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摘 要!$目的% 研究自噬相关基因
=>?@

对神经母细胞瘤增殖和化疗耐药性的影响"初步探
索其分子机制"为神经母细胞瘤临床治疗提供新的线索和理论依据& $方法% 在神经母细胞
瘤细胞系

BC!BDAD

和
BE!<!FG!

中"慢病毒转染敲减
=>?@

基因"采用
H>>

染色检测
=>?@

对细胞增殖能力的影响" 同时通过
I23J2*+ K-(JJ1+6

方法检测细胞内自噬标志性蛋白
L/M

表
达量来反映细胞内自噬水平' 通过检测

F5-!!

(

F,N

(

/,3O,32!M

等凋亡相关蛋白研究
=>?@

对
细胞凋亡的影响&

BC!BDAD

细胞经阿霉素处理后"采用实时无标记细胞分析仪连续监测细胞
增殖情况"探讨

=>?@

在神经母细胞瘤耐药中作用& $结果% 敲减
=>?@

基因能显著抑制细胞
内自噬水平"而且

=>?@

敲减后细胞在第
%

(

AP

的增殖倍数分别为
M;QA"Q;QA

和
M;R!"Q;Q$

"低
于对照组的

M;%Q"Q;QA

和
%;MA"Q;9M

)

STQ;QQ9!

"

STQ;QQ$A

*'与对照组相比"

=>?@

敲减组其凋
亡抑制蛋白

F5-!!

表达明显降低"促凋亡蛋白
F,N

和
/,3O,32!M

表达显著升高)

SUQ;QA

*& 经阿
霉素处理后"

=>?@

敲减组细胞增殖率明显低于对照组)

SUQ;QA

*& $结论% 由于
=>?@

基因介
导细胞自噬过程"

=>?@

基因在神经母细胞瘤中可能通过自噬作用促进肿瘤细胞异常增殖"

抑制细胞凋亡"进而增强细胞耐药性&
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'()*+,-./0+1.

"

23

#是儿童最常

见的神经外胚层实体肿瘤" 约占所有儿童恶性肿瘤

死亡率的
456

$

4

%

&

23

即使经过手术和化疗等多元治

疗"患儿存活率仍然低于
5"6

$

!

"

7

%

& 近年来研究发现

89:2

'

;<=

'

<>84

'

3;?@4

'

AB?A

和
C;:B4

等 基

因改变与
23

密切相关" 为
23

临床预后评价及机

制研究提供重要线索" 但是
23

的发病机制仍不清

楚$

%DE

%

& 目前有研究表明"细胞自噬在
23

异常增殖

和耐药中发挥重要作用$

4F

"

44

%

&

自噬!

.)0+GH.IJ

(是细胞内蛋白质'细胞器和细

胞质成分通过溶酶体降解和回收以维持细胞正常代

谢的动态过程" 此过程受一系列自噬相关基因)

.)!

0+GH.IJ *(-.0(K I('(/

"

;AL/

(调控& 自噬也参与肿瘤

发生发展过程 $

4!

"

47

%

"研究表明促自噬体形成的关键

基因
;ALM

与多种肿瘤的异常增殖及耐药性关系密

切"包括肺癌'结直肠癌'前列腺癌等$

4%D4E

%

& 由于肿瘤

细胞无限增殖和耐药性是影响术后以及化疗效果的

重要原因之一" 而目前
;ALM

在
23

发生发展中的

作用仍然不清楚"因此"深入研究
;ALM

对
23

增殖

和耐药性的影响" 可为
23

的化疗策略及预后评价

提供理论依据和线索& 本研究旨在神经母细胞瘤细

胞系
NC!N959

和
N=!2!3B!

中敲减
;ALM

" 检测

;ALM

基因对细胞增殖能力和耐药性的影响" 并探

讨其相关机制"揭示
;ALM

及其介导的自噬作为
23

肿瘤治疗潜在靶点的可能性&

#

材料与方法

!"!

试剂与材料

人神经母细胞瘤细胞系
NC!N959

及
N=!2!3B!

购自上海中科院细胞库 *

;ALM

慢病毒
<O!;ALM!

?2;P

'阴性对照慢病毒由上海吉凯基因化学技术有

限公司构建&

@8B8

细胞培养基'

?(.-!0P1( Q:?

试

剂盒购自美国
AH(*1+RP/H(* NSP('0PTPS

公司* 胎牛血

清购自上海康宁公司*四甲基偶氮唑盐
U 8AAV

'二

甲基亚砜
W @8N>V

'阿霉素)

;K*P.1JSP'

(购自美国

NPI1.

公司* 细胞增殖芯片购自杭州艾森生物*一

抗'二抗均购自美国
:NA

公司&

!"#

方 法

4X!X#

人神经母细胞瘤细胞培养及慢病毒转染

取对数生长期的
NC!N959

及
N=!2!3B!

细胞

以
5"#Y

% 个
Z1-

分别重悬于含有
4Y6

胎牛血清的

@8B8

细胞培养基中"接种于
&

孔细胞板"放入
56

:>

!

细胞培养箱中
7M#

恒温培养& 待细胞贴壁生长

融合度达到
$Y6DEY6

时"将
;ALM

敲减慢病毒及阴

性对照慢病毒分别加入培养基中& 继续培养
$H

"随

后更换常规培养液继续培养
M!H

& 用倒置荧光显微

镜观察细胞转染情况&

4X!X!

慢病毒转染效率检测

在倒置荧光显微镜下" 观察慢病毒转染的各组

细胞状态及绿色荧光表达情况" 保证每组细胞转染

效率在
MY6

以上& 采用
@P*(S0![+-

A8 试剂盒提取各组

细胞总
?2;

"

?(\(*0;PK

A8 试剂盒将总
?2;

逆转录

为
S@2;

"最终采用
?(.-!0P1( Q:?

方法检测慢病毒

转染后细胞内
;ALM

基因
1?2;

表达情况"并使用

!

]!!:0 方法计算基因的相对表达量&

;ALM

基因和内

参基因
L;Q@C

的引物设计如下+)

4

(

;ALM

基因+上

游引物
5$!AL:A;A::AL:::A:ALA:AA!7$

" 下游引

物
5$ !AL::A::AAA:ALLAA:AAAA!7$

* )

!

(

L;Q@C

基因 + 上 游 引 物
5$ !:L;LA:;;:LL;AAALLAL!

LA;A!7$

" 下游引物
5$!;L::AA:A::;ALLAL;;!

L;:!7$

&

4X!X7 8AA

方法检测细胞增殖

NC!N959

及
N=!2!3B!

细胞经慢病毒转染后"

以
5%4"

7 个
Z

孔细胞密度接种于
E&

孔板中" 分别培

养
4

'

!

'

7

'

%

'

5K

"然后每孔加入
!""- 8AA

溶液)

51IZ

1-

(染色& 继续在
7M&

培养箱中培养
%H

后"将培养

液吸净"每孔加入
45""- @8N>

"

7M&

震荡
4"1P'

& 应

用多功能酶标仪
W

德国
38L

公司
V

测定各孔
%E!'1

处吸光度值"计算细胞增殖倍数&每次每组设置
&

个

重复孔"并进行
7

次重复实验&

4X!X%

实时监测阿霉素作用下细胞增殖

首先评估阿霉素对
NC!N959

细胞杀伤能力"筛

选适宜浓度探讨
;ALM

在肿瘤耐药中作用& 将细胞

以
%%4"

7 个
Z

孔的密度接种于
B!G-.0(

板"

!%H

后对细

胞进行 不同浓度 阿霉素处理 )

"

"

4!X5

"

!5X"

"

5"X"

"

4""X"'8

("使用
^:B<<PI('S( ?A:; @Q

多功能实时

无标记细胞分析仪连续监测
%$H

" 统计分析筛选

!5'8

为后续实验浓度&为探讨
;ALM

在肿瘤耐药中

的作用"细胞经慢病毒转染后接种于
B!G-.0(

板"

!%H

后加入阿霉素处理"实时监测细胞的增殖能力
%$H

"

每次每组设置
%

个重复孔"并进行
7

次重复实验&

5&7
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检测细胞凋亡情况

慢病毒转染
AB!AC=C

细胞
%$0

后!收集各组细

胞!

DEA

洗涤
!

次后提取细胞总蛋白! 采用
E/F

法

测定蛋白浓度" 配制
9!G

和
9=G AHA!DFIJ

后!每

组上样
!"!6

进行蛋白电泳并转移到
D:HK

膜上!

进而在
=G

脱脂牛奶中封闭
90

" 然后分别孵育
L/M

#

E5-!!

#

E,N

#

/,3O,32!M

#

IFDHB

抗体 $

9 "9P""

%

%#

过

夜!

QEAQ

洗涤
M

次后!二抗$

9"!"""

%孵育
90

!采用

J/L

发光液显影! 凝胶成像系统曝光 $

E1(!R,@

%成

像!使用系统自带软件分析目的条带吸光度!并用内

参
IFDHB

条带进行校正"

!"#

统计学处理

应用
ADAA9&;"

统计学软件分析!使用
?

检验比

较不同组间差异!

DS";"=

为差异有统计学意义"

!

结 果

$"!

慢病毒有效敲减细胞内
FQIT

基因表达

在荧光显微镜下观察细胞形态和荧光情况!发

现
AB!AC=C

细胞转染慢病毒后!对照组及
FQIT

敲

减组细胞形态正常!且
$"G

以上细胞出现绿色荧光!说

明
AB!AC=C

细胞成功进行慢病毒转染$

K16)*2 9F

%"

同时!采用
R2,-!?1U2 D/R

分别检测对照组和
FQIT

敲减组
FQIT

基因
UR<F

的表达情况!发现与对照

组相比!

FQIT

敲减组中
FQIT

基因表达明显降低!

差异有统计学意义$

?V9!;=P

!

DVP;PPP!

!

K16)*2 9E

%"证

明
FQIT

慢病毒有效敲减细胞内
FQIT

基因表达"

$"$

敲减
FQIT

基因对细胞增殖的影响

为进一步研究
FQIT

基因对细胞增殖的影响!

我们采用
WQQ

方法绘制细胞生长曲线!检测细胞增

殖情况" 研究发现!在
AB!AC=C

细胞中!

FQIT

敲减

组细胞在第
%

#

=X

时增殖倍数分别为
M;P=

和
M;Y!

!

显著低于对照组增殖倍数的
M;%P

和
%;M=

$

?V$;9Y

!

DV

P;PP9!

&

?V%;$M

!

DVP;PP$=

%&另外!在
AZ!<!EJ!

细胞

系中也出现类似结果!且存在统计学差异$

?V!=;PY

!

DVP;PPP9

&

?V9=;$=

!

DVP;PPP9

%$

K16)*2 9 /

!

H

%"

$"#

敲减
FQIT

基因对细胞自噬的影响

由于
FQIT

是细胞自噬启动的关键基因! 利用

>23?2*+ @-(?

检测自噬标志性蛋白
L/M!"[#

比值的

变化以评价自噬的形成! 探讨
FQIT

介导的自噬在

细胞增殖中的作用" 结果显示! 敲减
FQIT

基因后

AB!AC=C

细胞内
L/M!#

蛋白水平升高$

K16)*2 !F

%!

说明自噬水平降低!

L/M!#

型向
L/M!"

型转化受

阻!且
L/M!"[#

比值在
FQIT

敲减组和对照组之间
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差异有统计学意义!

'($)!*

"

+(")"",!

#!

-./012 !3

$%

'=>

敲减
4567

基因降低
89!8:;:

细胞耐药性

阿霉素对
89!8:;:

的细胞杀伤能力随时间延

长和浓度升高而增强" 呈现时间和剂量依赖趋势

!

-./012 <4

$" 由于
!;=>

阿霉素浓度较低但是对细

胞杀伤效果明显" 因此选用
!;=>

阿霉素分别处理

对照组和
4567

敲减组细胞" 探讨
4567

基因在肿

瘤耐药中的作用% 研究结果显示" 阿霉素处理后

4567

敲减组细胞相比对照组细胞增殖率明显降低

!

'(!)<&

"

+(?)"<&<

$!

-./012 <3

$" 说明敲减
4567

可

增加神经母细胞瘤细胞对阿霉素敏感性"即
4567

基

因对神经母细胞瘤耐药性起重要作用"提示
4567

介

导的自噬可能参与神经母细胞瘤的耐药性%

?=@

敲减
(AB+

基因促进
CD!CE@E

细胞凋亡

细胞凋亡和细胞增殖密切相关" 通过
@2A'21=

BCD''.=/

方法检测细胞内凋亡相关蛋白表达情况"探

讨敲减
4567

基因是否会影响细胞凋亡%研究发现"

与对照组相比" 在
4567

敲减组中凋亡抑制蛋白

3EC!!

表达明显降低!

'(*);<

"

+(")""",

$"而促凋亡蛋

白
3FG

!

'(*)H%

"

+(")"""$

$和
IFAJFA2!<

表达显著升高

!

'(*)"%

"

+(")"""$

&

'(%)<*

"

+(")",,$

$'

-./!

012 %

$% 由于
3EC!!

(

3FG

和
IFAJFA2!<

是细

胞凋亡的重要调控因子"在本研究中敲减

4567

基因后激活了促凋亡蛋白而降低抑

凋亡蛋白表达"说明在神经母细胞瘤细胞

中
4567

基因可能通过细胞自噬发挥凋

亡抑制作用)

<

讨 论

神经母细胞瘤'

K3

#是儿童最常见的

神经外胚层实体肿瘤"虽然遗传学和分子

生物学研究发现
>:IK

异常扩增 (

4LM

和
45NO

突变以及
5PN5

重排等基因改

变与
K3

相关 *

%Q*

+

"但是
K3

的发病机制仍

然不清楚) 自噬是细胞通过单层或多层膜

结构包裹细胞内容物形成自噬体"进而与

溶酶体融合"实现其内容物降解和物质循

环利用的过程) 当自噬功能紊乱时会引起

机体严重的病理反应" 如神经退行性疾
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病!心肌病以及癌症"

#!

#

!=

$

% 自噬与肿瘤之间关系密切

而且复杂&同时'自噬也拥有抑制肿瘤和促进肿瘤生

长的双重作用&在肿瘤细胞中'自噬既可以促进肿瘤

细胞死亡'减缓肿瘤恶化速度'又可以促进肿瘤细胞

异常增殖"

!9

$

& 在自噬过程中'

>?@A

能同时调控泛素

样蛋白
>?@#!

和
>?@$

结合系统'是自噬泡形成和

自噬启动的关键基因&

B01C1D)

等 "

!!

$ 研究发现'在

>?@A!E!

小鼠的肝细胞中自噬泡形成受阻"

!!

$

(而且阻

断小鼠
FG!G

细胞中
>?@A

表达'可显著降低自噬性

细胞凋亡的发生"

!H

$

% 然而'

>?@A

及其介导的自噬在

<I

发生发展中的作用仍然不清楚% 在本研究中'敲

减
>?@A

基因能够抑制
F/H!!

型向
F/H!"

型的转

换'进一步验证了
>?@A

对自噬体形成的调控作用'

提示在
BJ!BKLK

细胞内
>?@A

可以明显介导自噬

的发生% 敲减
>?@A

可以抑制神经母细胞瘤增殖促

进细胞凋亡'降低细胞的耐药性'提示
>?@A

介导的

自噬可能参与
<I

肿瘤增殖和耐药性调控%

>?@A

与肺癌)结直肠癌)前列腺癌等多种肿瘤

的异常增殖关系密切 "

#%M#G

$

& 在小鼠模型中' 敲除

>?@A

基因能显著降低肿瘤细胞成瘤能力' 促使肺

癌细胞向良性肿瘤转化 "

!%

$

(

>?@A

缺失可完全抑制

小鼠肠上皮细胞肿瘤的发生和发展' 促进机体抗肿

瘤免疫反应"

!L

$

& 与上述研究结果一致'我们也发现'

在神经母细胞瘤
BJ!BKLK

和
BN!<!IO!

细胞系中敲

减
>?@A

基因'神经母细胞

瘤细胞增殖明显降低&由于

>?@A

是启动细胞自噬过

程的重要基因'本研究结果

说明
>?@A

介导的自噬可

能在维持神经母细胞瘤增

殖过程中起重要作用&由于

细胞凋亡与细胞增殖相关'

而细胞自噬和凋亡之间的

关系十分复杂'并且在分子

层面存在串话 *

5*(33P,-Q

+%

研究表明'自噬相关蛋白能

够直接激活
/,3R,32

依赖

的细胞凋亡"

!&

$

'同时也可以

通过分解细胞内老化的蛋

白和细胞器为肿瘤细胞提

供能量和营养'从而抑制细胞凋亡"

!H

'

!A

$

% 并且当细胞

S<>

损伤时'自噬可以保持基因组的完整性'如果

自噬缺乏'大量损伤
S<>

会激活细胞凋亡应答% 在

长期代谢处理
>?@A

缺失的小鼠后'会导致小鼠体内

S<>

损伤的增加'从而促进
RLH

诱导的细胞凋亡"

!$

$

%

同时'肿瘤细胞中自噬水平明显升高'可能是细胞对

自身消化活动调节异常敏感' 从而应对不同细胞外

信号逃避细胞凋亡"

!G

$

%这些研究表明'细胞自噬不仅

能维持细胞稳态' 也能保护细胞免于胞内应激引起

的细胞凋亡'提示细胞自噬能够促进细胞的存活'维

持细胞增殖能力% 我们在
BJ!BKLK

细胞中研究发

现'敲减
>?@A

显著降低凋亡抑制蛋白
I5-!!

表达水

平'升高促凋亡蛋白
I,T

和
/,3R,32!H

的表达'证明

>?@A

介导的自噬不仅可以促进细胞增殖' 而且能

抑制
<I

肿瘤细胞凋亡%

近年来' 大量研究表明
>?@A

介导的细胞自噬

不仅与肿瘤异常增殖有关还能促进肿瘤耐药性的形

成%在肝肿瘤细胞中
>?@A

上调可促进自噬'从而降

低其对索拉非尼等化疗药物的抗药性"

H"

$

% 而抑制乳

腺)前列腺或者结肠癌细胞自噬'其对放疗的敏感性

明显增强"

H9

'

H!

$

% 在本研究中'敲减
>?@A

基因'肿瘤

细胞对阿霉素的敏感性显著增强' 说明在
<I

中

>?@A

介导的细胞自噬同样能够增强肿瘤细胞对化
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疗药物的耐药性! 课题组后续将深入研究
'()*

影

响
+,

肿瘤细胞耐药性的分子机制"

本研究发现敲减
'()*

基因抑制神经母细胞瘤

增殖并且促进细胞凋亡!同时降低细胞的耐药性!由

于
'()*

对自噬启动至关重要! 提示在肿瘤细胞中

'()*

可能通过介导细胞自噬促进细胞的异常增

殖# 抑制细胞发生凋亡并且降低细胞对化疗药物的

敏感性" 因此! 本研究揭示了
'()*

在
+,

肿瘤增

殖#凋亡和耐药中的作用!可为临床神经母细胞瘤的

治疗提供新的数据支持和理论依据"
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