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·实验研究 Experimental research· 

索拉非尼联合奥沙利铂对肝癌HepG2细胞的 

抑制作用 

储玉山， 朱小庆， 张玉宇， 陆小华， 曹建民 

【摘要】 目的 探讨索拉非尼联合奥沙利铂(L-OHP)对肝癌细胞 HepG2的抑制作用及其可能的分 

子机制。方法 索拉非尼和 L—OHP单独及联合给药后以CCK8法测定 HepG2细胞的增殖，用流式细胞仪 

检测细胞周期及凋亡，用 Western blot观察 ERK及 pERK蛋白的表达。结果 索拉非尼及 L—OHP单药对 

HepG2均有抑制作用，两药联合具有协同或相加作用(P<0．05)。索拉非尼及 L．OHP分别主要使细胞阻 

滞于G1及 S期。两药联用后同时阻滞于 G1及 S期。联合组细胞凋亡率明显比各单药组高(P<0．05)。单 

用及联合用药对 HepG2细胞 ERK表达无明显影响，索拉非尼及联合用药减少 pERK的表达。结论 索 

拉非尼和 L—OHP对肝癌 HepG2细胞有增殖抑制及促凋亡作用，两药联合表现为协同或相加作用，其机 

制可能与细胞周期的双重阻滞及细胞增殖通路 Raf／MEK／ERK的抑制有关。 
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【Abstract】 Objective To investigate the inhibitory effect of sorafenib in combination use with 

oxaliplatin(L—OHP)on the proliferation of hepatocellular carcinoma cells and to explore the possible molecular 

mechanism．M ethods The inhibitory effect of sorafenib together with L—OHP on the growth of human hepatic 

carcinoma cell line HepG2 in vitro was evaluated by CCK8 assay． The cell cycle changes and the apoptotic 

rate of the treated cells were determined by flow cytometry ， and the expressions of ERK and pERK were 

observed by using Western blott． Results Both sorafenib and L—OHP when used alone could significantly 

inhibit the proliferation of HepG2 cells， and a synergistic or adding effect could be achieved when both 

sorafenib and L—OHP were used together(P <0．05)．Sorafenib and L一0HP could cause cell cycle to stagnate 

at G1 phase and S phase， respectively． Combined use of the two drugs resulted in cell cycle arresting at G1 

phase and S phase． The combination use of the drugs significantly increased the apoptosis rate of the cells as 

compared with that when only sorafenib or L-OHP was used(P<0．05)．Sorafenib and L-OHP，whether used 

alone or in combination，did not produce obvious effect on ERK expression．However，pERK expression in 

the HepG2 cells was significantly lowered after the treatment with sorafenib alone or in combination with L一 

0HP， especially in the combination use group． Conclusion The combination use of sorafenib and L—OHP 

shows a synergistic or adding effect in inhibiting the proliferation and inducing apoptosis of HepG2 cells． The 

mechanism of this synergistic effect may be closely related to the double blockage of the cell cycle as well as 

to the inhibition of Raf／MEK／ERK pathway．(J Intervent Radiol，2011，20：810．814) 
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索拉非尼是首个 口服的小分子多靶点抗肿瘤 

药，靶向作用于肿瘤细胞和肿瘤血管上的丝氨酸／ 
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苏氨酸激酶和受体酪氨酸激酶，具有同时抑制肿瘤 

细胞增殖和血管生成的双重作用。有关肝癌的大 

型、多中心 、随机 、安慰剂对照Ⅲ的临床研究显示， 

索拉非尼组的总生存率比安慰剂组提高了44％，两 
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组中位总生存期分别是 10．7和 7．9个月⋯。奥沙利 

铂(L．OHP)是第三代铂类抗癌化合物，临床资料表 

明，奥沙利铂治疗多种类型肿瘤时无论单用或联合 

应用都有较好的疗效 ，不良反应小，化疗指数高，安 

全范围广。靶向治疗与化疗联合是否能达到协同或 

相加的作用，其联合的机制及最适宜的方案，需要 

在临床试验前进行系统的研究。因此我们选用索拉 

非尼联合 L．OHP化疗探索治疗肝癌的新思路，为进 

一 步的临床应用提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞株 人肝癌细胞株 HepG2引白中国科 

学院上海细胞生物研究所细胞库。培养传代于含 

10％新生牛血清的DMEM培养液中，选择对数生长 

期细胞进行实验。 

1．1．2 药物及试剂 索拉非尼由南京安格医药公 

司提供，用 10％DMSO溶解，于一20。保存，实验用时 

稀释，DMS0终浓度 <0．5％，不影响细胞生长。L． 

OHP由连云港恒瑞制药生产，DMEM及小牛血清由 

Gibco公司生产，DMSO由Sigma公司生产 ；CCK一8 

由海门碧云天公司生产，AnnexinV—FITC／PI凋亡试 

剂盒由上海明睿生物技术有限公司提供；ERK1／2、 

p-ERK由美国 Cell Signaling Technology生产 ；FACS 

流式细胞仪为美国BD公司产品。 

1．2 方法 

1．2．1 CCK8法检测药物对肿瘤细胞增殖的抑制 

取对数生长期 HepG2细胞，以 1 X 104／孑L的密度接 

种于 96孑L板，培养 24 h后加入药物。索拉非尼药物 

剂量分别为 1．4、2．8、5．6、和 11．2 mg／L，L—OHP药物 

剂量分别为 2．5、5．0、10．0和20．0 mg／L。实验分为空 

白对照组、索拉非尼单药组、L—OHP单药组、索拉非 

尼联合 L．OHP组。每个剂量设 3个复孔，加药后分 

别培养 72 h，每孔加 CCK8 10 l，37。孵育3 h，用酶 

标仪(波长 450 am)测定各孔的4值，计算细胞增 

殖抑制率。抑制率(％)=(对照组A值一实验组4值) 

／对照组A值 X 100％。采用 q值判断索拉非尼和奥 

沙利铂联用的性质。q值的计算参照金氏公式 ：q= 

E B／／(EA+E 一E ×EB)。式中 和 E 为各药单用 

抑制率，EAB为两药合用抑制率。q>1．15为协同作 

用，0．85～1．15为相加作用，<0．85为拮抗作用。 

1．2．2 流式细胞仪检测细胞周期和凋亡 将处于 

对数生长期的细胞接种于 24孔培养板，经给药处 

理后，用 0．25％胰酶消化细胞，收集各组细胞后，调 

整细胞浓度为 5×105／ml，分别行细胞周期及凋亡 

检测。①周期检测：75％乙醇一20℃固定过夜，洗涤离 

心后加入含有 0．1％RnaseA 的 PBS液 和 10 p~g／ml 

PI 500 tzl，室温避光染色 30 rain后上流式细胞仪进 

行细胞周期测定。② 凋亡检测：用冰冷的PBS洗涤 

细胞 2次，吸取 100 l含细胞的平衡液到 5 ml离 

心管 ，加入 5 l AnnexinV—FITC和5 l的 PI，避光 

室温反应 15 min，每管加入 400 lxl平衡液终止反 

应，上机检测。细胞周期数据由ModFit2．0软件系统 

分析，凋亡检测采用 Cell Quest分析。 

1．2．3 Western—blot检测 ERK及pERK蛋白的表达 

收集各组细胞，加入细胞裂解液，冰上放置 15 min， 

然后在 4℃，10000 g，离心 10rain，上清液用Bradford 

法测蛋白含量，然后加入 2 X SDS上样缓冲液，煮沸 

5 min，离心，取20 g蛋白上样到 1O％SDS—PAGE进 

行 电泳 ，电转 90 min把蛋 白转到 PVDF膜 ，将 

PVDF膜放入含有 5％脱脂奶粉的TBS／T中，4℃包 

被过夜。然后膜与一抗(1：1 000)在摇床上室温摇 

2 h，4qC孵育过夜 ，相应二抗(1：7 000)室温孵育 

1．5 h。实验中设不加一抗的空白对照组。ECL化学 

发光显色后，Odyssey进行灰度扫描，PDQuest 7．2．0 

软件分析结果。 

1-3 数据分析 

实验数据采用 SPsSl1．5统计软件分析，各组间 

细胞抑制率比较采用完全随机设计的方差分析；细 

胞周期、细胞凋亡率采用单向方差分析；多重比较 

均采用 LSD检验。P<0．05示差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 索拉非尼 、L—OHP单药及联合用药对 HepG2 

的抑制作用 

CCK8结果显示，人肝癌 HepG2细胞经索拉非 

尼、L—OHP单药处理及两者联合处理后，在不同时 

间、不同浓度均能出现细胞生长抑制作用(表 1、2)， 

L．OHP的抑制作用呈剂量．时间依赖效应，索拉非尼 

单药组及联合用药组细胞抑制率在72 h达峰值，至 

96 h下降。与单药组相比，联合组对细胞的抑制率 

明显增高(表 1、2，图 1)，表现为协同或相加作用。 

索拉非尼2．8 mg／L+L．OHP 5．0 mg／L组 24,48、72 

及 96 h时 q值分别为 1．30、1．23、1．37和 1．29，表现 

为协同作用，其余为相加作用(表3)。因此，选取索拉 

非尼 2．8 mg／L+L—OHP 5．0 mg／L为最佳联合剂量。 

2．2 索拉非尼、L．OHP单药及联合用药对 HepG2 

细胞周期的影响 
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抑制剂能够逆转肿瘤多药耐药性~12-13]。索拉非尼通 

过抑制这一通路，使耐药细胞恢复对 L．OHP的敏感 

性，加强了L—OHP的促凋亡作用。 

随着分子靶向治疗研究的不断深入，全新的肿 

瘤治疗模式越来越受到人们的关注，索拉非尼在单 

L-OHP药治疗肝癌取得肯定疗效后 ，有研究表明索 

拉非尼联合 TACE治疗原发性肝癌安全、有效[14-15j。 

本实验通过索拉非尼联用 L．OHP的体外实验证明 

了对肝癌有良好的协同增效作用，表明分子靶向治 

疗与化疗药物联合应用能提高治疗肝癌的疗效，为 

临床上肝癌治疗模式提供了参考，但是仍有很多问 

题有待解决，值得我们进一步研究与探讨。 
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