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摘要　 目的　 研究索拉非尼对人 ＲＫＯ 肠癌细胞增殖、周期

及凋亡的影响。 方法 　 将人肠癌 ＲＫＯ 细胞给予不同浓度

（０. ５、１. ０、５. ０、１０. ０、２０. ０、４０. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的索拉非尼处理，
ＭＴＴ 法检测索拉非尼对 ＲＫＯ 细胞增殖的抑制作用，确定半

数抑制浓度（ ＩＣ５０ ），设为实验组。 对照组为二甲基亚砜处

理。 针对两组细胞，通过细胞克隆形成平板法检测增殖能

力，流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期变化，同时通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞内凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃８
和 ＰＡＲＰ 的表达水平。 结果　 索拉非尼对 ＲＫＯ 细胞增殖有

抑制作用，并呈浓度依赖关系，索拉非尼对 ＲＫＯ 细胞株作用

的 ＩＣ５０ 为 １０. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 与对照组比较，索拉非尼 （１０. ０
μｍｏｌ ／ Ｌ）可以抑制 ＲＫＯ 细胞克隆形成能力（Ｐ ＜ ０. ００１），并
提高细胞凋亡率［（３２. ５３ ± ６. ６４）％ ｖｓ（４. ４７ ± ２. ０９）％ ，Ｐ ＜
０. ０１）］，影响细胞周期 （ Ｐ ＜ ０. ０１ ），促进凋亡相关蛋白

ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 和 ＰＡＲＰ 的表达水平（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论

　 索拉非尼具有抑制人肠癌 ＲＫＯ 细胞的增殖能力，其机制

可能和促进 ＲＫＯ 细胞凋亡、影响细胞周期有关。
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　 　 结肠癌是全球第三大常见肿瘤，随着居民生活

水平的提高及饮食习惯的改变，其国内发病率排在

恶性肿瘤和致死因素的第四位，且正逐步攀升［１］。
目前治疗结肠癌的手段主要为手术切除、放化疗、中
医治疗和靶向治疗。 手术和放化疗对进展期的结肠

癌治疗效果不理想，而靶向治疗逐渐成为治疗结肠

癌的热点［２］。 索拉非尼是一种多激酶抑制剂，其主

要通过受体酪氨酸激酶抑制肿瘤生长和血管生成，

是晚期肝细胞癌患者为数不多的全身治疗方

案［３ － ４］。 研究［５］ 表明索拉非尼可通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／
ｍＴＯＲ 信号通，抑制肝癌细胞的增殖。 该研究探究

索拉非尼对人结肠癌 ＲＫＯ 细胞的增殖抑制作用及

其可能作用机制，为将来临床采用索拉非尼治疗结

肠癌提供一定的参考价值。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 人结肠癌 ＲＫＯ 细胞购自中国科学院细

胞库， ＤＭＥＭ 及胎牛血清 ＦＢＳ 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司，凋亡检测试剂盒购自美国 ＢＤ Ｐｈａｒｍｉｎ⁃
ｇｅｎ 公司，ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃８、ＰＡＲＰ 和 ＧＡＤＰＨ 一

抗抗体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，索
拉非尼片购自国药集团化学试剂有限公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 ＭＴＴ 增殖检测　 将人肠癌 ＲＫＯ 细胞稳定培

养后消化、传代，９６ 孔板中每孔中加入 １ × １０４ 个 ／
ｍｌ 人肠癌 ＲＫＯ 细胞悬浊液 ２００ μｌ。 贴壁后，更换

完全培养基，添加不同浓度 （０. ５、１. ０、５. ０、１０. ０、
２０. ０、４０. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）索拉非尼，对照组为二甲基亚砜

处理。 培养 ４８ ｈ 后，ＭＴＴ 法测定 ４９０ ｎｍ 吸光度值。
取索拉非尼的半数抑制浓度（ ｔｈｅ ｈａｌｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）组为实验组。
１． ２． ２　 细胞克隆形成　 针对上述对照组及实验组

处理细胞，于 ６ 孔板中每孔中加入１ ５００个人肠癌

ＲＫＯ 细胞，培养 １０ ｄ 后，弃去上清液，４％ 多聚甲醛

固定，结晶紫染色 １５ ｍｉｎ。
１． ２． ３　 流式检测细胞凋亡及细胞周期　 针对实验

组及对照组，用胰蛋白酶法收获细胞。 在 ＦＩＴＣ⁃Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎ Ｖ 和碘化丙啶双重染色后，使用 ＦＩＴＣ⁃Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ 凋亡检测试剂盒，通过流式细胞仪进行细胞凋亡

检测。 使用 ｃｙｃｌｅ ＴＥＳＴ ＰＬＵＳ ＤＮＡ 试剂盒对细胞进

行碘化丙啶染色后，通过流式细胞仪进行细胞周期

检测，并通过 ＦＡＣＳｃａｎ 软件进行分析。
１． ２． ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 和 ＰＡＲＰ 表达　 使用含有蛋白酶抑制剂混

合物的裂解缓冲液裂解细胞，ＢＣＡ 蛋白分析试剂盒

对提取的总蛋白浓度进行定量，１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ凝
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图 １　 不同浓度索拉非尼对结肠癌 ＲＫＯ 细胞增殖的影响

　 　 Ａ：ＭＴＴ 检测 ＲＫＯ 细胞增殖结果；Ｂ：克隆形成实验结果；１：对照组；２：索拉非尼（０. ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）组；３：索拉非尼（１. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）组；４：索拉非尼

（５. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）组；５：索拉非尼（１０. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）组；６：索拉非尼（２０. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）组；７：索拉非尼（４０. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）组；与对照组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１，
∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 索拉非尼对结肠癌细胞 ＲＫＯ 凋亡的影响

胶分离等量的总蛋白，然后转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 在

室温下用 ５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ 后，将膜与对应的一

抗抗体（ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 和 ＰＡＲＰ）在 ４ ℃ 孵育

过夜。 辣根过氧化物酶结合山羊抗兔二抗在室温下

以 １ ∶ ５ ０００的稀释度作用 １ ｈ，并且使用 Ｐｉｅｒｃｅ ＥＣＬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹底物检测蛋白质信号。
１． ３　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ １９. ０ 统计软件进行

数据分析，采用 �ｘ ± ｓ 进行统计描述，组间差异比较

采用单因素方差分析，如方差分析结果显示组间差

异有统计学意义，则进一步采用 ｔ 检验进行组间差

异的两两比较。 应用 χ２ 检验分析 ＳＨ３ＢＰ５⁃ＡＳ１ 和

ＴＭ６ＳＦ２ 表达的关系。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 不同浓度索拉非尼对结肠癌 ＲＫＯ 细胞增殖

的影响　 ＭＴＴ 检测 ＲＫＯ 细胞增殖，结果显示索拉

非尼对 ＲＫＯ 细胞具有抑制作用，并呈浓度依赖的关

系（图 １Ａ）。 索拉非尼对 ＲＫＯ 细胞株作用的 ＩＣ５０为

１０. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 克隆形成实验结果显示，索拉非尼

（１０. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 对细胞增殖具有抑制作用 （ Ｐ ＜
０. ００１，图 １Ｂ）。
２． ２　 索拉非尼对结肠癌细胞 ＲＫＯ 凋亡的影响 　
通过 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 法测定两组凋亡率，结果显

示实验组细胞凋亡率为（３２. ５３ ± ６. ６４）％ ，对照组

凋亡率为（４. ４７ ± ２. ０９）％ ，两组比较差异有统计学

意义（Ｐ ＜ ０. ０１，图 ２）。
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图 ３　 索拉非尼对结肠癌细胞 ＲＫＯ 周期的影响

２． ３　 索拉非尼对结肠癌细胞 ＲＫＯ 周期的影响 　
ＰＩ 法检测两组细胞周期，结果显示实验组 ＲＫＯ 细

胞处于 Ｇ１ 期的比例为（５６. ９２ ± ２. ２５）％ ，Ｇ２ 期比例

为（１４. ９４ ± ５. ０１）％ ，Ｓ 期比例为（２８. １４ ± ３. ０４）％ ；
对照组处于 Ｇ１ 期细胞的比例为（２４. ５３ ± １. ７０）％ ，
Ｇ２ 期比例为（３１. ７０ ± ２. ８８）％ ，Ｓ 期比例为（４３. ７７
± １. １９）％ ；ＲＫＯ 的三个细胞时期比例均有变化（Ｐ
＜ ０. ０１，图 ３）。
２． ４　 索拉非尼对结肠癌细胞 ＲＫＯ 凋亡相关蛋白

表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，实验组凋亡关

键蛋白酶 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃８ 表达水平高于对照

组，并且 ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 激活指示蛋白 ＰＡＲＰ 的表达水平

同样高于对照组（Ｐ ＜ ０. ０５，图 ４）。

图 ４　 索拉非尼对结肠癌细胞 ＲＫＯ 凋亡相关蛋白表达的影响

３　 讨论

　 　 结肠癌是病死率最高的三大消化系统肿瘤之

一，确诊病例中约 ５０％ ～ ６０％ 的肿瘤发生转移，预

后很差［６ － ７］。 化疗被认为是结肠癌患者的标准治疗

方法，但化疗的局限性不容忽视，如选择性低、在肿

瘤组织中浓度不足、全身毒性等［８］。 所以挖掘肿瘤

有效治疗靶标具有重要的临床指导价值。
　 　 索拉非尼是一种酪氨酸激酶抑制剂，是美国食

品药品监督管理局于 ２００７ 年批准的首个治疗肝癌

的一线全身治疗药物。 索拉非尼具有多种作用部

位，抑 制 ＶＥＧＦＲ１、 ＶＥＧＦＲ２、 ＶＥＧＦＲ３、 ＰＤＧＦＲ⁃β、
ＲＡＦ 家族激酶［９］。 在具有里程碑意义的临床Ⅲ期

试验中，针对 ６０２ 例肝癌患者，与安慰剂比较，索拉

非尼提高了中位总生存期（１０. ７ 个月 ｖｓ ７. ９ 个月，Ｐ
＜ ０. ００１） ［１０］。 作为一种多功能抑制剂，索拉非尼具

有抑制肿瘤生长、进展、转移、血管生成和下调机制

的潜力，可保护肿瘤不受凋亡的影响。
　 　 Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ［１１］ 证实索拉非尼通过 ＡＴＰ⁃ＡＭＰＫ⁃
ｍＴＯＲ⁃ＳＲＥＢＰ１ 信号通路阻断 ＳＣＤ１ 介导的单不饱

和脂肪酸的合成，从而杀死肝癌细胞。 Ｇｏｕｎｄｅｒ ｅｔ
ａｌ［１２］针对 ８７ 例进行性、症状性或复发性硬纤维瘤患

者，接受索拉非尼（４００ ｍｇ ／片，每天一次）或安慰

剂，在平均 ２７. ２ 个月的随访中，索拉非尼组 ２ 年无

进展生存率为 ８１％ （９５％ ＣＩ 为 ６９％ ～ ９６％ ），安慰

剂组为 ３６％ （９５％ ＣＩ 为 ２２％ ～ ５７％ ）（进展或死亡

危险比为 ０. １３，９５％ ＣＩ 为 ０. ０５ ～ ０. ３１，Ｐ ＜ ０. ００１），
研究表明在进行性、复发性或有症状的硬纤维瘤患

者中，索拉非尼延长无进展生存期并诱导持久反应。
Ｃｏｒｒａｄｏ ｅｔ ａｌ［１３］证实索拉非尼在体内外对甲状腺癌

细胞具有抗增殖和抗血管生成作用。 所以，本研究

尝试探索索拉非尼对人 ＲＫＯ 肠癌细胞的抑制作用

及其可能机制。
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　 　 本研究结果表明，索拉非尼对结肠癌 ＲＫＯ 细胞

有增殖抑制和促凋亡作用，而且随着索拉非尼浓度

增加，对 ＲＫＯ 细胞的抑制效果越明显。 同时发现，
索拉非尼主要是通过增加 ｃａｓｐａｓｅ⁃８、ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 以及

ＰＡＲＰ 的表达来促进结肠癌细胞的凋亡。 在肿瘤

中，常见调节细胞周期机制和频率元件的错乱反映

出异常的细胞周期对肿瘤恶性增殖表型的重要

性［１４］。 长期以来，靶向细胞周期被视为一个潜在的

治疗的靶点，但由于早期细胞周期抑制剂特异性较

低，限制了这种靶向抑制的发展［１５］。 本研究发现索

拉非尼对肠癌细胞 ＲＫＯ 的细胞周期有影响，索拉非

尼处理之后，Ｇ１ 期细胞增多，而 Ｓ 期和 Ｇ２ 期细胞减

少，说明索拉非尼可以将 ＲＫＯ 细胞阻断在 ＤＮＡ 合

成前期，从而抑制细胞增殖。
　 　 综上所述，本研究发现索拉非尼对结肠癌 ＲＫＯ
细胞增殖有抑制作用，而且和使用的浓度呈正相关。
索拉非尼通过促进 ＲＫＯ 细胞的凋亡来抑制结肠癌

细胞的增殖。 同时，本研究还发现索拉非尼会影响

ＲＫＯ 细胞的细胞周期。 这为将来用索拉非尼治疗

结肠癌提供一定的参考价值。
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