
索拉菲尼是目前用于晚期肝癌治疗相对有效的多

靶点药物［1］，但临床研究结果显示，患者通常在使用索拉

菲尼治疗6月左右会发生耐药，导致索拉菲尼对肝癌的

疗效不佳［2］。因此，深入研究肝癌对索拉菲尼耐药的机

制对其临床治疗具有重要的现实意义。有文献报道，自

噬在肿瘤的进展和耐药中扮演重要的角色［2-3］，有研究发

现自噬可能是导致索拉菲尼治疗肝癌发生耐药和疗效

减弱的重要机制［4-7］。但目前对索拉菲尼如何诱导肝癌

细胞发生自噬仍不清楚。巨噬细胞是肿瘤免疫微环境中

的重要成员［8］，M2型肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）在肝癌

中的表达显著增加，与肝癌恶性程度、预后、治疗耐药有

关［9-11］。本研究通过体外诱导培养M2-TAMs，建立M2-

TAMs与肝癌细胞共培养体系，探究M2-TAMs在诱导

肝癌细胞自噬促进索拉菲尼耐药中的影响，以期为临床
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Tumor-associated macrophages attenuate apoptosis-inducing effect of sorafenib in
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摘要：目的 探讨索拉菲尼治疗肝癌耐药的分子机制，寻找逆转耐药新靶点。方法 体外诱导THP-1细胞建立M2型肿瘤相关巨

噬细胞（TAMs），免疫荧光鉴定M2型TAMs，将SMMC-7721细胞分为空白对照组、M2-TAMs共培养组、索拉菲尼组以及索拉菲

尼与M2-TAMs共培养联合处理组，CCK-8法检测M2-TAMs对索拉菲尼抑制SMMC-7721增殖的影响；Annexin V/PI双染法、

蛋白质免疫印迹法检测使用自噬抑制剂氯喹处理前后M2-TAMs对索拉菲尼促SMMC-7721细胞增殖、细胞凋亡的影响及细胞

凋亡相关蛋白和自噬相关蛋白的表达量变化。结果 索拉菲尼对肝癌细胞SMMC-7721作用48 h的 IC50为2.25 μmol/L，索拉菲

尼对与M2-TAMs共培养（共培养给药组）48 h 的SMMC-7721的IC50为4.72 μmol/L。共培养给药组与单独给药组相比细胞凋亡

率明显下降（P<0.01），Bcl-2表达明显增加，Bcl-2/Bax比值增加（P<0.05），而自噬相关蛋白LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的比值升高（P<

0.001），p62蛋白表达下调（P<0.05），自噬水平明显增强。氯喹处理后能明显抑制共培养给药组的细胞增殖（P<0.05），促进细胞

凋亡（P<0.05），下调Bcl-2/Bax比值（P<0.01）。结论 M2-TAMs可通过促进SMMC-7721细胞自噬，降低索拉菲尼对肝癌细胞的

增殖抑制作用，因此抑制自噬可能是逆转肿瘤微环境诱导索拉菲尼治疗耐药的新靶点。
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Abstract: Objective To explore the molecular mechanism of sorafenib resistance in hepatoma cells and identify for new targets
to reverse drug resistance. Methods THP-1 cells were induced into M2 tumor-associated macrophages (M2-TAMs) in vitro and
identified by immunofluorescence. SMMC-7721 cells were co- cultured with M2-TAMs with or without sorafenib treatment.
CCK-8 assay was used to observe the inhibitory effect of sorafenib on the cell proliferation. Annexin V/PI double staining and
protein immunoblotting were used to assess the effect of sorafenib on the proliferation, apoptosis and the expressions of
apoptosis-related proteins and autophagy-related protein in SMMC-7721 cells co-cultured with M2-TAMs in the presence or
absence of the autophagy inhibitor chloroquine (CQ). Results The IC50 of sorafenib at 48 h was 2.25 μmol/L in SMMC-7721 cells
cultured alone, and increased to 4.72 μmol/L in the cells co-cultured with M2-TAMs. Compared with the cells cultured alone,
the co-cultured SMMC-7721 cells showed significantly reduced apoptosis rate in response to sorafenib (P<0.01) and
significantly increased expression of Bcl-2 and Bcl-2/Bax ratio (P<0.05) with also increased LC3-II/LC3- I ratio (P<0.001) and
lowered expression of p62 (P<0.05), suggesting a significantly enhanced level of autophagy. CQ treatment significantly
inhibited the proliferation of the co-cultured SMMC-7721 cells (P<0.05), increased the cell apoptosis (P<0.05) and reduced the
Bcl-2/Bax ratio (P<0.01). Conclusion M2-TAMs can attenuate the inhibitory effect of sorafenib on the proliferation of hepatoma
cells by increasing the level of autophagy, suggesting a new strategy for reversing sorafenib resistance induced by the tumor
microenvironment by inhibiting autophagy.
Keywords: tumor-associated macrophages; sorafenib; drug resistance; autophagy
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治疗索拉菲尼耐药提供更多的实验依据和治疗思路。

1 材料和方法

1.1 材料

THP-1细胞、SMMC-7721肝癌细胞（中科院上海

细胞库）；DMEM高糖培养基（HyClone）；胰蛋白酶、胎

牛血清、CCK8细胞增殖检测试剂盒（上海碧云天公

司）；索拉菲尼（Selleck），PMA（Sigma），IL-4、IL-13（美

国 PeproTech），凋亡周期试剂盒（上海吉凯公司）；

CD163，LC3B、p62、Bcl-2、Bax、β-actin单克隆抗体（美

国CST）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 THP-1细胞培养于含有10%胎牛血清

和0.05 mmol/L β巯基乙醇的RPMI 1640培养基中，置

于 37 ℃、5% CO2培养箱。当细胞密度达到约 8×105

cells/mL左右时，直接将细胞吸出，离心之后传代，传代

浓度不少于 1×105 cells/mL。SMMC-7721 细胞用含

10%胎牛血清DMEM培养液培养，当细胞生长至融合

度约70%~80%时，加0.25%的胰酶对细胞进行1∶2传代

培养。

1.2.2 M2-TAM细胞诱导及M2细胞条件培养液（M2-

CM）的收集［12］ 将THP-1细胞按照1×106 cells/mL的密

度接种在六孔板内，加入100 ng/mL的PMA作用6 h，而

后加入20 ng/mL IL-4 和20 ng/mL IL-13 再作用18 h，去

除刺激剂后，换新鲜无血清培养液2 mL培养24 h 收集

上清、冻存于-80 ℃备用。采用镜下形态和免疫荧光检

测CD163的表达进行鉴定。

1.2.3 CCK-8法检测细胞增殖抑制 用含5%胎牛血清

的培养液制备细胞悬液（5×104 cell/mL），取90 μL加至

96孔培养板，索拉菲尼组浓度分别有5个终浓度：1.25、

2.5、5、10、20 μmol/L，10 μL，每组设 6个复孔在 37 ℃，

5% CO2培养箱中培养24、48、72 h，终止培养前，每孔加

入CCK-8 10 μL，继续培养2~4 h后测吸光度A490 nm。肿

瘤细胞存活率（%）=（处理组A490 nm-空白对照组A490 nm）/

（阴性对照组A490 nm-空白对照组A490 nm）×100%，通过软件

计算IC50值，实验重复3次。

1.2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡 将细胞接种于6孔板，

隔夜后待细胞完全贴壁后，加入索拉菲尼（2.5 μmol/L）

和/或M2-CM继续培养24 h后，用冷PBS 冲洗2遍，收

集冲洗液至相应离心管中做好标记，每孔加入胰酶消

化，收集消化后的细胞，1000 r/min，4 ℃离心5 min收集

处理后的各组细胞，用PBS洗涤细胞2次1000 r/min，

4 ℃离心 5 min，加入 100 μL的Binding Buffer重悬细

胞；每管加入 5 μL Annexin V-FITC、5 μL Propidium

Iodide，轻轻混匀；避光、室温反应10 min；加入400 μL

的Binding Buffer在1 h内，用流式细胞仪检测。

1.2.5 Western blot法检测LC3B、p62、Bcl-2、Bax等蛋白

的表达 收集各组处理后细胞，用4 ℃预冷的PBS洗涤

3次，加入80 μL细胞裂解液（含相应蛋白酶、磷酸酶抑

制剂），冰上裂解30 min，提取细胞总蛋白，BCA法测蛋

白浓度。15%SDS-PAGE聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋

白，置于冰上220 mA恒流转移60 min转至PVDF上，用

5%脱脂牛奶的封闭液4 ℃封闭过夜。洗膜后，加入相应

一抗抗体（1∶1000稀释）过夜，辣根过氧化物酶标记的二

抗（1∶2000稀释）反应2 h。按照ECL显影试剂盒说明，

将化学发光增强液A和B两种试剂 1∶1混匀涂抹于

PVDF膜上。用Bio-Rad凝胶成像系统检测和成像，实

验重复3次。

1.2.6 统计学处理 结果用均数±标准差表示，通过

SPSS 16.0软件进行统计分析，组间比较采用单因素方

差分析，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 M2-CM对索拉菲尼抑制SMMC-7721增殖的影响

索拉菲尼（1.25、2.5、5、10、20 μmol/L）对 SMMC-

7721的24、48、72 h增殖抑制作用呈现时间和剂量依赖

效应（图1A），为观察肿瘤微环境中M2-TAM在索拉菲

尼治疗耐药中的作用，将THP1诱导为M2型巨噬细胞，

分别计数5个镜下视野中CD163阳性细胞数，统计3次

诱导实验的结果，THP1细胞诱导为M2型巨噬细胞的

诱导效率为（91±3）%（图2），收集M2-CM与SMMC-

7721共培养48 h，结果发现，M2-CM明显降低了索拉菲

尼对SMMC-7721的增殖抑制作用（图1B），索拉菲尼对

肝癌细胞SMMC-7721作用48 h的 IC50为2.25 μmol/L，

与M2-CM共培养后索拉菲尼IC50为4.72 μmol/L。

2.2 M2-CM 对索拉菲尼促 SMMC-7721 细胞凋亡的

影响

索拉菲尼作用24 h（单给药组）和与M2-CM共培

养后索拉菲尼作用24 h（共培养给药组）SMMC-7721

的平均凋亡率分别是34.6% 和19.5%，共培养给药组

与单给药组的差别具有统计学意义（P<0.01，图 3）。

Western blot检测抑凋亡蛋白Bcl-2和促凋亡蛋白Bax

的表达，结果显示共培养给药组与单独给药组相比Bcl-

2表达明显增加，Bcl-2/Bax比值增加（P<0.05，图4）。

2.3 M2-CM对索拉菲尼诱导SMMC-7721细胞自噬的

影响

共培养给药组与单独给药组相比LC3B-II/I的比值

升高，p62蛋白表达下调，共培养给药组SMMC-7721

凋亡减少的同时自噬水平显著增强（图5）。

2.4 氯喹处理后对 M2- CM 和索拉菲尼共培养的

SMMC-7721细胞增殖、凋亡及自噬和凋亡相关蛋白水

平的影响
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给予自噬抑制剂氯喹（10 μmol/L）预处理SMMC-

7721细胞后，观察M2-CM和索拉菲尼共培养（共培养

给药组）24 h对细胞增殖、凋亡的影响及凋亡和自噬相

关蛋白表达的变化。氯喹处理后的共培养给药组较未

加氯喹处理的共培养给药组相比细胞增殖抑制更为明

显（图6），促细胞凋亡作用明显增强（图7）。Western blot

结果显示，氯喹可显著下调与M2-CM和索拉菲尼共培

养的SMMC-7721细胞自噬相关蛋白LC3B-II/LC3-I的
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图1 M2-CM对索拉菲尼抑制SMMC-7721增殖的影响
Fig.1 Inhibitory effect of sorafenib on SMMC-7721 cells culture aloned or in the presence of M2-CM (n=3). A:
Effects of different concentrations of sorafenib on the cell viability of SMMC-7721 cells at 24, 48 and 72 h; B:
Effects of M2-CM on cell viability of SMMC-7721 cells treated with sorafinib at different concentrations for 48 h.
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图2 M2-TAM细胞的诱导及鉴定
Fig.2 Induction and identification of M2-TAM (Original magnification: ×200). A: THP-1 cells; B: THP-1 cells induced by 100 ng/mL PMA for
6 h and with 20 ng/mL IL-4 and 20 ng/mL IL-13 for 18 h; C: Negative control of FITC; D: CD163-FITC group.
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图3 M2-CM对索拉菲尼促SMMC-7721细胞凋亡
的影响
Fig.3 Effect of M2-CM on the pro-apoptotic effect of
sorafenib (n=3). A: Effects of M2-CM on apoptosis of
SMMC-7721 cells induced by sorafenib (2.5 μmol/L)
for 24 h determined by flow cytometry; B: Quantita-
tivel analysis of the cell apoptosis in each group.
**P<0.01.
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比值、上调负调控蛋白p62的表达；下调凋亡相关蛋白

Bcl-2/Bax比值（图8），从而促进细胞凋亡。

3 讨论

我国是原发性肝癌的高发区，集中了全世界约54%

的新发病例，同时肝癌也是我国位居第2位的肿瘤死亡

原因，严重威胁着人们的生命与健康［13］。索拉菲尼是目

前美国FDA唯一批准用于晚期肝癌治疗的分子靶向药

物，可延长患者平均生存期7.9~10.7月，虽然在一定程

度上给患者带来了获益，但结局仍不理想，排除患者对

药物的反应性外，发生耐药是限制其持续发挥治疗作用

的关键问题［14］。

本实验结果显示M2-TAMs明显降低了索拉菲尼

对SMMC-7721的增殖抑制作用。对与M2-TAMs共培养

的SMMC-7721，索拉菲尼的 IC50是单独用药的2.1倍。

肿瘤微环境是肿瘤细胞赖以生存的复杂环境，主要由多

种不同的细胞组成，包括肿瘤细胞、TAMs、血管内皮细

胞、间充质来源细胞（成纤维细胞）及细胞外基质等［15-16］。

巨噬细胞是体内微环境中的重要一员，其表型具有很大

的异质性，随所在器官微环境和生理病理条件的不同而

具有多样化功能［17- 18］。炎症环境中巨噬细胞多呈M1

型，肿瘤间质中的巨噬细胞生物学功能不同于炎症环境

中的巨噬细胞多呈M2型，主要发挥免疫抑制作用，可促

进新生血管形成和肿瘤进展和耐药［19-20］。已有多篇文献
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图4 M2-CM对索拉菲尼作用SMMC-7721后凋亡相关蛋白
表达的影响
Fig.4 Effect of sorafenib on the expression of apoptosis-
related proteins and the influence of M2-CM. A: Effects of M2-
CM on the expression of Bcl-2 and Bax in SMMC-7721 cells
induced by sorafenib (2.5 μmol/L) for 24 h; B: Standard
quantitative analysis of Bcl-2/Bax with Image J grayscale
scanning (n=3). *P<0.05, **P<0.01.
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图5 M2-CM对索拉菲尼作用SMMC-7721后自噬相关蛋白表达的影响
Fig.5 Effect of sorafenib on the expression of autophagy-related proteins and the influence of M2-CM. A: Effects of M2-CM on
the expression of autophagy associated proteins p62 and LC3B in SMMC-7721 cells induced by sorafenib (2.5 μmol/L) for 24 h;
B: Standard quantitative analysis of LC3II/LC3I with Image J grayscale scanning; C: Standard quantitative analysis of p62/β-
actin with Image J grayscale scanning (n=3). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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报道M2-TAMs在肝癌治疗耐药中发挥了十分重要的

作用［21-26］。

在凋亡实验中我们发现，M2-TAMs 与 SMMC-

7721共培养可明显减弱索拉菲尼的促细胞凋亡作用，

Bcl-2/Bax比值也较单独索拉菲尼组明显上调。这提示

M2-TAMs降低索拉菲尼的增殖抑制作用可能与抑制其

促凋亡作用有关。有研究发现M2-TAMs能产生IL-10，

上调抗凋亡蛋白 Bcl-2表达，激活信号转导与转录激活

因子3（Stat3)信号通路，从而显著减低乳腺癌细胞对紫

杉醇诱导的凋亡［27］，因此，M2-TAMs可能通过分泌多种

细胞因子如：IL-10、VEGF、TGF-β等促进自噬发生［27-29］。

为此本研究进一步观察了M2-TAMs减弱索拉菲尼的

促细胞凋亡作用是否与促进自噬的发生有关，结果显

示，M2-TAMs上调索拉菲尼作用后Bcl-2/Bax比值的同

时，显著增强了肝癌细胞的自噬水平。这些结果表明，

肿瘤微环境中的巨噬细胞会在索拉菲尼杀灭肿瘤细胞
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图6 氯喹处理后对M2-CM与索拉菲尼共培养的SMMC-
7721细胞增殖水平影响
Fig.6 Effect of M2-CM and sorafenib treatment on the
proliferation of SMMC-7721 cells after CQ treatment. *P<0.05,
**P<0.01.
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图7氯喹处理后对M2-CM与索拉菲尼共培养的SMMC-7721细胞凋亡的影响
Fig.7 Effect of M2-CM co-culture and sorafenib on apoptosis of SMMC-7721 cells after CQ treatment. A:
Effects of M2-CM on apoptosis of SMMC-7721 cells pretreated with CQ (10 μmol/L) and then with sorafenib
(2.5μmol/L) for 24 h; B: Quantitatively analysis of cell apoptosis in each group (n=3). *P<0.05, **P<0.01.
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的同时诱导其发生自噬，在这种情况下自噬的发生

可能有助于肿瘤细胞消除药物的蓄积，保护细胞存活，

从而使得肿瘤细胞对索拉菲尼产生耐药性，不利于肿瘤

的治疗。

本研究进一步在实验中加入自噬抑制剂氯喹［30］进

行处理，发现有氯喹的共培养给药组与无氯喹处理的共

培养给药组相比细胞凋亡率明显增加，也就是说自噬抑

制剂在一定程度上增加了与M2-TAMs共培养的肝癌

细胞对索拉菲尼的敏感性，促进了肝癌细胞凋亡，这可

能是由于细胞处于药物作用的应激状态下，抑制自噬使

细胞失去保护机制，导致破坏线粒体等细胞器有害的物

质，如ROS和大量超氧化物的累积，破坏线粒体，促进

细胞的凋亡［31-32］。这提示肿瘤微环境中M2-TAMs诱导

的细胞自噬增加是索拉菲尼治疗肝癌耐药的重要分子

机制。接下来我们将通过临床标本和动物实验进一步

对体外实验结果进行验证，并深入探讨M2-TAMs诱导

肝癌细胞自噬的分子机制，为阐明索拉菲尼治疗肝癌耐

药的分子机制和设计更为有效的治疗方法提供新的实

验依据。
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