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普纳替尼对人血管内皮细胞功能的影响
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摘  要：目的  观察普纳替尼（Ponatinib）对人血管内皮细胞的增殖、迁移、血管形成及 NO 合成释放的影响，从细胞水平

评价 Ponatinib 血栓不良反应形成机制。方法  采用 CCK-8 法、体外划痕法、Matrigel 基底膜成管法及 NO 检测试剂盒分别

考察 Ponatinib 对人脐静脉内皮细胞（HUVECs）的细胞毒作用、迁移能力、血管形成能力及细胞 NO 释放水平的影响。结

果  研究表明 Ponatinib 对 HUVECs 细胞半数抑制浓度（IC50）为（0.69±0.05）μmol/L。非毒性剂量的 Ponatinib 能够不同

程度抑制 HUVECs 细胞的迁移、血管形成及 NO 的释放（P＜0.05）。结论  Ponatinib 通过影响人血管内皮细胞增殖、迁移、

血管形成等正常功能而造成血管内皮损伤，可能为其诱发血栓的原因之一。
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Effects of Ponatinib on human umbilical vein endothelial cell function in vitro 
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Abstract: Objective  To investigate the effect of Ponatinib on human vascular endothelial cell proliferation, migration, angiogenesis 
and the synthesis and release of NO and to evaluate the mechanisms of thrombotic adverse reaction of Ponatinib in vitro. Methods  
CCK-8 assay, wound healing test, tube formation assay, and NO detection Kit were used to investigate the cytotoxicity, migration, 
angiogenesis, and NO release of Ponatinib on human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). Results  It was found that the IC50 
value of Ponatinib on HUVECs was (0.69 ± 0.05) μmol/L. Non-toxic concentration of Ponatinib was able to inhibit the proliferation, 
migration, angiogenesis, and NO release (P < 0.05). Conclusion  Ponatinib may injure the vascular endothelial cells by inhibiting the 
proliferation, migration, angiogenesis, and other functions of human vascular endothelial cells, which might be one of the main 
mechanisms of thrombotic adverse reaction, so as to provide the references for future research on the thrombosis mechanisms of 
Ponatinib. 
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普纳替尼（Ponatinib）是由 Ariad 制药公司开

发的第三代多激酶酪氨酸激酶抑制剂，于 2012 年获

FDA 批准上市，用于治疗对其他酪氨酸激酶抑制剂

不耐受或治疗无效的人慢性粒细胞白血病（CML）
及“费城染色体阳性”（Ph+）急性淋巴细胞白血病

（ALL）[1]。FDA 相关报道显示[2-3]，Ponatinib 临床

使用后出现严重的血栓及血管狭窄等不良反应。目

前对于 Ponatinib 血栓体外评价及机制方面的研究

报道较少。本实验研究了 Ponatinib 对正常人脐静脉

内皮细胞（HUVECs）增殖、迁移及血管形成等功

能影响，从细胞水平初步探索 Ponatinib 血栓形成机

制，为后期深入研究提供适当参考。

1  仪器与材料 
SW-CJ-2FD 型超净工作台（苏州安泰空气技术

有限公司），3111 型 CO2 培养箱（美国 Thermo Fisher
公司），OLYMPUS-CKX41 型倒置显微镜（日本 
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Olympus 公 司 ）， Eppendorf-5804 型 离 心 机

（Eppendorf 中国有限公司），SpectraMAX-M3 型酶

标仪（美国 Molecular Devices 公司），超低温冰箱

（美国 Thermo Fisher 公司）。NO 检测试剂盒（南京

建成科技有限公司），Matrigel 基底膜基质（美国

BD 公司），DMSO（Sigma 公司）。DMEM 高糖培

养基、胎牛血清、胰蛋白酶、PBS 及 CCK-8 检测试

剂盒均购自南京凯基生物科技发展有限公司。

HUVECs 细胞株由中国药科大学新药筛选中心馈

赠，Ponatinib（AP24534）购自上海赛鑫生物科技

有限公司。

2  方法 
2.1  Ponatinib 细胞毒活性测定 

采用CCK-8法[4]检测Ponatinib对正常HUVECs
的细胞毒作用。用含 10% FBS 的 DMEM 高糖培养

基于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 HUVECs 细胞，

收集 5～8 代处于对数生长期的细胞消化、重悬、计

数，以 5×104/mL 密度每孔 100 μL 接种细胞至 96
孔板。待细胞贴壁后，去除培养液，对照孔加入不

含药物的新鲜培养液 100 μL，给药组每孔加入不同

浓度的含药培养液 100 μL，设 3 个复孔，于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中继续培养 48 h，每孔加入 CCK-8
试剂 10 μL，于 CO2 培养箱中孵育 1 h 后，用酶标

仪于 450 nm 波长下测定吸光度（A）值。使用

GraphPad prism 5.0 软件拟合非线性曲线，并计算

Ponatinib 对 HUVECs 细胞的半数抑制浓度（IC50）。 
抑制率＝（A 阴性－A 样品）/A 阴性 

2.2  Ponatinib 对细胞迁移能力影响 
采用体外划痕试验[5]观察 Ponatinib对HUVECs

细胞迁移能力的影响。将 5×104/mL 的 HUVECs
细胞接种至 24 孔板，每孔 500 μL，24 h 后，用灭

菌的 10 μL 枪头在单层细胞上呈“一”字划痕，吸

掉培养液，用 PBS 清洗 3 遍，去除划掉的细胞，每

孔加入药物浓度依次为 0.01、0.05、0.10 μmol/L 的

含药培养液 500 μL，每个浓度设置 3 个复孔，以不

含药物的孔作为阴性对照，于 37 ℃、5% CO2 培养

箱中继续培养，直至阴性对照组划痕两侧的细胞布

满划痕后拍照观察，并对各组迁移至划痕中央的细

胞进行计数，计算迁移率。

迁移率＝药物组划痕区域细胞数/对照组划痕区域细胞数 

2.3  Ponatinib 对细胞成管能力影响 
采用体外血管形成试验 [6]考察 Ponatinib 对

HUVECs 细胞成管能力的影响。将 100 μL 枪头、96

孔板、Matrigel 基质胶置于 4 ℃冰箱过夜预冷。于

96 孔板加入 Matrigel 基质胶 50 μL/孔，37 ℃、5% 
CO2 培养箱中温孵 0.5～1 h。取融合 80%～90% 
HUVECs细胞以3.0×104/孔的密度接种到96孔板，

分别加入 10μL 的含药培养液使 Ponatinib 终浓度依

次为 0.01、0.05、0.10 μmol/L，每组设 3 个复孔。

温孵 10 h 后于倒置显微镜低倍镜下观察拍照，记录

各组细胞成管情况，根据管型情况进行评分：细胞

形成闭合的多边形评 4 分，细胞排列呈多边形但未

闭合评 3 分，细胞排列呈线性结构评 2 分，细胞未

成管散在或聚集成簇评 1 分[7]。 
2.4  Ponatinib 对细胞 NO 释放的影响 

将 HUVECs 细胞以 1×106/孔的密度接种至 6
孔板，24 h 后，每孔加入浓度依次为 0.01、0.05、
0.10 μmol/L 的含药培养液 2 mL，每个浓度设置 3
个复孔，以不含药物的孔作为阴性对照，于 37 ℃、

5% CO2 培养箱中继续培养 24～48 h，取细胞上清液

100 μL，按照 NO 硝酸还原法试剂盒说明书的方法

进行检测。

2.5  统计学分析 
采用 GraphPad prism 5.0 软件进行 One-way 

ANOVA 分析[8]。数据采用 ±x s 表示。 
3  结果 
3.1   HUVECs 细胞毒作用 

结果表明 Ponatinib 对 HUVECs 细胞株增殖显

示出较强的抑制作用。随着药物浓度的升高，抑制

率也升高，在 0.1～10 μmol/L 呈现出典型的浓度相

关性（图 1）。使用 GraphPad prism 5.0 软件计算得

到 Ponatinib 对 HUVECs 细胞的 IC50为（0.69±0.05）
μmol/L。 

图 1  Ponatinib 对 HUVECs 细胞毒作用 
Fig. 1  Cytotoxic effect of Ponatinib on HUVECs 

另外，0.01、0.05、0.10 μmol/L 浓度的 Ponatinib
对 HUVECs 细胞的抑制率小于 10%，对细胞的增殖
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影响较小，可作为 Ponatinib 的非毒性剂量用于考察

该药物对细胞迁移、成管及 NO 水平的影响。 
3.2  细胞迁移能力影响 

相同作用时间下，给药组的细胞向划痕中央迁

移的数量明显少于对照组，说明经药物处理后的

HUVECs 细胞的划痕愈合能力与对照组相比较差，

且随着 Ponatinib 浓度的增加，差异越显著（P＜0.05）
（图 2 和表 1），即 Ponatinib 对血管内皮细胞迁移能

力的影响呈剂量相关性，药物浓度为 0.01 μmol/L
时已经达到半数抑制率。

对照     Ponatinib 0.01 μmol·L−1         Ponatinib 0.05 μmol·L−1      Ponatinib 0.1 μmol·L−1 

图 2  Ponatinib 对 HUVECs 细胞迁移能力的影响 
Fig. 2  Effect of Ponatinib on migration ability in HUVECs 

表 1  Ponatinib 对 HUVECs 细胞迁移能力的影响 
( x ±s, n = 3) 

Table 1  Effect of Ponatinib on migration ability 
in HUVECs ( x ±s, n = 3) 

组 别 剂量/(μmol·L−1) 细胞迁移率/% 

对照 — 100.00±3.86

Ponatinib 0.01 51.77±3.34***

0.05 27.52±1.05***

0.10 14.19±1.50***

与对照组比较： ***P＜0.001 
***P < 0.001 vs control group 

3.3  细胞成管能力的影响 
由 HUVECs 细胞成管图像可得，不同浓度

Ponatinib 作用下，HUVECs 细胞在 Matrigel 基质胶

上血管形成情况存在显著差异（图 3）。成管评分结

果显示，0.05、0.10 μmol/L 的 Ponatinib 组评分均显

著低于对照组（P＜0.05）（图 4），说明非毒性剂量

的 Ponatinib 能剂量相关地抑制 HUVECs 细胞的血

管形成能力。

3.4  细胞 NO 释放水平影响 
不同浓度 Ponatinib 处理 HUVECs 细胞 24 h 和

48 h后，采用硝酸还原法间接检测细胞上清液的NO
浓度，结果显示，相同作用时间下，给药组的细胞

培养液中的 NO 浓度明显低于对照组（P＜0.05）（表

2），表明 Ponatinib 抑制 HUVECs 细胞 NO 的合成

与释放，且作用时间越长，NO 浓度降低越显著。 

对照  Ponatinib 0.01 μmol·L−1  

Ponatinib 0.05 μmol·L−1      Ponatinib 0.1 μmol·L−1 

图 3  HUVECs 细胞成管图像 
Fig. 3  Tube formation images of HUVECs 

与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001 
*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group 
图 4  HUVECs 细胞成管评分 

Fig. 4  Matrigel scores of HUVECs 
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表 2  Ponatinib 对 HUVECs 细胞培养液中 NO 含量影响 
( x ±s, n = 3) 

Table 2  Effect of Ponatinib on NO concentration 
in HUVECs culture medium ( x ±s, n = 3) 

NO/(μmol·L−1) 
组别

剂量

/(μmol·L−1) 24 h 48 h 

对照 — 41.73±1.75 40.65±3.27
Ponatinib 0.01 33.24±2.99* 25.42±2.10*

 0.05 29.85±1.07* 17.37±2.38*

 0.10 26.09±1.24* 13.19±2.94*

与对照组比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs control group 

4  讨论 
Ponatinib 为典型的靶向抗癌药物，为小分子多

激酶抑制剂，主要作用于 BCR-ABL、血管内皮生长

因子受体（VEGFR）等多种激酶。FDA 相关资料报

道，Ponatinib 诱发血栓及其他血管毒性与 Ponatinib
对 VEGFR 的抑制作用有关，并预测可能与索拉菲尼

（Sorafenib）、帕唑替尼（Pazopanib）、舒尼替尼

（Sunitinib）及贝伐单抗（Bevacizumab）等 VEGF 信

号通路（VSP）抑制剂血管不良反应机制密切相关[9]。 
近年来，VSP 抑制剂如索拉菲尼等引发的血管

毒性不良反应频繁报道[10]。VSP 抑制剂通过阻断

VEGF-VEGFR 相互作用，阻断其下游信号 PI3K/ 
AKT/eNOS 等通路的传递，进而影响血管内皮细胞

的增殖、迁移及血管形成等正常生理功能，导致血

管内皮损伤[11]；另外，当血管内皮细胞功能受损时，

其凝血与抗凝血、纤溶与抗纤溶的平衡会失调 [12]。

而凝血系统激活、纤溶系统失活及血小板黏附聚集

是血栓形成的重要环节。NO 是由血管内皮细胞产

生的一种气体信号分子，通过促进血管舒张、抑制

血小板聚集和白细胞黏附调节血管的功能[13]。正常

生理状态下，机体主要通过 AKT/eNOS 通路调节

p-eNOS 的表达，进而调控血管内皮细胞对 NO 的合

成释放来实现对血管收缩和舒张功能的调节[14]。NO
活性降低会诱发多种病理变化，包括改变内皮的抗

凝功能，干扰内皮的生长和再生功能[15]。 
本文以此为研究依据，从 Ponatinib 对正常血管

内皮细胞的功能影响方面初步考察 Ponatinib 致血

栓的相关机制。研究发现，Ponatinib 对 HUVECs
细胞的 IC50为（0.69±0.05）μmol/L，而 45 mg 单

次口服剂量的 Ponatinib 在恶性血液病患者体内的

血药浓度峰值（Cmax）为（0.161±0.098）μmol/L[16]，

即 Cmax 范围为 0.063～0.25 μmol/L，结合细胞毒性

实验数据分析，在此浓度范围内的 Ponatinib 对人血

管内皮细胞有不同程度的毒性作用；另外，本研究

还发现低于人体内 Cmax 的 Ponatinib（0.01～0.1 
μmol/L）能够显著抑制 HUVECs 细胞的迁移、血管

形成及 NO 的释放（P＜0.05）。提示 Ponatinib 可能

通过抑制内皮细胞增殖、迁移、血管形成，影响 NO
合成导致内皮细胞功能障碍，从而改变血管内皮的

抗凝、生长及再生功能， 终诱发动静脉血管狭窄、

血栓等病理变化。对 PI3K/AKT/eNOS 等信号通路

相关机制有待进一步研究。目前，Ponatinib 在临床

治疗中具有不可替代性，因心血管毒性影响其使用，

期待该药全面评估安全性并通过改造恢复其临床广

泛应用。
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• 新药快讯 •

FDA 批准 Ibrance 用于治疗绝经后妇女晚期乳腺癌 

董江萍

国家食品药品监督管理总局药品审评中心，北京 100038 

美国 FDA2015 年 2 月 3 日以加速审批程序批准 Ibrance（Palbociclib）用于治疗晚期（转移性）乳腺癌。

在美国，乳腺癌是第二常见的女性恶性肿瘤，其主要成形于乳腺组织，发展至肿瘤晚期会扩散至周围正常

组织中。据美国国家癌症研究所估算，2014 年有 232 670 例美国妇女被诊断为乳腺癌，死亡 40 000 例。 
Ibrance 通过抑制可促进肿瘤细胞生长的细胞周期依赖性激酶（CDK）4 和 6 发挥作用，用于治疗既往

未接受过内分泌治疗的雌激素受体（ER）阳性、人表皮生长因子受体 2（HER2）阴性的绝经后女性转移

性乳腺癌，临床上和来曲唑联合使用。

FDA 药品评价与研究中心血液及肿瘤产品办公室主任 Richard Pazdur 博士称：“FDA 始终致力于通过

加速审批法规加快抗肿瘤药物的批准上市，Palbociclib 和来曲唑的联合治疗为那些被诊断为转移性乳腺癌

的妇女提供了一个全新的治疗选择。”

申请人提供的初步临床证据表明，Ibrance 相比现有治疗手段具有重大医学进步，据此 FDA 核准其为

突破性新药，并给予优先审评。FDA 计划完成上市申请审批的处方药付费目标批准时间是 2015 年 4 月 13
日，而 Ibrance 提前 2 个多月获得了批准。 

在 165 例既往未经治疗的 ER 阳性、HER2 阴性绝经后女性晚期乳腺癌患者中证实了 Ibrance 的有效性。

参加临床研究的患者随机分配接受 Ibrance 和来曲唑联合治疗或来曲唑单药治疗，联合治疗组患者的无进

展生存期（PFS）达到 20.2 个月，而来曲唑单药治疗组患者的 PFS 仅为 10.2 个月。截至目前尚未获得总生

存的数据分析。

与本品相关的 常见的药物相关不良反应为嗜中性粒细胞减少（中性粒细胞减少症）、白细胞减少、

疲乏、贫血、上呼吸道感染、恶心、口腔炎、脱发、腹泻、血小板计数较低（血小板减少症）、食欲下降、

呕吐、乏力、外周神经损伤以及鼻出血。医疗专业人士应将以上风险告知患者。

本品的临床推荐剂量为初始 125 mg，服用 21 d，停药 7 d。建议医疗专业人士在患者开始治疗前、每

个治疗周期开始时、 初两个治疗周期的第 14 天及有临床指征时监测患者的全血细胞计数。 
Ibrance 由位于纽约的辉瑞公司销售。 




