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胆红素上调ＰＰＡＲα／ＣＰＴ１Ａ降低Ｈｕｈ７细胞对索拉非尼的敏感性
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　　［摘要］　目的　观察胆红素（ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，Ｂｉｌ）对索拉非尼（ｓｏｒａｆｅｎｉｂ，Ｓｏｒ）治疗肝癌效果的影响，并探
讨其可能机制。方法　体外实验：用不同浓度的 Ｓｏｒ（０、２、４、８、１６、３２μｍｏｌ／Ｌ）、Ｂｉｌ（０、２．５、５、１０、２０、
４０μｍｏｌ／Ｌ）及不同浓度Ｓｏｒ＋Ｂｉｌ（２０μｍｏｌ／Ｌ）培养 Ｈｕｈ７细胞系不同时间（２４、４８、７２ｈ）后，通过 ＣＣＫ８
法检测细胞活力。采用Ｓｏｒ（４μｍｏｌ／Ｌ）、Ｂｉｌ（２０μｍｏｌ／Ｌ）、Ｓｏｒ（４μｍｏｌ／Ｌ）＋Ｂｉｌ（２０μｍｏｌ／Ｌ）处理Ｈｕｈ７细
胞，４８ｈ后用流式细胞仪检测细胞周期，１４ｄ后通过克隆形成实验检测药物对细胞增殖的影响。体内
实验：取１６只裸鼠构建Ｈｕｈ７细胞异种移植瘤模型，按Ｓ型抽样方法将裸鼠分为Ｃｏｎ组、Ｂｉｌ组（２５ｍｇ·
ｋｇ－１·ｄ－１）、Ｓｏｒ（１５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）组、Ｂｉｌ（２５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）＋Ｓｏｒ（１５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）组，每组各４只，
并进行相应处理。通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测各组过氧化物酶体增殖物激
活受体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＰＡＲα）、肉毒碱棕榈酰基转移酶１Ａ（ｃａｒｎｉｔｉｎｅｐａｌｍｉｔｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１Ａ，ＣＰＴ１Ａ）的表达量。加入ＣＰＴ１Ａ抑制剂乙莫克舍（ｅｔｏｍｏｘｉｒ，Ｅｔｏ）后，通过 ＣＣＫ８、克隆形
成实验验证Ｂｉｌ削弱Ｓｏｒ对肝癌细胞的增殖抑制与ＰＰＡＲα／ＣＰＴ１Ａ的相关性。结果　ＣＣＫ８结果显示，
Ｓｏｒ对Ｈｕｈ７细胞的增殖抑制效应呈现剂量和时间依赖（Ｐ＜０．０５），Ｂｉｌ对 Ｈｕｈ７细胞活力没有明显影响
（Ｐ＞０．０５）。与单独Ｓｏｒ处理组相比，Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ组细胞增殖活力增加，细胞克隆数目较多（Ｐ＜０．０５），细胞
在Ｓ期的数目减少（Ｐ＜０．０５）。体内实验结果显示：Ｓｏｒ组肿瘤体积和质量小于 Ｃｏｎ组（Ｐ＜０．０５），Ｂｉｌ＋
Ｓｏｒ组肿瘤体积和质量大于 Ｓｏｒ组（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴｑＰＣＲ结果显示：与 Ｓｏｒ组相比，Ｂｉｌ＋
Ｓｏｒ组ＰＰＡＲα、ＣＰＴ１Ａ的表达增多（Ｐ＜０．０５）。与Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ组相比，加入Ｅｔｏ后，Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ＋Ｅｔｏ组细胞增殖
活力降低（Ｐ＜０．０５），细胞克隆数目减少（Ｐ＜０．０５）。结论　胆红素通过 ＰＰＡＲα／ＣＰＴ１Ａ介导脂肪酸氧
化削弱索拉非尼的抗肿瘤效果。
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是目前
癌症相关死亡的第三大原因，并且持续处于高发生率

和高死亡率。目前对于肝癌的治疗手段包括手术、化

疗、放疗、生物靶向治疗等；对于晚期肝癌患者，目前缺

乏有效的治疗手段［１］。索拉非尼（ｓｏｒａｆｅｎｉｂ，Ｓｏｒ）是一
种小分子药物，可抑制肿瘤细胞增殖和肿瘤血管生成，

并在多种肿瘤模型中增加肿瘤细胞的凋亡率［２］。它

通过抑制丝氨酸苏氨酸激酶（Ｒａｆ１、ＢＲａｆ）以及血管
内皮生长因子受体（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＶＥＧＦＲｓ）和血小板衍生生长因子受体 β
（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒβ，ＰＤＧＦＲβ）的
受体酪氨酸激酶活性发挥作用，是治疗晚期肝癌的一

线药物［２］。胆红素（ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，Ｂｉｌ）是血液中衰老红细
胞分解代谢的产物，在健康的肝细胞中胆红素可与葡

萄糖醛酸结合并排泄到肠道。在肝细胞损伤的情况

下，胆红素可以释放到血液中，与血清白蛋白紧密结

合，因此，血胆红素水平在临床上也被用作肝功能的重

要预测指标［３］。最近的研究发现，胆红素能够结合到

过氧化物酶体增殖物激活受体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＰＡＲα）上，发挥代谢功能［４］。

ＰＰＡＲα通过上调在过氧化物酶体和线粒体中的脂肪
酸转运蛋白从而促进摄取、利用、代谢脂肪酸。

　　研究表明，升高的胆红素是索拉非尼治疗肝癌预
后的一个不良预测因子［５－６］。但胆红素是否会影响索

拉非尼对肝癌的治疗效果目前尚不清楚。本研究以人

肝癌细胞株（Ｈｕｈ７细胞株）为研究对象，观察胆红素
对索拉非尼诱导肝癌细胞凋亡的影响，并探讨胆红素

发挥作用与 ＰＰＡＲα／ＣＰＴ１Ａ信号途径的关系，为肝癌
的防治提供新的证据。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　胎牛血清购自 ＡＢＷ公司；结晶紫染色液、ＲＩＰＡ
细胞裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ蛋
白上样缓冲液均购自碧云天公司；二甲基亚砜、ＣＣＫ８
试剂盒购自索莱宝公司；兔抗人 ＣＰＴ１Ａ、ＰＰＡＲα、
βａｃｔｉｎ抗体购自三鹰抗体公司；山羊抗兔二抗及山羊
抗鼠抗体购自Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司；ＰＣＲ引物购自上海生工；
逆转录试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购自Ｖａｚｙｍｅ公司；细胞周
期与细胞凋亡检测试剂盒购自贝博公司；胆红素、索拉

非尼、乙莫克舍（ｅｔｏｍｏｘｉｒ，Ｅｔｏ）、ＰＥＧ４００均购自上海陶
术生物技术有限公司；ＤＭＥＭ培养基、青链霉素溶液
（×１００）、０．２５％胰蛋白酶均购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＰＶＤＦ
膜购自赛默飞公司。
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１．２　细胞培养
　　人肝癌细胞Ｈｕｈ７细胞购自ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅ
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）。用含有 １０％胎牛血清和 １％青链
霉素培养基的ＤＭＥＭ培养基放在３７℃、含５％ＣＯ２的
孵箱中培养。

１．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖
　　将Ｈｕｈ７细胞以３０００／孔接种在９６孔板上。２４ｈ
后，Ｓｏｒ（０、２、４、８、１６、３２μｍｏｌ／Ｌ）、Ｂｉｌ（０、２．５、５、１０、２０、
４０μｍｏｌ／Ｌ）分别处理 Ｈｕｈ７细胞 ２４、４８、７２ｈ；随后将
两者一起共同培养Ｈｕｈ７细胞（０、２、４、８、１６、３２μｍｏｌ／Ｌ
的Ｓｏｒ分别加 ２０μｍｏｌ／ＬＢｉｌ）孵育 ４８ｈ，用 ＰＢＳ洗 ２
遍，每孔加入１０μＬＣＣＫ８染料溶液与 ９０μＬＤＭＥＭ
混合液，在 ３７℃下培养 ２ｈ。使用酶标仪读取波长
４５０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４５０）］。细胞存活率计算公
式如下。

　　细胞存活率＝［Ｄ（４５０）药物处理样品－Ｄ（４５０）空白样本］／
［Ｄ（４５０）对照样品－Ｄ（４５０）空白样本］×１００％
１．４　克隆形成实验
　　Ｈｕｈ７细胞按１５００／孔接种于６孔板中，贴壁培养
２４ｈ。分别设置 Ｂｉｌ（０、１０和 ２０μｍｏｌ／Ｌ）和 Ｂｉｌ（０、１０
和２０μｍｏｌ／Ｌ）＋４μｍｏｌ／ＬＳｏｒ培养；每隔 ３ｄ换液
１次，维持药物浓度，直到出现肉眼可见的细胞集落
后，用甲醇固定１５ｍｉｎ，结晶紫染色５ｍｉｎ后拍照。
１．５　细胞周期与细胞凋亡检测实验
　　Ｈｕｈ７细胞按约５×１０４／孔接种于９６孔板中，贴壁
２４ｈ后用无血清的 ＤＭＥＭ培养１６ｈ，设置４组，分别
为：Ｃｏｎ组、Ｂｉｌ组（２０μｍｏｌ／Ｌ）、Ｓｏｒ组（４μｍｏｌ／Ｌ）、Ｂｉｌ
（２０μｍｏｌ／Ｌ）＋Ｓｏｒ（４μｍｏｌ／Ｌ）组，培养 ４８ｈ。细胞周
期实验：用 ＰＢＳ洗 ２遍，胰酶消化细胞后离心，用冷
ＰＢＳ洗２遍后，重新加入５００μＬ冷 ＰＢＳ重悬细胞，随
后缓慢滴加１５００μＬ预冷的无水乙醇，达到无水乙醇
的终浓度为７５％，４℃过夜。离心沉淀细胞后，再用冷
ＰＢＳ洗１次；５００μＬ冷 ＰＢＳ重悬细胞后加入 ２０μＬ
ＲｎａｓｅＡ３７℃水浴３０ｍｉｎ，４００目网筛过滤。加入４００μＬ
ＰＩ染液，轻轻混匀后４℃避光孵育１ｈ；上机，最大激
发波长为４８８ｎｍ。
１．６　裸鼠异种移植瘤模型
　　雄性 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠１６只（５～６周龄，体质量２０～
２２ｇ），收集培养的Ｈｕｈ７细胞并重悬于ＰＢＳ中，然后皮
下注射１００μＬ（含２×１０６个Ｈｕｈ７细胞）细胞悬液于裸
鼠的右腹股沟。植瘤１０ｄ后，按 Ｓ型抽样方法，分为
４组：Ｃｏｎ组、Ｂｉｌ组（２５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）、Ｓｏｒ组（１５ｍｇ·
ｋｇ－１·ｄ－１），Ｂｉｌ（２５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）＋Ｓｏｒ（１５ｍｇ·ｋｇ－１

·ｄ－１）联用组，每组４只，给药方式均采用腹腔注射。
监测动物活动及一般状况，每３天测量１次裸鼠体质

量和肿瘤大小，并根据公式计算肿瘤体积。肿瘤体

积＝（ａ×ｂ２）／２（ａ为长边，ｂ为短边）。药物干预 ２４ｄ
后，处死小鼠，取肿瘤称量。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　将药物处理过的细胞用冷 ＰＢＳ洗２遍，加入适量
的ＲＩＰＡ裂解液在冰上分别提取 Ｃｏｎ组、Ｂｉｌ组、Ｓｏｒ
组、Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ组的细胞。用碧云天 ＢＣＡ浓度试剂盒检
测蛋白浓度后，每孔按照２５μｇ、１０μＬ体系进行上样；
用８０Ｖ电泳２０ｍｉｎ，随后用１２０Ｖ电压电泳，当蛋白
上样缓冲液到玻璃板底即停止。随后进行转膜。

ＰＶＤＦ孔径为０．４５μｍ，甲醇激发，然后恒流２５０ｍＡ、
９０ｍｉｎ在冰水混合物中转膜。转膜完毕，用 ５％ＢＳＡ
在摇床上室温封闭 ２ｈ。ＣＰＴ１Ａ（１∶１０００）、ＰＰＡＲα
（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ（１∶５０００）按比例配置后 ４℃摇床
过夜，ＰＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ，第２天用Ａｆｆｉｎｉｔｙ二抗
（１∶５０００）室温孵育２ｈ，ＰＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ，用
碧云天高敏ＥＣＬ显影液在机器上曝光。
１．８　荧光定量ＰＣＲ检测
　　将药物处理过的细胞用 ＰＢＳ洗２遍，６孔板每孔
加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，随后用 ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，用分
光光度计测量ＲＮＡ浓度，随后按照诺维赞反转录说明
书进行反转录。反转录完毕进行荧光定量 ＰＣＲ。
ＣＰＴ１Ａ上游：５′ＧＡＧＴＧＣＣＡＧＧＡＧＧＴＣＡＴＡＧＡＴＧＣ３′，
下游：５′ＣＡＧＴＣＴＣＴＧＴＣＣＴＣＣＣＴＴＣＴＣＧ３′；ＡＣＯＸ１上
游：５′ＣＴＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＧＧＣＡＡＣＴＧ３′，下游：５′ＣＴ
ＧＴＣＴＧＧＧＣＡＴＡＡＧＴＧＣＣＡ３′；ＰＰＡＲα上游：５′ＧＡＴ
ＧＣＧＣＴＧＡＣＡＧＡＴＧＧＡＧＡ３′，下 游：５′ＴＡＧＡＧＡＣＧ
ＧＣＴＣＴＴＣＴＧＣＣＴ３′；ＧＡＰＤＨ 上 游：５′ＧＡＡＧＧＣＴ
ＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴ３′，下游：５′ＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴ
ＧＡＴ３′。
１．９　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ８．３．０进行统计分析。实验
重复３次，实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ｔ检
验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｂｉｌ对Ｓｏｒ诱导的肝癌细胞生长活力的影响
　　首先，以不同浓度 Ｓｏｒ（０、２、４、８、１６、３２μｍｏｌ／Ｌ）
处理Ｈｕｈ７细胞株２４、４８、７２ｈ后，ＣＣＫ８法结果显示：
随着Ｓｏｒ作用时间和浓度的增加，细胞活力下降，呈明
显的时间和剂量依赖关系（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）。其次，以
不同浓度Ｂｉｌ（０、２．５、５、１０、２０、４０μｍｏｌ／Ｌ）处理Ｈｕｈ７细
胞株２４、４８、７２ｈ后，ＣＣＫ８法结果显示：随着Ｂｉｌ作用
时间和浓度的增加，细胞活力无明显变化（图１Ｂ）。随
后，以不同浓度 Ｓｏｒ（０、２、４、８、１６、３２μｍｏｌ／Ｌ）与 Ｂｉｌ

８０６１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



（２０μｍｏｌ／Ｌ）共同处理 Ｈｕｈ７细胞４８ｈ，ＣＣＫ８法结果
显示：与单用Ｓｏｒ相比，Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ细胞活力增加（Ｐ＜０．０５，
图１Ｃ）。
２．２　Ｂｉｌ对Ｓｏｒ诱导的细胞增殖抑制的影响
　　以不同浓度 Ｂｉｌ（０、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）、Ｂｉｌ（０、１０、
２０μｍｏｌ／Ｌ）联合４μｍｏｌ／ＬＳｏｒ处理 Ｈｕｈ７细胞 １４ｄ，
克隆形成实验结果显示：与Ｃｏｎ组相比，单用 Ｓｏｒ组的
细胞克隆数减少（Ｐ＜０．０１，图２）。与单用Ｓｏｒ组相比，
Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ组细胞克隆数增多（Ｐ＜０．０５，图２）。
２．３　Ｂｉｌ对Ｓｏｒ诱导的肝癌细胞周期的影响
　　为了探究Ｂｉｌ减弱 Ｓｏｒ诱导的肝癌细胞生长抑制
作用与细胞周期调控的相关性，采用流式细胞仪进行

检测分析。结果显示，各组细胞处理４８ｈ后，与Ｓｏｒ组
相比，Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ组Ｓ期细胞数目减少（Ｐ＜０．０５，图３）。
２．４　Ｂｉｌ对Ｓｏｒ诱导的肝癌细胞体内生长抑制作用的

影响

　　为了进一步研究 Ｂｉｌ是否能在体内消除 Ｓｏｒ的抗
癌作用，以 Ｈｕｈ７细胞（２×１０６）皮下注射到 ５～６周无
胸腺裸鼠体内，Ｓｏｒ（１５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）、Ｂｉｌ（２５ｍｇ·
ｋｇ－１·ｄ－１）或Ｂｉｌ（２５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）联合Ｓｏｒ（１５ｍｇ·
ｋｇ－１·ｄ－１）处理。结果显示，Ｓｏｒ组的肿瘤体积和质
量、肿瘤生长速率均低于Ｃｏｎ组（Ｐ＜０．０１，图４），并且
这种抗肿瘤作用在体内被Ｂｉｌ治疗逆转（Ｐ＜０．０５，图４）。
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图２　克隆形成实验检测各组细胞增殖的情况
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Ａ：裸鼠成瘤实验；Ｂ：肿瘤生长曲线；Ｃ：肿瘤质量　ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｏｒ组比较

图４　裸鼠成瘤实验观测各组体内肝癌生长情况

２．５　Ｂｉｌ损害Ｓｏｒ诱导的肝癌细胞的生长抑制作用与
激活ＰＰＡＲα／ＣＰＴ１Ａ有关

　　为了验证 Ｂｉｌ削弱 Ｓｏｒ诱导的肝癌细胞的生长抑
制作用与脂肪酸氧化的相关性。通过检测是否共处理

Ｂｉｌ情况下，Ｓｏｒ处理的 Ｈｕｈ７细胞中脂肪酸氧化关键
酶ＰＰＡＲα、ＣＰＴ１Ａ表达情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
显示，与单用Ｓｏｒ组相比，Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ组ＰＰＡＲα、ＣＰＴ１Ａ的
表达量增加（Ｐ＜０．０５，图５Ａ、Ｂ）。荧光定量ＰＣＲ结果
也显示，与 Ｓｏｒ组相比，Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ组 Ｈｕｈ７细胞的
ＰＰＡＲα、ＣＰＴ１Ａ、ＡＣＯＸ１的 ｍＲＮＡ相对表达量明显升
高（Ｐ＜０．０１，图５Ｃ）。

２．６　ＰＰＡＲα／ＣＰＴ１Ａ参与胆红素减弱索拉非尼诱导
的肝癌细胞的生长抑制作用

　　为了进一步验证Ｂｉｌ降低Ｈｕｈ７细胞对Ｓｏｒ的敏感
性是否与 ＰＰＡＲα／ＣＰＴ１Ａ有关。ＣＰＴ１Ａ抑制剂 Ｅｔｏ
（７５μｍｏｌ／Ｌ）与 Ｓｏｒ（４μｍｏｌ／Ｌ）和 Ｂｉｌ（１０μｍｏｌ／Ｌ）共
处理后，再次检测细胞增殖及克隆形成情况。结果显

示：与Ｃｏｎ组相比，Ｓｏｒ组细胞活力和克隆形成率均明
显降低（Ｐ＜０．０１，图６）；而Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ组细胞活力和克隆
形成率较Ｓｏｒ组明显升高（Ｐ＜０．０１，图６）；而Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ＋
Ｅｔｏ组细胞活力和克隆形成率较 Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ组明显降低
（Ｐ＜０．０５，图６）。

０１６１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



! " #

$

%&'!$

（
((!!)

#）
!

&&$*!

（
+,!!)

#）
!

""-./01

（
2"!!)

#）
!

"3)

!3,

!3)

)3,

)

%&'!$ &&$*!

蛋
白
相
对
表
达
量

蛋白 4

-

-

-

! " # "3)

!3,

!3)

)3,

)

%&'!$ &&$*! $%56!

7
*
8
$

相
对
表
达
量

基因

9

9

9

%

%:1

组
40;

组

<:=

组
40;><:=

组

Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达及半定量分析　１：Ｓｏｒ（４μｍｏｌ／Ｌ）组；２：Ｂｉｌ（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋Ｓｏｒ（４μｍｏｌ／Ｌ）组；３：Ｂｉｌ（２０μｍｏｌ／Ｌ）＋
Ｓｏｒ（４μｍｏｌ／Ｌ）组　ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｓｏｒ组（４μｍｏｌ／Ｌ）比较；Ｃ：荧光定量 ＰＣＲ检测脂肪酸氧化相关关键基因 ＣＰＴ１Ａ、ＰＰＡＲα、
ＡＣＯＸ１的ｍＲＮＡ表达　ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｏｒ组比较

图５　各组脂肪酸氧化相关基因在蛋白及ｍＲＮＡ水平表达情况
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Ａ：ＣＣＫ８检测加入ＣＰＴ１Ａ抑制剂后细胞活力；Ｂ：相对集落形成率　１：Ｃｏｎ组；２：Ｅｔｏ组；３：Ｓｏｒ组；４：Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ组；５：Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ＋Ｅｔｏ组　
ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｏｒ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与Ｂｉｌ＋Ｓｏｒ组比较；Ｃ：加入ＣＰＴ１Ａ抑制剂后细胞克隆形成能力检测

图６　加入ＣＰＴ１Ａ抑制剂后细胞活力、克隆形成能力的变化

３　讨论

　　本研究通过体内外实验探讨胆红素在索拉非尼诱
导的肝癌细胞增殖抑制中的作用。结果表明，胆红素

减弱Ｈｕｈ７细胞在体内外对索拉非尼的敏感性。此
外，实验结果进一步表明 ＰＰＡＲα／ＣＰＴ１Ａ信号通路可
能参与了胆红素减弱索拉非尼诱导的生长抑制作用；

并且在胆红素存在下，使用ＣＰＴ１Ａ抑制剂增强索拉非
尼诱导的ＨＣＣ细胞凋亡。这些发现提示在胆红素升
高的患者中，联合使用 ＣＰＴ１Ａ抑制剂和索拉非尼对
ＨＣＣ患者可能具有一定的治疗价值。
　　索拉非尼是一种口服多激酶抑制剂，已被临床批
准用于治疗晚期ＨＣＣ患者。然而，与索拉非尼治疗相

关的生存益处约３个月［１－２］。而进展期肝癌在一般情

况下都会有肝功能障碍，伴随胆红素升高［７］。本研究

发现，使用不同浓度索拉非尼作用肝癌细胞时，加用胆

红素处理，细胞活力增加 １０％～３５％。这表明在胆红
素存在条件下，ＨＣＣ细胞对索拉非尼的敏感性减弱。
　　能量代谢的重新编程已经被认为是癌症的一个重
要标志［８－９］。癌细胞将有氧糖酵解作为主要的能量来

源，也可以利用其他物质如谷氨酰胺、脂肪酸等提供三

磷酸腺苷（ＡＴＰ）、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤ
ＰＨ）和癌细胞中其他重要大分子合成代谢物质［１０－１２］。

在β连环蛋白突变的肝癌、膀胱癌以及白血病的发生
过程中观察到脂肪酸吸收和脂肪酸氧化（ＦＡＯ）增强，
并且在膀胱癌和急性白血病中使用 ＣＰＴ１Ａ抑制剂能

１１６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１６）



够抑制其增殖［１３－１５］。胆红素由体内衰老红细胞产生，

很长一段时间被认为是肝脏疾病的潜在危险信号［３］。

最近的研究显示胆红素也可以作为过氧化物酶体增殖

物激活受体（ＰＰＡＲα）的激动剂［１６］。ＰＰＡＲα是一种核
受体，通过配体激活与数千个基因的启动子结合，以增

加脂肪燃烧，减少脂肪储存［１７］。ＰＰＡＲα通过调控转
运脂肪酸进入线粒体进行 β氧化对关键靶基因
ＣＰＴ１Ａ发挥作用。乙莫克舍是 ＣＰＴ１Ａ的抑制剂，已
经用于心脏病和糖尿病的治疗，可以不可逆的抑制

ＣＰＴ１Ａ的表达［１８］。本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴ
ｑＰＣＲ探讨了胆红素减弱索拉非尼对ＨＣＣ生长抑制的
分子机制，胆红素可以增加索拉非尼治疗下 ＰＰＡＲα、
ＣＰＴ１Ａ的表达，相反，加入ＣＰＴ１Ａ抑制剂后，ＣＣＫ８实
验和集落形成实验显示：乙莫克舍阻断了胆红素与索

拉非尼潜在的分子机制方面的联系，使ＨＣＣ细胞对索
拉非尼敏感性增加。

　　综上所述，本研究结果表明，胆红素作为一个代谢
调控物，通过促进脂肪酸氧化，从而减弱索拉非尼对肝

癌的疗效，同时发现靶向脂肪酸氧化通路 ＰＰＡＲα／
ＣＰＴ１Ａ可以提高索拉非尼对肝癌细胞的抑制作用。
但还需要更多的应用及毒理学研究来阐明联用效果、

机制及毒副作用，将有助于在胆红素升高情况下增加

晚期肝癌患者对索拉非尼的敏感性提供新的证据。
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［１２］ＣＡＩＲＮＳＲＡ，ＨＡＲＲＩＳＩＳ，ＭＡＫＴＷ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＣａｎｃｅｒ，２０１１，１１
（２）：８５－９５．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｒｃ２９８１．

［１３］ＣＨＥＮＧＳＴ，ＷＡＮＧＧ，ＷＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｆａｔｔｙａｃｉｄｏｘｉｄａ
ｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｅｔｏｍｏｘｉｒｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｕｍｏｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｎ
ｄｕｃｅｓｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔｖｉａＰＰＡＲγｍｅｄｉａｔｅｄｐａｔｈｗａｙｉｎ
ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｌｉｎＳｃｉ（ｌｏｎｄ），２０１９，１３３（１５）：
１７４５－１７５８．ＤＯＩ：１０．１０４２／ＣＳ２０１９０５８７．

［１４］ＳＥＮＮＩＮ，ＳＡＶＡＬＬＭ，ＣＡＢＲＥＲＩＺＯＧＲＡＮＡＤＯＳＤ，ｅｔ
ａｌ．Βｃａｔｅｎｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｓａｒｅａｄｄｉｃ
ｔｅｄｔｏｆａｔｔｙａｃｉｄｓ［Ｊ］．Ｇｕｔ，２０１９，６８（２）：３２２－３３４．ＤＯＩ：
１０．１１３６／ｇｕｔｊｎｌ２０１７３１５４４８．

［１５］ＲＩＣＣＩＡＲＤＩＭＲ，ＭＩＲＡＢＩＬＩＩＳ，ＡＬＬＥＧＲＥＴＴＩＭ，ｅｔａｌ．Ｔａｒ
ｇｅｔｉｎｇｔｈｅｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｂｙｔｈｅＣＰＴ１ａｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ：
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓｉｎｌｅｕｋｅｍｉａｓ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０１５，
１２６（１６）：１９２５－１９２９．ＤＯＩ：１０．１１８２／ｂｌｏｏｄ２０１４１２６１７４９８．

［１６］ＭＯＮＴＡＧＮＥＲＡ，ＰＯＬＩＺＺＩＡ，ＦＯＵＣＨ?Ｅ，ｅｔａｌ．ｌｉｖｅｒ
ＰＰＡＲαｉｓｃｒｕｃｉａｌｆｏｒｗｈｏｌｅｂｏｄｙｆａｔｔｙａｃｉｄｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓａｎｄ
ｉｓｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｇａｉｎｓｔＮＡＦｌＤ［Ｊ］．Ｇｕｔ，２０１６，６５（７）：
１２０２－１２１４．ＤＯＩ：１０．１１３６／ｇｕｔｊｎｌ２０１５３１０７９８．

［１７］ＧＯＲＤＯＮＤＭ，ＢＬＯＭＱＵＩＳＴＴＭ，ＭＩＲＵＺＺＩＳＡ，ｅｔａｌ．
ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｉｎｈｕｍａｎＨｅｐＧ２ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓｒｅｖｅａｌｓ
ＰＰＡＲαｍｅｄｉａｔｅｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓｏｆｂｉｌｉｒｕｂｉｎ
［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌＧｅｎｏｍｉｃｓ，２０１９，５１（６）：２３４－２４０．ＤＯＩ：
１０．１１５２／ｐｈｙｓｉｏｌｇｅｎｏｍｉｃｓ．０００２８．２０１９．

［１８］ＬＯＰＡＳＣＨＵＫＧＤ，ＷＡＬＬＳＲ，ＯＬＬＥＹＰＭ，ｅｔａｌ．Ｅｔｏｍｏｘｉｒ，
ａｃａｒｎｉｔｉｎｅｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅⅠ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｐｒｏｔｅｃｔｓｈｅａｒｔｓ
ｆｒｏｍｆａｔｔｙａｃｉｄｉｎｄｕｃｅｄｉｓｃｈｅｍｉｃｉｎｊｕｒｙｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｆｃｈａｎ
ｇｅｓｉｎｌｏｎｇｃｈａｉｎａｃｙｌｃａｒｎｉｔｉｎｅ［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，１９８８，６３
（６）：１０３６－１０４３．ＤＯＩ：１０．１１６１／０１．ｒｅｓ．６３．６．１０３６．

（收稿：２０２２０１２４；修回：２０２２０４０９）
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