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甲磺酸阿帕替尼联合放疗对肝癌 HepG2细胞的体外协同

增敏作用

杨永净, 柯天洋, 刘士新, 王 雪, 许德权, 刘婷婷, 赵 玲

（吉林省肿瘤医院放疗一科，吉林  长春  130012）

［［摘 要］］   目的目的：：探讨甲磺酸阿帕替尼 （阿帕替尼） 联合放射治疗 （放疗） 对肝癌 HepG2 细胞的体

外协同抑制作用，阐明其相关抗肿瘤机制。方法方法：：体外培养肝癌 HepG2 细胞，以不同浓度阿帕替尼和

（或） 不同剂量 X 射线处理后，采用 MTT 法检测各组细胞活性，计算各组细胞增殖抑制率和阿帕替尼

20% 抑制浓度 （IC20），并确定后续实验的 X 射线照射剂量。HepG2 细胞分为阿帕替尼组、放疗组和

阿帕替尼+放疗组 （联合组），流式细胞术检测各组细胞凋亡率，细胞划痕实验检测各组细胞迁移

率，酶联免疫吸附试验 （ELISA） 法检测各组细胞培养上清中血管内皮生长因子 （VEGF） 水平。

结果结果：：MTT 法检测，阿帕替尼的 IC20为 1. 32 μmol·L-1，以此作为后续实验阿帕替尼作用浓度，确定

2 Gy 为后续实验 X 射线照射剂量。与对照组比较，阿帕替尼组和放疗组细胞凋亡率差异无统计学意义

（P>0. 05），联合组细胞凋亡率升高 （P<0. 05）。与对照组比较，阿帕替尼组、放疗组和联合组细胞

迁移率降低 （P<0. 05）；与阿帕替尼组和放疗组比较，联合组细胞迁移率降低 （P<0. 05）。与对照

组比较，阿帕替尼组和联合组细胞培养上清中 VEGF 水平降低 （P<0. 05）；与阿帕替尼和放疗组比

较，联合组细胞培养上清中 VEGF 水平降低 （P<0. 05）。结论结论：：阿帕替尼联合放疗在体外可明显抑制

肝癌 HepG2 细胞增殖和迁移，并诱导细胞凋亡，其作用可能与抑制细胞 VEGF 分泌有关。

［［关键词］］   肝细胞癌；甲磺酸阿帕替尼；放射治疗；细胞增殖；细胞凋亡；细胞迁移；血管内皮细

胞生长因子
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Synergistic sensitization of apatinib mesylate and radiotherapy 
on hepatocarcinoma cells in vitro

YANG Yongjing, KE Tianyang, LIU Shixin, WANG Xue, XU Dequan, LIU Tingting, ZHAO Ling
（Department of Radiation Oncology， Tumor Hospital， Jilin Province， Changchun 130012，  China）

ABSTRACT  Objective：To discuss the synergistic inhibitory effect of apatinib mesylate （apatinib） 
combined with radiotherapy （RT） on the hepatocellular carcinoma （HepG2） cells in vitro， and to clarify its 
related antitumor mechanism.  Methods： The HepG2 cells were cultured in vitro and treated with different 
concentrations of apatinib and/or varying doses of X-rays.  MTT method was used to detect the survival 
rates of the cells in various groups； the inhibitory rates of cell proliferation and the 20% inhibitory 
concentration （IC20） of apatinib were calculated； the X-ray irradiation dose for subsequent experiments was 
detected.  The HepG2 cells were divided into apatinib group， RT group， and apatinib+RT group 
（combined group）.  Flow cytometry was used to detect the apoptotic rates of the cells in various groups； 
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wound healing assay was used to detect the migration rates of the cells in various groups； ELISA method 
was used to detect the levels of vascular endothelial growth factor （VEGF） in the cell culture supernatant in 
various groups.  Results： The MTT results showed that the IC20 of apatinib was 1. 32 μmol·L-1， and this 
concentration was used for subsequent experiments， and  the X-ray irradiation dose for the follow-up 
experiments was  2 Gy.  Compared with control group， the apoptotic rates of the cells in apatinib group and 
RT group had no significant differences （P>0. 05）， while the apoptotic rate of the cells in combined group 
was increased （P<0. 05）.  Compared with control group， the migration rates of the cells in apatinib group， 
RT group， and combined group were decreased （P<0. 05）； compared with apatinib group and RT group， 
the migration rate of the cells in combined group was decreased （P<0. 05）.  Compared with control group， 
the levels of VEGF in the cell culture supernatant in apatinib group and combined group were decreased 
（P<0. 05）； compared with apatinib and RT group， the level of VEGF in the cell culture supernatant in 
combined group was decreased （P<0. 05）.  Conclusion： Apatinib combined with radiotherapy significantly 
inhibits the proliferation and migration of  the HepG2 cells in vitro and induces the apoptosis； its effect may 
be related to the inhibition of VEGF secretion by cells.
KEYWORDS Hepatocellular carcinoma； Apatinib mesylate；  Radiotherapy； Cell proliferation；
Apoptosis；Cell migration；Vascular endothelial growth factor

肝 细 胞 癌 （hepatocellular carcinoma， HCC）
是癌症相关死亡最常见的原因之一，已位居世界恶

性肿瘤发病的第 2 位。由于 HCC 起病隐匿，多数

HCC 患者在发现时已失去手术机会，且治疗方法

有限，近年来 HCC 治疗领域中并未出现明显的疗

效提升［1］。放射治疗 （放疗） 是治疗 HCC 的有效

手段之一，提高 HCC 对放疗的敏感性成为临床中

亟待解决的问题之一。目前小样本Ⅰ期及探索性临

床试验［2-4］ 证实：放疗联合甲磺酸阿帕替尼 （阿帕

替尼） 可用于不可切除 HCC 患者的治疗，但两者

联合应用的效果和作用机制尚需进一步研究。本研

究通过体外实验，探索并验证阿帕替尼联合放疗对

肝癌 HepG2 细胞的增效作用，为 HCC 的精准治疗

提供可行性方案。

1 材料与方法  

1. 1　　细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　人肝癌 HepG2 细胞

购自中科院上海细胞库。阿帕替尼原料粉末由江苏

恒 瑞 医 药 股 份 有 限 公 司 提 供 。 胎 牛 血 清 （fetal 
bovine  serum，  FBS） 购  自  美  国  Gibco 公  司 ，

DMEM 高糖培养基、磷酸盐缓冲液 （phosphate 
buffer solution，PBS）、青霉素-链霉素和 0. 25% 胰

蛋白酶均购自美国 Hyclone 公司，噻唑蓝 ［3- （4，
5-dimethylthiazol-2-yl）-2，       5-diphenyltetrazolium 
bromide， MTT］ 和 二 甲 基 亚 砜 （dimethyl 
sulfoxide，  DMSO）  购  自  北  京  鼎  国  公  司，

Annexin Ⅴ-FITC/PI 凋亡检测试剂盒购自美国BD公

司，血管内皮生长因子 （vascular endothelial growth 

factor，VEGF） 检测试剂盒购自美国 R&D 公司。

CO2 孵育箱购自日本 Thermo 公司，Wellscan Mk3
酶标仪购自美国 Thermo 公司，Calibur 流式细胞仪

购自美国 BD 公司，DMI3000 荧光显微镜购自德国

莱卡公司。

1. 2　　细胞培养细胞培养　　 HepG2 细胞采用 DMEM 高糖培

养基 （含 10% 灭活胎牛血清和 1% 青霉素-链霉素）

置于 37℃、5% CO2孵箱中培养，待细胞达到 90%
覆盖率时进行传代培养。

1. 3　　MTT 法检测不同剂量阿帕替尼处理和不同剂法检测不同剂量阿帕替尼处理和不同剂

量量 X 射线照射后各组细胞增殖抑制率射线照射后各组细胞增殖抑制率　　收集对数生

长期细胞并调整为 5×103 mL-1密度的单细胞悬液，

接种于 96 孔培养板中。待细胞贴壁后加入 DMEM
培养基配制的阿帕替尼，使其终浓度分别为 0、 1、
2、 4、 8、 16 和 32 μmol·L-1；照射条件：使用直

线加速器照射，放射源为 6MV-X 射线，源皮距

100 cm，照射剂量分别为 0、1、2、4和 8 Gy。采用

MTT 法检测 490 nm 波长处各组细胞吸光度 （A）

值，计算细胞增殖抑制率。细胞增殖抑制率= （对

照组 A 值－实验组 A 值） /对照组 A 值×100%，并

计算 20% 抑制浓度 （20% inhibitory concentration，
IC20），并以 IC20 作为阿帕替尼浓度进行后续试验。

HepG2 细胞分为对照组、阿帕替尼组、不同剂量

（1、 2 和 4 Gy） 放疗组和联合组 （阿帕替尼+1、
2 和 4 Gy 放疗组），计算各组细胞增殖抑制率，确

定后续实验放疗剂量。

1. 4　　流式细胞术检测各组细胞凋亡率流式细胞术检测各组细胞凋亡率　　HepG2 细
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胞分为对照组、阿帕替尼组、放疗组和联合组，培

养 48 h 后收集各组对数生长期细胞，PBS 缓冲 液

洗涤 2 次后，加入 AnnexinⅤ-FITC 和 PI 各 5 μL，

室 温 避 光 孵 育 15 min， 上 机 前 加 入 1×Binding 
Buffer 400 μL， 1 h 内采用流式细胞术检测各组

细胞凋亡率，收集 20 000 个细胞进行分析。根据

检 测 结 果 将 染 色 细 胞 定 义 为 早 期 凋 亡 细 胞

（Annexin Ⅴ +/PI- ） 和 晚 期 凋 亡 细 胞

（Annexin Ⅴ +/PI+），计算各组细胞凋亡率。细

胞凋亡率=早期细胞凋亡率+晚期细胞凋亡率。

1. 5　　细胞划痕试验检测各组细胞迁移率细胞划痕试验检测各组细胞迁移率　　细胞分

组见“1. 4”。采用含 0. 5% 血清培养基培养各组细

胞，在 6孔细胞培养板中采用 10 μL 吸头划 1条垂直

线，PBS 缓冲液清洗未贴壁细胞。在倒置显微镜下

分别记录 0 和 24 h 的细胞迁移距离，计算各组细胞

迁移率。细胞迁移率= （0 h 划痕宽度− 24 h 划痕

宽度） /0 h 划痕宽度×100%。实验重复 3 次。

1. 6　　 酶 联 免 疫 吸 附 试 验酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （（enzymelinked 

immunosorbent assay，，ELISA））法检测各组细胞培法检测各组细胞培

养上清中养上清中 VEGF水平水平　　细胞分组见“1. 4”。在已包被

的反应孔中加入稀释后待检样品及标准品各 50 μL，

37 ℃孵育 1 h。采用洗涤液清洗 2 次。在各反应孔

中分别加入新配制的酶标抗体 100 μL，37 ℃孵育

30 min，50 μL 底物液显色，孵育 20 min 后加入终

止液，立即在酶标仪中检测 450 nm 波长处 A 值，

并绘制标准曲线，计算 VEGF 水平。

1. 7　　统计学分析统计学分析　　采用 SPSS17. 0 统计软件进行

统计学分析，采 Graph Prism 5. 0 软件根据数据制

图。各组细胞增殖抑制率、细胞凋亡率、细胞迁移

率和细胞培养上清中 VEGF 水平经正态性检验均

符合正态分布，以 x±s表示，多组间样本均数比较

采用单因素方差分析，组间样本均数两两比较采用

LSD-t检验。以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　各组细胞增殖抑制率各组细胞增殖抑制率　　不同浓度 （0、1、2、
4、8、16 和 32 μmol·L-1） 阿帕替尼作用 HepG2 细

胞 48 h 后，与 0 μmol·L-1 阿帕替尼组比较，2、4、
8、16 和 32 μmol·L-1阿帕替尼组细胞活性呈剂量依

赖性降低 （P<0. 01）（图 1A）。为了确定放疗对

HepG2细胞最佳抑制剂量，分别给予 0、1、2、4和

8 Gy X 射线单次照射，与 0 Gy放疗组比较，2、4和

8 Gy放疗组细胞活性呈剂量依赖性降低 （P<0. 01）
（图 1B）。48 h时阿帕替尼的 IC20值为 1. 32 μmol·L-1，

以该浓度联合不同剂量 （1、2 和 4 Gy） 放疗进行

联合处理，结果显示：阿帕替尼联合 2 Gy 放疗组

细胞增殖抑制率明显高于阿帕替尼组和 2 Gy 放疗

组 （P<0. 05 或 P<0. 01），故以 2 Gy 为后续实验

的放疗剂量 （图 1C）。

2. 2 各组细胞凋亡率各组细胞凋亡率  处理 HepG2 细胞 48 h 后，

对照组、阿帕替尼组、放疗组和联合组细胞凋亡率

分 别 为 （2. 54±0. 62） % 、（3. 78±0. 91） % 、

（3. 12±0. 55） %和 （12. 51±3. 74） %，各组间细

胞凋亡率比较差异有统计学意义 （F=16. 64，P<
0. 05）。与对照组比较，阿帕替尼组和放疗组细胞

凋亡率差异无统计学意义 （P>0. 05），联合组细

胞凋亡率升高 （P<0. 05）。见图 2。
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A： Effects of different  concentrations of  apatinib on HepG2 cell proliferation（*P<0.01 vs 0 μmol·L-1 apatinib group）； B： Inhibitory effects 
of X-ray with different doses on HepG2 cells（*P<0.01 vs 0 Gy radiotherapy group）； C： Inhibitory effects of apatinib combined with X-ray 
with different doses on HepG2 cell proliferation （*P<0.01 vs apatinib group；△P<0.05 vs 2 Gy radiotherapy group）.

图图 1　阿帕替尼和放疗对　阿帕替尼和放疗对 HepG2 细胞增殖的抑制作用细胞增殖的抑制作用

Fig. 1　　Inhibitory effects of apatinib and radiotherapy on proliferation of HepG2 cells
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2. 3　　各组细胞迁移率各组细胞迁移率　　细胞划痕实验结果显示：

各 组 细 胞 迁 移 率 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 （F=
29. 10，P<0. 05）。与对照组 （59. 33%±6. 02%）

比较，阿帕替尼组、放疗组和联合组细胞迁移率

（35. 67%±4. 51%、36. 33%±4. 04% 和 22. 33%± 
4. 93%） 降低 （P<0. 05）；与阿帕替尼和放疗组

比 较， 联 合 组 细 胞 迁 移 率 降 低 （P < 0. 05）。

见图 3。

2. 4　　各组细胞培养上清中各组细胞培养上清中 VEGF 水平水平　　各组细胞

培养上清中 VEGF水平比较差异有统计学意义（F=
17. 78，P<0. 01）。与对照组比较，阿帕替尼组和

联 合 组 细 胞 培 养 上 清 中 VEGF 水 平 降 低 （P<

0. 05），放疗组细胞培养上清中 VEGF 水平差异无

统计学意义 （P>0. 05）；与阿帕替尼和放疗组比

较，联合组细胞培养上清中 VEGF 水平降低 （P<
0. 05）。见表 1。

3 讨  论  

放疗作为 HCC 重要的局部治疗手段之一，与

靶向治疗和免疫治疗等多种治疗方法联合，可改善

HCC 患者的预后。目前获批一线治疗 HCC 的靶向

药物仅有索拉非尼和仑伐替尼，且临床疗效受限于

多种因素。阿帕替尼作为我国自主研发的新型小分

子 抗 血 管 生 成 的 酪 氨 酸 激 酶 抑 制 剂 （tyrosine 
kinase inhibitors，TKI），可高度选择性结合并抑制
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A：Control group； B：Apatinib group；C： Radiotherapy group； D： Combination group.
图图 2　流式细胞术检测各组细胞凋亡率　流式细胞术检测各组细胞凋亡率

Fig. 2　　Apoptotic rates of cells in various groups detected by flow cytometry

A B C D

E F G H

A-D： 0 h； E-H： 24 h； A，E：Control group； B，F：Apatinib group；C，G： Radiotherapy group； D，H： Combination group.
图图 3　细胞划痕实验检测各组细胞迁移情况　细胞划痕实验检测各组细胞迁移情况（（×200））

Fig. 3　　Migration of cells in various groups detected by cell wound assay （（×200））

表表 1　　各组细胞培养上清中各组细胞培养上清中 VEGF 水平水平

TabTab..   11　　Levels of VEGF in cell supernatant in various groupsLevels of VEGF in cell supernatant in various groups

[n=3,-x±s,ρB/(ng·L－1)]

Group
Control
Apatinib
Radiotherapy
Combination

VEGF
643.667±90.666
416.666±61.592*

617.666±70.946
287.667±48.439*△#

*P<0.05 compared with control group；△P<0.05 compared 
apatinib group； #P<0.05 compared with radiotherapy group.
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血管内皮细胞生长因子受体 2 （vascular endothelial 
growth factor receptor 2，VEGFR2），进而抑制肿

瘤血管生成和肿瘤细胞生长［5］。近年来研究［6-7］ 显

示：放疗与抗血管生成药物具有协同作用，能够提

高抗肿瘤效果，抗血管生成药物可抑制肿瘤血管生

成，促进肿瘤血管正常化，改善肿瘤乏氧，而乏氧

是放疗抵抗最重要的因素，因此推测两者之间可能

存在协同效应。研究［8-10］显示：阿帕替尼可延长晚

期胃癌和肝癌患者的总生存期，且能增强食管癌和

宫颈癌的放疗敏感性。LIANG 等［11］研究显示：立

体定向消融放疗 （stereotactic ablative radiotherapy，
SABR） 联合阿帕替尼可通过逆转肺癌免疫抑制，

改善肿瘤微环境，有效引发 SABR 诱导的远隔效

应。因此抗血管药物与放疗联合可能成为肝癌治疗

的新方案之一，但联合作用的机制复杂，涉及肿瘤

细胞本身及氧供状态、基质和血管等肿瘤微环境。

一项Ⅲ期临床试验研究［12］ 显示：阿帕替尼可

明显改善接受过治疗的晚期 HCC 患者的总生存期，

且安全性可控。阿帕替尼联合放疗在肝癌治疗中可

能具有协同增敏作用。研究［2-4］ 显示：阿帕替尼联

合 调 强 放 疗 治 疗 不 可 切 除/经 肝 动 脉 化 疗 栓 塞

（transcatheter arterial chemoembolization， TACE）
疗效不佳的 HCC 患者具有明显效果。在阿帕替尼

联合调强放疗治疗不可切除 HCC 患者的Ⅰ期临床

试验［2］中采用 3+3剂量递增设计，推荐采用阿帕替

尼 250 mg 联合调强适形放疗 （intensity-modulated 
radiation therapy， IMRT） 治疗不可切除 HCC。在

阿帕替尼联合 IMRT 治疗不可切除 HCC 的探索性

临床试验［3］ 中，评价了联合治疗方案的临床疗效

和安全性，HCC 患者 6 和 12 个月的总生存率分别

为 96. 7% 和 66. 2%， 客 观 缓 解 率 （objective 
response rate， ORR） 和 疾 病 控 制 率 （disease 
control rate，DCR） 分别为 15. 1% 和 81. 8%，3~ 
4 级肝脏不良反应发生率为 12. 1%，无放射性肝病

和 5 级毒性，表明阿帕替尼联合 IMRT 可改善 HCC
患者的无进展生存 （progression free survival，PFS）
率和 DCR，安全性可接受。QIN 等［12］ 研究证实：

IMRT 联合阿帕替尼具有良好的疗效和耐受安全

性，是 TACE 疗效不佳的不可切除 HCC 患者的潜

在治疗选择。目前也有学者开始关注放疗和阿帕替

尼联合免疫治疗对 HCC 并发门静脉癌栓患者的有

效性和安全性［13］。一项前瞻性多中心研究正在进

行中［14］，该研究将首次评估 SABR 和阿帕替尼联

合卡瑞丽珠单抗治疗 HCC 的有效性和安全性，其

结果可能为肝癌建立一个新的标准一线治疗方案。

本研究结果显示：阿帕替尼可呈剂量依赖性抑

制肝癌 HepG2 细胞增殖，与姜增凯等［15］研究结论

一致，其研究证实阿帕替尼可通过多种信号通路抑

制肝癌细胞的增殖，本研究证实阿帕替尼联合放疗

对 HepG2 细胞增殖的抑制作用更明显。

抗血管生成药物已被证明与放疗有协同作用，

其作用机制为：抗血管生成药物可能抑制放疗引起

的新血管形成；血管内皮生长因子受体 （vascular 
endothelial growth factor receptor， VEGFR） 抑 制

剂可抑制 VEGF，通过增强树突状细胞程序性死亡 1
的表达，减弱放疗引起的热沉效应［16］。阿帕替尼

主要通过阻断 VEGF 和磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激

酶 B （ phosphatidylinositide 3-kinases/protein 
kinase B，PI3K/AKT） 信号通路抑制肝癌细胞的

迁移、侵袭和血管生成［17］。本研究结果表明：阿

帕 替 尼 （1. 32 μmol·L-1） 或 放 疗 （2 Gy） 对

HepG2 细胞凋亡无明显影响，但联合作用后细胞

凋亡率升高，与殷亮等［18］ 对结肠癌细胞的研究结

论部分一致，同时阿帕替尼联合放疗可明显降低细

胞迁移能力，与 HSU 等［19］和 MEIJER 等［20］在头颈

部肿瘤中的研究结果一致。研究［21］ 显示：阿帕替

尼 对 肝 癌 细 胞 的 抑 制 作 用 与 VEGF 表 达 有 关 。

HCC 是一种典型的 VEGFR 高表达的高血管性肿

瘤，肿瘤血管生成提供了肿瘤发生、发展和转移所

需的营养和氧气［22］， VEGF 和基质金属蛋白酶

（matrix metalloproteinases，MMPs） 表达可促进肿

瘤血管生成、生长和转移［23］，既往研究［24］ 表明：

VEGF 信号通路促进内皮细胞中 MMPs 激活。因

此推测阿帕替尼联合放疗对肝癌 HepG2 细胞的体

外协同增敏作用可能与 VEGF 分泌被抑制有关。

CHEN 等［25］ 研究表明：阿帕替尼对上皮间质转化  
（epithelial-mesenchymal transition， EMT） 和肿瘤

发 生 的 抑 制 作 用 可 能 与 细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶

（extracellular regulated protein kinases，ERK）-VEGF/ 
基 质 金 属 蛋 白 酶 9 （matrix metalloproteinases 9，
MMP9） 信号通路有关。目前已有研究［26］ 证实了

上述观点。此外，有研究［27-28］ 显示：阿帕替尼在

HCC 中具有放疗增敏剂的作用，而 PI3K/AKT 信

号通路在介导阿帕替尼的放疗增敏中起关键作用。

  综上所述，阿帕替尼联合放疗在体外可明显抑

制肝癌 HepG2 细胞增殖和迁移，并诱导细胞凋亡，
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其作用机制可能与抑制细胞 VEGF 分泌有关。
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