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小分子酪氨酸激酶抑制剂安罗替尼对鼻咽癌
细胞的抗肿瘤活性及其机制★
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摘要：目的 探索小分子酪氨酸激酶抑制剂安罗替尼对鼻咽癌细胞的抗肿瘤作用及其潜在机制，为临床应用

安罗替尼治疗鼻咽癌提供可靠的实验证据。方法 通过CCK-8实验和克隆形成实验检测不同剂量梯度安罗替尼

对鼻咽癌细胞6-10B和SUNE-1的细胞活性、增殖能力的影响；通过Transwell和划痕实验分析安罗替尼对鼻咽癌

细胞侵袭及迁移能力的影响；利用流式细胞术检测安罗替尼对鼻咽癌细胞周期及凋亡的影响；采用Western blotting

验证安罗替尼处理后鼻咽癌细胞凋亡相关蛋白的表达变化。结果 在鼻咽癌细胞中加入安罗替尼处理后，6-

10B 实验组和 SUNE-1实验组细胞存活分数降低，细胞集落形成数量明显减少，且呈显著的剂量依赖性，在药物

浓度为 2.0 μmol·L-1时可达到约 50% 的增殖及克隆抑制率（P<0.01）。Western blotting分析发现，安罗替尼可能是

由Erk通路介导线粒体通路激活，促进鼻咽癌细胞凋亡，且以药物浓度达到2.0 μmol·L-1时作用最为明显。凋亡检

测结果证实，2.0 μmol·L-1 安罗替尼处理后的实验组较对照组具有更高的细胞凋亡率，且以早期凋亡为主（P<
0.001）。此外，2.0 μmol·L-1安罗替尼处理后的鼻咽癌细胞发生明显的周期分布改变，6-10B实验组和SUNE-1实

验组均发生G2/M期阻滞，且6-10B实验组作用较为显著（P=0.0004），而SUNE-1实验组的变化无统计学意义（P=
0.0723）。Transwell和划痕实验结果表明，实验组侵袭和迁移能力较对照组相比显著下降（P<0.05）。结论 安罗替

尼可能通过Erk通路介导鼻咽癌细胞6-10B和SUNE-1的凋亡，并抑制其增殖，有望成为治疗鼻咽癌的新型靶向

药物。
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Abstract: Objective To explore the anti-tumor effects of anlotinib, a small molecular tyrosine kinase inhibitor, on na⁃
sopharyngeal carcinoma (NPC) cells and its potential mechanism, and to provide reliable experimental evidence for the clin⁃
ical treatment of NPC with anlotinib. Methods The responses of serial dose gradients of anlotinib on the cell viability and
proliferation of 6-10B and SUNE-1 cell lines were detected by cell proliferation viability assay and colony formation assay.
Then, the downstream pathway proteins in cell lines after anlotinib treatment were visualized by Western blotting. The ef⁃
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fects of promoting apoptosis and inducing cell cycle arrest by anlotinib were confirmed through flow cytometry. The capaci⁃
ty of anlotinib in inhibiting migration and invasion of 6-10B and SUNE-1 cell lines was verified by transwell assay and
wound healing assay. Results After treatment of anlotinib, cell viability and proliferation were inhibited in nasopharyngeal
carcinoma 6-10B and SUNE-1 cell lines in a dose-dependent way, and the inhibition rate was up to 50% when then con⁃
centration of anlotinib was 2 μmol·L-1 (P<0.01). Western blotting results showed that anlotinib might induce the cell apop⁃
tosis by activating the mitochondrial pathway and potentially the Erk pathway, with the highest apoptosis rate when the anlo⁃
tinib concentration up to 2 μmol·L-1. The results of flow cytometry showed that 2 μmol·L-1 anlotinib induced remarkable
cell apoptosis, with early apoptosis predominantly (P<0.001). What's more, the nasopharyngeal carcinoma cells had obvi⁃
ous changes in cycle distribution after treated with 2 μmol·L-1 anlotinib. Both 6-10B and SUNE-1 cells had a G2/M arrest,
and there was a significant difference in 6-10B group (P=0.0004), but no statistical differences in SUNE-1 group (P=
0.0723). By transwell assay and wound healing assay, the significant suppression of invasion and migration in 6-10B and
SUNE-1 was definitude (P<0.05). Conclusion This study indicated that anlotinib promoted the apoptosis and inhibited the
proliferation of nasopharyngeal carcinoma cells 6-10B and SUNE-1 through the Erk pathway. It could be a potential target
drug for nasopharyngeal carcinoma.

Keywords: Anlotinib; Nasopharyngeal carcinoma; Apoptosis

前言

鼻咽癌是常见的头颈部恶性肿瘤，其发病与EB
病毒感染高度相关［1-2］。鼻咽癌具有特殊的种族易

感性和局部地理聚集现象，在全球范围内，鼻咽癌

的发生主要集中在东南亚，尤其是中国华南地

区［1，3］。目前，鼻咽癌的标准治疗方案以放疗为主，

患者 5年总生存率可达 80%以上［4］。尽管放疗和化

疗显著改善了鼻咽癌患者的预后，但小部分初诊晚

期或复发转移患者由于其难治性而表现出高度恶

性，总生存期（overall survival，OS）较短，极大地影响

了患者的预后和生存质量［5］。目前，初治晚期或复

发转移性鼻咽癌的治疗方案仍以化疗为主，但效果

欠佳。因此，亟需新的治疗方式来打破晚期鼻咽癌

疗效不佳的困境。

安罗替尼是一种新型多靶点酪氨酸激酶受体

抑制剂，主要通过抑制血管生成发挥抗肿瘤作用。

临床前研究结果显示，安罗替尼作为多靶点抑制

剂，主要对血管内皮生长因子受体 2（vascular endo⁃
thelial growth factor receptor-2，VEGFR-2），成纤维

细胞生长因子受体1（fibroblast grow factor receptor 1，
FGFR-1）和血小板源性生长因子β（platelet-derived
growth factor-β，PDGF-β）呈现高度选择性抑制作

用［6-7］。此外，安罗替尼还可抑制 PDGFR-α、c-Kit、
Met等其他靶点，具有显著的抗肿瘤活性［8］。在不同

肿瘤的体内和体外实验中，安罗替尼通过不同的作

用机制和下游信号传导通路显示出优越的杀伤肿

瘤的能力，也证实了其作用于多靶点的特性［9-10］。

一项临床试验证明，安罗替尼作为三线治疗可使晚

期非小细胞肺癌患者的无进展生存期（progression-
free survival，PFS）延长3.6个月，OS延长3个月［11］。

越来越多的研究表明，安罗替尼作为抗肿瘤药

物具有良好的应用前景。然而，安罗替尼应用于晚

期鼻咽癌的疗效尚无明确的临床试验研究予以证

实。因此，本研究拟通过体外实验研究探索安罗替

尼对鼻咽癌细胞的抗肿瘤作用及其潜在机制。

1 材料和方法

1.1 细胞及试剂 人 鼻 咽 癌 细 胞 系 6-10B 和

SUNE-1保存于本实验室。RPMI 1640培养基、胎牛

血清、含EDTA的胰酶、青霉素和链霉素均购于美国

Gibco公司；CCK-8试剂盒购于美国 MedChemEx⁃
press公司；Transwell小室购于美国 Corning公司；

BCA蛋白定量试剂盒购于上海碧云天生物技术有

限公司；细胞周期检测试剂盒和细胞凋亡检测试剂

盒购于美国BD公司；β-actin（货号 4967）、PARP（货

号 9532）、Cleaved PARP（货号 5625）、Bcl-2（货号

15071）、Erk（货号 4695）、p-Erk（货号 4370）抗体均

购于美国CST公司。盐酸安罗替尼由中国正大天晴

药业集团服份有限公司惠赠。

1.2 细胞培养 6-10B和 SUNE-1细胞培养于含

10%胎牛血清和 1%青霉素/链霉素的RPMI 1640培
养基中，培养条件为：5% CO2、37 ℃。待细胞融合度

为80%～90%时，用胰酶消化、离心并传代。

1.3 细胞增殖实验 将对数生长期的 6-10B和

SUNE-1细胞消化、离心后，按 3000个/孔的密度均

匀接种于 96孔板，置于孵箱中培养过夜，待细胞贴

壁后，分别加入浓度为 0、0.5、1.0、2.0、4.0 μmol·L-1
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的安罗替尼，每个浓度设置 6个重复孔，置于孵箱中

培养 24 h后，每孔加入 10 μL CCK-8试剂继续孵育

2 h，采用酶标仪检测细胞在 450 nm波长处的吸

光度。

1.4 克隆形成试验 将对数生长期的 6-10B和

SUNE-1细胞按 400个/孔的密度均匀接种于 6孔板，

待细胞贴壁后，弃上清液，加入含 0、0.5、1.0、2.0、4.0
μmol·L-1安罗替尼的培养基，置于孵箱中培养 24 h，
再加入不含安罗替尼的培养基培养 9天，待形成明

显的集落后，弃上清液，用 4%多聚甲醛固定，0.05%
结晶紫染色。

1.5 Transwell实验 将 6-10B和 SUNE-1细胞用

含 0、2.0 μmol·L-1安罗替尼的培养基培养 24 h，消
化，离心，无血清培养基悬浮细胞，按 20 000个/孔的

浓度接种于小室，下室加入 600 μL含 10%胎牛血清

的培养基，置于恒温孵箱中培养 24 h，4%多聚甲醛

室温固定 15 min，0.05%结晶紫染色 15 min，轻轻拭

去小室中未穿膜的细胞，PBS清洗，显微镜下拍照。

1.6 划痕实验 首先在 6孔板背面均匀画 3条横

线，间隔 0.5～1.0 cm。每孔加入 5×105个细胞。将细

胞培养过夜贴壁，待融合度达90%～100%时，用移液

枪头垂直于背面的横线划痕，PBS清洗 2次，加入含

0、2.0 μmol·L-1安罗替尼的无血清培养基，置于恒温

孵箱培养24 h后，取样、拍照。

1.7 细胞周期检测 将对数生长期的 6-10B和

SUNE-1细胞贴壁培养后，加入0、2.0 μmol·L-1安罗替

尼继续培养 24 h，胰酶消化离心后，PBS清洗 2次，加

入预冷的 75%乙醇固定过夜，弃上清液，PBS清洗 1
次，加入PI/RNase染色缓冲液室温避光染色 15 min，
流式细胞仪检测细胞荧光，观察细胞周期的分布。

1.8 细胞凋亡检测 取对数生长期的 6-10B和

SUNE-1细胞接种至 6孔板，将细胞培养过夜贴壁

后，加入 0、2.0 μmol·L-1安罗替尼继续培养 24 h，消
化并收集细胞，PBS清洗 2次，加入Annexin V-FITC
和 PI，室温避光孵育 15 min，流式细胞仪检测细胞

凋亡。

1.9 Western blotting检测凋亡关键蛋白及相关蛋

白的表达 加入 0、1.0、2.0 μmol·L-1安罗替尼处理

24 h后，消化并收集细胞，提取总蛋白，BCA试剂盒

测定蛋白浓度，5× loading buffer将样品稀释至同一

浓度。将等量的细胞蛋白通过 SDS-PAGE凝胶分

离并湿转至 PVDF膜，脱脂牛奶或 BSA封闭 1 h，加
入一抗（1∶1000稀释）4 ℃孵育过夜，TBST洗涤，加

入二抗室温孵育 1 h，TBST洗涤，最后在 PVDF膜上

滴加发光液进行发光检测。

1.10 统计学分析 使用Graphpad prism 8.0进行统

计学分析。计量资料用平均值±标准差（x±s）表示，

组间比较采用 t检验，P<0.05表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 安罗替尼对鼻咽癌细胞生长和增殖的抑制作

用 CCK-8实验结果表明，安罗替尼对鼻咽癌细胞

系 6-10B和 SUNE-1的早期增长具有明显的抑制作

用，且呈剂量依赖性，安罗替尼浓度为 2.0 μmol·L-1
时，可达到约 50%的细胞增殖抑制率（图 1A）。加入

安罗替尼后，6-10B和 SUNE-1细胞集落形成能力

显著下降，且随着浓度的升高，抑制作用越明

显，安罗替尼浓度为 2.0 μmol·L-1时，6-10B实验

组（P<0.0001）和 SUNE-1实验组（P=0.0029）可达到

约50%的克隆形成抑制率（图1B、C）。

2.2 安罗替尼促进鼻咽癌细胞的凋亡 Western
blotting分析结果显示，经安罗替尼处理后，鼻咽癌

细 胞 中 凋 亡 相 关 蛋 白 Blc-2 表 达 水 平 降 低 、

Cleaved PARP表达水平升高，并以 2.0 μmol·L-1安
罗替尼的作用较为显著，可明显抑制 p-Erk蛋白

的表达（P<0.05）（图 2A）。流式细胞术分析进一步

证实，实验组鼻咽癌细胞凋亡率显著增加［6-10B对

照组 vs.实验组：（5.50±0.68）% vs.（25.71±1.48）%（P
<0.0001）；SUNE-1对照组 vs.实验组：（5.72±1.48）%
vs.（32.97 ±4.53）%（P=0.0006）］，并以早期细胞凋

亡率升高为主（图2B-E）。

2.3 安罗替尼对鼻咽癌细胞周期分布的影响 使

用 2.0 μmol·L-1安罗替尼处理后，鼻咽癌细胞出现显

著的细胞周期分布变化，以G2/M期阻滞为主，实验

组G2/M期细胞比例显著高于对照组［6-10B对照组

vs. 实验组：（15.84±0.58）% vs.（26.98±1.70）%（P=
0.0004）；SUNE-1对照组 vs.实验组：（19.93±2.04）%
vs.（27.52± 5.02）%（P=0.0723）］（图3）。

2.4 安罗替尼抑制鼻咽癌细胞侵袭和迁移 根据

克隆形成实验结果，选择克隆形成抑制率约 50%的

2.0 μmol·L-1安罗替尼处理组为实验组，不含安罗替

尼的空白处理组为对照组。划痕实验结果显示，实

验组细胞的迁移率显著低于对照组［6-10B对照组

vs.实验组：（38.14±3.11）% vs.（18.80±8.43）%（P=
0.0203）；SUNE-1对照组 vs.实验组：（38.55±3.26）%
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vs.（25.13±7.37）%（P=0.0408）］（图 4A、B）。经过

24 h培养后，实验组发生侵袭的细胞数显著多于对

照组，差异有统计学意义［6-10B对照组 vs.实验组：

（760.33±57.12） vs. （220.33±68.13）（P=0.0005）；

SUNE-1 对 照 组 vs. 实 验 组 ：（423.33±120.43） vs.
（96.33±14.64）（P=0.0095）］（图4C、D）。

3 讨论

鼻咽癌是头颈部肿瘤中最常见的癌种，大部分

患者初诊时即为局部晚期，经过标准的诱导化疗加

同步放化疗后，患者的 OS和预后可得到显著改

善［4，12］。然而，仍有部分初治晚期或复发转移的患

者预后极差，短时间内病情迅速恶化。目前，针对

初治晚期或复发转移性鼻咽癌患者的治疗方案大

多以含铂双药化疗为主，但疗效欠佳［13-14］。因此，迫

切需要开发新的治疗策略来打破晚期复发转移性

鼻咽癌的治疗僵局。多靶点酪氨酸激酶抑制剂是

近年来肿瘤治疗的研究热点。已有临床试验结果

表明，阿昔替尼在复发转移性鼻咽癌中具有明确的

疗效［15］，可获得与含铂双药化疗方案相似的疗效，

表明多靶点酪氨酸激酶抑制剂在复发转移性鼻咽

癌中有着良好的应用前景。而安罗替尼作为一种

多靶点酪氨酸激酶抑制剂，在晚期恶性肿瘤包括肺

癌、胃癌、胶质母细胞瘤、软组织肉瘤、肾细胞癌和

肝癌中显示出巨大的治疗潜力。临床前研究表明，

安罗替尼的主要靶点包括多种具有酪氨酸激酶活

性的靶蛋白，如 VEGFR-2、FGFR-1、PDGF-β等［6］。

然而，安罗替尼在鼻咽癌中的疗效目前仍缺乏有效

的研究予以证实。本研究旨在通过体外实验探索

安罗替尼对鼻咽癌的治疗作用及潜在机制。

本研究结果表明，安罗替尼处理后，鼻咽癌细

胞系 6-10B和 SUNE-1的生长和增殖受到显著抑

制，显示了安罗替尼对鼻咽癌的高度抗肿瘤活性和

潜在治疗价值。研究表明，抗血管生成药物可导致

肿瘤适应并增加肿瘤局部浸润和远处转移的几

率［16］。而本研究结果显示，安罗替尼作为抗血管生

成药物，能够降低鼻咽癌细胞的侵袭和迁移能力，

或许能够克服抗血管生成药物的弊端。

图1 CCK-8实验和克隆形成实验结果示：安罗替尼可抑制鼻咽癌细胞系6-10B和SUNE-1的生长和增殖，且该效应呈剂量

依赖性（**P<0. 01）
Fig. 1 Cell proliferation viability assay and colony formation assay showed the inhibitory and dose-dependent pattern effects of NPC cell lines

6-10B and SUNE -1 with anlotinib treatment (**P<0. 01)
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为了阐明安罗替尼杀伤鼻咽癌细胞的明确机

制，本研究通过流式细胞术分析安罗替尼对鼻咽癌

细胞周期及凋亡的作用，结果显示，安罗替尼能够

显著改变鼻咽癌细胞周期分布，以 G2/M期阻滞为

主，同时可显著诱导细胞凋亡，以早期凋亡为主。

细胞周期调控是维持细胞稳定生长和增殖的一种

极为复杂的分子和蛋白水平的调控。其中 cdc2/Cy⁃
clinB1作为细胞周期检查点调控蛋白，参与细胞从

G2期向M期转化［17］，同时可影响细胞凋亡［18］。动物

细胞凋亡途径分为三种，分别为死亡受体配体通

路、线粒体通路和内质网通路。Bcl-2蛋白家族是

线粒体介导的细胞凋亡的重要参与者，是细胞凋亡

的标记蛋白，而Bcl-2蛋白位于线粒体外膜，可起到

抑制细胞凋亡的作用［19］。多聚二磷酸腺苷核糖聚

合酶（poly ADP-ribose polymerase，PARP）作为DNA
损伤的反应蛋白，以 Caspase家族切割底物的形式

参与凋亡的发生［20-21］。本研究结果显示，安罗替尼

能够下调鼻咽癌细胞系 6-10B和 SUNE-1中 Bcl-2
的表达，同时上调 Cleaved PARP的表达，表明其凋

亡是通过线粒体途径发生的；同时，安罗替尼可抑

制p-Erk的表达，表明其凋亡可能是通过抑制Erk的
磷酸化介导的。

综上所述，多靶点酪氨酸激酶抑制剂可抑制鼻

咽癌细胞系 6-10B和 SUNE-1的生长、增殖、侵袭和

迁移，主要通过G2/M期阻滞抑制细胞分裂周期、诱

导细胞凋亡起作用，其促凋亡效应可能与 Bcl-2、

注：（A）Western blotting检测凋亡相关蛋白PARP和Erk、p-Erk的表达；（B-E）安罗替尼处理 24 h后，鼻咽癌细胞系 6-10B和 SUNE-1发生

显著的细胞凋亡，并以早期凋亡为主。**P<0.01，***P<0.001。
Note：（A）The expressions of apoptosis-related protein PARP，Erk，and p-Erk were visualized by Western blotting.（B-E）After 24 hours treat⁃

ment of anlotinib，cell apoptosis rate was increased in NPC cell lines 6-10B and SUNE-1 with early apoptosis predominantly. **P<0.01，***P<0.001.
图2 安罗替尼通过Erk通路诱导细胞凋亡

Fig. 2 Anlotinib induced cell apoptosis through the Erk pathway
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PARP及下游Erk通路相关，为安罗替尼体外作用于

鼻咽癌细胞的初步探索以及临床应用安罗替尼治

疗鼻咽癌提供了基础研究证据支持。
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