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瑞戈非尼联合PD-L1单抗对小鼠肝癌移植瘤的作用及机制

倪明立，潘威，徐倩

（郑州大学附属洛阳中心医院 肿瘤二科，河南 洛阳 471000）

摘     要             背景与目的：瑞戈非尼治疗肝癌不可避免的存在毒副作用，而且治疗有效率有限。细胞程序性死亡-配

体 1 （PD-L1） 单抗可有效阻断“肿瘤免疫逃逸机制”，发挥显著抗肿瘤作用。因此，本研究探讨瑞戈

非尼联合 PD-L1 单抗对肝癌移植瘤小鼠的抗癌作用。

方法：将 Balb/C 裸小鼠建立肝癌移植瘤模型后，分别给予瑞戈非尼 （瑞戈非尼组）、阿替利珠单抗

（PD-L1 单抗组）、瑞戈非尼+阿替利珠单抗 （联合组）、生理盐水 （模型组） 处理，连续 4 周，期间动

态测量各组肿瘤体积。4 周后，剥离各组小鼠移植瘤，分别用流式细胞术、TUNEL 法、HE 染色检测肿

瘤 组 织 CD4+ 和 CD8+ 细 胞 浸 润 情 况 、 细 胞 凋 亡 率 及 形 态 特 征 ， 并 用 qRT-PCR 和 Western blot 检 测 肿 瘤

组织 CD31、血管内皮生长因子 （VEGF）、增殖细胞核抗原 （Ki-67）、B 淋巴细胞瘤-2 基因 （Bcl-2）、

Bax 表达。

结果：给药前 4 组小鼠肿瘤体积差异无统计学意义 （P>0.05），给药 1、2、3、4 周时，各给药组小鼠肿

瘤体积均明显小于模型组，且联合组的肿瘤体积明显小于两个单药组 （均 P<0.05），但两个单药组间肿

瘤体积无明显差异 （均 P>0.05）。各给药组肿瘤组织中 CD4+与 CD8+细胞比例均较模型组明显升高，且

升高程度依次为瑞戈非尼组<PD-L1 单抗组<联合组 （均 P<0.05）。各给药组肿瘤组织细胞凋亡率均较模

型组明显升高，且升高程度依次为瑞戈非尼组<PD-L1 单抗组<联合组 （均 P<0.05）。HE 染色显示，模

型组肿瘤细胞核大、深染、排列密集，各给药组肿瘤细胞均出现不同程度的核皱缩、细胞数量减少，

片状 坏 死 等 改 变 ， 联 合 组 改 变 最 为 明 显 。 与 模 型 组 比 较 ， 各 给 药 组 肿 瘤 组 织 CD31、 VEGF、 Ki-67

和 Bcl-2 mRNA 与蛋白表达水平明显降低，Bax mRNA 与蛋白表达水平明显升高，且联合组的以上指标

变化程度明显大于两个单药组，但两个单药组间差异均无统计学意义 （均 P>0.05）。

结论：瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗可有效抑制肝癌生长，且强度大于两者单独作用，这可能由两者不同

的作用机制的协同效应实现的。
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Abstract             Background and Aims: Regorafenib treatment for liver cancer inevitably presents side effects and 

limited efficacy. Programmed death-ligand 1 (PD-L1) monoclonal antibody can effectively block the 

"tumor immune escape mechanism" and exert significant anti-tumor effects. Therefore, this study was 

conducted to explore the anti-cancer effect of regorafenib combined with PD-L1 monoclonal antibody in 

a mouse model of transplanted liver cancer.

Methods: After establishing a liver cancer transplant model in Balb/C nude mice, the mice were treated 

with regorafenib (regorafenib group), atezolizumab (PD-L1 antibody group), regorafenib + atezolizumab 

(combination group), or saline (model group) for 4 weeks. Tumor volumes were dynamically measured 

in each group during the treatment period. After 4 weeks, the transplanted tumors were excised from the 

mice, and flow cytometry, TUNEL assay, and HE staining were used to detect CD4+ and CD8+ cell 

infiltration, apoptosis rate, and morphological characteristics of the tumor tissues. Additionally, qRT-PCR 

and Western blot were employed to detect the expression of CD31, vascular endothelial growth factor 

(VEGF), proliferating cell nuclear antigen (Ki-67), B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), and Bax in the tumor 

tissues.

Results: There was no statistically significant difference in tumor volumes among the four groups of 

mice before treatment (P>0.05). At weeks 1, 2, 3, and 4 of treatment, the tumor volumes in each treated 

group were significantly smaller than those in the model group, and the tumor volume in the combination 

group was significantly smaller than those in the two monotherapy groups (all P<0.05). However, there 

was no significant difference in tumor volume between the two monotherapy groups (all P>0.05). The 

proportion of CD4+ and CD8+ cells in tumor tissues was significantly higher in each treated group than 

those in the model group, with the increase being in the order of regorafenib group <PD-L1 antibody 

group < combination group (all P<0.05). The apoptosis rate of tumor cells was significantly higher in 

each treated group compared to the model group, with the increase being in the order of regorafenib 

group <PD-L1 antibody group < combination group (all P<0.05). HE staining showed large, deeply 

stained, densely arranged nuclei in tumor cells of the model group, while various degrees of nuclear 

shrinkage, reduced cell numbers, and patchy necrosis were observed in the treated groups, with the most 

pronounced changes in the combination group. Compared to the model group, the expression levels of 

CD31, VEGF, Ki-67, and Bcl-2 mRNA and protein in tumor tissues were significantly lower in the 

treated groups. In contrast, the expression levels of Bax mRNA and protein were significantly higher. 

The extent of these changes was more pronounced in the combination group than in the two 

monotherapy groups, with no significant difference between the two monotherapy groups (all P>0.05).

Conclusion: Regorafenib combined with PD-L1 monoclonal antibody can effectively inhibit the growth 

of liver cancer, and the intensity is greater than that of either treatment alone. This effect may be 

achieved through the synergistic interaction of their different mechanisms of action.
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肝 癌 是 全 球 范 围 内 发 病 率 和 病 死 率 最 高 的 恶

性 肿 瘤 之 一 ， 严 重 威 胁 着 人 类 的 生 命 健 康 ， 给 全

球带来沉重的社会压力和经济负担[1-2]。瑞戈非尼

是 已 经 获 得 美 国 食 品 药 品 监 督 管 理 局 批 准 的 小 分

子 靶 向 药 物 ， 作 为 二 线 药 物 用 于 治 疗 肝 癌 ， 但 是

以 分 子 靶 向 的 药 物 很 少 能 完 全 抑 制 肿 瘤 ， 而 且 高

剂 量 瑞 戈 非 尼 可 能 引 起 肝 胆 系 统 以 及 消 化 系 统 损

伤[3-4]。因此，联合用药不失为一种治疗恶性肿瘤

的有效策略，临床研究[5]表明，瑞戈非尼联合卡瑞

利 珠 单 抗 对 难 治 性 肝 复 发 癌 具 有 一 定 疗 效 。 瑞 戈

非 尼 和 贝 伐 珠 单 抗 联 合 治 疗 转 移 性 结 直 肠 肿 瘤 的

效果优于单独一种靶向药物[6]。细胞程序性死亡-

配体 1 （programmed cell death 1 ligand 1，PD-L1） 与

免 疫 系 统 的 抑 制 密 切 相 关 ， 广 泛 表 达 于 恶 性 肿 瘤

细胞表面，PD-L1 分子通过与 T 细胞表面的细胞程

序性死亡受体 1 （PD-1） 结合可使肿瘤细胞成功逃

避 免 疫 系 统 的 识 别 和 攻 击 ， 从 而 使 肿 瘤 细 胞 发 生

增 殖 和 转 移[7-8]， 而 PD-L1 单 抗 可 有 效 阻 断 这 种

“肿瘤免疫逃逸机制”，恢复患者自身免疫系统抗

癌 功 能[9-10]。 PD-L1 单 抗 和 抗 肿 瘤 药 物 联 合 使 用 不

仅 可 提 高 肿 瘤 治 疗 有 效 率 ， 而 且 可 降 低 抗 肿 瘤 药

物 的 剂 量 ， 减 轻 药 物 对 重 要 器 官 的 毒 副 作 用 。 因

此 本 研 究 通 过 建 立 肝 癌 移 植 瘤 小 鼠 模 型 ， 探 讨 瑞

戈非尼联合 PD-L1 单抗的抗肝癌作用。

1     材料与方法 

1.1 实验动物　

40 只 雄 性 Balb/C 裸 小 鼠 购 自 上 海 斯 莱 克 实 验

动物有限公司，6 周龄，体质量 （20±2） g，许可

证号：SYXK （沪） 2022-0013；人肝癌 HepG2 细胞

株购自美国 ATCC 公司。

1.2 试剂和仪器　

瑞 戈 非 尼 购 自 拜 耳 公 司 ； 阿 替 利 珠 单 抗 注 射

液购自德国 Roche Diagnostics GmbH；胎牛血清和培

养 基 购 自 美 国 Gibco 公 司 ； 抗 人 CD4- APC 和 CD8- 

PE 抗 体 购 自 美 国 eBioscience 公 司 ； 苏 木 素 伊 红

（HE） 染色试剂盒和末端脱氧核苷酸转移酶介导的

dUTP 原 位 切 口 末 端 标 记 （terminal deoxynucleotidyl 

transferase mediated dUTP nick-end labeling， TUNEL）

染 色 试 剂 盒 购 自 中 国 上 海 碧 云 天 生 物 科 技 有 限 公

司 ； 抗 人 CD31、 Ki-67、 B- 细 胞 淋 巴 瘤 因 子 （B-

cell lymphoma factor， Bcl-2）、 Bcl-2 相 关 X 蛋 白

（Bcl2-Associated X protein，Bax） 和血管内皮生长因

子 （vascular endothelial growth factor，VEGF） 抗体购

自 美 国 Abcam 公 司 ； 恒 温 培 养 箱 购 自 德 国 Thermo 

Fisher Scientific；光学显微镜购日本 Olympus；流式

细胞仪购自美国 BD 公司。

1.3 实验方法　

1.3.1 肝癌移植瘤模型制备与分组给药　模型制作

参照文献[11]方法，HepG2 细胞常规培养，收集对数

期 细 胞 调 整 密 度 为 2×107 个/mL， 无 菌 注 射 器 取

0.5 mL 细胞悬液注入小鼠右侧背部皮下，4 d 后接

种部位可见直径为 3~4 mm 的肿瘤结节，当肿瘤直

径 >1 cm 时将小鼠分为模型组、瑞戈非尼组、PD-L1

单抗组和联合组，每组 10 只。瑞戈非尼组小鼠灌

胃瑞戈非尼 20 mg/kg，1 次/d，连续 4 周；PD-L1 组

小 鼠 腹 腔 注 射 阿 替 利 珠 单 抗 注 射 液 0.2 mL/ 只 ，

1 次/4 d，共注射 7 次，连续 4 周；联合组小鼠灌胃

瑞 戈 非 尼 20 mg/kg 后 ， 1 次/d， 连 续 4 周 ， 腹 腔 注

射阿替利珠单抗注射液 0.2 mL/只，1 次/4 d，共注

射 7 次 ， 连 续 4 周 ； 模 型 组 小 鼠 给 予 等 体 积 生 理

盐水[12-13]。

1.3.2 肿瘤体积测定　在 注 射 药 物 前 和 注 射 药 物

后 ， 用 游 标 卡 尺 测 量 肿 瘤 长 径 （a） 和 短 径 （b），

根据公式 V=1/2 ab2 计算肿瘤体积。

1.3.3 流式细胞仪检测肿瘤组织中免疫细胞浸润情

况　肿瘤直径测量完成后，处死小鼠，快速剥离肿

瘤 组 织 。 取 部 分 肿 瘤 组 织 置 于 EP 管 中 ， 剪 碎 ，

加入 0.1 μg/L Ⅳ型胶原酶，置于 37 ℃摇床上孵育

1 h， 含 1% 胎 牛 血 清 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 终 止 反 应 ，

2 000 r/min 离 心 10 min （离 心 半 径 8 cm）， 去 除 上

清液，加入 2 mL 红细胞裂解液，冰上静置 10 min，

2 000 r/min 离 心 10 min （离 心 半 径 8 cm）， 磷 酸 盐

缓冲液清洗 2 次，将细胞制成悬液分装成两管，一管

加 入 anti-CD4+-APC， 另 一 管 加 入 anti-CD8+-PE， 冰

上 避 光 染 色 30 min ， 磷 酸 盐 缓 冲 液 终 止 反 应 ，

1 500 r/min 离心 5 min （离心半径 8 cm），弃掉上清

液，加入 300 μL 磷酸盐缓冲液将细胞重悬，流式

细胞仪进行检测。

1.3.4 TUNEL 染色计算肿瘤细胞凋亡率　取部分肿

瘤 组 织 ， 制 成 4 μ m 厚 的 石 蜡 切 片 ， 二 甲 苯 透 明

2 次 ， 梯 度 乙 醇 脱 水 ， 滴 加 过 氧 化 氢 阻 断 剂 孵 育

10 min， 组 织 上 滴 加 Proteinase K 工 作 液 20 μL， 湿

盒 中 避 光 孵 育 30 min， 磷 酸 盐 缓 冲 液 清 洗 2 次 。

TUNEL 反应液 37 ℃孵育 60 min，磷酸盐缓冲液清

洗 2 次 ， 滴 加 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 抗 体 ， 37 ℃

湿盒中孵育 30 min，磷酸盐缓冲液冲洗 3 次，苏木

精 复 染 ， 中 性 树 胶 封 片 。 显 微 镜 下 观 察 ， 呈 棕 黄

色着色的颗粒即为阳性细胞。细胞凋亡率=阳性细

胞数/总细胞数×100%。

1.3.5 HE 染色观察肿瘤组织病理形态　取石蜡切片

组织，根据 HE 试剂盒说明书进行染色，显微镜下

观察细胞形态。

1.3.6 qRT-PCR 法 检 测 CD31、VEGF、Ki-67、Bax 和

Bcl-2 mRNA 表达　TRIzol 试 剂 提 取 肿 瘤 组 织 中 总
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非 尼 和 贝 伐 珠 单 抗 联 合 治 疗 转 移 性 结 直 肠 肿 瘤 的

效果优于单独一种靶向药物[6]。细胞程序性死亡-

配体 1 （programmed cell death 1 ligand 1，PD-L1） 与

免 疫 系 统 的 抑 制 密 切 相 关 ， 广 泛 表 达 于 恶 性 肿 瘤

细胞表面，PD-L1 分子通过与 T 细胞表面的细胞程

序性死亡受体 1 （PD-1） 结合可使肿瘤细胞成功逃

避 免 疫 系 统 的 识 别 和 攻 击 ， 从 而 使 肿 瘤 细 胞 发 生

增 殖 和 转 移[7-8]， 而 PD-L1 单 抗 可 有 效 阻 断 这 种

“肿瘤免疫逃逸机制”，恢复患者自身免疫系统抗

癌 功 能[9-10]。 PD-L1 单 抗 和 抗 肿 瘤 药 物 联 合 使 用 不

仅 可 提 高 肿 瘤 治 疗 有 效 率 ， 而 且 可 降 低 抗 肿 瘤 药

物 的 剂 量 ， 减 轻 药 物 对 重 要 器 官 的 毒 副 作 用 。 因

此 本 研 究 通 过 建 立 肝 癌 移 植 瘤 小 鼠 模 型 ， 探 讨 瑞

戈非尼联合 PD-L1 单抗的抗肝癌作用。

1     材料与方法 

1.1 实验动物　

40 只 雄 性 Balb/C 裸 小 鼠 购 自 上 海 斯 莱 克 实 验

动物有限公司，6 周龄，体质量 （20±2） g，许可

证号：SYXK （沪） 2022-0013；人肝癌 HepG2 细胞

株购自美国 ATCC 公司。

1.2 试剂和仪器　

瑞 戈 非 尼 购 自 拜 耳 公 司 ； 阿 替 利 珠 单 抗 注 射

液购自德国 Roche Diagnostics GmbH；胎牛血清和培

养 基 购 自 美 国 Gibco 公 司 ； 抗 人 CD4- APC 和 CD8- 

PE 抗 体 购 自 美 国 eBioscience 公 司 ； 苏 木 素 伊 红

（HE） 染色试剂盒和末端脱氧核苷酸转移酶介导的

dUTP 原 位 切 口 末 端 标 记 （terminal deoxynucleotidyl 

transferase mediated dUTP nick-end labeling， TUNEL）

染 色 试 剂 盒 购 自 中 国 上 海 碧 云 天 生 物 科 技 有 限 公

司 ； 抗 人 CD31、 Ki-67、 B- 细 胞 淋 巴 瘤 因 子 （B-

cell lymphoma factor， Bcl-2）、 Bcl-2 相 关 X 蛋 白

（Bcl2-Associated X protein，Bax） 和血管内皮生长因

子 （vascular endothelial growth factor，VEGF） 抗体购

自 美 国 Abcam 公 司 ； 恒 温 培 养 箱 购 自 德 国 Thermo 

Fisher Scientific；光学显微镜购日本 Olympus；流式

细胞仪购自美国 BD 公司。

1.3 实验方法　

1.3.1 肝癌移植瘤模型制备与分组给药　模型制作

参照文献[11]方法，HepG2 细胞常规培养，收集对数

期 细 胞 调 整 密 度 为 2×107 个/mL， 无 菌 注 射 器 取

0.5 mL 细胞悬液注入小鼠右侧背部皮下，4 d 后接

种部位可见直径为 3~4 mm 的肿瘤结节，当肿瘤直

径 >1 cm 时将小鼠分为模型组、瑞戈非尼组、PD-L1

单抗组和联合组，每组 10 只。瑞戈非尼组小鼠灌

胃瑞戈非尼 20 mg/kg，1 次/d，连续 4 周；PD-L1 组

小 鼠 腹 腔 注 射 阿 替 利 珠 单 抗 注 射 液 0.2 mL/ 只 ，

1 次/4 d，共注射 7 次，连续 4 周；联合组小鼠灌胃

瑞 戈 非 尼 20 mg/kg 后 ， 1 次/d， 连 续 4 周 ， 腹 腔 注

射阿替利珠单抗注射液 0.2 mL/只，1 次/4 d，共注

射 7 次 ， 连 续 4 周 ； 模 型 组 小 鼠 给 予 等 体 积 生 理

盐水[12-13]。

1.3.2 肿瘤体积测定　在 注 射 药 物 前 和 注 射 药 物

后 ， 用 游 标 卡 尺 测 量 肿 瘤 长 径 （a） 和 短 径 （b），

根据公式 V=1/2 ab2 计算肿瘤体积。

1.3.3 流式细胞仪检测肿瘤组织中免疫细胞浸润情

况　肿瘤直径测量完成后，处死小鼠，快速剥离肿

瘤 组 织 。 取 部 分 肿 瘤 组 织 置 于 EP 管 中 ， 剪 碎 ，

加入 0.1 μg/L Ⅳ型胶原酶，置于 37 ℃摇床上孵育

1 h， 含 1% 胎 牛 血 清 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 终 止 反 应 ，

2 000 r/min 离 心 10 min （离 心 半 径 8 cm）， 去 除 上

清液，加入 2 mL 红细胞裂解液，冰上静置 10 min，

2 000 r/min 离 心 10 min （离 心 半 径 8 cm）， 磷 酸 盐

缓冲液清洗 2 次，将细胞制成悬液分装成两管，一管

加 入 anti-CD4+-APC， 另 一 管 加 入 anti-CD8+-PE， 冰

上 避 光 染 色 30 min ， 磷 酸 盐 缓 冲 液 终 止 反 应 ，

1 500 r/min 离心 5 min （离心半径 8 cm），弃掉上清

液，加入 300 μL 磷酸盐缓冲液将细胞重悬，流式

细胞仪进行检测。

1.3.4 TUNEL 染色计算肿瘤细胞凋亡率　取部分肿

瘤 组 织 ， 制 成 4 μ m 厚 的 石 蜡 切 片 ， 二 甲 苯 透 明

2 次 ， 梯 度 乙 醇 脱 水 ， 滴 加 过 氧 化 氢 阻 断 剂 孵 育

10 min， 组 织 上 滴 加 Proteinase K 工 作 液 20 μL， 湿

盒 中 避 光 孵 育 30 min， 磷 酸 盐 缓 冲 液 清 洗 2 次 。

TUNEL 反应液 37 ℃孵育 60 min，磷酸盐缓冲液清

洗 2 次 ， 滴 加 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 抗 体 ， 37 ℃

湿盒中孵育 30 min，磷酸盐缓冲液冲洗 3 次，苏木

精 复 染 ， 中 性 树 胶 封 片 。 显 微 镜 下 观 察 ， 呈 棕 黄

色着色的颗粒即为阳性细胞。细胞凋亡率=阳性细

胞数/总细胞数×100%。

1.3.5 HE 染色观察肿瘤组织病理形态　取石蜡切片

组织，根据 HE 试剂盒说明书进行染色，显微镜下

观察细胞形态。

1.3.6 qRT-PCR 法 检 测 CD31、VEGF、Ki-67、Bax 和

Bcl-2 mRNA 表达　TRIzol 试 剂 提 取 肿 瘤 组 织 中 总
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RNA， 将 RNA 逆 转 录 成 cDNA， 以 cDNA 为 模 板 进

行 扩 增 ， 反 应 体 系 设 置 为 ： 8 μL cDNA， 10 μL 

SYBRP Green mix、上下游引物各 1 μL。反应条件：

95 ℃ 预变性 10 min，95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 1 min，

进 行 40 个 循 环 。 2-△△CT 法 进 行 计 算 CD31、 VEGF、

Ki-67、Bax 和 Bcl-2 水平，引物序列见表 1。

1.3.7 Western blot 检 测 CD31、VEGF、Ki-67、Bax 和

Bcl-2 蛋白表达　取部分肿瘤组织，剪碎，匀浆，加

入裂解液裂解，4 ℃ 12 000 r/min 离心 10 min （离心

半 径 8 cm）， 吸 取 上 清 液 ， 测 定 蛋 白 浓 度 。 120 V

恒压电泳 1.5 h，0.3 A 恒流湿转 2 h，5% 脱脂奶粉

封 闭 1 h， 一 抗 4 ℃ 孵 育 过 夜 ， 二 抗 孵 育 1 h， 显

影，Image J 分析条带灰度值。

1.4 统计学处理　

采 用 SPSS 21.0 统 计 学 软 件 分 析 数 据 ， 数 据 以

均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s） 表 示 ， 多 组 间 比 较 采 用 单

因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验，P<

0.05 为差异有统计学意义。

2     结　果 

2.1 肿瘤体积和肿瘤抑制率测定结果　

给药前 4 组小鼠肿瘤体积比较，差异无统计学

意义 （P>0.05）。给药 1、2、3、4 周时，瑞戈非尼

组、PD-L1 单抗组和联合组小鼠肿瘤体积均明显小

于 模 型 组 ， 且 联 合 组 小 鼠 肿 瘤 体 积 明 显 小 于 瑞 戈

非 尼 组 和 PD-L1 单 抗 组 （均 P<0.05）， 瑞 戈 非 尼 组

和 PD-L1 单 抗 组 小 鼠 肿 瘤 体 积 差 异 无 统 计 学 意 义

（均 P>0.05）（表 2）。

2.2 肿瘤组织中CD4+和CD8+细胞浸润情况　

与模型组比较，瑞戈非尼组、PD-L1 单抗组和

联 合 组 CD4+ 和 CD8+ 细 胞 比 例 均 明 显 升 高 （均 P<

0.05）； 与 瑞 戈 非 尼 组 比 较 ， PD-L1 单 抗 组 CD4+ 和

CD8+ 细 胞 比 例 升 高 （P<0.05）； 与 瑞 戈 非 尼 组 和

PD-L1 单抗组比较，联合组 CD4+和 CD8+细胞比例均

升高 （均 P<0.05）（表 3）。

表1　引物序列

Table 1　Primer sequence

基因

CD31

VEGF

Ki-67

Bax

Bcl-2

GAPDH

引物序列

F：5′-ACG CTG GTG CTC TAT GCA AG-3′
R：5′-TCA GTT GCT GCC CAT TCA TCA-3′
F：5′-CTG CCG TCC GAT TGA GAC C-3′
R：5′-CCC CTC CTT GTA CCA CTG TC-3′
F：5′-ATC ATT GAC CGC TCC TTT AGG T-3′
R：5′-GGG CGT GGG CGA TAC TAA A-3′
F：5′-GCT CGC CTT GAT GGT TCC T-3′
F：5′-AAT TCG CCG GAG ACA CTC G-3′
F：5′-GCT ACC GTC GTG ACT TCG C-3′
F：5′-CCC CAC CGA ACT CAA AGA AGG-3′
F：5′-ACA ACT TTG GTA TCG TGG AAG G-3′
R：5′-GCC ATC ACG CCA CAG TTT C-3′

表3　各组小鼠肿瘤组织中CD4+和CD8+细胞比例比较 （n=10，%，x̄ ± s）
Table 3　Comparison of CD4+ and CD8+ cell proportions in tumor tissues of each group of mice (n=10, %, x̄ ± s)

组别

模型组

瑞戈非尼组

PD-L1 单抗组

联合组

CD4+

5.60±1.22
20.48±5.731），3）

28.89±5.301），2），3）

58.76±11.491）

CD8+

4.95±1.05
18.37±6.141），3）

25.38±7.641），2），3）

44.75±12.691）

注：1）与模型组比较，P<0.05；2）与瑞戈非尼组比较，P<0.05；3）与联合组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. model group; 2) P<0.05 vs. regorafenib group; 3) P<0.05 vs. combination group

表2　各组小鼠不同时间点肿瘤体积比较 （n=10，cm3，x̄ ± s）
Table 2　Table 2 Comparison of tumor volumes at different time points in each group of mice (n=10, cm3, x̄ ± s)

组别

模型组

瑞戈非尼组

PD-L1 单抗组

联合组

给药前

0.53±0.04
0.57±0.09
0.55±0.08
0.56±0.05

给药 1 周

0.44±0.06
0.35±0.061），2）

0.36±0.051），2）

0.29±0.051）

给药 2 周

0.73±0.08
0.62±0.071），2）

0.60±0.071），2）

0.56±0.061）

给药 3 周

1.02±0.11
0.91±0.081），2）

0.89±0.091），2）

0.74±0.081）

给药 4 周

1.31±0.14
1.06±0.111），2）

1.04±0.121），2）

0.88±0.071）

注：1）与模型组比较，P<0.05；2）与联合组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. model group; 2) P<0.05 vs. combination group

2.3 肿瘤组织中细胞凋亡率比较　

模 型 组 几 乎 没 有 呈 棕 黄 色 阳 染 细 胞 ， 瑞 戈 非

尼组、PD-L1 单抗组和联合组肿瘤组织中可见明显

呈棕黄色阳染的细胞 （图 1）。与模型组比较，瑞

戈非尼组、PD-L1 单抗组和联合组细胞凋亡率均明

显 升 高 （均 P<0.05）； 与 瑞 戈 非 尼 组 比 较 ， PD-L1

单抗组细胞凋亡率升高 （P<0.05）；与瑞戈非尼组

和 PD-L1 单抗组比较，联合组细胞凋亡率升高 （均

P<0.05）（表 4）。

2.4 肿瘤组织形态结构变化　

模 型 组 肿 瘤 细 胞 核 大 、 深 染 、 排 列 密 集 ； 瑞

戈非尼组、PD-L1 单抗组和联合组肿瘤细胞出现不

同 程 度 的 核 皱 缩 、 细 胞 数 量 减 少 ， 片 状 坏 死 等 改

变，联合组此种改变最明显 （图 2）。

2.5 肿瘤组织中mRNA表达情况　

与模型组比较，瑞戈非尼组、PD-L1 单抗组和

联 合 组 CD31、 VEGF、 Ki-67 和 Bcl-2 mRNA 表 达 水

平降低，Bax mRNA 表达水平升高 （P<0.05）；与瑞

戈 非 尼 组 和 PD-L1 单 抗 组 比 较 ， 联 合 组 CD31、

VEGF、Ki-67和Bcl-2 mRNA表达水平降低，Bax mRNA

表 达 水 平 升 高 （P<0.05）； 瑞 戈 非 尼 组 和 PD-L1 单

抗组 CD31、VEGF、Ki-67、Bcl-2 和 Bax mRNA 表达

水平比较，差异无统计学意义 （均 P>0.05）（表 5）。

模型组 瑞戈非尼组 PD-L1 单抗组 联合组

图1　TUNEL染色检测肿瘤细胞凋亡情况 （×400）

Figure 1　TUNEL staining for detection of tumor cell apoptosis (×400)

表 4　各组小鼠肿瘤组织中细胞凋亡率比较 （n=10，%，x̄ ± s）
Table 4　Comparison of apoptosis rates in tumor tissues of 

each group of mice (n=10, %, x̄ ± s)

注：1）与模型组比较，P<0.05；2）与瑞戈非尼组比较，P<0.05；3）与

联合组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. model group; 2) P<0.05 vs. regorafenib group; 

3) P<0.05 vs. combination group

模型组 瑞戈非尼组 PD-L1 单抗组 联合组

图2　肿瘤组织HE染色 （×400）

Figure 2　HE staining of tumor tissues (×400)

表5　各组小鼠肿瘤组织中CD31、VEGF、Ki-67、Bcl-2和Bax mRNA水平比较 （n=10，x̄ ± s）
Table 5　Comparison of the mRNA expression levels of CD31, VEGF, Ki-67, Bcl-2 and Bax in each group of mice (n=10, x̄ ± s)

注：1）与模型组比较，P<0.05；2）与联合组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. model group; 2) P<0.05 vs. combination group
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2.3 肿瘤组织中细胞凋亡率比较　

模 型 组 几 乎 没 有 呈 棕 黄 色 阳 染 细 胞 ， 瑞 戈 非

尼组、PD-L1 单抗组和联合组肿瘤组织中可见明显

呈棕黄色阳染的细胞 （图 1）。与模型组比较，瑞

戈非尼组、PD-L1 单抗组和联合组细胞凋亡率均明

显 升 高 （均 P<0.05）； 与 瑞 戈 非 尼 组 比 较 ， PD-L1

单抗组细胞凋亡率升高 （P<0.05）；与瑞戈非尼组

和 PD-L1 单抗组比较，联合组细胞凋亡率升高 （均

P<0.05）（表 4）。

2.4 肿瘤组织形态结构变化　

模 型 组 肿 瘤 细 胞 核 大 、 深 染 、 排 列 密 集 ； 瑞

戈非尼组、PD-L1 单抗组和联合组肿瘤细胞出现不

同 程 度 的 核 皱 缩 、 细 胞 数 量 减 少 ， 片 状 坏 死 等 改

变，联合组此种改变最明显 （图 2）。

2.5 肿瘤组织中mRNA表达情况　

与模型组比较，瑞戈非尼组、PD-L1 单抗组和

联 合 组 CD31、 VEGF、 Ki-67 和 Bcl-2 mRNA 表 达 水

平降低，Bax mRNA 表达水平升高 （P<0.05）；与瑞

戈 非 尼 组 和 PD-L1 单 抗 组 比 较 ， 联 合 组 CD31、

VEGF、Ki-67和Bcl-2 mRNA表达水平降低，Bax mRNA

表 达 水 平 升 高 （P<0.05）； 瑞 戈 非 尼 组 和 PD-L1 单

抗组 CD31、VEGF、Ki-67、Bcl-2 和 Bax mRNA 表达

水平比较，差异无统计学意义 （均 P>0.05）（表 5）。

模型组 瑞戈非尼组 PD-L1 单抗组 联合组

图1　TUNEL染色检测肿瘤细胞凋亡情况 （×400）

Figure 1　TUNEL staining for detection of tumor cell apoptosis (×400)

表 4　各组小鼠肿瘤组织中细胞凋亡率比较 （n=10，%，x̄ ± s）
Table 4　Comparison of apoptosis rates in tumor tissues of 

each group of mice (n=10, %, x̄ ± s)

组别

模型组

瑞戈非尼组

PD-L1 单抗组

联合组

细胞凋亡率

14.59±2.40
31.48±7.311），3）

42.96±8.701），2），3）

68.33±9.271）

注：1）与模型组比较，P<0.05；2）与瑞戈非尼组比较，P<0.05；3）与

联合组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. model group; 2) P<0.05 vs. regorafenib group; 

3) P<0.05 vs. combination group

模型组 瑞戈非尼组 PD-L1 单抗组 联合组

图2　肿瘤组织HE染色 （×400）

Figure 2　HE staining of tumor tissues (×400)

表5　各组小鼠肿瘤组织中CD31、VEGF、Ki-67、Bcl-2和Bax mRNA水平比较 （n=10，x̄ ± s）
Table 5　Comparison of the mRNA expression levels of CD31, VEGF, Ki-67, Bcl-2 and Bax in each group of mice (n=10, x̄ ± s)

组别

模型组

瑞戈非尼组

PD-L1 单抗组

联合组

CD31
1.00±0.03
0.64±0.061），2）

0.61±0.061），2）

0.37±0.071）

VEGF
1.00±0.05
0.63±0.091），2）

0.57±0.081），2）

0.44±0.091）

Ki-67
1.00±0.04
0.52±0.071），2）

0.55±0.081），2）

0.46±0.051）

Bcl-2
1.00±0.05
0.68±0.061），2）

0.73±0.061），2）

0.52±0.071）

Bax
1.00±0.04
0.59±0.081），2）

0.55±0.061），2）

0.41±0.051）

注：1）与模型组比较，P<0.05；2）与联合组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. model group; 2) P<0.05 vs. combination group
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2.6 肿瘤组织中蛋白表达情况　

与模型组比较，瑞戈非尼组、PD-L1 单抗组和

联合组 CD31、VEGF、Ki-67 和 Bcl-2 蛋白表达降低，

Bax 蛋 白 表 达 升 高 （P<0.05）； 与 瑞 戈 非 尼 组 和

PD-L1 单抗组比较，联合组 CD31、VEGF、Ki-67 和

Bcl-2 蛋白表达降低，Bax 蛋白表达升高 （P<0.05）；

瑞 戈 非 尼 组 和 PD-L1 单 抗 组 CD31、 VEGF、 Ki-67、

Bcl-2 和 Bax 蛋 白 表 达 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义

（均 P>0.05）（图 3）（表 6）。

表6　各组小鼠肿瘤组织中CD31、VEGF、Ki-67、Bcl-2和Bax蛋白水平比较 （n=10，x̄ ± s）
Table 6　Comparison of the protein expression levels of CD31, VEGF, Ki-67, Bcl-2 and Bax in each group of mice (n=10, x̄ ± s)

组别

模型组

瑞戈非尼组

PD-L1 单抗组

联合组

CD31
0.81±0.08
0.34±0.061），2）

0.31±0.071），2）

0.12±0.041）

VEGF
0.57±0.06
0.22±0.051），2）

0.25±0.061），2）

0.14±0.051）

Ki-67
0.85±0.09
0.56±0.061），2）

0.57±0.081），2）

0.09±0.021）

Bcl-2
0.91±0.09
0.48±0.081），2）

0.51±0.061），2）

0.37±0.061）

Bax
0.35±0.06
0.78±0.081），2）

0.79±0.081），2）

0.96±0.091）

注：1）与模型组比较，P<0.05；2）与联合组比较，P<0.05

Note: 1) P<0.05 vs. model group; 2) P<0.05 vs. combination group

模型组

CD31

GAPDH

Bax

Bcl-2

Ki-67

VEGF

瑞戈非尼组 PD-L1 单抗组 联合组

图3　Western blot 检测肿瘤组织中 CD31、VEGF、Ki-67、

Bcl-2和Bax蛋白表达

Figure 3　 Western blot analysis for protein expressions of 

CD31, VEGF, Ki-67, Bcl-2 and Bax in the tumor 

tissues

3     讨　论 

目 前 ， 临 床 上 对 肝 癌 的 治 疗 多 是 手 术 切 除 ，

但 是 部 分 患 者 就 诊 时 已 处 于 中 晚 期 ， 错 失 了 根 治

性手术的机会，且早期切除患者易复发，5 年术后

复发率高达 70%[14]。瑞戈非尼是中晚期患者经索拉

菲 尼 治 疗 失 败 后 的 二 线 治 疗 药 物 ， 但 是 存 在 肝 脏

毒 副 作 用[15]。 瑞 戈 非 尼 可 通 过 靶 向 VEGFR1~3、

TIE-2、FGFR 等多靶点发挥抗肿瘤作用[16-18]。近些

年，PD-1/PD-L1 抑制剂给恶性肿瘤患者的治疗带来

了新希望，通过抑制肿瘤细胞免疫逃逸，增加 T 细

胞免疫应答以达到消除肿瘤的目的[19-20]。阿替利珠

单抗是 PD-L1 抑制剂，新辅助化疗联合阿替利珠单

抗 对 乳 腺 癌 具 有 良 好 临 床 疗 效[21]。 本 研 究 通 过 建

立肝癌移植瘤小鼠模型，探讨瑞戈非尼联合 PD-L1

单抗的抗癌作用。

本 研 究 通 过 测 量 小 鼠 肿 瘤 体 积 发 现 ， 瑞 戈 非

尼组、PD-L1 单抗组和联合组小鼠肿瘤体积在给药

1、2、3、4 周时与模型组比较均减小，且联合组

肿瘤体积减小最多。由此可见瑞戈非尼联合 PD-L1

单 抗 可 发 挥 抗 肝 癌 作 用 ， 且 治 疗 效 果 优 于 单 一 用

药 。 从 肿 瘤 组 织 病 理 学 染 色 结 果 ： 模 型 组 肿 瘤 细

胞核大、深染、排列密集；瑞戈非尼组、PD-L1 单

抗 组 和 联 合 组 肿 瘤 细 胞 出 现 不 同 程 度 的 核 皱 缩 、

细 胞 数 量 减 少 、 片 状 坏 死 等 改 变 ， 联 合 组 此 种 改

变 最 明 显 。 TUENL 染 色 结 果 显 示 ， 瑞 戈 非 尼 组 、

PD-L1 单抗组和联合组小鼠肿瘤细胞凋亡率较模型

组 明 显 升 高 ， 且 联 合 组 细 胞 凋 亡 率 最 高 ， 说 明 瑞

戈非尼联合 PD-L1 单抗可诱导肿瘤细胞凋亡。综合

以上结果可知，瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗可有效发

挥 抗 肝 癌 作 用 ， 诱 导 肿 瘤 细 胞 凋 亡 和 坏 死 ， 且 联

合用药效果优于单一用药。

前人的研究[22-23]结果多表明小分子靶向药物联

合 免 疫 检 查 点 抑 制 剂 治 疗 恶 性 肿 瘤 多 是 通 过 调 节

免疫微环境中的免疫细胞而发挥协同抗肿瘤作用。

基 于 这 一 思 路 ， 本 研 究 检 测 了 肿 瘤 组 织 中 免 疫 细

胞 的 浸 润 情 况 ， 结 果 发 现 ， 与 模 型 组 比 较 ， 瑞

戈 非 尼 组 、 PD-L1 单 抗 组 和 联 合 组 CD4+ 和 CD8+ T

细 胞 比 例 显 著 升 高 ， 且 联 合 组 升 高 最 显 著 ， 说 明

瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗可提高肝癌微环境中免疫

细 胞 活 化 ， 抑 制 肿 瘤 细 胞 免 疫 逃 逸 。 这 可 能 是 因

为 瑞 戈 非 尼 具 有 抗 血 管 生 成 作 用 ， 而 有 研 究[24] 认

为 ， 肿 瘤 组 织 异 常 的 血 管 网 络 不 仅 为 肿 瘤 组 织 提

供 充 足 的 养 分 ， 而 且 还 可 作 为 第 一 道 免 疫 屏 障 使

免 疫 细 胞 被 阻 止 在 肿 瘤 细 胞 外 ， 使 得 肿 瘤 组 织 处

于免疫抑制状态；此外，PD-1/PD-L1 之间的相互作

用 是 介 导 肿 瘤 微 环 境 免 疫 抑 制 状 态 的 主 要 机 制 ，

二者结合将下调 T 细胞杀伤裂解肿瘤细胞的能力，

从 而 导 致 免 疫 耐 受 发 生 ， 而 PD-L1 单 抗 通 过 阻 止

PD-1 和 PD-L1 的结合可使 T 细胞处于活化状态，监

测并杀伤肿瘤细胞。因此瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗

具 有 更 显 著 的 改 善 肿 瘤 微 环 境 ， 抑 制 肿 瘤 细 胞 免

疫逃逸的作用。

血 管 生 成 为 肿 瘤 细 胞 的 快 速 增 殖 提 供 足 够 的

氧 气 和 养 分 ， 是 肿 瘤 细 胞 发 生 恶 性 增 殖 、 转 移 的

基 础 ， 而 VEGF 和 CD31 是 血 管 生 成 的 重 要 标 志

物[25-26]。 一 项 基 础 研 究[27] 表 明 ， VEGF 蛋 白 过 表 达

可显著降低瑞戈非尼对肝癌细胞活力的抑制作用。

Ki-67 是 细 胞 增 殖 的 重 要 标 志 蛋 白 ， Bax 和 Bcl-2 是

细胞凋亡相关蛋白[28-29]，因此本研究检测了 Ki-67、

Bax 和 Bcl-2 蛋 白 表 达 情 况 。 结 果 显 示 ， 与 模 型 组

比较，瑞戈非尼组、PD-L1 单抗组和联合组肿瘤组

织中 VEGF、CD31、Ki-67、Bcl-2 蛋白和 mRNA 表达

降低，Bax 蛋白和 mRNA 表达升高，且联合组各指

标变化最显著，说明瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗可抑

制 细 胞 增 殖 、 血 管 生 成 ， 同 时 调 节 促 凋 亡 蛋 白 表

达 ， 降 低 抗 凋 亡 蛋 白 表 达 。 瑞 戈 非 尼 阻 断 肿 瘤 组

织中异常血管生成，降低 VEGF 表达，而研究[30] 表

明 VEGF 与 PD-L1 具 有 正 相 关 性 。 此 外 ， PD-L1 单

抗可能通过抑制 VEGF 受体表达同样发挥抑制血管

生成作用[31]。因此瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗具有显

著的抑制血管生成作用。

综上所述，瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗显著发挥

抗 肝 癌 作 用 ， 其 可 能 是 通 过 调 节 肿 瘤 微 环 境 中 的

免 疫 细 胞 活 化 ， 抑 制 血 管 生 成 、 调 节 凋 亡 相 关 蛋

白 表 达 发 挥 作 用 ， 为 临 床 治 疗 中 晚 期 肝 癌 患 者 提

供 理 论 依 据 。 但 是 ， 本 研 究 存 在 不 足 之 处 ， 首 先

本研究猜测瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗发挥抗肝癌作

用 的 途 径 之 一 是 抑 制 血 管 生 成 ， 但 是 对 血 管 的 研

究甚少，下一步将针对血管生成做进一步的研究。

其 次 ， 本 研 究 仅 停 留 在 动 物 水 平 ， 下 一 步 将 从 细

胞水平探讨瑞戈非尼联合 PD-L1 对肝癌细胞增殖、

迁移和侵袭的影响。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。

作者贡献声明：倪明立提供实验方案；潘威负责实

验操作；徐倩负责数据统计分析和文章撰写。

参考文献

[1] Qi J, Li M, Wang L, et al. National and subnational trends in cancer 

burden in China, 2005-20: an analysis of national mortality 

surveillance data[J]. Lancet Public Health, 2023, 8(12):e943-e955. 

doi:10.1016/S2468-2667(23)00211-6.

[2] Rumgay H, Arnold M, Ferlay J, et al. Global burden of primary 

liver cancer in 2020 and predictions to 2040[J]. J Hepatol, 2022, 77

(6):1598-1606. doi:10.1016/j.jhep.2022.08.021.

[3] 龙霞, 曾晓欢, 干小红 . 基于美国 FDA 不良事件报告系统数据库

的瑞戈非尼肝胆系统损伤风险分析 [J]. 药物不良反应杂志 , 

2020, 22(4): 227-232. doi: 10.3760/cma. j. cn114015-20190615-
00491.

Long X, Zeng XH, Gan XH. Risk analysis of regorafenib related 

hepatobiliary system injury based on the US Food and Drug 

Administration Adverse Event Reporting System[J]. Adverse Drug 

Reactions Journal, 2020, 22(4): 227-232. doi: 10.3760/cma. j.

cn114015-20190615-00491.

[4] 裴育莹 , 高宇 , 娄彦妮 . 瑞戈非尼致不良反应的文献回顾性

分析 [J]. 中国医院药学杂志, 2019, 39(6):616-619. doi:10.13286/j.

cnki.chinhosppharmacyj.2019.06.16.

Pei YY, Gao Y, Lou YN. Literature review analysis of adverse drug 

reactions induced by regorafenib[J]. Chinese Journal of Hospital 

Pharmacy, 2019, 39(6): 616-619. doi: 10.13286/j. cnki.

chinhosppharmacyj.2019.06.16.

[5] 蒋经柱, 李浩权, 王在国, 等 . 瑞戈非尼联合卡瑞利珠单抗治疗难

治性肝复发癌获得完全缓解病例的临床经验[J]. 中国普外基础

与 临 床 杂 志 , 2022, 29(9): 1149-1153. doi: 10.7507/1007-
9424.202207040.

Jiang JZ, Li HQ, Wang ZG, et al. Clinical experience of 

regorafenib combined with camrelizumab in the treatment of 

refractory recurrent liver cancer with complete remission[J]. 

Chinese Journal of Bases and Clinics in General Surgery, 2022, 29

(9):1149-1153. doi:10.7507/1007-9424.202207040.

[6] 杨媛, 郑涛, 左强, 等 . 瑞戈非尼与贝伐珠单抗联合化疗对转移性

结直肠肿瘤的临床效果[J]. 西南国防医药, 2020, 30(6):565-568. 

doi:10.3969/j.issn.1004-0188.2020.06.025.

Yang Y, Zheng T, Zuo Q, et al. Clinical efficacy of regorafenib plus 

1096



第 7 期 倪明立，等：瑞戈非尼联合PD-L1单抗对小鼠肝癌移植瘤的作用及机制

http://www.zpwz.net

细 胞 比 例 显 著 升 高 ， 且 联 合 组 升 高 最 显 著 ， 说 明

瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗可提高肝癌微环境中免疫

细 胞 活 化 ， 抑 制 肿 瘤 细 胞 免 疫 逃 逸 。 这 可 能 是 因

为 瑞 戈 非 尼 具 有 抗 血 管 生 成 作 用 ， 而 有 研 究[24] 认

为 ， 肿 瘤 组 织 异 常 的 血 管 网 络 不 仅 为 肿 瘤 组 织 提

供 充 足 的 养 分 ， 而 且 还 可 作 为 第 一 道 免 疫 屏 障 使

免 疫 细 胞 被 阻 止 在 肿 瘤 细 胞 外 ， 使 得 肿 瘤 组 织 处

于免疫抑制状态；此外，PD-1/PD-L1 之间的相互作

用 是 介 导 肿 瘤 微 环 境 免 疫 抑 制 状 态 的 主 要 机 制 ，

二者结合将下调 T 细胞杀伤裂解肿瘤细胞的能力，

从 而 导 致 免 疫 耐 受 发 生 ， 而 PD-L1 单 抗 通 过 阻 止

PD-1 和 PD-L1 的结合可使 T 细胞处于活化状态，监

测并杀伤肿瘤细胞。因此瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗

具 有 更 显 著 的 改 善 肿 瘤 微 环 境 ， 抑 制 肿 瘤 细 胞 免

疫逃逸的作用。

血 管 生 成 为 肿 瘤 细 胞 的 快 速 增 殖 提 供 足 够 的

氧 气 和 养 分 ， 是 肿 瘤 细 胞 发 生 恶 性 增 殖 、 转 移 的

基 础 ， 而 VEGF 和 CD31 是 血 管 生 成 的 重 要 标 志

物[25-26]。 一 项 基 础 研 究[27] 表 明 ， VEGF 蛋 白 过 表 达

可显著降低瑞戈非尼对肝癌细胞活力的抑制作用。

Ki-67 是 细 胞 增 殖 的 重 要 标 志 蛋 白 ， Bax 和 Bcl-2 是

细胞凋亡相关蛋白[28-29]，因此本研究检测了 Ki-67、

Bax 和 Bcl-2 蛋 白 表 达 情 况 。 结 果 显 示 ， 与 模 型 组

比较，瑞戈非尼组、PD-L1 单抗组和联合组肿瘤组

织中 VEGF、CD31、Ki-67、Bcl-2 蛋白和 mRNA 表达

降低，Bax 蛋白和 mRNA 表达升高，且联合组各指

标变化最显著，说明瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗可抑

制 细 胞 增 殖 、 血 管 生 成 ， 同 时 调 节 促 凋 亡 蛋 白 表

达 ， 降 低 抗 凋 亡 蛋 白 表 达 。 瑞 戈 非 尼 阻 断 肿 瘤 组

织中异常血管生成，降低 VEGF 表达，而研究[30] 表

明 VEGF 与 PD-L1 具 有 正 相 关 性 。 此 外 ， PD-L1 单

抗可能通过抑制 VEGF 受体表达同样发挥抑制血管

生成作用[31]。因此瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗具有显

著的抑制血管生成作用。

综上所述，瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗显著发挥

抗 肝 癌 作 用 ， 其 可 能 是 通 过 调 节 肿 瘤 微 环 境 中 的

免 疫 细 胞 活 化 ， 抑 制 血 管 生 成 、 调 节 凋 亡 相 关 蛋

白 表 达 发 挥 作 用 ， 为 临 床 治 疗 中 晚 期 肝 癌 患 者 提

供 理 论 依 据 。 但 是 ， 本 研 究 存 在 不 足 之 处 ， 首 先

本研究猜测瑞戈非尼联合 PD-L1 单抗发挥抗肝癌作

用 的 途 径 之 一 是 抑 制 血 管 生 成 ， 但 是 对 血 管 的 研

究甚少，下一步将针对血管生成做进一步的研究。

其 次 ， 本 研 究 仅 停 留 在 动 物 水 平 ， 下 一 步 将 从 细

胞水平探讨瑞戈非尼联合 PD-L1 对肝癌细胞增殖、

迁移和侵袭的影响。
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