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'对人肝癌
&'()!

细胞的增殖抑制作用及诱
导凋亡效应"并从自噬角度探讨其机制( %方法& 不同浓度

1'2

及联合自噬抑制剂
-!9:

处理
&'()!

细胞(

;;<!=

法检测各组的细胞存活率#流式细胞术检测细胞凋亡#

9>;

染色后荧光显微
镜下观察自噬形态#

1?@A;1

和
B'26'4C D876

检测
E'F8GC*

)

EF8!! H1I:

及蛋白表达(%结果&
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可以显著降低
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细胞的存活率和诱导凋亡(

1'2

诱导
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细胞发生自噬"

E'F8GC*

表
达显著上调"

EF8!!

表达显著下调#联合
-!9:

抑制自噬后"减弱了
1'2

对
&'()!

细胞增殖抑
制和诱导凋亡作用( %结论&

1'2

可通过诱导
&'()!

细胞自噬发挥抑制增殖和促凋亡作用"

其机制可能与作用于
E'F8GC*JEF8!!

复合体有关(
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原发性肝癌*

A4GH54b F54FGC7H5 7S 8G3'4

"

AV;

'发

病率和死亡率较高"统计资料显示
!L#%

年我国肝癌

新发和死亡病例分别高达
,.`.

万例和
,!`!

万例"约

占全球肝癌新发和死亡病例的
%Lf

%

#

"

!

&

(对于肝癌的

治疗"手术切除是最根本的方法"但大多数肝癌患者

诊断时已属于肿瘤晚期"已不适合包括手术)移植和

射频消融等在内的潜在治疗方案%

-

&

( 化疗作为一种

全身治疗"主要应用于肝动脉栓塞治疗"是肝癌治疗

的重要手段之一( 但目前化疗药物的总体有效水平

较低" 传统细胞毒性药物单药治疗有效率不高于

!Lf

"且存在激活
&Eg

复制)损害肝功能等毒副反

应( 因此" 积极探索更多有效的抗肿瘤药物十分必

要(

白藜芦醇*
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'作为一种天然多酚
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类化合物!被证实是沉默信息调节因子
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-')=+<0'* )15(,+<') #
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>?@A8

# 激动剂! 而其是一种

;BCD

依赖的去乙酰化酶! 可通过去乙酰化调控自

噬相关基因 "

+(<'E/+56 )1,+<1F 51*1

!

B<5

$ 中
B<5%

%

B<5G

%

B<5H

等诱导细胞自噬&

I

'

( 近年研究发现!自噬

与肝癌的发生发展密切相关! 自噬相关基因
J1!

4,0*8

%

K.L

%

EM%

等可作为肝癌患者生存预后的评估

因子&

%

'

)

@12

是否可以通过调控自噬水平影响肝癌细

胞增殖和凋亡值得进一步探究) 因此! 本实验研究

@12

对人肝癌
N1EO!

细胞增殖和凋亡的影响!并从

自噬角度来初步探讨其可能作用机制)

8

材料与方法

!"!

材 料

人肝癌
N1EO!

细胞系来源
BA..

! 由武汉华联

科生物技术有限公司实验室保种并提供*

@12

购自

成都曼斯特科技有限公司*

L!PB

购自美国
205=+

公

司*

..Q!H

+

B**1R0*9!S?A.TU?

凋亡检测试剂盒%细胞

自噬染色试剂盒购自
J0'2V+=E

公司*

>WJ@ O)11*

U.@

试剂盒购自
QBUB J0'262<1=2

公司 *

J14,0*8

%

J4,!!

抗体购自
E)'<10*<14/

公司)

!"#

方 法

8:!:8

细胞培养

N1EO!

细胞系常规培养于含
8XY

胎牛血清的

@UP? #MIX

培养基中! 在
LG"

%

%Y .3

!

饱和湿度的

培养箱中培养)

#:!:! ..Q!H

法检测细胞增殖

选取对数生长期的
N1EO!

细胞!以
###X

I

T

孔接

种于
$M

孔板中) 分为对照组%

@12

药物组%

L!PBD

@12

药物组! 每组设
L

个复孔! 每孔加入
#HX!,

药

物!对照组加入等量培养液!

@12

药物组加入相应浓

度 "

#X

%

!X

%

IX

%

HX!=',TK

$的
@12

!

L!PBD@12

药物组

预先用
% ==',TK L!PB

孵育
N1EO!

细胞
L/

!再分别

加入相应浓度"

#X

%

!X

%

IX

%

HX!=',TK

$的
@12

)

IH/

后

向每孔加入
#X!, ..Q!H

检测液!轻轻摇匀!孵育
I/

后!用酶标仪"波长
I%X *=

$检测每孔吸光度"

3C

$

值!并计算细胞存活率) 细胞存活率
Z

实验组
3C

值
T

对照组
3C

值
##XXY

)

#:!:L

流式细胞仪检测细胞凋亡

细胞处理同前!对照组加入等量培养液!

@12

药

物组分别加入终浓度为
!X

%

IX

%

HX!=',TK

的
@12

培

养液! 另设
L!PB

组 "

% ==',TK L!PB

孵育
L/

$%

L!

PBD@12

药物组"预先用
% ==',TK L!PB

孵育
L/

!再

加入
IX!=',TK @12

$!共
M

组!每组设
L

个复孔!

!I/

换液!并补充药物)

IH/

后用胰蛋白酶消化细胞!终

止消化后收集细胞!转移至
%=, [U

管中!

#XXX5

!

I"

离心
%=0*

!弃上清!加
UJ>

重悬!用预冷
UJ>

洗涤

细胞
!

次) 加入
@;B

酶%碘化丙啶"

U?

$和膜联蛋白

9

"

B**1R0*9

$!

I"

避光条件下静置
LX=0*

!置于流式

细胞仪进行检测!使用
.\U

分析软件进行分析) 右

下象限"

JI

$为早期凋亡细胞!右上象限"

J!

$为中晚

期凋亡细胞!总的细胞凋亡率
Z

"

JIDJ!

$

##XXY

) 实

验重复
L

次)

#:!:I PC.

染色检测自噬小体

将细胞分为
I

组,对照组!

L!PB

组
]

只加终浓度

为
%==',TK

的
L!PB^

!

@12

组
]

只加终浓度为
IX!=',TK

的
@12

$!

L!PBD@12

组
]

预先用
%==',TK L!PB

孵育

L/

!再加入
IX!=',TK @12^

) 按分组依次加入干预药

物!培养
IH/

后!弃培养液!加入
8X!, PC.

染液!在

LG"

孵育
LX=0*

染色标记自噬泡! 然后用
8#_+2/

`(--1)

漂洗细胞
!

次! 立即用荧光显微镜检测并照

相) 实验重复
L

次)

8:!:% @AaU.@

检测
@12

对
N1EO!

细胞中
J14,0*8

!

J4,!! =@;B

表达的影响

实验分组及细胞处理方法同
8:!:L

!参照试剂盒

说明书进行!

A)0b',

提取细胞总
@;B

) 采用逆转录酶

试剂盒逆转录
4C;B

!随后进行
U.@

) 总反应体系为

!X!,

! 扩增条件为 ,

$%"

!

L=0*

*

$%"

!

%2

*

%M"

!

8X2

*

G!"

!

!%2

*

L$

个 循 环 *

M%"

!

%2

*

$%"

!

%X2

) 使 用

OBUCN

作为实验内参)引物由南京金斯瑞生物科技

有限公司合成!引物序列如下!

J14,0*8

,

%$! .OAOOBB!

AOOBBAOBOB!L$

-正向 $!

%$ !.OABBOOBB.BBOA!

.OO!L$

"反向 $*

J4,!!

,

%$ !BOAA.OOAOOOOA.BA!L$

" 正 向 $!

%$ !.BO..BOOBOBBBA.BB!L$

" 反 向 $*

OBUCN

,

%$ !..B.A..A..B..AAAO!L$

"正 向 $!

%$ !

.B..B...AOAAO.AOA!L$

"反向$)采用
!!CC.A

法

表示
J14,0*8

%

J4,!! =@;B

相对表达水平) 实验重复

L

次)

8:!:M _12<1)* `,'<

检测
@12

对
N1EO!

细胞中
J1!

4,0*8

!

J4,!!

蛋白表达的影响

实验分组及细胞处理方法同
8:!:L

!

IH/

后加入

8!H
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!>!A(.B7 C3+ @<$!!><=@ %<%=!><?=

-

#><@$!#<!@

-

@>!A(.B7 C3+ ##<=#!!<;#

-

?<!>!#<D@

-

#=<$#!><%>

-

D>!A(.B7 C3+ #@<=%!!<=?

-

#!<>@!#<D#

-

!?<=$!#<!?

-

@>!A(.B7 C3+E;"FG %<$=!><$@

H

!<$?!#<;=

H

D<$;!><%>

-IH

;"FG !<?$!"<?"

H

J<D>!><?D

H

@<%>!><!=

H

细胞裂解液!冰上裂解
;>A1:

!于
@#

!

J! >>>K

离心

J>A1:

!取上清液" 蛋白定量后分别取
J>!K

蛋白加

入上样缓冲液!

$%$

变性
J>A1:

"

J!5

聚丙烯酰胺
"

LML

凝胶电泳后! 电转移至硝酸纤维素膜上!

%5

脱

脂奶粉封闭后依次加入一抗和二抗! 室温孵育
JN

!

OPL8

洗涤
;

次!每次
%A1:

" 然后将膜置于全自动化

学发光分析仪中检测! 通过
8GQRQ &SL

软件读取

相关条带灰度值" 以上述目的蛋白电泳条带灰度值

与内参照
&GOMT

条带灰度值的比值作为各蛋白的

相对表达水平" 实验重复
;

次"

!"#

统计学处理

所有数据用
LOLL !#<>

软件进行统计分析!数

据均用
!%+

表示!采用
0

检验和单因素方差分析!组

间两两比较用
7LM

法!

OU><>%

为差异有统计学意义"

!

结 果

$"! C3+

对
T3*&!

细胞增殖的抑制作用

99V"D

细胞增殖实验结果显示#

W1K)'3 JG

$!

J"

%

!"

%

@"

%

D"!A(.B7 C3+

分别作用
T3*&!

细

胞
@DN

后! 细胞增殖均受到不同程度地抑

制!存活率分别为
="5

%

%D5

%

@D5

%

;?5

!与

对照组比较差异均有统计学意义 &

WX

;!""<%@

!

OU"<"%

$' 联合自噬抑制剂
;"FG

预孵育
;N

后!

T3*&!

细胞的存活率分别为

=!5

%

="5

%

?%5

%

?J5

! 与对照组比较差异

均 有 统 计 学 意 义 &

W X@==<%!

!

O U"<"%

$"

@"!A(.B7 C3+

组与
@"!A(.B7 C3+E;"FG

组

存活率比较!差异有统计学意义&

0X;@<=;

!

OU"<"J

$!

J"!A(.B7 C3+

组与
J"!A(.B7 C3+E;"FG

组存活率

比较!差异有统计学意义&

0X!<$%

!

OX"<"@!

$"

C3+

对

T3*&!

细胞有增殖抑制作用! 联合
;"FG

后其抑制

作用被部分逆转! 提示该作用可能是自噬依赖性的!

后续实验选用
@"!A(.B7 C3+

联合
;"FG

进一步研究"

$"$ C3+

对
T3*&!

细胞凋亡的影响

流式细胞仪结果显示&

W1K)'3 JP

!

8-H.3 J

$!随着

药物浓度升高细胞凋亡率增加! 早期凋亡细胞和中

晚期凋亡细胞数计数中
@"

%

D"!A(.B7 C3+

组与对照

组比较差异均有统计学意义&

WX!=<%=

!

OU"<"J

(

WX;J<J;

!

OU"<"J

$!

@"!A(.B7 C3+E;"FG

组%

;"FG

组与对照组

比较差异均无统计学意义&

OY"<"%

$(凋亡细胞总数

计数中!

!"

%

@"

%

D"!A(.B7 C3+

组及
@"!A(.B7 C3+E;"

FG

组与对照组比较差异均有统计学意义&

WX;JJ<$?

!

OU"<"J

$!

;"FG

预处理后!

@"!A(.B7 C3+E;"FG

组凋亡

率下降至
D<$;5!"<%"5

!与
@"!A(.B7 C3+

组&

J=<$J5!

"<%"5

$比较差异均有统计学意义&

OU"<"J

$!提示在

该实验剂量下
C3+

诱导
T3*&!

细胞凋亡与自噬相

%&'()* ! +*, &-.&/&0&1- 1- 0.* 2)13&4*)50&1- 14 6*27$ 8*33, 5-9 &-9(80&1- 14 8*33 521201,&,

G< ,ZZ320+ (Z C3+ 4@DN6 (: [1-H1.10/ (Z T3*&!

23..+4\OU"<"%6

P< ,ZZ320+ (Z C3+ (: -*(*0(+1+ 4J

)

9(:0'(.

!

!

)

!"!A(.B7 C3+

!

;

)

@"!A(.B7

C3+

!

@

)

D"!A(.B7 C3+

!

%

)

@"!A(.B7 C3+E;"FG

!

?

)

;"FG6

C3+4!A(.B76

J" !" @" D"9(:0'(.

J<%

J<"

"<%

"

2
3
.
.
[
1
-
H
1
.
1
0
/
4
5
6

C3+

;"FGEC3+

WS89 J WS89 ! WS89 ;

WS89 @ WS89 % WS89 ?

:5/3* ! :.* 521201,&, )50* 14 6*27$ 8*33, 540*) 0)*50*9 ;&0.

9&44*)*-0 81-8*-0)50&1< 14 +*,

-

!

OU"<"%![+ 2(:0'(. K'()*

(

H

!

OU"<"J [+ @"!A(.B7 C3+ K'()*
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关!抑制自噬后
<12

诱导凋亡的作用被减弱!细胞凋

亡与自噬两种死亡方式存在相互影响"

!"# =>.

染色观察细胞自噬

=>.

是一种是嗜酸性荧光染料!进

入细胞后!可以选择性浓聚于自噬体!常

被用于检测自噬体形成的特异性标记染

色剂"实验结果如
?05()1 !

所示!

@"!A',BC

<12

组细胞内
=>.

绿色荧光基团数目增

多!自噬体呈绿色点状结构!联合
D!=E

处理后绿色荧光基团数目明显减少!而

对照组和
D!=E

组绿色点状结构很少"说

明
<12

可诱导
F1GH!

细胞发生自噬"

!"$ <12

对肝癌
F1GH!

细胞
I14,0*8

!

I4,!! A<;E

表达的影响

<J!K.<

检测结果如
?05()1 D

所示!

经
!"

#

@"

#

L"!A',BC

的
<12

作用
@L /

后!

I14,0*8 A<;E

的相对表达水平分别为

M:88"":@"

#

8@:!M"":D%

#

8L:LM"":MM

! 与对

照组$

8:"""":""

%比较!随着浓度的递增!其表达逐渐

上调!差异有统计学意义$

?N8DDO:8$

!

KP":"8

%!

D!=EQ

%&'()* ! +(,-./0'1 -23*)4*5 21 67(-)*38*98* :&8)-38-.1

"

;<= 3,0&9&9'

#

!!>>

$

$

R

KPO:O8!S2!4'*T)', 5)'(G

&

!

KPO:O8 S2 @O!A',BC <12 5)'(G

%
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E: UVG)1220'* ,1S1,2 '- I14,0*# +*W I4,!! G)'T10*2 I: J/1 ,1S1, '- G)'T10* 1VG)1220'* X+2 Y(+*T0-01W Z6 W1*20T'A1T)6
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&"!'()*+ ,-.

组 !

/0!$!"0!1

" 与
&"!'()*+ ,-.

组比

较#

2-3)45#

表达显著下调!

67808#

"$同时#不同浓度

作用下#

23)"! ',9:

的相对表达分别为
80!%!808;

%

80!1!808!

%

80;<!808!

#与对照组!

;088!8088

"比较#随

着浓度的递增#其表达下调#差异有统计学意义!

=>

!&/0##

#

67808#

"# 但
!8!'()*+ ,-.

组与
&8!'()*+

,-.

组相比无明显下调 !

6>801$%

"#

/"?:@&8!'()*+

,-.

组!

80&;!808&

"与
&8!'()*+ ,-.

组比较#

23)"!

表

达上调!

6>808;&

"&

!"# ,-.

对肝癌
A-BC!

细胞
2-3)45;

!

23)"!

蛋白表达

的影响

D-.E-F5 G)(E

检测结果如
=4HIF- &

所示# 经
!8

%

&8

%

J8!'()*+

的
,-.

作用
&JK

后#

2-3)45#

蛋白相对

表达分别为
80</!808#

%

801J!8088

%

80JJ!808#

#与对照

组!

80/J!808#

"相比#其表达逐渐上调#差异有统计

学意义!

=>#/$%0!/

#

67808#

"#

/"?:@&8!'()*+ ,-.

组

!

80%#!8088

" 与
&8!'()*+ ,-.

组比较#

2-3)45#

表达

显著下调!

67808#

"$上述浓度下#

23)"!

蛋白的表达

分别为
80%8!808#

%

80/J!808#

%

80!%!808#

# 与对照组

!

80<#!808#

"相比#其表达逐渐下调#差异有统计学

意义 !

=>##<10/J

#

67808#

"#

/"?:@&8!'()*+ ,-.

组

!

80%&!8088

" 与
&8!'()*+ ,-.

组比较#

23)"!

表达上

调!

67808#

"& 实验结果进一步说明#

,-.

能在分子水

平上增加自噬重要蛋白
2-3)45#

的表达# 降低凋亡

蛋白
23)"!

的表达#且该作用能被
/"?:

部分减弱&

/

讨 论

自噬是一种真核细胞内进化保守的分解代谢途

径#通过溶酶体降解自身细胞器和细胞质#从而维持

细胞自稳态&然而#过度激活的自噬又可以导致一种

非凋亡机制性死亡方式#称为自噬性细胞死亡&大量

证据表明# 自噬水平的异常涉及人类健康和疾病的

诸多方面#包括神经退化%感染和免疫应答%衰老%肝

脏疾病以及癌症等'

<

(

& 在肝癌进程中#自噬水平同样

至关重要&

LI5

等'

1

(实验证实#在大鼠肝癌诱导模型

中#在肝细胞发育不良阶段#基底自噬作为肿瘤抑制

因子#通过去除损伤的线粒体和突变的细胞#从而保

持基因组稳定性$一旦肿瘤形成#自噬水平失衡将有

助于肝癌细胞的存活#反过来促进肿瘤生长&

,-.

主

要存在于中药虎杖%花生%葡萄等植物中#具有广泛

的生物学活性'

J

(

& 近期研究表明
,-.

还是一种天然

的自噬调节剂#可以调控
:?6M*LN,O;

及
'OP,

自

噬信号通路#诱导保护性自噬的发生#发挥预防和治

疗阿尔茨海默病的作用'

$

(

$在肝脏中#被证实能调控

LN,O;

相关信号通路而激活自噬抑制肝细胞脂肪变

性#改善非酒精性脂肪性肝病'

;"

(

&本研究通过进行自

噬特异性
?QR

染色和检测自噬调控基因
2-3)45;

的表达# 发现
&"!'()*+ ,-.

组自噬体明显增多#且

!"

%

&"

%

J"!'()*+ ,-.

组
2-3)45;

表达逐渐增加#证实

了
,-.

诱导肝癌
A-BC!

细胞自噬的发生& 同时#

/"

?:

联合
,-.

后明显减弱了其增殖抑制和诱导凋亡

作用# 可见自噬在
,-.

发挥抗肿瘤效应中具有重要

意义&

2-3)45;

在多种肿瘤组织中低表达#被认为是一

种潜在的抑癌基因& 在
2-3)45; @*"

突变小鼠模型中#

观察到自发性恶性肿瘤例如肝癌%淋巴瘤%肺癌等发

生率更高'

;;

#

;!

(

&

2-3)45;

作为酵母自噬基因
:EH<*SB./"

的同源基因#是调节自噬的关键靶点基因之一#主要

通过与
"

型磷酸肌醇
"/"

激酶
T3)U.." BK(.BK(45(.4E4V-

/"W45U.-

#

6N/M/R*SB./&X

%

,IG43(5

蛋白等分子结合成

复合物#在自噬体的形成与成熟阶段发挥重要作用&

它主要由三个重要的结构域组成) 与
23)"!

结合结

构域
T23)"!"K('()(HY /

#

2A/X

%中央螺旋结构域
T3-5"

EFU) 3(4)-V3(4) V('U45

#

RRQX

和进化保守结构域
T-Z("

)IE4(5UF4)Y 3(5.-FZ-V V('U45

#

[RQX

& 其中
2A/

结构

域可以与抗凋亡蛋白
23)"!

的
2A/

结合槽结合#形

成
2-3)45#*23)"!

复合体# 参与自噬与凋亡之间的交

互调控中'

#/

(

&研究证实#

2-3)45#

通过与
23)"!

结合形

成
2-3)45#*23)"!

复合体竞争性地阻断
2-3)45#

与

SB./&

结合负向调控自噬的发生'

#&

(

$而当
3"\I5 9

端

激酶
T3"\I5 9A!"E-F'45U) W45U.-

#

\9MX

介导的
23)"!

磷酸化或死亡相关蛋白激酶
# TV-UEK"U..(34UE-V BF("

E-45 W45U.-"#

#

Q:6M#X

介导的
2-3)45#

磷酸化# 调控

2-3)45#*23)"!

复合体解离# 又会激活自噬发生'

#%

#

#<

(

&

总之#

2-3)45#*23)"!

复合体作为凋亡和自噬两种重

要程序性死亡途径的连接点# 在肿瘤进程中发挥重

要作用&

本研究中#

!8

%

&8

%

J8!'()*+ ,-.

处理
A-BC!

细

胞
&JK

后# 检测发现
2-3)45#

表达上调% 同时
23)"!

表达下调# 提示
,-.

可能是干扰了
2-3)45#*23)"!

复

合体的结合#诱导自噬同时促进凋亡发生& 而
/"?:

#/#
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作为自噬特异性抑制剂! 主要是通过抑制
<14,0*#=

9>2?@

复合体的结合来抑制自噬体形成! 联合
A12

处理
B1>C!

细胞后!

A12

抑制增殖和促凋亡的作用

被减弱!

<14,0*#

表达下调"

<4,!!

表达上调! 进一步

证实了我们的结论#

综上所述!

A12

可通过诱导
B1>C!

细胞自噬发

挥抑制增殖和促进凋亡的作用! 其机制可能与作用

于
<14,0*#=<4,!!

复合体有关$
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