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LILRB4 在多发性骨髓瘤演变中的作用 

 

摘要 

 

多发性骨髓瘤（multiple myeloma, MM）,是一种由浆细胞恶性增殖所导致的血液系统

肿瘤，常引起患者正常造血和成骨分化的受损。同时，由于骨髓瘤细胞大量分泌的 M 蛋白

会在肾脏累积，从而使得患者出现与肾功能受损有关的体征。因此，多发性骨髓瘤是一种

器官广泛受累且发病较为凶险的血液系统肿瘤。白细胞免疫球蛋白样受体亚家族 B

（Leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily B, LILRB），是白细胞免疫球蛋白样受体

（LIR）家族的一个亚群，其由细胞外免疫球蛋白结构域，跨膜结构域以及基于细胞质免疫

受体酪氨酸的抑制基序（ITIM）构成。课题组前期研究发现白细胞免疫球蛋白样受体亚家

族 B 成员 4（LILRB4）对于急性髓系细胞白血病的发生发展有着重要的作用，从而提示

LILRB4 可能是血液系统相关恶性肿瘤的潜在治疗靶点之一。本文从 LILRB4 入手，运用基

因敲低、流式细胞术等技术，发现 LILRB4 对 MM 细胞的增殖和克隆形成能力具有很强的

促进作用；敲低 LILRB4 可以显著降低 G2/M 期细胞的占比并促进 MM 细胞的凋亡。机制

上，LILRB4 可通过调控含 SH2 结构域的酪氨酸蛋白磷酸酶（SHP2）的磷酸化和钙调素蛋

白激酶（CaMK）的表达水平来控制环磷腺苷效应元件结合蛋白（CREB）的磷酸化，进而

促进 MM 的发生发展。这些结果提示 LILRB4 有望成为多发性骨髓瘤的新治疗靶点并提供

了重要理论支持。 

 

关键词：多发性骨髓瘤，白细胞免疫球蛋白样受体亚家族 B 成员 4，免疫抑制性受体，含

SH2 结构域的酪氨酸蛋白磷酸酶，环磷腺苷效应元件结合蛋白 
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THE ROLE OF LILRB4 IN THE DEVELOPMENT OF 

MULTIPLE MYELOMA 

 

ABSTRACT 

 

 Multiple myeloma (MM) is a hematological tumor orignated from the malignant 

proliferation of plasma cells, which can further leads to the impairment of the normal 

hematopoietic function and osteogenic differentiation. Meanwhile, the large amount of M proteins 

that are secreted by multiple myeloma cells is often accumulated in the kidneys and impaires renal 

function in patients. Therefore, multiple myeloma is an aggressive hematological tumor with 

extensive organ damage. Leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily B (LILRB), a 

subgroup of the leukocyte immunoglobulin-like receptor family (LIR), contains the extracellular 

immunoglobulin domains, transmembrane domains, and cytoplasmic immune receptor 

tyrosine-based inhibition Motif (ITIM). As reported in our previous study, leukocyte 

immunoglobulin-like receptor subfamily member B4 (LILRB4) prompts the development of acute 

myeloid leukemia, which suggests that LILRB4 might be a potential therapeutic target for 

hematological tumors. In this project, we used serveral techniques, including gene knockdown 

and flow cytometry analysis to evaluate the role of LILRB4 in MM development and demostrated 

that LILRB4 promoted the proliferation and colony formation of MM cells. Knockdown of 

LILRB4 in human MM cell lines significantly reduced the frequency of G2/M phase cells and 

enhanced the apoptosis of MM cells. Mechanistically, LILRB4 mantained the phosphorylation of 

CREB by regulating the phosphorylation of SHP2 and the expression level of CaMK, thereby 

promoting the development of MM. These results provide several lines of evidence in supporting 

that LILRB4 may serve as a new therapeutic target for multiple myeloma. 

 

Key words: Multiple myeloma, leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily member B4, 

immune inhibitory receptor, SHP2, CREB 
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第一章 绪论 

 

多发性骨髓瘤（multiple myeloma, MM）是一种由浆细胞恶性增殖所导致的血液系统肿

瘤[1]，常引起患者正常造血和成骨分化的受损。同时，由于骨髓瘤细胞大量分泌的 M 蛋白

会在肾脏累积，从而使得患者出现与肾功能受损有关的体征[2]。流行病学调查显示，多发性

骨髓瘤发病率占所有恶性肿瘤的 1％，约占所有血液系统恶性肿瘤的 10％。在美国，每年诊

断出超过 30,000 例 MM 新病例，超过 12,000 例患者死于该病，显示出 MM 的凶险性[3]。 

白细胞免疫球蛋白样受体亚家族 B（LILRB），是白细胞免疫球蛋白样受体（LIR）家族

的一个亚群，其由细胞外免疫球蛋白结构域，跨膜结构域以及基于细胞质免疫受体酪氨酸的

抑制基序（ITIM）构成。该受体在免疫细胞上表达，并与抗原呈递细胞上的主要组织相容

性复合体 I 类分子（MHC I）结合，从而抑制免疫反应刺激信号[4]。然而目前，对于白细胞

免疫球蛋白样受体亚家族 B（LILRB）在多发性骨髓瘤发生发展中的作用却少有研究。 

 

1.1 多发性骨髓瘤研究现状 

1.1.1 多发性骨髓瘤的病因及发病机制 

(1)病因 

MM 的病因目前知之甚少，主流学说认为环境因素、遗传易感性、慢性炎症可能是其

病因[5]。在纪念斯隆-凯特琳癌症中心的一项对于 781 位“9·11”事件中参与应急救援的消

防员的外周血检测中，出现意义不明的单克隆免疫球蛋白血症的人数相较于普通人群高出

了 1.8 倍，提示环境因素作为 MM 病因的可能性[6]。对于遗传易感性，在 2018 年的一项研

究中，通过分析大约 10,000 名 MM 患者和 200,000 多名健康人的样本，一共鉴定出 23 种与

MM 相关的单核苷酸多态性（SNP）[7]。此外，有研究证实 MM 患者的后代罹患该病的风险

增加了约一倍[8]。关于慢性炎症，在对戈谢病（又称高雪氏病，Gaucher’s disease）继发 MM

的患者研究中发现，这些患者体内的溶血脂由于戈谢病而过多，从而导致产生大量与溶血

脂结合的单克隆抗体造成长期的慢性炎症，继而诱发 MM[9]。而在对于爱泼斯坦-巴尔病毒

（EBV）的相关研究中，也发现了病毒感染诱发慢性炎症从而导致 MM 的现象[10]。这些研

究表明慢性炎症可能是 MM 的病因之一[11]。 

(2)发病机制 

现有的研究表明 MM 的发病机制与 B 细胞成熟期间的基因变化和肿瘤微环境的改变都

有着千丝万缕的关系。在一部分的 MM 患者中，其肿瘤细胞染色体是超二倍体组；还有一

部分患者则会出现染色体易位的情况，且易位大多涉及 14 号染色体上编码抗体重链的部分。

相关易位会造成位于另一条染色体（例如 4 号、11 号或 16 号染色体）的基因元件整合至编

码部分前面，将其激活，最终在“二次打击”作用下造成浆细胞开始不受控增殖，导致 MM[12]。

此外，分子生物学研究表明，肿瘤抑制基因 TP53 常在侵袭性的 MM 中完全失活，这提示

肿瘤抑制基因的失活对于 MM 的进展快慢和恶性程度也起到一定的调控作用[13]。而对于癌

基因改变，例如 C-MYC 异常上调，有研究显示其也与 MM 的疾病发生和进展相关[14]。因

此，多发性骨髓瘤在基因层面的发病机制复杂且多样化，甚至在患者疾病进展过程中，不

同的克隆之间也存在差异[15]。 

此外，MM 的发生发展与肿瘤微环境也密切相关。MM 细胞几乎仅在骨髓内生长和扩

增，因此提示骨髓微环境在支持 MM 细胞生长和存活中的重要性[16]。值得注意的是，MM

骨髓微环境中间充质细胞和破骨细胞的占比同正常骨髓微环境相比发生了明显改变，特别
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是间充质细胞数量的增加与诊断时的浆细胞负荷密切相关[17]。进一步的研究发现间充质基

质细胞群表达更高水平的白介素 6（IL-6）来增强血管内皮生长因子（VEGF）的产生[17]，

还表达更多的生长分化因子 15（GDF15）来增强了 MM 细胞的自我更新[18]，这些因子对于

骨髓微环境的改造帮助了 MM 的发展。此外，有研究表明，基质细胞衍生因子 1（SDF-1）

/趋化因子受体 4（CXCR4）轴对于骨髓微环境中的 MM 细胞的黏附也至关重要[19]。而在对

于 MM 骨髓微环境破骨细胞的研究中发现，MM 细胞分泌核因子 κB 配体（RANKL）导致

破骨细胞通过 NFκB 途径活化，导致骨吸收和骨形成之间的失衡，从而破坏骨髓微环境[20]。 

综上，多发性骨髓瘤的发病机制复杂且多样化，其不仅与基因层面的各种复杂改变息

息相关，更与其所在的骨髓微环境有着复杂的联系，这也造成了目前难以找到高效治疗方

法和特异性治疗靶点的窘境。 

 

1.1.2 多发性骨髓瘤的临床表现 

MM 患者的主要临床表现为骨损伤、肾损害、感染易感性、贫血等[21]。根据我国的临

床资料显示，MM 伴骨痛为主要症状的患者约占 MM 患者总数的 70 %，且严重者会出现自

发性骨折[22]。此外，约 15 %的患者会并发浆细胞瘤，通常集中在头、胸骨、锁骨等处，这

些浆细胞瘤会浸润骨周围组织，造成进一步的骨损伤[23][24]。 

此外，由于 MM 细胞会大量分泌 M 蛋白，这些蛋白在肾脏的沉积一方面会直接导致对

肾小管的毒性作用，另一方面这些 M 蛋白会造成肾小管内管型形成，从而导致巨噬细胞炎

性反应以及肾脏淀粉样变，严重者甚至可导致骨髓瘤肾病[25]。另外有报道指出，国内 MM

患者院内感染发生率约为 27.87 %，感染部位以呼吸道最多，其次为消化道和泌尿道，提示

MM 患者具有感染易感性。这一方面是由于浆细胞的异常克隆导致 B 细胞的增殖和分化异

常所致，另一方面也和 CD4+/CD8+细胞比值下降有关[24][25]。 

最后，根据北大医学部的一项研究显示，MM 患者体能和精神状态与贫血程度呈正相

关，而造成贫血的原因和肾功能衰退、骨髓受侵等相关；而 M 蛋白聚集的凝血因子和纤维

蛋白原等会引发凝血障碍导致出血，进一步加重患者贫血[24]。 

综上所述，MM 患者的临床损害主要表现在骨损伤、肾损害、感染易感性、贫血等多

方面，且这些临床损害给患者带来了极大的痛苦。因此，寻找新的、高效的、降低患者痛

苦的 MM 治疗靶点迫在眉睫。 

 

1.1.3 多发性骨髓瘤目前的治疗方法及局限 

目前， MM 处于难以治愈的状态，且复发患者异质性较大[21]；MM 的治疗方法主要为

三种：传统化疗、骨髓移植和免疫治疗[21]。其中，免疫治疗对于 MM 患者的治疗产生了相

对积极的结果[26]。例如，B 细胞成熟抗原（BCMA）抗体 MMAF（GSK2857916）直接诱导

MM 细胞细胞周期的 G2/M 阻滞，随后发生凋亡 [27]；二代蛋白酶体抑制剂卡非佐米

（carfilzomib, CFZ），来那度胺（lenalidomide, LEN）和地塞米松联合用药也在临床三期实

验中取得了不错的疗效[28]。然而，尽管免疫治疗的出现延缓了疾病进展并延长了患者生存

期，但由于 MM 容易出现耐药克隆导致患者经常难治、复发，造成目前 MM 患者大多数仍

然无法治愈 [29]，即 10 至 15 年的无复发率仅有约 10-15％[30]。此外，对于使用免疫疗法治

疗 MM，目前也出现了相关副作用和干扰临床诊断测试的报告。例如，在一项小范围研究

中，发现 CD38 单抗达雷妥尤（daratumumab）会干扰多参数流式细胞术对骨髓穿刺结果的

分析与评估[31]；而 LEN 也被发现会导致 MM 患者发生较为严重的静脉血栓形成。因此，寻

找新的潜在治疗靶点以及探索相关靶点的调控机制就显得尤为重要。 
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1.2 白细胞免疫球蛋白样受体亚家族 B 研究现状 

1.2.1 白细胞免疫球蛋白样受体亚家族 B 研究现状 

白细胞免疫球蛋白样受体亚家族 B（LILRB），是白细胞免疫球蛋白样受体（LIR）家族

的成员，其结构由细胞外免疫球蛋白结构域，跨膜结构域以及细胞质免疫受体酪氨酸的抑

制序列（ITIM）构成。该受体常在免疫细胞上表达，并与抗原呈递细胞上的主要组织相容

性复合体 I 类分子（MHC I）结合，从而抑制免疫反应刺激信号[32][33]。然而，随着近些年对

于 LILRB 家族功能探究的深入，有研究提示 LILRB 的胞内段 ITIM 序列在某些情况下能够

产生免疫激活作用，且与 337、389 和 419 处的酪氨酸（Tyr）残基突变及其在 ITIM 结构中

的位置相关[34]。 

目前，LILRB 与肿瘤相关的研究中也取得了一定的进展。在一项与肺癌发生发展相关

性的研究中，血管生成素样蛋白 2（angiopoietin like protein 2，ANGPTL2）通过与白细胞免

疫球蛋白样受体亚家族 B 成员 2 （LILRB2）结合来招募 LILRB2 下游的含 SH2 结构域的

酪氨酸蛋白磷酸酶（SHP2）从而促进了肺癌的发生与发展[35]。此外，白细胞免疫球蛋白样

受体亚家族 B 成员 4（LILRB4）对于急性髓系细胞白血病的发生发展有着重要的作用[36]，

从而提示 LILRB 成员可能是血液系统相关恶性肿瘤的潜在治疗靶点之一。值得注意的是，

根据 TCGA 的数据显示，LILRB4 在多种恶性肿瘤中的表达量均明显上升（图 1），体现了

LILRB 家族的功能可能不仅限于免疫抑制，更可能在肿瘤发生发展中具有重要作用。 

 

图 1：LILRB4 在不同肿瘤组织中的表达情况（数据来源 TCGA） 

Figure 1: The expression of LILRB4 in different tumors（From TCGA） 

ACC: 肾上腺皮质癌，BLCA: 膀胱尿路上皮癌，BRCA: 乳腺浸润癌，CESC: 宫颈鳞状细

胞癌和宫颈内膜腺癌，CHOL: 胆管癌，COAD: 结肠腺癌，ESCA: 食道癌，GBM: 胶质母

细胞瘤，HNSC: 头颈部鳞状细胞癌，KICH: 肾嫌色细胞癌，KIRC: 肾脏肾透明细胞癌，

KIRP: 肾肾乳头状细胞癌，LAML: 急性髓系细胞白血病，LGG: 脑低级别胶质瘤，LIHC: 肝

细胞肝癌，LUAD: 肺腺癌，LUSC: 肺鳞状细胞癌，OV: 卵巢浆液性囊腺癌，PAAD: 胰腺

癌，PRAD: 前列腺癌，READ: 直肠腺癌，SKCM: 皮肤黑色素瘤，STAD: 胃腺癌，TGCT: 

睾丸癌，THCA: 甲状腺癌，UCEC: 子宫内膜癌，USC: 子宫肉瘤。 
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1.2.2 白细胞免疫球蛋白样受体亚家族 B 成员 4 与多发性骨髓瘤间的关系 

MM 的发病机制与 B 细胞成熟期间的基因变化有着密切的关系[15]。在正常情况下，

LILRB1 在 B 细胞中稳定表达，而 LILRB4 在 B 细胞亚群中表达水平较低[37]。然而，LILRB4

在抗体异常分泌的浆细胞上的表达量相较于正常浆细胞显著升高，而 LILRB1 则没有明显差

异[38]，这提示 LILRB4 的异常表达与 B 细胞的异常发育之间可能存在着联系。此外，当 MM

细胞与骨髓基质细胞共培养时，LILRB4 在 MM 细胞上的表达量会升高[39]，提示 LILRB4

在 MM 细胞与骨髓基质细胞的相互作用中发挥一定作用。值得关注的是，在多发性骨髓瘤

研究基金会（MMRF）牵头的一项研究中[40]，KRAS、BRAF、BCLAF1、NOTCH2、DMD、

PALLD、COL11A1、NRAS、TP53 这九个基因拷贝数的异常在 MM 患者中最为常见，且其

中的 BRAF 所在的 MAPK 通路会直接受到 LILRB4 的调控[41]。 

综上，现有的各项研究表明 LILRB4 与 MM 的发生发展有着千丝万缕的关系，其不仅

可能直接参与疾病的进展，还可能介导 MM 细胞与骨髓微环境的互作。因此，研究 LILRB4

在 MM 发生发展中的作用并解析其机制，可为探索 MM 的发病机制提供新的依据，并可能

为治疗 MM 提供新的靶点。 

 

1.3 本研究的目的和意义以及实验基础 

1.3.1 研究目的和意义 

由于 MM 发病机制的复杂性和多样化，现有治疗手段的局限性以及治疗后极易复发的

情况，寻找潜在新的治疗靶点并明晰相关病理生理机制就成为了一项迫在眉睫的工作。目

前，随着有关研究的深入，LILRB4 作为血液系统相关恶性肿瘤的潜在治疗靶点进入了研究

视野。然而，LILRB4 在 MM 中的表达、功能和作用却鲜有研究和报道。因此，本研究运用

基因敲低技术构建了 LILRB4 敲低的 MM 细胞系，阐述 LILRB4 在 MM 发生发展中的作用，

为探究 MM 的发病机制以及探索 MM 新的治疗靶点提供依据和理论支持。 

 

1.3.2 研究的实验基础 

在课题组前期的研究中，LILRB4 在急性髓系细胞白血病发生发展中的作用已经得到了

阐释[36]，且该研究提示了 LILRB4 可能是血液系统相关恶性肿瘤的潜在治疗靶点之一。此

外，通过进一步的预实验，我们发现在 MM 细胞系 RPMI8226 和 ARP-1 等中 LILRB 成员

LILRB1 和 LILRB4 均有表达，表明 LILRB 家族可能在 MM 发生发展中发挥作用，为本研

究奠定了基础。 

 

1.4 本章小结 

MM 作为一种难以治愈的浆细胞恶性增殖所导致的血液系统肿瘤，其复杂的病因和发

病机制使得现有治疗手段疗效不佳，患者预后不良且容易复发。而 LILRB4 在急性髓系细胞

白血病中作为治疗靶点的潜力已经显现，且课题组前期研究发现 LILRB4 在多发性骨髓瘤细

胞系 RPMI8226 和 ARP-1 中表达较高。因此，探究 LILRB4 在 MM 发生发展中的作用，可

解析 MM 的发病机制，并为探索 MM 的新治疗靶点提供理论支持。 
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第二章 材料与方法 

 

2.1 实验材料 

2.1.1 实验细胞系 

表2-1 实验细胞系 

名称 细胞背景 来源 

293T 

RPMI8226 

ARP-1 

人肾上皮细胞系 

人多发性骨髓瘤细胞系(IgG 型) 

人多发性骨髓瘤细胞系(IgA 型) 

ATCC 

ATCC 

ATCC 

 

2.1.2 实验试剂 

表2-2 实验试剂 

名称 公司 货号 

DMEM 细胞培养液 

1640 细胞培养液 

胎牛血清(FBS) 

细胞培养用双抗 

磷酸盐缓冲液(PBS), pH7.4 

胰酶消化液 

LILRB4-APC 流式抗体 

细胞凋亡检测试剂盒 

10×Cutsmart buffer 

EcoR I-HF 内切酶 

Age I-HF 内切酶 

10×H buffer 

10×T4 buffer 

T4 连接酶 

三羟甲基氨基甲烷（Tris） 

十二烷基磺酸钠（SDS） 

甘氨酸 

牛血清蛋白组份五 

硝酸纤维素膜（NC 膜） 

脱脂奶粉 

SHP2 抗体(1：1000) 

p-SHP2 抗体(1：1000) 

CREB 抗体(1：2000) 

p-CREB 抗体(1：2000) 

CaMK1 抗体(1：2000) 

GAPDH-HRP 抗体(1：5000) 

显影液 

上海源培生物 

上海源培生物 

依科赛 

上海源培生物 

上海源培生物 

上海源培生物 

eBioscience 

上海翊圣生物科技有限公司 

NEB 

NEB 

NEB 

NEB 

Takara 

Takara 

生工 

Amresco 

生工 

上海湘鸿生物技术有限公司 

GE 

上海翊圣生物科技有限公司 

Abways 

Abways 

Abways 

Abways 

Abcam 

Abways 

Millpore 

L110KJ 

L210KJ 

FSP500 

S110JV 

B320KJ 

S310JV 

17-5139-42 

40302ES60 

B7204S 

R3101L 

R3552L 

M0523S 

2011A 

2011A 

A501492-0500 

0227-1KG 

A610235-0500 

HR016-2 

10600002 

36120ES76 

CY5751 

CY5639 

CY5426 

CY5043 

2331-1 

AB2000 

WBKLS0500 
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2.1.3 实验仪器 

表2-3 实验仪器 

名称 公司 型号 

普通冰箱 

超低温冰箱 

二氧化碳培养箱 

漩涡振荡仪 

NanoDrop 紫外分光光度计 

细胞超净台 

精密电子天平 

流式细胞仪 

流式细胞仪 

PCR 仪 

倒置显微镜 

光学显微镜 

细胞甩片机 

台式高速离心机 

微量台式离心机 

蛋白电泳仪 

蛋白转膜仪 

显影仪 

海尔 

Thermo Scientific 

Thermo Scientific 

Scientific industries 

NanoDrop 

Thermo Scientific 

Sartorius 

BD 

Beckman Coulter 

Bio-Rad 

Nikon 

ZEISS 

GE 

Thermo Fisher 

Thermo Scientific 

Bio-Rad 

Bio-Rad 

GE 

HYC-360 

Forma 900 series 

HERAcell 240i 

Vortex-Genie 2 

ND-2000 

1300 series A2 

BS 124S 

Fortessa 

CytoFLEX 

C1000 Thermal Cycler 

DP1000 

Scope A1 

Cytospin 4 

Multifuge X1R 

Heraeus Fresco 17 

 

 

ImageQuant LAS 4000 

 

2.1.4 实验分析软件 

表2-4 实验分析软件 

名称 功能 版本 

Flowjo 

GraphPad Prism 

Image-Pro Plus 

Funrich 

流式细胞术结果分析 

统计分析与图制作 

蛋白灰度分析 

信号通路分析 

X 10.0.7r2 

6.0.1.298 

6.0.0.206 

3.1.3 

 

2.2 实验方法 

2.2.1 细胞培养 

(1) 293T 细胞培养 

293T 细胞用含 10 % 胎牛血清（fetal bovine serum, FBS）的 DMEM 培养基于 37 ℃，

含有 5 %二氧化碳（5 % CO2）和 95 %空气的细胞培养箱中培养，每 2 天按 1 比 4 传代。 

(2) RPMI8226 细胞培养 

用含 20 % FBS 的 1640 培养基于 37 ℃，含有 5 % CO2和 95 %空气的细胞培养箱中培

养，每 3 天按 1 比 2 传代。 

(3) ARP-1 细胞培养 

用含 10 % FBS 1640 培养基于 37 ℃，含有 5 % CO2和 95 %空气的细胞培养箱中培养，

每 2 天按 1 比 3 传代。 
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2.2.2 LILRB4 的 shRNA 质粒构建 
通过查阅相关资料，我们设计了两组 shRNA 序列，经过质粒酶切、shRNA 退火和退火

产物与质粒连接后将两组 shRNA 分别构建入 pLKO.1 GFP (addgene)质粒中(图 3)，经过测

序验证结果正确后，将质粒抽提保种。 

 
 

图 2：pLKO.1 GFP 图谱 
Figure 2: The graph of pLKO.1 GFP 

 

 

(1) 质粒的酶切 

表2-5 质粒酶切体系 

成分  作用 使用量 

pLKO.1 GFP 

10×Cutsmart buffer 

EcoR I-HF 

Age I-HF 

ddH2O 

 载体 

 缓冲液 

 内切酶 

 内切酶 

 溶剂 

5 μL 

3 μL 

2 μL 

2 μL 

18 μL 

首先，将酶切体系各组份加入 50 μL EP 管后，漩涡振荡混匀，随后放入 37 ℃水浴中进

行酶切，时间为 3 小时。 

(2) shRNA 退火 

表2-6 shRNA退火体系 

成分  作用 使用量 

正链 

负链 

10×H buffer 

ddH2O 

 构成 shRNA 

 构成 shRNA 

  缓冲液 

  溶剂 

5 μL  

5 μL  

5 μL  

35 μL 
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其次，将退火体系各组份加入 50 μL EP 管后，漩涡振荡混匀，随后放入 PCR 仪中进行

退火，程序为 99 ℃ 解旋 5 分钟，37 ℃退火 1 小时。 

(3) 退火产物与酶切后质粒的连接 

  表 2-7 退火产物与质粒连接体系 

成分  作用 使用量 

酶切后质粒 

退火产物 

10×T4 buffer 

T4 连接酶 

ddH2O 

 载体 

  shRNA 

  缓冲液 

 连接 

 溶剂 

20 ng 

2 μL 

2 μL 

2 μL 

补足至 20 μL 

然后，将连接体系各组份加入 50 μL EP 管后，漩涡振荡混匀，随后避光室温连接 1 小

时。 

(4)连接产物转化与平板克隆筛选 

随后，进行连接产物的转化。先将连接产物加入 50 μL 的感受态菌 DH5α 中置于冰上

30 分钟，之后 42 ℃热激 90 秒。再次置于冰上 5 分钟后，将所有菌液加入 500 μL 的 LB 培

养液中进行活化，在活化完成后取适量的菌液进行氨苄平板克隆筛选。 

(5)测序与保种 

最后，将挑选出的克隆进行扩增，经测序验证正确后，将质粒保种。 

 

2.2.3 慢病毒包装与感染 

(1) 慢病毒包装 

包装前将汇合度达 100 %的 293T 细胞按 1 比 4 传代，第二天待细胞生长至汇合度

70 %~80 %时，开始包装病毒。将 50 μL 2.5 M CaCl2 与质粒混合后（包装质粒比例为

pMD2G:pSPAX2:DNA 为 1：3：4），补加无菌去离子水至总体积为 500 μL，混匀后，滴加

至 500 μL 2×HBS 中，静置半小时，最后加入至上述汇合度的 293T 细胞培养皿中。4-6 小时

后，换成新鲜培养基。之后分别收取 48 小时和 72 小时的病毒上清，400 g，离心 5 分钟后，

用 0.45 μm 无菌滤头过滤，以备感染细胞。 

(2) 慢病毒感染 

将过滤后的病毒液加入待感染的细胞中，按终浓度 4 μg/mL 加入 polybrene,37 ℃，600 g,

离心感染 2 小时，然后放入细胞培养箱中静置 2 小时，最后换成新鲜培养基。如需二次感染

则第二天重复上述步骤。 

 

2.2.4 流式细胞术检测 LILRB4 的表达 
首先，将细胞用磷酸盐缓冲溶液（phosphate buffer saline, PBS）重悬后，400 g，离心 5

分钟，弃去上清；再用 1 mL（含 2 % FBS 的 PBS）重悬细胞后，使用细胞计数板计数，收

取适量的细胞（1×105）移入 96 孔板中；1000 g 离心 5 分钟，弃去上清；之后，每孔加入

50 uL LILRB4-APC 抗体稀释液（抗体浓度为 1：100 稀释），小心混匀；4 ℃，避光孵育 30

分钟；然后，每孔加入 200 μL PBS（含 2% FBS）;随后，1000 g 离心 5 分钟，弃去上清；

最后，200 μL PBS（含 2 % FBS）重悬后将液体移入流式管进行流式检测。 

 

2.2.5 细胞生长曲线实验 
将对照组的多发性骨髓瘤细胞和基因敲除组的多发性骨髓瘤细胞分别种入 24 孔板中，

每孔 1×105 细胞，每组细胞种 3 复孔；之后，通过细胞计数板进行细胞计数，分别记录 2 天，

4 天，6 天时的细胞增殖情况，绘制细胞生长曲线。 

 

2.2.6 细胞周期分析 
300 g 离心收集 1×106 细胞后，使用 5 mL 4 ℃预冷的 PBS 洗涤细胞两次，每次需 300 g

离心 5 分钟并弃去上清；随后，加入 4 mL 4 ℃预冷的 70 %乙醇，轻弹细胞后于-20 ℃固定
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过夜。第二天，300 g 离心 5 分钟并弃去乙醇后，使用 5 mL PBS 洗涤细胞一次；然后，加

入 400 μL 溴化乙锭（PI）染液（50 μg/mL）,一边轻弹细胞一边小心加入；之后，4 ℃避光

孵育 30 分钟；最后，将重悬液通过 40 μm 滤网后上机进行流式检测细胞周期。 

 

2.2.7 细胞凋亡分析 
将 1~5×105的细胞 300 g 离心 5 分钟并弃去液体；随后，使用 4 ℃预冷的 5 mL PBS 洗

涤细胞两次，每次需 300 g 离心 5 分钟并弃去液体；之后，加入 100 μL 1×Binding Buffer 重

悬细胞至均匀后，加入 5 μL Annexin V-FITC 和 10 μL PI Staining Solution，同时轻轻混匀液

体；在室温避光孵育 15 分钟后，向混合液中再加入 400 μL 1×Binding Buffer，混匀后置于冰

上，并于 1 小时内上机进行流式检测细胞凋亡情况。 

 

2.2.8 细胞吉姆萨染色实验 
将 4~8×104的细胞 300 g 离心 5 分钟并弃去液体；随后，使用 5 mL PBS 洗涤细胞一次， 

300 g 离心 5 分钟并弃去液体后，使用 200 μL PBS 重悬细胞；之后，吸取 100 μL 滴加入组

装好的甩片固定器中， 600 g 甩片 5 分钟；将玻片取下后使用阻水笔圈出细胞位置后，向圈

内滴加 A 液 20 μL 并迅速滴加 B 液 40 μL 混匀；室温静置 8 分钟后，使用清水小心洗去染

液，并于室温静置至干燥；最后，使用显微镜进行观察与记录。 

 

2.2.9 细胞克隆形成实验(CFU) 
将 6000 个细胞小心加入 3 mL CFU 培养基中，漩涡振荡至混匀；随后，使用 1 mL 注射

器将液体均分至 24 孔板的 3 个孔中，即一组细胞种 3 复孔，每孔 1 mL 培养基和 2000 个细

胞。将细胞放入含有 5 % CO2 和 95 %空气的细胞培养箱中培养，待形成明显克隆后使用倒

置显微镜进行观察与记录。 

 

表2-8 CFU培养基配方 

成分  作用 使用量 

胎牛血清 

1640 培养液 

3.6 %甲基纤维素 

细胞培养用双抗 

 提供营养 

 提供营养 

  固定克隆和细胞位置 

防止克隆生长期间发生污染 

4 mL 

4.6 mL 

2.4 mL 

200 μL 

 

2.2.10 蛋白印迹实验 
细胞样品，收取 1×106细胞，用 30 μL PBS 重悬；上清样品，收取所有上清，400 g 离

心 5 分钟后，收取 30 μL 上清。将上述细胞、上清样品，加入等体积 2×SDS 裂解液（表 2-9），

混匀后，放入 100 ℃加热器中煮 5 分钟，再置于冰上 5 分钟，重复该过程 3 次，完成蛋白制

备。用 10 % 聚丙烯酰胺（PAGE）凝胶制备试剂盒制备凝胶，加入制备好的蛋白样品进行

SDS-PAGE 凝胶电泳；之后，220 mA 恒流转膜 2 小时，5%脱脂牛奶封闭 1 小时，加入相应

一抗 4 ℃孵育过夜。第二天，PBST （Tween: PBS=1: 1000） 洗膜 3 次，每次 5 分钟，随后，

用相应二抗室温孵育 1 小时后，PBST 洗膜 3 次，每次 5 分钟。最后加入 HRP-显色试剂显

色并拍照。 

 

      表 2-9 2×SDS 裂解液配方 

成分  作用 使用量 

100 mM Tris-HCl（pH6.8） 

十二烷基磺酸钠（SDS） 

溴酚蓝 

甘油 

二硫苏糖醇（DTT） 

 缓冲液 

 裂解 

 染料 

 增稠剂 

 抗氧化 

5 mL 

2 g 

0.1 g 

10 mL 

1.54 g 
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   表2-10 10×电泳缓冲液配方 

成分  作用 使用量 

Tris 

甘氨酸 

SDS 

超纯水 

 缓冲体系 

 缓冲体系 

 裂解 

 溶剂 

30.4 g 

144 g 

10 g 

 定容至 1000 mL 

      表2-11 10×转膜液配方 

成分  作用 使用量 

Tris 

甘氨酸 

超纯水 

 缓冲体系 

 缓冲体系 

 溶剂 

30.28 g 

150.14 g 

定容至 1000 mL 

将 10×转膜液 100 mL 加入 700 mL 超纯水中，再向混合液中加入 200 mL 甲醇，即可配

置成 1×转膜液。  

 

2.2.11 信号通路分析 
使 用 MetaboAnalyst 4.0 进 行 在 线 通 路 相 关 性 分 析 ， 网 址 为

https://www.metaboanalyst.ca/faces/home.xhtml。 

关键信号分子的深度分析使用 FunRich 3.1.3 软件。 

 

2.2.12 统计分析 
统计数据用平均数±标准差（Mean±S.D）表示，两组数据进行相互比较时，使用

“un-paired two-tailed ”进行 Student’s test 分析组间差异；当数据为三组或三组以上进行比

较时，使用双因素方差分析与 Sidak 多重比较检验（two-way ANOVA with Sidak’s multiple 

comparison test）计算显著性差异。数据均来自至少 3 个独立样本。*p < 0.05, **p< 0.01, ***p 

<0.001, ****p< 0.0001 表示有显著差异。所有统计图均用 Graphpad Prism 6.0 软件作图。 
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第三章 实验结果 

 

3.1 LILRB 家族在多发性骨髓瘤患者中的表达情况及临床关系 

由于目前对于 LILRB 成员在肿瘤发生发展中的研究大多集中于肿瘤的免疫微环境研

究，例如 LILRB2 调控肿瘤相关巨噬细胞分化等[42]。对于 MM 细胞上的 LILRB 成员的表达

情况、功能甚至部分成员的配体都不甚明晰[43]；而对于该家族在 MM 中的表达情况和功能

更是少有报道,目前仅有报告提示 LILRB4 在慢性淋巴细胞白血病中非正常的 B 细胞上有所

表达，且与患者病情进展相关[44]。因此，我们首先分析了 TCGA 数据库中 LILRB 家族在

MM 患者中的表达情况及其与病人预后的关系。 

结果显示，相较于家族其他成员，LILRB4 通常在 MM 患者骨髓穿刺获得的样本中高表

达，且表达量越高患者的生存期越短（图 3）。因此，LILRB4 很可能直接参与到 MM 的发

生发展过程之中。 
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图 3：LILRB家族与 MM患者的临床关系(数据来源 TCGA)  

Figure 3: The clinical relationship between LILRB Family and multiple myeloma（From 

TCGA) 

a. LILRB 家族在人骨髓穿刺标本中的表达情况，集合 0 代表正常人群，集合 1 代表意义不

明的单克隆免疫球蛋白血症患者，集合 2 代表 MM 患者, LILRB4 在 MM 患者中表达情况同

正常人群相比差异较大。 b. LILRB 家族表达量的高低与 MM 患者生存期的关系，LILRB

家族成员表达量越高，患者生存期越短。 

 

 

3.2 LILRB 家族在多发性骨髓瘤细胞系中表达情况 

因此，我们运用流式细胞术，对 LILRB 家族各成员在 MM 细胞系 8226 和 ARP-1 中的

表达进行了测定。流式细胞术结果显示（图 4），在 MM 细胞系 8226 和 ARP-1 中，LILRB1

和 LILRB4 细胞群都显著右移，此结果提示 LILRB1 和 LILRB4 在 8226 和 ARP-1 中均明显

表达，同时可以发现 LILRB2 和 LILRB3 表达量低。因此，在综合相关文献报道和课题组前

期相关实验结果之后，本课题主要对 LILRB4 在多发性骨髓瘤发生发展中的影响和作用进行

深入的研究。 
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图 4：LILRB 家族各成员在多发性骨髓瘤细胞系 8226和 ARP-1中的表达 

Figure 4: The expression of LILRBs in multiple myeloma cell line 8226 and ARP-1 

流式细胞术结果显示在多发性骨髓瘤细胞系 8226 和 ARP-1 中，LILRB1 和 LILRB4 均表达，

而 LILRB2 和 LILRB4 未见表达。a. LILRB1 在 MM 细胞系 8226 中的表达。b. LILRB2 在

MM 细胞系 8226 中的表达。c. LILRB3 在 MM 细胞系 8226 中的表达。d. LILRB4 在 MM 细

胞系 8226 中的表达。e. LILRB1 在 MM 细胞系 ARP-1 中的表达。f. LILRB2 在 MM 细胞系

ARP-1中的表达。g. LILRB3在MM细胞系ARP-1中的表达。h. LILRB4在MM细胞系ARP-1

中的表达。 

 

 

3.3 LILRB4 敲低细胞系的建立与验证 

我们进一步建立 LILRB4 敲低的细胞系，并且以此为工具来观察敲低组与对照组之间表

型的差异，以此来挖掘 LILRB4 在 MM 发生发展中可能的调控机制。 
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3.3.1 shRNA 工作原理 

RNA 干扰（RNAi）是抑制基因表达极为有用的一种工具。它可以由短时间转染的合成

小干扰 RNA（siRNA）或稳定转染表达的小发夹 RNA（shRNA）触发。人工合成的 siRNA

由于使用寿命短，无法稳定且长时间地在细胞内调节基因表达，而 shRNA 通过慢病毒感染

等手段可以在细胞内稳定表达并通过一系列生化过程被加工成 siRNA。其主要过程为在细

胞核中表达的 shRNA 与 Drosha-DGCR8 蛋白复合体结合并且触发剪切加工过程；而 shRNA

在经过切割之后，由输出蛋白 5（Exportin-5）协助穿过核膜，从而进入到细胞质中；胞质

中的 shRNA 随后被 Dicer 酶裂解并被装载到 Argonaute 蛋白（AGO）中形成 shRNA-RISC

复合体，从而在细胞内实现抑制基因的表达(图 5) [45]。 

 

图 5：shRNA加工形成 RISC 复合体过程 

Figure 5: The formation of shRNA-RISC complex 

细胞核内稳定表达的 shRNA在经过Drosha-DGCR8蛋白复合体剪切，Exportin-5蛋白(XPO5)

协助转运，Dicer 酶裂以及装载入 Argonaute 蛋白(Ago)等步骤后，形成具有抑制基因表达功

能的 shRNA-RISC 复合体。 

 

 

3.3.2 LILRB4 的敲低细胞系建立与验证 

由于 MM 具有不同的疾病亚型且不同亚型之间的病理特征有所不同，因此选择了两种

不同类型的 MM 细胞系 RPMI8226 和 ARP-1 进行验证。前者分离于患者骨髓，携带 KRAS

和 TP53 突变，以分泌 IgG λ 轻链为主，属于 IgG 型多发性骨髓瘤细胞；后者亦分离于患者

骨髓，以分泌 IgA κ轻链为主，属于 IgA型多发性骨髓瘤细胞。我们对于两种细胞系的LILRB4

表达情况进行了检测，流式细胞分析结果显示两种细胞系皆高表达 LILRB4（图 6），两种

细胞系皆符合进行 LILRB4 敲低细胞系模型建立的要求。此外，LILRB4 在两种不同亚型的

多发性骨髓瘤细胞表面均有表达，说明了 LILRB4 在多发性骨髓瘤细胞中表达的普遍性，这

也提示了 LILRB4 在多发性骨髓瘤发生发展中可能有重要作用。 
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图 6：多发性骨髓瘤 8226细胞系和 ARP-1细胞系中 LILRB4 表达情况 

Figure 6: The expressions of LILRB4 in multiple myeloma cell lines 8226 and ARP-1 

流式结果显示相较于对照组（NC），抗体标记组（APC）细胞群显著右移，提示 LILRB4

在两种多发性骨髓瘤细胞系上皆高表达。a. 运用流式细胞术测定 LILRB4 在 MM 细胞系

8226 中的表达。b. 运用流式细胞术测定 LILRB4 在 MM 细胞系 ARP-1 中的表达。 

 

 

随后，我们按照前文所述方法在 293T 细胞中进行了 LILRB4 shRNA 慢病毒的包装，并

使用收获的慢病毒液对两种细胞系进行了感染。在感染完成后第三天，我们对于 8226 和

ARP-1 两种细胞系的慢病毒感染效率以及 shRNA 对于 LILRB4 的敲低效率分别通过流式细

胞术进行了检测。结果显示，相较于未经慢病毒感染的对照组（NC），空载质粒感染组（SCR）

和两组 shRNA 感染组（shLILRB4-1, shLILRB4-2）的慢病毒感染效率都高于 75 %(图 7)，

符合进行后续实验的要求。 

 

图 7：LILRB4的 shRNA 慢病毒感染效率 

Figure 7: The efficiency of LILRB4-shRNA lentivirus infection 

a. 运用流式细胞术测定慢病毒在 MM 细胞系 8226 中的感染效率：空载为 75.9 %，

shLILRB4-1 为 97.0 %，shLILRB4-2 为 97.7 %。b. 运用流式细胞术测定慢病毒在 MM 细胞

系 ARP-1 中的感染效率：空载为 98.3 %，shLILRB4-1 为 98.8 %，shLILRB4-2 为 99.4 %。 
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此外，通过 LILRB4-APC 流式抗体标记，经过流式细胞术检测与分析，两组 shRNA 在

两种细胞系内对于 LILRB4 的敲低效率都达到 50 %以上，LILRB4-APC 抗体的平均荧光强

度和荧光强度中位数均明显下降，即 LILRB4 蛋白表达量显著地下降。此结果表明两种多发

性骨髓瘤细胞系的 LILRB4 敲低模型建立成功(图 8)，可以进行后续实验。 
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图 8：shRNA敲低后 LILRB4蛋白表达情况 

Figure 8: The expression of LILRB4 after shRNA knockdown 

a. 流式细胞术测定 LILRB4-APC 抗体标记 8226 细胞的代表性散点图。b. 流式细胞术测定

LILRB4-APC 抗体标记 ARP-1 细胞的代表性散点图。c. 流式细胞术测定 LILRB4-APC 抗体

标记 8226 细胞的平均荧光强度和荧光强度中位数统计图。结果显示，相较于空载质粒感染

组（SCR），两组 shRNA 感染组（shLILRB4-1, shLILRB4-2）的平均荧光强度和荧光强度

中位数均显著下降，即蛋白表达量显著降低，敲低成功。d. 流式细胞术测定 LILRB4-APC

抗体标记 ARP-1 细胞的平均荧光强度和荧光强度中位数统计图。结果显示，相较于空载质

粒感染组（SCR），两组 shRNA 感染组（shLILRB4-1, shLILRB4-2）的平均荧光强度和荧

光强度中位数均显著下降，即蛋白表达量显著降低，敲低成功。（***p <0.001, ****p< 0.0001

表示有显著差异。） 

 

3.4 LILRB4 敲低对多发性骨髓瘤细胞的影响 

在建立了两种多发性骨髓瘤细胞系的 LILRB4 敲低模型后，我们对于细胞的增殖能力，

恶性克隆形成能力，细胞凋亡等方面进行了观察，以确认 LILRB4 是否在多发性骨髓瘤发生

发展过程中起到关键的调控作用。 

 

3.4.1 LILRB4 调控多发性骨髓瘤细胞的生长 

不论是 8226 细胞还是 ARP-1 细胞，在 LILRB4 敲低后，细胞的生长速率均显著降低（图

9），提示 LILRB4 对于多发性骨髓瘤细胞的生长起到助推的作用，而 LILRB4 的敲低可以减

缓多发性骨髓瘤的进展。 

 

图 9： 8226细胞系和 ARP-1细胞系空载质粒感染组（SCR）和两组 shRNA感染组（shLILRB4-1, 

shLILRB4-2）细胞的生长曲线对比 

Figure 9: The proliferation of scramble group (SCR) compared with the knockdown group

（shLILRB4-1, shLILRB4-2）in multiple myeloma cell lines 8226 and ARP-1 

a. 敲低 LILRB4 后，8226 细胞生长速率显著降低。b. 敲低 LILRB4 后，ARP-1 细胞生长速

率显著降低。（*p < 0.05, ***p <0.001, ****p< 0.0001 表示有显著差异。） 
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明确了 LILRB4 的敲低可以显著抑制多发性骨髓瘤的进展之后，我们对于其可能的调控

途径进行了探究。有文献报道，在 Burkitt 淋巴瘤细胞系 Raji 中，LILRB1 敲低后，Raji 细

胞出现了明显的 G0/G1 期细胞阻滞的现象[46]。受此启发，我们对于 8226 细胞和 ARP-1 细

胞及其相应 LILRB4 敲低组分别进行了细胞周期的检测。结果显示，在 MM 细胞中敲低

LILRB4 后，G2/M 期细胞的占比明显下降，G0/G1 期细胞占比略有上升(图 10)。这一结果

表明，LILRB4 不同于 LILRB1，其对于多发性骨髓瘤细胞生长的助推作用更倾向于通过促

进细胞进入增殖状态来实现的，故敲低 LILRB4 后，G2/M 期细胞的占比明显下降，而 G0/G1

期出现了轻微的细胞周期阻滞现象。 
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图 10： 8226细胞系和 ARP-1细胞系空载质粒感染组（SCR）和两组 shRNA感染组（shLILRB4-1, 

shLILRB4-2）细胞周期对比 

Figure 10: The cell cycles of scramble group (SCR) compared with the knockdown group

（shLILRB4-1, shLILRB4-2）in multiple myeloma cell lines 8226 and ARP-1 

不论是 8226 细胞还是 ARP-1 细胞，在 LILRB4 敲低后，G2/M 期细胞占比均显著降低。a.

流式分析 8226 细胞各组细胞周期代表图。b. 流式分析 ARP-1 细胞各组细胞周期代表图。

c. 8226 细胞的细胞周期统计图，结果显示 LILRB4 敲低组 G2/M 期细胞占比较空载组显著

降低。d. ARP-1 细胞的细胞周期统计图，结果显示 LILRB4 敲低组 G2/M 期细胞占比较空

载组显著降低。（*p < 0.05, **p< 0.01, ***p <0.001, ****p< 0.0001 表示有显著差异。） 

 

 

3.4.2 LILRB4 影响多发性骨髓瘤的恶性克隆形成能力 

在过去的 20 年中，大量研究表明，只有一小部分肿瘤细胞具有肿瘤启动能力，也就是

肿瘤发生的核心。它们可以自我更新，通过细胞分裂形成子代细胞，并分化为各种类型的

子代，这些肿瘤细胞称为肿瘤干细胞[47]。现有研究显示，肿瘤干细胞与疾病进程密切相关。

肿瘤干细胞通过分化为各种类型子代导致肿瘤组织中细胞的多样化组成，从而导致表型上

不同的亚克隆的产生，从而增加了抗肿瘤治疗后留下耐药克隆的机会，进而导致临床预后

差[48]。 

因此，为了直观地观察 LILRB4 敲低后对于多发性骨髓瘤细胞克隆形成能力的影响，我

们对于建模成功后的细胞进行了克隆形成实验。结果如图 11 显示，不论是 8226 还是 ARP-1

细胞系，LILRB4 敲低组（shLILRB4-1, shLILRB4-2）的细胞克隆形成能力相较于空载质粒

感染组（SCR）显著下降，具体表现在细胞克隆形成的大小减小，形成的克隆数和形成的克

隆密度明显减少。此外，对于 24孔板中每孔的总细胞数我们也进行了统计，结果显示LILRB4

敲低组（shLILRB4-1, shLILRB4-2）的总细胞数相较于空载质粒感染组（SCR）的总细胞数

显著降低，该结果与之前生长曲线的结果相吻合(图 11)。 

由此可见，LILRB4 的敲低显著抑制了多发性骨髓瘤细胞的增殖能力，提示 LILRB4 具

有调控多发性骨髓瘤细胞克隆形成的能力。 
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图 11： 8226细胞系和 ARP-1细胞系空载质粒感染组（SCR）与两组 shRNA感染组（shLILRB4-1, 

shLILRB4-2）克隆形成能力 

Figure 11: The CFU capabilities of scramble group (SCR) compared with the knockdown 

group（shLILRB4-1, shLILRB4-2）in multiple myeloma cell lines 8226 and ARP-1 

不论是 8226 细胞还是 ARP-1 细胞，在 LILRB4 敲低后，相较于空载质粒感染组（SCR），

shRNA 感染组（shLILRB4-1, shLILRB4-2）的细胞克隆形成的大小减小（圆圈所示），形

成的克隆数和形成的克隆密度明显减少（箭头显示），生成的总细胞数也降低。a. 8226 细

胞的克隆形成代表图，10 倍镜图片体现了形成的克隆密度；40 倍镜图片体现了形成的单个

克隆大小。b. ARP-1 细胞的克隆形成代表图，10 倍镜图片体现了形成的克隆密度；40 倍镜

图片体现了形成的单个克隆大小。c. 8226 细胞的克隆形成总数以及细胞总细胞数统计图。

d. ARP-1细胞的克隆形成总数以及总细胞数统计图。（*p < 0.05, **p< 0.01表示有显著差异。） 

 

肿瘤干细胞具有自我更新和分化的能力，LILRB4 的敲低显著抑制了多发性骨髓瘤细胞

的增殖能力，那么对其分化是否产生影响呢？据夏雯等人的研究报道，MM 细胞的核形态

异常与其细胞恶性情况息息相关，且与疾病预后指标，如白蛋白等相关，尤其是核形态异

常情况越严重的患者，临床常规治疗的效果也越差[49]。鉴于此，在初步明晰了 LILRB4 具

有调控 MM 细胞克隆形成能力之后，我们通过吉姆萨染色的方式观察 MM 细胞的核形态，

以此来观察各组之间细胞恶性程度的差别；同时，通过镜下观察细胞的有丝分裂情况以及

退化细胞的数量，来体现各组细胞的自我更新和分化能力的区别（图 12）。 
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图 12： 8226细胞系和 ARP-1细胞系空载质粒感染组（SCR）与两组 shRNA感染组（shLILRB4-1, 

shLILRB4-2）的吉姆萨染色对比 

Figure 12: The giemsa staining of multiple myeloma cell lines 8226 and ARP-1 with the 

comparison between the scramble group (SCR) and the knockdown group（shLILRB4-1,  

shLILRB4-2） 

相较于空载质粒感染组（SCR），shRNA 感染组（shLILRB4-1, shLILRB4-2）的多核和畸形

核细胞数量明显下降，有丝分裂期细胞数量减少也相当明显，退化细胞数则出现了比较明

显的增加。a. 8226 细胞的吉姆萨染色代表图。b. ARP-1 细胞的吉姆萨染色代表图。c. 8226

细胞的吉姆萨染色结果统计图，多核和畸形核细胞数量明显下降，有丝分裂期细胞数量明

显减少，退化细胞数则出现了比较明显的增加。 d. ARP-1 细胞的吉姆萨染色结果统计图，

多核和畸形核细胞数量明显下降，有丝分裂期细胞数量明显减少，退化细胞数则出现了比

较明显的增加。（红色箭头指示多核、畸形核细胞；黄色箭头指示处于有丝分裂的细胞；

绿色箭头指示退化细胞。*p < 0.05, **p< 0.01 表示有显著差异。） 

 

 

经过吉姆萨染色以及相关统计分析，我们可以观察到相较于空载质粒感染组（SCR），

shRNA 感染组（shLILRB4-1, shLILRB4-2）的多核和畸形核细胞数量明显下降，有丝分裂

期细胞数量减少也相当明显，这体现了多发性骨髓瘤细胞在 LILRB4 敲低后细胞恶性的减弱

以及自我更新能力的降低。此外，通过光学显微镜观察，我们发现在 LILRB4 敲低后，两种

MM 细胞均出现了退化细胞的增加，细胞表现为胞质浅染、细胞膜边缘模糊。通过查阅相

关文献，有证据显示退化细胞的增多与血液系统恶性肿瘤患者预后效果好相关，且退化细

胞的出现表明有部分肿瘤细胞出现了凋亡或者坏死[50]。 

综上所述，LILRB4 对于 MM 细胞的恶性克隆能力有助推作用，敲低 LILRB4 后，细胞

的自我更新能力，恶性克隆能力都受到抑制，且有一部分细胞出现了退化与死亡，提示

LILRB4 在多发性骨髓瘤发生发展中的重要调控作用。 

 

3.4.3 LILRB4 的敲低诱导多发性骨髓瘤细胞的凋亡 

细胞凋亡是一种受调控的细胞死亡机制，其特征在于核和细胞质的形态发生明显变化，

例如细胞核的固缩以及基因组 DNA 的内切和裂解。而在细胞凋亡的过程中，其又分为早期

凋亡和晚期凋亡两个阶段。早期凋亡的细胞，其细胞膜结构并未完全破坏，仅表现为细胞

膜内的磷脂酰丝氨酸（PS）外翻，使得其在钙离子介导下，可以与膜联蛋白（Annexin）结

合而被检测到。而晚期凋亡的细胞，不仅膜结构破坏严重，细胞膜内的 PS 外翻，而且其细

胞核也有所损伤，故而细胞核可以被特异性的核染料溴化乙锭（PI）结合而被检测到。 

在上文的各项结果中，我们观察到在 LILRB4 敲低后，两种多发性骨髓瘤细胞都出现了

细胞退化和部分死亡的现象。Tao 等人曾报道在心肌细胞损伤过程中，LILRB4 会通过调控

NFκB 通路的磷酸化来诱导心肌细胞 Caspase 3 升高导致心肌细胞发生凋亡[51]。据此，我们

对于两种 MM 细胞系的凋亡情况进行了流式细胞术检测。结果显示，在 8226细胞中，LILRB4

敲低后（shLILRB4-1, shLILRB4-2 两组），其早期凋亡细胞（Annexin V+ PI-，Q3 群）明显

增加，这表明 LILRB4 敲低能够诱导 8226 细胞发生早期凋亡；而在 ARP-1 细胞中，LILRB4

敲低后（shLILRB4-1, shLILRB4-2 两组），其早期凋亡细胞（Annexin V+ PI-，Q3 群）和晚

期凋亡细胞(Annexin V+ PI+，Q2 群)均明显增加，这表明 LILRB4 敲低能够诱导 ARP-1 细胞

发生凋亡（图 13）。 
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图 13： 8226 细胞系和 ARP-1 细胞系空载质粒感染组（SCR）与两组 shRNA 感染组

（shLILRB4-1, shLILRB4-2）的细胞凋亡检测 

Figure 13: The apoptosis of multiple myeloma cell lines 8226 and ARP-1 with the 

comparison between the scramble group (SCR) and the knockdown group（shLILRB4-1,  

shLILRB4-2） 

图中 Q4 群(Annexin V- PI-)为未出现凋亡现象的细胞，Q3 群(Annexin V+ PI-)为出现早期凋亡

的细胞，Q2 群(Annexin V+ PI+)为晚期凋亡的细胞。相较于空载质粒感染组（SCR），shRNA

感染组（shLILRB4-1, shLILRB4-2）的细胞凋亡现象非常明显，提示 LILRB4 对于多发性骨

髓瘤细胞的细胞命运有着重要调控作用。a. 流式检测 8226 细胞的凋亡情况代表图。b. 流

式检测 ARP-1 细胞的凋亡情况代表图。c. 8226 细胞细胞凋亡结果统计图，LILRB4 敲低组

早期凋亡细胞较空载组显著增加。d. ARP-1 细胞细胞凋亡结果统计图，LILRB4 敲低组早期

凋亡细胞和晚期凋亡细胞较空载组均显著增加。（***p <0.001, ****p< 0.0001 表示有显著差

异。） 
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至此，我们认为 LILRB4 的敲低可以显著诱导多发性骨髓瘤细胞发生凋亡，这一结果体

现了 LILRB4 对于 MM 细胞的命运有着重要调控作用，需要对于相关机制进行更深入的探

究。 

 

3.5 LILRB4 调控多发性骨髓瘤发生发展的信号通路研究 

综上结果，我们发现 LILRB4 对于 MM 细胞的增殖分化、恶性克隆、细胞命运都有着

非常重要的调控作用，而且相关功能可以通过细胞周期、细胞凋亡的调控以及细胞分化能

力的调控来实现。但是 LILRB4 在多发性骨髓瘤发生发展中具体的分子调控机制却依然未

知。鉴于此，我们查阅了相关文献来寻找潜在调控通路并运用生物信息学分析手段对于信

号转导通路进行了关联性分析，并且通过蛋白印迹实验对通路进行了验证。 

 

3.5.1 LILRB4 在多发性骨髓瘤发生发展中的调控通路分析 

SHP2 是在大多数胚胎和成年组织中表达的一种酪氨酸磷酸酶，其调节许多细胞功能，

例如生长，分化，迁移和存活[52]。近几年的研究显示，SHP2 的表达量与 MM 患者的预后

效果呈负相关，且 SHP2 表达量高的患者，其生存期也较短 [53]。此外，有研究表明 SHP2

抑制剂 SHP099 是用于癌症免疫疗法的有前途的候选药物，该抑制剂和抗 PD-1 抗体的组合

可 以 显 著 抑 制 结 肠 癌 的 进 展 [54] 。 而 在 课 题 组 前 期 研 究 中 ， 我 们 发 现

LILRB2/SHP2/CAMK1/CREB 信号通路对于肺癌细胞系 A549 的生长和侵袭起到重要助推

作用[35]，且有文献报道核 TRAF3 通过泛素化 CREB 使 CREB 降解来调节 B 细胞存活，而

该机制与 TRAF3 在 B 细胞恶性肿瘤中的作用高度相关 [55]。 

基于上述资料，我们使用了在线分析软件 MetaboAnalyst 4.0 对于相关可能通路进行了

筛选[56]，并进行了通路关键因子与 LILRB4 的相关性分析以及相关性图表的绘制[57]。结果

显示，LILRB4 与 SHP2 和 CaMK1 在 B 细胞受体信号转导通路中关联性高，结果同其它通

路相比具有显著的统计学差异。这一结果提示在多发性骨髓瘤中，CaMK 通路受到 LILRB4

调控的可能性极大（图 14）。 

此外，CaMK 通路调控细胞增殖、分化、凋亡以及细胞周期的功能已经有大量文献报

道和证据支持 [51-55][58]，这与前文使用 shRNA 敲低 LILRB4 后 MM 细胞增殖分化、恶性克

隆、细胞命运都受到影响的表型相契合，更进一步表明 LILRB4-CaMK 通路在多发性骨髓

瘤发生发展中的潜在调控作用。 
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图 14：通路关键因子与 LILRB4 的相关性分析 

Figure 14: The correlation analysis between LILRB4 and key factors 

a. 相关性分析结果显示 LILRB4 和 SHP2 在 B 细胞受体信号转导通路中关联性高，提示在

多发性骨髓瘤中，SHP2 受到 LILRB4 调控的可能性极大。b. 相关性分析结果显示 LILRB4

和 CaMK1 在 B 细胞受体信号转导通路中关联性高，提示在多发性骨髓瘤中，CaMK1 受到

LILRB4 调控的可能性极大。 

 

在完成了对于通路的初步筛选和关联性分析后，我们又使用了 FunRich 对相关文献报

道以及课题组前期研究的通路中的关键信号因子进行了深度分析（图 15）。结果显示 SHP2

和 CaMK1 的改变还可能造成 NFκB 信号通路等信号通路的改变，而这些通路与细胞死亡和

细胞间黏附等息息相关[19][59]，提示这些信号通路可能也参与了 LILRB4 敲低后，MM 细胞

凋亡现象明显、恶性克隆能力减弱等过程。 

 

图 15：围绕 LILRB4, SHP2 和 CaMK 改变可能发生改变的通路（FunRich 分析结果） 

Figure 15: Pathways may be affected due to alterations of LILRB4, SHP2 and CaMK 

(FunRich analysis) 

 

 

此外， 肿瘤坏死因子受体相关因子 6（TNF receptor associated factor 6, TRAF6）与髓样

分化因子 8（myeloid differentiation factor 8, MyD88）作为 Toll 样受体（Toll like receptor, TLR）

的下游因子，其也与通路变化息息相关。众多研究表明，Toll 样受体突变或 MyD88 的突变

是导致多发性骨髓瘤的潜在病因之一[60][61]。因此，SHP2 和 CaMK 的改变可能直接干扰 MM

发生发展的驱动因素，使得多发性骨髓瘤的进展延缓。 

 

3.5.2 LILRB4 对于 CaMK 通路的影响 

SHP2-CaMK-CREB 通路作为 LILRB2 的下游信号通路，其被报道在肺癌和急性髓系细

胞白血病进展中起到助推作用[35][62]。然而，CaMK 通路是否受到 LILRB4 的调控却未曾有

文献报道。此外，有多篇文献表明以 LILRB 家族、唾液酸结合性免疫球蛋白样凝集素家族

（Siglec）为代表的这类免疫抑制性受体在一定情况下会产生免疫激活作用[34][63]，其机制与

胞内段酪氨酸序列的不完全磷酸化[64]、DAP12 募集 SHP1 和 SHP2 抑制 ITIM 作用[65]以及

ITIM 招募 SHP1、SHP2 影响钙通路表达[63]等调控途径紧密相关。鉴于此，我们针对 LILRB4

在 MM 中对于 CaMK 通路的影响进行了进一步研究（图 16）。 
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图 16：LILRB4 对于 CaMK 通路的调控作用 

Figure 16: The CaMK pathway is regulated by LILRB4 

a. 蛋白印迹实验代表图。b. 蛋白印迹实验统计图，敲低 LILRB4 后，p-SHP2 水平显著下降。

c. 蛋白印迹实验统计图，敲低 LILRB4 后，CaMK1 水平显著下降。d. 蛋白印迹实验统计图，

敲低 LILRB4 后，p-SHP2 水平显著下降。（***p <0.001, ****p< 0.0001 表示有显著差异。） 

 

 

蛋白印迹结果表明，在MM中，LILRB4对于 SHP2的表达水平没有明显影响，即LILRB4

对于 MM 的发生发展与招募的 SHP2 的量无关；但是其能够调控 SHP2 的磷酸化，并以此

调控钙通路的表达来影响 CaMK1 的表达水平，最终达到调控 CREB 的磷酸化水平从而直接

影响基因转录。此外，CREB 调控 B 细胞发育进程并与 B 细胞相关肿瘤发生相关的机制已

有文献报道[46]。因此，LILRB4 能够通过 p-SHP2-CaMK1-p-CREB 通路来调控 MM 的发生

发展。 
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3.6 本章小结 

在本章节中，我们利用 shRNA 技术和慢病毒感染技术成功构建了不同 MM 疾病亚型的

稳定敲低 LILRB4 的多发性骨髓瘤细胞系。同时，利用流式细胞术、吉姆萨染色、蛋白印迹、

信号通路分析等技术，我们发现 LILRB4 在多发性骨髓瘤发生发展中起到重要作用，相关作

用主要体现在 LILRB4 敲低后 MM 细胞的增殖受抑制、凋亡增多、G2/M 期频率降低、恶性

克隆能力减弱等。此外，我们首次报道了 LILRB4 能够经 SHP2 的磷酸化调控 CaMK1 水平

和 CREB 的磷酸化，且该调控机制在 MM 发生发展中起到重要作用（图 17）。此外，利用

通路的深度分析，我们还发现了多条围绕 LILRB4-SHP2-CaMK-CREB 通路改变可能发生改

变的其他通路，其中不乏文献报道的导致多发性骨髓瘤的潜在病因通路。这些结果均体现

出 LILRB4 在多发性骨髓瘤发生发展中的重要作用以及作为 MM 患者治疗靶点的潜力。 

 

 

图 17：LILRB4在 MM中的调控机制模式图 

Figure 17: The regulatory mechanism of LILRB4 in MM 

a. LILRB4 促进 MM 发生发展的调控机制。b. 敲低 LILRB4 后，MM 发生发展受到抑制的

机制。 
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第四章 讨论 

 

在过去的数十年中，肿瘤细胞的耐药性对传统化疗手段治疗恶性肿瘤造成了一定的困

难，使得许多多发性骨髓瘤患者预后效果差且容易复发。近些年随着嵌合抗原受体 T 细胞

（CAR-T）疗法等免疫治疗技术的成熟，免疫治疗为恶性肿瘤的治疗提供了新的思路以及

方法，而本文所探究的白细胞免疫球蛋白样受体亚家族 B 成员 4（LILRB4）作为一种对于

多发性骨髓瘤（MM）发生发展有着重要调控作用的细胞膜表面高表达的蛋白受体，恰好可

能成为免疫治疗的重要靶点。特别是近两年来，多篇文献报道了针对 LILRB4 所开发的免疫

疗法对于治疗急性髓系细胞白血病和急性单核细胞白血病具有一定疗效[66][67]，这些结果为

LILRB4 成为 MM 的重要免疫治疗靶点提供了一定的理论基础，也为本课题未来的研究方向

提供了一定的思路与借鉴意义。 

然而，在将 LILRB4 作为多发性骨髓瘤的免疫治疗靶点之前，我们认为还有多个科学问

题需要进一步的研究。 

第一，在本文中我们成功证明了 LILRB4 在 MM 发生发展中有重要调控作用，且是通

过相关信号通路实现的；但是 LILRB4 作为一个在正常浆细胞中也表达的免疫抑制性受体，

为何在多发性骨髓瘤中却表现出促肿瘤作用？两者功能是否一致？这是一个值得探讨的问

题。尤其是最新的研究发现，LILRB4 胞内段的免疫受体酪氨酸抑制序列（ITIM）的不同位

点的酪氨酸磷酸化可能造成其发挥的功能不同[34]，而且在急性髓系白血病中部分位点的酪

氨酸磷酸化介导了白血病细胞的侵袭和浸润[68]。因此，我们认为 LILRB4 胞内段的 ITIM 不

同位点的酪氨酸磷酸化可能与 MM 的发生发展相关。同时，异常的磷酸化或者去磷酸化是

否会导致正常浆细胞向多发性骨髓瘤细胞恶性转变，这也是值得探讨的问题，可以进一步

明确 LILRB4 的磷酸化修饰在 MM 发生发展中的作用。此外，LILRB4 蛋白在多发性骨髓瘤

细胞中是否存在突变体、截短体，这也需要进一步观察。 

第二，在本研究中我们发现敲低 LILRB4，降低 LILRB4 蛋白在多发性骨髓瘤细胞细胞

膜上的表达后，MM 的发生发展受到显著抑制。而在一项关于黏膜皮肤淋巴结综合症（又

称川崎病，MCLS）急性期患者的研究中，研究人员发现 LILRB4 在不明原因的抗体异常分

泌的浆细胞上高表达，而患者在接受高剂量静脉丙种球蛋白（IVIG）治疗来纠正自身免疫

系统紊乱后，LILRB4 在异常浆细胞上的表达量会有所下降；与之相比，LILRB1 表达量不

论是在正常浆细胞上还是异常浆细胞上都处于相对稳定的状态[38]。这给我们提示 LILRB4

可能在浆细胞非正常发育以及浆细胞异常激活中存在着特殊的作用，而且这些作用与

LILRB4 表达量的高低可能存在着联系。因此，我们认为有必要对于浆细胞发育以及激活过

程中 LILRB4 的作用和表达量的变化进行进一步研究，并且进一步考量其与多发性骨髓瘤，

这种以浆细胞恶性增殖并大量分泌异常免疫蛋白为特征的血液系统恶性肿瘤之间的关系。 

第三，在对 LILRB4 相关通路进行深度分析时，我们发现敲低 LILRB4 不但会影响 NFκB

等通路，还会影响与多发性骨髓瘤细胞黏附相关的信号通路，这提示我们有必要研究

LILRB4 在 MM 细胞黏附和交流中的作用。有趣的是，相关研究明确指出 MM 患者骨髓样

本来源的骨髓瘤细胞中 CXCR4，CD49d 和 CD44 等与细胞黏附相关的标志物表达水平显著

升高，而且活动性 MM 患者相较于长期受控的 MM 患者，这些标志物表达水平更高，显示

细胞黏附分子表达量的高低直接与 MM 的进展相关[69]。而在我们的实验结果中，敲低

LILRB4 后，MM 细胞的恶性克隆能力确实明显下降。因此，进一步探究 LILRB4 在 MM 细

胞黏附和交流中的作用是非常有必要的。 

第四，多发性骨髓瘤作为一种与骨髓微环境密切相关的恶性肿瘤[16]，LILRB4 是否在其
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中起到一定的作用也是值得探讨和研究。有文献报导，LILRB 家族成员通过 SHP-1 介导与

RANKL 等一起调节破骨细胞前体的分化[70]。也有研究表明 MM 细胞分泌 RANKL 导致破

骨细胞通过 NFκB 途径活化，导致骨吸收和骨形成之间的失衡，从而破坏骨髓微环境[20]。

而在我们的研究中，LILRB4 可能通过 SHP2 调控 MM 细胞的 NFκB 通路，而 RANKL 作为

核因子 κB 的配体显然也受到 LILRB4 的调控。因此，LILRB4 极有可能作为 MM 细胞中的

重要调控因子来控制 RANKL 的分泌，从而调节破骨细胞前体的分化以及诱导破骨细胞

NFκB 途径活化，最终导致骨平衡被破坏，造成多发性骨髓瘤患者出现骨痛、骨平衡失调等

严重的骨损伤症状。所以，我们认为探究 LILRB4 在多发性骨髓瘤和骨髓微环境间的密切关

系中可能发挥重要作用。 

第五，多发性骨髓瘤细胞是否会通过 LILRB4 相关通路调控所在的免疫微环境，从而达

到免疫逃逸的目的？如很多肿瘤一样，多发性骨髓瘤细胞也能够与免疫细胞互动从而实现

免疫逃逸[71]。相关报告显示，MM 患者体内 T 细胞数值和功能皆存在异常[72],而且 MM 患

者体内循环中的可溶性 MHC I 类多肽相关序列 A(MICA)的水平会升高，这会诱导 NKG2D

的下调和 NK 细胞的细胞毒性受损，从而导致 MM 细胞逃避免疫监测[73]。值得关注的是，

作为能够与 MHC I 类分子相结合的受体，LILRB4 也被发现能够协助肿瘤细胞实现免疫逃

逸。有研究指出，在急性髓系细胞白血病中，LILRB4 与载脂蛋白 E（APOE）结合后通过

招募 SHP2 并使其磷酸化来调控 NFκB 通路下游的尿激酶受体（uPAR）并使得与 uPAR 相

关的精氨酸酶-1（Arginase-1）分泌上升从而抑制 T 细胞增殖来达到免疫逃逸[36]。由此可见，

研究 LILRB4 在多发性骨髓瘤中调控免疫微环境作用是很有必要的一项工作。 

第六，载脂蛋白 E（APOE）作为 LILRB4 目前已知的配体[36]，其参与脂蛋白的转化与

代谢过程，有研究显示，APOE 通过 APOE 受体 ApoER2 和极低密度脂蛋白受体（VLDLR）

在分离的巨噬细胞中诱导抗炎表型且与个体血脂水平相关[74]。值得注意的是，有研究显示

MM 细胞具有异常高的葡萄糖摄入量，而且这些细胞通常在脂肪含量相对较高的微环境中

被发现（如老年人的骨髓中）[75]；同时，MM 的高发与超重之间存在关联且肥胖是 MM 的

不良预后因素[76]。此外，体外培养从 MM 患者体内分离出的骨髓脂肪组织显示其能够通过

瘦素相关途径来支持 MM 生长并增强耐药性，同时抑制凋亡[77]。结合以上相关研究，我们

认为可以从 APOE 与 LILRB4 互作为切入点，进一步探究骨髓脂肪组织代谢与多发性骨髓

瘤代谢和多发性骨髓瘤发生发展间的关系，从而阐明代谢与多发性骨髓瘤进展之间的关系。 

第七，LILRB4 作为多发性骨髓瘤治疗靶点的安全性还需要进一步的实验验证。LILRB4

最初作为一种免疫抑制性受体被发现在调控 T 细胞命运与 T 细胞激活中有重要作用[78],且相

关调控作用与 NFκB、BCL6、SOCS1 等多种重要蛋白以及 miR-21,、miR-30b 和 miR-155

等 miRNA 相关[79][80]。在这些调控途径的共同作用下，LILRB4 可以抑制 T 细胞的激活，而

这与免疫耐受息息相关，例如经过 ILT3-Fc 治疗的 NOD / SCID 小鼠的胰岛同种异体移植排

斥能够被显著抑制[81]。因此，以 LILRB4 为靶点设计的免疫治疗药物如单克隆抗体、CAR-T

细胞等是否会对 T 细胞的发育和激活造成影响都还需要进一步的验证。此外，靶向 LILRB4

这类免疫检查点的免疫治疗方案是否会引发细胞因子风暴对患者造成伤害也是需要考量的

一个方面。有文献报告免疫检查点抑制剂派姆单抗（Pembrolizumab）会诱导吞噬细胞和淋

巴细胞及组织的增生，导致嗜血性淋巴细胞增多症（HLH）的发展，从而危及患者生命[82]。

综上，我们认为 LILRB4 作为多发性骨髓瘤治疗靶点的安全性还需要进一步的实验验证。 

第八，LILRB4 自身作为一种细胞膜蛋白，其具有便于检测和便于靶向的特性，就如在

本研究中所示，其可以高效快速的被流式细胞术检测出表达量的高低。进一步结合本文中

相关机制的探究，我们认为未来可以进一步与临床多发性骨髓瘤患者样本数据相结合，分

析 LILRB4 与 MM 患者生存期和预后效果之间的联系，以期探明 LILRB4 是否可以作为一

项合适的临床指标来表征 MM 患者的病情进展与预后情况，以便更好地指导和改善临床治
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疗策略与效果，从而使得治疗效果更上一层楼。 

总而言之，LILRB4 可以作为多发性骨髓瘤的一个潜在治疗靶点和临床指标；同时，

LILRB4 与多发性骨髓瘤之间的关系还需要从 LILRB4 自身的磷酸化或突变、LILRB4 表达

量与浆细胞的发育和激活、LILRB4 与 MM 细胞黏附、LILRB4 与 MM 骨髓微环境、LILRB4

与 MM 免疫微环境、LILRB4 与 MM 代谢微环境等多方面进行更加深入的探究。 
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第五章 结论 

 

多发性骨髓瘤（MM），作为一种难以治愈的浆细胞恶性增殖所导致的血液系统肿瘤，

其复杂的病因和发病机制使得现有治疗手段疗效不佳，患者预后不良且容易复发。而随着

免疫治疗的出现和发展，MM 的治疗迎来了新的思路和方法。在本研究中，我们首次报道

了白细胞免疫球蛋白样受体亚家族 B 成员 4（LILRB4）有潜力作为多发性骨髓瘤的治疗靶

点。LILRB4 对于 MM 细胞的增殖、恶性克隆起到助推作用；敲低 LILRB4 可以显著降低

G2/M 期细胞的占比并促进 MM 细胞的凋亡。进一步研究发现 LILRB4 可通过调控 SHP2 的

磷酸化和 CaMK1 的表达水平来控制 CREB 的磷酸化，进而促进 MM 的发生发展；而且这

一强大功能在人来源的 IgG 型多发性骨髓瘤细胞 RPMI-8226 和人来源的 IgA 型多发性骨髓

瘤细胞 ARP-1 中皆被证实，体现了 LILRB4 作为多发性骨髓瘤潜在治疗靶点的普适性。此

外，通过相关通路的深度分析，我们还发现靶向 LILRB4 可能还可以直接干扰以 MyD88 突

变为代表的 MM 发生的相关通路，为临床治疗提供了一定的思路。可惜的是，受限于实验

时间和实验条件，LILRB4 自身的磷酸化或突变同 MM 的关系、LILRB4 表达量和浆细胞发

育和激活的关系、LILRB4 与 MM 细胞黏附的关系、LILRB4 同 MM 骨髓微环境的关系、

LILRB4 和 MM 免疫微环境的关系、LILRB4 与 MM 代谢微环境的关系，这些与肿瘤发生发

展关系紧密的方面在本文中并没有得到详尽的解释，这也给我们未来的研究提出了新的方

向以及挑战。此外，LILRB4 在最终成为多发性骨髓瘤的免疫治疗靶点前其安全性还需得到

进一步的验证，这也需要我们和临床紧密合作来分析 LILRB4 与 MM 患者生存期和预后效

果之间的联系以及用药对其的影响。 

综上所述，白细胞免疫球蛋白样受体亚家族 B 成员 4（LILRB4）在 MM 细胞的恶性增

殖、分化和命运决定中发挥重要作用；作为表面受体其有成为多发性骨髓瘤潜在治疗靶点

的可能，但相关机制和治疗手段还需进一步深入探索。 
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THE ROLE OF LILRB4 IN THE DEVELOPMENT OF 

MULTIPLE MYELOMA  

 

Multiple myeloma (MM) is a hematopoietic malignancy caused by the malignant 

proliferation of plasma cells, which often destroys normal hematopoiesis and osteogenic 

differentiation in patients. Meanwhile, the large amount of M protein secreted by myeloma cells 

usually accumulate in kidneys inducing impaired renal function. Moreover, due to the erosion of 

the bone marrow niche induced by MM cells, bone pain, even spontaneous fractures occur in 

about 70% of MM patients. What’s more, abnormal cloning of plasma cells can induce abnormal 

proliferation and deviant differentiation of B cells, leading to infection and severe anemia in MM 

patients. Epidemiological investigations show that MM accounts for 1% of all malignant tumors 

and about 10% of all hematological malignancies. In the United States, more than 30,000 new 

cases of MM are diagnosed each year, and more than 12,000 patients die from this disease, 

showing the danger of MM. Meanwhile, the pathogenesis of MM is complex and diverse. It is not 

only closely related to various changes at the genetic level such as chromosomal heterotopy and 

TP53 mutation, but also has a tight connection with the bone marrow microenvironment. Of note, 

there are three main treatment methods for MM: chemotherapy, bone marrow transplantation and 

immunotherapy. However, due to drug-resistant MM clones, MM are often refractory and easy to 

relapse, causing the relapse-free rate for 10 to 15 years is only about 10-15% in MM patients. 

More terribly, the second-generation proteasome inhibitor lenalidomide (LEN) has been found to 

cause severe venous thrombosis in MM patients, which overshadows the prospect of MM 

treatments. Hence, it is quite important to find new therapeutic targets and explore the regulatory 

mechanisms of it. 

Leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily B (LILRB) is a member of the leukocyte 

immunoglobulin-like receptor (LIR) family, which consists of the extracellular immunoglobulin 

domain, the transmembrane domain and the cytoplasmic immune receptor tyrosine-based 

inhibitory motif (ITIM).It is often expressed on immune cells and binds to MHC I on 

antigen-presenting cells, thereby suppressing immune response stimulus signals through its ITIM 

sequence. In recent years, some studies explore that the intracellular ITIM sequence of LILRB can 

produce immune activation in some cases, which is related to mutation at Tyr 337, 389 and 419. 

Interestingly, according to TCGA data, LILRB4 is usually highly expressed in bone marrow 

aspirations obtained from MM patients, and the higher the expression level of LILRB4, the shorter 

the survival rate of MM patients. In addition, when MM cells are co-cultured with bone marrow 

stromal cells, the expression level of LILRB4 in MM cells will increase. These phenomena 

indicate the function of LILRB4 may not only be an immunosuppressor, but may play a key role 

in the development of MM as well. 

In the previous study of our research group, the role of LILRB4 in the development of acute 

myeloid leukemia (AML) has been elucidated indicating LILRB4 may be the potential therapeutic 

targets for hematological malignancies. What’s more, preliminary experiments show that LILRB4 
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is expressed highly in the MM cell line ARP-1, suggesting that the LILRB4 may play a vital role 

in the development of MM. 

Thus, this article intends to explore the role of LILRBs in the development of MM. Firstly, 

we select two different types of MM cell lines RPMI8226 (From ATCC) and ARP-1 (From ATCC) 

as disease model. The former is isolated from patient's bone marrow, carries KRAS and TP53 

mutations, and mainly secretes IgG lambda light chain, belonging to IgG type MM; the latter is 

also isolated from patient's bone marrow, mainly secreting IgA kappa light chain, belongs to IgA 

type MM. These works are for the universality and objectivity of the experimental results. 

Secondly, we test the expression levels of LILRBs in both cell lines, and the results of flow 

cytometry analysis show that both cell lines highly express LILRB1 and LILRB4 with low 

expression of LILRB2 and LILRB3. Based on previous research and TCGA data, we decide to 

research the function and mechanism of LILRB4 in MM. 

Then, we design shRNA targeting LILRB4 and construct it into pLKO.1 plasmid. After 

sequencing validation, we obtain LILRB4-knockdown MM cell lines by lentiviral infection. We 

compare the proliferation, cell cycle, clone formation, malignancy and apoptosis between the 

knockdown groups and the scramble groups in both cell lines. Whatever it is RPMI8226 cell line 

or ARP-1 cell line, after LILRB4 knockdown, the proliferation rate is remarkably reduced and the 

proportion of G2 / M phase cells descents as well. However, the proportion of G0 / G1 phase cells 

increases slightly and just a little cell cycle arrest is observed. These phenomena indicate LILRB4 

can promote the proliferation of MM cells through prompting more MM cells into proliferation 

stage, knocking down LILRB4 can inhibit the growth of MM cells.  

After that, we check the clone formation abilities of MM cells. The cell clone formation 

abilities of the LILRB4 knockdown groups are remarkably inferior than that of the scramble group. 

The size of cell clone is reduced, and the number as well as the density of clones are significantly 

reduced. We also count the total number of cells in each well of the 24-well plate. The results 

show the total number of MM cells in the LILRB4 knockdown group is also dramatically less than 

that in the scramble group. All these results manifest knockdown LILRB4 can truly weaken the 

clone formation abilities of MM cells, showing LILRB4 can support MM cells’ clone formation. 

What’s more, the malignancy of MM cells is also regulated by LILRB4. The ratio of 

multinuclear cells and abnormal nuclear cells significantly descents in LILRB4 knockdown 

groups. Meanwhile, the ratio of degenerated cells is increased, implying LILRB4 knockdown may 

induce MM cell death. So, we test the apoptosis of MM cells with flow cytometry and find out 

LILRB4 knockdown can remarkably prompt apoptosis of MM cells, indicating LILRB4 plays an 

important role in regulating cell fate of MM cells. 

Finally, we research the regulatory pathways of LILRB4 in MM with western blot. In MM, 

LILRB4 has no significant effect on the expression level of tyrosine protein phosphatase 

containing SH2 domain (SHP2), that is, LILRB4 has no effect on the recruit of SHP2. However, it 

can regulate the phosphorylation of SHP2, and thereby regulate the expression of calmodulin 

protein kinase 1 (CaMK1). The expression level of CaMK1 eventually controls the 

phosphorylation of cyclophosphadenosine-responsive element binding protein (CREB) and thus 

directly affects gene transcription. Of note, the regulatory function and mechanisms of CREB in B 

cell development have been reported, which is associated with B cell tumorigenesis. Moreover, we 

apply software FunRich to conduct deep analysis of key signaling factors in the pathway. The 

results imply the changes in SHP2 and CaMK may also cause changes in signal pathways such as 
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NFκB signaling pathway, which are closely related to cell death and intercellular adhesion, 

indicating these signaling pathways may also participate in the apoptosis of MM cells after 

LILRB4 knockdown. Furthermore, TNF receptor associated factor 6 (TRAF6) and myeloid 

differentiation factor 8 (MyD88) are downstream factors of Toll like receptor, which are also 

related to SHP2 and CaMK changes. Numerous studies have shown that Toll-like receptor (TLR) 

mutation or MyD88 mutation is one of the potential causes of multiple myeloma. Hence, the 

changes of SHP2 and CaMK may directly interfere with the driving factors of MM, and delay the 

progression of MM. Therefore, LILRB4 can regulate the occurrence and development of MM 

through the p-SHP2-CaMK1-p-CREB pathway. 

Nevertheless, there are several scientific questions derived from this article requiring further 

research. Whether abnormal phosphorylation or dephosphorylation of LILRB4 will cause 

malignant transformation of normal plasma cells to MM cells? Does LILRB4 have a special role 

in the abnormal development of plasma cells and abnormal activation of plasma cells? Can MM 

cells regulate immune microenvironment, metabolism microenvironment or bone marrow niche 

through LILRB4? All these questions need further research in vivo, and the safety of LILRB4 to 

become an immunotherapy target for MM needs to be further verified either. Thus, it is regret that 

we have no time to discuss these questions particularly in this article. 

To sum up, although more and more therapeutic strategies for multiple myeloma have been 

developed nowadays, MM is still incurable due to its drug resistance and relapse. This situation 

brings endless hurt and pain to MM patients, and it is urgent to develop new therapeutic strategies.  

Here, we firstly report that LILRB4 is capable of regulating proliferation, cell cycle, malignancy 

and cell fate of MM cells through LILRB4-SHP2-CaMK1-CREB pathway. Knocking down 

LILRB4 can significantly inhibit the proliferation and malignant cloning ability of MM cells and 

promote the apoptosis of MM cells. These results show the importance of LILRB4 in the 

development and progression of multiple myeloma and manifest that LILRB4 has the potential to 

be a therapeutic target of MM. 


