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EGFR通过AKT/c-Jun途径上调PD-L1

降低Hep3B细胞对索拉非尼的敏感性

薛子晗,高佳丰,涂丽,刘洋,于滢,唐小龙

(安徽理工大学医学院,安徽 淮南 232001)

摘 要:目的 探究表皮生长因子受体(EGFR)在肝癌细胞对索拉非尼(SFB)敏感性中的作用及其与程序性死亡配体-1
(PD-L1)的关系。方法 采用SFB单独处理 Hep3B细胞以及SFB与表皮生长因子(EGF)联合处理 Hep3B细胞,并通

过CCK-8、克隆形成实验、EdU染色、JC-1染色等方法分析SFB和EGF对 Hep3B细胞增殖能力的影响。采用基因敲低

技术敲低EGFR验证EGFR对 Hep3B细胞增殖能力的调控作用。通过 WB、免疫荧光实验分析EGFR与PD-L1的关

系。应用 MK2206(AKT抑制剂)揭示EGFR上调PD-L1降低Hep3B细胞对SFB敏感性的分子机制。结果 SFB能够

抑制 Hep3B细胞增殖并促进其凋亡,而EGF激活EGFR后,能够降低 Hep3B细胞对SFB敏感性,具体表现为细胞活力

增加、增殖能力增强、凋亡水平降低。相反,EGFR敲低可提高细胞对SFB敏感性。EGFR活化能上调PD-L1表达,EG-
FR敲低则降低其表达。过表达PD-L1会降低 Hep3B细胞对SFB敏感性,下调PD-L1则提高敏感性。EGFR可能位于

AKT和c-Jun的上游,通过调控AKT和c-Jun的磷酸化来上调PD-L1表达。结论 EGFR通过 AKT/c-Jun途径上调

PD-L1,从而降低肝癌 Hep3B细胞对SFB的敏感性。
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EGFRupregulatesPD-L1viatheAKT/c-Junpathway
toreducethesensitivityofHep3BcellstoSorafenib

XUEZihan,GAOJiafeng,TULi,LIUYang,YUYing,TANGXiaolong

(SchoolofMedicine,AnhuiUniversityofScience& Technology,Huainan232001,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheroleofepidermalgrowthfactorreceptor(EGFR)inthesensitivi-
tyofhepatocellularcarcinoma(HCC)cellstoSorafenib(SFB)anditsrelationshipwithprogrammeddeathlig-
and-1(PD-L1). Methods Hep3BcellsweretreatedwithSFBaloneoracombinationofSFBandepidermal
growthfactor(EGF).TheeffectsofSFBandEGFontheproliferationabilityofHep3Bcellswereanalyzedby
methodssuchasCCK-8assay,colonyformationassay,EdUstaining,andJC-1staining.Geneknockdown
technologywasemployedtoknockdownEGFRandverifyitsregulatoryroleintheproliferationofHep3B
cells.TherelationshipbetweenEGFRandPD-L1wasanalyzedthroughWesternBlot(WB)andimmunofluo-
rescenceassays.MK2206(anAKTinhibitor)wasappliedtorevealthemolecularmechanismbywhichEGFR
upregulatesPD-L1andreducesthesensitivityofHep3BcellstoSFB. Results SFBinhibitedtheproliferation
ofHep3Bcellsandpromotedtheirapoptosis.AfteractivationofEGFRbyEGF,thesensitivityofHep3Bcells
toSFBwasreduced,asevidencedbyincreasedcellviability,enhancedproliferationcapacity,anddecreasedap-
optosislevels.Conversely,EGFRknockdownincreasedcellsensitivitytoSFB.EGFRactivationupregulated
PD-L1expression,whileEGFRknockdownreduceditsexpression.OverexpressionofPD-L1decreasedthe
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sensitivityofHep3BcellstoSFB,whereasdownregulationofPD-L1increasedsensitivity.EGFRmaybeup-
streamofAKTandc-Jun,andmayupregulatePD-L1expressionbyregulatingthephosphorylationofAKT
andc-Jun. Conclusion EGFRupregulatesPD-L1viatheAKT/c-Junpathway,therebyreducingthesensitiv-
ityofHCCHep3BcellstoSFB.
  Keywords: carcinoma,hepatocellular;EGFR;AKT/c-Jun;Sorafenib;programmeddeathligand-1

  肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)是原

发性肝癌中的常见类型,在全球癌症相关死亡病因中

位列第三,其具有较高的治疗失败率和不良预后风险,
多数患者在确诊时已处于晚期,这使得治疗手段受到

很大限制[1-3]。索拉非尼(sorafenib,SFB)作为晚期

HCC的一线治疗药物,主要通过抑制 RAF/MEK/

ERK信号通路直接抑制肿瘤生长,并且通过抑制血管

内皮生长因子受体(vascularendothelialgrowthfac-
torreceptor,VEGFR)和血小板源性生长因子受体

(platelet-derivedgrowthfactorreceptor,PDGFR)来
阻碍肿瘤新生血管形成,间接抑制肿瘤细胞的生长[4]。
然而,在临床实践中,HCC患者对索拉非尼耐药现象

极为普遍,耐药产生后,药物疗效显著降低[4-5]。因此,
探索提高肝癌细胞对索拉非尼敏感性的途径成为当前

肝癌研究领域的关键任务。
表皮生长因子受体(epidermalgrowthfactorre-

ceptor,EGFR)作为一种跨膜糖蛋白,在多种恶性肿瘤

中呈现过度表达的状态,其主要功能为促进细胞增殖

并抑制细胞凋亡,常被视为原癌基因[6]。大量研究表

明[6],EGFR过表达不仅与包括 HCC在内的癌症发

病风险升高相关,而且与肿瘤耐药性的产生密切相关。
有的研究表明,免疫检查点分子程序性死亡配体-1
(programmeddeathligand-1,PD-L1)不仅在肿瘤免

疫逃逸过程中发挥关键作用,还与肿瘤耐药性密切相

关[7]。PD-L1可通过激活多种代偿性信号通路,削弱

索拉非尼对关键信号传导(如RAF/MEK/ERK等)的
抑制效果,从而降低肝癌细胞对索拉非 尼 的 敏 感

性[7-8]。尽管EGFR、PD-L1在肿瘤发生发展中的重要

性已被证实,但它们与 HCC对索拉非尼耐药之间的

关系仍不明确。本研究旨在分析EGFR与PD-L1的

相关性,深入探讨EGFR通过上调PD-L1降低肝癌细

胞对索拉非尼敏感性的分子机制,进而寻找提高肝癌

细胞索拉非尼敏感性的方法,为肝癌的治疗提供有价

值的实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞培养 Hep3B肝癌细胞购自武汉赛维尔生

物科技有限公司,使用含10%胎牛血清(杭州四季青

生物有限公司)的RPMI-1640培养基(上海碧云天生

物技术有限公司)进行培养,细胞培养条件设定为37
℃、5%CO2 的培养箱环境。

1.2 慢病毒转染 为敲低目标基因 EGFR(NM_

005228.3),由上海生工生物技术有限公司构建并验证

了shEGFR慢病毒载体,其中shRNA1(3753):5′-CC
GGCCTCCAGAGGATGTTCAATAACTCGAGTT
ATTGAACATCCTCTGGAGGTTTTTTG-3′;shRN
A2(3753):5′-CCGGGCTGGATGATAGACGCAGA
TACTCGAGTATCTGCGTCTATCATCCAGCTTT
TTTG-3′;shRNA3(3755):5′-CCGGGCCACAAAG
CAGTGAATTTATCTCGAGATAAATTCACTGC
TTTGTGGCTTTTTTG-3′;shNC 为 阴 性 对 照。由

上海生工生物技术有限公司构建并验证了shPD-L1
慢病毒载体的序列shRNA1(3166):5′-CCGGCGAAT
TACTGTGAAAGTCAATCTCGAGATTGACTTT
CACAGTAATTCGTTTTTTG-3′;shRNA2(3167):

5′-CCGGGCTGCACTAATTGTCTATTGGCTCGA
GCCAATAGACAATTAGTGCAGCTTTTTTG-3′;

shRNA3(3168):5′-CCGGGGATCCAGTCACCTCT
GAACACTCGAGTGTTCAGAGGTGACTGGATC
CTTTTTTG-3′;shNC为阴性对照。将 Hep3B细胞

接种于6孔板内,根据细胞数量和病毒滴度计算所需

的病毒液体积并进行细胞转染。转染72h后,提取细

胞蛋白质,通过 WesternBlot分别筛选出EGFR和

PD-L1敲低效果最佳的细胞用于后续实验。

1.3 WesternBlot 采用RIPA裂解液(上海碧云天

生物技术有限公司)从细胞中提取蛋白,将提取的蛋白

与上样缓冲液按4∶1的比例混合,于沸水中加热20
min制得蛋白样品。把定量后的样品加入10%SDS-
PAGE凝胶的上样孔,进行电泳分离。分离后,将凝胶

中的蛋白质转印至PVDF膜,在室温下用5%脱脂牛

奶封闭1h。TBST缓冲液清洗3次,每次10min。将

膜置于一抗[EGFR抗体(#4267)、p-EGFR抗体(#
3777)、PD-L1抗体(#13684)、cleavedcaspase-3抗体

(#9664)、caspase-3抗体(#9662)、cleavedcaspase-9
抗体(#9509)、caspase-9抗体(#9502)、p-AKT抗体

(#4060)、AKT 抗 体 (#9272)、p-c-Jun 抗 体 (#
3270)、c-Jun抗体(#9165)、β-actin抗体(#4970)],
以上抗体均购自CellSignalingTechnology公司,4℃
孵育过夜,次日将膜置于二抗中,室温孵育1h。最

后,在PVDF膜上添加发光液,利用全自动凝胶成像

分析系统检测,并通过ImageJV1.8.0软件对蛋白条
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带灰度值进行分析。

1.3.1 检测EGFR活化水平和PD-L1表达水平 将

Hep3B细胞接种于培养皿内,待细胞铺满皿底后,在

EGF组培养皿的培养液中加入浓度为100ng/mL的

EGF(GMP10605HNAE,北京义翘神州科技股份有

限公司),对照组不做处理,37℃继续培养20min后,
分别提取EGF组与对照组蛋白,进行蛋白质免疫印

迹,检测EGFR活化水平和PD-L1表达水平。

1.3.2 检测EGFR低表达的 Hep3B细胞的PD-L1
表达水平 按照1.2的方法获得阴性对照组细胞

(shNC)和EGFR敲低组细胞(shEGFR),对这两组细

胞分别采用3.5μMSFB处理,提取蛋白后检测PD-
L1表达水平。

1.3.3 检测细胞凋亡分子 按照1.2的方法获得阴

性对照组细胞、PD-L1过表达细胞(PD-L1-OE)、PD-
L1敲低细胞(shPD-L1),阴性对照组细胞分为2组,1
组不处理,1组采用3.5μMSFB处理,PD-L1过表达

细胞采用3.5μMSFB处理,分别提取蛋白后检测

cleavedcaspase-3、cleavedcaspase-9表达水平。

1.3.4 检测细胞信号通路关键分子活化水平 将

Hep3B细胞接种于培养皿内,分为3组,1组不做处

理,1组采用100ng/mL的EGF处理,1组采用100
ng/mL 的 EGF 处 理 后 再 使 用 AKT 抑 制 剂

(MK2206)处理,提取蛋白后检测AKT、c-Jun活化水

平和PD-L1表达水平。按照1.2的方法获得阴性对

照组细胞(shNC)和EGFR敲低组细胞(shEGFR),阴
性对照组细胞分成2组,1组不做处理,1组采用100
ng/mL的EGF处理,EGFR敲低组细胞采用100ng/

mL的EGF处理,提取蛋白后检测 AKT、c-Jun活化

水平和PD-L1表达水平。

1.4 CCK-8实验

1.4.1 检测细胞IC50 将 Hep3B细胞接种于96孔

板,每孔约4×103 个细胞,分为5组,每组分别采用1

μM、2μM、4μM、8μM、16μM的索拉非尼(Medchem
Express公司)进行处理。24h后,弃去孔内原培养

基,每孔滴加100μL工作液(上海碧云天生物技术有

限公司)。继续培养2h后,检测各组细胞在450nm
处的吸光度值,并通过GraphPadPrism8.0软件计算

IC50值。

1.4.2 检测EGF活化后细胞活力 将 Hep3B细胞

接种于96孔板,每孔约4×103 个细胞,分为2组,

EGF组在细胞培养液中加入浓度为100ng/mL的

EGF,对照组不进行处理。24h后,弃去孔内原培养

基,每孔添加100μL工作液(上海碧云天生物技术有

限公司)。继续培养2h后,检测各组细胞在450nm
处的吸光度值,分析细胞活力。

1.4.3 阴性对照组与EGFR敲低组细胞活力的比较

 将阴性对照组细胞(shNC)和 EGFR敲低组细胞

(shEGFR)分别接种于96孔板,2组同时采用100ng/

mL的EGF处理24h,其他步骤同1.4.2。

1.4.4 索拉非尼处理后阴性对照组与PD-L1过表达

组细胞活力的比较 将阴性对照组细胞(shNC)与

PD-L1过表达组细胞(PD-L1-OE)分别接种于96孔

板,将对照组细胞再分为2组,1组不做处理,1组采用

3.5μMSFB处理24h,同时PD-L1过表达组细胞采

用3.5μMSFB处理24h,其他步骤同1.4.2。

1.5 EdU增殖实验

1.5.1 分析EGF活化后细胞增殖能力 将 Hep3B
细胞接种于24孔板,分为3组,1组不做处理,1组采

用3.5μMSFB处理,1组经100ng/mL的EGF处理

后再采用3.5μMSFB处理,培养24h后,更换为含

10μMEdU(上海碧云天生物技术有限公司)的培养

液。37℃孵育2h后去除培养基,4%多聚甲醛固定

细胞15min,TritonX-100(安徽美仑生物科技有限公

司)透化细胞15min。然后加入Click反应液孵育30
min,用DAPI染液染核10min。最后在倒置荧光显

微镜下检测。

1.5.2 阴性对照组与EGFR敲低组细胞增殖能力的

比较 将EGFR敲低组细胞(shEGFR)接种于24孔

板,分为2组,1组不做处理,1组采用3.5μMSFB处

理,其他步骤同1.5.1。

1.6 克隆形成实验

1.6.1 分析 EGF活化后细胞克隆形成能力 将

Hep3B细胞以每孔1000个细胞接种于6孔板,分为

3组,1组不做处理,1组采用3.5μMSFB处理,1组

经100ng/mL的EGF处理后再采用3.5μMSFB处

理。定期换液,2周后去除培养液,先后用4%多聚甲

醛固定细胞10min和1%结晶紫染色15min,清洗后

拍照记录克隆团数量。

1.6.2 阴性对照组与EGFR敲低组细胞克隆形成能

力的比较 将阴性对照组细胞和EGFR敲低组细胞

接种于6孔板,分别采用3.5μMSFB处理,其他步骤

同1.6.1。

1.7 线粒体膜电位检测

1.7.1 分析EGF活化后细胞凋亡水平 将 Hep3B
细胞以每孔约2×105 个细胞接种于24孔板,分为3
组,1组不做处理,1组采用3.5μMSFB处理,1组经

100ng/mL的EGF处理后再采用3.5μMSFB处理,

24h后弃去药液,经PBS洗涤后,加入JC-1工作液

(上海碧云天生物技术有限公司)避光孵育30min。
后用DAPI染液染核10min。最后,在荧光显微镜下

检测,并通过ImageJV1.8.0软件分析细胞荧光强
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度。

1.7.2 阴性对照组与EGFR敲低组细胞凋亡水平的

比较 将阴性对照组细胞和EGFR敲低组细胞接种

于24孔板,分别采用3.5μMSFB处理,其他步骤同

1.7.1。

1.8 间接免疫荧光 将 Hep3B细胞、阴性对照组细

胞(shNC)、EGFR敲低组细胞(shEGFR)接种于含有

盖玻片的24孔板,阴性对照组细胞(shNC)和EGFR
敲低组细胞(shEGFR)分别用100ng/mL的EGF处

理20min,用4%多聚甲醛固定10min。进行封闭处

理后,加入一抗并于4℃孵育过夜。次日,添加荧光标

记二抗并在37℃孵育30min。经DAPI复染细胞核

后,在荧光显微镜下检测,并通过ImageJV1.8.0软

件分析细胞荧光强度。

1.9 统计学方法 所有实验至少重复3次,数据以

(췍x±s)的形式表示,并使用 GraphPadPrism8.0软件

进行统计分析。两组数据间的差异通过t检验进行比

较,而多组数据间的差异则通过单因素方差分析以及

Bonferroni检验进行比较。P<0.05被认为差异具有

统计学意义。

2 结果与分析

2.1 EGFR活化降低Hep3B细胞对索拉非尼敏感性

 EGFR与EGF结合后会形成二聚体并磷酸化,如图

1A所示,用EGF处理Hep3B细胞,使 Hep3B细胞中

的EGFR显著活化为p-EGFR。然后,使用不同浓度

SFB处理 Hep3B细胞,通过CCK-8实验检测细胞活

力,IC50为3.39μM(见图1B)。因此,本研究采用与

IC50相近的SFB浓度来进行后续实验。用3.5μM
SFB分别处理 Hep3B细胞(Control组)和EGFR活

化的Hep3B细胞(EGF组)24h后检测细胞活力。结

果表明,EGF联合SFB处理的Hep3B细胞活力更高,

SFB处理的 Hep3B细胞活力具体数值为50.62%,

EGFR活化的Hep3B细胞活力为63.13%,差异具有

统计学意义(P<0.01)(见图1C)。通过EdU和克隆

形成实验分析SFB处理后Hep3B细胞和EGFR活化

的 Hep3B细胞增殖能力差异。结果显示,与Control
组Hep3B细胞相比,SFB处理后EdU阳性细胞数量

减少,克隆团数量减少(P<0.01)。与SFB单独处理

的Hep3B细胞相比,EGF联合SFB处理的 Hep3B细

胞EdU阳性细胞量增多,克隆团数量也增多(P <
0.001)(见图1D、图1E)。评估SFB诱导Hep3B细胞

和EGFR活化的Hep3B细胞的凋亡水平。检测细胞

线粒体膜电位结果显示,与 Hep3B细胞相比,SFB处

理后Hep3B细胞的绿色荧光/红色荧光比值增大。具

体比值:Hep3B细胞为1.193,SFB处理后为2.473,
差异具有统计学意义(P<0.001)。与SFB单独处理

的Hep3B细胞相比,EGF联合SFB处理的 Hep3B细

胞绿色荧光/红色荧光比值减小。EGF联合SFB处理

为1.617,差异具有统计学意义(P <0.001)(见图

1F)。EGFR活化后细胞免疫荧光结果见图2A、图

2B。

注:A为 WesternBlot检测EGFR活化水平;B、C为CCK-8实验检测细胞活力;D为克隆形成实验分析细胞增殖能力;

E为EdU-594分析细胞增殖能力;F为JC-1染色评估细胞凋亡水平。**P<0.01,***P<0.001。

图1 EGFR活化降低 Hep3B细胞对索拉非尼敏感性
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注:A为EdU-594分析细胞增殖能力的免疫荧光;B为JC-1染色评估细胞凋亡水平的免疫荧光。

图2 EGFR活化后细胞免疫荧光结果

2.2 EGFR敲低提高Hep3B细胞对索拉非尼敏感性

 通过 WesternBlot检测显示shRNA3成功敲低肝

癌细胞中EGFR,建立EGFR低表达的 Hep3B细胞

(Hep3BEGFR-),见图3A。CCK-8实验检测索拉非

尼对EGF处理的 Hep3B细胞活力的影响,结果表明

EGFR敲低后 Hep3B细胞(shEGFR)的活力降低(P

<0.01),见图3B;克隆形成实验结果(见图3C)与

EdU-594分析细胞增殖能力(见图3D)均显示EGFR
敲低后细胞增殖能力下降(P<0.001)。JC-1染色评

估SFB诱导肝癌细胞凋亡水平(见图3E),表明EGFR
敲低后SFB诱导肝癌细胞凋亡水平增加(P<0.01)。

EGFR敲低后细胞免疫荧光结果见图4A、图4B。

注:A为 WesternBlot检测EGFR表达水平;B为CCK-8实验检测细胞活力;C为克隆形成实验分析细胞增殖能力;

D为EdU-594分析细胞增殖能力;E为JC-1染色评估细胞凋亡水平。*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图3 EGFR敲低提高 Hep3B细胞对索拉非尼敏感性
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注:A为EdU-594分析细胞增殖能力的免疫荧光;B为JC-1染色评估细胞凋亡水平免疫荧光。

图4 EGFR敲低后细胞的免疫荧光结果

2.3 经 EGF活化的 EGFR使 PD-L1表达上调 
WesternBlot结果显示,未经EGF处理的 Hep3B细

胞中PD-L1的相对表达量为0.585,而EGF处理后增

至0.932,EGF处理后Hep3B细胞中PD-L1的表达水

平显著上调,差异具有统计学意义(P <0.01)(见图

5A),表明EGF处理后 Hep3B细胞中PD-L1的表达

水平显著上调;Hep3BEGFR敲低后 Hep3B细胞的

PD-L1表达水平相对于未经EGF处理的 Hep3B细胞

显著下降(P<0.001)(见图5B)。间接免疫荧光实验

结果显示,与EGF未处理组相比,EGF处理的 Hep3B
细胞中 PD-L1表达水平显著上调;而 EGF处理的

Hep3BEGFR-细胞中PD-L1显著低于EGF未处理的

和EGF处理的Hep3B细胞,见图5C。

注:A、B为 WesternBlot检测PD-L1表达水平;C为免疫荧光检测PD-L1表达水平。
**P<0.01,***P<0.001。

图5 EGFR活化上调PD-L1
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2.4 PD-L1负调控Hep3B细胞对索拉非尼敏感性 
为探究PD-L1对Hep3B细胞索拉非尼敏感性的影响,
向Hep3B细胞中转染了PD-L1过表达慢病毒(上海生

工生物技术有限公司),得到了稳定过表达PD-L1的

Hep3B细胞(见图6A)。为进一步分析PD-L1对SFB
介导细胞凋亡水平的影响,通过 WesternBlot检测

SFB处 理 后 各 组 Hep3B 细 胞 中cleaved-caspase-3/
caspase-3,cleaved-caspase-9/caspase-9的 表 达 水 平。
结果显示,与未经SFB处理的 Hep3B细胞相比,SFB
处理的 Hep3B细胞中cleaved-caspase-3/caspase-3显

著升高(P<0.001);而与SFB处理的 Hep3B细胞相

比,SFB 处 理 的 Hep3B PD-L1+ 细 胞 中 cleaved-
caspase-3/caspase-3显著下降(P <0.01),且与未经

SFB处理的 Hep3B细胞无明显差异;3组细胞中的

cleaved-caspase-9/caspase-9差异无统计学意义(P >
0.05)(见图6B、图6C)。通过CCK-8实验检测未处理

的Hep3B细胞、SFB处理的 Hep3B细胞以及SFB处

理的PD-L1过表达 Hep3B细胞活力值,PD-L1负调

控Hep3B细胞对索拉非尼的敏感性,见图6D。

注:A为 WesternBlot检测PD-L1表达水平;B、C为 WesternBlot检测凋亡蛋白活化水平;

D为CCK-8实验检测细胞活力。**P<0.01,***P<0.001。
图6 过表达PD-L1降低 Hep3B细胞对索拉非尼的敏感性

2.5 下调PD-L1提高Hep3B细胞对索拉非尼的敏感

性 为进一步验证PD-L1与 Hep3B细胞对索拉非尼

敏感性之间的关系,需要从相反的方向进行实验,使用

PD-L1敲低的shRNA慢病毒下调PD-L1,观察肝癌

细胞对索拉非尼敏感性的变化。首先通过shRNA
(3168)慢病毒转染构建了低表达PD-L1的 Hep3B细

胞(Hep3BPD-L1-)(见图7A)。WesternBlot结果

显示,SFB处理的阴性对照组细胞中cleaved-caspase-
3/caspase-3水平显著高于shNC组细胞(P<0.05);
SFB处理 的 的 PD-L1低 表 达 的 细 胞(shPD-L1)中
cleaved-caspase-3/caspase-3水平显著高于SFB处理

的阴性对照组(P <0.001)(见图7B );而cleaved-
caspase-9/caspase-9的结果与此相反(见图7B)。

2.6 EGFR通过AKT/c-Jun上调PD-L1表达水平 
与Hep3B细胞相比,经EGF处理的 Hep3B细胞p-
AKT(P<0.001)和p-c-Jun(P <0.05)的水平显著

升高,同时PD-L1的表达也明显上调(P<0.001);当
采用AKT抑制剂(MK2206)与EGF联合处理时,相
较于仅用EGF处理的 Hep3B细胞,Hep3B细胞中的

p-AKT(P<0.001)和p-c-Jun(P <0.05)水平显著

下降,见图8A。为进一步验证EGFR与 AKT、c-Jun
及PD-L1之间的关系,与EGF处理的 Hep3B细胞相

比,EGF处理的 Hep3BEGFR-细胞中的p-AKT(P
<0.01)以及p-c-Jun(P<0.05)水平均显著下调,PD-
L1表达水平也下调(P<0.001),见图8B。
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注:A为 WesternBlot检测PD-L1表达水平;B为 WesternBlot检测凋亡蛋白活化水平。
*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图7 下调PD-L1提高 Hep3B细胞对索拉非尼敏感性

注:A、B为 WesternBlot检测信号通路活化水平。*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。
图8 EGFR通过AKT/c-Jun上调PD-L1表达水平
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3 讨论

自2007年SHARP研究公布SFB可有效延长晚

期HCC患者生存期以来,SFB已成为晚期 HCC患者

的一线标准治疗药物[9-10]。然而,SFB的耐药性是临

床治疗中的一个关键问题。本研究旨在探讨EGFR
在肝癌细胞对SFB敏感性中的作用及其与PD-L1的

调控关系。EGFR是一种跨膜蛋白,在多种生理过程

中发挥重要作用,在肝癌中其高表达与肿瘤细胞的增

殖和侵袭性密切相关[11]。已有研究表明,SFB对EG-
FR高表达的肝细胞癌(HCC)细胞的抑制效能显著减

弱[12],本研究结果进一步证实了这一现象。通过多种

实验手段系统地研究了 EGFR活化对 Hep3B细胞

SFB敏感性的影响。结果显示EGFR活化后,细胞对

SFB的敏感性降低,表现为细胞活力增加、增殖能力增

强以及凋亡水平降低。

PD-L1可通过激活多种代偿性信号通路,削弱

SFB对关键信号传导(如RAF/MEK/ERK等)的抑制

效果,从而降低肝癌细胞对SFB的敏感性[13-14]。鉴于

细胞内信号通路广泛联系,且已有研究表明PD-L1受

多种信号通路调控,并在细胞增殖、凋亡中有重要作

用[15],因此本研究着重探讨了EGFR与PD-L1的关

系,以深入探究EGFR在肝癌细胞中的作用机制。先

前已有研究发现EGFR与PD-L1的相关性,例如在非

小细胞癌和卵巢癌中,EGFR与其他的协同因子共同

调控PD-L1的表达[16-18]。本研究与先前的发现有相

似之处,但也存在差异。本研究中通过 WesternBlot
和免疫荧光实验均证实了EGFR活化可上调PD-L1
表达水平,而EGFR敲低则降低PD-L1表达,明确了

在Hep3B细胞中EGFR通过AKT/c-Jun通路来调控

PD-L1。
随后,本研究通过过表达和下调PD-L1,发现PD-

L1对Hep3B细胞的SFB敏感性有重要影响。过表达

PD-L1降低了细胞对SFB的敏感性,这一结果与先前

在其他肿瘤细胞中的研究发现具有相似性。例如,在
其他肿瘤系的研究中发现,过表达PD-L1会激活某些

抗凋亡信号通路,从而降低细胞对化疗药物的敏感

性[19]。在Hep3B细胞中,过表达PD-L1可能也是通

过类似的机制干扰SFB的作用。SFB主要通过抑制

肿瘤细胞的增殖和诱导凋亡来发挥抗癌作用,PD-L1
过表达或许会影响SFB作用的相关靶点或者信号通

路,如王威等[20]研究中提到的 Raf/MEK/ERK信号

通路,从而使得SFB难以发挥抑制细胞增殖、诱导凋

亡等作用。而下调PD-L1则提高了SFB敏感性,这与

其他研究结果部分一致[21-22]。本研究进一步明确了

Hep3B细 胞 中 EGFR 对 PD-L1 的 调 控 关 系。在

Hep3B细胞中,PD-L1对SFB敏感性的影响可能具有

其独特的细胞内分子机制。其中特定的转录因子或者

信号分子可能与PD-L1协同作用,影响SFB的药效。
在明确了PD-L1对 Hep3B细胞SFB敏感性影

响的基础上,需要探究EGFR与PD-L1表达相关的分

子机制及其与SFB敏感性之间的潜在联系。本研究

结果表明,EGF处理后AKT和c-Jun活化水平上调,
同时PD-L1表达上调,表明EGF对AKT、c-Jun的活

化以及PD-L1的表达具有促进作用;而抑制 AKT通

路后,Hep3B细胞中的p-AKT和p-c-Jun水平显著下

降,同时PD-L1表达下调,这一现象提示AKT在EGF
诱导的p-c-Jun和PD-L1上调进程中具有重要意义,

EGFR可能通过调控p-AKT和p-c-Jun的水平来上调

PD-L1的表达,即p-AKT和p-c-Jun可能是EGFR调

控PD-L1表达的中间环节分子。并且,EGFR敲低

后,p-AKT,p-c-Jun水平均显著下调,PD-L1表达水平

也下调,明确表明了EGFR对AKT、c-Jun的磷酸化以

及PD-L1的表达具有正向调控作用,EGFR可能位于

AKT和c-Jun的上游,通过调控AKT和c-Jun的磷酸

化来影响下游PD-L1的表达。
本研究虽然揭示了EGFR通过 AKT/c-Jun上调

PD-L1降低 Hep3B细胞对SFB敏感性这一机制,但
细胞内的信号传导网络是极其复杂的,这一机制可能

并非是完全独立的。在许多研究[23-25]中发现,细胞内

不同信号通路之间存在着广泛的交叉对话(Cross-
talk)。因此,在本研究中,很可能存在其他信号通路与

AKT/c-Jun通路相互作用来调节PD-L1的表达以及

SFB的敏感性。这种相互作用可能会增强或削弱

AKT/c-Jun通路对PD-L1表达的调控,进而影响细胞

对SFB的敏感性。这些潜在的相互作用需要进一步

深入研究,以全面理解在Hep3B细胞中PD-L1表达调

控以及SFB敏感性的复杂机制。

4 结论

本研究表明,EGFR活化水平与PD-L1表达水平

有关,EGFR通过AKT/c-Jun上调PD-L1表达,从而

降低Hep3B细胞对SFB的敏感性。本研究为深入理

解SFB耐药机制以及肝癌治疗策略提供了新的理论

依据。然而,仍需要进一步的研究来完善相关机制,并
探索其潜在的临床应用价值。
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