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∙论著∙

ERK1/2抑制剂AZD8330对Burkitt淋巴瘤
细胞株Raji细胞的作用及其机制研究
冯可 王超 周虎 杨静宜 董丽华 周可树 刘新建 宋永平

【摘要】 目的 探讨细胞外信号调节激酶1/2（ERK1/2）抑制剂AZD8330对Burkitt淋巴瘤细胞株

Raji细胞的作用及其机制。方法 Raji细胞用不同浓度的AZD8330进行处理；采用CCK-8检测细胞存

活率；流式细胞术检测细胞凋亡情况；实时定量PCR法检测Bcl-2、Bcl-xl、caspase-3和血管内皮生长因

子（VEGF）mRNA表达；Western blot法检测Bcl-2、Bcl-xl、caspase-3、磷酸化（p）-ERK1/2蛋白表达。结

果 1.00 μmol/L的AZD8330处理24、48和72 h后细胞存活率分别为（62.09±0.86）%、（50.06±1.33）%和

（39.13±2.34）%，差异有统计学意义（P值均<0.05）；0.10、1.00、10.00 μmol/L的AZD8330分别处理Raji

细胞24、48和72 h，Raji细胞发生凋亡，凋亡率呈时间和剂量依赖性，差异有统计学意义（P值均<0.05）；

随着浓度增加和时间延长，Bcl-2、Bcl-xl、VEGF mRNA表达降低，caspase-3 mRNA表达升高，差异有统

计学意义（P值均<0.05）；同时，Bcl-2、Bcl-xl、p-ERK1/2蛋白表达明显受抑制，而 caspase-3蛋白表达增

强。结论 AZD8330可能通过抑制ERK1/2通路相关基因和蛋白的表达而诱导Burkitt淋巴瘤Raji细

胞凋亡，抑制其增殖。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of ERK1/2 inhibitor AZD8330 on human Burkitt’s
lymphoma cell line Raji cells and its mechanism. Methods Raji cells were treated with different
concentrations of AZD8330. CCK-8 was used to detect the cell viability. The apoptosis rate of Raji cells
was detected by flow cytometry using Annexin Ⅴ/PI- staining. Real- time PCR was used to assess the
expression of Bcl- 2, Bcl- xl, caspase- 3 and VEGF genes. The protein expression level of Bcl- 2, Bcl- xl,
caspase-3 and p-ERK1/2 was tested with Western blot. Results The cell survival rate decreased to（62.09±
0.86）%,（50.06±1.33）% and（39.13±2.34）% respectively after cells were treated with AZD8330 at 1.00
µmol/L in vitro for 24 h, 48 h and 72 h, and statistically significant differences were observed in groups
with different time of treatment（P<0.05）. Apoptosis of cells treated with AZD8330 at 0.10, 1.00, 10.00
µmol/L in vitro for 24 h, 48 h and 72 h was analyzed, and the statistically significant differences were
observed in groups of different time and concentration treatment（P<0.05）. AZD8330 induced Raji cell
apoptosis and upregulated expression of Bcl-2, Bcl-xl, VEFG and decreased the expression of caspase-3 in
a dose and time dependent manner, and statistically significant differences were observed in groups of
different time and concentration treatment（P<0.05）. At the same time, the Bcl-2, Bcl-xl and p-ERK1/2
proteins expression is suppressed obviously, but the expression of caspase- 3 protein increased.
Conclusion AZD8330 induces cell apoptosis by down- regulating the activation of ERK1/2 signal
transduction pathway in Burkitt’s lymphoma cell line Raji cells in a dose and time dependent manner.

【Key words】 Extracellular signal- regulated MAP kinases; Burkitt lymphoma; Apoptosis;
AZD8330
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AZD8330是一种新型细胞外信号调节激酶 1/2

（extracellular- signa1regulated kinase，ERK1/2）抑制

剂，可以显著抑制 ERK 信号通路的活性［1- 2］。

Ramakrishnan等［3］的研究表明多激酶抑制剂索拉非

尼能同时抑制多种存在于细胞内和细胞表面的激

酶，包括RAF激酶，可以通过抑制RAF/MEK/ERK1/

2 信号传导通路，直接抑制 Burkitt 淋巴瘤细胞株

Raji细胞生长，因此Raji细胞中存在ERK1/2信号途

径的异常表达。ERK1/2特异性抑制剂AZD8330是

否对 Burkitt 淋巴瘤具有杀伤作用，目前尚未见报

道。因此，在本研究中我们通过观察ERK1/2激酶

特异性抑制剂 AZD8330 对 Burkitt 淋巴瘤细胞株

Raji细胞的作用，初步探讨其作用机制。

材料和方法

1. 试剂和仪器：RPMI1640培养基、胎牛血清为

美国 Gibco 公司产品。反转录试剂盒为美国

Promage 公司产品。实时定量 PCR 试剂盒为日本

Toyobo公司产品。AZD8330为美国Selleck公司产

品。Annexin Ⅴ-FITC/PI双染法细胞凋亡检测试剂

盒购自南京凯基生物科技发展有限公司。兔抗人

磷酸化（p）ERK1/2（IgG）、兔抗人ERK1/2（IgG）、兔

抗人 Bcl- 2（IgG）、兔抗人 Bcl- xl（IgG）、兔抗人

caspase-3（IgG）及辣根过氧化物酶（HRP）标记的山

羊抗兔 IgG 为美国 Abcam 公司产品。荧光定量

PCR仪（ABI7300）为美国ABI公司产品。流式细胞

仪为美国BD公司产品。680型全自动酶标仪为美

国 BIO- RAD 公司产品。 TRIzol 试剂盒为美国

Invitrogen公司产品，引物由金唯智生物科技（北京）

有限公司合成。Raji细胞购自美国ATCC公司。

2. 细胞培养：Raji细胞用含有 10%热灭活胎牛

血清的 RPMI 1640 培养液培养，放置于 37 ℃、5%

CO2、95%空气湿度培养箱中培养。隔日换液，调整

细胞密度为（3~5）×105/ml。用0.4%锥虫蓝1∶1稀释

计数计算细胞存活率。取对数生长期的细胞进行

相关实验。

3. 细胞增殖抑制实验（CCK-8法）：AZD8330用

二甲基亚砜（DMSO）溶解配制成 100 mmol/L 的储

存液，-20 ℃保存，使用前用 RPMI 1640 培养液稀

释。取对数生长期细胞，检测不同浓度的AZD8330

对Raji细胞增殖的抑制作用。以每孔 2×104个细胞

接种于 96 孔板中，以 RPMI 1640 培养液代替

AZD8330 作为对照组，实验组 AZD8330 终浓度分

别为 0.01、0.10、1.00、10.00、100.00 μmol/L。 72 h

后，向每孔中加入CCK-8，在酶标仪 450 nm处检测

标本吸光度（A）值。每次实验设4个复孔，实验重复

4次。

细胞存活率（%）= A实验组 - A空白组

A对照组 - A空白组
×100%

4. 流式细胞术检测细胞凋亡：采用Annexin Ⅴ-

FITC/PI 双染法检测细胞凋亡。收集各组细胞 2×

105，用冷PBS洗涤 2次，离心去上清；然后用 100 µl

1×缓冲液重悬，加入 5 µl Annexin Ⅴ-FITC 及 2 µl

PI，轻轻混匀细胞，避光孵育15 min，离心收集细胞，

用400 µl 1×缓冲液重悬，上流式细胞仪进行检测分

析。每次实验设2个复孔，实验重复3次。

5. 实时定量PCR法检测Bcl-2、Bcl-xl、caspase-3

和血管内皮生长因子（VEGF）mRNA表达：总RNA

采用TRIzol试剂盒进行提取，检测提取到的RNA的

浓度和纯度，参照反转录试剂盒说明书进行操作。

所用引物见表1。

按照实时定量PCR试剂盒说明书进行操作，取

2 µg总RNA样本，在20 µl体系中扩增。反应条件：

95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 15 s、60 ℃退火/延伸

1 min，共40个循环。以2-△△ ct表示mRNA相对表达

表1 RT-PCR反应中所使用的引物及序列

基因

Bcl-2

Bcl-xl

VEGF

caspase-3

GAPDH

引物序列（5′-3′）

F：GTTTTGAGTTACTGGGGTTATTT

R：TCCTTACCGTATTTTTTATGTGT

F：GAGCTGGTGGTTGACTTTCTC

R：TCCATCTCCGATTCAGTCCCT

F：AGGGCAGAATCATCACGAAGT

R：AGGGTCTCGATTGGATGGCA

F：GACTCTGGAATATCCCTGGACAACA

R：AGGTTTGCTGCATCGACATCTG

F：CTGGGCTACACTGAGCACC

R：AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG

片段大小（bp）

185

119

75

140

101

退火温度（℃）

55

58

60

61

60

注：F：上游引物；R：下游引物
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水平。每次实验设2个复孔，实验重复5次。

6. Western blot法检测Bcl-2、Bcl-xl、caspase-3、

p-ERK1/2蛋白表达：收集各组细胞5×106，常规提取

蛋白后-80 ℃保存备用。取 20 µg蛋白在含SDS的

10~15 g/L 聚丙烯酰胺凝胶中电泳，然后转移至

PVDF膜上；PVDF膜用TBS-T缓冲液配制的50 g/L

脱脂牛奶溶液室温封闭 2 h，与一抗在室温孵育 2 h

或在 4 ℃孵育过夜。经TBS-T缓冲液洗涤 3次后，

在水平摇床上与辣根过氧化物酶偶联的二抗室温

孵育 1 h。TBS-T 洗涤 3 次后用 Chemiluminescent

Western 检测系统（美国CST公司产品）进行化学发

光显影，X线片记录影像。β-actin作为内参调节不

同样品的上样量。以条带的灰度值表示蛋白的相

对表达水平。

7. 统计学处理：采用SPSS17.0软件进行统计学

分析。计量资料用均数±标准差表示，多组间均数

比较采用单因素方差分析，组间两两比较按照最小

显著性差异（LZD）进行。P<0.05 为差异有统计学

意义。

结 果

1. AZD8330 对 Raji 细胞增殖的影响：采用

CCK-8法检测浓度为 0.01、0.10、1.00、10.00、100.00

µmol/L 的AZD8330作用 24、48、72 h后Raji细胞的

存活情况，结果显示 Raji 细胞的存活率随着

AZD8330浓度增加和作用时间的延长而下降，与对

照组比较差异均有统计学意义（P 值均<0.05）（表

2）。作用24、48和72 h时Raji细胞的半数生长抑制

浓度（IC50）分别为8.27、1.05和0.04 µmol /L。

2. AZD8330对Raji细胞凋亡的影响：采用流式

细胞术检测浓度为 10.00、1.00 和 0.10 µmol/L 的

AZD8330 作用 24、48、72 h 后 Raji 细胞的凋亡情

况。结果显示Raji细胞的凋亡率随着AZD8330浓

度增加和药物作用时间的延长而增加，与对照组比

较差异均有统计学意义（P值均<0.05）（表2）。

3. AZD8330对Raji细胞Bcl-2、Bcl-xl、caspase-3

和VEGF mRNA表达的影响：实时定量PCR法检测

结果显示，与空白对照组比较不同浓度AZD8330作

用的Raji细胞Bcl-2、Bcl-xl和VEGF mRNA表达降

低（P值均<0.05），同时，同一浓度的AZD8330作用

Raji细胞的时间不同，其表达水平随着作用时间的

延长而降低，具有时间和剂量依赖性（P 值均<

0.05）；而与空白对照组比较不同浓度AZD8330 作

用的 Raji 细胞 caspase-3 mRNA 表达升高（P 值均<

0.05），同一浓度，随着作用时间的延长表达水平增

加（P值均<0.05），其中以 10 µmol/L AZD8330作用

Raji细胞72 h后作用能力最强（图1）。

4. AZD8330 对 Raji 细胞 Bcl-2、Bcl-xl、caspase-

3、p-ERK1/2蛋白表达的影响：Western blot法检测结

果 显 示 ，与 空 白 对 照 组 比 较 应 用 1.00 µmol/L

AZD8330 处理 72 h 后 Raji 细胞的 Bcl-2、Bcl-xl 及

p -ERK1/2 蛋白表达下降，caspase-3 蛋白表达增加

（图2），而对总ERK1/2的表达水平无明显影响。

讨 论

Burkitt 淋巴瘤是一种高浸润性和迅速生长的

成熟B细胞恶性淋巴瘤，是人类恶性淋巴瘤中最常

见的类型之一，其淋巴瘤细胞25 h即可倍增［4-5］。研

究发现，通过纳入中枢神经系统预防性治疗的强化

多药联合化疗，60%~90%的 Burkitt 淋巴瘤患者经

过合理治疗可获得完全缓解，成人患者常累及骨髓

以及中枢神经系统，对化疗的反应较儿童差［6-7］。因

为联合应用利妥昔单抗可获得较高的缓解率，故治

疗中常联合应用利妥昔单抗，但Burkitt淋巴瘤患者

表2 不同浓度AZD8330作用不同时间对Raji细胞存活率和凋亡率的影响（%，x±s）

组别

对照组

AZD8330处理组

0.01 µmol /L

0.10 µmol /L

1.00 µmol /L

10.00 µmol /L

100.00 µmol /L

存活率

24 h

95.11±1.12

80.05±0.35a

73.91±1.12a

62.09±0.86a

47.27±2.15a

34.11±3.25a

48 h

93.38±2.33

75.13±0.59ab

67.80±0.91ab

50.06±1.33ab

36.06±3.57ab

18.21±4.11ab

72 h

91.08±4.02

66.19±1.62ab

56.10±0.73ab

39.13±2.34ab

24.09±2.87ab

10.22±3.11ab

凋亡率

24 h

2.21±1.35

-
12.21±2.16a

18.71±2.81a

26.22±1.09a

-

48 h

4.33±1.59

-
18.03±1.55ab

23.09±2.56ab

31.69±2.38ab

-

72 h

6.52±2.11

-
23.87±4.31ab

31.73±4.22ab

39.99±4.92ab

-
注：-：未做实验；与对照组比较 aP<0.05；与24 h作用组比较，bP<0.05；存活率检测：每次实验设4个复孔，实验重复4次；凋亡率检测：每次

实验设2个复孔，实验重复3次
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化疗强度大，且与利妥昔单抗在免疫抑制上有协同

作用，患者在治疗过程中容易出现严重感染。多数

患者在达到缓解后数月至数年复发，而对于复发患

者再治疗效果很差［8］。因此寻找新型、有效、低毒的

治疗药物具有十分重要的意义。ERK1/2抑制剂由

于作用靶点与传统化疗药物不同，不仅可以替代传

统药物减轻化疗不良反应，也可作为复发Burkitt淋

巴瘤患者的新型治疗药物。

ERK 是丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）家族中

的一员，受活化的MEK蛋白激酶磷酸化，MEK蛋白

是一种少有的双重特异性蛋白激酶，受上游活化的

Raf蛋白调控［9］。研究发现，p-ERK蛋白由细胞质转

入到细胞核中，可促进Bcl-2家族成员转录以及翻

译后表达，包括抑制凋亡蛋白（Bcl-2、Bcl-xl）和促凋

亡蛋白（Bad、Bim），还可导致与凋亡相关的信号途

径被激活（caspase-3表达上调）［10-12］。同时，多种促

血管生成因子也能够通过活化MAPK/ERK信号传

导通路而上调VEGF的表达［13］。近年来，ERK1/2抑

制剂主要应用于非血液实体瘤的研究性治疗，而关

于淋巴瘤的研究相对较少。Bhalla等［14］研究发现在

弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）细胞系和原代细胞

中存在MEK/ERK信号传导通路的异常表达，第二

A：Bcl-2；B：caspase-3；C：Bcl-xl；D：VEGF；1：对照组；2~4：分别为0.10、1.00、10.00 µmol/L AZD8330处理组

图1 实时定量PCR法检测AZD8330对Raji细胞Bcl-2、Bcl-xl、caspase-3和血管内皮生长因子（VEGF）mRNA表达的影响（每次实验设2个复

孔，实验重复5次，与对照组比较，*P<0.05；与24 h同浓度作用组比较，**P<0.05）

图2 Western blot法检测1.00 µmol/L AZD8330处理72 h对Raji细胞Bcl-2、Bcl-xl、caspase-3及磷酸化细胞外信号调节激酶（p-ERK）1/2蛋白

表达的影响
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代ERK1/2抑制剂AZD6244可通过MEK/ERK信号

传导通路下调p-ERK1/2蛋白，进而抑制凋亡抑制基

因Bcl-2、Bcl-xl表达，从而导致细胞凋亡的发生，但

是目前ERK抑制剂在Burkitt 淋巴瘤研究中尚未涉

及，Ramakrishnan 等［3］研究表明 Burkitt 淋巴瘤 Raji

细胞中存在ERK1/2信号途径的异常表达。另一项

有关ERK1/2抑制剂AZD8330的最新临床研究结果

显示，AZD8330治疗恶性实体瘤晚期患者较现有药

物具有剂量低、不良反应少的优势［1］。在本研究中

我们的结果显示，AZD8330抑制Raji细胞增殖，诱

导淋巴瘤细胞凋亡，且细胞凋亡水平随药物浓度增

高、时间延长而逐渐增大；进一步研究提示，

AZD8330抑制凋亡抑制基因Bcl-2、Bcl-xl表达，促

进促凋亡基因 caspase-3表达，从而导致细胞凋亡发

生；此外，AZD8330还抑制Raji细胞VEGF表达，提

示其阻断肿瘤新生血管的形成，间接抑制肿瘤细胞

的 生 长 。 同 时 我 们 应 用 Western blot 法 检 测

AZD8330 对 Raji 细胞 Bcl- 2、Bcl- xl、caspase- 3 及

p-ERK1/2 蛋白表达的影响，发现抑制凋亡蛋白

Bcl-2、Bcl-xl 表达降低，促凋亡蛋白 caspase-3 表达

增强，p-ERK 的蛋白表达降低。因此我们推测，

ERK1/2 抑 制 剂 AZD8330 可 抑 制 Raji 细 胞

MEK/ERK信号通路，降低p-ERK表达，引起抑制凋

亡基因及蛋白表达，促进促凋亡基因蛋白表达，进

而导致细胞凋亡效果更显著。

综上，在本研究中我们的研究结果显示

AZD8330 在体外能抑制Burkitt淋巴瘤Raji细胞增

殖，诱导其凋亡，提示 ERK1/2 信号途径可能成为

Burkitt淋巴瘤治疗的一个新的靶点。
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