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摘 要!%目的& 探讨
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对
'++(!$$!*

细胞脂质代谢的影响及可能机制' %方法& 肝癌细胞系
'++(!$$!*

细胞培养"分为
-

组
0

对照组(

(12!*"3..

处理组(

(12!*"3..

联合
(4564789 (

共同
处理组和

(12!*:3..

联合氯喹共同处理组
;

"通过
+<<

法和流式细胞术分别检测细胞增殖和凋亡
情况"透射电子显微镜观察细胞自噬体情况' 胆固醇

0(=;

和甘油三酯
0<1>;

检测试剂盒分别检测上
述

-

组
'++(!$$!*

细胞的
(=

和
<1>

水平' %结果&抑制
'()*

后
'++(!$$!*

细胞自噬体明显增
加"相应地减少了细胞活力"增加了细胞凋亡率#抑制

'()*

基础上抑制
1+?@

或自噬后上述细胞
的自噬体均明显减少"相应地增加了细胞活力"减少了细胞凋亡率'

(=

和
<1>

检测结果表明)抑
制

'()*

明显减少
'++(!$$!*

细胞
(=

和
<1>

水平" 与对照组相比" 差异均有统计学意义
0?A

:,:3;

# 抑制
'()*

基础上抑制
1+?@

或自噬后
'++(!$$!*

细胞
(=

和
<1>

水平均明显增加"与
'()*

抑制剂组比较"差异均有统计学意义
0?A:,:3;

' %结论&

'()*

可通过下调
1+?@

途径负性调
节自噬"增加

'++(!$$!*

细胞
(=

和
<1>

水平"抑制细胞凋亡"促进细胞生存"可能影响肝癌细胞
的形成及进展'
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肝细胞癌
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"

X((;

是最 常见的肝细胞原发性恶性肿瘤"占原发性肝癌的
b:c

"

是目前世界范围内癌症相关死亡的第三大原因%

*

&

'因

此"进一步理解
X((

的生长和进展机制对寻找
X((

的有效治疗方法至关重要'近期研究表明"脂肪合成

专
题
报
道
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代谢!特别是增加的脂肪从头合成代谢!在癌症发生

发展中起重要作用! 认为脂肪生成代谢通路可作为

癌症治疗的理想靶点 "

!

!

%

#

$ 硬脂酰辅酶
=

去饱和酶

>3?2,*(7-!/(= @23,?)*,32

!

A/BC

也称脂肪酰辅酶
= !!

D

去饱和酶!是脂肪酸从头合成的关键酶!其催化饱

和脂肪酸
>3,?)*,?2@ .,??7 ,51@

!

AE=F

转化生成单不饱

和脂肪酸
>G(+()+3,?)*,?2@ .,??7 ,51@

!

HIE=F

"

J

#

$ 研究

表明!

A/B9

在人类和啮齿动物肿瘤细胞生长和恶

性转化过程中扮演重要角色"

K

#

$ 我们的研究发现!抑

制
A/B9

诱导了
L2MN!

细胞凋亡和自噬!促进了细

胞死亡!是通过激活
=HOP

信号途径来实现的"

Q

#

!在

另一个肝癌细胞株
AHH/!$$!#

是否会得到类似的

结果! 是否
A/B#

的抑制通过影响脂肪代谢来抑制

肿瘤细胞的生长%本研究在
AHH/!$$!#

细胞中探讨

A/B#

对细胞脂质代谢的影响及可能的分子机制$

#

材料与方法

!"!

主要试剂与细胞

人类
L//

细胞株
RAHH/!$$!9F

细胞由重庆医科

大学生命科学研究院实验中心馈赠 $

SOHT9QJUV

BHWH>

高糖
F

培养基购自美国
L75-(+2

公司&胎牛血

清购自杭州四季青生物有限公司&甘油三酯
>XNF

和

胆固醇 '

/W

( 测定试剂盒购自购自北京普利莱
>=O!

OYZNW<F

基因技术有限公司& 全蛋白提取试剂盒)

HXX

细胞增殖试剂盒和
=++2[1+ :!ETX/VOT

细胞凋

亡试剂盒购自南京凯基生物有限公司&

/=Z!9UKQQ

'

A/B9

抑制剂(购自美国
/,7G,+

公司&

/(GM()+@ /

'

=HOP

抑制剂(购自德国
H2*5\

公司&氯喹'自噬抑

制剂(购自美国
A16G,

公司*

!"#

细胞培养与分组

用含
9U]

胎牛血清
BHWH

高糖培养基培养

AHH/!$$!9

细胞!并置于
%$"

含
K] /4

!

细胞培养

箱中进行孵育* 倒置显微镜下观察细胞生长情况!

每隔
9^!@

更换培养液* 待细胞生长状态达
&K]^

DU]

左右!用
U;!K]

胰蛋白酶消化细胞!根据实验要

求进行传代+冻存或处理细胞, 细胞分为
J

组'对照

组 )

/=Z!9UKQQ 9U"G(-VY

处 理 组 )

/=Z!9UKQQ

9U"G(-VY

联合
/(GM()+@ / 9U"G(-VY

共同处理组

和
/=Z!9UKQQ 9U"G(-VY

联合氯喹
9U"G(-VY

共同处

理组(,

!"$ HXX

法检测细胞活力

以
K#9U

%

VG-

的细胞浓度分别将
AHH/!$$!9

细

胞接种到
DQ

孔板上&细胞贴壁后!每孔更换
!UU"-

培养基! 根据实验需要处理
J

组细胞& 每孔加入

HXX>KG6VG-F!U"-

!继续培养
J0

&小心吸去培养基!每

孔加入
BHA4 9KU"-

! 置于摇床上低速震荡
9UG1+

!

充分溶解结晶物&在设定为
JDU+G

波长的酶标仪上

检测每孔的
4B

值!重复
%

次实验&计算各组的
4B

平均值以及细胞生长抑制率,

!"% =++2[1+ :!ETX/VOT

流式细胞术检测细胞凋亡率

用适量不含
WBX= U;!K]

胰酶消化
9^K#9U

K

VG-

的各组细胞! 分别装入离心管 ! 以
&UU*MG

离心

KG1+

!然后收集细胞!

O_A

洗
!

次&分别加入
KUU"-

的
_1+@1+6 _)..2*

到各离心管中悬浮细胞&在悬浮细

胞中加入
K"- =++2[1+ :!ETX/

和
K"- OT

! 室温下避

光染色
9KG1+

&将获取至少
9#9U

K 个以上细胞放置在

J&&+G

波长激发光的流式细胞仪上检测! 实验重复

%

次&用累积曲线分割方法计算各期细胞所占比例,

!"&

透射电子显微镜观察自噬小体

细胞培养量需达到
9U

Q 以上& 培养的细胞用

U;9]

胰酶消化细胞&收集细胞沉淀!用
O_A

悬浮细

胞! 当细胞液体量大于
9;KG-

时! 先将细胞液装入

9UG-

离心管!以
&UU*MG

离心
KG1+

!吸去上清液!保

留
9;KG-

细胞液体!再将细胞团块吹散&将
9;KG-

细

胞液装入
9;KG- WO

管中!

9!UU *MG

!离心
9U G1+

!弃

上清液&固定-沿管壁加入
!;K]

戊二醛固定液!切勿

破坏细胞团块!预固定
!0

!

O_A

洗
%

次!每次
9KG1+

&

9]

锇酸后固定
!0

!

O_A

洗
%

次!每次
9KG1+

&脱水-

分别浸入到
KU]

)

$U]

和
DU]

乙醇中各
9KG1+

!再浸

泡到
9$9 DU]

乙醇与
DU]

丙酮及
DU]

丙酮各
9KG1+

!

以上均在
J"

条件下操作! 最后在室温条件下浸泡

到
9UU]

丙酮共
%

次!每次
9KG1+

&包埋-分别以纯丙

酮与包埋液按
!$9

比例!室温
%^J0

&纯丙酮与包埋

液按
9$!

比例!室温过夜&纯包埋液
%$" !^%0

三步

包埋& 固化- 分别放入
%$"

)

JK"

和
QU"

烘箱内过

夜)

9!0

和
!J0

&切片-超薄切片机制备
KU+G

超薄切

片&染色-

%]

醋酸铀
!

枸橼酸铅电子双染色&观察-透

射电子显微镜观察自噬小体!照相,

!"'

细胞胆固醇
>/WF

和甘油三酯
>X=NF

测定

/W

和
X=N

按照试剂盒操作说明测定, 计算
/W

浓度-

/W

浓度'

"G(-V"6

(

%

"

>

样品
4B

值
!

空白
4B

值
FV

QKJ
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标准品
()

值
!

空白
()

值!

"*+#$

"

,

样品蛋白浓度#

计算
-./

浓度$

-./

浓度%

!012,!3

!

#

&

'

样品
()

值
!

空白
()

值
4,'

标准品
()

值
!

空白
()

值'

"!+!5

"

,

样

品蛋白浓度(计算得到的实验组
67

和
-./

绝对浓

度与对照组绝对浓度相比获得相对浓度比值)

!"#

统计学处理

统计学分析采用
8988 :$+;

统计软件) 采用均

数
$

标准差*

!$<

!表示计量资料+

=

检验用于两个样本

均数的比较, 采用率表示分类变量资料+

"

! 检验

或
>?<@AB%<

确切概率法用于两个样本率的比

较)

9C;+;*

为差异有统计学意义)

!

结 果

$"! 86)#

通过
.D9E

通路对
8DD6!$$!#

细

胞自噬的影响

通过电子显微镜观察发现+

6.F

处理的

8DD6!$$!:

细胞其自噬体明显增加+ 相反地+

6.F

和
610G1HIJ 6

或自噬抑制剂氯喹共同

处理的上述细胞其自噬体明显减少 %

>?3HBA

:

!)

$"$ 86):

通过
.D9E

依赖的自噬途径对

8DD6!$$!:

细胞增殖的影响

D--

分析结果提示$

6.F

处理的
8DD6!

$$!:

细胞其细胞增殖能力明显下降+差异有统

计学意义
'9C;+;*K

+而
6.F

和
610G1HIJ 6

共

同处理的上述细胞其细胞增殖能力均得到明

显的恢复+差异有统计学意义
'9C"+"*K

+

6.F

和

氯喹共同处理上述细胞也得到相似的结果+ 差异有

统计学意义
'9C"+"*K'>?3HBA !K

)

$"% 86):

通过
.D9E

依赖的自噬途径对
8DD6!

$$!:

细胞凋亡的影响

流式细胞术检测表明+ 对照组-

6.F

处理组-

6.F

和
610G1HIJ 6

共同处理组-

6.F

和氯喹共同

处理组的细胞凋亡率分别为.

$+LMN$"+L&N

-

!+&MN$

"+5%N

-

:!+MMN$"+*$N

和
:5+"*N$"+L:N

# 与对照组

相比/

6.F

处理组的
8DD6!$$!:

细胞其细胞凋亡

明显增加/差异有统计学意义
'9C"+"*K

(相反地/与

6.F

处理组相比/

6.F

和
610G1HIJ 6

或氯喹共同

处理的上述细胞其细胞凋亡被明显抑制/ 差异有统

计学意义
'9C"+"*K'>?3HBA %K

)

$"& 86):

通过
.D9E

依赖的自噬途径对
8DD6!

$$!:

细胞
67

和
-./

代谢的影响

实验发现!

6.F

处理的
8DD6!$$!:

细胞其
67

和
-./

水平明显减少/差异有统计学意义
'9C"+"*K

/

而
6.F

和
610G1HIJ 6

共同处理的上述细胞其
67

和
-./

水平均明显增加/差异有统计学意义
'9C"+"*K

/

6.F

和氯喹共同处理后也得到相似的结果/差异有

统计学意义
'9C"+"*K

%见
-OP2A :

/

>?3HBA L
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%

讨 论

肿瘤细胞为了增殖和生存! 通常激活多种脂质

生物合成反应而抑制分解代谢通路如
!!

氧化"

!

#

$ 功

能上相对的
=>?@AB4C

和
=DEF

通路共同控制脂类

代谢!细胞增殖%生存和致癌性转化"

$G99

#

$已经证明脂

肪酸从头合成的关键修饰酶
H/I9

正向调节
=>?@

AB4C

通路和负向调节
=DEF

通路 "

J

#

$ 研究表明!

=>?@AB4C

和
=DEF

信号通路是调节细胞自

噬的经典途径!两条信号通路对自噬的作用

相反&

=>?@AB4C

抑制或负性调节细胞自噬!

而
=DEF

诱导或正性调节细胞自噬"

9!G9K

#

$这

两条信号通路介导的自噬与一些肿瘤的发

生及进展相关! 调节相关信号通路抑制或诱

导细胞自噬可在抗肿瘤治疗中发挥重要作

用$ 有关上述两条信号通路调节的自噬在

L//

中的作用不一&

=>?@AB4C

途径抑制自

噬促进
L//

细胞增殖和生存 ! 下调
=>?@

AB4C

通路诱导细胞自噬 "

9$G9M

#

'

=DEF

途径

诱导自噬抑制
L//

细胞增殖与生存! 上调

=DEF

通路诱导细胞自噬"

9&

!

!"

!

!9

#

$ 然而!有研究

发现!自噬有利于
L//

细胞的生存!并不依

赖
=>?@AB4C

途径!抑制自噬减少了细胞活

力!诱导了细胞凋亡"

!!

#

$自噬在
L//

中的作

用可能具有两面性$ 自噬到底是促进
L//

的生存还是抑制
L//

的生存! 可能受多种

因素的影响!比如引起
L//

的原因!

L//

生

长的环境%状态%肿瘤大小!自噬发生的阶

段!抑制或诱导自噬的因素以及外在的其他

干预因素等! 在
L//

生长的不同阶段自噬

的作用可能也不尽相同$这些问题有必要深

入探讨$

在我们研究中! 发现
H/I9

与自噬在

L//

中可能存在负相关性! 细胞实验证实

了
H/I9

的确参与了
L//

细胞自噬的负性

调节! 抑制
H/I9

可诱导
L//

细胞
=DEF

途径的激活!同时可诱导细胞自噬!抑制细

胞生长! 药物性抑制
=DEF

途径相应地细

胞自噬活性下降!减少细胞凋亡$提示
H/I9

负性调节
L//

细胞自噬诱导细胞部分凋亡

是通过失活
=DEF

信号途径来实现的"

K

#

$

抑制
H/I9

可通过
=DEF

诱导的自噬

途径导致细胞死亡的原因仍不清楚$已有研

究表明!抑制
H/I9

通过磷酸化激活
=DEF

通路减少脂肪合成和
@

或增加脂肪酸氧化"

!%

#
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是否抑制
'()*

可通过
+,-.

诱导的自噬途径影响

脂质代谢导致细胞死亡!本实验证实了这一问题"本

研究发现
/((

细胞株#

',,(!$$!*

$中
0+1

和
(2

水平明显增加 % 抑制脂肪酸从头合成的关键酶

'()*

& 导致
',,(!$$!*

细胞中
0+1

和
(2

水平明

显减少%进一步实验发现&

+,-.

信号通路介导的自

噬参与了抑制
'()*

导致
0+1

和
(2

的代谢异常%

由此推测&

'()*

促进
/((

的形成和进展是通过下

调
+,-.

信号通路抑制细胞自噬来影响脂肪代谢&

从而促进细胞生长和抑制细胞凋亡%

在
/((

细胞中&

'()*

受上游两个转录因子的

调 节 & 即
345!

和
'526-!*

% 激 活
345!

上 调

'526-!*

的表达&增加
'()*

蛋白表达水平'相反&抑

制
345!

减少
'526-!*

和
'()*

蛋白表达水平 (

!7

)

%

是否该转录因子是
'()*

途径通过
+,-.

依赖的自

噬来控制肿瘤细胞脂肪代谢的分子连接& 有待继续

探讨%
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