
and braking position for 6 weeks to create a KOA model，and electroacupuncture was given to the electroacupunc-
ture group 1 week after completion of the modeling for 4 weeks，five times a week for 20 min each time． The func-
tional score of the left knee joint of rabbits was evaluated by Lequesne's functional algorithm index; serum and joint
fluid interleukin ( IL) -1β and IL-6 levels were measured by enzyme-linked immunosorbent ( ELISA) assay; serum
and joint fluid nitric oxide ( NO) levels were measured by Griess; morphological changes in knee cartilage were ob-
served by hematoxylin-eosin ( HE) staining，and the degree of cartilage degeneration was evaluated by Mankin' s
scale; p-P38MAPK positive cell expression in knee cartilage was observed by immunofluorescence technique． Ｒe-
sults Compared with the blank control group，the Lequesne score increased in the model control group ( P ＜
0. 05 ) ; the levels of IL-1β，IL-6，and NO in serum and joint fluid increased ( P ＜ 0. 05) ; the cartilage surface was
less smooth and the Mankin score increased ( P ＜ 0. 05 ) ; and the immunofluorescence staining positive cells in-
creased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the model control group，the Lequesne score was reduced in the electroacu-
puncture group ( P ＜ 0. 05 ) ; the levels of IL-1β，IL-6，and NO in serum and joint fluid were reduced ( P ＜
0. 05) ; the cartilage surface was smoother，and the Mankin score was reduced ( P ＜ 0. 05) ; and the immunofluo-
rescence staining positive cells were reduced ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Electroacupuncture can effectively improve
knee joint behavior in rabbit KOA model，and the mechanism may be to delay the onset of KOA by decreasing the
expression level of inflammatory factors and affecting the expression of MAPK signaling pathway．
Key words osteoarthritis of the knee; electroacupuncture; articular cartilage
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AMD3100 下调 CA9 与 CXCＲ4 表达逆转索拉菲尼耐药
秦骥伟，郑 浩，徐治军，栗雪峰，孙 成

摘要 目的 研究 AMD3100 通过调控碳酸酐酶 IX( CA9 )

和趋化因子受体 4( CXCＲ4 ) 逆转人肝癌细胞对索拉菲尼的

耐药性机制。方法 以人肝癌细胞 Huh7 和 HepG2 为研究

对象，建立索拉菲尼耐药株 Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor; 检测索

拉菲尼单独或联合使用 AMD3100 对 Huh7、HepG2、Huh7 /
Sor、HepG2 /Sor 细胞增殖的影响; 观察索拉菲尼耐药细胞与

非耐药细胞侵袭能力的区别，AMD3100 对肝癌细胞侵袭能

力的影响; 索 拉 菲 尼 单 独 或 联 合 使 用 AMD3100 对 Huh7、
HepG2、Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor 细胞的 CA9 和 CXCＲ4 蛋白

表达的 调 控 作 用。结 果 与 对 照 组 比 较，AMD3100 ( 50
μmol /L) 可提高索拉菲尼对 Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor 细胞的

增殖抑制作用( P ＜ 0. 05) ; 与 Huh7 细胞比较，索拉菲尼耐药

株 Huh7 /Sor 细胞的侵袭能力增强( P ＜ 0. 05) ，AMD3100 ( 50
μmol /L) 可降低 Huh7 和 Huh7 /Sor 细胞 的 侵 袭 能 力 ( P ＜
0. 05) ; 与 Huh7 和 HepG2 细胞比较，Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor
细胞的 CA9 和 CXCＲ4 蛋白表达增加( P ＜ 0. 05 ) ，AMD3100
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( 50 μmol /L) 可下调 Huh7、HepG2、Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor

细胞 的 CA9 和 CXCＲ4 蛋 白 表 达 ( P ＜ 0. 05 ) 。结 论

AMD3100 可能通过下调 CA9、CXCＲ4 表达降低人肝癌细胞

对索拉菲尼耐药性，增强索拉菲尼对人肝癌细胞的增殖和侵

袭抑制。
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肝细胞癌( hepatocellular carcinoma，HCC) 是全

球致死率第 4 的恶性肿瘤，也是全球第 6 大常见癌

症［1］。手术切除是早期 HCC 的标准治疗方法，但超

过 80% 的 HCC 患者被诊断时已无法进行根治性手

术。索拉菲尼作为晚期 HCC 的一线药物作用于多

个靶 点，可 显 著 延 长 晚 期 HCC 患 者 的 生 存 时

间［2 － 3］。然而，索拉菲尼的获得性耐药限制了其临

床疗效。
碳酸酐酶 IX( carbonic anhydrase IX，CA9 ) 是一

种膜相关锌金属酶，可使肿瘤细胞在低氧酸性微环
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境中存活［4 － 6］，并在多种恶性肿瘤中表达上升。低

氧微环境使肿瘤细胞生存能力和侵袭性增强，更易

远处转移及产生耐药性［5，7］。趋化因子受体 4 ( CXC
chemokine receptor Type 4，CXCＲ4) 是一种参与血管

生成和肿瘤侵袭的趋化因子受体，研究表明其在

HCC、乳腺癌等多种肿瘤类型中表达，并在其转移扩

散中发挥重要作用［8 － 12］。AMD3100 是 CXCＲ4 的特

异性拮抗剂，既往研究［10，13］表明 AMD3100 可抑制

多种肿瘤的转移和增殖，增加肿瘤对化疗和放疗的

敏感性。因此，该研究通过分析 CA9 和 CXCＲ4 在

HCC 中的表达，以 AMD3100 作为研究对象，研究其

对索拉菲尼耐药 HCC 细胞的增殖、侵袭和耐药性影

响，对探讨 HCC 恶性倾向以及 HCC 的索拉菲尼耐

药机制具有重要的科研和临床价值。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞株 人源 HCC Huh7、HepG2 细胞购自

中国科学院上海细胞库。
1． 1． 2 药物与试剂 AMD3100 购自美国 Selleck
Chemicals 公司; 索拉菲尼购自美国 Selleck Chemi-
cals 公司; CCK-8 购自日本 Dojindo 公司; β- actin 购

自德国 Sigma 公司; 胎牛血清、青 － 链霉素双抗、
2. 5%胰酶购自美国 Gibco 公司; PBS 购自生工生物

工程( 上海) 股份有限公司; SDS-PAGE 上样缓冲液

购自上海碧云天生物技术有限公司; CXCＲ4 购自美

国 Santa Cruz 公司; CA9 购自美国 Gene Tex 公司; tr-
answell 小室购自美国 Corning 公司; Mitrogel 购自美

国 BD 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 将 Huh7 和 HepG2 细胞培养在

含有 10%胎牛血清以及 1%青 － 链霉素双抗的培养

液中，置于 37 ℃ 5% CO2 培养箱中培养。
1． 2． 2 HCC 索拉菲尼耐药细胞的建立 采用浓度

梯度递增法构建 Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor 耐药细胞

株，以浓度为 5 μmol /L 的索拉菲尼作为起始浓度进

行诱导，逐步进行浓度爬坡，每次爬坡浓度约提高

1. 5 倍，每 14 d 爬坡 1 次，最终得到稳定耐受浓度为

15 μmol /L 的索拉菲尼的 Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor
耐药细胞株。Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor 细胞株培养

在含有 10 μmol /L 索拉菲尼的培养液以维持其耐药

性。实验前 5 ～ 6 d，将 Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor 细胞

恢复至正常培养液中培养。
1． 2． 3 CCK-8 法 检 测 AMD3100 和 索 拉 菲 尼 对

HCC 细胞及 HCC 索拉菲尼耐药细胞增殖毒性作用

的影响 课题组预实验表明不同浓度 AMD3100 处

理后降低 Huh7 /Sor 细胞对索拉菲尼的耐药性，50
μmol /L 组和 100 μmol /L 组效果最明显且两组间差

异无统计学意义，本研究后续实验均采用 50 μmol /L
AMD3100，见 表 1。取 对 数 生 长 期 Huh7、HepG2、
Huh7 /Sor、HepG2 /Sor 细 胞 以 及 以 50 μmol /L 的

AMD3100 预处理 90 min 的 Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor
细胞接种于 96 孔板内，每孔加 100 μl 培养基，细胞

密度为 5 × 104 个 /ml。待细胞融合到 80%，以梯度

稀释的方法分别 加 入 由 完 全 培 养 基 配 制 的 2. 5、
5. 0、10. 0、20. 0、30. 0 μmol /L 的索拉菲尼。Control
组加等量培养液，各组均设 3 个复孔，另设调零孔

( 培养液) 。将 96 孔板置入 37 ℃、5% CO2 细胞培

养箱 48 h，弃去各孔内液体，每孔加入 100 μl 含

10% CCK-8 的培养液，置于培养箱内孵育 4 h。用

酶标仪测定各孔在 450 nm 波长下的吸光值( A) ，细

胞 存 活 率 = ( A实验组 － A平均Control组 ) / ( A平均对照组 －
A平均Control组) × 100%，计算出索拉菲尼对 4 种细胞生

存率的影响及相应的半抑制浓度( half maximal in-
hibitory concentration，IC50 ) 。
1． 2． 4 Transwell 小室法检测 AMD3100 对 HCC 细

胞及 HCC 索拉菲尼耐药细胞的侵袭能力的影响

Matrigel 基质胶冰面上液体化后，与 DMEM 培养基

按 1 ∶ 3 稀释后在膜下室侧涂抹。将铺基质胶的小

室置于 37 ℃孵育箱 30 min 使基质胶凝固。胰酶消

化下处理过的 Huh7、Huh7 /Sor 细胞制成单细胞悬

液，细胞密度用无血清 DMEM 培基调至约 2. 5 × 104

个 /ml，下室加 600 μl 无血清 DMEM 培基，吸 取

200 μl 细胞悬液均匀加入上室。分为 Huh7、Huh7 /
Sor 和上室含有 50 μmol /L 的 AMD3100 的 Huh7、
Huh7 /Sor 共 4 组。12 h 后，取出小室 PBS 洗涤，4%
多聚甲醛溶液固定 30 min。将小室置于 0. 1% 结晶

紫甲醇溶液中染色 10 min，光学显微镜下计数每孔

5 个高倍视野下穿过基底膜的细胞数目并拍照。
1． 2． 5 Western blot 法检测 AMD3100 对 HCC 细胞

及 HCC 索拉菲尼耐药细胞 CA9 及 CXCＲ4 蛋白表

达水平的影响 将 Huh7、HepG2、Huh7 /Sor、HepG2 /
Sor 细胞分为 0 μmol /L 组和 5 μmol /L 索拉菲尼处

理组，以 5 × 104 个 /ml 密度接种至 6 孔板，每孔 2
ml。细胞融合至 70%时，分别换成无血清培养基和

含 5 μmol /L 索拉菲尼的无血清培养基，实验组加入

AMD3100 ( 终质量浓度为 50 μmol /L) 处理 90 min。
用 ＲIPA 缓冲液分别溶解各组细胞，BCA 法检测蛋
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白质浓度。每孔加样 25 g 相应总蛋白质进行蛋白

SDS-PAGE 电泳，转移至 PVDF 膜上。50 g /L 脱脂

牛奶封闭 1 h，加入一抗 CXCＲ4 ( 1 ∶ 1 000 ) 、CA9
( 1 ∶ 1 000) 置于 4 ℃ 冰箱过夜。TPBS 清洗膜后加

入二抗，37 ℃ 摇床放置 2 h。用 DNＲ 生物成像系

统进行发光、测试、照相，使用 Image J 软件图像分

析，计算出各组细胞中 CA9 和 CXCＲ4 蛋白的相对

表达量。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行数据

分析统计，数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用 t 检验，

利用 GraphPad Prism 5. 0 软件进行统计图绘制。P
＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 AMD3100 和索拉菲尼对 HCC 细胞及 HCC 索

拉菲尼耐药细胞的增殖毒性作用的影响 结果显示，

Huh7 /Sor 组在 2. 5、5. 0、10. 0、20. 0 和 30. 0 μmol /L
的索拉 菲 尼 浓 度 下 的 增 殖 效 率 高 于 Huh7 /Sor +
AMD3100 组和 Huh7 组，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05 ) 。HepG2 /Sor 组 在 2. 5、5. 0、10. 0、20. 0 和

30. 0 μmol /L 的索拉菲尼浓度下的增殖效率高于

HepG2 /Sor + AMD3100 组和 HepG2 组，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 05 ) 。应用 Probit 回归分析估算出索

拉菲 尼 对 Huh7、HepG2、Huh7 /Sor、HepG2 /Sor 的

IC50 值。索 拉 菲 尼 对 Huh7、HepG2、Huh7 /Sor、

HepG2 /Sor 的 IC50 值 分 别 为 6. 40、6. 95、11. 51、
11. 70 μmol /L，根据耐药指数( resistance index，ＲI)
= IC50 ( 耐药细胞) / IC50 ( 亲本细胞) 计算得出 Huh7 /
Sor 和 HepG2 /Sor 细 胞 对 索 拉 菲 尼 的 ＲI 分 别 为

1. 80 和 1. 68。AMD3100 可 以 增 加 Huh7 /Sor 和

HepG2 /Sor 细胞对索拉菲尼的敏感性，提高索拉菲

尼对 Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor 细胞的抑制作用，降低

IC50值。AMD3100 处理后，Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor
细胞对索拉菲尼的 IC50 值分别从 11. 51 和 11. 70
μmol /L 降至 9. 01 和 10. 36 μmol /L，ＲI 也分别从

1. 80 和 1. 68 降至 1. 41 和 1. 49。见表 2。
2． 2 Transwell 小室法检测 HCC 细胞及 HCC 索

拉菲尼耐药细胞的侵袭能力 结果显示，12 h 后

Huh7 /Sor + AMD3100 组 迁 移 细 胞 数 ( 196. 45 ±
29. 94) 较 Huh7 /Sor 组( 292. 15 ± 60. 80) 减少，差异

有统计 学 意 义 ( t = － 5. 003，P ＜ 0. 05 ) 。Huh7 +
AMD3100 组迁移细胞数［( 183. 24 ± 65. 81 ) 个］较

Huh7 组［( 238. 83 ± 50. 36) 个］减少，差异有统计学

意义( t = － 2. 458，P ＜ 0. 05) 。Huh7 组迁移细胞数

［( 238. 83 ± 50. 36 ) 个］少于 Huh7 /Sor 组［( 292. 15
± 60. 80) 个］，差异有统计学意义( t = － 2. 376，P ＜
0. 05) 。这表明 Huh7 /Sor 细胞拥有比 Huh7 细胞更

强的侵袭能力，而 AMD3100 处理后可以降低 Huh7
细胞和 Huh7 /Sor 细胞的侵袭能力。见图 1。
2． 3 Western blot 法检测 AMD3100 对 HCC 细胞

表 1 不同浓度 AMD3100 对 HCC 索拉菲尼耐药细胞的增殖毒性作用的影响( n = 5，珋x ± s)

索拉菲尼浓度

( μmol /L)

细胞存活率( % )

Control 组 1 μmol /L AMD3100 组 50 μmol /L AMD3100 组 100 μmol /L AMD3100 组

2． 5 95． 31 ± 0． 65 92． 83 ± 1． 00＊＊ 89． 31 ± 0． 63## 88． 47 ± 0． 54##

5． 0 84． 99 ± 1． 63 80． 23 ± 0． 98＊＊ 72． 50 ± 1． 61## 72． 10 ± 1． 00##

10． 0 61． 49 ± 1． 06 52． 77 ± 1． 62＊＊ 44． 65 ± 1． 62## 43． 54 ± 1． 53##

20． 0 23． 66 ± 0． 99 20． 59 ± 0． 82＊＊ 19． 68 ± 0． 29# 18． 84 ± 0． 35##

30． 0 15． 71 ± 0． 71 13． 57 ± 1． 11* 12． 38 ± 0． 44 12． 20 ± 1． 59#

与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 1 μmol /L AMD3100 组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

表 2 AMD3100 和索拉菲尼对 HCC 细胞及 HCC 索拉菲尼耐药细胞的增殖毒性作用的影响( n = 5，珋x ± s)

组别

细胞存活率( % )

索拉菲尼

2． 5 μmol /L
索拉菲尼

5． 0 μmol /L
索拉菲尼

10． 0 μmol /L
索拉菲尼

20． 0 μmol /L
索拉菲尼

30． 0 μmol /L

IC50

( μmol /L)
ＲI

Huh7 85． 44 ± 0． 98 56． 28 ± 1． 85 23． 21 ± 0． 47 16． 06 ± 0． 33 9． 63 ± 1． 29 6． 40
Huh7 /Sor + AMD3100 89． 93 ± 1． 05＊＊ 74． 33 ± 1． 08＊＊ 44． 09 ± 1． 00＊＊ 19． 83 ± 0． 39＊＊ 12． 19 ± 0． 29＊＊ 9． 01 1． 41
Huh7 /Sor 96． 21 ± 0． 75## 83． 67 ± 1． 57## 60． 12 ± 1． 54## 22． 33 ± 0． 53## 13． 78 ± 0． 74# 11． 51 1． 80
HepG2 83． 42 ± 1． 53 66． 24 ± 1． 56 27． 71 ± 1． 70 17． 01 ± 0． 53 10． 35 ± 0． 72 6． 95
HepG2 /Sor + AMD3100 92． 92 ± 1． 17＊＊ 84． 93 ± 1． 09＊＊ 54． 03 ± 1． 21＊＊ 19． 08 ± 0． 68＊＊ 11． 52 ± 0． 49* 10． 36 1． 49
HepG2 /Sor 96． 51 ± 0． 38## 89． 15 ± 0． 52## 58． 31 ± 1． 50## 21． 84 ± 0． 89## 12． 68 ± 0． 79# 11． 70 1． 68

与对应非耐药细胞组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与对应耐药细胞 + AMD3100 组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01
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及 HCC 索拉菲尼耐药细胞 CA9 及 CXCＲ4 蛋白表

达水平的影响 ① 在各细胞组中，AMD3100 处理

组细胞的 CA9 蛋白表达水平均低于 Control 组( P ＜
0. 05) ; 0 μmol /L 索拉菲尼处理条件下，Huh7 组细

胞和 HepG2 组细胞的 CA9 蛋白表达水平均低于

Huh7 /Sor 组 细 胞 和 HepG2 /Sor 组 细 胞 ( t =
－ 8. 086，P ＜ 0. 01; t = － 8. 086，P ＜ 0. 01) ; 5 μmol /L

索拉菲尼处理条件下，Huh7 组细胞和 HepG2 组细

胞的 CA9 蛋白表达水平均低于 Huh7 /Sor 组细胞和

HepG2 /Sor 组 细 胞 ( t = － 2. 570，P ＜ 0. 05; t =

－ 3. 679，P ＜ 0. 05 ) 。见图 2。② 在各细胞组中，

AMD3100 处理组细胞的 CXCＲ4 蛋白表达水平均低

于 Control 组( P ＜ 0. 05) ; 0 μmol /L 索拉菲尼处理条

件下，Huh7 组细胞的 CXCＲ4 蛋白表达水平低于

Huh7 /Sor 组细胞( t = － 8. 855，P ＜ 0. 01) ; 5 μmol /L
索拉菲尼处理条件下，Huh7 组细胞和 HepG2 组细

胞的 CXCＲ4 蛋白表达水平均低于 Huh7 /Sor 组细胞

和 HepG2 /Sor 组细胞 ( t = － 2. 570，P ＜ 0. 05; t =
－ 3. 724，P ＜ 0. 05) 。见图 3。结果提示: 与 Huh7 和

HepG2 细 胞 比 较 ，Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor 细 胞 的

图 1 Transwell 小室实验检测细胞侵袭能力

A: Transwell 侵袭实验不同组别穿透小室的结晶紫染色结果 × 200; B: Transwell 侵袭实验不同组别穿透小室细胞数量; 与 Control 组比较:
* P ＜ 0. 05; 与非耐药株对照组比较: #P ＜ 0. 05

图 2 Western blot 法检测 AMD3100 对 HCC 细胞中 CA9 相对蛋白表达水平的影响

A: Western blot 法检测 AMD3100 对 HCC 细胞中 CA9 蛋白相对表达水平的影响; B: 0 μmol /L 索拉菲尼下 AMD3100 对 HCC 细胞中 CA9 蛋

白相对表达量的影响; C: 5 μmol /L 索拉菲尼下 AMD3100 对 HCC 细胞中 CA9 蛋白相对表达量的影响; 与 Control 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与非耐药

细胞组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

图 3 Western blot 法检测 AMD3100 对 HCC 细胞中 CXCＲ4 相对蛋白表达水平的影响

A: Western blot 法检测 AMD3100 对 HCC 细胞中 CXCＲ4 蛋白相对表达量的影响; B: 0 μmol /L 索拉菲尼下 AMD3100 对 HCC 细胞中 CXCＲ4

蛋白相对表达量的影响; C: 5 μmol /L 索拉菲尼下 AMD3100 对索拉菲尼对 HCC 细胞中 CXCＲ4 蛋白相对表达量的影响; 与 Control 组比较: * P
＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与非耐药细胞组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01
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CA9 和 CXCＲ4 蛋 白 表 达 增 加; AMD3100 处 理

Huh7、HepG2、Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor 细胞后，可降

低其 CA9 及 CXCＲ4 的蛋白表达水平。

3 讨论

HCC 是目前世界范围内发病率和病死率均居

前列的人类恶性肿瘤之一，尤其是在以中国为代表

的东亚地区［1］。由于早期 HCC 无明显临床症状，超

过 80% 的 HCC 患者被诊断时已经处于晚期状态，

无法进行根治性手术或肝移植。同时晚期 HCC 患

者还面临化疗有效率低，放疗及肝动脉介入栓塞化

疗不能解决肝外转移等问题。
索拉菲尼是晚期 HCC 的标准临床治疗药物之

一。然而，由于索拉菲尼通常在 6 个月内发生原发

性或获得性耐药，故仅有约 30% 的 HCC 患者因索

拉菲尼的治疗而受益［14］。目前，索拉菲尼耐药的具

体机制尚不明确。近年有研究［7，14］表明，索拉菲尼

耐药性的产生可能与 HCC 的肿瘤低氧微环境的发

生发展有关。目前已在多个实体恶性肿瘤的研究中

发现肿瘤低氧微环境的形成，低氧是由不良的血管

形成和旺盛的代谢活动引起的，并与化疗药物耐药

性的产生、恶性肿瘤的侵袭性增加和预后不良有

关［7，14 － 15］。因此，抑制低氧被认为是克服耐药性的

可行方法。一般情况下，低氧可以通过转录因子低

氧诱导因子 1 ( hypoxiainducible factor-1，HIF-1 ) 的 α
亚基的过度表达来检测。然而，HIF-1α 的稳定性非

常有限，CA9 作为一个更稳定的分子参数通常作为

低氧的替代标志物。CA9 是 HIF-1 的特异性转录靶

基因，但比 HIF-1α 更稳定，并且可通过与 CO2 的水

合作用稳定细胞外 pH 值，从而影响实体肿瘤的进

展。在低氧条件下，CA9 启动子区的低氧反应元件

与 HIF-1α 结合，从而导致 CA9 表达上调 ［4］。因

此，CA9 在本研究中被用作低氧标志来进行检测。
CXCＲ4 是基质细胞衍生因子-1( stromal cell-de-

rived factor-1，SDF-1) α 的趋化因子受体。最近的研

究［10 － 12］表明，CXCＲ4 参与血管生成和细胞迁移，在

低氧微环境和 HIF-1a 调节下表达上调。索拉菲尼

可以通过增加肿瘤组织中的低氧、炎症和纤维化来

触发 HCC 中的促癌微环境。SDF1α /CXCＲ4 轴在索

拉菲尼治疗后表达上调，并在增强癌细胞存活、募集

肿瘤相关骨髓衍生细胞、增加结缔组织增生和促进

HCC 转移表型中发挥关键作用。鉴于 CXCＲ4 信号

传导的致癌作用，因此，对于晚期 HCC 患者，阻断

CXCＲ4 轴可能与目前的标准治疗———索拉菲尼和

免疫检查点抑制剂( 如抗 PD-1) 具有协同作用，同时

具有对抗索拉菲尼的耐药作用［11］。AMD3100 是第

1 个被 FDA 批准的可用于外周血干细胞移植的 CX-
CＲ4 拮抗剂［10］，与 CXCＲ4 特异性结合并抑制 CX-
CＲ4 与趋化因子 CXC 配体 12 之间的相互作用，且

与其他趋化因子受体无交叉反应。
基于目前索拉菲尼耐药现状，本研究建立了索

拉菲尼耐药 HCC 细胞系 Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor，
结果显示 Huh7 /Sor 和 HepG2 /Sor 细胞有着更强的

侵袭能力，并且索拉菲尼耐药 HCC 细胞系 Huh7 /
Sor 和 HepG2 /Sor 细胞中 CA9 和 CXCＲ4 的蛋白表

达水平相对于 Huh7 和 HepG2 细胞提高。在本研究

中，经 AMD3100 处理后，Huh7、HepG2、Huh7 /Sor 和

HepG2 /Sor 细胞的侵袭能力受到了抑制，同时降低

了细胞中 CA9 和 CXCＲ4 的蛋白表达水平。以上研

究表明 CA9 和 CXCＲ4 可能在 HCC 中的索拉菲尼

的耐药性产生过程中扮演了重要的作用，并促进了

HCC 的侵袭。对 CXCＲ4 的拮抗可有效降低 HCC
的索拉菲尼耐药性，并降低 HCC 的侵袭能力。
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AMD3100 reverses Sorafenib resistance by
down-regulating CA9 and CXCＲ4 expression

Qin Jiwei，Zheng Hao，Xu Zhijun，Li Xuefeng，Sun Cheng
( Organ Transplantation Center，The First Affiliated Hospital of University of Science

and Technology of China，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the mechanism of AMD3100 reversing the resistance of human hepatocellular
carcinoma cells to Sorafenib by regulating carbonic anhydrase IX ( CA9 ) and chemokine receptor 4 ( CXCＲ 4 ) ．
Methods The Sorafenib resistant cell lines Huh7 /Sor and HepG2 /Sor were established from human hepatocellular
carcinoma cells Huh7 and HepG2． The effects of Sorafenib alone or in combination with AMD3100 on the prolifera-
tion of Huh7，HepG2，Huh7 /Sor，HepG2 /Sor cells were detected． The difference of invasive ability between Sor-
afenib resistant cells and non-resistant cells，and the effect of AMD3100 on the invasive ability of hepatocellular car-
cinoma cells were observed． And the regulation effect of Sorafenib alone or in combination with AMD3100 on the ex-
pression of CA9 and CXCＲ4 proteins in Huh7，HepG2，Huh7 /Sor and HepG2 /Sor cells was detected． Ｒesults
Compared with the Control group，AMD3100 ( 50 μmol /L) increased the inhibitory effect of Sorafenib on the prolif-
eration of Huh7 /Sor and HepG2 /Sor cells ( P ＜ 0． 05) ． Compared with Huh7 cells，the invasive ability of Sorafenib
resistant Huh7 /Sor cells was significantly enhanced ( P ＜ 0. 05) ，and AMD 3100 ( 50 μmol /L) decreased the inva-
sive ability of Huh7 and Huh7 /Sor cells ( P ＜ 0． 05) ． Compared with Huh7 and HepG2 cells，the protein expression
of CA9 and CXCＲ4 in Huh7 /Sor and HepG2 /Sor cells increased ( P ＜ 0. 05) ． AMD3100 ( 50 μmol /L) down-regu-
lated the protein expression of CA9 and CXCＲ4 in Huh7，HepG2，Huh7 /Sor and HepG2 /Sor cells ( P ＜ 0. 05 ) ．
Conclusion AMD3100 can reduce the resistance of human hepatocellular carcinoma cells to Sorafenib by down-
regulating the expression of CA9 and CXCＲ4，and enhance the inhibition of Sorafenib on the proliferation and inva-
sion of human hepatocellular carcinoma cells．
Key words hepatocellular carcinoma; AMD3100; carbonic anhydrase IX; chemokine receptor 4; Sorafenib; drug re-
sistance
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