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摘要：目的 探讨抗血管生成药物阿帕替尼与常用化疗药物阿霉素联合应用对外周T细胞淋巴瘤Hut78细胞

株的抑制作用以及相关分子作用机制，为开发外周T细胞淋巴瘤治疗新方法提供实验依据。方法 将Hut78细胞

分为不同浓度药物处理组：阿帕替尼单药（10、20、40、60 μmol·L-1）、阿霉素单药（1、2、4 μmol·L-1）、阿帕替尼+阿霉

素［（40+1）μmol·L-1、（40+2）μmol·L-1、（60+1）μmol·L-1、（60+2）μmol·L-1］，分别作用 72 h，采用 CCK-8法检测

药物对细胞的增殖抑制作用。采用流式细胞术检测不同浓度药物处理组｛阿帕替尼单药（40 μmol·L-1）、阿霉素单

药（1、2 μmol·L-1）、阿帕替尼+阿霉素［（40+1）μmol·L-1、（40+2）μmol·L-1］｝作用24 h后对Hut78细胞凋亡的影响。

采用流式细胞术检测不同浓度阿帕替尼（10、20、40 μmol·L-1）作用24 h后对Hut78细胞周期的影响。采用蛋白印

迹法检测不同浓度药物处理组｛阿帕替尼单药（40 μmol·L-1）、阿霉素单药（1、2 μmol·L-1）、阿帕替尼+阿霉素［（40+

1）μmol·L-1、（40+2）μmol·L-1］｝作用 24 h 后，Hut78 细胞中 PI3K/Akt信号转导通路相关蛋白 PI3K、p-PI3K、Akt、

p-Akt及凋亡相关蛋白Bcl-2、Casepase-3、Bax的表达变化。结果 不同浓度（10、20、40、60 μmol·L-1）的阿帕替尼

作用72 h后，细胞抑制率分别为（13.42±2.19）%、（19.52±4.16）%、（31.49±3.16）%、（52.88±3.37）%，72 h的IC50值为

（59.34±0.31）μmol·L-1，各药物处理组与对照组两两比较，差异具有统计学意义（χ2=10.116，P=0.018）；不同浓度

（1、2、4 μmol·L-1）的阿霉素分别作用72 h后，细胞抑制率分别为（15.82±3.23）%、（31.70±4.79）%、（42.34±5.23）%，

72 h 的 IC50 值为（5.52±0.18）μmol·L-1，各药物处理组与对照组两两比较，差异具有统计学意义（χ2=10.532，P=

0.015）；阿帕替尼+阿霉素［（40+1）μmol·L-1、（40+2）μmol·L-1、（60+1）μmol·L-1、（60+2）μmol·L-1］作用72 h的细

胞抑制率分别为（51.70±2.09）%、（56.62±4.83）%、（61.35±1.79）%、（65.13±3.88）%。两药的联合指数（CI）<1，说明

二者具有药物协同作用。阿帕替尼单药（40 μmol·L-1）、阿霉素单药（1、2 μmol·L-1）作用24 h的细胞凋亡率分别为

（15.65±0.75）%、（13.85±2.15）%、（23.60±1.30）%，阿帕替尼+阿霉素［（40+1）μmol·L-1、（40+2）μmol·L-1］作用 24

h的细胞凋亡率分别为（27.00±1.90）%、（33.20±2.30）%，各药物处理组与对照组［（6.10±0.90）%］比较，差异有统计

学意义（χ2＝16.251，P=0.006）。不同浓度（10、20、40 μmol·L-1）的阿帕替尼作用24 h后，G0/G1期细胞比例随浓度升

高而升高［（49.27±0.45）%、（50.34±1.24）%、（59.16±1.23）%］，S 期细胞比例随浓度升高而降低［（42.81±2.22）%、

（39.19±2.71）%、（34.08±1.01）%］，各药物处理组与空白对照组［G0/G1期（39.26±0.65）%，S 期（49.40±2.52）%］比

较，差异具有统计学意义（P<0.05）。阿帕替尼单药（40 μmol·L-1）、阿霉素单药（1、2 μmol·L-1）以及阿帕替尼+阿霉

素［（40+1）μmol·L-1、（40+2）μmol·L-1］作用 24 h 后，PI3K/Akt信号通路相关蛋白 PI3K、p-PI3K、p-Akt和抗凋亡

蛋白Bcl-2的表达水平呈下降趋势，促凋亡蛋白Casepase-3和Bax的表达水平呈上升趋势，Akt蛋白的表达水平无

明显变化，各药物处理组 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、Bcl-2、Casepase-3及 Bax蛋白表达水平与对照组比较，差异均

有统计学意义（P<0.05）。结论 阿帕替尼可抑制外周T细胞淋巴瘤细胞的增殖并诱导其凋亡，同时具有细胞周期

阻滞作用，其作用可能是通过抑制PI3K/Akt信号通路激活实现的。阿帕替尼联合阿霉素对外周T细胞淋巴瘤细胞

具有协同抑制作用。
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Abstract: Objective To explore the inhibitory effects of the anti-angiogenic drug apatinib and the commonly used chemother⁃
apy drug adriamycin on the peripheral T-cell lymphoma (PTCL) cell line Hut78 and the related molecular mechanisms, in order to
provide relevant experimental basis for the development of new treatment methods for PTCL. Methods Hut78 cells were divided
into several groups with drug treatment of different concentrations: apatinib single agent (10, 20, 40, 60 μmol·L-1); adriamycin sin⁃
gle agent (1, 2, 4 μmol·L-1); apatinib + adriamycin [(40+1) μmol·L-1, (40+2) μmol·L-1, (60+1) μmol·L-1, (60+2) μmol·L-1]. Af⁃
ter treatment for 72 h, CCK-8 method was used to detect the inhibitory effects of drugs on the cell proliferation. Flow cytometry
was used to detect the effects of drugs on the apoptosis of Hut78 cells in different concentrations treatment groups {[apatinib single
agent (40 μmol·L-1), adriamycin single agent (1, 2 μmol·L-1), apatinib + adriamycin [(40+1) μmol·L-1, (40+2) μmol·L-1]} after
24 h, as well as the effects on the cell cycle of Hut78 cells in groups with different concentrations of apatinib (10, 20, 40 μmol·L-1)
after 24 h. Western blotting was used to detect the expressions of PI3K/Akt signal pathway-related proteins (PI3K, p-PI3K, Akt
and p-Akt) and apoptosis-related proteins (Bcl-2, Casepase-3 and Bax) in Hut78 cells in groups with different concentrations of
drugs {[apatinib single agent (40 μmol·L-1), adriamycin single agent (1, 2 μmol·L-1), apatinib + adriamycin [(40+1) μmol·L-1,
(40+2) μmol·L-1]} after 24 h. Results After treated with different concentrations (10, 20, 40, 60 μmol·L-1) of apatinib for 72 h, the
inhibition rates of Hut78 cells were (13.42±2.19)%, (19.52±4.16)%, (31.49±3.16)%, (52.88±3.37)%, respectively. The IC50 value
at 72 h was (59.34±0.31) μmol·L-1, and the differences were statistically significant between each treatment group and the control
group (χ2=10.116, P=0.018). After treated with different concentrations (1, 2, 4 μmol·L-1) of adriamycin for 72 h, the inhibition
rates of Hut78 cells were (15.82±3.23)%, (31.70±4.79)%, (42.34±5.23)%, respectively. And the IC50 value at 72 h was (5.52±0.18)
μmol·L-1, and the differences were statistically significant between each treatment group and the control group (χ2=10.532, P=
0.015). After treated with apatinib + adriamycin [(40+1) μmol·L-1, (40+2) μmol·L-1, (60+1) μmol·L-1, (60+2) μmol·L-1] for 72 h,
the inhibition rates of Hut78 cells were (51.70±2.09)%, (56.62±4.83)%, (61.35±1.79)%, (65.13±3.88)%, respectively. The combi⁃
nation index (CI) value of the two drugs was < 1, suggesting a synergistic effect of the two drugs. Moreover, the apoptosis rate of
Hut78 cells in groups of apatinib single agent (40 μmol·L-1) and adriamycin single agent (1, 2 μmol·L-1) after 24 h was respec⁃
tively (15.65±0.75)%, (13.85±2.15)%, (23.60±1.30)%; while that was respectively (27.00±1.90)%, (33.20±2.30)% in the apatinib
+ adriamycin groups [(40+1) μmol·L-1, (40+2) μmol·L-1]. The differences between each treatment group and the control group
[(6.10±0.90)%] was statistically significant (χ2=16.251, P=0.006). In addition, after treated with different concentrations of apatinib
(10, 20, 40 μmol·L-1) for 24 h, the ratio of G0/G1 phase cells gradually increased [respectively (49.27±0.45)%, (50.34±1.24)%,
(59.16±1.23)%], while the proportion of S phase cells gradually decreased [respectively (42.81±2.22)%, (39.19±2.71)%, (34.08±
1.01)%]. The differences were statistically significant between each drug treatment group and the blank control group [G0/G1 phase
ratio (39.26±0.65)%, S phase ratio (49.40±2.52)%] (P<0.05). Besides, after treatment with apatinib single agent (40 μmol·L-1),
adriamycin single agent (1, 2 μmol·L-1), apatinib + adriamycin [(40+1) μmol·L-1, (40+2) μmol·L-1] for 24 h, the expression lev⁃
els of PI3K/Akt signaling pathway-related proteins (PI3K, p-PI3K, p-Akt) and anti-apoptotic protein (Bcl-2) showed a downward
trend, while the expression levels of the apoptotic proteins (Casepase-3 and Bax) showed an upward trend, and the expression lev⁃
el of Akt protein did not show a significant change. The protein expression levels of p-PI3K/PI3K, p-Akt/Akt, Bcl-2, Casepase-3,
and Bax in each drug treatment group were statistically different from those in the control group (P<0.05). Conclusion Apatinib
can inhibit the proliferation of PTCL cells, induce their apoptosis, and have a cell cycle arrest effect. Apatinib may inhibit the acti⁃
vation of PI3K/Akt signaling pathway and play a role in killing PTCL cells. Apatinib combined with adriamycin can exert a syner⁃
gistic inhibitory effect on peripheral T-cell lymphoma cells.
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前言

外周Ｔ细胞淋巴瘤（peripheral T-cell lympho⁃
ma，PTCL）是一组起源于胸腺后成熟Ｔ细胞的恶性

疾病。中国的 PTCL发病率约占非霍奇金淋巴瘤

（non-Hodgkin lymphoma，NHL）的 25%～30%，显著

高于欧美国家的 10%~15%［1-2］。PTCL的传统治疗

方法为CHOP方案（环磷酰胺、长春新碱、阿霉素、泼

尼松）或者CHOP样方案（依托泊苷、环磷酰胺、长春

地辛、阿霉素、泼尼松）化疗。PTCL对一线化疗方案

的总应答率为 50%~70%［3］，中位无进展生存期（me⁃
dian progression-free survival，mPFS）为 12~14个月，

治疗后 5年无进展生存率（progression-free survival，
PFS）约为 30%。国际 T细胞淋巴瘤组发现，除间变

性淋巴瘤激酶（anaplastic lymphoma kinase，ALK）阳

性的间变性大细胞淋巴瘤（anaplastic large cell lym⁃
phoma，ALCL）外，其余类型 PTCL的 5年总生存率

均低于50%［4］，长期生存率<30%［5］。尽管近年来有

临床研究证实，抗CD30单抗联合CHOP方案能有效

改善部分CD30+ PTCL患者的生存，但临床上仍有相

当 数 量 的 复 发/难 治 性 外 周 T 细 胞 淋 巴 瘤（re⁃
lapsed/refractory peripheral T-cell lymphoma，r/r PT⁃
CL）难以治愈，这些患者通常预后不良，中位总生存

期（overall survival，OS）≤６个月［6］。因此，探索 PT⁃
CL治疗的新靶点及联合用药，提高患者生存率，改

善其预后，是临床亟需解决的难题。

恶性肿瘤的血管生成与其生长及转移密切相

关。在已有的毛细血管网基础上形成新的血管即

称作新生血管生成，其过程主要是内皮细胞的大量

增殖、迁移及胞外基质降解，形成新血管等多个步

骤［7］。在血管堵塞、外伤等特殊情况下，新生血管生

成可对血供的恢复及伤口的加速愈合起到积极作

用。而对于恶性肿瘤，新生血管生成主要的作用是

促进其生长和转移，因为肿瘤的生长过程需要足够

的营养物质并排泄代谢产物，而这些正是新生血管

的重要作用［8］。有研究表明，对肿瘤血管生成具有

重要调节作用的主要是血管内皮生长因子（vascu⁃
lar endothelia growth factor，VEGF）/血管内皮生长因

子 受 体（vascular endothelia growth factor receptor，
VEGFR）信号通路。当前，VEGF/VEGFR信号通路

为众多学者所关注和研究，其主要研究内容为其作

用机制与相关抗肿瘤药物的研发。

阿帕替尼（apatinib）是新一代小分子 VEGFR2
抑制剂，可通过高选择性竞争VEGFR2的ATP结合

位点，阻断其与VEGF结合，高效抑制血管生成并减

少下游信号的转导，切断肿瘤组织的营养供给并诱

导肿瘤细胞调亡［9］。2014年 12月，国家药品监督管

理局（National Medical Products Administration，NM⁃
PA）正式批准阿帕替尼用于胃癌三线及以上治

疗［10］。阿帕替尼在肺癌、肝癌、乳腺癌等实体瘤中

的抗肿瘤作用也均有文献报道［11-13］。另有多项研究

显示，化疗药物如阿霉素（adriamycin）、顺铂（cisplat⁃
in）、紫杉醇（paclitaxel）等细胞毒药物可使肿瘤负荷

降低，肿瘤细胞反馈性地使VEGF表达上调，此时序

贯联用 VEGFR2抑制剂阻断配体与受体结合，使

VEGF无法发挥作用，减少肿瘤血管生成，促进肿瘤

细胞凋亡，从而达到更好的抗肿瘤疗效［14-17］。一项

Ⅱ期临床试验［18］评估了贝伐单抗（抗VEGF单克隆

抗体）联合CHOP方案在 PTCL中的疗效，结果显示

有 49%（19/39）的患者达到完全缓解（complete re⁃
mission，CR），41%（16/39）的患者达到部分缓解

（partial response，PR），中位无进展生存期（progress
free survival，PFS）和OS分别为 7.7个月和 22个月。

另有研究报道，使用恩度（重组人血管内皮抑制素）

联 合 CHOP 方 案 治 疗 PTCL，在 73.3%（11/15）的

VEGFR2高表达患者中，5年 PFS率和OS率分别为

71%和 86%，疗效显著优于低表达患者（5年 PFS率
和 OS率均为 25%）［19］。目前，阿帕替尼在 PTCL中

的研究报道较少，其具体作用机制尚不明确。因

此，本研究结合 PTCL独特的疾病病程以及临床预

后特点，着力探讨阿帕替尼与常规化疗药物阿霉素

联合应用对 PTCL细胞株的抑制作用以及相关分子

作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞处理 外周T细胞淋巴瘤Hut78细胞株购

自中国科学院上海细胞库，用RPMI 1640普通培养

基，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养。取对数生长

期细胞进行实验，台盼蓝染色，活性率>95%。

1.2 CCK-8法测定细胞增殖抑制率 取对数生长

期Hut78细胞，1000 r·min-1离心 5 min，去除上层液

体，再加入培养基缓慢重悬细胞，进行细胞计数。

−− 38



肿瘤药学 2022年 2月第 12卷第 1期
Anti-tumor Pharmacy, February 2022, Vol. 12, No.1

于 96孔细胞培养板中每孔缓慢加入 100 μL细胞

液，并于细胞孔周围加入无菌PBS，每孔 100 μL。细

胞种板完成后设置空白组（完全培养基）、对照组

（细胞液）、不同浓度的药物处理组｛阿帕替尼单药

（10、20、40、60 μmol·L-1）、阿 霉 素 单 药（1、2、4
μmol·L-1）、阿帕替尼+阿霉素［（40+1）μmol·L-1、
（40+2） μmol·L-1、（60+1） μmol·L-1、（60+2）
μmol·L-1］｝，每组 3个复孔，置于 37 ℃恒温培养箱中

继续培养 72 h，用酶标仪检测 450 nm波长处的吸光

度 (optical density，OD)。 细 胞 增 殖 抑 制 率 = [1-
（OD药物组－OD空白组）/（OD对照组－OD空白组）]×100%；IC50
定义为生长抑制率达到 50%时的药物浓度，使用

SPSS软件计算。

1.3 Annexin V-APC/PI双染法检测细胞凋亡 取

对数生长期Hut78细胞，于 24孔细胞培养板中每孔

加入 1 mL细胞液。细胞种板后设置空白对照组（细

胞液）、不同浓度的药物处理组｛阿帕替尼单药（40
μmol·L-1）、阿霉素单药（1、2 μmol·L-1）、阿帕替尼+
阿霉素［（40+1）μmol·L-1、（40+2）μmol·L-1］｝，每组

3个复孔，置于恒温培养箱中继续培养 24 h。将An⁃
nexin V-APC/PI凋亡试剂盒中的 10×Binding Buffer
稀释至 1×。收集细胞，加入适量 PBS，1000 r·min-1
离心 2次，去除剩余培养基，加入 100 μL 1×Binding
Buffer重悬细胞，再加入 5 μL Annexin V-APC室温

避光孵育 10~15 min，最后加入 5 μL Propidium Io⁃
dide轻轻混匀。使用流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.4 PI 染色法检测细胞周期 取对数生长期

Hut78细胞，于 6孔细胞培养板中每孔加入 2.4 mL细
胞液。细胞种板后设置对照组（细胞液）、不同浓度

阿帕替尼组（10、20、40 μmol·L-1），置于恒温培养箱

继续培养 24 h。收集细胞，1000 r·min-1离心 5 min，
去除上层液体，加入预冷的 PBS重悬细胞，1000
r·min-1继续离心 5 min。加入预冷的 PBS，缓慢吹打

细胞使其分布均匀，于 2 min内加入适量预冷的无

水乙醇，边加边混匀，置于 4 ℃冰箱过夜。次日吸取

细胞液于离心管中，1000 r·min-1离心 5 min，小心去

除上清后用PBS洗涤，再次离心。加入 150 μL PI工
作液，4 ℃避光染色 30 min。将细胞液经筛网过滤

为单个细胞状态，转至流式检测管，上机检测。

1.5 Western blotting检测蛋白表达 在 12孔板中

接种适量Hut78细胞［（1~2）×105个/孔］，分别设置

空白对照组、药物处理组｛阿帕替尼单药（40
μmol·L-1）、阿霉素单药（1、2 μmol·L-1）、阿帕替尼+

阿霉素［（40+1）μmol·L-1、（40+2）μmol·L-1］｝，每组

设 3个复孔，处理 24 h。收集细胞，PBS洗涤 2次。

加入适量蛋白裂解液充分混匀，置于冰上裂解 20~
30 min。使用BCA法检测蛋白浓度。配置分离胶和

积层胶，将蛋白样品上样电泳，取出电泳后的夹子，

根据目标蛋白相对分子量大小将胶裁剪好，盖上有

滤纸和海绵垫的转模板。转膜结束后，取出 PVDF
膜，加入封闭液摇床孵育 1 h，TBST反复漂洗。将

PVDF膜加入含目标蛋白一抗的离心管中，使之完

全浸没，摇床孵育 1 h。将蛋白条带小心取出，于摇

床上用 TBST反复漂洗 15 min。加入稀释的相应二

抗，摇床孵育 1~2 h。用 TBST将蛋白条带反复漂洗

约 15 min。在暗室中倒入适量定影液、显影液、清

水。打开胶片匣子，取出胶片做好标记后铺于蛋白

条带上，关闭胶片匣子，调至合适的曝光时间。取

出胶片，轻柔放入显影液中缓慢摇晃直至显影，再

放入定影液中小心摇晃。扫描晾干后的胶片，用凝

胶图像处理系统分析蛋白条带分子量，Image J软件

检测条带灰度值。相对灰度值=目的蛋白灰度值/内
参灰度值。

1.6 统计学分析 研究数据使用 SPSS 23.0统计软

件进行分析。两组间独立样本的均数比较采用独

立 t检验，两组间均数比较采用单因素方差分析，多

组间均数比较使用Kruskal-Wallis H非参数检验，计

量资料用均数±标准差（x̄±s）表示，采用双侧检验，以

P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 药物作用72 h后对Hut78细胞增殖的作用

2.1.1 阿帕替尼对Hut78细胞增殖的作用 不同浓

度（10、20、40、60 μmol·L-1）的阿帕替尼分别作用 72
h后，细胞抑制率分别为（13.42±2.19）%、（19.52±
4.16）%、（31.49±3.16）%、（52.88±3.37）%，72 h的 IC50
值为（59.34±0.31）μmol·L-1，与对照组比较，差异具

有统计学意义（χ2=10.116，P=0.018）（图1）。

2.1.2 阿霉素对Hut78细胞增殖的抑制作用 不

同浓度（1、2、4 μmol·L-1）的阿霉素分别作用 72 h
后，细胞抑制率分别为（15.82±3.23）%、（31.70±
4.79）%、（42.34±5.23）%，72 h 的 IC50 值 为（5.52±
0.18）μmol·L-1，与对照组比较，差异具有统计学意

义（χ2=10.532，P=0.015）（图2）。

2.1.3 阿帕替尼联合阿霉素对Hut78细胞增殖的抑

制作用增强 阿帕替尼联合阿霉素作用 72 h后，细
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胞抑制率均高于单药组，差异具有统计学意义（P<
0.05）。根据前期预实验结果，阿帕替尼单药（40、
60 μmol·L-1）对 Hut78细胞的增殖抑制率分别为

31.49%和 52.88%，阿霉素单药（1、2 μmol·L-1）对

Hut78细胞的增殖抑制率分别为 15.82%和 31.70%。

本研究使用 Compusyn软件进一步对阿帕替尼与阿

霉素的联合指数（combination index，CI）进行分析，

其中，CI<1表示两药呈协同作用，CI=1表示两药呈

简单相加作用，CI>1表示两药呈拮抗作用。阿帕替

尼 +阿 霉 素［（40+1）μmol·L-1、（40+2）μmol·L-1、
（60+1）μmol·L-1、（60+2）μmol·L-1］处理 72 h后，CI
<1，即阿帕替尼与阿霉素对Hut78细胞具有协同抑

制作用（表1）。

2.2 药物作用24 h后可诱导Hut78细胞凋亡

阿帕替尼单药（40 μmol·L-1）组、阿霉素单药

（1、2 μmol·L-1）组的细胞凋亡率分别为（15.65±
0.75）%、（13.85±2.15）%、（23.60±1.30）%，阿帕替尼+
阿霉素［（40+1）μmol·L-1、（40+2）μmol·L-1］组的细

胞凋亡率分别为（27.00±1.90）%、（33.20±2.30）%，凋

亡比例逐渐上升，表明不同浓度的阿帕替尼、阿霉

素及两药联合均能诱导Hut78细胞凋亡，与对照组

［（6.10±0.90）%］比较，差异具有统计学意义（χ2=
16.251，P=0.006）（图3、表2）。

2.3 药物作用24 h对Hut78细胞周期的影响

随着阿帕替尼（10、20、40 μmol·L-1）浓度的增

加，Hut78细胞G1期比例逐渐升高，S期和G2/M期比

例逐渐降低，与空白对照组比较，差异具有统计学

表1 阿帕替尼联合阿霉素对Hut78细胞增殖的影响

Tab. 1 The effects of apatinib combined with adriamycin on

the proliferation of Hut78 cells

组别

阿帕替尼单药（40 μmol·L-1）
阿帕替尼单药（60 μmol·L-1）
阿霉素单药（1 μmol·L-1）
阿霉素单药（2 μmol·L-1）

阿帕替尼+阿霉素［（40+1）μmol·L-1］
阿帕替尼+阿霉素［（40+2）μmol·L-1］
阿帕替尼+阿霉素［（60+1）μmol·L-1］
阿帕替尼+阿霉素［（60+2）μmol·L-1］

细胞增殖

抑制率/%
31.49±3.16
52.88±3.37
15.82±3.23
31.70±4.79
51.70±2.09
56.62±4.83
61.35±1.79
65.13±3.88

CI
—

—

—

—

0.85
0.89
0.96
0.97

表2 不同药物作用24 h后Hut78细胞凋亡率比较

Tab. 2 Comparison of apoptosis rate of Hut78 cells after treatment with different drugs for 24 h

组别

对照组

阿帕替尼单药（40 μmol·L-1）
阿霉素单药（1 μmol·L-1）
阿霉素单药（2 μmol·L-1）

阿帕替尼+阿霉素［（40+1）μmol·L-1］
阿帕替尼+阿霉素［（40+2）μmol·L-1］

细胞凋亡率/%
6.10±0.90
15.65±0.75
13.85±2.15
23.60±1.30
27.00±1.90
33.20±2.30

χ2

16.251

P

0.006
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图1 不同浓度阿帕替尼作用72 h对Hut78细胞增殖的影响

Fig. 1 Effects of different concentrations of apatinib on the pro⁃
liferation of Hut78 cells after 72 h
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图2 不同浓度阿霉素作用72 h对Hut78细胞增殖的影响

Fig. 2 Effects of different concentrations of adriamycin on the
proliferation of Hut78 cells after 72 h
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意义（P<0.05），说明不同浓度的阿帕替尼可不同程

度地将Hut78细胞阻滞于G0/G1期（图4、表3）。

2.4 药物对 Hut78细胞相关蛋白表达水平的影

响

2.4.1 药物处理 24 h后Hut78细胞中相关蛋白的

表达变化 不同药物处理组的 PI3K/Akt通路蛋白

PI3K、p-PI3K、p-Akt及抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达水

平有所下降，促凋亡蛋白Casepase-3、Bax的表达水

平升高，而Akt的表达水平无明显变化（图5-6）。

2.4.2 不同蛋白表达量的灰度分析 各药物处理

组 PI3K、p-PI3K、p-Akt及Bcl-2蛋白的表达水平均

低于对照组，Casepase-3、Bax蛋白的表达水平均高

注：（a）空白对照；（b）阿帕替尼单药（40 μmol·L-1）；（c）阿霉素

单药（1 μmol·L-1）；（d）阿霉素单药（2 μmol·L-1）；（e）阿帕替尼+阿
霉素［（40+1）μmol·L-1］；（f）阿帕替尼+阿霉素［（40+2）μmol·L-1］。

Note: (a) Blank control; (b) Apatinib single drug (40 μmol·L-1); (c)
Adriamycin single drug (1 μmol·L-1); (d) Adriamycin single drug (2
μmol·L-1); (e) Apatinib + adriamycin [(40+1) μmol·L-1]; (f) Apatinib +
adriamycin [(40+2) μmol·L-1].

图3 不同药物诱导Hut78细胞凋亡的散点图

Fig. 3 Scatter plot of Hut78 cell apoptosis induced by treatment
of different drugs

注：（a）空白对照；（b）阿帕替尼单药（10 μmol·L-1）；（c）阿帕替尼单药（20 μmol·L-1）；（d）阿帕替尼单药（40 μmol·L-1）。

Note: (a) Blank control; (b) Apatinib single drug (10 μmol·L-1); (c) Apatinib single drug (20 μmol·L-1); (d) Apatinib single drug (40 μmol·L-1).
图4 不同浓度阿帕替尼对Hut78细胞周期的影响

Fig. 4 Effects of apatinib of different concentrations on the cell cycle of Hut78

表3 不同浓度阿帕替尼对Hut78细胞周期的影响

Tab. 3 Effects of apatinib of different concentrations on the

cell cycle of Hut78

阿帕替尼

0 μmol·L-1
10 μmol·L-1
20 μmol·L-1
40 μmol·L-1

细胞周期比例/%
G0/G1

39.26±0.65
49.27±0.45
50.34±1.24
59.16±1.23

S
49.40±2.52
42.81±2.22
39.19±2.71
34.08±1.01

G2/M
11.34±3.18
7.92±1.89
10.47±1.47
6.76±0.22
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于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）（图7）。

3 讨论

PTCL是我国最常见的T细胞淋巴瘤之一，起源

于胸腺后成熟Ｔ细胞，具有明显的临床和分子生物

学异质性［3，20］。目前，化疗仍是PTCL的主要治疗方

式，含蒽环类药物的化疗如 CHOP方案和 CHOP样

方案是常用的一线治疗方案，但反应率普遍较低，

预后较差［4，21-22］。阿帕替尼作为我国研发的新一代

小分子VEGFR2抑制剂，可特异性结合VEGFR2的
ATP位点，抑制VEGFR2酪氨酸激酶活性，高效抑制

肿瘤血管生成。但有研究报道，长期单独用药会使

机体产生一定的耐药性，从而削弱其疗效，而合理

的联合用药可以减轻药物的毒副反应，甚至提高疗

效［23-24］。以肿瘤药物的作用机制及肿瘤细胞的增殖

动力学为依据联合用药，是近年来抗肿瘤治疗的新

趋势。阿霉素是临床常用的蒽环类抗肿瘤药物，是

PTCL的一线化疗药物，具有疗效好、抗瘤谱广的特

点［25］，可通过干扰核酸代谢或有丝分裂，达到阻止

肿瘤细胞持续生长的目的。进入肿瘤细胞内部的

化疗药物被细胞膜上的ABC转运蛋白排出，是肿瘤

耐药的主要原因之一［24］。有研究证明，阿帕替尼与

化疗药物联用可有效抑制细胞膜转运蛋白的外排

功能，甚至逆转耐药［26］。
结合 PTCL独特的疾病病程以及临床预后特

点，本研究采用阿帕替尼联合常规化疗药物阿霉

素，探索其对PTCL细胞株Hut78的抑制作用以及相

关分子作用机制。CCK8结果显示，阿帕替尼可在

体外抑制Hut78细胞的增殖，且与阿霉素联用后，细

胞增殖抑制作用显著增强。既往研究报道，阿帕替

尼在伯基特淋巴瘤、套细胞淋巴瘤以及弥漫大B细

胞淋巴瘤细胞株中的 IC50值分别为（19.26±0.10）
μmol·L-1、（20.07±0.22） μmol·L-1 和（15.29±0.13）
μmol·L-1［27］，而 本 研 究 中 阿 帕 替 尼 的 IC50 值 为

（59.34±0.31）μmol·L-1。分析其原因，首先，本研究

使用的是 PTCL细胞株，与B细胞淋巴瘤相比，恶性

程度可能更高，导致药物作用剂量相应增大；其次，

阿帕替尼对不同类型淋巴瘤的具体作用机制可能

不同，以至于不同实验结果显示的药物剂量差距

较大。

相关研究表明［28-30］，抗VEGFR靶向药物作用于

VEGF/VEGFR轴后，其主要杀伤作用是通过诱导细

胞凋亡的方式实现的。因此，根据细胞增殖抑制实

验结果，本研究选择了特定浓度的阿帕替尼、阿霉

素及两药联合处理Hut78细胞 24 h，发现凋亡实验

结果与增殖抑制实验结果具有一致性，提示阿帕替

尼可诱导 PTCL细胞凋亡，且联合阿霉素后作用进

一步增强。

既往文献报道，不同血管生成抑制剂对细胞周

期 的 阻 滞 不 尽 相 同［31］。 研 究 显 示 ，索 拉 菲 尼

（sorafenib）、BD0801在胃肠道肿瘤以及肝癌中具有

促进G0/G1期阻滞的作用［32-33］，而在卵巢癌中以G2/M

注：（a）空白对照；（b）阿帕替尼单药（40 μmol·L-1）；（c）阿霉素

单药（1 μmol·L-1）；（d）阿霉素单药（2 μmol·L-1）；（e）阿帕替尼+阿
霉素［（40+1）μmol·L-1］；（f）阿帕替尼+阿霉素［（40+2）μmol·L-1］。

Note: (a) Blank control; (b) Apatinib single agent (40 μmol·L-1); (c)
Adriamycin single agent (1 μmol·L-1); (d) Adriamycin single drug (2
μmol·L-1); (e) Apatinib + adriamycin [(40+1) μmol·L-1]; (f) Apatinib +
adriamycin [(40+2) μmol·L-1].

图5 不同药物处理后PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt蛋白表达情况

Fig. 5 Expressions of PI3K, p-PI3K, Akt, p-Akt proteins after
treatment with different drugs

注：（a）空白对照；（b）阿帕替尼单药（40 μmol·L-1）；（c）阿霉素

单药（1 μmol·L-1）；（d）阿霉素单药（2 μmol·L-1）；（e）阿帕替尼联合

阿霉素［（40+1）μmol·L-1］；（f）阿帕替尼联合阿霉素［（40+2）
μmol·L-1］。

Note: (a) Blank control; (b) Apatinib single agent (40 μmol·L-1); (c)
Adriamycin single agent (1 μmol·L-1); (d) Adriamycin single agent (2
μmol·L-1); (e) Apatinib + adriamycin [(40+1) μmol·L-1]; (f) Apatinib +
adriamycin [(40+2) μmol·L-1].

图6 不同药物处理后Bax、Bcl-2、Casepase-3蛋白表达情况

Fig. 6 Expressions of Bax, Bcl-2, Casepase-3 proteins after
treatment with different drugs
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期阻滞为主［34］。为探索阿帕替尼在 PTCL中的细胞

周期阻滞作用，本研究通过流式细胞仪检测了不同

浓度阿帕替尼作用于Hut78细胞 24 h后对细胞周期

的影响，结果显示，随着阿帕替尼浓度的增加，

Hut78细胞G0/G1期比例逐渐升高，S期比例逐渐降

低，提示阿帕替尼对 PTCL细胞有较强的G0/G1期阻

滞作用，并呈剂量依赖性。

VEGF/VEGFR信号通路的激活与恶性肿瘤的

发生、发展密切相关，而其下游的 PI3K/Akt信号通

路被认为是肿瘤细胞抗凋亡的重要途径。本研究

结果显示，阿帕替尼单药、阿霉素单药以及阿帕替

尼联合阿霉素处理 Hut78细胞 24 h后，PI3K、p-
PI3K、p-Akt蛋白表达水平呈不同程度的下降，提示

阿帕替尼和阿霉素可抑制 PI3K/Akt信号通路。同

时，各药物处理组抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达水平呈

不同程度的下降，促凋亡蛋白Casepase-3、Bax的表

达水平呈不同程度的上升，而Akt蛋白的表达水平

无明显变化。因此，我们认为阿帕替尼竞争性抑制

VEGFR2后，可导致VEGF/VEGFR信号通路受到抑

制，从而抑制其下游 PI3K/Akt信号通路，最终抑制

PTCL细胞增殖，并在一定程度上诱导其凋亡，发挥

抗肿瘤作用。

靶向治疗是抗肿瘤研究的热点及重点。靶向

VEGF/VEGFR信号通路的药物包括以VEGF为靶点

的单克隆抗体以及VEGFR2小分子抑制剂等，因其

强大的抗肿瘤作用在临床上的应用愈发广泛［35-36］。
本研究的主要目的是检测阿帕替尼单药以及阿帕

替尼联合常规化疗药物阿霉素对 PTCL细胞的杀伤

作用，为PTCL的治疗提供新的选择，对NHL的其他

亚型也有一定程度上的参考意义。可以期待未来

阿帕替尼能逐步应用于血液肿瘤患者，改善其预后

并提高长期生存率。

本研究也存在以下不足：首先，本实验结果未

在体内进行验证；其次，增殖抑制实验结果显示阿

帕替尼的 IC50值较高，可能在一定程度上提示其发

生毒副作用的风险也较大。后续我们将通过动物

模型在体内验证这些结果，并观察其毒副作用。
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