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索拉非尼对人肝癌细胞生长抑制作用的体外研究
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摘   要 目的：探讨索拉非尼对人肝癌（HCC）细胞体外生长及肿瘤相关基因表达的影响。

方 法： 用 不 同 浓 度（0、5、10、20 μmol/L） 索 拉 非 尼 作 用 人 HCC 细 胞（Hep3B2.1-7）24 h 后， 用

CCK-8 法 观 察 细 胞 的 增 殖 情 况， 并 分 别 用 real-time PCR 与 Western blot 检 测 各 组 HCC 细 胞 p53、

PTEN、TGF-β1 的 mRNA 与蛋白表达。

结果：与 0 μmol/L 索拉非尼处理组（对照组）比较，其余各浓度索拉非尼处理组 HCC 细胞增殖均明

显降低（均 P<0.05）；p53、PTEN 的 mRNA 与蛋白表达明显升高，而 TGF-β1 的 mRNA 与蛋白表达

明显降低（均 P<0.05），以上作用均呈一定的浓度依赖性。

结论：索拉非尼对 HCC 细胞体外生长有抑制作用，其作用机制与调控肿瘤相关基因的表达有关。

关键词 癌，肝细胞；蛋白激酶抑制剂；体外研究

中图分类号：R735.7

Role of sorafenib on inhibition of growth of human hepatocellular 
carcinoma cells in vitro
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Abstract Objective: To investigate the influence of sorafenib on growth and expressions of tumor-related genes in human 

hepatocellular carcinoma (HCC) cells in vitro.

Methods: Human HCC cells (Hep3B2.1-7) were exposed to different concentrations (0, 5, 10, and 20 μmol/L)  

of sorafenib for 24 h, and then, the cell proliferation was analyzed by CCK-8 assay, and the mRNA and protein 

expressions of p53, PTEN and TGF-β1 in the HCC cells were determined by real-time PCR and Western blot, 

respectively.

Results: Compared with the group of cells with 0 μmol/L sorafenib treatment (control group), in the other 

groups of cells with sorafenib treatment, the cell proliferation rates were all significantly decreased (all P<0.05); 

the mRNA and protein expressions of p53 and PTEN were significantly increased, while the mRNA and protein 

expressions of TGF-β1 were significantly decreased (all P<0.05). All these effects of sorafenib showed a certain 

concentration-dependent manner.

Conclusion: Sorafenib can inhibit the growth of human HCC cells in vitro, and the mechanism may be attributed 

to its regulating the expressions of tumor-related genes.
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

是人类癌症死因中排第3位的恶性肿瘤 [1]。HCC预

后 较 差 的 原 因 与 其 术 后 具 有 较 高 的 复 发 和 转 移 率

的特性密切相关。HCC的复发、转移与p53基因的

表 达 及 功 能 异 常 密 切 相 关 ， 修 复 表 达 及 功 能 异 常

的p53基因是目前HCC治疗的靶点之一 [2-4]。磷酸

酶张力蛋白同源物基因（phosphatase  and tensin 

homolog，PTEN）的缺失或表达异常在HCC的发

生发展中发挥了 重要作用，是治疗HC C 的靶点之

一 [ 5 - 7 ]。 转 化 生 长 因 子 β 1 （ t r a n s f o r m i n g  g r o w t h 

f a c t o r - β 1 ， T G F - β 1 ） 在 H C C 组 织 中 的 表 达 增

高，可被用于HCC恶性程度及预后的判断[8-10]。索

拉非尼（sorafenib）具有一定的抗HCC作用[11-12]，

但其具体机制未彻底阐明，对HCC中p53、PTEN

及 T G F - β 1 的 作 用 也 不 清 楚 。 本 研 究 对 培 养 的 人

HC C 细胞使用不 同浓度的索拉非尼干预，观察其

对HCC细胞增殖及p53、PTEN、TGF-β1的mRNA

与 蛋 白 表 达 的 影 响 ， 为 合 理 应 用 索 拉 非 尼 治 疗

HCC提供理论依据。

1　材料与方法

1.1  材料与主要试剂、仪器

人 H C C 细 胞 系 H e p 3 B 2 . 1 - 7 购 自 中 国 科 学 院

典 型 培 养 物 保 藏 中 心 （ C C T C C ） ； D M E M （ 高

糖 型 ， H y c l o n e ） ； 胎 牛 血 清 （ 上 海 生 工 ） ；

0 . 2 5 % 胰 蛋 白 酶 消 化 液 、 青 霉 素 - 链 霉 素 溶 液

（ H y c l o n e ） ； R N A 提 取 试 剂 盒 、 反 转 录 试 剂 盒

（ 上 海 生 工 ） ； S Y B R R  P r e m i x  E x  T a q T M 实 时

PCR试剂盒（TAKARA）；Tp53上游引物序列5' -
TAG TGT GGT GGT GCC CTA TGA G-3'，下游引

物序列：5'-AGT GTG ATG ATG GTG AGG ATG 

G - 3 ' ， P T E N 上 游 引 物 序 列 ： 5 ' - C G G  C A G  C A T 

CAA ATG TTT CAG-3'，下游引物序列：5'-AAC 

TGG CAG GTA GAA GGC AAC TC-3'，TGF-β1

上 游 引 物 序 列 ： 5 ' - A C T  A C G  C C A  A G G  A G G 

TCA -3 '，下游引物序列：5' -AGA TTT CGT TGT 

GGG TTT C -3 '；β -ac t in上游引物序列：5' -CCT 

GGC ACC CAG CAC AAT-3'，下游引物序列：5'-
GCT GAT CCA CAT CTG CTG GAA-3'（Introgen

公 司 合 成 ） ； 抗 p 5 3 抗 体 （ a b 2 6 ） 、 P T E N 抗

体 （ a b 3 2 1 9 9 ） 、 T G F - β 1 抗 体 （ a b 9 2 4 8 6 ）

（ a b c a m ） ； 抗 β - a c t i n 抗 体 、 山 羊 抗 小 鼠 l g G -
biot in（北京全是金）。甲苯磺酸索拉非尼（拜耳

公司）用DMEM培养液溶解，临用时加培养液稀释

至所需浓度。

1.2  细胞培养

将细胞移入25 cm2的培养瓶中，加入含10%FBS

的培养基至5 mL，细胞密度为4~5×l04/mL，置 于

37 ℃，5%CO 2培养箱内培养。每2~3 d换培养液 

1次，2~4 d细胞布满瓶底后使用0.25%胰蛋白酶消

化传代，本实验选用8~10代细胞。

1.3  细胞分组及其处理 

待 细 胞 长 到 6 0 % 左 右 后 ， 将 各 组 细 胞 使 用 无

血清的DMEM培养基饥饿过夜，次日各组细胞加入

含不同浓度（0、5、10、20 μmol/L）索拉非尼的

培养基培养24 h。

1.4  观察指标

1.4.1  HCC 细胞增殖的测定　用 CCK-8 法进行。将

细胞接种于 96 孔板，调整细胞浓度为 5×104/mL， 

每孔体积为 100 µL，每孔做 5 个复孔。各组细胞

在 37 ℃、5%CO2 培养箱饥饿过夜后加入不含或含

有 不 同 浓 度 索 拉 非 尼 的 培 养 基 培 养 24 h， 每 孔 加

入 10 µL CCK-8 试剂培养 3 h，在酶标仪上 450 nm 

波长处测定其光密度值（OD 值），采用目前普遍

使用的扣除本底策略来消除误差。

1.4.2  real-time PCR 法 检 测 p53、PTEN、

TGF-β1 mRNA 表 达　 将 各 组 细 胞 提 取 RNA，

把 纯 度 好、 完 整 性 高 的 RNA 合 成 cDNA。 按

2×SYBRR Premix 10 µL，上游引物 0.4 µL，下游

引物 0.4 µL，cDNA 2 µL，ddH2O 7.2 µL 配成总量

20 µL 体 系 进 行 real-time PCR 反 应。 反 应 条 件 为

95 ℃ 30 s，然后进入 PCR 循环，95 ℃ 5s，60 ℃ 

30 s，进行 40 个循环。目的基因的表达使用相对

定 量 法， 以 β-actin 作 为 内 参， 以 2- △ △ ct 计 算 目

的基因的相对表达量。

1.4.3  Western b lo t 法 检 测 p53、PTEN、

TGF-β1 蛋 白 表 达　 提 取 各 组 细 胞 总 蛋 白， 用

BCA 法定量蛋白浓度，所得蛋白于聚丙烯酰胺凝

胶中电泳，电转至 PVDF 膜后以封闭液封闭，一抗

稀释液按 1:5 000 比例稀释检测蛋白的一抗，4 ℃

冰箱内孵育过夜。去掉一抗孵育液后用 TBST 在摇
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床洗涤 3 次，二抗稀释液按 1:5 000 比例稀释 HRP

标记的二抗后在室温振荡孵育 2 h，倒掉二抗孵育

液后用 TBST 洗涤 3 次，以电化学发光，显影和定

影方法对胶片进行拍照和扫描，以 β-actin 为内参，

Quantity one 系统分析目标条带的相对灰度值。

1.5  统计学处理

应 用 S P S S  1 7 . 0 统 计 软 件 系 统 进 行 统 计 学 计

算，实验结果用均数±标准差（x±s）表示，用单

因素方差分析（bonferroni方法）进行数据处理，

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  不同浓度的索拉非尼对人 HCC 增殖的影响

与0 μmol/L索拉非尼处理组（对照组）比较，

其余各浓度（5~20 μmol/L）索拉非尼处理组HCC

细胞增殖均明显降低（均P<0 .05），且呈一定的

浓度依赖性（图1）。

2.2  不同浓度的索拉非尼对人 HCC 细胞肿瘤相

关基因 mRNA 表达的影响

与 0  μ m o l / L 索 拉 非 尼 处 理 组 （ 对 照 组 ） 比

较 ， 其 余 各 浓 度 （ 5 ~ 2 0  μ m o l / L ） 索 拉 非 尼 处 理

后，HCC细胞的p53及PTEN的mRNA表达明显上

调（均P<0.05)，且呈浓度依耐性；而HCC细胞的

TGF-β1 mRNA表达明显下调（均P<0.05），也呈

浓度依耐性（图2）。

2.3  不同浓度的索拉非尼对人 HCC 细胞 p53、

PTEN 及 TGF-β1 蛋白表达的影响

与0 μmol/L索拉非尼处理组（对照组）比较，

其 余 各 浓 度 （ 5 ~ 2 0  μ m o l / L ） 索 拉 非 尼 处 理 后 ，

HCC细胞的p53及PTEN的蛋白表达明显上调（均

P<0.05)，且呈浓度依耐性；而HCC细胞的TGF-β1

的蛋白表达明显下调（均P<0.05），也呈浓度依耐

性。蛋白与mRNA表达变化趋势一致（图3）。

图 3　各组 HCC 细胞肿瘤相关基因蛋白的表达　　A：电泳图；B：半定量统计图　　1）与对照组比较，P<0.01
Figure 3　The protein expressions of the tumor-related genes in each group of HCC cells　　A: Protein electrophoretogram; B: Semi-

quantitative statistical analysis　　1) P<0.01 vs. control group

图 1　不同浓度索拉非尼对 HCC 细胞增殖的影响　　1）与
对照组比较，P<0.01

Figure 1　Effect of different concentrations of sorafenib on cell 
proliferation in HCC cells　　1) P<0.01 vs. control 
group

图 2　各组 HCC 细胞肿瘤相关基因 mRNA 的表达　　1）与对
照组比较，P<0.01

Figure 2　The mRNA expressions of the tumor-related genes in 
each group of HCC cells　　1) P<0.01 vs. control group
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3　讨　论

p 5 3 基 因 是 目 前 比 较 公 认 的 抗 癌 基 因 ， 研 

究 [2, 13-14]显示，p53基因的表达及功能异常与HCC

的 发 生 及 进 展 密 切 相 关 ， 修 复 表 达 及 功 能 异 常 的

p53基因已经成为HCC治疗的靶点之一。p53基因

的缺失将会导致TGF-β1信号转导通路的过度表达

从而促进HCC的形成[15]。

PTEN基因位于人10号染色体q23.3区，是具

有 磷 酸 酶 活 性 的 抑 癌 基 因 ， 在 中 枢 神 经 系 统 、 心

脏 、 肝 脏 、 肾 脏 、 胃 肠 道 及 皮 肤 等 全 身 多 器 官 均

有表达[16]。PTEN与HCC细胞的增殖、迁移及侵袭等

密切相关，干预PTEN的表达是目前治疗HCC的靶

点之一[7, 17]。PTEN与p53具有一定的互动关系[18]。

PTEN可使PIP3处于较低水平，可阻断PI3K的Akt

通路，进而诱导 细胞凋亡及细胞周期的阻滞 [ 19]。

也有报道显示PTEN的抗癌作用可能与其对LKB1-

AMPK通路的调控有关[20]。TGF-β1能够快速降低

PTEN基因在上皮细胞中的表达，调节上皮细胞中

所含有的PTEN基因[21]。

T G F - β 1 在 调 节 细 胞 的 增 殖 、 分 化 以 及 凋 亡

等功能中起重要作用，在HCC细胞中高度表达[8]。

研 究 [ 2 2 - 2 4 ]表 明 ， T G F - β 1 在 肿 瘤 的 发 生 中 可 能 起

双 向 调 节 作 用 ， 在 肿 瘤 形 成 早 期 可 抑 制 肿 瘤 的 生

长 ， 而 在 肿 瘤 进 展 期 则 有 促 进 作 用 。 有 报 道 显 示

T G F - β 1 是 通 过 与 其 相 应 受 体 T β R I 、 T β R I I 、

内 皮 蛋 白 结 合 形 成 复 合 物 后 调 控 S m a d 2 及 S m a d 4

等蛋白形成TGF-β1-Smad信号传导通路发挥作用 

的[24]。HCC组织中过高的TGF-β1可能是由于HCC

细胞自分泌和旁分泌导致的[25-26]。在HCC早期，由

于TGF-β1的高灵敏性和特异性，血清中TGF-β1

含 量 已 被 认 为 是 一 个 诊 断 小 H C C 的 标 志 [ 2 7 ] 。 

由于TGF-β1在肿瘤的侵袭及转移中发挥了重要作

用，抑制TGF-β1的表达已经成为了治疗肿瘤的手

段之一[22]。

索 拉 非 尼 是 多 种 激 酶 抑 制 剂 ， 在 体 外 可 抑 制

肿 瘤 细 胞 增 殖 ， 具 有 较 好 的 抗 癌 应 用 前 景 。 以 往

研究发现索拉非尼具有抑制HC C 细胞增殖和促进

癌 细 胞 凋 亡 的 作 用 ， 其 机 理 可 能 与 调 控 B e c l i n - 1

的乙酰化水平有关 [12]，也可能与对Bcl -2的调控有

关 [ 1 1 ]。本实验结果提示索拉非尼具有一定的抑制

HCC细胞增殖的作用，且能上调HCC细胞内抑癌

基因p53及PTEN的表达，而对增强细胞增殖能力

的TGF-β1基因具有一定的抑制作用。提示索拉非

尼可能通过调控p53、PTEN及TGF-β1表达而发挥

抗HCC作用。同时，应该注意到，HCC细胞中各

种 基 因 的 表 达 及 信 号 转 导 通 路 相 互 关 系 复 杂 ， 究

竟索拉非尼是如何调控p53、PTEN及TGF-β1表达

而发挥抗肿瘤作用，它对p53、PTEN及TGF-β1的

功 能 是 否 有 影 响 ， 在 这 个 过 程 中 又 受 到 哪 些 因 素

的影响，还需要进一步研究。
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