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索拉非尼联合奥沙利铂对人肝癌 BEL一7402细胞 

抑制作用的实验研究 

116024 辽宁大连 大连医科大学第二附属医院肿瘤内科 武 燕 ，张 阳 ，吴 涛 

【摘 要】 目的 探讨索拉非尼联合奥沙利铂对人肝癌BEL一7402细胞的抑制作用。方法 选取人肝癌细胞株 BEL一 

7402，用奥沙利铂和索拉非尼单药或联合(含不同给药顺序)作用于细胞，观察最佳抑制效果。MTT法检测奥沙利铂和索拉非 

尼分别对肝癌 BEL-7402细胞的抑制作用并计算半数抑制浓度(IC 。)；电镜下观察细胞形态和超微结构的改变；流式细胞仪检 

测细胞周期分布及细胞凋亡的变化。结果 奥沙利铂单药及联合索拉非尼组 BEL一7402细胞出现 S期、G ／M期阻滞 ，索拉非 

尼单药组仅出现 S期阻滞。先用奥沙利铂联合组的BEL-7402细胞凋亡率最高，为(40．94 4-4．62)％，其次为先用索拉非尼联 

合组的凋亡率(30．02 4-4．15)％，联合组的BEL一7402细胞凋亡率均高于索拉非尼单药组(P<0．05)。结论 人肝癌BEL一7402 

细胞体外对索拉非尼和奥沙利铂均高度敏感，两药联合应用对肝癌细胞有协同抑制作用，且先用奥沙利铂联合给药的效果 

更好。 
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【Abstract 1 Objective To observe effects of sorafenib combined with oxaliplatin(OXA)on human hepatocellular carcinoma 

cell line BEL一7402．M ethods In order to find the best effect，human hepatocellular carcinoma cell line BEL一7402 was treated with 

sorafenib and OXA alone or in combination according to different sequences．Median inhibition concentration(IC50)was calculated by 

MTF assay for OXA and sorafenib in BEL-7402．Altered cellular morphism and ultrastructure of the treated cells were observed under 

transmission electron microscope，and cell cycle distribution and altered apoptosis were analyzed by flow cytometry．Results S and 

G2／M phase arrest was observed in the three regimens containing OXA(OXA alone and two dosing sequences of combination)，while 

S phase arrest was found in the regimen containing sorafenib alone．The highest apoptosis rate was(40．94 4-4．62)％ in OXA and sor— 

afenib combination(OXA prior used)，dwarfing(30．02±4．1 5)％ of sorafenib and OXA combination(sorafenib prior used)，while it 

of either combination were superior to that of sorafenib alone(P<0．05)．Conclusion Human hepatocellular carcinoma cel1 BEL一 

7402 is highly sensitive to both sorafenib and OXA，which may cooperate in combination for synergistic inhibition on hepatocellular car— 

cinoma cells with better effect in the dosing sequence of OXA followed by sorafenib． 
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肝癌是我国常见的消化道恶性肿瘤，以多学科 

综合治疗和靶向治疗为代表的新治疗方法，为肝癌 

的治疗开启了一扇希望之窗。索拉非尼是一种双芳 

基尿素类口服多激酶抑制剂，它具有双重抗肿瘤作 

用，一方面抑制 Raf／MEK／ERK信号传导通路 直 
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接抑制肿瘤生长，另一方面抑制与血管生成和肿瘤 

发展有关的酪氨酸激酶 。索拉非尼作为一种新 

型多靶点药物，其不良反应较传统药物轻。目前，靶 

向治疗联合化疗治疗肝癌还处于研究探索阶段。本 

研究通过观察化疗药物奥沙利铂和靶向药物索拉非 



临床肿瘤学杂志 2011年 9月第 16卷第 9期 Chinese Clinical Oncolo~，Sep．2011，Vo1．16，No．9 ·781· 

尼对人肝癌 BEL-7402细胞株体外增殖和凋亡的影 

响，为奥沙利铂和索拉非尼联合应用于肝细胞癌的 

临床治疗提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞系 人肝癌 BEL-7402细胞系购自中国 

科学院上海细胞库，由大连医科大学附属第二医院 

中心实验室传代保存。 

1．1．2 主要试剂 细胞培养试剂：PRMI．1640干粉 

培养基、新生牛血清、胰蛋白酶、EDTA、四甲基偶氮 

唑蓝、二甲基亚砜、青霉素、链霉素等。实验药物：索 

拉非尼购 自拜耳公司，奥沙NCA购 自江苏恒瑞医药 

公司。 

1．2 方 法 

1．2．I MTT法检测 0．25％胰酶分别消化处于对 

数生长期的 BEL-7402单层培养细胞，PRMI完全培 

养基调整细胞浓度至 3 x 10 ／ml。取相应的细胞悬 

液接种于96孔细胞培养板中，置于37 、5％CO 培 

养箱培养 24h，设置实验组、对照组和空白组。实验 

组用 PRMI一1640培养液分别倍比稀释索拉非尼和 

奥沙利铂，稀释浓度为 1：10、1：100、1：1000、1： 

10 000；对照组加入不含药物的 PRMI．1640培养液 

1001xl；空白组仅加入 PRMI一1640培养液 200txl，无 

BEL-7402细胞。各组均设 3复孔。培养 48h后每 

孔加入 MTr(5mg／m1)201xl，继续培养 4h，弃上清， 

每孔加入二甲基亚砜 200／xl，充分振荡 5rain。于 

Model 550型酶标仪 540nm测量每孔吸光值(A)，并 

计算细胞抑制率(IC)，IC=1一实验组 A值／对照组 

A值 x 100％。IC 即抑制率为 50％的药物浓度，取 

3次重复实验的均值作图。根据实验结果用 Excel 

软件绘制细胞对药物的浓度反应曲线，并计算 IC 

1．2．2 透射电镜观察 设未加药培养 48h的对数 

生长期 BEL-7402细胞作为对照组，分别用索拉非 

尼(1／5 IC50：2．7ng／m1)和奥沙利铂(1／5 IC50：5n 

m1)作用 BEL-7402细胞 48h后，弃去培养液，将细 

胞刮下后用低浓度胰酶消化，2000r／min离心 15～ 

20mln，4℃固定 30min～2h；用探针拨离细胞团，移 

人小瓶 ，4~CPBS漂洗 3次，每次 10min，1％四氧化 

锇 4qC固定 15～30rain，用 PBS漂洗 3次；分别收集 

细胞，电镜下观察两组细胞形态变化。 

1．2．3 流式细胞仪检测 实验设5组：不加任何药 

物的对照组；索拉非尼单药作用48h组；奥沙利铂单 

药作用48h组；先加索拉非尼，24h后用 PBS清洗加 

奥沙利铂 24h组；先加奥沙利铂，24h后用 PBS清洗 

加索拉非尼 24h组。实验用药分别为 1／5 IC 。浓度 

索拉非尼和奥沙利铂(2．7ng／ml和 5ng／m1)。实验 

各组索拉非尼终浓度为 0．2 g／ml，奥沙利铂终浓度 

为 1 g／ml。将样品放人流式细胞仪的样品室，以激 

发波长488nm测定，所得数据输入 MACINTISH650 

型计算机，并用 Modifit1．0软件分析细胞周期分布 

及细胞凋亡状况。重复 3次。IC 。根据药物效应中 

效方程式 fa／fu=(D／D ) 计算。fa为抑制率，fu= 

1一fa，D为药物浓度，D 为中效浓度，即50％效应 

时的药物浓度，in为斜率。在本研究中 Ic 。等同于 

中效方程式中D 。 

1．3 统计学分析 计量资料用 元．4-s表示，采用 

SPSS 10．0软件行 t检验和方差分析。以 P<0．05 

为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 索拉非尼和奥沙利铂单药对 BEL-7402细胞增 

殖的抑制作用 MTT法检测不同浓度的索拉非尼 

和奥沙利铂单药作用人肝癌细胞株不同时间对细胞 

增殖的抑制作用。索拉非尼和奥沙利铂对肝癌细胞 

株 BEL-7402的增殖有明显的抑制作用。抑制率随 

着药物浓度的增加而增加，有剂量依赖关系，到一定 

程度后，随着索拉非尼和奥沙NCA浓度的增加，抑制 

率增加不再明显，呈现平台效应。在相同浓度下，索 

拉非尼对 BEL一7402细胞增殖的抑制率高于奥沙利 

铂。根据 MTF结果及中效方程式分别计算索拉非 

尼和奥沙NCA的IC 作用 BEL-7402细胞 48h索拉 

非尼的中效浓度为 2．17～8 ml，作用 BEL-7402 

细胞 48h奥沙N~A的中效浓度为 5～15．35 ml。 
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切。因此，诱导肿瘤细胞凋亡已成为现代肿瘤药物 

治疗的新策略 J。 

索拉非尼是第一个 口服的多激酶抑制剂，主要 

作用于肿瘤细胞和肿瘤内脉管系统中的丝氨酸／苏 

氨酸和酪氨酸激酶受体 引。在基础研究模型中， 

索拉非尼主要作用于两种激酶家族的成员，包括 

RAF激 酶 ⋯、VEGFR-2(血管 内皮 生 长 因子 受 

体) 、VEGFR一3 、PDGFR—B(血小板衍生生长因 

子) 13]、KIT和 FLT3l14j。己知这些激酶与肿瘤细胞 

的增殖及肿瘤血管的生成有关。索拉非尼主要通过 

CYP3A4和 UGT1A9酶途径代谢，但国外试验证明， 

CYP3A4抑制剂和诱导剂并不影响其在体内的药动 

学参数。另外，索拉非尼在体外抑制动力学参数 Ki 

值为6和浓度为 1～2nmol／L时能显著抑制 CYP2B6 

和 CYP2C8酶  ̈，因此这两种酶的底物在与索拉非 

尼合用时的总暴露量增加，合用时应注意。 

奥沙利铂作为第 3代铂类化疗药物，广泛应用 

于胃肠道肿瘤的化疗，但实验研究证明，该药对人类 

多种肿瘤细胞株均有抑制作用，且对其他铂类耐药 

的肿瘤细胞株无交叉耐药，已与其他抗瘤药物联合 

应用于肝癌的治疗 。与其他铂类药物相似，奥沙 

利铂是细胞周期非特异性药物，其作用机制主要是 

使肿瘤细胞内 DNA形成链间和链内交联 ，从而阻断 

DNA合成，最终产生细胞毒和抗肿瘤活性  ̈。国 

外研究证明，索拉非尼和奥沙利铂在体内无药动学 

的相互作用，这两者合用耐受性良好  ̈。对于索拉 

非尼是否能诱导人肝癌细胞的凋亡，以及传统化疗 

药物奥沙利铂是否能够联合新一代靶向药物索拉非 

尼达到进一步的促凋亡作用，国内外少见报道。 

本实验采用 MTr法观察索拉非尼和奥沙利铂 

分别对 BEL一7402细胞体外增殖的影响，发现不同 

浓度的索拉非尼和奥沙利铂对 BEL．7402细胞均有 

明显的抑制作用，呈剂量依赖性，并且在同等浓度下 

素拉非尼对人肝癌细胞 BEL一7402的抑制作用要高 

于奥沙利铂。透射电镜下发现凋亡小体，证明一定 

浓度的单药索拉非尼和单药奥沙利铂均可以分别诱 

导 BEL-7402细胞产生凋亡。流式细胞术显示，先 

加奥沙利铂后用索拉非尼组肝癌细胞的凋亡率最 

高，为(40．94±4．62)％，S期细胞比例为 35．00％， 

提示该模式对癌细胞 s期阻滞作用更为强烈；先加 

索拉非尼后用奥沙利铂组肝癌细胞 的凋亡率为 

(30．02 4-4．15)％，S期细胞比例 22．43％，G，～M 

期细胞比例 32．55％，提示该模式对癌细胞 G，～M 
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期阻滞较明显；单药索拉非尼或奥沙利铂对肝癌细 

胞的凋亡率均较联合组低。上述结果可能的机制 

为：(1)索拉非尼治疗前先予化疗可以诱导肿瘤EG． 

FR过表达，增强信号转导，使后续靶向治疗的靶向 

性更强，抑制效果更好。(2)奥沙利铂非特异性阻 

滞 DNA的 s期和 G ～M期 ，偏向于后者；索拉非尼 

可强化 S期阻滞，上述双重作用对癌细胞有明显促 

凋亡作用。单药索拉非尼作用 BEL-7402后凋亡率 

较单药奥沙利铂作用 BEL一7402细胞的凋亡率高， 

这可能与 s期受阻滞较多有关。本实验的结果与国 

内外文献报道的一致，即先用化疗药物联合靶向药 

物较先用靶向药物联合化疗药物的效果较好 19-20]。 

综上所述，体外肝癌 BEL一7402细胞对索拉非 

尼和奥沙利铂均高度敏感，先用奥沙利铂再联合索 

拉非尼的促凋亡作用最明显。 
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