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摘 要：【目的】基于FAK/PI3K/Akt通路，探讨FAK抑制剂CT-707对人肝癌HCC-LM3细胞骨架重排、侵袭、迁

移及裸鼠皮下移植瘤生长的影响和机制。【方法】HCC-LM3细胞分为 Control组、CT-707低剂量（1.5 μmol/L）组、

CT-707中剂量（3 μmol/L）组、CT-707高剂量（6 μmol/L）组，采用 Transwell小室实验、细胞划痕、MTT实验分别测定

细胞侵袭、迁移能力及细胞活力；采用RT-qPCR和Western blot分别检测 Palladin、Vimentin、MMP2和MMP9 mRNA
及蛋白的表达；Western blot检测 p-FAK、FAK、p-PI3K、PI3K、p-Akt及Akt蛋白的表达。使用HCC-LM3细胞系建立

裸鼠皮下移植瘤模型，分为模型组、CT-707组（20 mg/kg，腹腔注射），每组 6只，记录肿瘤体积及质量，采用HE染色

法观察移植瘤组织结构变化，免疫组化检测移植瘤FAK、PI3K、p-Akt、MMP-2、MMP-9的表达。【结果】与Control组
比较，CT-707高、中、低剂量组可显著抑制HCC-LM3细胞侵袭迁移能力，降低细胞活力，下调 Palladin、Vimentin、
MMP2、MMP9、p-FAK/FAK、p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt的表达水平（P<0.05），中、高剂量组的效应明显优于低剂量组

（P<0.05），中、高剂量组间结果差异无统计学意义（P>0.05）。与模型组比较，CT-707治疗后可显著降低移植瘤体积

和质量以及FAK、PI3K、p-Akt、MMP-2、MMP-9蛋白表达（P<0.05），抑瘤率为 51.92%。【结论】CT-707可能通过抑制

FAK/PI3K/Akt信号通路活性，降低细胞骨架重排及基质金属蛋白酶分泌，从而抑制肝癌细胞侵袭、迁移以及肿瘤

生长。
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Abstract：【Objective】To explore the effect of FAK inhibitor CT-707 on the cytoskeleton rearrangement，invasion
and migration of human hepatocellular carcinoma cells HCC-LM3 and its mechanism，and the growth of subcutaneous
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xenografted tumors in nude mice based on the FAK/PI3K/Akt pathway.【Methods】HCC-LM3 cells were divided into Con⁃
trol group，CT-707 low dose（1.5 μmol/L）group，CT-707 medium dose（3 μmol/L）group，CT-707 high dose（6 μmol/
L）group. Transwell chamber test，cell scratch，and MTT test were used to determine cell invasion，migration and cell via⁃
bility. RT-qPCR and Western blot were used to detect the mRNA and protein expression of Palladin，Vimentin，MMP2
and MMP9. Western blot was used to detect the expression of p-FAK，FAK，p-PI3K，PI3K，p-Akt and Akt protein.
HCC-LM3 cell line was used to establish subcutaneous xenograft tumor models in nude mice，which were divided into
model group and CT-707 group（20 mg/kg，ip），with 6 mice in each group. The tumor volume and mass were recorded，
the tissue structure changes of the transplanted tumor were observed by HE staining method，and the expression of FAK，
PI3K，p-Akt，MMP-2，MMP-9 of the transplanted tumor was detected by immunohistochemistry.【Results】Compared
with the control group，the CT-707 high，medium and low dose groups could significantly inhibit the invasion and migra⁃
tion ability，decrease cell viability，significantly down-regulate the expression levels of Palladin，Vimentin，MMP2，
MMP9，p-FAK/FAK，p-PI3K /PI3K and p-Akt/Akt，（P<0.05），and the effect of the middle and high-dose groups was
significantly better than that of the low-dose group（P<0.05），and there was no significant difference in the results be⁃
tween the middle and high-dose groups（P>0.05）. Compared with those in the control group，CT-707 could significantly
reduce the volume and quality of transplanted tumors and the protein expression of FAK，PI3K，p-Akt，MMP-2，and
MMP-9 in the treatment groups（P<0.05），and the tumor inhibition rate was 51.92%.【Conclusion】CT-707 may inhibit
the invasion and migration of hepatocellular carcinoma cells by inhibiting the activity of FAK/PI3K/Akt signaling pathway，
thereby inhibiting cytoskeletal rearrangement and matrix metalloproteinase secretion.

Key words：CT-707；focaladhesionkinase；hepatic carcinoma；invasion，migration
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（3）：364-372］

肝癌是临床常见的恶性肿瘤之一，其病情进展

迅速，待临床确诊时大部分已为肝癌晚期。侵袭转

移是促进其病情进展的主要原因之一，也是肝癌治

疗预后差的主要因素［1］，因此干预转移相关的靶分

子已成为肝癌研究领域的重点。黏着斑激酶（foca⁃
ladhesionkinase，FAK）是一种非受体酪氨酸激酶，

既往研究表明，FAK可通过PI3K/Akt通路调节肿瘤

细胞黏附、侵袭、迁移等过程，是肿瘤发生发展的重

要调控因子之一［2］。CT-707是一种新型的 FAK激

酶抑制剂，具有良好的抗肝癌细胞增殖作用［3］。本

课题组前期研究表明，CT-707在肝癌动物模型中

可抑制肝癌细胞的增殖以及肿瘤形成，促进癌细胞

的凋亡［4］，但相应机制尚需深入研究。故本研究拟

选取人高转移性肝癌细胞HCC-LM3和裸鼠为研究

对象，基于FAK/PI3K/Akt通路，进一步探讨CT-707
对肝癌细胞侵袭、迁移能力以及肿瘤生长的影响和

机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞及动物 人肝癌细胞系HCC-LM3由上

海生命科学院细胞所提供。12只BALB/c裸鼠购自

上海林畅生物有限公司，均为 6周龄雌性，于 SPF
级条件下饲养。实验均通过我院伦理委员会审核、

批准。

1.1.2 主 要 试 剂 和 仪 器 DMEM（Hyclone
SH30023.01），胎牛血清（Hyclone SH30070.03），青

链霉素混合液（Solarbio，P1400），逆转录试剂盒

（Takara，RR047a），SYBR Green qPCRMix（Monad，
MQ10301），TRIzol Reagent（Invitrogen，15596026），

BCA蛋白定量试剂盒（Solarbio PC0020），ECL化学

发光底物（超敏）（Biosharp BL523A），Transwell小室

（Corning，3422），CT-707（MCE HY-109084），Anti-
Palladin antibody（abcam，ab169051），Anti-Vimen⁃
tin antibody（abcam，ab92547），Anti-MMP2 antibody
（abcam，ab97779），Anti-MMP9 antibody（abcam，
ab38898），Anti-p-FAK antibody（abcam，ab81298），

Anti-FAK antibody（abcam， ab40794），Anti-p-
PI3K antibody（CST17366），Anti-PI3K antibody（ab⁃
cam，ab70912），Anti-p-Akt antibody（CST4060），

Anti-Akt antibody（abcam，ab179463），β-actin（ab⁃
cam，ab8227），MTT（Solarbio，M1020），HE染色试

剂盒（Solarbio G1121）。主要仪器：电泳转膜仪
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（Bio-Rad PowerPac Basic）、多功能酶标仪（美国

MD FilterMax F3）、凝胶成像系统（上海天能 Tanon
5200）、实时荧光定量 PCR仪（Agilent Technologies，
G8830-64001）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 肝癌细胞系 HCC-LM3采用含

10 g/L胎牛血清和1%双抗（青霉素100 U/ mL，链霉

素 0.1mg/mL）的DMEM，于 37 ℃，体积分数 5% CO2
培养箱中培养，隔日传代，选取生长状态量好的细

胞接种于 6孔板中，待细胞融合至 60%~70%时，进

行实验。

1.2.2 分组及给药 HCC-LM3分为 Control组、

CT-707低剂量（1.5 μmol/L）组、CT-707中剂量（3
μmol/L）组、CT-707高剂量（6 μmol/L）组。细胞给

药前换入无血清DMEM去血清同步化 24 h，根据实

验分组，加入相应剂量的含药DMEM，于 37 ℃，体

积分数5% CO2培养箱中培养48 h。
1.2.3 Transwell 将Matrigel胶于 4 ℃过夜融化，

与无血清培养基以 2：1体积比混匀，吸取 200 μL混
合液铺于Transwel小室上室，培养箱放置至基质胶

凝固。将给药处理后的HCC-LM3从培养箱取出，

消化离心后收集，采用DMEM重悬，调整细胞浓度

为 5×105个/mL，取 200 μL细胞悬液加入上室。在

下室加入 500 μL DMEM全培养基，放置培养箱中

孵育 48 h。采用 40 g/L多聚甲醛固定 30 min，结晶

紫染色 15 min，棉签擦掉上室细胞，显微镜下拍照

并进行计数，侵袭细胞数取均值。

1.2.4 细胞划痕实验 对数生长期的HCC-LM3按
每孔 5×105个接种于 6孔板中，培养至细胞单层铺

满板底，用 200 μL无菌枪头，垂直于板底进行划

痕，采用 PBS清洗去除划下的细胞。细胞经 CT-
707干预后，倒置显微镜下拍照，并计算迁移距离。

1.2.5 MTT实验 各组对数期细胞种植于 96孔
板，每孔 180 μL，3 000~10 000 个细胞/孔。置

37 ℃、体积分数 5% CO2 温箱培养使细胞贴壁，培

养 24 h细胞贴壁后加入含不同剂量的 CT-707培
养，对照组加入空白培养液。培养箱内孵育 48 h
后，弃去培养液，加入 90 μL培养液，再加入 10 μL
MTT 溶液，继续培养 4 h。然后吸掉上清，每孔加

入 110 μL Formazan 溶解液，置摇床上低速振荡

10 min，使结晶物充分溶解。在酶联免疫检测仪

490 nm 处测量各孔的吸光值（OD值）。按下列算

式计算细胞活力：细胞活力（%）=（加药孔平均 OD

值－空白孔平均 OD 值）/（对照孔平均 OD 值－空

白孔平均 OD值）×100%。

1.2.6 RT-qPCR HCC-LM3细胞经 CT-707干预

后，弃去培养基，PBS 清洗 2次，TRIzol法提取细胞

总RNA，根据逆转录试剂盒操作说明进行逆转录，

合成 cDNA后进行 PCR反应。逆转录条件为 37 ℃
15 min，85 ℃ 5 min。反应体系为 20 μL，扩增条件

为 95 ℃变性 2 min，94 ℃变性 30 s，60 ℃退火延伸

30 s，45个循环后，72 ℃延伸 10 min。PCR引物见

表 1，以 β- actin为内参，通过 2-△△Ct 相对定量法计

算各基因相对表达水平。

1.2.7 Western blot HCC-LM3细胞经 CT-707干
预后，加入 300 μL RIPA细胞裂解液后用刮刀刮取

细胞，置冰上 30 min后，低温离心 20 min，取上清。

BCA法进行蛋白定量，以每泳道 20 μg进行样品配

置，100 ℃变性 10 min。SDS电泳，湿法转膜，用 5%
脱脂奶粉进行封闭，分别加入相应一抗，4 ℃过夜

孵育，TBST洗膜 3次，加入相应属源辣根过氧化物

酶标记的二抗室温孵育 1 h，TBST洗膜 3 次，ECL
荧光显色，采用凝胶成像系统进行拍照，Image J软
件对条带进行灰度值分析。

1.2.8 裸鼠皮下移植瘤模型建立及药物治疗 将

对数生长期的 HCC-LM3消化、离心、重悬，制成

2.0×107 /mL悬液，在常规消毒的裸鼠腋部皮肤行皮

表1 引物序列

Table 1 Sequences of the primers

Name

Palladin
Vimentin

MMP2

MMP9

β-actin

Primer sequence
F：ATAGGCAAGGCCACAACCTC
R：CCAGAGGCACTGGAAACTGT
F：AAACTTAGGGGCGCTCTTGT
R：GAGGGCTCCTAGCGGTTTAG
F：CTGGACTTAGACCGCTTGGC
R：CAAACAGGTTGCAGCTCTCC
F：TCTATGGTCCTCGCCCTGAA
R：CATCGTCCACCGGACTCAAA
F：ACAGAGCCTCGCCTTTGCC
R：GAGGATGCCTCTCTTGCTCTG

Product/
bp
136
162

217

219

250

MMP：matrix metalloproteinase
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下注射细胞悬液 0.2 mL。根据实验动物 3R原则，

将接种HCC-LM3细胞悬液的裸鼠随机分为模型组

及 CT-707组，每组 6只。CT-707组按照 20 mg/kg
剂量腹腔注射给药，间隔 1 d注射 1次，模型组则不

做任何处理。分别于给药后 9、18、27、36和 45 d测
定瘤体最长直径（a）和最短直径（b），计算移植瘤的

体积（V/mm3）=（l/2）×a× b2。给药 45 d后处死动物，

取出移植瘤组织进行称重，计算抑瘤率（%）=［（模

型组平均瘤体质量 - CT-707组平均瘤体质量）/模
型组平均瘤体质量］×100%。将取出的肿瘤组织于

40 g/L多聚甲醛中固定，行石蜡切片。

1.2.9 HE染色 取各组移植瘤组织石蜡切片行

HE染色。根据试剂盒说明书操作：二甲苯脱蜡，梯

度乙醇水化，蒸馏水浸洗 5 min；苏木精染色 5 min，
冲洗残留染液；滴加体积分数 1%盐酸酒精进行分

化，冲洗；滴加体积分数1%氨水反蓝，冲洗；浸入伊

红染液中染色 5 min，冲洗；依次进行梯度乙醇脱

水，二甲苯透明，中性树脂封片。切片晾干后镜检、

拍照。

1.2.10 免疫组化 取各组移植瘤石蜡切片，脱蜡，

微波抗原修复后，滴加体积分数3% H2O2，蒸馏水冲

洗干净。滴加封闭液室温孵育，加入一抗 4 ℃过夜

孵育。弃去一抗，PBS冲洗，滴加生物素标记的二

抗，室温孵育 20 min，PBS冲洗。滴加辣根酶标记

的链霉卵白素工作液，室温孵育 20 min，PBS清洗，

DAB显色，终止，自来水反复冲洗，苏木素复染。梯

度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，光镜下观

察并拍照，Image J软件分析 FAK、PI3K、p-Akt、
MMP-2、MMP-9的阳性表达。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行数据统计分析，符合

正态分布的计量资料以（x̄ ± s）表示，二组计量资料

的均数比较，如果每一组资料都呈正态分布并且方

差齐性，组间比较采用 t检验，多组均数比较，各组

定量资料都呈正态分布并且方差齐性采用单因素

方差分析，差异有统计学意义时采用LSD-t检验进

行两两比较。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 CT-707对肝癌细胞活性、侵袭、迁移的作用

采用MTT、Transwell小室及细胞划痕实验检测

肝癌细胞活力、侵袭及迁移能力。结果显示，与

Control组比较，CT-707高、中、低剂量干预 HCC-
LM3 细胞可显著抑制 HCC-LM3 细胞侵袭（F=
22.139，P=0.000）、迁移能力（F=35.987，P=0.000），

降低细胞活力（F=43.481，P=0.000；P<0.05），中、高

剂量组的效应明显优于低剂量组（P<0.05），中、高

剂量组间结果差异无统计学意义（P>0.05）。相较

于 Control组，CT-707低剂量组的细胞活力（P=
0.005）、侵袭能力（P=0.027）和迁移能力（P=0.007）
均显著降低，CT707 中剂量组的细胞活力（P=
0.000）、侵袭能力（P=0.000）和迁移能力（P=0.000）
均显著降低，CT707 高剂量组的细胞活力（P=
0.000）、侵袭能力（P=0.000）和迁移能力（P=0.000）
均显著降低。相较于 CT-707低剂量组，CT707中
剂量组的细胞活力（P=0.000）、侵袭能力（P=0.001）
和迁移能力（P=0.000）均显著降低，CT707高剂量

组的细胞活力（P=0.000）、侵袭能力（P=0.000）和迁

移能力（P=0.000）均显著降低。相较于 CT-707中
剂量组，CT707高剂量组的细胞活力（P=0.283）、侵

袭能力（P=0.707）和迁移能力（P=0.869）差异均无

统计学意义（图1）。

2.2 CT-707对肝癌细胞骨架蛋白及基质金属蛋

白的作用

采用 qPCR及Western blot检测细胞骨架蛋白

（Palladin、Vimentin）和基质金属蛋白酶（MMP2和
MMP9）的表达水平。结果显示，HCC-LM3经高、

中、低剂量处理后，与 Control 组比较，Palladin
（mRNA：F=14.454，P=0.000，protein：F=14.311，P
=0.000）、Vimentin（mRNA：F=31.711，P=0.000，
protein：F=21.025，P=0.000）、MMP2（mRNA：F=
45.341，P=0.000，protein：F=18.685，P=0.000）和

MMP9（mRNA：F=21.953，P=0.000，protein：F=
15.031，P=0.000）的表达均显著降低（P<0.05），中、

高剂量组的效应明显优于低剂量组（P<0.05），中、

高剂量组间结果差异无统计学意义（P>0.05）。

相较于Control组，CT-707低剂量组的Palladin
（mRNA：P=0.032，protein：P=0.011）、Vimentin
（mRNA： P=0.043， protein： P=0.001） 、MMP2
（mRNA：，P=0.000，protein：P=0.002）和 MMP9
（mRNA：P=0.001，protein：P=0.006）的表达均显著

降 低 ，CT707 中 剂 量 组 的 Palladin（mRNA：P=
0.000，protein：P=0.000）、Vimentin（mRNA：P=
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0.003，protein：P=0.000）、MMP2（mRNA：，P=

0.000， protein：P=0.000）和 MMP9（mRNA：P=
0.000，protein：P=0.000）的 表 达 均 显 著 降 低 ，

CT707高剂量组的 Palladin（mRNA：P=0.000，pro⁃
tein：P=0.000）、Vimentin（mRNA：P=0.002，pro⁃
tein：P=0.000）、MMP2（mRNA：，P=0.000，protein：
P=0.000）和 MMP9（mRNA：P=0.000，protein：P=
0.000）的表达均显著降低。

相较于 CT-707低剂量组，CT707中剂量组的

Palladin（mRNA：P=0.020，protein：P=0.013）、Vi⁃
mentin（mRNA：P=0.012，protein：P=0.009）、MMP2
（mRNA：，P=0.000，protein：P=0.018）和 MMP9
（mRNA：P=0.023，protein：P=0.018）的表达均显著

降 低 ，CT707 高 剂 量 组 的 Palladin（mRNA：P=
0.002，protein：P=0.018）、Vimentin（mRNA：P=
0.001，protein：P=0.010）、MMP2（mRNA：，P=
0.000， protein：P=0.014）和 MMP9（mRNA：P=
0.003，protein：P=0.019）的表达均显著降低。

相较于 CT-707中剂量组，CT707高剂量组的

Palladin（mRNA：P=0.304，protein：P=0.089）、Vi⁃
mentin（mRNA：P=0.675，protein：P=0.965）、MMP2
（mRNA：，P=0.300，protein：P=0.895）和 MMP9
（mRNA：P=0.330，protein：P=0.986）的表达差异均

无统计学意义（图2）。

2.3 CT-707对FAK/PI3K/Akt信号通路的影响

采用Western blot 检测 FAK、PI3K和 Akt蛋白

及其磷酸化表达水平。结果表明，HCC-LM3经高、

中、低剂量处理后，与 Control组比较，p-FAK/FAK
（F=90.258，P=0.000）、p-PI3K/PI3K（F=90.909，P=
0.000）、p-Akt/Akt 均 显 著 下 调（F=115.559，P=
0.000；P<0.05），中、高剂量组的效应明显优于低剂

量组（P<0.05），中、高剂量组间结果无统计学差异（P
>0.05）。相较于 Control组，CT-707低剂量组的 p-
FAK/FAK（P=0.000）、p-PI3K/PI3K（P=0.000）、p-
Akt/Akt（P=0.000）均显著降低，CT707中剂量组的

p-FAK/FAK（P=0.000）、p-PI3K/PI3K（P=0.000）、p-
Akt/Akt（P=0.000）均显著降低，CT707高剂量组的

p-FAK/FAK（P=0.000）、p-PI3K/PI3K（P=0.000）、p-
Akt/Akt（P=0.000）均显著降低。相较于 CT-707低
剂量组，CT707中剂量组的 p-FAK/FAK（P=0.000）、

p-PI3K/PI3K（P=0.000）、p-Akt/Akt（P=0.000）均显

著降低，CT707高剂量组的 p-FAK/FAK（P=0.000）、

p-PI3K/PI3K（P=0.000）、p-Akt/Akt（P=0.000）均显

著降低。相较于CT-707中剂量组，CT707高剂量组

的 p-FAK/FAK（P=0.416）、p-PI3K/PI3K（P=0.132）、

p-Akt/Akt（P=0.270）差异均无统计学意义（图 3）。

A: Cell viability test results by MTT method, F=43.481, P=0.000; B: Results of Transwell assay for cell invasion ability, F=22.139, P=0.000; C:
The results of the scratch test on cell migration ability, F=35.987, P=0.000, 1）P<0.05 compared with Control, 2）P<0.05 compared with the CT-707
(1.5 μmol/L) group. x̄ ± s, n =5.

图1 CT-707对HCC-LM3细胞活性、侵袭及迁移的影响

Fig. 1 The effect of CT-707 on the invasion and migration of hepatocellular carcinoma cells
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A: qPCR for determining the mRNA of Palladin (F=14.454, P=0.000), Vimentin (F=31.711, P=0.000), MMP2 (F=45.341, P=0.000) and MMP9 (F=
21.953, P=0.000) in LM3 cells; B: Western blot for determining the protein levels of Palladin (F=14.311, P=0.000), Vimentin (F=21.025, P=0.000),
MMP2 (F=18.685, P=0.000) and MMP9 (F=15.031, P=0.000) in LM3 cells. 1）P<0.05 compared with Control, 2）P<0.05 compared with the CT-707
(1.5 μmol/L) group. x̄ ± s, n =5.

图2 CT-707对HCC-LM3细胞Palladin、Vimentin、MMP2 和 MMP9蛋白的作用

Fig. 2 The effect of CT-707 on the Palladin，Vimentin，MMP2 and MMP9 protein of LM3 cells

Western blot for determining the protein levels of p-FAK/FAK (F=90.258, P=0.000), p-PI3K/PI3K(F=90.909, P=0.000), and p-Akt/Akt (F=
115.559, P=0.000) in the LM3 cells. 1）P<0.05 compared with Control, 2）P<0.05 compared with the CT-707 (1.5 μmol/L) group. x̄ ± s, n =5.

图3 CT-707对HCC-LM3细胞中FAK/PI3K/Akt信号通路的影响

Fig. 3 The effect of CT-707 on the FAK/PI3K/Akt pathway
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2.4 CT-707对裸鼠皮下移植瘤生长的影响

通过计算裸鼠移植瘤体积及质量，结果显示，

与模型组相比，CT-707组移植瘤体积［27 d（t=
3.030，P=0.013），36 d（t=7.056，P=0.000），45 d（t
=8.461，P=0.000）］和质量（t=10.510，P=0.000）显

著降低（P<0.05；图 4），抑瘤率为 51.92%；HE染色

结果显示，模型组肿瘤细胞排列紧密、整齐，细胞核

清晰可见，CT-707组肿瘤组织坏死增多，肿瘤细胞

核消失，细胞排列松散。

2.5 CT-707对裸鼠皮下移植瘤FAK/PI3K/Akt通

路关键因子表达的影响

采用免疫组化检测裸鼠皮下移植瘤中 FAK、
PI3K、p-Akt、MMP-2、MMP-9蛋白的阳性表达，结果

显示，相较于模型组，CT-707组 FAK（t=5.426，P=
0.000）、PI3K（t=7.731，P=0.000）、p-Akt（t=5.930，P=
0.000）、MMP-2（t=7.965，P=0.000）、MMP-9（t=7.525，
P=0.000）蛋白表达均显著降低（P<0.05；图5）。

3 讨 论

肝癌是我国位列第四的常见恶性肿瘤，且在癌

症相关死亡原因中位列第三，该病发病率和死亡率

较高，严重影响患者的生活质量及总体生存期［5］。

肿瘤的复发和转移是导致肝癌治疗失败和死亡的

主要原因［6］。肿瘤的转移是肿瘤细胞脱离原发部

位，降解周围基底膜从而穿过血管壁或淋巴管壁，

随血液或淋巴液运行并聚集于相应器官，在转移器

官内生长增殖，最终形成继发性肿瘤的多步骤过

程［7］。肝癌恶性程度高，病情进展迅速，临床确诊

大多已处于进展期或晚期，多伴有远端转移及癌

栓，术后五年生存率仅为 12%~14%。随着肿瘤靶

向药物的开发使用，寻求靶向肿瘤侵袭迁移相关蛋

白的药物已成为肿瘤研究热点。

A: Growth curve of tumor volume of 9 d (t=0.343, P=0.739), 18 d (t=0.474, P=0.646), 27 d (t=3.030, P=0.013), 36 d (t=7.056, P=0.000), 45 d (t=
8.461, P=0.000); B: Tumor quality (t=10.510, P=0.000); C: HE staining. 1）P<0.05 compared with Model. x̄ ± s, n =6.

图4 CT-707对裸鼠皮下移植瘤生长的影响

Fig. 4 The effect of CT-707 on the growth of subcutaneously transplanted tumors in nude mice

Immunohistochemical results of FAK (t=5.426, P=0.000), PI3K (t=7.731, P=0.000), p-Akt (t=5.930, P=0.000), MMP-2 (t=7.965, P=0.000), MMP-
9 (t=7.525, P=0.000) proteins. 1）P<0.05 compared with Model. x̄ ± s, n =6.

图5 FAK、PI3K、p-Akt、MMP-2、MMP-9蛋白的免疫组化检测结果

Fig. 5 Immunohistochemical results of FAK，PI3K，p-Akt，MMP-2，MMP-9 proteins
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据报道，FAK在包括肝癌在内的多种肿瘤组织

内高表达，且与肝癌细胞的黏附、播散、迁移和侵袭

能力呈正相关［8］。FAK参与整合素依赖性信号通

路，作为胞内信号传导分子，介导细胞内多条信号

通路及信号通路的交联反应，进而调节肿瘤细胞的

恶性表型和侵袭转移行为［9］。故抑制 FAK的表达

及其下游与肿瘤相关的传导通路，是降低肝癌细胞

的侵袭迁移能力的重要策略。目前，开发靶向FAK
的抑制剂是新型抗肿瘤药物研发的重要领域［10］。

其中 CT-707是一种结构新颖的靶向 FAK、ALK和

Pyk2的多重激酶抑制剂，在促进癌细胞分离实验

中呈现良好效果，且与卡博替尼联合使用治疗肝

癌，具有协同抗肿瘤作用，其机制为显著抑制由卡

博替尼诱导的 FAK磷酸化激活［11］。本研究选取高

转移潜能的细胞系HCC-LM3进行CT-707干预，发

现 CT-707可显著抑制HCC-LM3侵袭、迁移能力，

降低癌细胞活力，表明CT-707对肝癌细胞的侵袭、

迁移具有明显的抑制作用。另外，在裸鼠皮下移植

瘤模型中，我们发现 CT-707治疗后可显著降低肿

瘤体积及质量，抑瘤率为 51.92%，且移植瘤细胞坏

死增多，排列松散，进一步证实CT-707可有效抑制

肿瘤生长。

肿瘤细胞的侵袭和迁移涉及细胞骨架聚集、基

质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase，MMPs）异

常分泌等细胞活动。支架蛋白Palladin和波形蛋白

Vimentin是细胞骨架的重要组成部分，与细胞骨架

和细胞形态的改变密切相关。研究表明，Palladin
在多种癌细胞中高表达，通过调控伪足的形成，影

响癌细胞的迁移侵袭，从而促进肿瘤的转移［12］。而

Vimentin的表达水平与肝癌细胞的转移能力呈正

相关，在肿瘤细胞增殖、迁移和黏附中有具有关键

作用，并与癌症的复发密切相关［13］。MMPs是一类

能降解细胞外基质的高度保守蛋白水解酶，在肿瘤

的侵袭转移中具有重要意义，可通过降解破坏靠近

肿瘤表面的细胞外基质，使肿瘤细胞向周围组织浸

润，最终导致肿瘤局部侵袭和远端转移［14］。其中，

MMP2和MMP9在肝癌组织中高表达，通过调节肝

癌细胞和基质的黏附等方式加速肝癌的侵袭转

移［15-16］。 因 此 ，本 研 究 选 取 Palladin、Vimentin、
MMP2及MMP9作为肝癌细胞发生侵袭转移的标

志蛋白。HCC-LM3细胞经 CT-707干预后，Palla⁃
din、Vimentin、MMP2及 MMP9蛋白表达均显著下

调，且动物实验也显示裸鼠移植瘤模型经 CT-707
治疗后，显著降低了肿瘤组织中MMP2及MMP9阳
性表达，表明CT-707可通过降低骨架蛋白及MMPs
的表达，进而降低细胞的侵袭及迁移能力，从而发

挥抑癌作用。

FAK可通过多条信号通路参与细胞骨架重排

及MMPs的分泌过程，其中PI3K/Akt是FAK经典下

游通路，参与调控肿瘤的增殖、黏附及迁移，在肝癌

的发生发展过程中发挥重要作用［17］。Palladin、Vi⁃
mentin是Akt下游蛋白，激活Akt可直接促进 Palla⁃
din、Vimentin的表达［18-19］。研究表明，抑制 PI3K/
Akt信号通路还可进一步抑制MMP2、MMP9的表

达，抑制肝癌细胞侵袭迁移［20］。由此，我们推测

CT-707可能通过调控FAK/PI3K/Akt信号通路活性

从而抑制肝癌细胞侵袭迁移。通过进一步实验，本

研究发现 HCC-LM3细胞经 CT-707干预后，p-
FAK/FAK、p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt均显著下降，表

明抑制 FAK/PI3K/Akt信号通路活性是 CT-707发
挥抑癌作用的关键机制。为了进一步验证CT-707
抑制肝癌细胞侵袭、转移的机制，我们进行了裸鼠

皮下成瘤实验，发现模型鼠经 CT-707治疗后，

FAK、PI3K、p-Akt蛋白表达均显著降低，表明 CT-
707可通过抑制 FAK/PI3K/Akt信号通路活性进而

抑制肿瘤的形成。

综上所述，本研究证实 FAK新型抑制剂 CT-
707可抑制肝癌细胞的侵袭、迁移以及肿瘤生长，

其机制为抑制 FAK/PI3K/Akt信号通路活性，从而

抑制细胞骨架重排及MMPs分泌，表明 CT-707作
为一种 FAK靶向抑制剂具有良好的癌细抑制作

用，可能是潜在的肿瘤靶向药物，值得深入研究。
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