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摘要: 目的 研究索拉非尼联合塞来昔布在体外对胆管癌细胞株 SK － ChA － 1 增殖的影响。方法 体外培养人胆管癌细胞株

SK － ChA － 1，通过 MTT 法检测索拉非尼单用或与塞来昔布联用时对胆管癌细胞株增殖的抑制作用，Western Blot 分析索拉非尼单

用或与塞来昔布联用时对胆管癌细胞株内多聚 ADP 核糖聚合酶( PARP) 蛋白表达的影响。结果 索拉非尼抑制胆管癌细胞株 SK
－ ChA － 1 的增殖并诱导细胞凋亡。索拉非尼联合塞来昔布协同抑制胆管癌细胞株 SK － ChA － 1 的增殖。塞来昔布使索拉非尼诱

导的胆管癌细胞株 SK － ChA － 1 的凋亡增加。结论 索拉非尼联合塞来昔布能协同抑制胆管癌细胞株 SK － ChA － 1 的增殖，这与

塞来昔布使索拉非尼诱导的细胞凋亡增加有关。
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Effect of sorafenib and celecoxib combination therapy on proliferation of the human cholangiocarcinoma cell line SK
－ ChA － 1 in vitro
WAN Yunyan，LI Ling，HUANG Junli，et al． ( Fuzhou General Clinical Medical College of Fujian Medical University，Fuzhou 350025，China)

Abstract: Objective To investigate the effect of sorafenib and celecoxib combination therapy on proliferation of human cholangiocarcinoma
( CC) cells，using the cultured SK － ChA － 1 cell line． Methods Inhibition of SK － ChA － 1 cell proliferation by sorafenib alone and in
combination with celecoxib was studied in vitro using the MTT assay． The anti － neoplastic mechanisms of sorafenib alone and in combination
with celecoxib were assessed by Western blot detection of changes in the caspase cleavage substrate poly ADP － ribose polymerase ( PARP) ．
Results SK － ChA － 1 cells treated with sorafenib alone showed a dose － dependent growth inhibition and degradation of PARP． Combina-
tion treatment with sorafenib and celecoxib synergistically increased the growth inhibition effects and enhanced the degradation of PARP．
Conclusion Combination treatment with sorafenib and celecoxib results in a synergistic anti － proliferative effect in the human CC cell line
SK － ChA － 1; the addition of celecoxib enhances sorafenib － induced apoptosis．
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索拉非尼能抑制胆管癌细胞的增殖［1 － 3］，但Ⅱ期

临床试验却发现索拉非尼单用的疗效有限［4 － 5］。最

近有文献报道: 索拉非尼联合塞来昔布在体外能协同

抑制肝癌细胞的增殖［6］，但索拉非尼联合塞来昔布抗

胆管癌的作用尚未见报道。本实验以胆管癌细胞株

SK － Cha － 1 为研究对象，探讨索拉非尼联合塞来昔

布在体外对胆管癌细胞增殖的影响，以期为临床联合

用药提供理论依据。
1 材料与方法
1． 1 材料 人胆管癌细胞株 SK － ChA － 1，由美国伯

明翰阿拉巴马大学陈亚兵教授惠赠。索拉非尼由拜

耳公司惠赠，塞来昔布购自美国辉瑞制药有限责任公

司，均用 DMSO 溶解后贮存于 － 20℃ 备用，每次实验

前用新鲜培养液按一定比例稀释到所需浓度，并使得

DMSO 的最终浓度不超过 0． 1% ; 甲基噻唑基 四 唑

( MTT) 购自美国 Amresco 公司; DMSO 和 β － actin 抗

体购自美国 Sigma 公司; 多聚 ADP 核糖聚合酶( poly
ADP － ribose polymerase，PARP) 抗体购自美国 Santa
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Cruz 公司; Anti －mouse IgG －HRP 购自美国 Pierce 公司。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 细胞培养 细胞培养在含 10% 胎牛血清、
100 U /ml青霉素和 100 μg /ml 链霉素的RPMI 1640 培养

液中，置于 37℃、5%CO2 饱和湿度环境的培养箱中培养。
1． 2． 2 MTT比色法 将对数生长期的细胞接种于 96
孔板( 6000 /孔) ，放入 37℃、5%CO2 培养箱中过夜，第 2
d 贴壁后弃去培养液，加入含不同浓度索拉非尼( 0、1、
2． 5、5、7． 5、10、15 μmol /L) 或塞来昔布( 40、50 μmol /L)

的培养液，每个浓度 3 个复孔，终体积 200 μl /孔，另外

设两孔作为空白对照组( 不含细胞的 RPMI 1640 培养

液) ，边缘孔用 PBS 填充。分别继续培养 24、48、72 h 后

每孔移除 100 μl 培养基，加入 10 μl MTT( 5 mg /ml) ，在

37℃、5%CO2 培养箱中继续孵育 4 h 后，每孔加 100 μl
10%SDS －0． 01 M HCl 的裂解液温育过夜并检测 560 nm
处各孔的吸光度( OD) 值，以空白对照组调零。细胞存活

率 =实验组 OD 值 /对照组 OD 值 ×100% ; 细胞抑制率 =
100% －细胞存活率。
1． 2． 3 Western Blot分析 不同浓度的索拉非尼( 0、
2． 5、5、7． 5、10、15 μmol /L) 单独或与 50 μmol /L 塞来

昔布联合处理细胞 24 h 后，收获所有细胞，冰上裂解

20 min，于 4℃以 13 000 × g 的速度离心 30 min，收集

上清，BCA 蛋白分析试剂盒测定蛋白浓度。取 40 μg
蛋白 /孔上样，12% SDS － PAGE 电泳分离蛋白。将分

离后的蛋白转移到 NC 膜上，0． 5%脱脂奶粉封闭液室

温封闭1 h，加入相应的一抗溶液，室温孵育 2 h; PBST
洗 3 次，加入相应的1∶ 10 000 的二抗溶液，室温孵育1 h;

PBST 洗 3 次，双蒸水漂洗，增强型化学发光剂孵育后曝

光显影。Western Blot 分析均以 β － actin 为内参，所用一

抗浓度如下: PARP 抗体( 浓度 1∶ 1000) ，β － actin 抗体

( 浓度 1∶ 2000) 。
1． 3 统计学方法 用 SPSS 11． 0 对数据进行统计分

析，数据以均数 ± 标准差表示( x ± s) ; 组间比较采用

单因素方差分析( One － Way ANOVA) ，两两比较采用

LSD － t 检验，P ＜ 0． 05 为差异具有统计学意义。协同

性分析用金正均 q 值法判断，q = EA + B ( 实测合并效

应) / EA + EB － EA × EB ( 预期合并效应) ，其中 EA、EB

为单独用药时细胞生长抑制率，EA + B为联合用药的实

际细胞生长抑制率。q ＜ 0. 85 则判断为拮抗作用;

0. 85≤q ＜ 1． 15 则判断为相加作用; q≥1． 15 则判断为

协同作用。所有实验均至少重复 3 次。

2 结果

2． 1 索拉非尼联合塞来昔布协同抑制胆管癌细胞株
SK － ChA －1 的增殖
2． 1． 1 索拉非尼抑制胆管癌细胞株 SK － ChA － 1 的
增殖 将 0、1、2． 5、5、7． 5、10、15 μmol /L 的索拉非尼

分别与胆管癌细胞株 SK － ChA － 1 共孵育 24、48、72
h，MTT 法分析显示索拉非尼能抑制胆管癌细胞株 SK
－ ChA － 1 的增殖，其 24、48、72 h 的半数抑制浓度

( 50% concentration of inhibition，IC50) 分别为( 16． 1 ±
1． 7) 、( 9． 1 ± 1． 1) 、( 6． 5 ± 0． 7) μmol /L，差异具有统计

学意义( F =48． 37，P ＜ 0． 01，组间两两比较 P ＜ 0． 05) ，

即索拉非尼对胆管癌细胞株 SK － ChA － 1 的生长抑制

具有时间依赖性。同时索拉非尼对胆管癌细胞株 SK －
ChA －1 的生长抑制还具有浓度依赖性。当索拉非尼

浓度≥2． 5 μmol /L 时，相同浓度不同时间点的抑制率

比较，F =6． 3 ～68． 4，P 值均 ＜0． 05( 图 1) 。

图 1 索拉非尼抑制胆管癌细胞株 SK － ChA － 1 的增殖

2． 1． 2 索拉非尼联合塞来昔布协同抑制胆管癌细胞
株 SK － ChA －1 的增殖 分别将 40、50 μmol /L 的塞

来昔布与不同浓度梯度的索拉非尼共同处理细胞株

48 h，MTT 法分析显示塞来昔布能增强索拉非尼对胆

管癌细胞株 SK － ChA － 1 的生长抑制，最大抑制率可

以由 80． 6%增加到 97%。同塞来昔布联用时，其 48 h 的

IC50 值分别降为( 6． 1 ±1． 0)、( 4． 6 ±0． 6) μmol /L，同索拉

非尼单用时比较差异具有统计学意义( F = 19． 13，P ＜
0. 05; 联用与单用相比，P 均 ＜0．05) ( 图 2)。

为进一步分析索拉非尼和塞来昔布是否具有协同抗

瘤活性，计算了不同剂量联合用药时的 q 值，40 μmol /L
的塞来昔布和索拉非尼联合时主要表现为相加作用，而
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50 μmol /L 的塞来昔布和索拉非尼联用时出现明显的协

同作用( 表 1)。

图 2 索拉非尼联合塞来昔布协同抑制胆管癌细胞株 SK －
ChA － 1 的增殖

表 1 各种浓度的索拉非尼和不同浓度的

塞来昔布联用时的 q 值

细胞株
塞来昔布

( μΜ)

和不同浓度索拉非尼( μmol /L) 联用时的 q 值

1． 0 2． 5 5． 0 7． 5 10 15

SK －ChA －1
40
50

1． 03
0． 98

1． 00
1． 17

1． 22
1． 41

1． 17
1． 42

1． 06
1． 18

1． 06
1． 16

2． 2 塞来昔布使索拉非尼诱导的胆管癌细胞株 SK
－ ChA －1 的凋亡程度增加 为了明确索拉非尼单用

或联合应用时其抗增殖活性是否与诱导细胞凋亡有

关，用免疫印迹法分析了细胞内 PARP 的水平及其降

解程 度。PARP 是 细 胞 凋 亡 核 心 成 员 胱 天 蛋 白 酶

( caspase) 的切割底物，其降解产物可作为细胞凋亡的

标志。将 0、2． 5、5、7． 5、10、15 μmol /L 的索拉非尼单

用或与 50 μmol /L 的塞来昔布联合应用处理胆管癌

细胞 24 h，免疫印迹分析发现索拉非尼能诱导胆管癌

细胞 株 SK － ChA － 1 凋 亡 并 具 有 浓 度 依 赖 性，50
μmol /L 塞来昔布单独处理胆管癌细胞 24 h 并不诱导

细胞凋亡，但联合用药时能使索拉非尼诱导的细胞凋

亡程度增加( 图 3) 。

图 3 塞来昔布使索拉非尼诱导的胆管癌细胞株 SK － ChA － 1
的凋亡程度增加

3 讨论

胆管细胞癌是一种高度恶性的胆道系统肿瘤，对

常规化疗不敏感，预后差，根治性手术切除和肝移植

是目前唯一有效的治愈方法［7 － 8］。但多数患者就诊

时已处于晚期，仅 20% ～30%的患者适合行根治性手

术治疗［9］。即使进行了根治性切除，目前也无有效的

手段预防术后的复发和转移，因此为了提高生存率，

寻找新的有效的化疗药物迫在眉睫。
索拉非尼是一种口服多激酶抑制剂，能抑制 Raf －

1、B － Raf、B － Raf V600E、VEGFR － 1、VEGFR － 2、
VEGFR －3、PDGFR － h、Flt －3 和 c － Kit 等多种激酶活

性，已被美国食品及药物管理局( FDA) 批准用于晚期

肾癌及肝癌的治疗［10］。在临床前试验中发现: 索拉非

尼也具有抗胆管细胞癌的活性，索拉非尼能抑制 Raf 激

酶活性，通过诱导细胞凋亡或阻抑细胞周期来抑制胆管

癌细胞的增殖，同时索拉非尼还能抑制血管内皮生长因

子受体( VEGFR) 和血小板衍生生长因子受体( PDG-
FR) ，影响肿瘤新生血管的形成，索拉非尼对胆管癌裸

鼠移植瘤淋巴管的生成也有抑制作用［1 － 3，11］。本研究

也证实: 索拉非尼在体外能抑制胆管细胞癌的增殖并具

有的时间依赖性和浓度依赖性，索拉非尼能通过诱导细

胞凋亡抑制胆管癌细胞的增殖。但近期国外的两个Ⅱ
期临床试验却发现: 索拉非尼单用在晚期胆管癌患者的

疗效有限［4 － 5］，这可能与胆管癌多为乏血供肿瘤，病灶

内难以达到有效血药浓度有关，而联合用药可以提高药

物的敏感性，减少耐药，不过由于胆管癌患者多合并有

梗阻性黄疸，肝功能不良，一般情况差，索拉非尼与常规

化疗药物联用可能并不能使患者获益，以索拉非尼为基

础的联合靶向治疗可能成为未来的方向。
最近有文献报道，口服塞来昔布能延长胆管癌患

者的生存时间，服药期间未发现严重的不良反应［12］。
塞来昔布是一种选择性环氧化酶 2 ( cyclooxygenase －
2，cox － 2) 抑制剂，cox － 2 与胆管癌的发生密切相关，

cox － 2 的异常表达使细胞内前列腺素 E2 ( prostaglan-
din E2，PGE2 ) 的合成增加，进而刺激胆管癌细胞增

殖，抑制其凋亡［13］; 同时高浓度的 PGE2 还促使细胞

内 MMP9 的表达上调，有利于胆管癌细胞的侵袭［14］。
塞来昔布能抑制 cox － 2 的活性，减少细胞内 PGE2 的

合成，诱导细胞凋亡［15］。不过最近研究发现塞来昔

布诱导胆管癌细胞凋亡的浓度远远高于抑制 PGE2 合

成所需的浓度，塞来昔布可能通过 cox － 2 非依赖途径

07 万云燕，等． 索拉非尼联合塞来昔布对胆管癌细胞株 SK － ChA －1 增殖的影响



抑制胆管癌细胞增殖［16 － 17］。塞来昔布也可增强多种

化疗药物对肿瘤的杀伤作用［12］，最近研究发现塞来

昔布在体外能增强索拉非尼抗肝细胞癌的活性［6］，因

此在本试验中，研究了塞来昔布是否也能增强索拉非

尼抗胆管细胞癌的活性。本研究发现: 塞来昔布与索

拉非尼联合对胆管细胞癌具有协同抗瘤活性，塞来昔

布和索拉非尼联用时进一步抑制了胆管癌细胞的增

殖，较低浓度的塞来昔布和索拉非尼联用主要表现为

相加作用，大剂量的塞来昔布和索拉非尼联用时表现

出明显的协同作用，这种协同抗增殖活性与细胞凋亡

进一步增加有关。塞来昔布可能通过抑制 STAT3 的

磷酸化，下调 Mcl － 1 的表达来诱导细胞凋亡［6］; 塞来

昔布也可能通过抑制 AKT 的磷酸化，促进 caspase － 9
和 caspase － 3 活化，激活内源性凋亡途径促进细胞进

一步凋亡［16 － 17］。本研究发现: 尽管大剂量的塞来昔

布和索拉非尼联用时表现协同作用，但临床口服用药

可能很难达到细胞试验所需剂量，不过最近有一例索

拉非 尼 肝 动 脉 灌 注 化 疗 成 功 应 用 于 胆 管 癌 的 报

道［18］，因此索拉非尼联合塞来昔布的肝动脉灌注化

疗可能为胆管癌的治疗带来新的希望。
综上所述，索拉非尼和塞来昔布在体外能协同抑

制胆管癌细胞的增殖，这种协同抗瘤活性与塞来昔布

使索拉非尼诱导的细胞凋亡增加有关，相关分子机制

有待进一步研究。索拉非尼联合塞来昔布的肝动脉

灌注化疗可能为胆管癌的治疗带来新的希望，但尚需

进一步行临床前动物实验。
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