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表皮生长因子受体抑制剂联合 5- 氟尿嘧啶对胆管癌细胞 

增殖与迁移、侵袭能力的影响
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摘   要 目的：探讨表皮生长因子受体（EGFR）抑制剂 AG1478 联合 5- 氟尿嘧啶（5-FU）对胆管癌细胞体外增殖、

迁移和侵袭的影响。

方法：体外培养人胆管癌 QBC939 细胞，分别用 AG1478（10 μmol/L）、5-FU（100 mg/L）以及联合

两药处理 24 h 后，分别采用 CCK-8 法、划痕试验、Matrigel 侵袭小室法检测细胞增殖、迁移及侵袭情况。

结果：AG1478 与 5-FU 单独作用后，QBC939 细胞增殖、迁移和侵袭能力均明显降低（均 P<0.05），而

与任一单独用药比较，联合用药对细胞增殖、迁移和侵袭能力的抑制作用均明显增强（均 P<0.05）。

结论：EGFR 抑制剂与 5-FU 联合应用可能是抑制胆管癌细胞生长、迁移和侵袭有效方法。
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Effects of epidermal growth factor receptor inhibitor plus 
5-fluorouracil on proliferation, migration and invasiveness of 
cholangiocarcinoma cells
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Abstract Objective: To investigate the effects of epidermal growth factor receptor (EGFR) inhibitor AG1478 in 

combination with 5-fluorouracil (5-FU) on proliferation, migration and invasiveness of cholangiocarcinoma cells 

in vitro.

Methods: Human cholangiocarcinoma QBC939 cells were cultured in vitro and exposed to AG1478 (10 μmol/L) 

and 5-FU (100 mg/L) alone or in combination for 24 h. The cell proliferation, migration and invasiveness were 

measured by CCK-8 assay, wound-scratch assay and Matrigel invasion chamber assay, respectively.

Results: The abilities of proliferation, migration and invasion of QBC939 cells were significantly decreased after 

either lone AG1478 or 5-FU treatment (all P<0.05), and above effects were further enhanced by the combined 

treatment compared with either lone drug treatment (all P<0.05).

Conclusion: Combination use of EGFR inhibitor and 5-FU may be an effective method for inhibiting the growth, 
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胆 管 癌 是 一 类 起 源 于 肝 内 外 胆 管 上 皮 细 胞 的

恶性肿瘤 [1]，其发病率及死亡数正逐年上升 [2-3]。

笔者前期研究[4]发现表皮生长因子受体（epidermal 

growth factor receptor，EGFR）家族中ErbB4在人

肝 内 胆 管 癌 组 织 中 阳 性 表 达 率 明 显 高 于 癌 旁 组 织

和结石患者胆管组织。因此，调控EGFR信号通路

对 于 治 疗 胆 管 癌 具 有 潜 在 意 义 。 本 研 究 联 合 使 用

EGFR抑制剂AG1478与5-氟尿嘧啶（5-FU），观

察两者对胆管癌QBC939细胞增殖、迁移及侵袭的

影响，探讨AG1478与5-FU联合用药对胆管癌的作

用，为临床治疗提供理论基础依据。

1　材料与方法

1.1  细胞株与主要材料

人 胆 管 癌 细 胞 株 （ Q B C 9 3 9 ） 由 湖 南 省 人

民 医 院 临 床 医 学 研 究 所 保 存 。 A G 1 4 7 8 购 自 德 国

Calbiochem公司，5 -FU购自上海旭东海普公司。

CCK-8购自南京唯赞公司，瑞氏吉姆萨染料购自北

京solarbio公司。

1.2  细胞培养与药物处理分组 

用 含 1 0 % 胎 牛 血 清 的 低 糖 D M E M 培 养 基 在 

3 7  ℃ 、 5 % C O 2饱 和 湿 度 的 培 养 箱 中 培 养 ， 待 其

融 合 度 达 到 8 0 % 以 上 进 行 传 代 。 取 对 数 期 细 胞 进

行 实 验 。 药 物 处 理 分 组 如 下 ： 对 照 组 ， A G 1 4 7 8 

（ 1 0  μ m o l / L ） 组 ， 5 - F U （ 1 0 0  m g / L ） 组 ，

AG1478（10 μmol/L）与5-FU（100 mg/L）联合

用药组。

1.3  细胞增殖能力检测 

C C K - 8 法 用 于 测 定 药 物 对 细 胞 增 殖 能 力 的 影

响。细胞悬液接种于96孔培养板（100 μL/孔），

贴 壁 后 加 入 药 物 ， 分 别 设 置 单 独 用 药 组 以 及 联 合

用 药 组 ， 每 组 设 4 个 复 孔 ， 同 时 设 定 只 含 培 养 基

组作为空白组， 消除背景干扰。孵育24 h后，每

孔加入10 μL CCK-8溶液，37 ℃孵育4 h后，测定

A450。细胞存活率（%）=[（A实验-A空白）/（A对 

照-A空白）]×100%。

1.4  体外细胞迁移试验

划 痕 试 验 用 于 检 测 药 物 对 细 胞 迁 移 能 力 的 影

响。细胞接种于6孔板中，待生长至90%融合，无

血清饥饿处理后用10 μL移液头在中央区域划痕造

成无细胞划痕区。PBS冲洗3次后加入含不同药物

的培养基，培养24 h，分别于0和24 h在同一伤口

位 置 拍 照 ， 并 计 数 划 痕 区 域 的 细 胞 数 ， 以 未 加 药

组迁移细胞数为对照计算相对迁移百分率。

1.5  体外细胞侵袭试验

Transwell小室结合Matrigel检测药物对细胞侵

袭能力的影响。用培养基稀释Matrigel（2:1）均匀

涂布Transwel l小室上室，待干燥后加入200 μL无

血清培养基重悬的细胞悬液（5×104个细胞），分

别加入不同药物。下室加入500 μL含10%胎牛血清

的培养基。在细胞培养箱中培养24 h，用棉签小心

拭去上室未转移细胞，PBS洗涤后用4%多聚甲醛

固定，并用瑞氏吉姆萨染液染色后计数。

1.6  统计学处理

采用SPSS 16.0统计软件，数据均采用均数±

标准差（x±s）示。组间差异采用单因素方差分析

与LSD检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  AG1478 和 5-FU 对 QBC939 细胞增殖的影响

药物处理24 h后，各组具有明显变化，且检

测效果佳，故选择24 h统计各组中药物对细胞增

殖的影响。单独使用AG1478和5-FU对QBC939细

胞增殖具有一定的抑制作用，当联合应用AG1478

和 5 - F U 时 ， 有 效 抑 制 Q B C 9 3 9 细 胞 增 殖 能 力 ，

A G 1 4 7 8 组 、 5 - F U 组 和 联 合 用 药 组 细 胞 存 活 率

分 别 （ 8 6 . 2 2 ± 5 . 1 4 ） % 、 （ 6 4 . 3 0 ± 3 . 3 1 ） % 和

（51.71±2.41）%。统计学分析显示，各组细胞

存活率差异有统计学意义（F=42.658，P<0.05)。

多重比较结果显示各组细胞存活率为：AG1478组

>5 -FU组>联合用药组，组间差异均有统计学意义

（均P<0.05）（图1）。
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图 1　各组 QBC939 细胞存活率比较
Figure 1　Comparison of the cell viability among groups of QBC939 

cells
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2.2  AG1478 和 5-FU 对 QBC939 细胞迁移的影响

划痕实验中，制造划痕后24 h，对照组两侧

细 胞 融 合 即 细 胞 迁 移 率 1 0 0 % ， 故 以 2 4  h 作 为 药

物 处 理 时 间 。 单 独 使 用 A G 1 4 7 8 和 5 - F U 以 及 联 合

用 药 均 能 有 效 抑 制 Q B C 9 3 9 细 胞 迁 移 能 力 ； 统 计

学 分 析 显 示 ， 各 组 细 胞 迁 移 率 差 异 有 统 计 学 意 义

（F=47.204，P<0.05）。多重比较结果显示各组

细胞迁移率为：AG1478组>5-FU组>联合用药组，

组间差异均有统计学意义（均P<0.05）（图2）。

2.3  AG1478 和 5-FU 对 QBC939 细胞侵袭的影响

Transwell小室侵袭实验中，对照组、AG1478

组 、 5 - F U 组 和 联 合 用 药 组 侵 袭 细 胞 数 目 分 别 为

1 3 9 ± 7 、 5 5 ± 5 、 8 7 ± 7 、 2 9 ± 4 。 相 比 于 对 照

组 ， 单 独 以 及 联 合 用 药 组 均 能 抑 制 Q B C 9 3 9 细 胞

的 侵 袭 能 力 ， 且 联 合 用 药 组 侵 袭 细 胞 数 目 明 显

低 于 单 独 用 药 组 ， 各 组 间 差 异 均 有 统 计 学 意 义

（F=205.466，P<0.05）（图3）。多重比较结果

显示各组侵袭细胞数为：对照组>5-FU组>AG1478

组 > 联 合 用 药 组 ， 组 间 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均

P<0.05）。
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图 2　各组 QBC939 细胞迁移率的比较（×20）
Figure 2　Comparison of the cell migration rate among groups of QBC939 cells (×20) 
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图 3　各组 QBC939 细胞侵袭能力比较（×40）　　A：空白对照组；B：AG1478 组；C：5-FU 组；D：联合用药组
Figure 3　Comparison of invasion ability among groups of QBC939 cells (×40) 　　A: Blank control group; B: AG1478 group; C: 5-FU 

treatment group; D: Combination treatment group
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3　讨　论

近 年 来 胆 管 癌 根 治 切 除 技 术 进 步 巨 大 ， 围 手

术期病死率日益减少 [5-6]，胆管癌行根治术的预后

仍然较差，据国内外文献报导其5年生存率仅仅为

1 5 % ~ 4 0 % [ 7 - 8 ]。 虽 然 胆 管 癌 的 诊 断 技 术 已 取 得 进

展 ， 但 是 大 部 分 诊 断 明 确 的 胆 管 癌 患 者 已 失 去 手

术 机 会 。 传 统 的 化 疗 及 放 疗 对 胆 管 癌 的 治 疗 作 用

有限[9]。对于能行根治性切除的患者，部分医院已

经 采 用 手 术 切 除 并 辅 助 抗 肿 瘤 药 物 如 氟 尿 嘧 啶 植

入剂等药物，但是由于胆管癌的高耐药性 [ 10]，效

果亦不显著。

生物-化学治疗已成为恶性肿瘤综合治疗的新

动向 [ 1 1 ]。且在肿 瘤治疗的临床实践中，联合用药

具 有 改 善 药 物 抵 抗 、 提 高 药 物 疗 效 、 降 低 毒 副 作

用等优点。EGFR过表达于多种肿瘤，如胰腺癌和

胃癌 [ 1 2 ]，且其过 表达常与不良预后和复发有关，

亦有研究[13]证实，EGFR过表达于肝内胆管结石合

并肝内胆管癌组织，因此已有靶向EGFR通路中关

键蛋白的分子靶向药物用于临床，如EGFR受体酪

氨酸激酶特异性抑制剂吉非替尼 [14]，有研究 [15]表

明吉非替尼能通过EGFR/Akt/β-catenin信号通路

有 效 抑 制 鼻 咽 癌 干 细 胞 。 因 此 ， 本 研 究 探 讨 联 合

应用EGFR抑制剂AG1478与5 -FU的作用，为临床

联合用药提供实验依据。

研 究 结 果 显 示 ， 在 胆 管 癌 Q B C 9 3 9 细 胞 中 ，

E G F R 抑 制 剂 A G 1 4 7 8 与 5 - F U 均 显 著 抑 制 细 胞 增

殖，将10 μmol /L  AG1478与100 mg/L 5 -FU联合

作 用 于 细 胞 时 ， 较 单 独 用 药 组 具 有 更 强 的 抑 制 细

胞增殖的作用。同时，考察了AG1478与5-FU联合

用药对QBC939细胞迁移和侵袭能力的影响。结果

证实联合用药时，QBC939细胞增殖、迁移和侵袭

能力均较单独用药明显降低。这可能基于AG1478

与5 -FU作用靶位不同，5 -FU是治疗消化道肿瘤的

重 要 药 物 ， 但 是 作 为 细 胞 毒 性 药 物 ， 其 副 作 用 及

耐药性阻碍其大剂量长时间应用 [16]。AG1478可能

通过阻断EGFR与配体结合，阻断PI3K/PKC/IKK

途径，抑制NF -κB的活化，降低细胞侵袭迁移能 

力[17]。且EGFR分子靶向治疗的针对性较强，毒副

作用相对较小[18]，因此在胆管癌的治疗中，EGFR

抑制剂如吉非替尼、埃罗替尼和西妥昔单抗[19-20]等

药物与5 -FU联用具有一定前景，但两者联用的具

体机制有待进一步探讨。
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