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摘要：目的　研究阿帕替尼（ＡＰａ）调控高迁移率族蛋白 Ｂ１（ＨＭＧＢ１）／晚期糖基
化终末产物受体（ＲＡＧＥ）通路对胃癌细胞增殖、凋亡和免疫逃逸的影响。方法
　将ＳＧＣ－７９０１细胞随机分为空白对照组、低剂量实验组（２０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｐａ
干预４８ｈ）、中剂量实验组（４０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｐａ干预 ４８ｈ）、高剂量实验组
（６０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｐａ干预４８ｈ）、ＨＭＧＢ１组（６０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｐａ与１００ｎｇ·ｍＬ－１

ＨＭＧＢ１重组因子联合干预４８ｈ），以 ＡＰａ和人 ＨＭＧＢ１重组因子分组干预后利
用细胞计数试剂盒－８（ＣＣＫ－８）法、５－乙炔基 －２′－脱氧尿苷（Ｅｄｕ）染色、免
疫荧光染色Ｋｉ６７检测各组 ＳＧＣ－７９０１细胞增殖；利用流式细胞实验、Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２／ＰＩ双染、免疫荧光法检测各组 ＳＧＣ－７９０１细胞凋亡；利用蛋白质印迹实
验检测各组ＳＧＣ－７９０１细胞ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ信号通路蛋白表达。构建活化外周
血单个核细胞（ＰＢＭＣ）或ＮＫ细胞与 ＳＧＣ－７９０１细胞的共培养体系，同法分组
及药物干预后利用ＣＣＫ－８法检测Ｔ细胞与ＮＫ细胞对各组ＳＧＣ－７９０１细胞杀
伤率；利用流式细胞实验检测各组ＰＢＭＣ与ＳＧＣ－７９０１细胞共培养体系中活化
ＣＤ８＋Ｔ细胞比例；免疫荧光染色检测各组ＰＢＭＣ与ＳＧＣ－７９０１细胞共培养体系
中ＳＧＣ－７９０１细胞程序性死亡受体１（ＰＤ－１）、程序性死亡配体 －１（ＰＤ－Ｌ１）
表达；利用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）法测定 ＰＢＭＣ与 ＳＧＣ－７９０１细胞共培养
体系中免疫细胞因子白细胞介素（ＩＬ）－６、γ干扰素（ＩＦＮ－γ）、肿瘤坏死因子－α
（ＴＮＦ－α）、ＩＬ－２产生水平。结果　空白组、低、中、高剂量实验组和ＨＭＧＢ１组
Ｅｄｕ阳性率分别为（８６２３±５３０）％、（６５８１±４６５）％、（４３１６±４５２）％、
（２０１９±３７９）％和（８２４５±５２７）％，凋亡率分别为（４３７±１１９）％、
（２３０５±２１４）％、（４１８７±２６９）％、（６２０４±３１２）％和（５９１±１２８）％，
ＨＭＧＢ１蛋白相对表达水平分别为 １１５±００７、０７９±００５、０４３±００４、
０１０±００２和 １１３±００６，ＲＡＧＥ蛋白相对表达水平分别为 １２３±００８、
０８５±００６、０４７±００５、０１４±００３和１２１±００７，ＰＤ－１阳性表达率分别为
（５８１３±３７０）％、（４５３７±２８４）％、（３２０６±３０１）％、（２１４７±２３１）％、和
（５４８７±３５３）％，Ｔ细胞杀伤率分别为（１０１２±１３４）％、（２３４５±１６２）％、
（３７０６±２０８）％、（５１２９±２７３）％和（１２０１±１６１）％，活化 ＣＤ８＋Ｔ细胞比
例分 别 为 （７２１ ±０５３）％、（１２４２±０８１）％、（１７９３ ±０７５）％、
（２３０７±０６４）％和（７９３±０５６）％，ＩＬ－６水平分别为（２８３１±３２６）、
（４６０２±４１８）、（６５４３±３７０）、（８６１５±４３９）和（３１０４±３４８）ｎｇ·Ｌ－１，上述指
标，低、中、高剂量实验组与空白对照组比较，ＨＭＧＢ１组与高剂量实验组比较降低，在
统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　ＡＰａ可抑制胃癌细胞增殖及免
疫逃逸，促进其凋亡，可能是通过阻止ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ信号通路激活实现的。
关键词：阿帕替尼；高迁移率族蛋白 Ｂ１／晚期糖基化终末产物受体；胃癌；增殖；
凋亡；免疫逃逸
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Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｐｒｏｔｅｉｎ１（ＰＤ－１）ａｎｄ
ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１（ＰＤ－Ｌ１）ｉｎｔｈｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｏｆＰＢＭＣａｎｄＳＧＣ－７９０１ｃｅｌｌｓｉｎｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ
Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）ｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉｍｍｕｎｅｃｙｔｏｋｉｎｅｓ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ）－６，ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ（ＩＦＮ－γ），ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α（ＴＮＦ－α），ａｎｄＩＬ－２ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏ
ｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｏｆＰＢＭＣａｎｄＳＧＣ－７９０１ｃｅｌｌｓＲｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＥｄｕｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｉｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｏｗ－ｄｏｓｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄＨＭＧＢ１ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
（８６２３±５３０）％，（６５８１±４６５）％，（４３１６±４５２）％，（２０１９±３７９）％ ａｎｄ（８２４５±５２７）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（４３７±１１９）％，（２３０５±２１４）％，（４１８７±２６９）％，（６２０４±３１２）％
ａｎｄ（５９１±１２８）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＨＭＧＢ１ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１１５±００７，０７９±００５，
０４３±００４，０１０±００２ａｎｄ１１３±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＲＡＧＥｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ１２３±００８，
０８５±００６，０４７±００５，０１４±００３ａｎｄ１２１±００７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＰＤ－１ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｓｗｅｒｅ
（５８１３±３７０）％，（４５３７±２８４）％，（３２０６±３０１）％，（２１４７±２３１）％ ａｎｄ（５４８７±３５３）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＴ ｃｅｌｌｋｉｌｌｉｎｇｒａｔｅｓｗｅｒｅ（１０１２±１３４）％，（２３４５±１６２）％，（３７０６±２０８）％，
（５１２９±２７３）％ ａｎｄ（１２０１±１６１）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＣＤ８＋ Ｔ ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
（７２１±０５３）％，（１２４２±０８１）％，（１７９３±０７５）％，（２３０７±０６４）％ ａｎｄ（７９３±０５６）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
ｔｈｅＩＬ－６ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（２８３１±３２６），（４６０２±４１８），（６５４３±３７０），（８６１５±４３９）ａｎｄ
（３１０４±３４８）ｎｇ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，
ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅＨＭＧＢ１ｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｈｉｇｈ－
ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
　ＡＰａｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｍｍｕｎｅｅｓｃａｐｅｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｉｒａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｐｏｓｓｉｂｌｙｂｙ
ｂｌｏｃｋｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｐａｔｉｎｉｂ；ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１／ｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ；ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ；
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｉｍｍｕｎｅｅｓｃａｐｅ

　　胃癌是临床中诊断最多与最致命的消化系统
癌症之一，全球年发病率大约是 ３２／１０００００，通
常在晚期被诊断出来，导致患者通常预后较差，整

体生存率不高，是全球癌症相关死亡的第五大原

因，如今仍然是全球主要的健康挑战［１－２］。免疫逃

逸在胃癌进展与质量中起到关键作用，通过招募肿

瘤相关免疫细胞来重塑肿瘤免疫微环境，下调程序

性死亡配体 －１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１，ＰＤ
－Ｌ１）表达，可抑制胃癌免疫逃逸，进而提升胃癌
治疗效果［３－４］。高迁移率族蛋白 Ｂ１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙ
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ｇｒｏｕｐｂｏｘ１，ＨＭＧＢ１）／晚期糖基化终末产物受体
（ｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，
ＲＡＧＥ）信号通路可调控肿瘤的发生发展，与胃癌
淋巴结转移、ＴＮＭ分期和肿瘤浸润有关，敲低
ＨＭＧＢ１与 ＲＡＧＥ表达，可抑制糖酵解，进而减轻胃
癌细胞增殖与迁移［５］。ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ信号通路
还可介导肿瘤免疫微环境和免疫逃逸过程，下调

ＨＭＧＢ１表达水平可促使肿瘤相关巨噬细胞 Ｍ１极
化，进而阻断肿瘤相关巨噬细胞介导的癌细胞免疫

逃逸［６］，特异性敲除 ＲＡＧＥ可通过阻碍多形核髓
源性抑制细胞募集、浸润和激活来抑制肝细胞癌的

转移和免疫逃逸［７］，由此可知，ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ可
作为抵抗胃癌免疫逃逸与恶性进展的潜在作用靶

标。阿帕替尼（ａｐａｔｉｎｉｂ，ＡＰａ）是全球第一个在晚期
胃癌治疗中被证实安全有效的小分子抗血管生成

靶向药物，可调控胃癌患者体内免疫微环境与免疫

功能，抑制机体炎症，对胃癌具有较好的疗效［８］。

研究显示，ＡＰａ可显著促进胃癌细胞凋亡和自噬、
阻滞胃癌细胞周期进程并抑制胃癌细胞增殖、侵袭

和迁移［９］，还可通过其抗血管生成作用抑制骨肉瘤

细胞转移与免疫逃逸［１０］，但 ＡＰａ是否可抑制胃癌
免疫逃逸，目前还不清楚。本研究旨在研究ＡＰａ调
控 ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ通路对胃癌细胞增殖、凋亡和免
疫逃逸的影响，为ＡＰａ在临床胃癌治疗中抵抗免疫
逃逸提供更多理论依据。

材料与方法

１　实验材料
细胞　人胃癌细胞系 ＳＧＣ－７９０１、人原代自然杀

伤细胞（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌ，ＮＫ）细胞、人外周血单个核
细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ），均购
自安徽合肥万物生物科技有限公司。

药品、试剂与仪器　甲磺酸阿帕替尼片：规格：
每片０４２５ｇ，批号：２５０３０８２，批准文号：国药准字
Ｈ２０１４０１０５，江苏恒瑞医药股份有限公司生产；细胞计
数试剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）、羊抗兔
二抗、双苯并咪唑 Ｈ３３３４２（ｂｉｓＢｅｎｚｉｍｉｄｅＨ３３３４２，
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２）／碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）双染
试剂盒、人细胞表面分化群（ｃｌｕｓｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ
ｔｉｏｎ，ＣＤ）３／ＣＤ２８Ｔ细胞激活磁珠和 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ

４８８－羊抗兔二抗，均由美国 ＭＣＥ公司生产；人
ＨＭＧＢ１重组因子、５－乙炔基 －２′－脱氧尿苷（５－

Ｅｔｈｙｎｙｌ－２′－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，Ｅｄｕ）检测试剂盒、荧光
素异硫氰酸酯（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）－
ＣＤ８与免疫球蛋白 Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，ＩｇＧ）抗人
抗体、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ６４７－羊抗小鼠二抗、兔抗人 Ｂ
淋巴细胞瘤 －２（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）、增
殖细胞的相关抗原（ＡｎｔｉｇｅｎＫｉ－６７，Ｋｉ６７）、程序性
死亡 受 体 １（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｐｒｏｔｅｉｎ１，
ＰＤ－１）、甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ
－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、ＲＡＧＥ、
ＰＤ－Ｌ１与 ＨＭＧＢ１一抗、小鼠人抗 ＢＣＬ２相关 Ｘ蛋
白（ＢＣＬ２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）一抗和人白细
胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－６、γ干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ，
ＩＦＮ－γ）、肿 瘤 坏 死 因 子 －α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、ＩＬ－２酶联免疫吸附测定
（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂
盒，均由英国 Ａｂｃａｍ公司生产。

ＳｕＰｅｒＭａｘ３０００ＡＬ多功能酶标仪，上海闪谱生物
科技有限公司产品；ＦＳＸ１００双目荧光倒置显微镜，
日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品；ｉＱｕｅ ３流式细胞分析仪，德
国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司产品；ｍｉｎｉＶＥ垂直电泳与印迹系统，
美国Ｃｙｔｉｖａ公司产品。
２　实验方法
２１　ＳＧＣ－７９０１细胞培养以及分组干预

快速解冻人 ＰＢＭＣ、原代 ＮＫ细胞与 ＳＧＣ－７９０１
细胞（第 １代），洗涤，以培养基重悬，接种在 Ｔ２５
培养瓶内平铺培养，细胞培养箱内环境条件：５％
ＣＯ２、３７℃、７０％ ～８０％湿度，ＰＢＭＣ培养基为原代
巨噬细胞专用培养基，ＮＫ细胞培养基为原代 ＮＫ
细胞专用培养基，ＳＧＣ－７９０１细胞培养基为 ＲＰＭＩ
－１６４０＋１％双抗 ＋１０％胎牛血清，传代培养 ２次
后细胞状态趋于稳定，因而选用第３代细胞进行后
续实验［１０］。

预实验用 ０、１０、２０、４０、６０、８０、１００μｍｏｌ·Ｌ－１

浓度梯度干预ＳＧＣ－７９０１细胞 ４８ｈ，ＣＣＫ－８结果显
示，ＩＣ５０值为４５１３μｍｏｌ·Ｌ

－１，结合文献［９］，设置ＡＰａ
干预浓度为２０、４０、６０μｍｏｌ·Ｌ－１，取ＳＧＣ－７９０１细胞
接种在 ２４孔板，培养至对数期，采用 ２０、４０、
６０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｐａ干预，分别设为低剂量实验组、中
剂量实验组、高剂量实验组，ＡＰａ采用０１％ 二甲基
亚砜溶解配制成浓度为２０、４０、６０μｍｏｌ·Ｌ－１的溶液；
采用６０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｐａ和１００ｎｇ·ｍＬ－１ＨＭＧＢ１重
组因子［１１］联合干预，设为 ＨＭＧＢ１组，正常培养的
ＳＧＣ－７９０１细胞以０１％ ＤＭＳＯ干预并设为空白对照
组，细胞干预４８ｈ。
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

２２　利用 ＣＣＫ－８法、Ｅｄｕ染色、免疫荧光染色
Ｋｉ６７检测各组ＳＧＣ－７９０１细胞增殖［１０］

ＣＣＫ－８法：取 ＳＧＣ－７９０１细胞接种在９６孔板，
培养至对数期后按２１中方法用Ａｐａ和ＨＭＧＢ１重组
因子分组干预４８ｈ，以每孔１０μＬ孵育ＣＣＫ－８试剂，
１５ｈ后利用酶标仪测定吸光度，检测波长为４５０ｎｍ，
将各组吸光度记为 Ａ４５０ｎｍ，以此作为各组细胞活力评
估指标。

Ｅｄｕ染色：取２１中分组干预４８ｈ后的各组ＳＧＣ
－７９０１细胞，孵育ＥｄＵ试剂，按照Ｅｄｕ检测试剂盒操
作说明行 ＥｄＵ染色，进行 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２复染，洗涤，
利用荧光显微镜拍摄细胞图像，进行细胞计数，分析

量化各组细胞ＥｄＵ阳性率。
免疫荧光染色：取２１中分组干预４８ｈ后的各组

ＳＧＣ－７９０１细胞，磷酸盐缓冲液洗涤，１０％甲醛固定，
０３％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００透化，３％双氧水清除细胞内过氧
化氢酶，进行抗原修复后加入５％羊血清覆没细胞，室
温封闭后加入 Ｋｉ６７（１∶１００）兔抗人一抗溶液覆没细
胞，４℃孵育１６ｈ，洗涤后加入 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ４８８－羊
抗兔二抗（１∶５００）溶液覆没细胞，室温避光孵育
１５ｈ，避光洗涤，利用荧光显微镜拍摄细胞图像，进行
细胞计数，分析量化各组细胞Ｋｉ６７阳性率。
２３　利用流式细胞实验、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染、免
疫荧光染色 Ｂａｘ与 Ｂｃｌ－２检测各组 ＳＧＣ－７９０１细
胞凋亡［９－１０］

流式细胞实验：取２１中分组干预４８ｈ后的各组
ＳＧＣ－７９０１细胞，磷酸盐缓冲洗涤后重悬，计数，每组
取５×１０５个细胞，重悬在５００μＬ磷酸盐缓冲液，加入
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ５μＬ与ＰＩ２５μＬ混匀，避光孵育，
洗涤后行流式检测，以 ＦｌｏｗＪｏ软件分析各组细胞凋
亡率。

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染：取２１中分组干预４８ｈ
后的各组ＳＧＣ－７９０１细胞，磷酸盐缓冲液洗涤，避光
孵育５μｇ·ｍＬ－１Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２，１０ｍｉｎ后洗涤，避光
孵育１５μｇ·ｍＬ－１ＰＩ１０ｍｉｎ后洗涤，利用荧光显微镜
拍摄细胞图像，计数凋亡细胞（呈红色荧光）数与总细

胞数，分析量化各组细胞凋亡指数。

免疫荧光染色：取２１中分组干预４８ｈ后的各组
ＳＧＣ－７９０１细胞，按２２中方法对细胞 Ｂａｘ与 Ｂｃｌ－２
进行免疫荧光染色，兔抗人 Ｂｃｌ－２一抗与小鼠人抗
Ｂａｘ一抗稀释比均为１∶１００，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ４８８－羊抗
兔二抗与 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ ６４７－羊抗小鼠二抗稀释比均
为１∶５００，利用荧光显微镜拍摄细胞图像，定量 Ｂｃｌ－２
（绿色）与Ｂａｘ（红色）荧光强度，以红色／绿色荧光强

度比值表示Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２。
２４　利用蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测各组 ＳＧＣ
－７９０１细胞ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ信号通路蛋白表达［９］

取２１中分组干预４８ｈ后的各组 ＳＧＣ－７９０１细
胞，采用预冷ＲＩＰＡ裂解液提取细胞总蛋白，以沸水浴
煮沸变性，以每孔２０μｇ进行蛋白上样、１２０恒压电泳
７５ｍｉｎ、４０ｍＡ稳流湿转９０ｍｉｎ，聚偏二氟乙烯膜浸入
５％脱脂牛奶，室温下进行蛋白封闭，加入 ＧＡＰＤＨ
（１∶２０００）、ＲＡＧＥ（１∶１０００）、ＨＭＧＢ１（１∶２０００）兔抗
人一抗溶液，４℃孵育 １６ｈ、洗膜，加入羊抗兔二抗
（１∶２５００）溶液，３７℃孵育１５ｈ、洗膜，蛋白显色后拍
摄其图像，定量灰度值，用内参ＧＡＰＤＨ作为对照分子
各组细胞ＨＭＧＢ１、ＲＡＧＥ相对表达。
２５　建立细胞共培养体系以及分组干预

取对数期 ＳＧＣ－７９０１细胞，接种在 ２４孔
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上层，用人 ＣＤ３／ＣＤ２８Ｔ细胞激活磁珠
活化对数期ＰＢＭＣ后接种在小室下层，或者在小室下
层接种人原代ＮＫ细胞，效应细胞（ＰＢＭＣ、ＮＫ）与靶细
胞（ＳＧＣ－７９０１）接种比例为１∶１［１２］，来建立共培养体
系，按２１中方法用 Ａｐａ和 ＨＭＧＢ１重组因子分组干
预４８ｈ。
２６　Ｔ细胞与ＮＫ细胞杀伤实验［１２］

于 ９６孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养板中建立效应细胞
（ＰＢＭＣ、ＮＫ）与靶细胞（ＳＧＣ－７９０１）的共培养体系，
于９６孔Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养板单独接种 ＰＢＭＣ或 ＮＫ细胞
设为对照效应细胞，将单独接种的ＳＧＣ－７９０１细胞设
为对照靶细胞，均按２１中方法用 Ａｐａ和 ＨＭＧＢ１重
组因子分组干预４８ｈ后采用 ＣＣＫ－８法测定各组细
胞活力，记为 Ａ４５０ｎｍ，分析计算各组 Ｔ细胞或 ＮＫ细胞
杀伤率。

杀伤率 ＝［１－（共培养 Ａ４５０ｎｍ －对照效应细胞
Ａ４５０ｎｍ）／对照靶细胞Ａ４５０ｎｍ］×１００％
２７　流式细胞仪检测各组 ＰＢＭＣ与 ＳＧＣ－７９０１细
胞共培养体系中活化ＣＤ８＋Ｔ细胞比例［１２］

取分组干预４８ｈ后的各组 ＰＢＭＣ与 ＳＧＣ－７９０１
细胞共培养体系中 ＰＢＭＣ，磷酸盐缓冲液洗涤，计数，
每组取约５×１０５个细胞，重悬在５００μＬ磷酸盐缓冲
液，加入ＦＩＴＣ－ＣＤ８抗体１μＬ，以加入 ＩｇＧ抗体孵育
的细胞作为空白对照，洗涤后行流式检测，以 ＦｌｏｗＪｏ
软件分析各组ＰＢＭＣ中活化ＣＤ８＋Ｔ细胞比例。
２８　免疫荧光染色检测 ＰＢＭＣ与 ＳＧＣ－７９０１细胞
共培养体系中ＳＧＣ－７９０１细胞ＰＤ－１与ＰＤ－Ｌ１表
达［１０］

取分组干预４８ｈ后的各组 ＰＢＭＣ与 ＳＧＣ－７９０１
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细胞共培养体系中 ＳＧＣ－７９０１细胞，洗涤后按“２２”
中方法对细胞ＰＤ－１与ＰＤ－Ｌ１进行免疫荧光染色，
利用荧光显微镜拍摄细胞图像，进行细胞计数，分析

量化各组细胞ＰＤ－１与ＰＤ－Ｌ１阳性率。
２９　利用ＥＬＩＳＡ法测定ＰＢＭＣ与ＳＧＣ－７９０１细胞
共培养体系中免疫细胞因子ＩＬ－６、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α
和ＩＬ－２水平［１２］

取分组干预４８ｈ后的各组 ＰＢＭＣ与 ＳＧＣ－７９０１
细胞共培养体系中培养基，离心清除细胞碎片，采用

酶标仪测定培养基上清中 ＩＬ－６、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α和
ＩＬ－２水平，具体操作方法按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书
指导进行。

３　统计学处理
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件进行统计学分析，实

验数据以 珋ｘ±ｓ表示。采用单因素方差分析进行多组
间比较，两两之间进一步比较行ＳＮＫ－ｑ检验。

结　　果

１　ＡＰａ对ＳＧＣ－７９０１细胞增殖的影响
Ｅｄｕ与免疫荧光染色结果显示：空白对照组 Ｅｄｕ

与Ｋｉ６７阳性表达很强，低剂量实验组、中剂量实验
组、高剂量实验组细胞 Ｅｄｕ与 Ｋｉ６７阳性表达随其剂
量的升高而逐渐减弱，ＨＭＧＢ１组细胞 Ｅｄｕ与 Ｋｉ６７阳
性表达相较于高剂量实验组增强且与空白对照组

相似。

与空白对照组相比，低剂量实验组、中剂量实

验组、高剂量实验组细胞 Ｅｄｕ阳性率、细胞活性、
　　

Ｋｉ６７阳 性 率 均 显 著 降 低，并 呈 剂 量 依 赖 性
（Ｐ＜００５）；与高剂量实验组相比，ＨＭＧＢ１组细胞
Ｅｄｕ阳性率、细胞活性和 Ｋｉ６７阳性率均显著升高
（均 Ｐ＜００５），见表１。
２　ＡＰａ对ＳＧＣ－７９０１细胞凋亡的影响

流式细胞实验与 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染结果显
示：空白对照组细胞稍有凋亡，低剂量实验组、中剂量

实验组、高剂量实验组凋亡细胞随其剂量的升高而逐

渐增加，ＨＭＧＢ１组凋亡细胞相较于高剂量实验组减
少且与空白对照组相似。

免疫荧光染色结果显示：空白对照组细胞 Ｂａｘ阳
性表达较弱，而Ｂｃｌ－２阳性表达较强；低剂量实验组、
中剂量实验组、高剂量实验组细胞 Ｂａｘ阳性表达随其
剂量的升高而逐渐增强，而Ｂｃｌ－２阳性表达随其剂量
的升高而逐渐减弱；ＨＭＧＢ１组细胞 Ｂａｘ阳性表达相
较于高剂量实验组减弱，而Ｂｃｌ－２阳性表达增强且均
与空白对照组相似。

与空白对照组相比，低剂量实验组、中剂量实

验组、高剂量实验组细胞凋亡率、凋亡指数、

Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２均显著升高，并 呈 剂 量 依 赖 性 （均
Ｐ＜００５）；与高剂量实验组相比，ＨＭＧＢ１组细胞
凋亡率、凋亡指数、Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２均显著降低（均
Ｐ＜００５），见表２。
３　ＡＰａ对ＳＧＣ－７９０１细胞 ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ信号通
路蛋白表达的影响

空白对照组、低、中、高剂量试验组和 ＨＭＧＢ１组
的 ＨＭＧＢ１的相对表达水平分别为 １１５±００７、
０７９±００５、０４３±００４、０１０±００２和１１３±００６，
　　

表１　各组ＳＧＣ－７９０１细胞５－乙炔基－２’－脱氧尿苷（Ｅｄｕ）阳性率、细胞活性、Ｋｉ６７阳性率、凋亡率、凋亡指数和Ｂ淋巴细胞瘤
－２／ＢＣＬ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２）的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ５－Ｅｔｈｙｎｙｌ－２’－ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ（Ｅｄｕ）ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙｒａｔｅ，ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄＫｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙｒａｔｅ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ，
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘａｎｄＢ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２／ＢＣＬ２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２）ｒａｔｉｏｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｅｄｕｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ

ｒａｔｅ（％）

ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

（Ａ４５０ｎｍ）
Ｋｉ６７ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ

ｒａｔｅ（％）

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｒａｔｅ（％）

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｉｎｄｅｘ（％）

Ｂａｘ／

Ｂｃｌ－２

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ６ ８６２３±５３０ ０９２±００７ ８１４５±６１２ ４３７±１１９ ７２７±１８５ ０１３±００３

Ｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ６ ６５８１±４６５ ０６８±００６ ６０７３±５８３ ２３０５±２１４ ２６９３±２７０ ０３０±００２

Ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ６ ４３１６±４５２＃ ０４５±００４＃ ３７３６±４１２＃ ４１８７±２６９＃ ４７２１±３６８＃ ０４８±００５＃

Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ６ ２０１９±３７９＃△ ０２４±００３＃△ １７５３±３４７＃△ ６２０４±３１２＃△ ６７１３±４０６＃△ ０６９±００６＃△

ＨＭＧＢ１ ６ ８２４５±５２７▲ ０８９±００５▲ ７７８９±６０４▲ ５９１±１２８▲ ９１４±２０９▲ ０１５±００４▲

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ；Ｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｗｉｔｈ２０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｐａｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ；Ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐ：Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｗｉｔｈ４０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｐａｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ；Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｗｉｔｈ６０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｐａｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ；ＨＭＧＢ１ｇｒｏｕｐ：

Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｗｉｔｈ６０μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｐａｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ１００ｎｇ·ｍＬ－１ＨＭＧＢ１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｆａｃｔｏｒｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉ

ｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

ＲＡＧＥ蛋白相对表达水平分别为１２３±００８、０８５
±００６、０４７±００５、０１４±００３和１２１±００７。与
空白对照组相比，低、中、高剂量实验组ＳＧＣ－７９０１细
胞ＨＭＧＢ１和ＲＡＧＥ蛋白相对表达水平均显著降低，
并呈剂量依赖性（均 Ｐ＜００５）；与高剂量实验组相
比，ＨＭＧＢ１组细胞ＨＭＧＢ１和ＲＡＧＥ蛋白相对表达水
平均显著升高（均Ｐ＜００５），见图１。
４　ＡＰａ对Ｔ细胞与 ＮＫ细胞杀伤 ＳＧＣ－７９０１细胞
能力的影响

与空白对照组相比，低、中、高剂量实验组 Ｔ细胞
与ＮＫ细胞杀伤率均显著升高，并呈剂量依赖性（均
Ｐ＜００５）；与高剂量实验组相比，ＨＭＧＢ１组Ｔ细胞与
ＮＫ细胞杀伤率均显著降低（均Ｐ＜００５），见表２。
５　ＡＰａ对共培养体系下ＰＢＭＣ中活化ＣＤ８＋Ｔ细胞
比例以及 ＳＧＣ－７９０１细胞 ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１表达的
影响

流式细胞实验结果显示：空白对照组 ＰＢＭＣ中活
化ＣＤ８＋Ｔ细胞较少，低、中、高剂量实验组 ＰＢＭＣ中
活化 ＣＤ８＋Ｔ细胞随其剂量的升高而逐渐增加，
ＨＭＧＢ１组ＰＢＭＣ中活化 ＣＤ８＋Ｔ细胞相较于高剂量
实验组减少且与空白对照组相似。

免疫荧光染色结果显示：空白对照组细胞ＰＤ－１、
ＰＤ－Ｌ１阳性表达较强，低、中、高剂量实验组细胞
ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１阳性表达随其剂量的升高而逐渐减
弱，ＨＭＧＢ１组细胞ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１阳性表达增强且均
与空白对照组相似。

与空白对照组相比，低、中、高剂量实验组ＰＢＭＣ
中活化 ＣＤ８＋Ｔ细胞比例均升高，ＳＧＣ－７９０１细胞
ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１阳性率均显著降低，并呈剂量依赖

性（Ｐ＜００５）；与高剂量实验组相比，ＨＭＧＢ１组 ＰＢ
ＭＣ中活化 ＣＤ８＋Ｔ细胞比例显著降低，ＳＧＣ－７９０１
细胞 ＰＤ －１、ＰＤ －Ｌ１阳 性 率 均 显 著 升 高
（Ｐ＜００５），见表２。
６　ＡＰａ对共培养体系下免疫细胞因子产生水平的影
响

与空白对照组相比，低、中、高剂量实验组ＩＬ－６、
ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α和ＩＬ－２产生水平均显著升高，并呈
剂量依赖性（均 Ｐ＜００５）；与高剂量实验组相比，
ＨＭＧＢ１组ＩＬ－６、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α和ＩＬ－２产生水平
均显著降低（均Ｐ＜００５），见表３。

图 １　蛋白质印迹检测各组 ＳＧＣ－７９０１细胞高迁移率族蛋白
Ｂ１／晚期糖基化终末产物受体（ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ）信号通路蛋白
相对表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｏｆｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１／ｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
ｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ（ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆ
ＳＧＣ－７９０１ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｂ：Ｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，Ｃ：Ｍｅｄｉｕｍ－

ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，Ｄ：Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，Ｅ：ＨＭＧＢ１

ｇｒｏｕｐ

表２　共培养体系下各组Ｔ细胞与自然杀伤细胞（ＮＫ）细胞杀伤率、各组ＰＢＭＣ中活化人细胞表面分化群８＋（ＣＤ８＋）Ｔ细胞比例
以及ＳＧＣ－７９０１细胞程序性死亡受体１（ＰＤ－１）、程序性死亡配体－１（ＰＤ－Ｌ１）阳性率的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｋｉｌｌｉｎｇｒａｔｅｓｏｆＴｃｅｌｌｓａｎｄｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌ（ＮＫ）ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃｌｕｓｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
８ｐｏｓｉｔｉｖｅ（ＣＤ８＋）ＴｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆＰＢＭＣｓ，ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｐｒｏｔｅｉｎ１（ＰＤ－１）ａｎｄ
ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１（ＰＤ－Ｌ１）ｏｎＳＧＣ－７９０１ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｔｈｅｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｋｉｌｌｉｎｇｒａｔｅｓｏｆ

Ｔｃｅｌｌｓ（％）

Ｋｉｌｌｉｎｇｒａｔｅｓｏｆ

ＮＫｃｅｌｌｓ（％）

Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄ

ＣＤ８＋Ｔｃｅｌｌｓ（％）

ＰＤ－１ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ

ｒａｔｅ（％）

ＰＤ－Ｌ１ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ

ｒａｔｅ（％）

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ６ １０１２±１３４ １４７５±１６０ ７２１±０５３ ５８１３±３７０ ６３５４±４２７

Ｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ６ ２３４５±１６２ ２７３８±２１５ １２４２±０８１ ４５３７±２８４ ５０３５±３７６

Ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ６ ３７０６±２０８＃ ４１６９±２３４＃ １７９３±０７５＃ ３２０６±３０１＃ ３６２１±３３０＃

Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ６ ５１２９±２７３＃△ ５６１２±３０７＃△ ２３０７±０６４＃△ ２１４７±２３１＃△ ２３１２±２６２＃△

ＨＭＧＢ１ ６ １２０１±１６１▲ １６０３±２１２▲ ７９３±０５６▲ ５４８７±３５３▲ ５９７６±４１９▲

Ｄｏｓｅａｎｄｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｅｄｉｕｍ

－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５



１１２８　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４２卷　第８期　２０２６年４月（总第４５４期）　　　　

表３　共培养体系下白细胞介素６（ＩＬ－６）、γ干扰素（ＩＦＮ－γ）、肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）、白细胞介素２（ＩＬ－２）产生水平
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６（ＩＬ－６），ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ（ＩＦＮ－γ），ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α（ＴＮＦ－α）ａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２
（ＩＬ－２）ｕｎｄｅｒｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＩＬ－６（ｎｇ·Ｌ－１） ＩＦＮ－γ（ｎｇ·Ｌ－１） ＴＮＦ－α（ｎｇ·Ｌ－１） ＩＬ－２（ｎｇ·Ｌ－１）

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ６ ２８３１±３２６ ２１８０±２６１ ３１２６±３９４ ２６９３±２５１

Ｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ６ ４６０２±４１８ ３５７４±２８０ ４７３０±３２７ ４１２５±３０３

Ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ６ ６５４３±３７０＃ ５１２９±３３２＃ ６８７２±３６０＃ ５７８２±３３４＃

Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ６ ８６１５±４３９＃△ ６９３７±３４５＃△ ９０５４±４３１＃△ ７１６４±４０２＃△

ＨＭＧＢ１ ６ ３１０４±３４８▲ ２３６１±２５３▲ ３４０３±３６７▲ ２９０７±２４９▲

Ｄｏｓｅａｎｄｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｌｏｗ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｅｄｉｕｍ

－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５

讨　　论

胃癌的高患病率和对患者预后的不利影响使其

成为国际上持续存在的重大健康问题，如今的标准治

疗方法是手术切除，辅以化疗和放疗，近年来，还开发

了靶向治疗和免疫疗法，但会存在耐药、个体差异等

不足，表现出有限的疗效，从而促使人们探索新的治

疗方法来提高胃癌生存率和生活质量［１３－１４］。肿瘤微

环境的动态演变导致的胃癌免疫逃逸在其恶性进展

中发挥着关键作用，通过改善肿瘤微环境与免疫功能

来抑制免疫逃逸，可有效阻止胃癌进展［３－４，１５］。ＡＰａ
是临床常用抗癌药物，主要通过靶向抗血管生成途径

来治疗胃癌，目前用于晚期胃癌的三线标准治疗，疗

效较好［１６］。ＡＰａ已被证明能调控肿瘤相关中性粒细
胞募集、增殖与浸润，改善胃癌患者体内免疫微环境

与免疫功能，在临床上增强晚期胃癌的抗ＰＤ－１免疫
疗法的疗效［８，１７］，由此推测ＡＰａ可能对胃癌免疫逃逸
具有明显抑制作用。本研究结果显示，以 ＡＰａ干预人
胃癌ＳＧＣ－７９０１细胞，可呈剂量依赖性的降低ＳＧＣ－
７９０１细胞 Ｅｄｕ阳性率、细胞活性、Ｋｉ６７阳性率，并升
高ＳＧＣ－７９０１细胞凋亡率、凋亡指数、Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２，与
前人研究［１６］结果相似，本研究进一步证实了 ＡＰａ的
抗胃癌作用，解释了ＡＰａ可呈剂量依赖性的诱导胃癌
细胞凋亡并抑制其增殖。建立效应细胞（ＰＢＭＣ、ＮＫ）
与靶细胞（ＳＧＣ－７９０１）的共培养体系后进行 Ｔ细胞
与ＮＫ细胞杀伤实验，结果显示，ＡＰａ可呈剂量依赖性
的增强 Ｔ细胞与 ＮＫ细胞对 ＳＧＣ－７９０１细胞的杀伤
率；建立ＰＢＭＣ与ＳＧＣ－７９０１细胞的共培养体系后进
行ＥＬＩＳＡ与流式检测，结果显示，ＡＰａ可呈剂量依赖
性的提升活化ＣＤ８＋Ｔ细胞比例，并升高免疫细胞因

子ＩＬ－６、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α与ＩＬ－２产生水平，且免疫
荧光染色结果显示，ＡＰａ可呈剂量依赖性的增强ＰＤ－
１与ＰＤ－Ｌ１阳性表达，与前人研究［８，１７］结果相比，本

研究首次在体外证实了 ＡＰａ可呈剂量依赖性的抑制
ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１免疫检查点，促进免疫杀伤细胞活性
增殖，增加免疫杀伤因子产生释放，进而抑制胃癌细

胞免疫逃逸。

ＨＭＧＢ１是重要的肿瘤调控因子，在胃癌中显著
高表达，可通过促进ＲＡＧＥ表达诱导胃癌细胞增殖和
迁移，表明靶向 ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ通路进行干预是有前
景的胃癌治疗方式［１８］。ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ信号通路还
与肿瘤相关巨噬细胞激活、肿瘤免疫微环境的动态演

变以及免疫逃逸密切相关，降低 ＨＭＧＢ１表达可通过
抑制ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１免疫检查点而阻止胶质母细胞
瘤的免疫逃逸［１９］，而下调 ＲＡＧＥ可抑制神经胶质瘤
的恶性进展、侵袭和免疫逃逸［２０］，表明 ＨＭＧＢ１与
ＲＡＧＥ可作为抵抗胃癌免疫逃逸的潜在作用靶点。本
研究Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＡＰａ可呈剂量依赖
性的降低 ＳＧＣ－７９０１细胞 ＨＭＧＢ１与 ＲＡＧＥ蛋白表
达，与前人研究［５－６］结果相比，本研究首次证实了

ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ通路参与介导ＡＰａ对胃癌细胞增殖及
免疫逃逸的抑制作用，而拯救实验结果显示，以 ＡＰａ
和人ＨＭＧＢ１重组因子联合干预，可减弱以 ＡＰａ单独
干预对胃癌细胞的抗增殖及促凋亡作用，消除 ＡＰａ单
独干预对ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１免疫检查点的抑制作用，拮
抗ＡＰａ单独干预对免疫杀伤细胞活性增殖以及免疫
杀伤因子产生释放的促进作用，降低 ＡＰａ单独干预对
胃癌细胞免疫逃逸的抑制作用，最终揭示 ＡＰａ是通过
下调ＨＭＧＢ１来抑制胃癌细胞增殖及免疫逃逸，并促
进其凋亡的。已有研究证实ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ信号通路
下游机制复杂，可调控核因子κＢ、基质金属蛋白酶９、
Ｂａｘ、ＰＤ－Ｌ１等，本研究证实了 ＡＰａ可通过抑制
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ信号通路下调ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１并降低
Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２比值，初步阐明了其下游调控机制，但还
存在一定局限性，后续还需通过网络药理学、免疫共

沉淀、分子对接等研究进行深入全面探讨。此外，本

研究缺乏基因沉默／过表达等更直接的干预手段来进
一步验证机制，且尚未进行体内验证，需进行后续实

验来对Ａｐａ抑制胃癌免疫逃逸的机制进行深入探究。
本研究提示：ＡＰａ可诱导胃癌细胞凋亡，降低其

增殖活性，抑制 ＰＤ－１／ＰＤ－Ｌ１免疫检查点，增强 Ｔ
细胞与ＮＫ细胞对胃癌细胞的杀伤力，进而抑制胃癌
细胞免疫逃逸，阻止 ＨＭＧＢ１／ＲＡＧＥ信号通路激活可
能是ＡＰａ起到上述作用的药理机制，本研究证实了
ＡＰａ对胃癌免疫逃逸的抵抗作用，并初步阐明了其药
理机制，为ＡＰａ在胃癌治疗中的合理应用提供了新的
理论依据，对于改善胃癌免疫治疗效果可发挥一定积

极作用。
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１１２４３７—１１２４６０

［１８］　ＴＡＮＧＴ，ＷＡＮＧＳ，ＣＡＩＴ，ｅｔａｌＨｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１

ｒｅｇｕｌａｔｅｓｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｖｉａＲＡＧＥ－

ｍＴＯＲ／ＥＲＫｆｅｅｄｂａｃｋｌｏｏｐ［Ｊ］ＪＣａｎｃｅｒ，２０２１，１２（２）：

５１８—５２９

［１９］　ＷＥＩＹ，ＺＨＯＵＫ，ＷＡＮＧＣ，ｅｔａｌＥｘｏｓｏｍａｌｍｉＲ－１４２－３ｐｆｒｏｍ

Ｍ１－ｐｏｌａｒｉｚｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｉｍｍｕｎｅ

ｅｓｃａｐｅｉｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＨＭＧＢ１－ｍｅｄｉａｔｅｄＰＤ－

１／ＰＤ－Ｌ１ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ［Ｊ］ＪＮｅｕｒｏｃｈｅｍ，２０２５，１６９（１）：

ｅ１６２２４—ｅ１６２３６

［２０］　ＺＨＡＮＧＩＹ，ＬＩＵＳ，ＺＨＡＮＧＬ，ｅｔａｌＲＡＧＥａｂｌａｔｉｏｎａｔｔｅｎｕａｔｅｓ

ｇｌｉｏｍａｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｅｎｈａｎｃｅｓｔｕｍｏｒｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｂｙ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｇａｌｅｃｔｉｎ－３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］ＮｅｕｒｏＯｎｃｏｌ，２０２３，２５

（５）：８８６—８９８

（本文编辑：崔兰卿　收稿日期２０２５－０９－２２）


