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饥饿诱导胶质瘤细胞自噬发生及Ｂｅｃｌｉｎ１表达的变化
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　　［摘要］　目的　探讨饥饿诱导大鼠胶质瘤细胞Ｃ６自噬的发生及自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１的变化。方法　在培养大鼠胶
质瘤细胞Ｃ６至对数生长期后，以无氨基酸培养液ＥＢＳＳ（Ｅａｒｌｅ’ｓｂａｌａｎｃｅｄｓａｌｔ）代替ＤＭＥＭ 培养液培养细胞，培养１、３、６、１２、

１８ｈ后收集细胞，采用蛋白质印迹分析和免疫荧光检测特异性标记自噬的微管相关蛋白１轻链３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）以及自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１，采用透射电镜观察自噬体。结果　饥饿处理１ｈ后胶质瘤细胞Ｃ６
中ＬＣ３表达开始增加，并随着饥饿时间延长而逐渐增加，１２ｈ达到高峰后开始下降；免疫荧光下可见点状自噬体；透射电镜下

观察到自噬体的形成。饥饿处理１ｈ后胶质瘤细胞Ｃ６中Ｂｅｃｌｉｎ１表达开始升高，３ｈ达到高峰后逐渐下降；免疫荧光下观察到

Ｂｅｃｌｉｎ１表达增高。结论　饥饿可以诱导胶质瘤细胞Ｃ６发生自噬，Ｂｅｃｌｉｎ１与饥饿诱导的胶质瘤细胞Ｃ６的自噬相关，为进
一步研究Ｂｅｃｌｉｎ１在胶质瘤细胞自噬中的作用机制打下基础。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（９）：９３３９３６］

　　自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是胞质蛋白质和细胞器在膜
包囊泡形成的自噬体中降解成氨基酸、核酸等小分
子的生物学过程，是细胞对所处环境变化的有效反
应［１］。在细胞营养缺乏时，自噬发挥维持细胞能量

稳态的重要作用。然而自噬的过度激活可导致程序
性细胞死亡，称为Ⅱ型程序性细胞死亡，从而引起一
系列疾病过程。自噬作用在机体的生理和病理过程
中广泛存在，与人类的多种疾病，尤其是恶性肿瘤存
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在密切关系。胶质瘤是常见的神经系统肿瘤，约占
神经系统原发性肿瘤的６０％。自噬在胶质瘤细胞的
侵袭性生长［２］和胶质瘤细胞对各种治疗因素的反应

中均起着重要作用［３］。Ｂｅｃｌｉｎ１是参与哺乳动物细
胞自噬体形成的关键调控蛋白［４］，但其在胶质瘤细
胞自噬中的具体作用及其机制尚不清楚。本研究采
用Ｅａｒｌｅ’ｓｂａｌａｎｃｅｄｓａｌｔ（ＥＢＳＳ）代替培养液处理大
鼠胶质瘤细胞Ｃ６，透射电镜下观察自噬体的形成，
蛋白质印迹法及免疫荧光检测自噬的标记蛋白微管

相关蛋白１轻链３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１
ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）和自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１表达
的变化，以进一步研究胶质瘤自噬的作用机制。

１　材料和方法

１．１　细胞株及主要试剂　大鼠胶质瘤细胞Ｃ６购自
中国科学院上海生命科学院生化细胞研究所。Ｃ６细
胞的培养液为ＤＭＥＭ，１０％胎牛血清（ＦＢＳ），１％青霉
素，１％链霉素。所有培养液所需的材料及去血清培
养液ＥＢＳＳ均购自Ｇｉｂｃｏ公司。ＬＣ３兔抗大鼠单克隆
抗体、Ｂｅｃｌｉｎ１兔抗大鼠单克隆抗体、βａｃｔｉｎ小鼠单克
隆抗体均购自Ｓｉｇｍａ公司，羊抗兔、羊抗小鼠辣根过
氧化物酶ＩｇＧ均购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。

１．２　细胞培养及处理　Ｃ６细胞在含１０％ＦＢＳ、１％
青霉素、１％链霉素的 ＤＭＥＭ 培养液中，３７℃、５％
ＣＯ２条件下培养。培养至７０％～８０％细胞融合、对
数生长期时，实验组细胞以去血清培养液ＥＢＳＳ洗３
遍后，以无氨基酸培养液 ＥＢＳＳ代替含１０％ＦＢＳ、

１％青霉素、１％链霉素的ＤＭＥＭ 培养液培养（饥饿
处理），并在１、３、６、１２、１８ｈ收获细胞；对照组细胞
以含１０％ＦＢＳ、１％青霉素、１％链霉素的ＤＭＥＭ 培
养液培养，不加任何处理因素。

１．３　蛋白质印迹法检测ＬＣ３和Ｂｅｃｌｉｎ１表达　收获
细胞，４℃预冷的ＰＢＳ洗２次，用细胞刮子刮下细胞，
低温离心机１２０００×ｇ离心１ｍｉｎ，弃上清液，取沉淀
的细胞，加入适量的细胞裂解液，混匀后冰上孵育１ｈ，
低温离心机１２０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，取上清液，弃沉
淀。１５％ＳＤＳＰＡＧＥ１００Ｖ电泳，１００Ｖ、２ｈ转膜，５％
脱脂牛奶常温下封闭后，在４℃孵育一抗（兔抗大鼠

Ｂｅｃｌｉｎ１、兔抗大鼠ＬＣ３、小鼠抗大鼠βａｃｔｉｎ滴度均为

１１０００）；５％脱脂牛奶常温下封闭二抗（羊抗兔辣根
过氧化物酶ＩｇＧ和羊抗小鼠辣根过氧化物酶ＩｇＧ滴
度均为１５０００，５％脱脂牛奶配制），ＥＣＬ显影。

１．４　免疫荧光观察ＬＣ３和Ｂｅｃｌｉｎ１表达　Ｃ６细
胞培养于２４孔板内，孔内事先置入无菌盖玻片。取
正常对照细胞和ＥＢＳＳ培养６ｈ的细胞，ＰＢＳ洗２

次，４％ 多 聚 甲 醛 固 定，１０％ＢＳＡ（０．２％Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００）封闭，加入一抗（ＬＣ３和Ｂｅｃｌｉｎ１滴度均为

１１０００）常温下孵育２ｈ，ＰＢＳ清洗３次，加入荧光
标记二抗 Ａｌｅｘａ４８８或５９４（购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，

１８００）常温下孵育１ｈ，甘油封片。用 Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＩＸ７０荧光显微镜观察。

１．５　透射电镜观察自噬体　取以ＥＢＳＳ培养６ｈ的

Ｃ６细胞，弃去培养液，用不含任何添加成分的３７℃
的ＤＭＥＭ 培养液清洗，收集至１．５ｍｌ离心管中，

１５００×ｇ离心５ｍｉｎ。沉淀的细胞用２％戊二醛在

４℃下固定２ｈ左右。后用ＰＢＳ清洗，再用锇酸在

４℃下固定２ｈ左右，梯度乙醇（３０％～１００％）脱水。
然后在１２松香树脂６１８／ＰＯ的混合液中浸润过
夜，树脂包埋。超薄切片，乙酸双氧铀染色，枸橼酸
铅复染，ＰｈｉｌｉｐｓＣＭ１２０透射电镜下观察。

１．６　统计学处理　每项实验均重复３次，数据用

ＳＰＳＳ１１．５软件进行分析，组间比较采用方差分析
（ＡＮＯＶＡ），检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　蛋白质印迹法显示饥饿处理 Ｃ６后 ＬＣ３和

Ｂｅｃｌｉｎ１表达增高　蛋白质印迹分析结果发现，与对
照组比较，饥饿处理１ｈ后即有ＬＣ３Ⅱ增高，６ｈ和

１２ｈ时与对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），１２ｈ达高峰后下降（图１）；Ｂｅｃｌｉｎ１在饥饿处
理１ｈ后表达增高，３ｈ达高峰（与对照组相比差异
有统计学意义，Ｐ＜０．０５），后逐渐下降（图２）。

图１　饥饿处理后Ｃ６胶质瘤细胞ＬＣ３表达的变化

Ｆｉｇ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＬＣ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒ
ｔｒｅａｔｉｎｇＣ６ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓｗｉｔｈｓｔａｒｖａｔｉｏｎ

Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ１ｈａｆｔｅｒｓｔａｒｖａｔｉｏｎ．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ
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图２　饥饿处理后Ｃ６胶质瘤细胞Ｂｅｃｌｉｎ１表达的变化

Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＢｅｃｌｉｎ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｉｎｇＣ６ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓｗｉｔｈｓｔａｒｖａｔｉｏｎ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　免疫荧光显示自噬体形成和Ｂｅｃｌｉｎ１表达增
高　荧光显微镜下可见，饥饿处理６ｈ后的胶质瘤
细胞Ｃ６内出现ＬＣ３表达高亮点，说明自噬体形成，
而对照组无此现象；饥饿处理后Ｂｅｃｌｉｎ１的表达也
明显增高（图３）。

图３　饥饿处理Ｃ６胶质瘤细胞后自噬体形成及

Ｂｅｃｌｉｎ１的表达

Ｆｉｇ３　Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ（ｂｌａｃｋａｒｒｏｗｓ）ａｎｄ

Ｂｅｃｌｉｎ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒｔｒｅａｔｉｎｇＣ６ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓｗｉｔｈｓｔａｒｖａｔｉｏｎ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．３　透射电镜显示自噬体形成　透射电镜下可见，
饥饿处理６ｈ后的胶质瘤细胞Ｃ６内出现自噬体，而
对照组无此现象（图４），提示饥饿处理后Ｃ６细胞发
生自噬。

图４　透射电镜下观察自噬体的形成

Ｆｉｇ４　Ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｕｎｄｅｒ

ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＢＤ：Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ６ｈａｆｔｅｒｓｔａｒｖａｔｉｏｎ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｏｒｇａｎｅｌｌｅｓ

ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×７０００

３　讨　论

　　根据底物进入溶酶体内的途径不同可将自噬分
为３种类型：微自噬、巨自噬和分子伴侣介导的自
噬。巨自噬即通常所指的自噬，以自噬体的形成为
特征。自噬体由来源于内质网的双层膜包绕胞质蛋
白质和细胞器形成。巨自噬在细胞的自噬作用中占
有最重要的地位，本研究检测的是巨自噬［５］。ＬＣ３
是酵母菌自噬基因Ａｔｇ８（ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ８）
在哺乳动物中的同源物，ＬＣ３被自噬基因 Ａｔｇ４的
同源体ｈＡＴＧ４Ｂ加工形成ＬＣ３Ⅰ，ＬＣ３Ⅰ的 ＰＥ
修饰形式ＬＣ３Ⅱ，存在于自噬体形成各阶段的内外
膜上，在自噬溶酶体膜上也可见，ＬＣ３Ⅱ常作为自
噬体膜标志性蛋白质，用于检测细胞自噬的发生。

　　自噬在胶质瘤的浸润性生长和对化疗、放疗的
抵抗中均有重要意义。Ｂｅｃｌｉｎ１参与哺乳动物自噬
体形成的调控。多种肿瘤存在Ｂｅｃｌｉｎ１等自噬基因
的缺陷，能够逃避自噬性死亡［６］。自噬在胶质瘤的
生长以及胶质瘤对化疗、放疗的抵抗中的作用机制
尚未完全阐明，Ｂｅｃｌｉｎ１在胶质瘤自噬中的作用机
制也有待于进一步研究。

３．１　饥饿可以诱导大鼠胶质瘤细胞Ｃ６发生自噬　
自噬可以通过促进蛋白质分解代谢，使处于有害环
境的胶质瘤细胞寿命延长而发挥促进胶质瘤细胞生
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长的作用，而自噬的过度激活诱导胶质瘤细胞发生
自噬性细胞死亡。研究表明自噬对胶质瘤细胞的放
射敏感性有重大影响，自噬抑制剂３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ
和ｂａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１能够增加胶质瘤细胞的放射敏感
性［７］。众所周知，低分化的胶质瘤对抗癌药物具有
耐药性，其中一个重要原因是胶质瘤的凋亡抵抗。
而自噬性细胞死亡则使克服凋亡抵抗成为可能。口
服二代烷化剂替莫唑胺（ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ）能够诱导恶
性胶质瘤细胞发生自噬的过度激活，诱导胶质瘤细
胞发生自噬性细胞死亡，增强其抗肿瘤效应［８］。在
胶质瘤细胞的死亡中自噬可能比凋亡扮演更重要的

角色。

　　饥饿法是诱导细胞自噬的一种经典方法。在肝
癌［９］、前列腺癌［１０］等肿瘤细胞的自噬研究中均有应

用。本研究以无氨基酸培养液 ＥＢＳＳ代替含１０％
ＦＢＳ、１％ 青霉素、１％ 链霉素的 ＤＭＥＭ 培养液，

３７℃、５％ＣＯ２条件下培养大鼠胶质瘤细胞Ｃ６，随着
饥饿时间的延长，细胞内特异性蛋白ＬＣ３的表达逐
渐增加，１２ｈ时达到高峰。免疫荧光观察到点状的
自噬体形成，透射电镜下也观察到典型的包裹了细
胞器和蛋白的自噬体。证实饥饿可以诱导大鼠胶质
瘤细胞Ｃ６自噬的发生。

３．２　Ｂｅｃｌｉｎ１与大鼠胶质瘤细胞Ｃ６的自噬相关　
Ｂｅｃｌｉｎ１与酵母自噬基因 Ａｔｇ６同源，是介导其他自
噬蛋白定位于前自噬小体的关键因子，参与哺乳动
物自噬体形成的调控。Ｂｅｃｌｉｎ１与 ＰＩ３Ｋ、Ｖｐｓ３４形
成复合体，该复合体使磷脂酰肌醇磷酸化，产生三磷
酸磷脂酰肌醇 （ＰＩ３Ｐ）。ＰＩ３Ｐ在自噬前体复合物的
形成及自噬小体膜的来源中发挥重要作用［４］。Ｂｅｃ
ｌｉｎ１还是一种抑癌基因，多种肿瘤存在Ｂｅｃｌｉｎ１自
噬基因的缺陷，能够逃避自噬性死亡。人类偶发性
乳腺癌、卵巢癌和前列腺癌细胞中，Ｂｅｃｌｉｎ１存在等
位基因缺失突变［１１］。本研究表明在大鼠胶质瘤细胞

Ｃ６发生自噬的同时，能够检测到自噬相关蛋白Ｂｅｃ
ｌｉｎ１表达的上调，并在 ３ｈ 时达到高峰，说明

Ｂｅｃｌｉｎ１在大鼠胶质瘤细胞的自噬中会发生表达上
调，与胶质瘤的细胞自噬关系密切。

　　本研究成功采用饥饿法诱导大鼠胶质瘤细胞

Ｃ６产生自噬，检测了自噬的标记蛋白ＬＣ３的变化，
建立了胶质瘤自噬的细胞模型，同时检测了自噬相
关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１的表达变化，结果显示，Ｂｅｃｌｉｎ１与

胶质瘤细胞Ｃ６的自噬相关。这为进一步研究自噬
对胶质瘤细胞活性的影响及自噬的作用机制奠定了

基础。
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