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索拉非尼对不同人肝癌细胞株中 B7蛳H3 和
B7蛳H4 蛋白表达的影响

徐 瀚， 周 石， 王黎洲， 安天志， 蒋天鹏， 宋 杰， 李 兴
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【摘要 】 目的 研究索拉非尼对不同人肝癌细胞株
HepG2

、

Hep3B

、

BEL蛳 7402

、

BEL蛳 7404

、

BEL蛳

7405

、

QGY蛳 7701

、

QGY蛳 7703

、

SMMC蛳 7721

、

MHCC97H

、

MHCC97L

、

HCCLM3

、

HCCLM6

中
B7 蛳H3

和
B7 蛳

H4

蛋白表达的影响。 方法 免疫印迹法和溴化噻唑蓝四氮唑（

MTT

）比色法检测索拉非尼在不同人肝癌

细胞株中对
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白表达的影响及索拉非尼对不同人肝癌细胞株的抑制作用。 结果 不同

人肝癌细胞株中
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白表达较正常人肝细胞（

HL蛳7702

）均显著上调（

P＜0.01

）。 索拉非尼

对
Hep3B

、

BEL蛳 7404

、

MHCC97H

、

HCCLM3

和
HCCLM6

肝癌细胞株的细胞毒活性
IC

50

值分别为
14.56

、

9.14

、

9.46

、

17.21

、

9.29 μmol/L

。 分别以
5

、

10

、

20 μmol/L

剂量索拉非尼处理
Hep3B

、

BEL蛳7404

、

MHCC97H

、

HCCLM3

、

HCCLM6

后，

B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白表达均较对照组显著下调（

P＜0.01

）。 结论
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白在不同人肝癌细胞株中通常过表达，可影响肿瘤免疫逃逸，可能是未来肝癌防治的一个新靶点。

【关键词】 肝癌细胞；

B7蛳H3
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B7蛳H4

蛋白； 免疫印迹法；

MTT

法
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【

Abstract

】

Objective To investigate the influence of sorafenib on the expressions of B7蛳H3 and B7蛳

H4 proteins in different human hepatocellular carcinoma cell lines

，

including HepG2

，

Hep3B

，

BEL蛳 7402

，

BEL 蛳 7404

，

BEL 蛳 7405

，

QGY 蛳 7701

，

QGY 蛳 7703

，

SMMC 蛳 7721

，

MHCC97H

，

MHCC97L

，

HCCLM3 and

HCCLM6. Methods Western blotting and MTT assay were used to check the influence of sorafenib on the

expressions of B7蛳H3 and B7蛳H4 proteins in different human hepatocellular carcinoma cell lines and to test

the inhibitory effect of sorafenib on different human hepatocellular carcinoma cell lines. Results Compared

with normal human liver cells

（

HL蛳7702

），

the expressions of B7蛳H3 and B蛳H4 proteins in different human

hepatocellular carcinoma cell lines were significantly up 蛳 regulated

（

P <0.01

）

. The cytotoxic activity IC

50

values of sorafenib to Hep3B

，

BEL蛳 7404

，

MHCC97H

，

HCCLM3 and HCCLM6 were 14.56

，

9.14

，

9.46

，

17.21 and 9.29 μmol/L respectively. After treating Hep3B

，

BEL蛳 7404

，

MHCC97H

，

HCCLM3 and HCCLM6

with sorafenib at the doses of 5

，

10 and 20 μmol/L separately

，

the expressions of B7蛳H3 and B7蛳H4 proteins

were strikingly down 蛳 regulated when compared with the control group

（

P<0.01

）

. Conclusion The over 蛳

expressions of B7蛳H3 and B7蛳H4 proteins in different human hepatocellular carcinoma cell lines are a common

finding

，

which can influence tumor immune escape. It may be a new target for prevention and treatment of

liver cancer in future.

（

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ

，

２０１8

，

２7

：

58鄄62

）

【
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原发性肝癌是世界上最常见癌症之一，死亡率

位居癌症死亡第
2

［

1

］

。据
2000

年癌症发病率报告，

原发性肝癌在女性最常见恶性肿瘤中排名第
8

，在

男性中名列第
5

［

2

］

。 因此，亟需尽快寻找一种针对肝

癌的新治疗方法及新治疗靶点。 目前对肝癌的治疗

策略包括传统外科切除术 ［

3

］

、细胞生物治疗 ［

4蛳5

］

、介

入治疗 ［

6蛳7

］

、局部放疗 ［

8

］

、传统化疗 ［

9

］

、中药治疗 ［

10

］及

分子靶向药物治疗等。 索拉非尼是目前唯一被我国

及欧美多个国家批准应用于中晚期肝癌治疗的分

子靶向药物，其通过抑制血管内皮生长因子（

VEGF

）

水平，达到抑制肝癌组织新生血管及微血管生成目

的 ［

11

］

。

B7

蛋白家族包括
B7蛳 1

、

B7蛳 2

、

B7蛳H1

、

B7蛳

H2

、

B7蛳H3

、

B7蛳H4

，它们是一组与
T

细胞和
B

细胞

活化及免疫功能有关的共刺激分子，被广泛应用于

自身免疫疾病和癌症治疗［

12蛳13

］

。 本研究旨在以免疫

印迹法（

western blot

，

WB

）观察不同人肝癌细 胞 株

（

HepG2

、

Hep3B

、

BEL 蛳 7402

、

BEL 蛳 7404

、

BEL 蛳 7405

、

QGY 蛳 7701

、

QGY 蛳 7703

、

SMMC 蛳 7721

、

MHCC97H

、

MHCC97L

、

HCCLM3

、

HCCLM6

）和正常人肝细胞株

（

HL蛳 7702

）蛋白表达，在其中筛选出
B7蛳H3

和
B7蛳

H4

蛋白高表达细胞株并应用索拉非尼，

WB

和溴化

噻唑蓝四氮唑（

MTT

）比色法检测
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白表达，了解索拉非尼对不同人肝癌细胞株的抑

制作用及
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白在不同人肝癌细胞

株中过表达是否常见，从而为肝癌预防和治疗提供

一候选新靶标。

1

材料与方法

1.1

药品和试剂

细胞培养采用
10%

胎牛血清
RPMI蛳 1640

培养

基 （

HyClone

，

Logan

，

Utah

，

USA

） 和
DMEM

培 养 基

（

Invitrogen

，

Carlsbad

，

CA

，

USA

）；抗
β蛳

肌动蛋白、

B7蛳

H3

蛋白、

B7蛳H4

蛋白（一抗）及辣根过氧化物酶（

HRP

）

偶联的二抗 （

Sigma蛳Aldrich

，

Taufkirchen

，

Germany

）；

索 拉 非 尼 原 粉 药 剂 （

LKT Laboratories

，

St Paul

，

Minnesota

，

USA

）；增强型二辛可酸（

BCA

）蛋白测定

试剂盒（

Beyotime

，

Haimen

，

China

）。

1.2

细胞培养

人肝癌细胞株包括
HepG2

、

Hep3B

、

BEL蛳 7402

、

BEL蛳7404

、

BEL蛳7405

、

QGY蛳7701

、

QGY蛳7703

、

SMMC蛳

7721

、

MHCC97H

、

MHCC97L

、

HCCLM3

、

HCCLM6

（美

国菌种保藏中心
ATCC

，

Manassas

，

VA

，

USA

）； 正常

人肝细胞株为
HL蛳7702

（

ATCC

，

Manassas

，

VA

，

USA

）。

所有细胞均在
37℃

、

5%

二氧化碳和
95%

空气环境

中置于含
10%

胎牛血清并加入
100 U/ml

青霉素、

100 U/ml

链霉素的
RPMI蛳1640

或
DMEM

培养基中

培养。

1.3

索拉非尼抑制人肝癌细胞株测定

采用
MTT

比 色 法 评 价 索 拉 非 尼 对
Hep3B

、

BEL 蛳 7404

、

MHCC97H

、

HCCLM3

、

HCCLM6

肝 癌 细

胞株的抗增殖活性作用。 将不同人肝癌细胞株接种

于
96

孔培养板中， 培养
24 h

后分别给细胞加入

0

（对照）、

1.25

、

2.5

、

5

、

10

、

15

、

20

、

40 μmol/L

剂量索拉

非尼，

48 h

后混合
MTT

并再培养
3 h

， 最后用微板

读数器（

Perkin蛳Elmer

，

USA

）在
570 nm

处检测光密

度（

OD

）。以公式抑制率（

%

）＝（

OD

对照
－OD

处理）

/OD

对照
×100%

［

14

］计算索拉非尼对不同人肝癌细胞

株抑制率。

1.4 WB

检测

对
HepG2

、

Hep3B

、

BEL蛳 7402

、

BEL蛳 7404

、

BEL

蛳7405

、

QGY蛳7701

、

QGY蛳7703

、

SMMC蛳7721

、

MHCC97H

、

MHCC97L

、

HCCLM3

、

HCCLM6

、

HL蛳7702

细胞株，分

别以
0

（对照）、

5

、

10

、

20 μmol/L

剂量索拉非尼进行

处理，

48 h

后用增强型
BCA

蛋白测定试剂盒分别

提取并测定以上细胞株中总蛋白浓度；采用
12％

十

二烷基硫酸钠
-

聚丙烯酰胺凝胶电泳（

SDS/PAGE

）

分离每个细胞株约
30 μg

总蛋白，然后移至聚偏二

氟乙烯（

PVDF

）膜，化学发光法检测抗
β蛳

肌动蛋白、

B7蛳H3

、

B7蛳H4

蛋白等一抗， 随后偶联山羊抗兔
/

HRP

孵育，抗
β蛳

肌动蛋白抗体检测蛋白质负荷。

1.5

数据分析

采用
SPSS 19.0

软件（

IBM

，

USA

）进行统计学分

析。 计量资料用均数
±

标准差（

ｘ±ｓ

）表示，数据经

单因素方差分析后再以事后分析（

Dunnet t

检验）进

一步比较不同组间差异，

P＜0.05

为差异有统计学

意义。

2

结果

2.1

人肝癌细胞株中
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白表达

WB

法检测显示， 所有人肝癌细胞株中
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白表达与正常人肝细胞株（

HL蛳 7702

）

相比，均显著上调（

P＜0.01

），见图
1

。

2.2

索拉非尼对人肝癌细胞株的抑制作用

在
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白高表达的所有肝癌细胞

株中选择最为明显的
Hep3B

、

BEL蛳7404

、

MHCC97H

、

HCCLM3

、

HCCLM6

等
5

种肝癌细胞株，探讨索拉非

尼对其表达的影响。 在此实验之前，先用
MTT

比色

法测定索拉非尼对这些人肝癌细胞株的细胞毒性，
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— —



介入放射学杂志
２０１8

年
1

月第
２7

卷第
1

期
Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ ２０１7

，

Ｖｏｌ．２7

，

Ｎｏ．1

注：

** 与对照组相比，

P

均
＜0.01

图
3

索拉非尼对
MHCC97H

、

HCCLM3

、

HCCLM6

中
B7蛳H3

蛋白表达影响

注：

** 与正常人肝细胞株（

HL蛳7702

）相比，

P

均
＜0.01

图
1 B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白在不同人肝癌细胞株中表达

图
2

索拉非尼对不同人肝癌细胞株抑制率

以确定索拉非尼对这些肝癌细胞株有抑制作用，结

果发现索拉非尼对上述
5

种肝癌细胞株均具有抑

制作用，它们的半抑制浓度（

IC

50

）值分别为
14.56

、

9.14

、

9.46

、

17.21

、

9.29 μmol/L

，见图
2

。

2.3

索拉非尼对
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白表达的影响

分别以
5

、

10

、

20 μmol/L

剂量索拉非尼处理不

同人肝癌细胞株 （

Hep3B

、

BEL 蛳 7404

、

MHCC97H

、

HCCLM3

、

HCCLM6

）

48 h

后
WB

检测显示， 不同人

肝癌细胞株中
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白表达均较对照

组明显下调（

P＜0.01

），见图
3

、

4

。
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注：

** 与对照组相比，

P

均
＜0.01

图
4

索拉非尼对
Hep3B

、

BEL蛳7404

、

MHCC97H

中
B7蛳H4

蛋白表达影响

3

讨论

免疫应答缺陷可能有助于肿瘤细胞生长，

T

细

胞在免疫应答中通常起着较为重要的作用，其中共

刺激配体
CD80

和
CD86

对机体启动和维持免疫反

应密切相关，它们在肿瘤细胞中表达缺失被认为是

肿瘤免疫逃逸的主要原因之一［

15

］

。 诱导抑制性因子

如细胞毒
T

淋巴细胞相关抗原
蛳4

（

CTLA蛳4

，

CD152

）

和程序性细胞死亡分子
蛳 1

（

PD蛳 1

，

CD279

）在免疫细

胞及肿瘤细胞中表达并与抑制性因子配体结合，往

往能够参与肿瘤发病［

16

］

。 如今阻断抑制性辅助因子

间相互作用已成功地应用于肿瘤治疗 ［

17

］

，阻断免疫

细胞中抑制性辅助因子及肿瘤细胞中抑制性辅助

因子配体表达，可能是防止肿瘤细胞免疫逃逸的重

要方法。

B7蛳H4

和
B7蛳H3

是
B7

蛋白家族中抑制性辅助

因子配体，与活化
T

细胞免疫功能有关［

18蛳19

］

。

Northern

印迹法测定发现
B7蛳H4

蛋白在胸腺、肺、脾脏转录

水平表达 ［

20

］

，

B7蛳H3

蛋白广泛在淋巴器官、肝脏、

睾丸、子宫、肺、骨骼肌等转录水平表达 ［

21

］

。

B7蛳H4

和
B7蛳H3

蛋白似乎只在细胞翻译水平受限［

22

］

。有报

道发现
B7蛳H4

和
B7蛳H3

蛋白在非小细胞肺癌中有

表达 ［

23

］

，也有研究报道
B7蛳H4

蛋白在人肝癌细胞

株
BEL蛳7404

转录水平表达［

24

］

。

索拉非尼是一种多激酶抑制剂，目前已广泛应

用于肝癌治疗 ［

25

］

，其一方面能通过阻断
RAF/MEK/

RAK

等信号通路抑制肿瘤细胞增殖，另一方面通过

抑制血小板衍生生长因子（

PDGF

）受体及
VEGF

因

子抑制肿瘤血管生成， 具双重抗肿瘤作用。 早在

2008

年，欧美国家便完成了索拉非尼
SHARP Ⅲ

期

临床试验，结果显示索拉非尼可使晚期肝癌患者中

位生存期延长
44％

、中位疾病进展时间（

TTP

）延长

74％

、 死亡风险降低
31％

［

26

］

。 以中国为主的亚太地

区
2009

年完成
Oriental Ⅲ

期临床试验，也显示出与

欧美国家相近的结果［

27

］

。

然而， 目前尙不清楚不同人肝癌细胞株中
B7蛳

H3

和
B7蛳H4

蛋白表达情况及索拉非尼对不同人肝

癌细胞株的细胞毒作用。 本研究结果显示，

B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋 白 在 不 同 人 肝 癌 细 胞 株 （

HepG2

、

Hep3B

、

BEL蛳7402

、

BEL蛳7404

、

BEL蛳7405

、

QGY蛳7701

、

QGY 蛳 7703

、

SMMC 蛳 7721

、

MHCC97H

、

MHCC97L

、

HCCLM3

、

HCCLM6

）中表达，与正常人肝细胞株
HL蛳

7702

相比，均明显上调（

P＜0.01

）；

WB

法和
MTT

比

色法检测显示索拉非尼通过抑制
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白表达对
Hep3B

、

BEL蛳7404

、

MHCC97H

、

HCCLM3

、

HCCLM6

等人肝癌细胞株产生细胞毒性，进而抑制

肝癌细胞株生长； 索拉非尼对
Hep3B

、

BEL蛳 7404

、

MHCC97H

、

HCCLM3

、

HCCLM6

肝癌细胞株均有细

胞毒活性，其
IC

50

值分别为
14.56

、

9.14

、

9.46

、

17.21

、

9.29 μmol/L

；与对照组相比 ，在分别加入
5

、

10

、

20 μmol/L

等不同剂量索拉非尼
48 h

后 ，

Hep3B

、

BEL蛳7404

、

MHCC97H

、

HCCLM3

、

HCCLM6

等人肝癌

细胞株中
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白表达均发生显著下降

（

P＜0.01

）。

B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白在不同人肝癌细胞

株中过表达常见，因此认为其可能影响肿瘤免疫逃

逸， 而降低
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白在肝癌组织中表

达则可能是预防和治疗肝癌的候选靶点之一。 本研

究发现
B7蛳H3

和
B7蛳H4

蛋白在不同人肝癌细胞株

中均过表达，但其与不同类型肝癌之间的关系尚需

更深入研究，以达到个性化治疗目的。

本研究结论认为，

B7蛳H3

蛋白和
B7蛳H4

蛋白在

不同人肝癌细胞株中通常过表达，可对肿瘤免疫逃

逸机制造成影响，可能为肝癌预防和治疗提供一个
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