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摘 要 目的 研究自噬在人肝癌细胞Huh7对仑伐替尼耐药中的调节作用。方法 以人肝癌细胞Huh7为对象，采用低浓度逐渐

递增联合长期给药的方式构建仑伐替尼耐药细胞模型 Huh7-LR，以 CCK-8实验和流式细胞术检测亲本细胞 Huh7及耐药细胞

Huh7-LR对仑伐替尼的敏感性，以Western blot实验和GFP-mCherry-LC3质粒转染实验分别检测细胞中自噬效应蛋白Beclin-1、自

噬接头蛋白 sequestosome 1（又名p62）、微管相关蛋白1轻链3（LC3）的表达水平和细胞自噬水平。通过饥饿诱导构建自噬激活细

胞模型，以Western blot实验和GFP-mCherry-LC3质粒转染实验分别检测细胞中p62蛋白表达水平和细胞自噬水平，以流式细胞

术检测自噬激活对仑伐替尼敏感性的影响。结果 与亲本细胞相比，Huh7-LR细胞的耐药指数为6.2，其p62蛋白的表达水平显著

升高，凋亡率、Beclin-1蛋白的表达水平和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），自噬水平有所下降。自噬激活可显

著升高Huh7-LR细胞中p62蛋白的表达水平（P＜0.05）和自噬水平，并显著升高其凋亡率（P＜0.05）。结论 自噬参与了仑伐替尼

耐药，激活自噬可一定程度逆转肝癌细胞对仑伐替尼耐药。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the regulatory effect of autophagy on the resistance of human liver cancer cell Huh7 to 

lenvatinib. METHODS Using human liver cancer cell Huh7 as subject， the lenvatinib-resist cell model （Huh7-LR） was generated 

by the low-dose gradient method combined with long-term administration. The sensitivity of parental cell Huh7 and drug-resistant 

cell Huh7-LR to lenvatinib was detected by using CCK-8 assay and flow cytometry. Western blot assay and GFP-mCherry-LC3 

plasmid transfection were performed to detect the expression levels of autophagic protein Beclin-1， autophagic adapter protein 

sequestosome 1 （p62）， microtubule-associated protein 1 light chain 3 （LC3） and autophagic level. Furthermore， an autophagy 

activation model was constructed by cell starvation， the protein expression of p62 and autophagy level were detected by using Western 

blot assay and GFP-mCherry-LC3 plasmid transfection， and the effect of autophagy activation on the sensitivity of Huh7-LR cells 

to lenvatinib was detected by flow cytometry. RESULTS Compared with parental cells， the drug resistance index of Huh7-LR cells 

was 6.2； protein expression of p62 was increased significantly， while apoptotic rate， protein expression of Beclin-1 and LC3Ⅱ/ 

LC3Ⅰ ratio were all reduced significantly （P＜0.05 or P＜0.01）； the level of autophagy was decreased to some extent. Autophagy 

activation could significantly increase the protein expression of p62 in Huh7-LR cells （P＜0.05） and autophagy level， and 

significantly increase its apoptotic rate （P＜0.05）. CONCLUSIONS Autophagy is involved in lenvatinib resistance， and activating 

autophagy can reverse the resistance of liver cancer cells to lenvatinib to some extent.
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2020年全球肝癌确诊病例超 90万，死亡病例达 83

万，是全球范围内第六大常见癌症和第三大常见癌症死

亡原因[1]。该统计数据显示，全世界超过半数的肝癌新

发病例和死亡病例均发生在东亚地区（分别为54.3%和

54.1%）[1]。我国作为肝癌大国，确诊/死亡病例分别占世

界肝癌确诊/死亡病例总数的 45.3%和 47.1%[1]。肝细胞
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癌（hepatocellular carcinoma，HCC）作为常见的原发性肝

癌组织学类型，具有发病隐匿、转移快、易复发等特点，

其临床治疗以外科切除、肝移植及射频消融、化疗、口服

多激酶抑制剂等为主[2]。其中，索拉非尼等多激酶抑制

剂是中晚期肝癌患者的首选治疗方案。2018年，仑伐替

尼在我国获批成为最新的肝癌一线治疗药物，打破了同

类药物索拉非尼在肝癌治疗领域近10年的垄断局面[3]。

然而，随着仑伐替尼、索拉非尼等HCC全身性治疗药物

临床应用的日益广泛，其有效性受到靶信号通路相关分

子的干扰；同时，由于HCC的遗传异质性，以及Hippo、c-

Myc等经典信号通路和N6-腺苷酸甲基化修饰等经典生

物学行为的影响，其耐药问题日渐突显[4―6]。因此，探讨

仑伐替尼耐药机制，寻找逆转或减轻耐药的有效方法对

仑伐替尼的临床应用至关重要。

自噬是一种细胞自我降解和胞内组分循环利用的

过程，可参与细胞或机体营养物质的降解回收、细胞微

环境稳态的维持和肿瘤的发生发展，并可通过信号通路

改变等途径来发挥耐药调控作用[7―9]。研究指出，自噬

在肿瘤细胞耐药过程中的作用具有两面性：一方面，自

噬信号通路被激活后能够分解药物分子，促进细胞存活

并产生药物抵抗，如激活自噬能够增强肝癌细胞对奥沙

利铂、索拉非尼等药物的耐药性；另一方面，激活自噬能

增强肿瘤细胞对表皮生长因子受体（epidermal growth 

factor receptor，EGFR）酪氨酸激酶抑制剂类药物的敏感

性[10―11]。在仑伐替尼耐药方面，毒性自噬小体的生成与

该药细胞毒作用的发挥密切相关[12]，由腺苷一磷酸活化

蛋白激酶信号通路介导的自噬激活途径能够提高肝癌

细胞对仑伐替尼的敏感性[13]。由此可见，自噬可能在肝

癌细胞对仑伐替尼耐药的发生过程中具有关键作用。

基于此，本研究通过构建仑伐替尼耐药体外人源肝癌细

胞模型，探究自噬与仑伐替尼耐药的相关性，以期为该

药耐药机制的进一步探索提供科学依据。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究使用的主要仪器包括BB150型细胞培养箱

（美国Thermo Fisher Scientific公司）、DMI8型倒置荧光

显微镜（德国Leica公司）、Epoch 2t型全波长酶标仪（美

国 BioTek 公司）、Accuri C6型流式细胞仪（美国 BD 公

司）、Tannon 5200型化学发光成像系统（上海天能科技

有限公司）、Mini-PROTEAN® Tetra 型电泳系统（美国

Bio-Rad公司）等。

1.2　主要药品与试剂

仑伐替尼原料药（批号 HY-10981，纯度≥99.0%）、

CCK-8试剂盒（批号HY-K0301）均购自美国MCE公司；

Annexin Ⅴ -FITC/PI 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒（批 号

0076884）购自美国BD公司；Trizol总RNA提取试剂（批

号 5596-026）、Lipofectamine 2000（Lipo2000）转染试剂

（批号 11668-019）均购自美国 Invitrogen公司；胎牛血清

（FBS，批号 10099-141）、DMEM 高糖培养基（批号

C11995500BT）、Opti-MEM培养基（批号31985070）均购

自美国 Gibco 公司；胰蛋白酶消化液（批号 C100C1）、

100×青霉素-链霉素溶液（批号C100C5）、蛋白磷酸酶抑

制剂混合物（批号P002）、RIPA裂解液（批号WB3100）、

彩色预染蛋白marker（批号P9005）、5×蛋白上样缓冲液

（批号 WB2001）、10×TBST 缓冲液（批号 WB20500）、

BCA蛋白定量试剂盒（批号WB6501）、极敏ECL化学发

光试剂盒（批号 P10060）、快速封闭液（批号 P30500）均

购自苏州新赛美生物科技有限公司；10%十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）快速制备试剂盒

（批号PG112）、10×SDS电泳缓冲液（批号PS105）、10×

转膜缓冲液（批号PS109）均购自上海雅酶生物医药科技

有限公司；聚偏二氟乙烯（PVDF）膜（批号 IPVH00010）

购自美国 Millipore 公司；兔源自噬接头蛋白 sequesto‐

some 1（SQSTM1，又名 p62）、自噬效应蛋白Beclin-1、微

管相关蛋白 1 轻链 3（microtubule-associated protein 1 

light chain 3，LC3）单克隆抗体和鼠源甘油醛-3-磷酸脱

氢酶（GAPDH）单克隆抗体（批号分别为#23214、#3495、

#12741、#97166）均购自美国CST公司；辣根过氧化物酶

（HRP）标记的羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）二抗和HRP标

记 的 羊 抗 鼠 IgG 二 抗（批 号 分 别 为 abs20002ss、

abs20039ss）均购自爱必信（上海）生物科技有限公司；

GFP-mCherry-LC3 质粒购自上海和元生物技术有限

公司。

1.3　细胞

人肝癌细胞株Huh7来自中国科学院生物化学与细

胞生物学研究所，于－80 ℃下冻存。

2　方法

2.1　细胞复苏及培养

取冻存的 Huh7细胞，于 37 ℃下融化、复苏。待细

胞融化后，加入等体积的完全培养基（即含10%FBS、1%

青霉素-链霉素溶液的DMEM高糖培养基，下同）混合，

以1 000 r/min离心3 min；收集细胞，使用完全培养基重

悬并接种于完全培养基8～10 mL中，轻轻晃动，混匀后

置于37 ℃、5%CO2条件下培养。

2.2　仑伐替尼耐药株构建及验证

2.2.1　仑伐替尼耐药株构建

将仑伐替尼溶解于适量二甲基亚砜中，于－80 ℃下

避光保存。临用前，使用完全培养基将上述药液稀释至
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有效工作浓度。选取生长状态良好的Huh7细胞，采用

低浓度逐渐递增联合长期给药的方式构建仑伐替尼耐

药（Huh7-lenvatinib resistance，Huh7-LR）模型，具体流程

（图 1）如下：待Huh7细胞生长融合至 50%～60%时，用

含1 μmol/L仑伐替尼的完全培养基首次干预24 h；弃去

培养基，更换为完全培养基；待细胞长满后传代并继续

以含药培养基和完全培养基交替培养，2～3个循环后再

次传代；取传代后的细胞，用含 2 μmol/L仑伐替尼的完

全培养基干预，再次进行含药培养基及完全培养基的交

替培养，并同法继续提高药物浓度至 10 μmol/L，即得

Huh7-LR 细胞模型（通过显微观察细胞形态和 CCK-8、

流式细胞术实验评价细胞对仑伐替尼的敏感性来判定，

具体实验内容见“2.2.2”项）。将所得耐药株继续培养于

含 10 μmol/L 仑伐替尼的完全培养基中以维持其耐药

特性。

2.2.2　Huh7-LR细胞模型验证

（1）显微观察：取Huh7和Huh7-LR细胞，使用显微

镜观察其外观形态。

（2）CCK-8实验：取生长状态良好且处于对数生长

期的Huh7和Huh7-LR细胞，以 5 000个/孔接种于 96孔

板中。待细胞生长融合至 60%～70%时，分为对照组

（含培养基但不含药物）及梯度药物干预组（含培养基和

2、4、8、16、32、64、128、256 μmol/L的仑伐替尼，药物浓

度参考预实验结果设定），并设置不含细胞、不含药物的

空白组，每组设置6个复孔。作用24 h后，弃去培养基，

每孔加入CCK-8试剂适量，孵育1 h后，使用酶标仪检测

各孔光密度（OD）值，计算细胞抑制率{细胞抑制率＝

[1－（实验组OD值－空白组OD值）/（对照组OD值－空

白组OD值）]×100%}和半数抑制浓度（IC50），并计算耐

药指数（耐药指数＝耐药细胞 IC50/亲本细胞 IC50）。

（3）流式细胞术实验：取生长状态良好且处于对数

生长期的Huh7和Huh7-LR细胞，以 5×106个/孔接种于

6孔板中，培养24 h。待细胞生长融合至60%～70%时，

分别用 10 μmol/L的仑伐替尼干预，每种细胞设置 3个

复孔。作用24 h后，收集细胞，经胰酶消化后，用流式缓

冲液重悬，依次加入Annexin Ⅴ-FITC和PI染料适量，混

匀后避光孵育15 min，使用流式细胞仪检测各组细胞的

凋亡情况。

2.3　Huh7和Huh7-LR细胞自噬水平检测

分别采用Western blot实验和GFP-mCherry-LC3质

粒转染实验检测细胞中自噬相关蛋白的表达情况和细

胞自噬水平。

2.3.1　细胞中自噬相关蛋白表达

取生长状态良好且处于对数生长期的 Huh7 及

Huh7-LR 细胞，以 5×105个/孔接种于 6孔板中（每种细

胞设置 3个复孔），培养 24 h。收集 2种细胞，用磷酸盐

缓冲液（PBS）清洗 2次，加入含蛋白磷酸酶抑制剂的

RIPA裂解液适量，于冰上裂解15 min；取裂解液，于4 ℃

下以12 000 r/min离心15 min，取蛋白上清液，加入上样

缓冲液适量，于 100 ℃金属浴中加热 10 min变性；取变

性蛋白适量，经SDS-PAGE分离后转移至PVDF膜上，于

室温下以快速封闭液封闭 10 min；用TBST缓冲液洗膜

后，加入 Beclin-1、p62、LC3、GAPDH 一抗（稀释比例均

为 1∶1 000），4 ℃下孵育过夜；用TBST缓冲液洗膜后，

加入相应二抗（稀释比例均为1∶5 000），室温下孵育1 h；

用TBST缓冲液洗膜后，经ECL显影、成像。使用 Image 

J软件进行分析，以目的蛋白与内参蛋白（GAPDH）的条

带灰度值比值表示目的蛋白的表达水平，结果以Huh7

细胞为参照进行归一化处理。

2.3.2　细胞自噬水平

取生长状态良好且处于对数生长期的 Huh7 和

Huh7-LR细胞，以1×105个/孔接种于12孔板中（每种细

胞设置 3个复孔），培养 24 h。待 2种细胞生长融合至

40%～50%时，弃去培养基；加入 Opti-MEM 培养基，培

养 2 h后进行GFP-mCherry-LC3质粒转染。转染时，将

质粒溶解于适量Opti-MEM培养基中，并与Lipo2000转

染试剂混合均匀，静置 15 min后，将上述转染复合物分

别加至Huh7和Huh7-LR细胞中；转染6～8 h后，弃去培

养基，以完全培养基继续培养24～28 h。待转染细胞生

长稳定（可见荧光）后，使用荧光显微镜观察2种细胞的

自噬情况（正常细胞呈现黄色荧光；若细胞红色、黄色荧

光斑点点状聚集增加，提示细胞自噬水平增强）。

2.4　自噬激活对仑伐替尼耐药逆转作用的检测

为进一步明确自噬在仑伐替尼耐药中的作用，

本研究借助无血清培养基致饥饿环境诱发自噬激活

的方式 [14]，考察自噬激活对仑伐替尼耐药的逆转

作用。

取生长状态良好且处于对数生长期的 Huh7 和

Huh7-LR 细胞，分为对照组（Huh7 组）、耐药细胞组

（Huh7-LR组）、耐药细胞饥饿组（Huh7-LR+starv组），每

组设置 3个复孔。Huh7-LR+starv组细胞在不含血清的

Huh7细胞
Huh7-LR细胞

（10 μmol/L仑伐替尼）

1 μmol/L仑伐替尼+
完全培养基

2 μmol/L仑伐替尼+
完全培养基

3 μmol/L仑伐替尼+
完全培养基

图1　仑伐替尼耐药的Huh7-LR细胞构建流程图
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完全培养基中进行饥饿处理 6 h。收集各组细胞，按

“2.3.1”项下方法检测其中 p62 蛋白的表达情况；按

“2.3.2”项下方法进行转染处理，待转染细胞生长稳定

后，使用荧光显微镜观察其自噬情况；按“2.2.2（3）”项下

方法，以10 μmol/L的仑伐替尼干预24 h后，检测细胞凋

亡情况。

2.5　统计学方法

采用SPSS 20.0软件对数据进行统计分析。结果数

据以 x±s表示，两组间比较采用 t检验；多组间比较采用

单因素方差分析和Tukey事后检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　仑伐替尼耐药株的鉴定结果

显微观察结果（图2）显示，与亲本细胞（Huh7细胞）

相比，仑伐替尼耐药细胞（Huh7-LR细胞）边缘不规则且

触角增多，形态改变明显。CCK-8实验结果（图3）表明，

仑伐替尼对 Huh7细胞的 IC50为 25.9 μmol/L，对 Huh7-

LR细胞的 IC50为160.7 μmol/L，耐药指数为6.2。流式细

胞术实验结果（图4）显示，经10 μmol/L的仑伐替尼干预

24 h后，Huh7-LR细胞的凋亡率为（7.45±2.67）%，显著

低于Huh7细胞的（41.38±0.59）%（P＜0.01）。上述结果

表明，仑伐替尼耐药细胞 Huh7-LR 可稳定生长于含 10 

μmol/L仑伐替尼的完全培养基中；该细胞株对仑伐替尼

的敏感性低于亲本细胞，具有明显的耐药性。

3.2　2种细胞中 Beclin-1、p62、LC3蛋白表达和自噬水

平的检测结果

Western blot 实验结果（图 5）显示，与 Huh7细胞比

较，Huh7-LR 细胞中 p62 蛋白的表达水平显著升高，    

Beclin-1蛋白的表达水平和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值均显著降

低（P＜0.05或 P＜0.01）。GFP-mCherry-LC3质粒转染

实验结果（图 6）显示，与Huh7细胞比较，Huh7-LR细胞

中的红色、黄色荧光斑点均有所减少。以上结果提示，

相较于Huh7细胞，Huh7-LR细胞的自噬水平降低。
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图2　Huh7和Huh7-LR细胞外观形态的显微图
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图3　Huh7 和 Huh7-LR 细 胞 对 仑 伐 替 尼 的 敏 感 性

（CCK-8实验）
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图4　Huh7和 Huh7-LR 细胞对仑伐替尼的敏感性（流

式细胞术实验）
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图5　2种细胞中Beclin-1、p62、LC3蛋白的表达情况
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中国药房  2024年第35卷第8期 China Pharmacy  2024 Vol. 35  No. 8  · 965 ·

3.3　自噬激活对仑伐替尼耐药的逆转作用

Western blot实验结果（图 7）显示，与Huh7组比较，

Huh7-LR 组细胞中 p62蛋白的表达水平显著升高（P＜

0.05）；与Huh7-LR组比较，Huh7-LR+starv组细胞中 p62

蛋白的表达水平显著降低（P＜0.05）。GFP-mCherry-

LC3质粒转染实验结果（图8）显示，Huh7-LR+starv组细

胞的红色、黄色荧光斑点均较Huh7-LR组增多，提示饥

饿处理能诱导Huh7-LR细胞自噬激活。流式细胞术实

验结果（图 9）显示，经 10 μmol/L仑伐替尼作用 24 h后，

Huh7-LR 组细胞的凋亡率为（1.20±0.10）%，显著低于

Huh7组细胞的（33.20±2.24）%（P＜0.05）；而Huh7-LR+

starv组细胞的凋亡率为（5.24±1.85）%，显著高于Huh7-

LR组细胞（P＜0.05）。上述结果提示，自噬激活能够提

高耐药细胞对仑伐替尼的敏感性。

4　讨论

HCC 是高复发、难治愈的恶性肿瘤之一，患者的 5

年生存率仅为18%[2]。中晚期肝癌患者的首选治疗药物

以多激酶抑制剂为主，包括索拉非尼、仑伐替尼等[15]。

其中，仑伐替尼具有独特的分子靶点（包括血管内皮生

长因子受体 1～3、血小板衍生生长因子受体、成纤维细

胞生长因子受体 1～4等），并因不低于索拉非尼的生存

期及相对可控的耐受性等优势成为肝癌一线治疗的主

力军[3]。然而临床实践显示，仑伐替尼的耐药问题逐渐

成为限制其临床应用的一大原因[3]。研究指出，仑伐替

尼耐药受 EGFR 活化、c-Met 信号失调等机制的调

控[16―17]。探讨仑伐替尼耐药机制，寻找关键信号通路或

作用靶点，有助于为逆转仑伐替尼耐药或减轻耐药程度

提供新靶点、新策略，切实改善患者治疗结局。

本研究采用低浓度逐渐递增联合长期给药的方式

构建Huh7-LR细胞模型，通过显微观察和细胞抑制率、

凋亡率检测来验证耐药细胞对仑伐替尼的敏感性，并通

过Western blot实验和GFP-mCherry-LC3转染实验来综

合评价细胞自噬水平。自噬关键蛋白 Beclin-1、p62、

LC3是反映自噬激活或抑制状态的重要指标：当Beclin-1

蛋白表达下调、p62蛋白表达上调时，则预示细胞自噬受

到抑制[9]；此外，自噬小体的膜变化过程伴随着LC3表达

形式的转化，即胞浆型LC3（LC3Ⅰ）可与磷脂酰乙醇胺

共价结合，转化成膜型LC3（LC3Ⅱ），后者的增多可能源

于自噬小体膜生成的增多，也有可能是自噬流受阻引发

代谢累积的结果[18―19]。基于此，本研究以 Beclin-1、p62

蛋白的表达情况和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值来反映细胞自噬

状态。结果显示，与亲本细胞相比，Huh7-LR细胞的耐

药指数为6.2，边缘不规则且触角增多，凋亡率和LC3Ⅱ/

LC3Ⅰ比值、Beclin-1蛋白的表达水平均显著降低，p62

蛋白的表达水平显著升高，同时结合GFP-mCherry-LC3

转染实验结果可知，Huh7-LR细胞的自噬水平较亲本细

胞明显下降。

为进一步探究自噬在仑伐替尼耐药中的作用，本研

究通过饥饿诱导自噬激活，观察自噬对仑伐替尼耐药性
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图7　自噬激活实验中各组细胞中p62蛋白的表达情况
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的影响。结果显示，自噬激活后，Huh7-LR+starv组细胞

中p62蛋白的表达水平较Huh7-LR组显著降低，凋亡率

则较Huh7-LR组显著升高，表明自噬激活能在一定程度

上提高耐药株对仑伐替尼的敏感性。

综上所述，自噬参与了仑伐替尼耐药，激活自噬能

一定程度逆转肝癌细胞对仑伐替尼耐药。这一研究提

示自噬与仑伐替尼耐药密切相关，为今后临床改善仑伐

替尼应用效果提供了基础研究依据，但其具体的分子机

制仍有待进一步探究。
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