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摘要 目的 研究雷替曲塞及其联合 PD98059 对结肠癌细
胞 HT-29 增殖及凋亡的影响，并探讨其分子机制。方法 ①
在倒置显微镜下观察处理 24 h后各组细胞的形态及数量变
化;② 使用细胞计数法检测不同处理条件下的细胞数;③ 使
用流式细胞术检测各处理组细胞的凋亡率;④ 使用 ＲT-PCＲ
法检测各组 K-ＲAS、EＲK1、EＲK2 mＲNA 的相对表达量。结
果 ① 倒置显微镜下观察可见与对照组相比，除 PD98059
组外，其他各组细胞数量均减少，形态均发生凋亡变化，且随

雷替曲塞浓度增高，变化程度增加; 联合组细胞形态及数量

变化较对应雷替曲塞组程度更深。② 细胞计数法显示各组
细胞数均明显低于对照组的细胞数，且随着雷替曲塞浓度的

增加，细胞数呈递减趋势; 联合组与其他各组间均存在明显

差异;③ 流式细胞仪检测显示和对照组相比，各组凋亡率均
明显上升，在雷替曲塞组中存在浓度依赖性; 联合组与其他

各组的细胞凋亡率均存在差异; ④ ＲT-PCＲ 结果显示: 与对
照组相比，PD98059 组、雷替曲塞组及联合组在 K-ＲAS、
EＲK1、EＲK2 mＲNA的表达上均未表现出明显的差异。结论
① 雷替曲塞对结肠癌细胞 HT-29 增殖及凋亡的影响呈浓
度依赖性;② 雷替曲塞联合 EＲK抑制剂对 HT-29 细胞具有
协同作用;③ EＲK抑制剂不是在基因表达水平影响细胞的
增殖及凋亡。
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结直肠癌占全球肿瘤的 10% ～ 15%，并且成为
肿瘤死亡的第二大主要原因［1］。化疗或化疗联合
放疗是当前中晚期肿瘤的主要治疗方法［2］。雷替
曲塞作为新型抗消化道肿瘤药物，具有毒副反应轻、
给药方便的特点，但近年来显示雷替曲塞在临床上

的敏感性并不高。ＲAS-MEK-EＲK1 /2 信号途径是
一个酪氨酸激酶和胞浆蛋白激酶级联反应，该信号

途径能促进细胞由 G0 /G1 期进入 S期［3］。PD98059
是一种特异性抑制剂，能够阻断 MEK对 EＲK( 细胞
外调节蛋白激酶) 的磷酸化活化，阻碍细胞外刺激

信号转导至细胞及其核内，从而影响细胞的增殖、分
化、凋亡等一系列生物学效应。

1 材料与方法

1． 1 主要材料 人结肠癌细胞 HT-29 购自上海赛
齐生物工程有限公司; 胎牛血清购自美国 CLAＲK
Bioscience公司; 高糖 DMEM 及双抗购自美国 Hy-
clone公司; DMSO 购自合肥 Biosharp 公司; 雷替曲
塞购自大连美仑生物有限公司; PD98059 购自美国
MedChem Express 公司; Annexin V-FITC /PI 细胞凋
亡试剂盒购自上海七海复泰生物科技有限公司;

TＲIzol、cDNA合成试剂盒均购自美国 Thermo 公司;
SYBＲ Green master mix购自美国 Omega 公司; 引物
由上海生工生物工程有限公司设计及合成。
1． 2 细胞培养和分组
1． 2． 1 细胞培养与传代 将细胞种于 60 mm 培养
皿，加入含 10%胎牛血清、1%双抗、1%非必须氨基
酸的高糖 DMEM，置于 37 ℃、5% CO2 的培养箱内

培养。2 ～ 3 d更换一次培养液，待细胞生长密度达
80%左右时进行传代。
1． 2． 2 细胞分组 本实验将细胞分为对照组、雷替
曲塞组、PD98059 组、联合组。对照组加入含等量
DMSO的培养液; 雷替曲塞组加入含雷替曲塞的培
养液，终浓度梯度为 1、10、20 μmol /L; PD98059 组加
入含终浓度为 20 μmol /L 的 PD98059 的培养液; 联
合组加入含终浓度为 10 μmol /L的雷替曲塞及终浓
度为 20 μmol /L的 PD98059 的培养液。
1． 3 显微镜下观察细胞的形态与数量 取对数生
长期细胞种于 6 孔板中，各组处理 24 h 后在倒置显
微镜下观察细胞性状的改变，包括细胞的形态及数

量的变化。
1． 4 细胞计数法测定细胞增殖 取出已处理 24 h
的 12 孔板，弃去培养基，用 PBS 清洗后加入胰酶进
行消化; 待消化完全，终止消化后轻轻吹打成细胞悬

液; 将悬液转移至离心管中，1 000 r /min 离心 5
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min; 弃去上清液，各样本均加入 1 ml 培养基，吹打
成均匀的细胞悬液。用 75%无水乙醇将计数板及
盖玻片擦拭干净，并晾干。吸取细胞悬液小心滴入
计数板与盖玻片交界处，使其充满计数板与盖玻片

之间，注意避免气泡; 静置 30 s 后于显微镜下观察，
计算计数板四大格内的细胞数，压线细胞只计数上

方与左侧，若见细胞聚集成团时只按单个细胞计算。
细胞数 /ml =四大格细胞总数 /4 × 104。
1． 5 流式细胞仪检测细胞凋亡 各组处理 24 h 后
取出 6 孔板。收集培养液到 5 ml 离心管备用，PBS
清洗后加入胰酶进行消化，待消化完全，弃去胰酶，

加入收集的培养液轻轻吹打均匀，转移至离心管中

1 000 r /min离心 5 min; 弃上清液，用 PBS重悬细胞
并计数( 确保细胞数量不少于 105 ) ，然后1 000 r /
min离心 5 min，收集细胞; 加入 400 μl 结合缓冲液
轻轻重悬细胞后将悬液分别转入相应的流式管中，

加入 5 μl Annexin V-FITC轻轻混匀，室温避光孵育
15 min; 加入 10 μl PI 染色液，轻轻混匀，冰浴避光
放置 5 min; 在 30 min 内进行流式细胞仪检测。检
测结果使用 Flowjo软件进行分析。
1． 6 ＲT-PCＲ法检测目的 mＲNA的表达
1． 6． 1 总 ＲNA的提取 各组细胞处理 8 h 后取出
6 孔板，吸净培养基，每孔加入 1 ml 的 TＲIzol Ｒe-
gent，用枪吹打至确保全部裂解后转入离心管中; 室
温静置 5 min，使样本充分裂解; 加入 0. 2 ml 氯仿，
手动上下翻转 15 s，室温放置 3 min; 4 ℃、11 240 r /
min离心 15 min，吸取上层水相至新离心管中; 加入
0. 5 ml异丙醇，混匀后室温放置 10 min; 4 ℃、11 240
r /min离心 10 min，弃上清液留沉淀; 加入 75%乙醇
( DEPC水配制) 1 ml，混匀后 4 ℃、8 800 r /min 离心
5 min，弃上清液风干 5 ～ 10 min; 加入 20 μl DEPC
水，55 ℃金属浴 10 min 溶解 ＲNA; 检测 ＲNA 浓度
及纯度。
1． 6． 2 cDNA的合成 在冰上按照顺序将 1 μg 总
ＲNA、1 μg Oligo( dT) 18 引物、10 μl DEPC水加入无
菌无酶 PCＲ管 1 中，将 4 μl 5 × Ｒeaction Buffer 、1 μl
Ｒibolock ＲNase inhibitor、2 μl 10 mmol /L dNTP Mix、
1 μl ＲevertAid M-M μl V ＲT 顺序加入 PCＲ 管 2 中
混合将管 1 和管 2 内容物放在一起轻轻混匀后简短
离心，于 42 ℃金属恒温浴中孵育 60 min，70 ℃加热
5 min终止反应。
1． 6． 3 荧光定量 PCＲ 将引物浓度稀释为 100
μmol /L保存，取部分稀释为 10 μmol /L 待用，引物
序列见表 1。按照表 2 准备每个 PCＲ 板，总体积为

10 μl 的反应体系。按步骤设置 PCＲ 仪: 95 ℃ 10
min预变性，95 ℃ 15 s，55 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s，共 40
～ 45 个循环。混匀每个 PCＲ板，按设置的程序进行
试验。

表 1 PCＲ引物的核酸序列

基因 序列

β-actin Ｒ: 5'-GGGCACGAAGGCTCATCATT-3'
F: 5'-AGCGAGCATCCCCCAAAGT T-3'

EＲK1 Ｒ: 5'-CGCTGGCAGTAGGTCTGATGT-3'
F: 5'-GGGGAGGTGGAGATGGTGA-3'

EＲK2 Ｒ: 5'-CGTCACTCGGGTCGTAAT-3
F: 5'-CCCAAATGCTGACTCCAA-3'

K-ＲAS Ｒ: 5'-CTCCTCTTGACCTGCTGTG-3'
F: 5'-AGAGTGCCTTGACGATACAG-3'

表 2 ＲT-PCＲ反应体系

试剂 添加量( μl)
2 × SYBＲ Green qPCＲ master mix 5． 0
Forward primer，10 μmol /L 0． 4
Ｒeverse primer，10 μmol /L 0． 4
Ｒox Ｒeference Dye 0． 2
Template 1． 0
DEPC-treated water 3． 0

1． 7 统计学处理 应用 SPSS 19. 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s 表示; 组间比较采用单因素方差
分析( 两两比较使用 LSD) ，两样本均数的比较采用
配对样本均数 t检验。

2 结果

2． 1 倒置显微镜下观察细胞形态及增殖 各组处
理 24 h 后，倒置显微镜下显示与对照组相比，
PD98059 组细胞形态无明显变化，数量上有稍许减
少; 雷替曲塞组的细胞变细变长，折光性增强，皱缩

或漂浮脱落于培养基中，贴壁生长的细胞稀疏，且随

着浓度的增加，变化的程度愈加明显; 联合组细胞形

态与数量变化与对应的雷替曲塞组相似，但程度更

明显，见图 1。
2． 2 细胞计数法检测雷替曲塞及其联合 PD98059
处理 HT-29 细胞后对其凋亡率的影响 细胞计数
法中，各组细胞数均明显低于对照组的细胞数，且随

着雷替曲塞浓度的增加，细胞数呈递减趋势; 联合组

与对应的雷替曲塞组的细胞数均存在差异( t =
6. 209，P = 0. 011 ) ，与 PD98059 组间也存在明显差
异( t = － 3. 799，P = 0. 007) ，见表 3。
2． 3 流式细胞仪检测雷替曲塞及其联合 PD98059
处理 HT-29 细胞后对其凋亡率的影响 Annexin V-
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FITC /PI双染色法检测细胞凋亡的散点图中，左上
象限表示机械性损伤细胞，右上象限表示晚期凋亡

或继发性死亡细胞，左下象限表示正常细胞，右下象

限表示早期凋亡细胞。流式细胞仪分析表明: 与对
照组相比，各组凋亡率均明显上升，在雷替曲塞组

中，随雷替曲塞作用浓度增高，细胞凋亡呈递增趋

势; 联合组与对应的雷替曲塞组的细胞凋亡率存在

差异( t = － 14. 772，P = 0. 01 ) ，与 PD98059 组间也
存在明显差异( t = － 6. 090，P = 0. 002 ) ，见图 2、表
3。

表 3 各组处理 24 h后的细胞增殖及凋亡变化( n = 3，珋x ± s)

组别 细胞数( 个 /孔) 凋亡率( % )
对照 88． 137 ± 26． 392# 10． 614 ± 2． 998#

雷替曲塞 1 μmol /L 42． 163 ± 8． 894* 19． 881 ± 2． 686*

雷替曲塞 10 μmol /L 26． 527 ± 6． 973* 26． 834 ± 2． 588*

雷替曲塞 20 μmol /L 20． 842 ± 3． 583* 30． 707 ± 1． 583*

PD98059 72． 04 ± 2． 833# 15． 153 ± 0． 454* #

联合 15． 692 ± 3． 631* # 30． 804 ± 3． 014* #

F值 4． 918 8． 636
P值 0． 019 0． 008

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 10 μmol /L雷替曲塞组比较: #P ＜

0. 05

2． 4 各实验组对 HT-29 细胞相关 mＲNA 表达的
影响 ＲT-PCＲ 检测各组目标基因，得出: 在 EＲK1
mＲNA的表达中，与对照组相比，PD98059 组、雷替
曲塞组及联合组的相对表达量分别为( 0. 799 ±
0. 062 ) 、( 0. 850 ± 0. 063 ) 、( 0. 811 ± 0. 081 ) 。在

图 1 各实验组在显微镜下变化 × 100

A: 对照组; B: PD98059 组; C: 1 μmol /L雷替曲塞组; D: 10 μmol /

L雷替曲塞组; E: 20 μmol /L雷替曲塞组; F: 联合组

图 2 各实验组的凋亡率
A: 对照组; B: PD98059 组; C: 1 μmol /L雷替曲塞组; D: 10 μmol /L雷替曲塞组; E: 20 μmol /L雷替曲塞组; F: 联合组
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图 3 各实验组中 K-ＲAS、EＲK1、EＲK2 mＲNA的相对表达量

EＲK2 mＲNA 的表达中，与对照组相比，PD98059
组、雷替曲塞组及联合组的相对表达量分别为
( 0. 799 ± 0. 152 ) 、( 0. 836 ± 0. 052 ) 、( 0. 837 ±
0. 104) 。在 K-Ｒas mＲNA的表达中，与对照组相比，
PD98059 组、雷替曲塞组及联合组的相对表达量分
别为( 0. 871 ± 0. 062 ) 、( 0. 841 ± 0. 010 ) 、( 0. 840 ±
0. 021) ，见图 3。各组的目标基因的表达与对照组
均无明显差异。

3 讨论

雷替曲塞作为新型抗叶酸剂，是一种高选择性、
高特异性的胸苷酸合酶( Thymidylate Synthase，TS)
抑制剂［4］。雷替曲塞主要竞争叶酸盐转运载体进
入细胞，这种喹唑啉叶酸盐类似物通过叶酸多聚谷

氨酸合酶增加细胞内多聚谷氨酰化合物含量，从而

导致持久的 TS 抑制活性、DNA 破碎( 包括 DNA 双
链断裂) 及细胞死亡［5］。本研究采用不同浓度的雷
替曲塞对体外培养的结肠癌 HT-29 细胞的生长影
响进行研究，结果表明抑制 TS的活性可以抑制 HT-
29 细胞的增殖，促进其凋亡; 并且随着作用浓度的
增加，结肠癌细胞的增殖呈明显的下降趋势，而其凋

亡呈上升趋势，表现出明显的浓度依赖性。有文
献［6］报道，雷替曲塞还可以降低脱氧胸苷三磷酸的

水平，而 DNA的损失与失衡在凋亡与增殖之间是由
脱氧胸苷二磷酸生物合成损伤导致的重要事件［7］。
本实验中雷替曲塞对结肠癌细胞有明显的杀伤力，

因此推测其可能通过损伤细胞 DNA、诱导细胞凋亡

而发挥抗结肠癌作用。
PD98059 是一种 MEK特异性抑制剂，可通过结

合去磷酸化的未活化的 MEK 的腺嘌呤核苷三磷酸
位点，特异性抑制 MEK的磷酸化，继而阻断 MEK对
EＲK1 /2 的磷酸化活化，阻碍细胞外刺激信号转导
入细胞及核内，从而影响细胞的增殖、分化、转化或
凋亡等一系列生物学效应［8］。本实验将终浓度为
20 μmol /L的 PD98059 分别单独、联合雷替曲塞作
用于结肠癌细胞株，可观察到在 PD98059 组中，与
对照组相比，HT-29 细胞增殖被抑制，凋亡则被促
进，但其增殖抑制及凋亡促进的程度较低; 由此可

知，PD98059 可通过抑制信号通路的传导而影响细
胞的凋亡。而当 PD98059 联合雷替曲塞作用于 HT-
29 时，其增殖抑制及凋亡促进的程度均高于
PD98059 组及对应的雷替曲塞组; 故可以推测:
PD98059 联合雷替曲塞对结肠癌细胞的增殖及凋亡
具有协同作用。

ＲAS-MEK1 /2-EＲK1 /2 信号转导系统与细胞的
生长、增殖、分化等过程的调节以及肿瘤的发生有着
密切的关系［9］。最近有报道指出，在肿瘤发生发展
过程中，EＲK 的活化能够调节内皮细胞的增殖、转
移、重组，促进血管的形成，为肿瘤提供充足的血
供［10 － 11］。在本研究中，对照组、PD98059 组、终浓度
为 10 μmol /L的雷替曲塞组、联合组处理 8 h 后，使
用 ＲT-PCＲ法检测各组 K-ＲAS、EＲK1、EＲK2 mＲNA
的相对表达量，可得: 单药 PD98059 与单药雷替曲
塞及其联合均不能影响 K-ＲAS、EＲK1、EＲK2 mＲNA

·596·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 May; 52( 5)



的表达。由此可推测: PD98059 虽可以阻断 MEK对
EＲK1 /2 蛋白的磷酸化活化，但在 EＲK1 /2 mＲNA的
表达上却没有明显的影响，且对其上游基因 K-ＲAS
mＲNA没有产生正反馈或负反馈的影响; 雷替曲塞
虽可以抑制 TS 合酶的合成，却对 EＲK1 /2、K-ＲAS
mＲNA的表达无特异作用; 因此两种药物联合形成
的协同关系，可能是因为影响了蛋白水平的表达，也

可能是存在其他信号通路的改变，从而对结肠癌细

胞的增殖抑制及凋亡产生协同作用。
综上所述，联合应用 EＲK抑制剂 PD98059 和雷

替曲塞可以对结肠癌细胞 HT-29 产生协同抑制作
用，提示 PD98059 可明显提高雷替曲塞对结肠癌细
胞的敏感性，增强雷替曲塞对 HT-29 的杀伤力，因
此将 MEK /EＲK通路特异性抑制剂应用于结肠癌的
联合化疗中是可行的。临床上可以考虑以雷替曲塞
为基础的化疗联合应用 MEK /EＲK通路特异性抑制
剂，提高肿瘤对雷替曲塞的敏感性，从而减少雷替曲

塞量，降低其副反应及耐药性的发生率。由于目前
还没有关于通路抑制剂的大规模的临床试验，因此

其在临床应用的安全性有待进一步研究。
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Effects of Ｒaltitrexed and combination use of PD98059 on HT-29 cells
Chang Lan，Lu Liang，Yao Fan，et al

( Dept of Gastroenterology，The Affiliated Chaohu Hospital of Anhui Medical University，Hefei 238000)

Abstract Objective To study the effects of Ｒaltitrexed and combination use of PD98059 on HT-29 cell prolifera-
tion and apoptosis and explore their potential molecular mechanisms． Methods ① Inverted microscope was used to
observe changes in cell morphology and counting of each group after treatment for 24 hours．② Cell counting method
was used to detect cell quantity in each group．③ Flow cytometry instrument was used to test the apoptosis rate of
every groups．④ ＲT-PCＲ method were used to detect each group's K-ＲAS，EＲK1，EＲK2 mＲNA expression． Ｒe-
sults ① Each group had fewer cells and apoptotic changes except PD98059 group under inverted microscope，and
the concentration of Ｒaltitrexed higher，the change deeper． Changes in the joint group deeper than that of Ｒaltitrexed
group on cell quantity and form．② The result showed that the number of cells of each group were lower than control
group，with higher concentration of raltitrexed，cell quantity decreased，and joint group had significant difference
with other group exerted by cell counting method．③ Flow cytometry instrument testing showed that cell apoptosis of
each group was increased compared with control group significantly，and Ｒaltitrexed groups depended on concentra-
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tion，and joint group had significant difference with other group．④ There was no significant difference on K-ＲAS，
EＲK1，EＲK2 mＲNA expression in every groups by ＲT-PCＲ． Conclusion ① Ｒaltitrexed exerts anti-proliferation
and apoptosis-promoting effects on colon cancer cell HT-29 in a concentration dependent manner． ② Ｒaltitrexed
combined with EＲK inhibitor has synergistic effect on HT-29 cells．③ EＲK inhibitor does not affect cell prolifera-
tion and apoptosis at gene expression levels．
Key words colon cancer; Ｒaltitrexed; PD98059; ＲAS-MEK-EＲK1 /2 pathway; HT-29 cells
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甘肃省敦煌地区普通人群卡波肉瘤
相关疱疹病毒感染的血清学分析
方 圆，许常青，周 畅，陈 伟，王林定

摘要 目的 研究卡波肉瘤相关疱疹病毒( KSHV) 在甘肃
敦煌地区普通人群中的血清阳性率，并分析 KSHV感染的危
险因素。方法 随机收集 1 000 例敦煌地区普通人群血清，

以 KSHV 3 个基因片段 orf65、orf73、orf k8. 1 编码蛋白为抗
原，间接 ELISA检测样本中 KSHV抗体，SPSS软件分析危险
因素。结果 1 000 份血清中，KSHV抗体总阳性率为 19%，

男性阳性率( 22. 9% ) 高于女性( 16. 6% ) ( P = 0. 016) ; KSHV

感染与梅毒螺旋体( P = 0. 004) 和丙肝病毒( P = 0. 027) 感染
间有相关性，而与年龄、乙肝五项无关。多因素 Logistic回归
分析显示梅毒螺旋体感染的 OＲ( 95% CI) 为 10. 142 ( 1. 920
～ 53. 577) 。结论 甘肃敦煌地区普通人群中 KSHV的感染
率较高，且与性别有关; 梅毒螺旋体感染是该地区 KSHV 感
染最重要的独立危险因素。

关键词 卡波肉瘤相关疱疹病毒; 血清阳性率; 危险因素; 甘

肃; 敦煌
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卡波肉瘤相关疱疹病毒( Kaposi’s sarcoma-as-
sociated herpesvirus，KSHV) 为近年来发现的一种新
的疱疹病毒，又称人类疱疹病毒 8 型( human herpes-
virus type 8，HHV-8) ，属于 γ疱疹病毒亚科，是卡波
肉瘤( Kaposi’s sarcoma，KS) 的相关病原体，另外与
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两种淋巴增殖性疾病原发性渗出性淋巴瘤( primary
effusion lymphoma，PEL) 和多心性牧牛人病( multi-
centric cattleman’s disease，MCD) 密切相关［1］。大
量文献［2 － 4］显示，KSHV 感染率存在明显的地域差
异，其中在赤道附近的非洲地区 KSHV 的血清阳性
率显著高于世界其他地区。但有关 KSHV感染在中
国境内的研究较少，目前仅对新疆地区的调查较为

深入。结果显示新疆维吾尔族人群中经典型 KS 的
发病率明显高于其他地区和民族［5］，且新疆汉族人

群的感染率也高于我国中部地区 ［6］。该课题组选
择了临近新疆的甘肃敦煌地区进行调查，敦煌地区

地理环境和人文环境与新疆地区十分相似，且目前

未有文献对新疆周边地区的 KSHV 感染进行研究。
该调查意在比较新疆周边地区与新疆地区以及我国

中部地区 KSHV感染率的差异，为以后研究我国其
他地区和民族的 KSHV流行病学提供依据。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 收集 2015 年 9 ～ 12 月甘肃省敦煌
市各医院普通人群 1 000 份血清样品。研究计划经
安徽医科大学伦理委员会审批并已获得研究对象的

知情同意。KSHV阳性对照血清和阴性对照血清检
测参见文献［7］。
1． 2 主要试剂 k8. 1 基因编码的裂解期蛋白、
orf73 基因编码的潜伏期相关核抗原 LANA、orf65 基
因编码的衣壳蛋白参见文献［8 － 9］; 辣根过氧化物酶

标记山羊抗人 IgG抗体( 北京中杉金桥生物技术有
限公司) ; TMB单组份显色液( 北京索莱宝生物科技
有限公司) ; 即用型山羊血清( 武汉博士德生物工程

有限公司) 。

·796·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 May; 52( 5)


