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卵黄囊瘤是由胚胎外系生殖细胞异常分化而形成

的，又称为内胚窦瘤，是最常见且高度恶性的儿童生殖

细胞肿瘤，约占儿童睾丸肿瘤发病率的 50%[1-2]。目前临
床上睾丸卵黄囊瘤的治疗方法主要是手术治疗，同时辅

以化疗或放疗，但联合化疗不良反应大，使化疗的作用

受到限制，总疗效还欠理想[3]。深入探讨睾丸卵黄囊瘤发
病的分子机制，发现早期诊断的指标以及潜在的治疗靶

点，是当前睾丸卵黄囊瘤研究的一项重要内容。哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，
mTOR）是一种丝/苏氨酸蛋白激酶,不仅在细胞转录、翻
译等生物学功能中发挥着重要作用，而且参与调控多种

肿瘤细胞的生长、增殖、转移及凋亡等过程[4]。雷帕霉素
是一种 mTOR特异性抑制剂，对多种恶性肿瘤如胃肠
道神经内分泌瘤 [5]、胃癌[6]、前列腺癌[7]、头颈部鳞癌[8]等
具有一定的抑制作用，但对睾丸生殖细胞肿瘤的影响鲜

有报道。本研究旨在探讨雷帕霉素对睾丸卵黄囊瘤细胞

的生长抑制和诱导凋亡作用，为睾丸卵黄囊瘤的治疗提

供一定的实验基础。

1 材料和方法

1.1 实验材料和试剂 睾丸卵黄囊瘤细胞由复旦大学

中山医院生物医学研究中心经原代培养建立,生长稳定,
其生物学特性经过鉴定。雷帕霉素为美国 Sigma公司产
品；DMEM培养基、胰蛋白酶为美国 Gibco公司产品，青
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【 摘要 】 目的 研究雷帕霉素对睾丸卵黄囊瘤细胞的生长抑制和诱导凋亡作用。方法 用不同浓度的雷帕霉素(1、10、50、

100nmol/L)处理睾丸卵黄囊瘤细胞，设空白组和阴性对照组。采用 CCK-8法测定不同浓度雷帕霉素对细胞生长的影响；采用流式细

胞仪检测不同浓度雷帕霉素对细胞周期及凋亡的影响。结果 雷帕霉素可以抑制睾丸卵黄囊瘤细胞生长，呈浓度依赖性和时间依赖

性，除 1nmol/L浓度组外，其余浓度组各时间点的细胞生长抑制率与阴性对照组比较差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。雷帕霉素可

以诱导睾丸卵黄囊瘤细胞凋亡，使细胞停留在 G0/G1期，除 1nmol/L浓度组外，其余浓度组 G0/G1期细胞比例及细胞凋亡率显著高

于阴性对照组，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。结论 雷帕霉素能够抑制睾丸卵黄囊瘤细胞的生长，促进细胞凋亡。

【 关键词 】 卵黄囊瘤 雷帕霉素 细胞生长 细胞凋亡

Effect of rapamycin on growth and apoptosis of testicular yolk sac tumor cells

China

【 Abstract 】 Objective To investigate the effect of rapamycin on the growth and apoptosis in testicular yolk sac tumor(YST)

cells. Methods The testicular YST cells were treated with rapamycin of different concentrations (1nmol/L, 10nmol/L, 50nmol/L

and 100nmol/L). The growth rate for testicular YST cells was evaluated by CCK-8 method, the cell cycle and apoptosis rate were

determined by flow cytometry. Results Rapamycin inhibited the growth of testicular YST cells in a concentration and

time-dependent manner(P＜0.05). Rapamycin at all concentrations except 1nmol/L induced the apoptosis of testicular YST cells,

and also induced cell cycle arrest at G0/G1 phase (P＜0.05). Conclusion Rapamycin can significantly inhibit the cell growth and

induce the apoptosis of testicular YST cells.

【 Key words 】 Yolk sac tumor Rapamycin Cell growth Cell apoptosis
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链霉素双抗为美国 Invitrogen 公司产品；FBS 为美国
Hyclone 公司产品；EDTA 为美国 Amersco 公司产品；
CCK-8 试剂盒、流式凋亡试剂盒为日本同仁化学研究
所产品；二甲基亚砜为上海华舜生物工程公司产品。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 睾丸卵黄囊瘤细胞培养在含有 10%
FBS、100U/ml 青霉素及 100滋g/ml 链霉素双抗的高糖
DMEM培养基中，置于 37益、5%CO2的细胞培养箱中。
1.2.2 CCK-8法测定细胞生长率 以 1伊104/孔的密度
将睾丸卵黄囊瘤细胞接种于 96孔板内，培养 24h细胞
贴壁后，采用不同浓度（1nmol/L、10nmol/L、50nmol/L、
100nmol/L）的雷帕霉素溶于 DMSO中处理细胞，设空白
组（无细胞仅有培养液）和阴性对照组（有细胞但不加

药），每组设 6个复孔。分别于加药后 24、48、72h每孔加
入 10滋l CCK-8试剂，培养箱孵育 2h，酶标仪测定 450nm
波长处的吸光度（OD）值，计算细胞生长抑制率。细胞生
长抑制率=（对照组吸光度值-实验组吸光度值）/（对照组
吸光度值-空白组吸光度值）。实验操作重复 3次。
1.2.3 PI染色法测定细胞周期 以 1伊105/孔的密度将
睾丸卵黄囊瘤细胞接种于 6孔板，用不同浓度（1、10、
50、100nmol/L）的雷帕霉素溶于 DMSO中处理细胞，设
立阴性对照组（有细胞但不加药）。处理 24h后，胰酶消
化细胞，PBS洗涤 2次，70%冷乙醇固定细胞 2h，用含
RNA酶的 PI溶液染色，采用流式细胞仪分析细胞 DNA
含量,实验操作重复 3次。
1.2.4 Annexin V/PI双染色法测定细胞凋亡 以 1伊105/
孔的密度将睾丸卵黄囊瘤细胞接种于 6孔板，用不同浓
度（1、10、50、100nmol/L）的雷帕霉素溶于 DMSO中处理
细胞，设立阴性对照组（有细胞但不加药）。处理 24h后，
采用细胞凋亡检测试剂盒测定细胞凋亡，按照试剂盒说

明书进行操作：胰酶消化细胞，PBS洗涤 2次，用 1伊结
合缓冲液重悬细胞。加入 Annexin V-FITC，室温下在暗
室孵育 10min；PI溶液共染色细胞，流式细胞仪分析。实
验操作重复 3次。
1.3 统计学处理 采用 SPSS20.0统计软件，计量资料
以 表示，多组比较采用单因素方差分析（ANOVA），
组间两两比较方差齐性采用 LSD-t检验，方差不齐采用
Dunnett’s T3检验。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 不同浓度雷帕霉素对睾丸卵黄囊瘤细胞生长抑制

率比较 见表 1。
由表 1可见，除 1nmol/L浓度组外，其余 3 个浓度

组各时间点的细胞生长抑制率与阴性对照组比较差异

均有统计学意义（均 P＜0.05）。随药物浓度的提高和作
用时间的延长，雷帕霉素对睾丸卵黄囊瘤细胞的生长有

明显的抑制作用，呈浓度和时间依赖性。

2.2 不同浓度雷帕霉素对睾丸卵黄囊瘤细胞周期及凋

亡的影响 见图 1、表 2。
由图 1、表 2可见，除 1nmol/L浓度组外，其余 3个

浓度组 G0/G1期细胞比例及细胞凋亡率显著高于阴性
对照组，差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。
3 讨论

睾丸卵黄囊瘤是小儿外科最常见的恶性肿瘤之一,
好发于 3岁以内的婴幼儿，不仅恶性程度较高，而且病
情进展快，病死率高[9]。基于肿瘤分期的静脉化疗是当前
手术治疗睾丸卵黄囊瘤之外最重要的手段之一。虽然这

两者的结合提高了患儿的生存率，但是由于化疗药物的

不良反应及肿瘤的耐药性使得其在治疗上受到了严重

的限制[10]。而 mTOR抑制剂不仅可以通过抑制 mTOR信
号通路从而起到肿瘤抑制作用，同时与传统的化疗药物

相比其毒副反应较低，特异性较强。

雷帕霉素是一种从大环内酯类抗生素，最初用作抗

真菌药物，随后由于发现其免疫抑制功能而在临床上主

要用于器官移植后的抗排异作用。目前已有多项研究发

现雷帕霉素可以通过抑制肿瘤细胞生长、抑制血管内皮

生长、诱导细胞凋亡等发挥其抗肿瘤作用[11-13]。本研究结
果表明，1、10、50、100nmol/L的雷帕霉素作用睾丸卵黄
囊瘤细胞 24、48和 72h后，对睾丸卵黄囊瘤细胞有明显
的生长抑制作用，且这种抑制效应与药物浓度和作用时

间密切相关。这也表明雷帕霉素作为 mTOR 的抑制剂，
可以通过抑制睾丸卵黄囊瘤细胞生长增殖过程中

mTOR信号通路中的关键因子 mTOR活性，从而起到一
定的抑制肿瘤生长作用。因此，深入研究 mTOR抑制剂
的机制及作用，有望为睾丸卵黄囊瘤的静脉化疗提供新

的治疗方案，也有望成为睾丸卵黄囊瘤治疗的新靶点。

表 1 不同浓度雷帕霉素对睾丸卵黄囊瘤细胞生长抑制率比较（%）

注：与阴性对照组比较，*P＜0.05；与 24h比较，△P＜0.05

组别

1 nmol/L浓度组

10 nmol/L浓度组

50 nmol/L浓度组

100 nmol/L浓度组

阴性对照组

24h

3.90±0.80

10.56±0.78*

17.40±1.25*

24.97±1.78*

2.23±0.42

48h

8.20±0.61△

20.13±1.32*△

26.70±2.05*△

35.61±0.96*△

6.03±0.66△

72h

13.17±0.95△

30.50±2.76*△

37.42±2.25*△

45.43±3.32*△

11.16±0.92△

细胞生长抑制率
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肿瘤细胞生长增殖的过程主要有 DNA 合成前期
（G0/G1期）、DNA 合成期（S期）、DNA合成后期（G2/M
期）3个时期。如果将肿瘤细胞生长过程的任一周期阻
断，则可以阻滞肿瘤细胞的增殖和抑制肿瘤的生长。本

研究流式细胞仪测定结果表明，与阴性对照组相比，10、
50、100nmol/L 的雷帕霉素作用于睾丸卵黄囊瘤细胞
24h后，G0/G1期细胞比例明显增加，而 S期与 G2/M期
细胞则减少，同时睾丸卵黄囊瘤细胞的凋亡率则明显增

加，差异均有统计学意义，且具有药物浓度依赖性。这也

进一步表明雷帕霉素将睾丸卵黄囊瘤细胞生长过程中

细胞周期阻滞在了 G0/G1期，并诱导细胞凋亡，从而抑
制了睾丸卵黄囊瘤细胞的增殖。

综上所述，本次研究所采用 mTOR靶向抑制剂雷
帕霉素作用于体外培养的小儿睾丸卵黄囊瘤细胞，可以

抑制肿瘤细胞生长增殖，并且导致细胞凋亡明显增加，

为下一步动物实验提供了一定的实验依据，亦为探讨

mTOR能否作为小儿卵黄囊瘤治疗分子靶点提供可行
性，但其具体作用机制仍有待进一步研究。
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图 1 不同浓度雷帕霉素对睾丸卵黄囊瘤细胞凋亡影响的流式细胞图（a：阴性对照组；b：1nmol/L浓度组；c：10nmol/L浓度组；d：50nmol/L浓

度组；e：100nmol/L浓度组；Annexin-fitc：异硫氰酸工荧光素标记膜联蛋白 V；PI：碘化丙啶）

表 2 不同浓度雷帕霉素对睾丸卵黄囊瘤

细胞周期及凋亡的影响（%）

组别

1 nmol/L浓度组

10 nmol/L浓度组

50 nmol/L浓度组

100 nmol/L浓度组

阴性对照组

G0/G1

67.37±1.66

74.03±2.08*

78.63±1.94*

83.20±1.01*

64.63±1.47

S

25.53±0.59

22.44±0.55*

18.50±0.75*

14.01±0.36*

26.60±1.65

G2/M

7.10±0.95

3.53±1.53*

2.87±1.30*

2.79±0.87*

8.77±1.20

凋亡率

3.71±1.02

7.58±1.27*

16.99±1.82*

46.49±2.29*

2.57±0.48

细胞周期

注：与阴性对照组比较，*P＜0.05
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