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阿帕替尼对人肝癌细胞增殖及凋亡的作用机制研究 *
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摘要目的：探讨阿帕替尼抑制肝癌细胞增殖促进凋亡的作用机制。方法：选取肝癌细胞系 SNU739、HepG2，以 CCK-8细胞增殖实

验、平板克隆实验测定阿帕替尼对肝癌细胞增殖及克隆形成能力的影响；流式细胞术检测阿帕替尼对肝癌细胞凋亡的影响；蛋白

免疫印迹法检测阿帕替尼影响肝癌细胞凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2及 Caspase3的表达情况。结果：与对照组相比，阿帕替尼可显著

抑制肝癌细胞增殖（P<0.05）。平板克隆实验提示与对照组相比，10 滋M和 20 滋M阿帕替尼组肝癌细胞克隆数明显减少（P<0.05）。
流式细胞术结果提示 10 滋M和 20 滋M阿帕替尼处理组细胞凋亡率明显增加（P<0.05）。蛋白免疫印迹法结果显示经阿帕替尼处理
的肝癌细胞，促凋亡蛋白 Bax及 Caspase3的活性片段 Cleaved-caspase3表达水平显著上调，抗凋亡蛋白 Bcl-2显著下调（P约
0.01）。结论：阿帕替尼通过调节肝癌细胞凋亡相关蛋白从而抑制肝癌细胞增殖、促进其凋亡。
关键词：肝癌；阿帕替尼；细胞增殖；细胞凋亡

中图分类号：R-33；R735.7 文献标识码：A 文章编号：1673-6273(2019)13-2424-05

The Effect of Apatinib on The Proliferation and Apoptosis of Human
Hepatocellular Carcinoma Cells*

The present study aimed to investigate the effects of Apatinib on the proliferation and apoptosis of human

hepatocellular carcinoma cells. The proliferation and apoptosis of these hepatocellular carcinoma cells were assessed by

CCK-8, plate cloning assay and flow cytometry, respectively. Finally, the levels of the apoptosis-associated proteins Bax, Bcl-2 and

Caspase3 were detected by western blotting. The proliferation of SNU739 and HepG2 cells were signifcantly inhibited by

Apatinib, compared with the control group (P<0.05). The inhibitory effect of the Apatinib group was markedly stronger than that of the
control group. Compared to the control group, the colony forming efficiency of hepatocellular carcinoma cells treated by 10 滋M and

20 滋M Apatinib were significantly lower (P<0.05), the rates of apoptosis were obviously higher (P<0.05). The expression levels of Bcl-2
was further inhibited in the Apatinib group, and the expression level of Bax and Cleaved-caspase3 werealso signifcantly increased in the

Apatinib group by western blotting (P<0.01). Apatinib significantly inhibited the proliferation and promoted the apoptosis

of hepatocellular carcinoma cells by upregulating the expression of Bax and Cleaved-caspase3, and downregulating the expression of

Bcl-2.
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前言

肝细胞癌（Hepatocellular carcinoma，HCC）是我国常见的

恶性肿瘤之一，具有发病率高、进展迅速、死亡率高等特点。治

疗方式主要有手术、局部消融、介入、放化疗、分子靶向治疗、免

疫治疗及中医药治疗等[1]。早期 HCC以手术治疗为主，然而，由

于 HCC的早期临床症状并不明显，大多数 HCC患者在初诊时

即处于晚期。临床上仅有约 20 %的患者有手术治疗的机会[2]。

晚期 HCC首选分子靶向药物治疗，常用多靶点抗血管生成药

物，如一线索拉非尼、仑伐替尼和二线瑞戈非尼。索拉非尼是最

早获批用于晚期 HCC一线治疗的靶向药物，然而索拉非尼中

位生存期也仅为 10.7个月[3]。另外一个 2018年在我国上市的

多靶点药物仑伐替尼，其对比索拉非尼的非劣效研究显示总生

存期并无统计学差异[4]。因此，针对晚期 HCC探索新的治疗策

略至关重要。阿帕替尼是我国自主研发的一种小分子酪氨酸激

酶抑制剂，可以特异性地结合细胞内 VEGFR-2的 ATP结合位

点，阻断下游信号转导，从而抑制肿瘤新生血管生成[5]。一系列

的临床研究证实了阿帕替尼在多种实体瘤中的抗肿瘤作用，包

括乳腺癌[6,7]，肺癌[8-10]，肉瘤[11]和 HCC[12]。在我国进行的阿帕替尼

治疗晚期 HCC的 II期临床研究[13]结果显示，阿帕替尼单药治
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疗晚期 HCC安全而有效。提示阿帕替尼有可能成为晚期 HCC

患者的另一种治疗选择。然而，阿帕替尼对 HCC的潜在抗肿瘤

机制尚不清楚。因此，本研究旨在阐明阿帕替尼对 HCC细胞的

抗肿瘤作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

SNU739、HepG2细胞系我校生化教研室留存；甲磺酸阿帕

替尼（后简称阿帕替尼）购自江苏恒瑞医药公司；RPMI-1640培

养基购自 Gibco公司；胎牛血清购自 Gibco公司；CCK-8试剂

盒购自上海尚宝生物科技有限公司；兔抗人 Bcl-2、Bax、

Caspase-3、Cleaved-caspase3抗体，鼠抗人 茁-actin抗体均购自
Cell Signaling Technology公司；化学发光试剂盒购自 zeta公

司；DMSO（二甲基亚砜）购自MP Biomedicals公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 SNU739、HepG2细胞分别培养于含 10％胎

牛血清（FBS）及 1 %双抗（100 U/mL青霉素，100 滋g/mL链霉
素）的 RPMI-1640培养基中，于 37℃，5 %CO2的培养箱中常规

培养。收集传代第 3代对数生长期细胞，用 0.25 %胰蛋白酶消

化成单细胞悬液，根据实验设计对细胞进行相应处理。称取

50 mg阿帕替尼溶于 1 mL DMSO后放入 -20℃冰箱保存，使

用时用 RPMI-1640培养基稀释至所需浓度。

1.2.2 CCK-8细胞增殖实验 将细胞接种密度设定为 5000个

/孔，均匀接种于 96孔板中，分别设调零、对照及加药组，每组

设五个复孔。在 37℃，5 %CO2的孵箱中培养 24 h后，用不同

浓度的阿帕替尼（20 滋M, 40 滋M, 60 滋M, 80 滋M, 100 滋M）或
（10 滋M, 20 滋M, 30 滋M, 40 滋M, 50 滋M, 60 滋M）分别处理
SNU739或 HepG2细胞 48 h后，向每个孔中迅速加入 10 滋L
CCK-8，然后 37℃孵育 2 h后使用多功能酶标仪测量吸光度。

1.2.3 平板克隆形成实验 取对数生长期细胞常规离心收集，

以 500个 /孔的细胞密度接种于 6孔板，设对照及加药组，37℃，

5 %CO2的孵箱中培养 24 h后，对照组给予 1‰DMSO，加药组

分别用不同浓度的阿帕替尼（10滋M, 20滋M）处理后于 37℃，5 %

CO2培养 2周。预冷 PBS洗两次，甲醇固定 30 min，结晶紫染色

1 h后，洗去染液拍照，使用 Odyssey扫描拍照，利用 ImageJ软

件计数，计算对照组及加药组形成的克隆数。

1.2.4 流式细胞术凋亡检测 收集对数生长期细胞，用 0.25 %

胰蛋白酶消化后，将细胞均匀接种于 6 cm平皿中，随机分为对

照组和阿帕替尼处理组（10 滋M和 20 滋M），对照组给予 1 ‰

DMSO，处理 48 h后，用 0.25%胰蛋白酶消化细胞，然后以

800 r/min离心 5 min收集细胞，用 4℃预冷 PBS洗涤细胞 2

次，弃上清，PBS重悬细胞。取 100 滋L细胞悬液于 5 mL流式管

中，加 10滋g/mL的 PI，混匀后避光孵育 15 min，在反应管中加入

400 滋L稀释好的结合缓冲液，流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
1.2.5 蛋白免疫印迹 分别用 10 滋M 的阿帕替尼处理
SNU739及 HepG2各 48 h，对照组给予 1‰DMSO后将细胞

样品收集于 1.5 ml EP管中，PBS重悬，5000 r/min离心 5 min，

两次，弃上清，在各管中加入 80 滋L含有蛋白酶抑制剂的 RIPA

裂解液，冰上裂解 30 min，收集裂解液上清。BCA定量法测定

蛋白浓度后，加入 1/4 体积的 5× lodading buffer，100 ℃煮沸

10 min后保存样品。配置聚丙烯酰胺凝胶，对蛋白质样品进行

SDS-PAGE电泳，于各加样孔中加 2 滋L蛋白 marker及相应蛋

白样品 20 滋g，连接电极，设置电泳电压 120 V，2 h，300 mA恒

流冰水转膜 60 min。根据目的蛋白分子量的大小将 NC膜裁至

适宜大小，用 5 %脱脂奶粉室温封闭 1 h，TBST洗涤 30 min后

放入预先配好的 Bcl-2，Bax，Caspase-3和 茁-Actin（1：1000）的
一抗缓冲液中 4℃孵育过夜。用 TBST洗涤 30 min后室温孵

育二抗（1：500）1 h，TBST洗涤 30 min，待发光检测。

1.3 统计学分析

每组实验重复 3次。采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分

析，用 GraphPad Prism7作图。计量资料用均数± 标准差(x依s)表
示，进行独立样本 t检验，P<0.05认为具有统计学差异。

2 结果

2.1 阿帕替尼可直接抑制肝癌细胞 SNU739及 HepG2增殖

不同浓度阿帕替尼（20滋M，40滋M，60滋M，80滋M，100滋M）
或（10 滋M，20 滋M，30 滋M，40 滋M，50 滋M，60 滋M）分别处理
SNU739 及 HepG2 细胞 48 h，其细胞存活率（%）分别为：

SNU739：对照组：92.17± 1.11；加药组为 56± 1.68、35.15±

1.09、17.37± 1.04、15.83± 1.44、14.12± 1.18。HepG2：对照组：

98± 0.71；加药组为：86.78± 3.44、68.58± 2.76、54.22± 1.04、

40.81± 3.49、32.72± 2.21、26.96± 1.98。分析细胞增殖实验结果

如图所示（图 1a），随着阿帕替尼浓度增大，对肝癌细胞的抑制

作用越明显（P约0.05；P约0.0001）。根据 48 h的 IC50值（图 1b，

SNU739:24.67± 1.25；HepG2: 31.55± 0.98）选用 10滋M和 20滋M
的阿帕替尼进行后续实验。

2.2 阿帕替尼可抑制肝癌细胞 SNU739及 HepG2细胞的克隆

形成能力

用不同浓度的阿帕替尼（10 滋M和 20 滋M）处理 SNU739

及 HepG2细胞后，与对照组相比加药组形成的克隆数明显减

少（图 2）。且随着阿帕替尼浓度的增加，形成的克隆数逐渐下

降。结果显示：对照组形成的克隆数分别为（56.00± 4.01）及

(45.00± 1.76)，阿帕替尼 10 滋M 组分别为（40.40± 2.87）、

(23.00± 1.46)，阿帕替尼 20 滋M 组分别为（13.60± 1.17）、

（2.71± 0.64）。组间差异有统计学意义（SNU739：P<0.01；
HepG2：P<0.001）。
2.3 阿帕替尼可诱导肝癌细胞 SNU739及 HepG2细胞凋亡

流式细胞术检测结果如图 3所示，阿帕替尼 10滋M及 20滋M
的作用下，SNU739 细胞凋亡率分别为 (20.83± 1.53) %和

(56.95± 0.78) %，HepG2细胞凋亡率分别为 (8.86± 0.14) %和

(42.02± 6.50) %，与对照组相比，加药组细胞凋亡率显著增加

（SNU739：P<0.01；HepG2：P<0.05，P<0.001），表明阿帕替尼可
诱导 SNU739及 HepG2细胞凋亡。

2.4 阿帕替尼对肝癌细胞 SNU739及 HepG2细胞凋亡相关蛋

白表达的影响

Western blotting结果显示（图 4），阿帕替尼处理组的细胞

中促凋亡蛋白 Bax 表达水平显著升高，Caspase3 的活性片段

Cleaved-caspase3表达水平升高，抗凋亡蛋白 Bcl-2表达水平降

低，差异有统计学意义（P约0.01）。
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图 2阿帕替尼抑制 SNU739和 HepG2细胞形成克隆的能力(**P<0.01 ***P<0.001)
Fig.2 Effect of apatinib on colony formation of SNU739 and HepG2 cells( **P<0.01 ***P<0.001 vs control group)

图 1阿帕替尼抑制 SNU739及 HepG2细胞增殖(*P<0.05 ****P<0.001).a.以不同浓度阿帕替尼分别处理肝癌细胞 48 h。

细胞活力通过 CCK-8测定评估。b.阿帕替尼处理 SNU739和 HepG2 48 h的 IC50值。

Fig.1 Apatinib inhibits proliferation of SNU739 and HepG2 cells. a. Hepatocellular carcinoma cells were cultured in a series of concentration of apatinib

for 48 h.Cell viability was assessed by CCK-8 assay.b.The IC50 of apatinib treated in SNU739 and HepG2 for 48 h.

(*P<0.05 ****P<0.001 vs control group).

3 讨论

HCC是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一，全世界每年

报道的 HCC病例中约有 75%-80%发生在亚洲国家，仅中国就

占全球 HCC病例和死亡人数的 50 %以上[14,15]。晚期 HCC预后

很差，生存期仅为 3-6个月[16]。由于多药耐药性和传统化疗药物

的不良反应，针对晚期 HCC全身化疗的有效率仅为 10-15 %[17]。

目前晚期 HCC主要以分子靶向治疗为主，但仍因存在进展迅

速、预后差等问题而成为临床治疗的难题。阿帕替尼为小分子

酪氨酸激酶抑制剂，2014年 10月获国家食品药品监督管理局

（CFDA）批准用于治疗既往至少接受过两种系统化疗后进展或

复发的晚期胃腺癌或胃 -食管结合部腺癌患者 [18]。其在 HCC

中的临床研究[13]显示阿帕替尼有望成为 HCC治疗的新选择，

但目前作用机制尚不明确。细胞凋亡是机体内细胞死亡的重要

途径，目前发现真核细胞主要经死亡受体介导的外部凋亡途

径、内部线粒体途径、B粒酶介导的细胞凋亡途径、内质网应激

途径等发生凋亡[19]。内部线粒体途径的关键环节为线粒体外膜

透化（MOMP）引起细胞色素 C向胞质释放，此环节主要受

Bcl-2家族蛋白分子的调控[20]。Bax和 Bcl-2同属 Bcl-2家族，其

中抗凋亡蛋白 Bcl-2在凋亡信号传导中发挥关键作用，通过抑

制促凋亡蛋白 Bax、Bak对线粒体膜的透化作用来抑制细胞凋

亡[21]。促凋亡蛋白 Bax，可拮抗 Bcl-2对细胞凋亡的抑制作用，

亦可直接促进肿瘤细胞凋亡[22]。Caspase3是细胞凋亡过程中最

主要的终末剪切酶，在细胞凋亡的内部线粒体途径中，促凋亡

蛋白首先被激活，进一步激活凋亡起始蛋白酶 Caspase9，进而

Caspase3裂解、活化而发生细胞凋亡[23]。多数研究表明阿帕替

尼可直接诱导肿瘤细胞发生凋亡：阿帕替尼通过内质网应激

诱 导 结 肠 癌 细 胞 凋 亡 [24]， 阿 帕 替 尼 可 通 过 VEG-

FR2/STAT3/BCL-2 信号诱导骨肉瘤细胞凋亡 [25]，阿帕替尼通

过 AKT/mTOR通路促进未分化型甲状腺癌细胞凋亡[26]。阿帕

替尼通过 PI3K/Akt通路促进肝癌细胞 SMMC-7721凋亡[27]。阿帕

替尼通过VEGFR2/STAT3通路促进肝癌细胞凋亡[28]。
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图 4阿帕替尼对 SNU739及 HepG2细胞凋亡相关蛋白表达的影响(**P<0.01)
Fig.4 Effect of apatinib on the expression of apoptosis-related proteins in SNU739 and HepG2 cells（**P<0.01 vs control group）

图 3阿帕替尼诱导 SNU739及 HepG2细胞凋亡(*P<0.05 **P<0.01***P<0.001)
Fig.3 Effect of apatinib on apoptosis of SNU739 and HepG2 cells (*P<0.05 **P<0.01***P<0.001 vs. control group)

Wu等研究[29]表明，阿帕替尼以浓度依赖的方式抑制结肠

癌细胞增殖，且随着浓度的增加细胞的凋亡率增加。Li等研究[30]

表明，阿帕替尼以浓度依赖的方式抑制肝癌细胞增殖及克隆形

成，促进其凋亡。在本研究中不同浓度的阿帕替尼分别作用于

SNU739及 HepG2细胞 48 h，CCK-8细胞增殖实验表明，阿帕

替尼可显着抑制 SNU739及 HepG2细胞增殖，差异有统计学

意义（P约0.05；P约0.0001)；平板克隆形成实验提示经阿帕替尼处
理细胞后，SNU739及 HepG2细胞克隆形成数明显低于未处理

组，表明阿帕替尼可抑制 SNU739及 HepG2细胞克隆形成能

力。AV/PI双染色结果显示，阿帕替尼能够以浓度依赖的方式

诱导 SNU739及 HepG2细胞凋亡。这与上述研究结果相一致。

Western blotting进一步印证，SNU739及 HepG2细胞经阿帕替

尼处理后，促凋亡蛋白 Bax 及 Caspase3 的活性片段

Cleaved-caspase3表达明显上调，抗凋亡蛋白 Bcl-2明显下调，

表明阿帕替尼可诱导肿瘤细胞凋亡。在 Zhang等人进行的一项

研究[27]中发现了类似的结果，即阿帕替尼可以通过诱导 Bax和

Caspase-9 的表达，抑制 Bcl-2 的表达 诱导肝 癌 细胞

SMMC-7721凋亡。与 Feng等研究[26]结果亦类似，即阿帕替尼

通过上调 Bax、Cleaved-caspase3、Cleaved-PARP，下调 Bcl-2、

Caspase3、PARP的表达促进未分化型甲状腺癌细胞凋亡。
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本研究显示阿帕替尼直接抑制 SNU739及 HepG2细胞增

殖能力，此作用与药物浓度呈正相关，通过上调促凋亡蛋白

Bax/Cleaved-caspase3、下调抗凋亡蛋白 Bcl-2从而抑制肝癌细

胞增殖、促进肝癌细胞凋亡。这些结果提示阿帕替尼有望成为

晚期 HCC治疗的新策略。然而，由于本研究仅选用了人 HCC

细胞株 SNU739及 HepG2为研究对象，研究局限于凋亡相关

蛋白的表达，鉴于不同细胞株间存在差异，因此需进一步验证

并进行更为深入的机制研究，并且还需要探索关注阿帕替尼联

合化疗药物的实验及临床研究。
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