年难治患者面临着平衡治愈性与最小化毒

性的临床困境,通过免疫化疗联合新的生物制剂、
分子和信号通路靶向治疗、CAR-T 细胞疗法等来

改善疗效的尝试一直在进行中[21]。最近一项研究

使用DLBCL细胞系来源的异种移植小鼠模型,证
实DAC和维奈托克的组合在体内外通过增加

BCL-2依赖性、抑制促存活PI3K-AKT通路、诱导

DNA损伤反应等途径协同抑制 DLBCL细胞的增

殖,表明 DAC联合维奈托克是临床探索 DLBCL
的一种有前景的组合[22]。DAC在骨髓异常增生综

合征及髓系白血病等疾病治疗中取得了较好的疗

效,临床研究同样显示对复发/难治 DLBCL具有

较好的应用潜力和治疗活性[23]。TP53是 DLBCL
常见的突变基因,Wright等开发的“LymphGen”算
法将 TP53失活显著富集的亚型称为“A53”,该型

肿瘤的β2-微球蛋白常缺少或失活,从而逃避免疫

监视,成 为 治 疗 难 点,也 是 未 来 治 疗 的 靶 点 之

一[24-25]。我们的临床前研究显示联合使用DAC可

以增强 TP53 突变细胞对 ADM 的敏感性,增加

TP53 突变细胞的凋亡,逆转耐药,为未来探索

TP53 突变DLBCL患者的二线或三线治疗提供了

一定的理论基础。
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