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地西他滨联合 GSK126 通过诱导“病毒模拟”对人膀胱癌 T24 细胞的抑制
作用研究  
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摘  要：目的  研究 DNA 去甲基化药物地西他滨与 Zeste 基因增强子同源物 2（enhancer of Zeste Homolog 2，EZH2）抑制

剂 GSK126 联合应用对膀胱癌诱导“病毒模拟”免疫应答的抗肿瘤作用。方法  将膀胱癌细胞株 T24 分为 4 组，对照组、

地西他滨单药组、GSK126 单药组、地西他滨与 GSK126 联合用药组。用细胞倍增时间测定 T24 细胞的增殖能力，用药物联

合分析计算联合指数（CI），用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测 ERV-Fc1、ERV-W、IFIT2、IRF7、MDA5、RGH2 和 RIG1

内源性逆转录病毒基因（endogenous retrovirus，ERV）的表达。结果  地西他滨药物联合应用对 T24 细胞有显著的抑制作用

（P＜0.05），两者之间具有协同作用（CI＜1），7 个 ERVs 的表达上调。结论  地西他滨联合 GSK126 对膀胱癌 T24 细胞有

协同增殖抑制作用，其机制可能与诱导“病毒模拟”有关。 
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Abstract:  Objective To study the anti-tumor effect of DNA demethylation inhibitor decitabine combined with EZH2 inhibitor 

GSK126 in “viral mimicry” immune response of bladder cancer. Methods  The inhibitory effects of decitabine, GSK126, decitabine 

combined with GSK126 on human bladder cancer cell line T24 were determined by doubling time, the combination index (CI) was 

calculated by medicine combination analysis, and seven endogenous retroviruses (ERVs) of ERV-Fc1, ERV-W, IFIT2, IRF7, MDA5, 
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RGH2 and RIG1 were detected by qRT-PCR. Results  The combination of the two inhibitors had a significant inhibitory effect on T24 

cells (P < 0.05), and there was a synergistic effect of the two inhibitors (CI < 1). The expression of seven ERVs was up-regulated. 

Conclusion  Decitabine combined with GSK126 can synergisticly inhibit proliferation of bladder cancer, and the mechanism may be 

related to the induction of “viral mimicry”. 

Key words: decitabine; EZH2; GSK126; DNA methylation; viral mimicry; endogenous retroviruses; combination index

膀胱癌最常见的类型是膀胱尿路上皮癌，在世

界较发达地区的男性中，其患病率在癌症中排名第

4 位。异常 DNA 甲基化（5-甲基胞嘧啶，5mC）

是膀胱癌和其他癌症的关键特征[1-2]。膀胱癌携带

异常表观基因组，不仅是由于异常的 DNA 甲基化，

而且也是表观遗传效应物，如 DNA 甲基转移酶 3a

基因（DNMT3A）和 Zeste 基因增强子同源物 2

（EZH2）的频繁突变，有研究观察到泌尿系统肿瘤

中抑癌基因 TCF21 启动子甲基化增加，基因表达

降低[3-5]。因此，膀胱癌是一种可以通过表观遗传

治疗成功的疾病。 

DNA甲基化沉默内源性的逆转录病毒（ERV）

刺激免疫应答，成为有吸引力的靶点 [6]。目前，

DNA 去甲基化药物（HMA）地西他滨（5-氮杂-2'-

脱氧胞苷）经 FDA 批准用于骨髓增生异常综合征

（MDS）的治疗，并已应用在临床中[7]，然而，只

有少数未经选择的患者受益 [8]，因此，寻找提高

抗肿瘤免疫和增强治疗反应的合理组合是一个重

大挑战。EZH2 是致癌基因，作为膀胱肿瘤发生的

主要调节因子，在表观遗传调控以及各种关键

信号通路调节中起关键作用，EZH2 抑制剂

GSK126 已被开发，正在进行临床试验 [9]。在此，

本研究考察地西他滨联合 GSK126 通过激活内

源性逆转录病毒相关基因转录，诱导干扰素免

疫应答的抗肿瘤作用，包括减少膀胱癌细胞增

殖和增强免疫信号传导，为临床膀胱癌的治疗

新方法提供参考。  

1  材料 

人膀胱癌细胞株 T24 来自美国 Norris 癌症中

心。细胞置于 DMEM 培养基中（10%胎牛血清、100 

U/mL 青霉素-链霉素），在 37 ℃、5% CO2培养箱内

培养。细胞长至 70%～80%丰度时用 DPBS 和胰酶

进行传代。地西他滨（质量分数≥97%，10 mg，货

号 A3656）与 GSK126（质量分数≥98%，5 mg，

货号 500580）均购自 Sigma 公司。Z1 细胞计数仪 

（Beckman Coulter 公司）；CFX96 实时荧光定量 PCR

仪（Bio-Rad 公司）。 

2  方法 

2.1  细胞倍增时间测定 

取对数生长期 T24 细胞，以 5×104/孔接种于 6

孔培养板中，按照 2、1、0.5、0.3、0.1 μmol/L 浓度

梯度依次加入含地西他滨的培养液，每个浓度 3 个

复孔，设只加培养基的对照孔，作用 24 h 后弃除含

药培养液，再加入新鲜培养液继续培养，共孵育 5

周，每周对 T24 细胞进行计数并传代，测定其细胞

倍增时间；按照 10、2、1、0.5、0.1 μmol/L 浓度梯

度依次加入含 GSK126 的培养液，GSK126 每 24 小

时更换含药培养液，共孵育 4 周，余同上。 

2.2  细胞增殖能力测定 

取对数生长期 T24 细胞，以 5×104/孔接种于 6

孔培养板中，随机分为 4 组，对照组和 3 个给药组

（地西他滨组、GSK126 组、地西他滨＋GSK126 联

合组），每组 3 个复孔。地西他滨组加入浓度为 300 

nmol/L 地西他滨培养液，作用 24 h 后弃除含药培养

液，再加入新鲜培养液继续培养；GSK126 组加入

浓度为 500 nmol/L GSK126 培养液，GSK126 每 24

小时更换含药培养液；联合组加入地西他滨和

GSK126，方法同上，共孵育 5 周，每周对 T24 细

胞进行计数并传代，测定其细胞增殖率（给药组细

胞数量/对照组细胞数量）。 

2.3  药物联合作用分析 

取对数生长期 T24 细胞，以 1×103/孔接种于

96 孔培养板上，加入含 0.1%DMSO、浓度梯度的地

西他滨（10～2 500 nmol/L）、浓度梯度 GSK126

（1.0～250 μmol/L），联合组加入地西他滨（2.5～500 

nmol/L）和 GSK126（2.5～500 μmol/L），体积比 1∶

1，100 μL/孔进行孵化，地西他滨作用 24 h 后弃除

含药培养液，再加入新鲜培养液继续培养；GSK126

每 24 小时更换含药培养液，共孵育 5 d 后，每孔加

入 10 μL CCK-8 试剂，在 37 ℃孵化 2 h，在波长 450 

nm 处对培养板进行扫描，测定其吸光度（A）值，

计算 T24 细胞的增殖率，根据 Chou-Talalay 方法得

到联合指数（combination index，CI）[10]。 

细胞增殖率＝A 实验/A 对照 
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2.4  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测相关基

因表达 

取对数生长期 T24 细胞，随机分为 4 组：对照

组和3个给药组［地西他滨组（300 nmol/L）、GSK126

组（500 nmol/L）、地西他滨（300 nmol/L）和 GSK126

（500 nmol/L）联合组］，地西他滨组加入浓度为 300 

nmol/L 地西他滨培养液，作用 24 h 后弃除含药培养

液，再加入新鲜培养液继续培养；GSK126 组加入

浓度为 500 nmol/L GSK126 培养液，GSK126 每 24

小时更换含药培养液；联合组加入地西他滨和

GSK126，方法同上，共孵育 10 d，收集每组 1.2×

106 个细胞，使用 RNeasy 试剂盒提取 RNA，以此

作为模板合成 cDNA 第 1 链。使用 Bio-Rad CFX96 

Real-Time PCR 对 cDNA 样品进行实时定量聚合酶

链反应（qPCR），引物序列见表 1，每个反应设置 3

个重复。反应体系：SYBR FAST qPCR Master Mix 

10 μL，F/R引物各0.4 μL，cDNA模板2 μL，加ddH2O

至 20 μL；反应条件：95 ℃、3 min，然后按 95 ℃、 

3 s，60 ℃、30 s 进行 39 个循环。使用 GAPDH 作

内参，通过比较 2−ΔΔCt 值进行相对定量分析。 

2.5  数据统计分析 

根据 Chou-Talalay 方法，运用 CompuSyn 软件

分析各药物及其组合的剂量-效应协同效应，计算

CI，确认 2 种药物的相互作用；运用 GraphPad Prism 

5.0 进行统计分析，数据用 ±x s 表示；数据比较由

Two-way ANOVA t 检验完成，P＜0.05 表示差异有

统计学意义。 

表 1  基因引物序列 

Table 1  Gene primer sequence 

基因 序列 

ERV-Fc1 上游引物： 5’-TTTCCCACCGCTGGTAATAG-3’ 

下游引物： 5’-AGGCTAAGGATTCGGCTGAG-3’ 

ERV-W 上游引物： 5’-TGAGTCAATTCTCATACCTG-3’ 

下游引物： 5’-AGTTAAGAGTTCTTGGGTGG-3’ 

IFIT2 上游引物： 5’-GTGCAAGGACTTGGGAAATG-3’ 

下游引物： 5’-CCAGAGTGTGGCTGATGCT-3’ 

IRF7 上游引物： 5’-GTGGACTGAGGGCTTGTAG-3’ 

下游引物： 5’-TCAACACCTGTGACTTCATGT-3’ 

MDA5 上游引物： 5’-CACTTCCTTCTGCCAAACTTG-3’ 

下游引物： 5’-GAGCAACTTCTTTCAACCACAG-3’ 

RGH2 上游引物： 5’-CGCCACACTTCAATCTCTCC-3’ 

下游引物： 5’-CGTGGTCTGACACCTCTGAA-3’ 

RIG1 上游引物： 5’-CCAGCATTACTAGTCAGAAGGAA-3’ 

下游引物： 5’-CACAGTGCAATCTTGTCATCC-3’ 

 

3  结果 

3.1  地西他滨和 GSK126 对膀胱癌 T24 细胞倍增

时间的影响 

随着地西他滨的浓度增加，对 T24 细胞生长抑

制增强，最大抑制作用出现在 21 d，随后抑制作用

逐渐减弱，在第 35 天，细胞倍增时间恢复正常。

在 GSK126 干预下，地西他滨浓度由 0 增加到 10 

μmol/L，对 T24 细胞生长有所抑制，但影响不大,

见图 1。 
 

                  

 

 

图 1  地西他滨和 GSK126 对 T24 细胞倍增时间的影响  

Fig. 1  Effects of decitabine and GSK126 on doubling time of T24 cells 

3.2  地西他滨和 GSK126 联合应用对膀胱癌 T24

细胞有协同抑制作用 

在地西他滨和GSK126联合干预下，在 21 d时，

对 T24 细胞增殖抑制作用最大，细胞增殖率为

28.64%（P＜0.05），随后抑制作用逐渐减弱（图

2-A）；对 T24 细胞的 CI＜1，说明 2 种药物具有协

同作用（图 2-B）。地西他滨和 GSK126 联合治疗，

表现出对膀胱癌细胞增殖协同和强大的抑制作用。 
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与对照组比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group 

图 2  地西他滨和 GSK126 联合干预对 T24 细胞增殖的影响（A）和联合指数（B） ( x ±s, n = 3) 

Fig. 2  Effects of decitabine and GSK126 combination on proliferation of T24 cells (A) and combination index (B) ( x ±s, n = 3) 

3.3  地西他滨和 GSK126 联合激发特异性免疫相

关基因的潜力 

地西他滨诱导 7 个 ERVs 相关基因上调，并且

依赖于 MDA5 和 ERV 转录增加。地西他滨和

GSK126 联合应用较地西他滨单药组，增强干扰素

Ⅰ型反应相关免疫基因（MDA5、RIG1 和 IRF7）

和 ERV 转录，而且转录物表达量均一致（图 3）。

说明地西他滨和 GSK126 联合治疗通过干扰素Ⅰ型

反应诱导免疫应答对膀胱癌进行增殖抑制。 

 
与对照组比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group 

图 3  地西他滨和 GSK126 联合作用对 T24 细胞 ERVs 相关 

基因表达的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 3  Effects of decitabine and GSK126 combination 

on expression of seven ERVs related genes of T24 

cells ( x ±s, n = 3) 

4  讨论 

表观遗传可塑性包括 DNA 甲基化和组蛋白修

饰[11-13]，涉及功能性启动子和增强子元件之间的平

衡作用[14-15]。HMA 对基因表达改变是有限的，这

可能解释了其在膀胱癌和其他癌症的临床试验中

的有限的抗肿瘤作用[16]。绝大多数去甲基化启动

子的基因仍然因为 PRC2 占据 H3K27m3 而保持沉

默 [17-18]，或者含有被 PRC2 占据 H3K4m3 和

H3K27m3 的二价结构域 [19-20]。抑制因子复合物

PRC2 是组蛋白 H3K27 三甲基酶，其核心亚单位是

EZH2[21]，甲基化 H3K27 成为 H3K27me3，导致转

录沉默[22]。因此，期望 EZH2 抑制剂以激活由于二

价性而保持沉默的大多数去甲基化基因，与 HMA

具有协同作用，可增强 HMA 治疗膀胱癌的疗效。

Chiappinelli 等[23]发现在病毒感染时胞质双链 RNA

（dsRNA）表达上调，并触发干扰素Ⅰ型反应。HMA

通过上调 ERV，激活干扰素Ⅰ型通路逆转免疫逃避

治疗肺癌[24]。Roulois 等[7]认为在结肠癌细胞中也存

在基于 RNA 传感蛋白的 dsRNA 传感系统。本研究

验证了地西他滨介导的 7 个内源性逆转录病毒序列

的诱导上调，触发“病毒模拟”。 

综上所述，表观遗传可塑性不是关键驱动因子

基因的突变导致癌症侵袭性，而是通过表观遗传调

控[25]。这些效应在泌尿系统肿瘤模型中被破坏并部

分逆转，在地西他滨联合 GSK126 治疗后，减缓膀

胱癌细胞增殖，并增强免疫应答，为表观遗传学治

疗的概念提供了理论依据。DNA 甲基化与组蛋白修

饰双重表观遗传调节，以及 ERV 转录诱导的“病毒

模拟”免疫应答作用[26]，有助于靶向表观遗传可塑

性的进一步研究，并作为阻碍膀胱癌抵抗和进展的

潜在手段。 
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