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中性粒细胞胞外诱捕网通过重塑细胞外基质促进

肝癌细胞增殖并损伤肝细胞功能
钟泓灵1#  王金丽2#  肖思嘉2  沈侃1  钱辰1  王文喜2  詹淑玉1  程树群3  郑永霞1*

(1嘉兴大学医学院, 嘉兴 314001; 2浙江工业大学药学院, 杭州 310014; 3东方肝胆外科医院肝外六科, 上海 200433)

摘要      肝细胞癌(HCC)是一种常见的恶性肿瘤, 慢性炎症是其发生发展的重要驱动因素。中

性粒细胞胞外诱捕网 (NETs)作为炎症反应的重要组成部分 , 通过影响肿瘤微环境发挥促进肿瘤增

殖、迁移、免疫逃逸等重要作用。该研究旨在深入探讨NETs在调控HCC增殖和代谢重编程中的作

用。在体外实验中 , 建立NETs与肝癌细胞系Hep3B体外共培养模型 , 通过CCK-8实验、细胞周期检

测、软琼脂克隆形成等实验, 考察NETs对肝癌细胞增殖的影响。在体内实验中, 建立小鼠Hep1-6细
胞皮下移植瘤模型并使用脂多糖诱导小鼠体内NETs形成。通过测量小鼠肿瘤大小 , 检测肝脏病理

变化等指标, 考察NETs对肿瘤生长的作用。另外, 通过检测肝癌组织和肝癌细胞中的糖原含量以及

HCC中糖酵解相关基因的表达情况 , 从而探究NETs对肝癌细胞代谢以及肝细胞功能的影响。最后 , 
为了探讨NETs影响HCC增殖的机制 , 通过免疫荧光的方法检测了细胞外基质纤连蛋白 (Fn)的表达

水平, 并通过Western blot检测了Fn所介导的整合素通路的活性。体外实验表明, NETs与Hep3B细胞

共培养可以显著促进Hep3B细胞增殖。体内实验进一步证实, NETs可以诱导C57BL/6小鼠炎性细胞

浸润肝脏并加速Hep3B细胞移植瘤的生长。代谢分析显示 , NETs降低了肝癌细胞内的糖原储备 , 增
强了糖酵解活性, 同时Hep3B细胞上清中的ALT水平升高提示Hep3B细胞功能受损。机制研究表明: 
NETs通过上调细胞外基质中Fn的表达重塑肿瘤微环境, 从而为肝癌细胞的生长提供有利条件。因此, 
该研究揭示NETs通过诱导ECM重塑促进HCC增殖, 增强糖酵解, 并损伤肝细胞功能。

关键词      中性粒细胞胞外诱捕网; 肝细胞癌; 肿瘤增殖; 细胞外基质重塑; 代谢重编程 
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Abstract       HCC (hepatocellular carcinoma) is a prevalent malignant tumor, and chronic inflammation is a 
critical driving force in its development. NETs (neutrophil extracellular traps), as key products of the inflammatory 
response, play a significant role in the tumor microenvironment. This study aimed to investigate the role of NETs in 
regulating HCC proliferation and metabolic reprogramming. In vitro, a co-culture system of NETs and Hep3B was 
established. The effects of NETs on HCC cell proliferation were evaluated using CCK-8 assays, cell cycle analysis, 
and soft agar colony formation assays. In vivo, a subcutaneous tumor xenograft model was established in mice, and 
NETs were induced by lipopolysaccharide. Tumor growth was evaluated by measuring tumor size and examining 
liver pathological changes. Moreover, the effects of NETs on the metabolism and function of liver cancer cells were 
explored by detecting glycogen content in liver cancer tissues and cells and the expression of glycolysis-related 
genes, respectively. Finally, immunofluorescence staining was used to detect the expression of Fn (fibronectin) in 
the extracellular matrix to explore the underlying mechanisms, and Western blot was used to measure the activ-
ity of the integrin pathway mediated by Fn. Results showed that co-culture with NETs promoted the proliferation 
of Hep3B cells in vitro. In vivo, NETs promoted tumor growth and inflammatory cell infiltration in the liver of 
C57BL/6 mice. Additionally, NETs decreased glycogen levels in HCC cells, enhanced glycolytic activity, and in-
creased the levels of ALT (alanine transaminase) in the cell culture supernatant, suggesting impaired liver function. 
Mechanistically, NETs increased the expression of Fn in the extracellular matrix, remodeling the tumor microenvi-
ronment and providing a favorable condition for tumor cell growth. Therefore, this study reveals that NETs promote 
HCC proliferation by inducing ECM remodeling, enhance glycolysis, and impair hepatocyte function.

Keywords       neutrophil extracellular traps; hepatocellular carcinoma; tumor proliferation; extracellular ma-
trix remodeling; metabolic reprogramming

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是全球

范围内发病率和死亡率均位居前列的恶性肿瘤 , 其
发生发展与慢性炎症密切相关[1]。研究表明, 慢性炎

症不仅通过直接诱导肝细胞基因突变驱动癌变 [2], 还
通过构建肿瘤微环境(tumor microenvironment, TME)
促进肿瘤的增殖、侵袭及转移[3]。

中性粒细胞胞外诱捕网 (neutrophil extracellu-
lar traps, NETs)是中性粒细胞激活后释放的DNA-
组蛋白 –颗粒蛋白复合物 , 最初被发现参与宿主防

御病原体入侵 [4]。近年来研究发现 , NETs在肿瘤

进展中发挥双重作用 : 一方面NETs通过促进肿瘤

转移和血栓形成加速疾病恶化 [5], 另一方面通过重

塑TME影响肿瘤生物学行为 [6]。临床证据表明 , 血
管内NETs水平与肿瘤患者不良预后显著相关[7], 例
如创伤后脓毒症患者的循环游离DNA(circulating 
free DNA, cfDNA)水平显著升高 [8], 而血清中的

cfDNA水平可以部分反映血管中NETs的水平 , 因
此这提示NETs可能是炎症 –肿瘤恶性转化的潜在

介质。

  HCC的恶性表征包括异常增殖和代谢重编程

等表型 , 本研究聚焦NETs对HCC增殖和代谢的调

控作用 , 通过以下策略展开 : 基于体外实验 , 建立了

NETs与肝癌细胞系Hep3B体外共培养模型 , 系统观

察了NETs对Hep3B细胞增殖、克隆形成能力、细

胞周期及糖酵解的影响 ; 基于体内实验 , 建立了小

鼠Hep1-6细胞皮下移植瘤模型 , 联合脂多糖诱导了

NETs形成, 检测了NETs对HCC细胞生长和糖酵解的

作用。本研究揭示了NETs在HCC发生发展中的新

机制, 为靶向NETs的抗肿瘤治疗提供了理论依据。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞系      人源肝癌细胞系Hep3B和鼠源肝癌

细胞系Hep1-6购自中国科学院上海细胞库。

1.1.2   实验动物      雄性, 8~12周龄C57BL/6小鼠购

于江苏集萃药康生物科技股份有限公司。研究符合

《赫尔辛基宣言》原则 , 并经嘉兴大学医学院实验动

物伦理委员会的批准(批准号: JUMC2023-018)。
1.1.3   实验试剂      过碘酸 –雪夫 (periodic acid-
Schiff, PAS)染色试剂盒、L-乳酸检测试剂盒以及

β-actin、GPI、HK2、SLC2A1、SLC2A4引物均购

于上海碧云天生物技术股份有限公司。
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1.2   方法

1.2.1   小鼠中性粒细胞分离和鉴定      取 8~12周
龄C57BL/6小鼠 , 处死后无菌分离股骨和肱骨 , 剪
去骨两端 ,  用无血清 RPMI-1640培养基冲洗骨

髓腔。将细胞悬液缓慢叠加于 3 mL梯度混合液

(Histopaque-1077与Histopaque-1119按体积比 1׃1
混合 )上 , 室温条件下2 000 r/min离心30 min。收集

Histopaque-1077与Histopaque-1119界面处的中性粒

细胞层, 将收集的中性粒细胞置于37 °C、5% CO2培

养箱中培养24 h, 使用吉姆萨染色检测中性粒细胞

纯度。

1.2.2   NETs体外诱导      将中性粒细胞(2×105/孔)接种

于24孔板中, 分4组处理: Control组[14.1 mmol/L二甲基

亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)]、PMA组[20 nmol/L肉
豆蔻酸佛波酯醋酸酯(phorbol myristate acetate, PMA)]、
ATRA组[1 μmol/L全反式维甲酸(all-trans retinoic acid, 
ATRA)]、ATRA+PMA组[1 μmol/L ATRA处理3 h后加

入20 nmol/L PMA]。处理后PBS清洗, 完全培养基培养

24 h, 收集上清于–80 °C保存备用。

1.2.3   CCK-8试剂盒用于检测细胞的增殖能力      分
别取对数期生长的 Hep3B细胞 , 设置 Control组、

PMA组、ATRA组和ATRA+PMA组 ; 将各组诱导产

生的条件培养基 (具体诱导方法见1.2.2)和完全培养

基按11׃的比例混合(终稀释度为50%); 将Hep3B细
胞以2×106/mL的密度接种于96孔板中 ; 37 °C、5% 
CO2培养箱中分别培养24、48、72 h; 每孔加入10 μL 
CCK-8溶液, 继续孵育1 h; 酶标仪检测450 nm波长处

的吸光度(D)值。

1.2.4   细胞周期检测实验      分别取对数期生长的

Hep3B细胞, 设置Control组、PMA组和ATRA+PMA
组 , 将各组诱导产生的条件培养基(具体诱导方法

见1.2.2)和完全培养基按11׃的比例混合 , 分别重悬

Hep3B细胞, 取500 μL细胞悬液接种于24孔板中, 每
孔1×105个细胞。在37 °C培养箱中培养24 h。用碘

化丙啶给细胞染色。

1.2.5   细胞软琼脂克隆实验      按11׃体积比例 , 将
3 mL 1.2%琼脂糖溶液和3 mL 2× DMEM培养基混

匀, 取1.5 mL注入6孔板中, 等待凝固。将中性粒细

胞 (2×106/孔 )接种到24孔板中 , 按1.2.2步骤体外诱

导NETs。弃上清液 , 各组加入500 μL DMEM培养

基吹打重悬 , 得到条件培养基 , 在 –80 °C保存。分

别取对数期生长的Hep3B细胞 , 将细胞悬液稀释成

2×104/mL。吸取100 μL细胞悬液加入到含0.35%琼

脂糖的DMEM培养基中 , 混匀。将含有细胞的琼脂

糖悬液加入到6孔板中。设置Control组、PMA组、

ATRA组和ATRA+PMA组。于37 °C、5% CO2培养

箱中培养 10~14天。在培养过程中 , 将各组诱导获

得的条件培养基 (具体诱导方法见1.2.2)和完全培养

基按11׃比例混合 , 吸取750 μL加入到各组中。2周
后, 镜下观察。

1.2.6   LPS体内诱导NETs的皮下注射转移瘤模型      
为了确定LPS诱导的NETs对肝癌细胞增殖的影响 , 将
32只4~8周龄的C57BL/6小鼠随机分为4组: Control组、

LPS组、ATRA组和ATRA+LPS组。具体操作如下 : 将 
5×10 6个Hep1-6细胞注射到C57BL/6小鼠背部皮下组

织。肿瘤生长到14天后, 每隔2天, LPS组和ATRA+LPS
组的小鼠通过腹腔注射的方式给予LPS(10 μg/只 ), 
Control组和ATRA组的小鼠腹腔注射等量无菌PBS。
在14~28天 , ATRA组和ATRA+LPS组的小鼠每天通过

灌胃的方式给予ATRA(10 mg/kg), Control组和LPS组的

小鼠灌胃等量的橄榄油。4周后处死小鼠, 取出肝脏和

移植瘤 , 一部分室温固定在4%多聚甲醛中 , 另一部分

冻存于–80 °C中, 用于后续实验。

1.2.7   皮下移植瘤小鼠肝脏HE染色      将1.2.6中的

移植瘤取出后, 用4%多聚甲醛室温固定组织48 h后, 
石蜡包埋切片。苏木精室温核染10 s后脱色, 伊红室

温染胞质5 s。脱水封片, 拍照观察。

1.2.8   糖原染色      取对数生长期的不同组别(Control
组、PMA组、PMA+ATRA组)的Hep3B的细胞进行消

化重悬; 4%的多聚甲醛室温固定20 min; 然后根据上海

碧云天生物技术股份有限公司所提供的PAS染色试剂

盒说明书处理: 过碘酸溶液氧化10 min, Schiff试剂室温

避光染色15 min, 苏木精室温复染2 min, 最后伊红室温

对比染色30 s; 中性树胶封片并在显微镜下观察。

1.2 .9    ELISA检测 Hep3B细胞中ALT(alanine 
transaminase)的水平      取对数生长期的不同组别

(Control组、PMA组和PMA+ATRA组)的Hep3B细

胞 , 将每组细胞分为两个亚组 , 其中一个亚组在原

培养液内加入CCl4(100 mmol/L), 另一亚组更换为

原培养液, 培养3 h后离心(室温、800 r/min、5 min)
取上清 , 按照常规的ELISA的实验步骤 , 先在室温

下进行抗体的包被和包埋, 之后在37 °C恒温箱中孵

育90 min, 再洗涤 , 最后除去孔中残余液体 , 并加入

ADHP工作液, 室温避光孵育5~15 min, 之后加入终
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止液使反应终止 , 用酶标仪测定450 nm波长处的D
值。

1.2.10   细胞免疫荧光      取对数生长期的不同组

别 (Control组、 PMA组、 PMA+ATRA组 )的Hep3B
的细胞接种于经多聚赖氨酸包被的 24孔板爬片上 , 
37 °C培养24 h。小心吸取上清, PBS洗涤3次, 每次

5 min; 4%多聚甲醛室温固定20 min, PBS洗涤3次, 
每次5 min; 5% BSA-PBST室温封闭1 h; 与兔抗纤

连蛋白抗体 C孵育过夜° 4 (100׃1) ; 次日回收一抗 , 
PBS洗涤 3次 , 每次 5 min; 与山羊抗兔Alexa Fluor 
488标记抗体 室温避光孵育(500׃1) 1 h; PBS洗涤 3
次, 每次5 min; DAPI染液避光室温孵育10 min; 自
发猝灭剂处理 5 min, 封片后在荧光显微镜下观察

拍片。

1.2.11   定量实时PCR      使用Trizol试剂从肝癌细

胞中提取总RNA, 并使用Prime-ScriptTM RT Master 
Mix(Perfect Real Time)将总RNA逆转录为 cDNA。

β-actin(货号: QH00001S)、GPI(货号: QH03145S)、
HK2(货号: QH03345S)、SLC2A1(货号: QH05633S)、
SLC2A4(货号: QH05637S)等基因使用SYBR green进
行实时定量PCR。具体反应体系为每个孔加入1 μL 
RNA、5 μL SYBR green、0.4 μL上游引物、0.4 μL下
游引物和3.2 μL DEPC水 ; 具体扩增循环体系为预变

性 (95 °C、2 min)、变性 (95 °C、 30 s)、退火 (60 °C、
30 s)、延伸 (68 °C、20 s), 其中变性、退火和延伸需

重复30个循环。各基因的相对表达水平表示为Ct值 , 
并通过2–ΔΔCt方法进行分析。

1.2.12   蛋白质印迹分析      使用带有蛋白酶抑制

剂的RIPA裂解缓冲液提取细胞全蛋白 , 使用BCA试

剂盒测定蛋白质的量。等量的蛋白样品通过 SDS-
PAGE凝胶分离并转移至PVDF膜上 , 用5%脱脂奶粉

室温封闭2 h后, 用TBST洗涤, 加入一抗[Fn(1000 1׃)、
p-FAK(Tyr397)(1000 2׃)、β-actin(1000 2׃)、GAP-
DH(1000 2׃)] 4 °C孵育过夜, 次日用TBST洗涤, 然后

用二抗(1000 1׃)孵育1 h, 最后显影。

1.2.13   乳酸检测      取各组(Control组、PMA组和

PMA+ATRA组) Hep3B细胞的培养上清 , 按照L-乳
酸检测试剂盒 (货号: S0227S)说明书检测上清L-乳
酸水平: 稀释后每孔加入50 μL细胞上清, 每组设3个
复孔 , 加等体积反应工作液 ; 37 °C避光孵育30 min; 
酶标仪测定570 nm波长处的D值。

1.2.14   统计分析      采用GraphPad Prism 9.0软件进

行数据分析, 实验数据用平均值±标准误 (mean±SEM)
表示。两组间均数比较用t检验, 多组间均数比较采用

单因素方差分析(One-Way ANOVA), P<0.05表示差异

有统计学意义。

2   结果
2.1   NETs体外促进Hep3B细胞增殖

本课题组已利用 PMA成功诱导了 NETs的生

成 [9]。为了探究NETs对肝癌细胞增殖的影响 , 我们

采用CCK-8法检测了Hep3B细胞在NETs条件培养

基培养后的增殖能力。结果如图 1A所示 : 各组处

理的Hep3B细胞在48 h时细胞活力达到顶峰 , 我们

比较了各组Hep3B细胞培养48 h的D值。与Control
组相比 , PMA组细胞活力显著升高 [(2.04±0.05) vs 
(1.75±0.10), P<0.05], ATRA+PMA组细胞活力相

较于PMA组有所降低 [(1.75±0.10) vs (2.04±0.05), 
P<0.05]。结果表明 : NETs能够促进Hep3B的增殖 , 
而ATRA通过抑制NETs的生成, 能够减弱NETs对肝

癌细胞的促增殖作用。

为了进一步探究NETs对肝癌细胞周期的影响 , 
我们采用流式细胞术分析了Hep3B细胞与NETs共培

养后的细胞周期分布。结果如图1B所示 : 与Control
组相比 , PMA组Hep3B细胞处于S期的比例显著升高

[(37.8±0.2)% vs (29.6±0.1)%, P<0.000 1]; ATRA+PMA
组细胞处于S期的细胞比例相较于PMA组有所降低

[(35.4±0.1)% vs (37.8±0.2)%, P<0.01], 但仍高于对照

组, 提示ATRA能够部分抑制NETs对Hep3B细胞周期

的调控。流式细胞周期分析表明 , NETs诱导了肝癌

细胞的DNA含量分布向S期偏移, 提示细胞周期进程

加快, 细胞增殖活跃。

另外 , 我们通过软琼脂克隆形成实验进一步探

究了NETs对肝癌细胞克隆形成能力的影响。结果

显示 (图1C): 与Control组比 , PMA组Hep3B细胞形

成的克隆数显著增加 [(113±4) vs (64±9), P<0.001]。
ATRA+PMA组的克隆数相较于 PMA组显著减少

[(71±6) vs (113±4), P<0.001]。以上实验结果表明 , 
NETs能够显著增强Hep3B细胞的克隆形成能力。综

上所述, NETs促进了肝癌细胞的增殖。

2.2   NETs能够促进皮下肿瘤的增殖

为了进一步探究NETs在体内对肝癌细胞增殖

的影响, 我们建立了Hep1-6细胞皮下移植瘤模型, 并
在其体内利用LPS诱导了NETs形成 , 具体实验方法
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如图2A所示。通过测量小鼠体质量发现 , 各组小鼠

体质量基本稳定增加 , 无显著差异 (P>0.05)(图2B)。
处死小鼠后 , 取出瘤体测量其体积 , 结果如图2C和
图2D所示 , 在LPS诱导NETs生成后 , 与Control组相

比, LPS组小鼠的肿瘤体积显著增大[(218.3±0.5) mm³ 
vs (196.2±1.5) mm³, P<0.05], 表明NETs促进了肿瘤

生长。而ATRA+LPS组的肿瘤体积明显小于LPS组
[(212.8±1.0) mm³ vs (218.3±0.5) mm³, P<0.05], 提示

ATRA能够抑制NETs诱导的肿瘤生长。HE染色结

果显示 , LPS组小鼠肝脏中存在明显的炎性细胞浸

润 , 而ATRA组和ATRA+LPS组的炎症反应均有所减

轻, 尤其是ATRA+LPS组(图2E)。体内实验结果表明, 
NETs能够诱导肝脏炎症并促进肿瘤生长。

2.3   NETs驱动肝癌细胞代谢重编程并诱导肝癌

细胞损伤

肝癌细胞的糖代谢重编程是肝癌细胞适应恶

性生长环境的重要机制。鉴于NETs在调控肿瘤细

胞增殖中的重要作用 , 我们推测NETs可能也影响肝

癌细胞的糖代谢过程。因此 , 我们研究了NETs对肝

癌细胞Hep3B糖代谢的影响 , 并评估了其对肝损伤

的潜在影响。

首先 , 通过糖原染色 , 我们发现PMA组Hep3B
细胞的糖原含量是对照组的( 6 9 ± 1 5 ) % (图 3 A , 
P<0.01)。该结果说明 : NETs降低了肝癌细胞中的

糖原水平。接下来 , 我们通过qRT-PCR检测了糖代

谢相关基因(GPI、HK2、SLC2A1、SLC2A4)的表

达情况。GPI编码的是葡萄糖 -6-磷酸异构酶 , 主要

参与葡萄糖 -6-磷酸的糖异生过程 ; HK2编码了糖酵

解中的关键酶—己糖激酶 , 主要参与糖酵解的过

程 ; SLC2A1和SLC2A4分别编码葡萄糖转运蛋白1和
葡萄糖转运蛋白 4, 主要负责将葡萄糖从细胞外转

运到细胞内。结果如图3B所示 , 与Control组所比 , 

A: CCK-8检测NETs对Hep3B细胞增殖能力的影响。B: 流式细胞术检测NETs对Hep3B细胞细胞周期的影响。C: 软琼脂克隆形成实验检测NETs
对Hep3B细胞克隆形成能力的影响。n=3。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1。
A: CCK-8 assay was used to detect the effect of NETs on the proliferation ability of Hep3B cells. B: flow cytometry was used to detect the effect of 
NETs on the cell cycle of Hep3B cells. C: soft agar assay was used to detect the effect of NETs on the clonogenic ability of Hep3B cells. n=3. *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1.

图1   NETs体外对肝癌细胞增殖的作用

Fig.1   The effect of NETs on the proliferation of liver cancer cells in vitro
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PMA组SLC2A1的表达水平为对照组的 (3.57±0.49)
倍 (P<0.001); 同时 , PMA组 SCL2A1的表达水平是

PMA+ATRA组的 (3.04±0.23)倍 (P<0.001)。同样

地 , 与Control组相比 , PMA组 SLC2A4的表达水平

为对照组的 (2.17±0.03)倍 (P<0.001); 同时, PMA组

SCL2A4的表达水平是PMA+ATRA组的 (1.49±0.06)
倍(P<0.001)。与Control组相比 , PMA组GPI的表达

水平是Control组的(2.17±0.31)倍(P<0.001); 而PMA
组GPI的表达水平是ATRA+PMA组的 (9.46±0.91)倍
(P<0.001)。与Control组所比 , PMA组HK2的表达水

平是Control组的(3.49±0.38)倍(P<0.001); 而PMA组

HK2的表达水平是ATRA+PMA组的 (5.06±0.68)倍
(P<0.001)。这说明NETs形成后, 细胞更倾向于通过

糖酵解来产生ATP。
通过乳酸试剂盒检测Hep3B细胞上清中的乳

酸含量 (图 3C), 发现与Control组相比 , NETs(PMA

组 )提高了肝癌细胞中的乳酸水平 , 为Control组的

(1.16±0.03)倍 (P<0.001), 然而加入ATRA后 , 乳酸含

量显著下降 , 为Control组的 (96±0.1)%(P<0.05)。这

说明NETs促进了肝癌细胞的糖酵解过程。

为了进一步探讨NETs对肝功能的影响, 我们检

测了细胞培养上清液中ALT的水平。结果显示 , 在
Hep3B细胞中 , NETs(PMA组 )能够诱导肝细胞损伤 , 
表现为ALT水平升高 (P<0.000 1)。有趣的是 , 当细

胞受到CCl4刺激时 , PMA组细胞的ALT水平没有明

显变化,  这提示NETs与其他肝损伤因素的相互作用

机制较为复杂, 需要进一步深入研究(图3D)。
2.4   NETs促进Hep3B细胞中纤连蛋白(Fn)的表达

肝癌细胞中的Fn作为细胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)的关键组分 , 通过整合素受体介导细

胞的黏附和迁移 [10]。为探究 NETs是否通过改变

Hep3B中Fn的表达或分布影响肿瘤微环境 , 我们检

A: 小鼠皮下注射转移瘤模型的实验流程图。ih.: 皮下注射; ig.: 灌胃给药; ip.: 腹腔注射; qod: 2天1次; qd: 1天1次。B: NETs对小鼠体质量的影响, 
n=8。C: NETs对小鼠皮下肿瘤生长的影响, n=8。D: 处死小鼠后摘取肝脏和肿瘤, n=8。E: HE染色检测小鼠肝脏中的病理变化。 
A: experimental flow chart of subcutaneous injection of metastatic tumor model in mice. ih.: injectio hypodermic; ig.: intragastric; ip.: intraperitoneal; qod: 
once every 2 days; qd: once a day. B: effect of NETs on body mass of mice, n=8. C: effect of NETs on subcutaneous tumor growth in mice, n=8. D: livers 
and tumors were harvested after mice were sacrificed, n=8. E: HE staining was used to detect the pathological changes in mouse liver.

图2   NETs体内对皮下肿瘤和肝脏的作用

Fig.2   The effect of NETs on subcutaneous tumors and liver in vivo
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测了NETs对Hep3B中Fn表达的调控作用: 将NETs条
件培养基与Hep3B细胞共培养 , 并对Hep3B中Fn进
行免疫荧光染色。结果如图 4所示 : PMA组Hep3B
中Fn的荧光强度显著高于Control组 (1.12±0.02)倍
(P<0.001), 表明NETs促进了Hep3B中Fn的表达 ; 而
加入ATRA抑制NETs生成后 , Hep3B中Fn的表达水

平显著降低了10.44%(P<0.001), 说明ATRA能够抑

制NETs诱导的Hep3B中Fn表达水平增加。这些结果

表明 , NETs通过上调肝癌细胞中Fn的表达重塑细胞

外基质 , 进而促进肝癌细胞的增殖、迁移和侵袭等

恶性表型。

2.5   NETs激活了Hep3B细胞中的integrin β3/FAK
信号通路

通常说来 ,  ECM中的各种蛋白成分(如 Fn、
LAMC1)与肝癌细胞表面的整合素结合 , 激活FAK信

号通路 , 从而调控肝癌细胞的增殖、迁移等生物学行

为。因此 , 我们将NETs条件培养基与Hep3B细胞共培

养后通过Western blot检测了Hep3B细胞中Fn的受体

integrin β3、总FAK和p-FAK的表达水平。结果发现 , 
与Control组相比,  PMA组中integrin β3和p-FAK蛋白水

平明显升高 , 而FAK总蛋白水平无明显变化。而使用

ATRA抑制NETs后, 与PMA相比,  ATRA+PMA组中inte-
grin β3和p-FAK蛋白水平降低(图5)。这说明NETs激活

了Hep3B细胞中的integrin β3/FAK信号通路。

3   讨论
本研究揭示了NETs在肝癌细胞增殖及糖代谢

中的重要作用 , 并初步探讨了其作用机制。我们的

研究 (图6)表明NETs通过诱导肿瘤微环境中ECM的

重塑 , 促进肿瘤细胞的恶性进展。具体而言 , NETs
的产生伴随着肿瘤坏死因子 -α(tumour necrosis fac-
tor-alpha, TNF-α)水平的升高 , 这在我们前期的研究
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A: 糖原染色检测不同组别Hep3B细胞中的糖原含量。同时用ImageJ分析不同组别的灰度值。B: qRT-PCR检测NETs对糖代谢的影响。C: 乳酸

试剂盒检测Hep3B细胞上清中乳酸浓度。D: NETs对Hep3B细胞ALT水平的影响。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, nsP>0.05。
A: glycogen content in Hep3B cells was detected by glycogen staining. Meanwhile, ImageJ was used to analyze the gray values of different groups. B: 
qRT-PCR was used to detect the effect of NETs on glucose metabolism. C: lactic acid concentration in supernatant of Hep3B cells was detected by lac-
tic acid kit. D: effect of NETs on ALT levels in Hep3B cells. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1, nsP>0.05.

图3   NETs对Hep3B细胞糖代谢和肝功能的作用

Fig.3   Effects of NETs on glucose metabolism and liver function of Hep3B cells
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中已经证实。TNF-α作为一种重要的炎性因子 , 一
方面可以导致肝癌细胞的损伤 ; 另一方面能够刺激

ECM中Fn等基质蛋白的表达 , 而Fn作为一种重要的

细胞黏附分子 , Fn与整合素的结合会激活FAK信号

通路, 将细胞外信号转导到细胞内, 从而促进肿瘤细

胞的增殖和糖代谢的重编程。

多项研究显示 : NETs通过多种机制促进肝癌细

胞增殖。一方面 , NETs上的配体 , 如DNA、组蛋白

等, 可以直接激活肝癌细胞表面受体, 触发PI3K/Akt、
MAPK等信号通路 , 从而促进细胞增殖 [11-12]。另一方

面 , NETs诱发的炎症反应释放大量的炎症因子 , 如
TNF-α、IL-6等 , 进一步激活NF-κB、MAPK等信号

通路 [13-14], 放大促增殖信号。NETs形成的网状结构

可以为肝癌细胞提供物理支架 , 促进细胞的黏附、

迁移和增殖 [15]。此外 , NETs诱发的炎症反应可以招

募更多的免疫细胞 , 如肿瘤相关巨噬细胞 (tumour-
associated macrophages, TAMs)[16], 进一步促进肿瘤的

生长和转移。本研究提出了一种新的作用机制 , 即

NETs通过增加细胞外基质中Fn的表达水平 , 重塑细

胞外基质 [17]。而 integrin/FAK信号通路是细胞与细

胞外基质相互作用的重要信号转导通路 , 当细胞与

ECM中的配体结合时 , 整合素聚集成簇 , 激活FAK, 
进而激活一系列下游信号分子 , 引发复杂的细胞内

信号转导。Fn可以激活肝癌细胞上的整合素等信号

通路 , 促进肿瘤的增殖、迁移以及血管生成等 [18-19]。

因此 , 本研究从细胞外基质重塑的角度解释了NETs
促进肝癌细胞增殖的机制。

肿瘤细胞为了适应快速增殖的需要 , 会发生代

谢重编程 , 即从氧化磷酸化转向糖酵解 , 以满足能量

和生物合成物质的需求。这种现象被称为Warburg
效应。因此 , 糖酵解和代谢重编程的增强是肿瘤细

胞的特征。有研究显示NETs促进了肝星状细胞的

代谢重编程, 即NETs通过Toll样受体3/环氧合酶-2/环
氧合酶-2途径诱导HSC的代谢重编程, 在代谢功能障

碍相关的脂肪性肝炎的发展中起关键作用 [15]。此外, 
NETs通过不同的机制诱导肝癌细胞的代谢重编程。

A: NETs与肝癌细胞共培养后ECM相关蛋白变化情况。B: 通过ImageJ对不同组别的纤连蛋白荧光强度进行统计分析。***P<0.001。
A: changes of ECM-related proteins after NETs were co-cultured with hepatocellular carcinoma cells. B: statistical analysis of the fluorescence intensity 
of fibronection in different groups by ImageJ. ***P<0.001.

图4   NETs对ECM重塑的影响

Fig.4   Effects of NETs on ECM remodeling
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比如 : NETs诱导的炎症反应可能导致肝癌细胞代谢

发生重编程 [20-21], 以满足快速增殖的能量需求 , 从而

导致糖原水平的降低。再如 : NETs通过影响线粒体

功能 , 导致氧化磷酸化受损 [22], 进一步加剧糖原的消

耗。以上研究与本实验的结果是一致的。总之 , 我
们的研究表明 : NETs通过提高细胞外基质中Fn的表

图6   NETs促进Hep3B细胞增殖的机制图

Fig.6   Mechanistic diagram of NETs promoting tumor proliferation
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A: NETs对Hep3B细胞中FAK相关蛋白表达水平的影响。B: 通过ImageJ对不同组别Hep3B细胞中FAK相关蛋白的Western blot灰度值定量并进

行统计分析。***P<0.001, nsP>0.05。
A: effect of NETs on the expression levels of FAK-related proteins in Hep3B cells. B: statistical analysis of FAK-related protein  intensity in Hep3B 
cells from different groups by ImageJ. ***P<0.001, nsP>0.05.

图5   Western blot检测NETs对Hep3B细胞中FAK蛋白水平的影响

Fig.5   Western blot analysis of the effect of NETs on the protein levels of FAK in Hep3B cells
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达水平激活FAK通路, FAK的激活不仅促进了肝癌细

胞的增殖 , 还诱导了肝癌细胞发生代谢重编程 , 从而

促进了肿瘤的发生发展。

未来研究将致力于NETs对细胞外基质蛋白表

达的影响以及对细胞外基质物理性质(包括细胞外

基质蛋白的交联程度 , 以及细胞外基质的刚性、空

隙大小和水合程度)的影响。

本研究通过体外细胞实验和体内动物模型 , 系
统研究了NETs对肝癌细胞增殖、代谢重编程和肝

细胞损伤的影响。结果表明 : NETs不仅显著促进了

肝癌细胞的增殖, 还诱导了其代谢重编程, 表现为糖

原储存减少和糖酵解增强 ; 同时 , NETs导致了血清

ALT水平升高 , 提示肝细胞功能受损。同时 , NETs
通过上调细胞外基质中Fn的表达水平 , 重塑了肿瘤

微环境 , 为肝癌进展创造了有利条件。综上所述 , 
NETs在肝癌的发生发展中发挥多重调控作用 , 包括

促进肿瘤增殖、介导代谢重编程及改造微环境 , 因
此靶向NETs形成可能成为肝癌治疗的新策略。
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