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[摘要] 目的 探讨仑伐替尼对于肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)组织中肿瘤相关成纤维细胞

(CAFs)自噬和迁移的影响。方法 分离并培养 HCC患者肿瘤组织中原代CAFs,分别使用等体积的DMSO和

46nmol/L的仑伐替尼处理72h,分为DMSO组和仑伐替尼组,对两组细胞进行转录组学测序分析和药物靶点组

学分析,对差异表达基因和差异表达肽段进行GO功能和KEGG信号通路富集分析;使用透射电镜观察仑伐替尼

对CAF自噬的影响,通过Transwell和划痕实验检测仑伐替尼对CAFs迁移能力的影响。结果 DMSO组与仑伐

替尼组之间的差异表达基因和差异肽段主要富集在细胞迁移、自噬等相关功能和通路上;透射电镜观察显示,仑伐

替尼组CAFs的自噬小体明显多于DMSO组(t=5.376,P<0.05),Transwell和划痕实验结果显示,仑伐替尼组

CAFs迁移能力明显弱于DMSO组(t=10.31、14.33,P<0.05)。结论 仑伐替尼可诱导 HCC组织中CAFs自噬,

并抑制其迁移。
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectoflenvatinibontheautophagyandmigrationofcancer-associatedfibro-

blasts(CAFs)inhepatocellularcarcinoma(HCC)tissue. Methods PrimaryCAFsfrom HCCpatientswereisolatedandcul-

turedandwerethentreatedwithanequalvolumeofDMSO(DMSOgroup)or46nmol/Llenvatinib(lenvatinibgroup)for72h.

Transcriptomicsequencingandtheomicsanalysisofdrugtargetswereperformedforthetwogroups,andGOfunctionalenrich-

mentanalysisandKEGGpathwayenrichmentanalysiswereperformedfordifferentiallyexpressedgenesandpeptides.Transmis-

sionelectronmicroscopywasusedtoobservetheeffectoflenvatinibonautophagyofCAFs,andTranswellassayandwoundhea-

lingassaywereusedtoobservetheeffectoflenvatinibonthemigrationabilityofCAFs. Results Thedifferentiallyexpressed

genesandpeptidesbetweentheDMSOgroupandthelenvatinibgroupweremainlyenrichedinthefunctionsandpathwayssuchas

cellmigrationandautophagy.Transmissionelectronmicroscopyshowedthatthelenvatinibgrouphadasignificantlyhighernumber

ofautophagosomesthantheDMSOgroup(t=5.376,P<0.05),andTranswellassayandwoundhealingassayshowedthatthelen-

vatinibgrouphadasignificantlyweakermigrationabilitythantheDMSOgroup(t=10.31,14.33,P<0.05). Conclusion Len-

vatinibcaninducetheautophagyofCAFsandinhibittheirmigrationinHCCtissue.
[KEYWORDS] Carcinoma,hepatocellular;Lenvatinib;Cancer-associatedfibroblasts;Cellmovement;Autophagy;Invitro
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  全球范围内肝癌的发病率及死亡率呈现持续上

升趋势,其中肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,

HCC)是最常见的肝癌类型,其发病率约占原发性

肝脏恶性肿瘤的75%,确诊以后5年的生存率仅约

为18%[1-2]。尽管手术切除、射频消融和经动脉化

疗栓塞等治疗方案改善了无转移 HCC患者的预

后,但多数 HCC患者确诊时已经是中晚期,对于无

法手术的中晚期 HCC患者,往往只能采取保守方

案治疗[3]。目前治疗 HCC的一线药物包括阿替利

珠单抗+贝伐珠单抗、多纳非尼、仑伐替尼、索拉菲

尼等,其中仑伐替尼作为多靶点的酪氨酸激酶抑制

剂,适用于不可切除的肝功能为Child-PughA级的

晚期HCC患者[4-6]。
近年来,对于肿瘤发展机制和治疗方法的研究

探索重心逐渐从肿瘤本身转向其所处的肿瘤微环境

(TME)[7-8],TME中基质细胞具有遗传稳定性,可
有效降低肿瘤耐药和复发风险[9-11]。肿瘤相关成纤
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维细胞(CAFs)是激活的成纤维细胞,作为TME中

最主要的基质细胞成分以及细胞外基质的关键来

源[12],CAFs在促进肿瘤进展和转移中有关键作用,
目前已经成为潜在肿瘤治疗靶点[13-15]。研究发现,
仑伐替尼可通过作用于肿瘤的多个靶点达到抑癌的

作用,比如可靶向阻断肿瘤的血管内皮生长因子受

体2(VEGFR2)途径抑制肿瘤血管生成,可通过使

肿瘤细胞饥饿和缺氧抑制肿瘤细胞生长致死亡,但
仑伐替尼能否影响CAFs的生物学行为尚无相关研

究报道。本研究拟探究仑伐替尼对CAFs生物学功

能的影响及其机制,旨在为 HCC患者的个性化治

疗提供理论依据,同时为靶向TME的治疗方式提

供新思路。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

收集于青岛大学附属医院肝胆胰外科确诊为

HCC的3例患者的肿瘤组织以及癌旁正常组织标

本用于原代CAFs分离培养。胶原酶、青链霉素购

买于美国Sigma公司;α-SMA抗体购买于美国cst
公司,仑伐替尼购买于美国 MCE公司;NEBNext
UltraTMRNA文库准备试剂盒购于美国Illumina
公司。JEM-1200EX透射电镜购于日本JEOL公

司,超薄切片机购买于美国 Ultracute公司,光学显

微镜购于日本尼康公司。

1.2 CAFs的分离、纯化、培养及分组

取3例患者的癌组织以及癌旁正常组织,用含

10g/L青链霉素的PBS溶液4℃下清洗2次,剪碎

组织后,置于10mL含体积分数0.10胎牛血清以及

体积分数0.001的Ⅳ型胶原酶溶液中,37℃下恒温

摇床中消化30min。将消化液用200目滤网过滤,

670r/min离心5min,弃上清液后再漂洗2次,使
用红细胞裂解液去除红细胞后,置于完全培养基(含
体积分数0.10的胎牛血清及10g/L青链霉素的

DMEM高糖型培养基)中继续培养,3d后更换新的

完全培养基。在含有100μg/L碱性成纤维细胞生

长因子(bFGF)的完全培养基中采用自然传代法对

CAFs进行纯化,获得原代CAFs细胞。再将原代

CAFs细胞重新培养于完全培养基中,置于37℃、
含体积分数0.05CO2的恒温培养箱中常规培养。
待CAFs传代3次且细胞融合度达80%~90%时,
分别于培养基中加入46nmol/L的仑伐替尼和等

体积的DMSO,分为仑伐替尼组和DMSO组,继续

培养72h用于后续实验。

1.3 CAFs的免疫荧光检测

将培养72h的DMSO组和仑伐替尼组CAFs
接种于铺有细胞爬片的24孔板中,在37℃、含体积

分数0.05的CO2培养箱中继续培养24h,PBS清洗

3次,40g/L多聚甲醛固定30min。再以PBS配置

的体积分数0.003的曲拉通溶液常温渗透15min,

PBS配置的体积分数0.05山羊血清常温封闭1h,

α-SMA一抗孵育过夜后,加入FITC二抗室温孵育

2h,DAPI复染7min,PBS清洗后滴加甘油封片。
使用激光共聚焦显微镜拍照并观察两组细胞中的

α-SMA荧光强度。

1.4 CAFs的转录组学测序及富集分析

委托上海吉凯基因医学科技股份有限公司对培

养72h的DMSO组和仑伐替尼组的CAFs进行转

录组学测序,每组设3个重复样本。根据基因表达

分析结果筛选两组间差异表达的基因(P<0.05),
并对差异表达基因进行GO功能富集分析(http://

geneontology.org)以及 KEGG信号通路富集分析

(https://www.genome.jp/kegg/pathway.html)。

1.5 仑伐替尼在CAFs上的药物靶点组学测序及

富集分析

委托上海中科新生命生物科技有限公司对培养

72h的DMSO组和仑伐替尼组的CAFs进行药物

靶点组学测序。通过质谱分析对肽段酶切产物进行

序列鉴定和数据非依赖性采集(DIA)蛋白质组学定

量分析,确定仑伐替尼在CAFs上结合的靶蛋白及

序列,并对靶蛋白进行GO功能富集分析和KEGG
信号通路富集分析。

1.6 CAFs的透射电镜扫描

将培养72h的DMSO组和仑伐替尼组CAFs
接种于铺有细胞爬片的24孔板中,在37℃、含体积

分数0.05的CO2培养箱中继续培养24h,然后4℃
下以体积分数0.025的戊二醛固定4h。用PBS缓

冲液冲洗细胞3次,每次10min,再用4℃体积分

数为0.01的锇酸固定细胞2h,用PBS缓冲液冲洗

3次,每次10min。用体积分数0.3、0.5、0.7、0.8、

1.0的梯度乙醇对两组细胞依次脱水,每次10min。
之后Epon812环氧树脂包埋样本,依次以37、45、

65℃温箱固化,每级温度下24h。半薄切片定位后

用超薄切片机切片,醋酸双氧铀硝酸铅染色,最后使

用透射电镜观察。

1.7 CAFs的Transwell实验

将培养72h后的 DMSO 组和仑伐替尼组的

CAFs更换为无血清DMEM培养基,继续培养24h
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后,接种于无血清DMEM培养基的Transwell上室

(8μm/孔)中,在37℃、含体积分数0.05的CO2培
养箱中继续培养24h,室温下对迁移至下室的细胞

用0.5%结晶紫染色20min。使用光学显微镜对染

色细胞进行拍照,对迁移CAFs进行计数。

1.8 CAFs划痕实验

将培养72h的DMSO组和仑伐替尼组的细胞

平铺在6孔板中,待CAFs融合度达90%以上时,
使用200μL滤芯吸头尖端在6孔板上划痕。划痕

后将原培养基立即更换为含体积分数0.02胎牛血

清的低血清培养基,用电子显微镜拍摄划痕区域,分
别于划痕后0、24h时采集图像,并计算伤口愈合百

分比,计算公式为:伤口愈合百分比=(0h划痕宽

度-24h划痕宽度)/0h划痕宽度。

1.9 统计学处理

采用SPSS23.0软件进行统计分析。计量资料

以x±s表示,组间比较采用独立样本t检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 CAFs转录组学的测序结果及其 GO功能及

KEGG信号通路富集分析结果

免疫荧光染色结果显示,CAFs标志物α-SMA

染色阳性率>90%(图1),图中红色为α-SMA染色

的CAFs,蓝色为DAPI染色的细胞核,提示分离培

养培养成功,可用于后续实验。转录组学测序结果

示,与DMSO组进行比较,仑伐替尼组CAFs共有

2054个基因显著上调,2109个基因显著下调(P<
0.05);GO功能富集分析显示,差异基因与细胞迁

移调节、成纤维细胞迁移、自噬体、溶酶体等功能密

切相关;KEGG信号通路富集分析显示,差异基因

参与的通路主要有溶酶体相关通路、PI3K-AKT通

路、动物自噬相关通路、癌症相关通路、肝细胞癌相

关通路等。

2.2 CAFs药物靶点组学的测序结果及其富集分析

对CAFs药物靶点组学测序结果中筛选出的

P<0.05的差异肽段进行GO功能及 KEGG信号

通路富集分析,显示显著富集的差异肽段与细胞迁

移、细胞动力、细胞骨架、溶酶体等相关,差异基因参

与的通路主要有细胞骨架调节、肝细胞癌、细胞凋

亡、PI3K-AKT通路、癌症相关通路等。

2.3 仑伐替尼对CAFs自噬及迁移的影响

透射电镜扫描结果显示,DMSO组和仑伐替尼

组CAFs中自噬小体(黄色箭头所示)数目分别为

2.00±1.00、7.67±1.53,两组相比较差异显著(t=
5.38,P<0.05),见图2。Transwell实验结果显示,

图1 CAFs的激光共聚焦显微镜观察结果(免疫荧光染色,60倍)

A、B为DMSO组,C、D为仑伐替尼组;图中黄色箭头所示为自噬小体;B、D(25000倍)为A、C(8000倍)中选中部分的局部放大

图2 CAFs的透射电镜扫描图像
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DMSO组和仑伐替尼组中CAFs迁移数目分别为

60.00±5.00、26.67±2.52,两组比较差异有显著性

(t=10.31,P<0.05),见图3。划痕实验结果显示,

DMSO组和仑伐替尼组迁移的CAFs伤口愈合百

分比分别为58.00±4.00、21.00±2.00,两组比较差

异有显著性(t=14.33,P<0.05)。

A:DMSO组,B:仑伐替尼组;结晶紫染色,10倍

图3 仑伐替尼对CAFs迁移能力的影响

3 讨  论

HCC的高复发率和转移率导致 HCC患者的

长期存活率不理想[1-2]。因此,进一步探究肝癌的转

移机制及探究新的治疗策略,对于延长肝癌患者生

存时间至关重要[16-17]。肝癌的转移不仅需要肝癌细

胞逃避凋亡信号及宿主免疫反应,还需要TME中

细胞间通讯支持,因此目前对于肿瘤发病机制和治

疗方法的探索重心也逐渐从肿瘤本身转向其所处微

环境,靶向TME的治疗方式被寄予厚望,主要有以

下几方面原因:肿瘤微环境中的其他细胞具有遗传

稳定性,比易发生基因突变的肿瘤细胞更容易靶向

治疗寻找靶点[18];不同于肿瘤细胞的获得性耐药,
靶向肿瘤微环境的治疗可有效减少耐药风险和肿瘤

复发。

CAFs是激活的成纤维细胞,是TME中最主要

的基质细胞成分以及细胞外基质(ECM)的关键来

源,在促进肿瘤进展和转移中具有关键作用,并且也

是潜在的肿瘤治疗靶点。目前,针对靶向CAFs的

治疗策略研究主要集中为以下3个方面:通过靶向

特异性表面标志物(如成纤维细胞活化蛋白FAP)
去除CAFs、靶向CAF的下游效应器和信号通路、
将促肿瘤性CAF的激活状态恢复为相对静止状态

或肿瘤抑制型。
仑伐替尼可以通过靶向阻断 VEGFR2途径抑

制肿瘤血管生成,使肿瘤细胞饥饿和缺氧,从而导致

其严重生长迟缓甚至死亡。仑伐替尼还可以作用于

HCC本身及其 TME内多种细胞的多个靶点[19]。
目前仑伐替尼对肝癌细胞的直接作用机制研究较为

成熟,但尚未见仑伐替尼对CAFs的生物学行为影

响的研究。

  为探索仑伐替尼对CAFs生物学行为的影响,
本研究首先分离培养了原代CAFs,通过免疫荧光

染色的方法鉴定CAFs的标志物,即平滑肌肌动蛋

白α-SMA,结果显示,本研究培养的原代CAFs中

α-SMA免疫荧光染色阳性率>90%,可以用于后续

细胞实验。
通过转录组学测序和药物靶点组学测序,本研

究发现DMSO组和仑伐替尼组的CAFs之间的差

异基因和差异肽段主要富集在细胞迁移、自噬等相

关功能和通路上,提示仑伐替尼可能主要通过影响

CAFs的自噬以及迁移的能力,进一步影响 HCC的

进展。自噬是一种细胞组分被运送到溶酶体进行降

解的过程,以保持细胞成分的基础周转,同时提供能

量和大分子前体[20]。到目前为止,关于自噬在肿瘤

进展和抑制中的双重作用仍然存在着争议,自噬在

肿瘤发展的不同阶段中起着动态的促癌或者抑癌的

作用[21]。对自噬的调控可以作为肿瘤治疗的有效

介入策略。本研究结果显示仑伐替尼与CAFs自噬

相关,并且可能通过这一途径抑制了CAFs的促癌

作用。
本研究同时通过透射电镜观察CAFs,以验证

仑伐替尼对CAFs自噬的诱导作用,transwell和细

胞划痕实验结果均显示,仑伐替尼对CAFs迁移具

有抑制作用。根据已有研究报道,CAFs可通过化

学途径调节血管生成、基质重塑,分泌能促进肿瘤生

长和抑制肿瘤免疫的细胞因子、趋化因子、炎症因子

和生长因子,并促进肿瘤细胞的上皮-间充质转化

(EMT)和干细胞特性(CSCs),从而促进肿瘤的侵

袭转移[22-24]。除此之外,CAFs还可以通过机械力

的作用,以物理方式对肿瘤起到协同转移作用[25]。
结合本研究的结果,提示仑伐替尼除了直接作用于

肿瘤细胞外,也可以通过作用于CAFs间接抑制肿

瘤进展。
综上所述,本研究首次对于仑伐替尼处理过的

CAFs进行转录组学测序和药物靶点组学测序,首
次发现了仑伐替尼可诱导CAFs自噬,并抑制其迁

移。本研究不仅验证了靶向药物仑伐替尼除了对肿

瘤细胞本身的作用之外,而其对TME的作用也为

CAFs靶向治疗提供了新思路。未来应进一步探索

CAFs的特异性靶点及作用机制,为 HCC的治疗探

索新的方向。
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