
结肠癌（CRC）是全世界范围内常见的恶性肿瘤，发

病率高，治疗难度大，手术切除后 2年内复发率达到

55%~80%［1］。临床上，经常采用卡培他滨或者与其他化

疗药物联合应用来治疗结肠癌。尽管现在可以结合化

疗，放疗以及手术切除的方法来治疗结肠癌，但是这对

结肠癌的治疗和预后效果仍然存在不佳。因此，探索研

究结肠癌的靶向治疗药物是非常有意义的。目前靶向

药物已成为治疗结肠癌的新方向，其中作用于血管内皮

生长因子/血管内皮生长因子受体（VEGF/VEGFR）的

抗血管生成类药物已成为研究热点之一。

阿帕替尼又叫YN968D1，是一种新型的口服抗血

管生成药物，在许多固体肿瘤治疗作为肿瘤靶向治疗药

物。阿帕替尼是一个可以特异性结合VEGFR-2的小分

子，它能抑制VEGF刺激的内皮细胞的迁移和增殖，

从而抑制微血管密度［2-3］。研究表明，阿帕替尼是

VEGFR-2抑制剂，可以通过靶向抑制VEGFR-2来抑制

肿瘤血管的生成［4］。但是阿帕替尼是否还存在激活或

抑制另外的信号通路来达到其抑制结肠癌生长的作用，

目前对这点的研究报道甚少，这是本研究目的之一。
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摘要：目的 检测阿帕替尼对结肠癌HCT-116细胞的抑制作用，探讨其可能的作用机制及其影响的信号通路。方法 MTT方法

检测不同浓度（0、0.5、1、1.5、2 μmol/L）的阿帕替尼对结肠癌 HCT-116细胞的毒性作用，并设置卡培他滨阳性对照组；Annexin

V-FITC/PI双染法检测上述不同浓度的阿帕替尼处理后结肠癌 HCT-116细胞的凋亡情况，实时荧光定量 PCR及Western

Blotting技术检测其对凋亡相关基因及蛋白Bcl-2，Bax，Caspase-3的影响，Western blotting技术检测其对Akt、p-Akt、Erk1/2和

p-Erk1/2蛋白表达的影响。结果 MTT细胞毒性检测结果表明，阿帕替尼在体外能有效抑制HCT-116细胞的增殖，IC50为

1.335 μmol/L。Annexin-V/PI双染法细胞凋亡检测结果表明，阿帕替尼能显著的诱导HCT-116细胞凋亡，并且呈浓度依赖性。

实时荧光定量PCR和Western blotting结果表明，阿帕替尼可以诱导促凋亡基因Bax和Caspase-3的表达，并抑制抗凋亡基因

Bcl-2的表达。Western blotting检测信号通路蛋白的结果表明，在阿帕替尼处理后p-Akt 和p-Erk1/2的表达显著降低，而Akt和

Erk总蛋白水平没有变化。结论 阿帕替尼可通过抑制MAPK/Erk、PI3K/Akt信号转导通路来实现诱导细胞凋亡，从而达到抑制

HCT-116细胞增殖的目的。
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Abstract: Objective To investigate the inhibitory effects of apatinib on colorectal carcinoma HCT-116 cells in vitro and the
signaling pathways involved. Methods The cytotoxicity of different concentrations (0, 0.5, 1, 1.5, and 2 μmol/L) of apatinib in
HCT-116 cells was assessed by MTT assay, using capecitabine as the positive control. The apoptosis rate of apatinib-treated
HCT-116 cells was detected using flow cytometry, and the expressions of Bcl-2, Bax, and caspase-3 were determined with
quantitative real-time PCR and Western blotting. The effect of apatinib on the expressions of Akt, pAkt, Erk1/2 and pErk1/2 in
HCT-116 cells was evaluated using Western blotting. Results Apatinib significantly inhibited the proliferation of HCT-116 cells
in a concentration-dependent manner with an IC50 value of 1.335 μmol/L. Flow cytometric analysis showed that apatinib
significantly increased the apoptotic rate of HCT-116 cells dose-dependently. Apatinib induced the expression of the
pro-apoptotic genes Bax and caspase-3 at both the mRNA and protein levels while inhibited the expression of the anti-
apoptotic gene Bcl-2. The expressions of p-Akt and p-Erk1/2 were decreased in HCT-116 cells after apatinib treatment, but the
total protein levels did not undergo obvious changes. Conclusion Apatinib inhibits the proliferation and induces apoptosis of
HCT-116 cells by suppressing the phosphorylation of Erk1/2 and Akt in the MAPK/Erk and PI3K/Akt signaling pathways.
Keywords: apatinib; HCT-116 cells; apoptosis; MAPK/Erk signaling pathway; PI3K/Akt signaling pathway

基础研究

收稿日期：2016-08-11

作者简介：殷 亮，主治医师，博士研究生，E-mail: ynyinliang@126.com

通信作者：董 坚，教授，博士导师，E-mail: 3196259175@qq.com

J South Med Univ, 2017, 37(3): 367-372 doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2017.03.15 ·· 367



阿帕替尼能高效且特异性地与VEGFR-2的ATP位

点结合，使VEGFR-2无法被激活，阻断下游信号传导［2］，

达到治疗目的。蛋白酪氨酸激酶激活的主要下游信号

途径是MAPK/Erk、PI3K/Akt信号途径，激活这些通路

会促进肿瘤细胞增殖，转化，抑制细胞凋亡［5-10］。在肿瘤

细胞中酪氨酸激酶的异常激活，导致下游信号通路的活

性异常，导致细胞癌变，且在肿瘤细胞的迁移，粘附，肿

瘤血管生成等生理过程中发挥重要的作用［3,11］。目前，

对于研究阿帕替尼抑制结肠癌时影响的下游信号通路

的研究还没有报道。

本研究以体外细胞实验中观察阿帕替尼对结肠癌

细胞增殖的抑制作用，并进一步探讨其作用机制及影响

的信号通路，为其应用于结肠癌的治疗提供理论基础，

也为后期更为精确的药物联合治疗提供理论支持。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞株 人结肠癌HCT-116细胞株购自武汉大学

生命科学学院中国典型培养物保藏中心。

1.1.2 药品与试剂 阿帕替尼片（艾坦，江苏恒瑞医药股

份有限公司），卡培他滨片由美国罗氏公司提供，PRMI

1640 培养基（Hyclone，美国），胎牛血清（Biological

Industries，以色列），100 × 青霉素/链霉素混合液

（Biological Industries，以色列），0.25%胰蛋白酶消化液

（Biological Industries，以色列）。MTT 检测试剂盒

（Sigma，美国），Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒

（Bender medsystems，奥 地 利 ） ，DMSO （MP

Biomedicals，美国）。TRIzol 总 RNA 提取试剂盒

（Invitrogen，美 国），cDNA 第 一 链 合 成 试 剂 盒

（Fermentas，立陶宛），SYBR（Thermo Scientific，美国）。

细胞全蛋白提取试剂盒（Sigma，美国），兔抗人Bcl-2、兔

抗人Bax、兔抗人cleaved-Caspase3、兔抗人Akt、兔抗人

pAkt、兔抗人 Erk、兔抗人 pErk、和兔抗人 GAPDH

（Proteintech，美国），超敏ECL化学发光检测试剂盒（江

苏碧云天生物技术研究所），聚偏乙稀二氟膜（PVDF

膜）（Millipore，美国）。盐酸、甲醇、甘氨酸、氯化钠、异

丙醇、无水乙醇、氯仿等均为化学分析纯试剂均购于北

京鼎国昌盛生物技术有限责任公司。

1.1.3 器材 细胞培养瓶25 cm2/75 cm2（Corning，美国），

细胞培养板6孔，24孔，96孔（Corning，美国），7300HT

Fast Real-Time PCR System（Applied Biosystems，美国），

CyFlow space分选型流式细胞仪（PARTEC，德国），垂

直凝胶电泳仪及配套设备（BIO-RAD，美国），Chemical

XRS+凝胶成像分析系统（BIO-RAD，美国），各种规格

的移液器（Eppendorf，德国）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 HCT-116细胞以PRMI 1640完全培养

基（含10%胎牛血清及1%青霉素/链霉素混合液），于

5% CO2培养箱中培养，待细胞长至培养瓶底面积90%

左右时传代。弃旧培养基，PBS缓冲液（pH7.2-7.4）漂洗

细胞2次，0.25%胰蛋白酶消化2 min，弃去胰酶，加入含

胎牛血清的培养基吹打细胞，将细胞悬液传至2个新培

养瓶中，加入新鲜PRMI 1640完全培养基继续培养。

1.2.2 MTT细胞增殖检测 取对数生长期的HCT-116

细胞在超净台内按常规胰酶消化方法制成细胞悬液，接

种于96孔板（5000 cells/well）。实验设计9个组：阿帕

替尼浓度分别为0、0.5、1、1.5、2 μmol/L、卡培他滨浓度

分别为10、25、50、100 mg/mL，每组8孔。每孔接种细

胞悬液200 μL。37 ℃、5% CO2培养箱培养24 h后，弃

去各孔培养基，各组分别加入含相应浓度阿帕替尼的完

全培养基200 μL继续培养48 h。

待阿帕替尼和卡培他滨作用细胞48 h后，往每个

细胞培养孔内加入20 μL新配的MTT 溶液（5 mg/mL），

继续培养 4 h。然后除净各孔中的液体，加入 150 μL

Formazan溶解液，将96孔培养板放入全自动酶标仪，设

置水平震摇时间10 min，检测波长570 nm。运行酶标

仪，在震摇培养板结束后自动检测每孔的光密度值（A
值）。每组取8孔A值的平均值，计算每组的细胞抑制

率。用Graphpad软件计算出IC50值。

抑制率 =（1 -
实验组A值

阴性对照组A值
） × 100%

1.2.3 Annexin V-FITC/PI双染法细胞凋亡检测 采用

Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡情况，取对数

生长期的HCT-116细胞，接种于6孔板中，使细胞终浓

度为1×106/mL。培养24 h后，实验组分别加入终浓度

为0.5、1、1.5、2 μmol/L阿帕替尼，阳性对照组加入终浓

度为100 mg/mL的卡培他滨，未加药物组为空白对照

组。然后置于5% CO2培养箱中37 ℃培养。在培养48 h

后，用胰蛋白酶消化细胞，用预冷 PBS 洗涤2 次，加入

100 μL 1×Binding buffer重悬细胞，然后加入Annexin V/

FITC（5 μL）和PI（10 μL）混匀，室温避光孵育15 min，

再加入400 μL 1×Binding buffer混匀后，流式细胞仪分

析。所有实验均重复3次。

1.2.4 荧光定量PCR

1.2.4.1 引物合成 引物由上海生工生物工程股份有限

公司合成，引物合成表如下。

1.2.4.2 实时荧光定量PCR 实验组分别加入终浓度为

0.5、1、1.5、2 μmol/L阿帕替尼，未加药物组为空白对照

组。用TRIzol抽提各组细胞总RNA。按照Fermentas

逆转录试剂盒说明书配置反应液，合成cDNA反应参数

为：65 ℃ 5 min；50 ℃ 30 min；25 ℃ 10 min；85 ℃ 5 min。

在Prism 7300HT real-time PCR反应仪（ABI公司）中进

行反应，引物见上表。qPCR循环参数为：95 ℃预变性

10 min后，随后按95 ℃ 15 s，95 ℃ 60 s进行40个循环；
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实验以GAPDH基因内参表达水平为对照，以2-△△Ct法

分析细胞中相关基因的mRNA表达水平。

1.2.5 Western blot蛋白表达检测

1.2.5.1 细胞总蛋白提取 分别收集用浓度为0、0.5、1、

1.5、2 μmol/L阿帕替尼处理的细胞，预冷PBS洗涤2次，

加入200 μL裂解液（PMSF终浓度1 mmol/L），用枪吹

打数下，使裂解液与细胞充分接触，孵育10 min，4 ℃
12 000 r/min离心5 min后取上清分装，-80 ℃保存。

1.2.5.2 Western blot 取各组蛋白样品与6×样品缓冲

液混合后煮沸10 min，每孔100 μg，于10% SDS-聚丙烯

酰胺凝胶中电泳，然后按海绵、滤纸、SDS-聚丙烯酰胺

凝胶、PVDF膜、滤纸、海绵的顺序准备好转膜夹，放置

到转移槽中100 V转移1.5 h。转移完毕后PVDF膜用

5% BSA 封闭 2 h，加入按一定比例稀释好的 Bcl-2，

Bax，Caspase3，AKT，pAKT，ERK、pERK及内参GapDH

一抗，4 ℃孵育过夜。TBST洗涤4次，加入辣根过氧化

物酶标记的二抗（1∶5000），室温摇床孵育30 min，TBST

洗涤后，根据超敏ECL化学发光检测试剂盒说明书配

制发光液，并迅速用Chemical XRS+凝胶成像分析系统

成像分析。

1.2.6 统计分析 采用GraphPad Prism software Version

5.0a（GraphPad Software Inc., 美国）软件进行统计学分

析，数据以均数±标准差表示，组间比较采用单因素方差

分析（one-way ANOVA，Tukey's post hoc test），P<0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MTT检测阿帕替尼对结肠癌细胞增殖的影响

MTT法检测阿帕替尼对HCT-116细胞增殖的抑制

作用，不同浓度的卡培他滨（10、25、50、500 mg/mL）为

阳性对照，结果显示阿帕替尼对HCT-116细胞有明显的

抑制作用，并呈浓度依赖的关系（P<0.001，图1A），卡培

他滨也呈浓度依赖的方式抑制结肠癌细胞增殖（P<

0.001，图1B）。阿帕替尼对HCT-116细胞株作用的半

数抑制浓度（IC50值）为1.335 μmol/L。结果表明，阿帕替

尼与卡培他滨相似，都可以显著地抑制结肠癌细胞增殖。

图1 阿帕替尼和卡培他滨对HCT-116细胞增殖的影响
Fig.1 Effect of apatinib (A) and capecitabine (B) at different concentrations on the proliferation of
HCT-116 cells (MTT assay). ***P<0.001 vs 0 mol/L.
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2.2 Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测阿帕替尼对结肠

癌细胞凋亡的影响

HCT-116 细胞分别经不同浓度阿帕替尼和 100

mg/mL的卡培他滨处理48 h后，通过Annexin V-FITC/

PI 法测定其凋亡率，结果如图2所示。当阿帕替尼浓度

为0.5 μmol/L时，凋亡率（11.54±0.14）%，与对照组凋亡

率（0.11±0.21）%相比，差异及其显著（P<0.01），阿帕替

尼浓度为1 μmol/L时，凋亡率为（15.39±0.32）%，阿帕替

尼为1.5 μmol/L时，凋亡率达（18.15±0.24）%，阿帕替尼

为2 μmol/L时，凋亡率达（30.21±0.31）%，阳性对照卡培

他滨组的凋亡率为（34.72±0.56）%。统计分析凋亡结果

可见，阿帕替尼浓度为0~2 μmol/L时，随着浓度的增

加，HCT-116细胞凋亡率也随之增高，表明这个浓度区

间中，阿帕替尼有显著的诱导结肠癌细胞凋亡的作用，

其诱导作用呈浓度依赖性（图2）。

2.3 阿帕替尼对HCT-116结肠癌细胞凋亡相关蛋白的

影响

实时荧光定量PCR和Western blot结果显示，不同

浓度的阿帕替尼组中的促凋亡蛋白Bax的表达量明显高

于对照组（0 mmol/L组）表达量（P<0.01）；凋亡关键蛋白

酶Caspase3的表达水平也明显高于对照组（0 mmol/L

组）表达水平（P<0.01）；而抗凋亡蛋白Bcl-2的表达水

平显著低于对照组（0 mmol/L组）表达水平（P<0.001，

图3，4）。

2.4 阿帕替尼对MAPK/Erk和PI3K/Akt信号通路的影响

为了进一步探究阿帕替尼抑制HCT-116细胞增

殖、诱导其凋亡是否与其与Erk1/2和Akt信号通路有

关，我们用Western blot 检测了经不同浓度阿帕替尼处
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图2 阿帕替尼对HCT-116细胞凋亡的影响
Fig.2 Effect of apatinib on apoptosis of HCT-116 cells analyzed by flow cytometry.
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理后的HCT-116细胞中p-Akt，Akt，p-Erk1/2和Erk1/2

蛋白表达情况。结果显示，随着阿帕替尼浓度的增加，

pAkt及pErk1/2表达降低（图4），而Akt及Erk1/2表达

量不变，即在蛋白总表达量不变的情况下，Akt及Erk1/2

蛋白的磷酸化水平随着阿帕替尼浓度的提高而降低，可

见阿帕替尼阻断了Akt和Erk1/2蛋白磷酸化，下调了

MAPK/Erk和PI3K/Akt信号通路的表达。

3 讨论

结肠癌是消化道最常见的恶性肿瘤之一，但是迄今

为止尚无有效诊断靶标进行早期筛查。目前化学药物

治疗在结肠癌的临床治疗中仍占主要地位，常用的有卡

培他滨、奥沙利铂、氟尿嘧啶、伊立替康等。传统化学药

物由于缺乏靶向性，在治疗中往往会对正常组织细胞造

成损害，产生严重的毒副作用。此外，耐药性的普遍存

在也严重制约了化学药物的疗效。因此，在分子水平上

深入探索结肠癌的成因及发展机制，开发基于肿瘤特异

性靶蛋白及信号通路的靶向药物，已成为现阶段结肠癌

药物治疗研究的热点。阿帕替尼对胃癌有抑制作用［12］，

对白血病HL-60细胞株冶有明显抑制作用［13］，并且可以

联合化疗药物显著抑制白血病细胞［14］，但是对于阿帕替

尼在结肠癌中的研究还比较少。

阿帕替尼在细胞内的作用机制尚未完全清楚，其联

合作用靶点或者辅助作用靶点也尚未明确。阿帕替尼

作为新型酪氨酸激酶抑制剂，Ⅰ/Ⅱ期临床试验显示其

对结直肠癌有一定的疗效，文中结果显示，阿帕替尼对

结肠癌细胞HCT-116有显著的抑制作用，这与临床试验

结果是相符合的。

本次研究我们通过MTT实验和流式细胞仪检测首

次观察到阿帕替尼在体外对结肠癌细胞株HCT-116的

生长有明显的抑制作用，并能显著诱导细胞凋亡，且抑

制率和凋亡率与阿帕替尼的浓度呈剂量依赖的关系（图

1和2）。关于阿帕替尼药效的研究很多，单药在肿瘤移

植模型中显示了较强的抗肿瘤活性［15］，Ⅱ/Ⅲ期临床试

验显示其对胃癌、肝癌、非小细胞肺癌等均有较好的疗

效［16-18］，Ⅰ/Ⅱ期临床试验显示其对结直肠癌也有一定的

疗效，是一种极具潜力的靶向药物，但是作用于结肠癌

体外细胞株的研究尚缺乏，本实验第1次在细胞水平研

究了阿帕替尼对结肠癌细胞HCT-116的影响。卡培他

滨是新一代的氟尿嘧啶口服剂，可以优先在肿瘤细胞中

转化成5氟尿嘧啶从而发挥抗肿瘤的作用［19-20］。本文

中，以卡培他滨为阳性对照，发现阿帕替尼和卡培他滨
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对结肠癌细胞有着相同的抑制效果，这就更加准确地肯

定了阿帕替尼在结肠癌细胞中的作用。

肿瘤的生长增殖依赖很多信号通路的激活，一些肿

瘤的生长与蛋白酪氨酸激酶相关信号通路有着重要的

联系。MAPK/Erk、PI3K/Akt信号途径是蛋白酪氨酸激

酶激活的主要下游信号途径，这两个通路的激活会促进

肿瘤细胞增殖，迁移和转化，从而抑制细胞凋亡。例如，

某些药物可以通过抑制MAPK/Erk和PI3K/Akt信号通

路来抑制乳腺癌细胞的增殖转化［21］。研究表明，

MAPK/Erk和PI3K/Akt信号通路在结肠癌中处于高表

达的激活状态［22］。为了进一步探究阿帕替尼对MAPK/

Erk和PI3K/Akt下游相关信号通路的作用，如何影响这

些信号通路来抑制结肠癌细胞生长作用的，本文还进行

了Akt和Erk两个信号通路的变化验证。本研究显示，

经阿帕替尼处理后，两个信号通路蛋白pAkt和pEek1/2

的表达量均降低了，且变化呈浓度依赖性，这说明阿帕

替尼抑制了MAPK/Erk和PI3K/Akt信号通路活性。这

暗示了，阿帕替尼可能是通过抑制MAPK/Erk和PI3K/

Akt信号通路的激活来达到抑制结肠癌细胞增殖，诱导

结肠癌细胞凋亡的目的。 Shebaby等［23］发现，一种胡萝

卜成分可以通过抑制MAPK/Erk和PI3K/Akt信号通路

来抑制结肠癌HT-29细胞的增殖，并诱导其凋亡。本实

验与此相似，阿帕替尼可能通过抑制 MAPK/Erk 和

PI3K/Akt信号通路来抑制结肠癌HCT-116细胞的增

殖，并诱导其凋亡。

综上所述，我们首次发现阿帕替尼能呈浓度依赖的

方式在体外有效地抑制结肠癌细胞HCT-116的生长，诱

导结肠癌细胞HCT-116凋亡，并能显著地抑制MAPK/

Erk和PI3K/Akt信号通路相关蛋白p-ERK和p-AKT的

激活。这为结肠癌的分子靶向治疗提供了一定的研究

基础，也为以后阿帕替尼结合其他药物的联合治疗提供

了理论基础。总之，阿帕替尼在结肠癌中的作用机制值

得进一步深入研究。

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

m
R

N
A

of
fo

ld
ch

an
ge

0 0.5 1.0 1.5 2.0

Apatinib (μmol/L)

** ***

***

***

0 0.5 1.0 1.5 2.0
Apatinib (μmol/L)

m
R

N
A

fo
ld

ch
an

ge

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

***
***

***
***

4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

0

m
R

N
A

fo
ld

ch
an

ge

0 0.5 1.0 1.5 2.0

Apatinib (μmol/L)

***
***

***

**
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Caspase3

图 3 不同浓度阿帕替尼组 Bcl-2，Bax，
Caspase3基因mRNA相对表达量差异
Fig.3 Effect of apatinib on mRNA expressions
of bcl-2, bax and caspase-3 detected by real-
time PCR. **P<0.01, ***P<0.001 vs 0 mol/L.

图4 阿帕替尼对HCT-116细胞Bcl-2、Bax、Caspase3
蛋白表达量的影响
Fig.4 Effect of apatinib on expressions of Bcl-2, Bax
and caspase-3 proteins in HCT-116 cells detected with
Western blotting.
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图 5 阿帕替尼对 HCT-116 细胞 Akt、pAkt、Erk1/2、
pErk1/2蛋白表达量的影响
Fig.5 Effect of apatinib on expressions of Akt, pAkt,
Erk1/2 and pErk1/2 in HCT-116 cells detected with
Western blotting.
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