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　　［摘要］　目的　观察营养缺乏状况下干扰ｐ５３凋亡刺激蛋白２（ＡＳＰＰ２）对肝癌细胞增殖和凋亡的影响及机制。方

法　构建ＲＮＡ干扰抑制ＡＳＰＰ２的慢病毒载体表达体系并感染肝癌细胞ＨｅｐＧ２，通过电镜观察、ＭＴＳ法检测、流式细胞术检
测以及形态学观察，探讨在缺乏氨基酸和血清的培养条件下干扰ＡＳＰＰ２表达对肝癌细胞 ＨｅｐＧ２增殖和凋亡的影响，并以自

噬抑制剂３甲基腺嘌呤（３ＭＡ）进行干预，探讨ＡＳＰＰ２下调后对细胞的作用是否与自噬有关。结果　在缺乏氨基酸和血清
的培养系统里，电镜观察显示干扰ＡＳＰＰ２后自噬泡形成明显增加（Ｐ＜０．０５），荧光显微镜下可见ＧＦＰＬＣ３荧光自噬小体的

表达提高（Ｐ＜０．０５）。ＭＴＳ检测显示干扰ＡＳＰＰ２表达后 ＨｅｐＧ２细胞的增殖能力明显增强（Ｐ＜０．０５），而自噬抑制剂３ＭＡ
能够抑制其作用（Ｐ＜０．０５）。形态学观察发现干扰ＡＳＰＰ２能够提高 ＨｅｐＧ２细胞的抗凋亡能力，应用自噬抑制剂３ＭＡ后细

胞活性明显降低，出现了细胞内颗粒物增加等一系列早期死亡的症状。ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ双染显示干扰ＡＳＰＰ２使细胞凋亡率由

（３８±５）％下降为（１５±４）％（Ｐ＜０．０５），加入自噬抑制剂３ＭＡ后细胞凋亡率上升至（３６±３）％（Ｐ＜０．０５）。结论　在缺乏
营养的状态下，下调ＡＳＰＰ２可能通过调节自噬促进肝癌细胞的增殖和存活。
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是世

界上最常见的恶性肿瘤之一，其恶性程度高、发展速

度快。尽管人们对肝癌发生的致病因素有了一定的

认识，如肝炎病毒感染、酒精性／脂肪性肝硬化、摄取

黄曲霉素等，但是肝癌的发生发展机制尚不完全清

楚。深入探讨肝癌发生发展的作用机制，对于发现

肝癌诊断与治疗的新靶点具有重要的理论指导意义

和临床应用价值。

　　ＡＳＰＰ２是ｐ５３凋亡刺激蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｓｔｉｍｕ

ｌａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｏｆｐ５３，ＡＳＰＰ）家族中最早被发现的

分子，其最显著的功能是调节ｐ５３及其家族成员的

促凋亡作用［１２］，在肿瘤的发生发展中扮演重要角

色［３］。本课题组前期对 ＡＳＰＰ２蛋白的研究表明

ＤＮＡ甲基化导致肝癌细胞ＡＳＰＰ２表达下调，有利

于肝癌细胞的生长和转移［４］。本研究采用ＲＮＡ干

扰抑制ＡＳＰＰ２的表达并通过模拟肿瘤细胞生存状

态下营养缺乏的微环境诱导自噬，探讨ＡＳＰＰ２对肝

癌细胞增殖和凋亡的影响及与自噬的关系。

１　材料和方法

１．１　细胞、试剂与仪器　ＨｅｐＧ２肝癌细胞株由第二

军医大学国际合作肿瘤研究所保存，用含１０％胎牛血

清的 ＤＭＥＭ／ＲＰＭＩ１６４０混合培养液，于３７℃、５％

ＣＯ２孵箱中培养，隔日换液一次。自噬抑制剂３甲基

腺嘌呤（３ＭＡ）试剂盒购自Ｓｉｇｍａ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｅａｒｌｅ平衡盐溶液（ＥＢ

ＳＳ）购自Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；质粒抽提试剂盒购自上海华舜

生物工程有限公司；细胞凋亡检测试剂购自北京四正

柏生物科技公司；ＭＴＳ检测试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公

司。流式细胞仪购自ＢＤ公司；荧光显微镜Ａｘｉｏｖｅｒｔ

１３５购自Ｚｅｉｓｓ公司；荧光照相系统购自Ｎｉｋｏｎ公司。

１．２　ｓｈＲＮＡ慢病毒的构建及干扰效果验证　表达

ｓｈＲＮＡ的慢病毒载体由第二军医大学国际合作肿

瘤研究所陆斌博士设计构建，ｓｈＡＳＰＰ２靶位序列为

５′ＧＣＴ ＧＡＧ ＧＧＡ ＧＡＡ ＡＧＡ ＧＡＡ ＧＡＡ３′；

ｓｈＮｏｎ为针对没有已知基因的序列而设计的ｓｈＲ

ＮＡ（５′ＡＡＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ３′），

作为阴性对照，病毒包装按照慢病毒的包装过程进

行［５］。将肝癌细胞ＨｅｐＧ２分为ｓｈＮｏｎ组和ｓｈＡＳＰＰ２
组，分别用相应慢病毒载体感染７２ｈ后，用ＲＴＰＣＲ
方法验证正常培养液培养状态下的干扰效果。

１．３　细胞分组与处理　将肝癌细胞 ＨｅｐＧ２分为

ｓｈＮｏｎ组、ｓｈＡＳＰＰ２组和ｓｈＡＳＰＰ２＋３ＭＡ组，细胞分

别以相应慢病毒载体感染７２ｈ后，在无氨基酸无血清

的ＥＢＳＳ培养液中培养８～１２ｈ，以模拟肿瘤细胞生存

状态下营养能量缺乏的微环境。ｓｈＡＳＰＰ２＋３ＭＡ组

细胞在用无氨基酸无血清的ＥＢＳＳ培养液培养前１ｈ
加入３ＭＡ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）［６］。倒置显微镜下观察细胞

形态的改变。

１．４　细胞自噬的检测　（１）透射电子显微镜观察：

收集在无氨基酸无血清的 ＥＢＳＳ培养液中培养了

８～１２ｈ的ｓｈＮｏｎ组和ｓｈＡＳＰＰ２组细胞，用２．５％戊

二醛固定，其余按照常规电镜标本送检前处理流程。

用ＪＥＭ２０００ＥＸ透射电子显微镜观察并拍片。计数

５０个细胞切面的自噬泡总数，计算单个细胞切面自

噬泡数量平均值，代表自噬的程度。

　　（２）荧光显微镜观察：细胞通过转染表达外源

ＧＦＰＬＣ３荧光质粒，转染４８ｈ后各组分别采用不同

慢病毒载体进行干扰，７２ｈ后随机选取视野，荧光显

微镜下观察绿色荧光蛋白 ＧＦＰＬＣ３在细胞中的定

位，分别计数呈弥散状分布的细胞和呈点状分布的

细胞，含点状绿色荧光的细胞即为发生自噬的细胞。

共计至少５０～１００个细胞，有３个以上针状点的细

胞记为发生自噬的细胞。细胞自噬率（％）＝自噬细

胞数／细胞总数×１００％。

１．５　ＭＴＳ 法检测细胞增殖能力 　ｓｈＮｏｎ 组、

ｓｈＡＳＰＰ２组和ｓｈＡＳＰＰ２＋３ＭＡ组细胞感染７２ｈ
后，在无氨基酸无血清的ＥＢＳＳ培养液中培养８～１２

ｈ，分别用０．２５％胰蛋白酶消化，用含１０％胎牛血清

的ＤＭＥＭ培养液配成单个细胞悬液，以每孔１×１０４

个细胞接种于９６孔培养板，第３天小心吸弃孔内培

养上清液，加入１００μＬ培养液，每孔再加入 ＭＴＳ溶

液２０μＬ，３７℃下继续孵育３ｈ后终止培养。用酶联

免疫检测仪测定４９２ｎｍ处各孔光密度值，记录结果

取多复孔平均值，连续观察５ｄ，绘制细胞增殖曲线。

１．６　 流式细胞术检测细胞凋亡 　ｓｈＮｏｎ 组、

ｓｈＡＳＰＰ２组和ｓｈＡＳＰＰ２＋３ＭＡ组细胞感染７２ｈ
后，在无氨基酸无血清的ＥＢＳＳ培养液中培养８～１２

ｈ，收集细胞，采用ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＦＩＴＣ检测试剂盒通

过流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计

学分析，各组数据以珚ｘ±ｓ表示，采用成组资料的ｔ检

验比较组间差异，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ｓｈＲＮＡ慢病毒体系干扰效果验证　由图１可
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见，ｓｈＡＳＰＰ２慢病毒具有较好的干扰效果，能够降

低 ＨｅｐＧ２细胞中ＡＳＰＰ２的表达（Ｐ＜０．０５）。

图１　ｓｈＡＳＰＰ２慢病毒降低ＨｅｐＧ２细胞中ＡＳＰＰ２表达

Ｆｉｇ１　ｓｈＡＳＰＰ２ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ

ＡＳＰＰ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈＮｏｎｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　下调ＡＳＰＰ２促进肝癌细胞自噬水平　为了验

证肝癌细胞中的ＡＳＰＰ２对细胞自噬的抑制作用，我

们首先采用透射电镜观察 ＨｅｐＧ２细胞中自噬表达

水平并对自噬泡的数量进行统计。结果显示：

ｓｈＡＳＰＰ２组细胞内含有内容物的囊泡状结构明显增

加，自噬泡的数量与ｓｈＮｏｎ组相比明显增多（Ｐ＜
０．０５），其内可见部分未被消化的细胞器或残留物质

（图２）。随后又在荧光光显微镜下观察了ＡＳＰＰ２
表达下调后含ＧＦＰＬＣ３荧光自噬小体细胞，实验证

实ｓｈＡＳＰＰ２慢病毒干扰后，ＨｅｐＧ２细胞中含绿色

荧光颗粒的细胞数量明显增加，与ｓｈＮｏｎ组相比差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。

图２　ＡＳＰＰ２表达下调促进ＨｅｐＧ２细胞自噬泡的形成

Ｆｉｇ２　ＤｅｐｌｅｔｉｏｎｏｆＡＳＰＰ２ｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｉｎｇｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｉｃｖａｃｕｏｌｉｚａｔｉｏｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓａｕｔｏｐｈａｇｉｃｖａｃｕｏｌｉｚａｔｉｏｎ．Ｂａｒ＝２μｍ．Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈＮｏｎｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图３　ＡＳＰＰ２表达下调促进ＨｅｐＧ２细胞ＧＦＰＬＣ３荧光自噬小体的表达

Ｆｉｇ３　ＤｅｐｌｅｔｉｏｎｏｆＡＳＰＰ２ｐｒｏｍｏｔｉｎｇＧＦＰＬＣ３ｄｏｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈＮｏｎｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　下调ＡＳＰＰ２通过调节自噬促进肝癌细胞的

增殖　ＭＴＳ检测结果显示，在缺乏氨基酸和血清的

培养系统里，下调ＡＳＰＰ２表达水平（ｓｈＡＳＰＰ２组）

能够显著增强 ＨｅｐＧ２细胞的增殖能力，与ｓｈＮｏｎ
组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；当加入自噬

抑制剂３ＭＡ后，ＨｅｐＧ２细胞的增殖能力明显减弱

（Ｐ＜０．０５，图４）。说明ＡＳＰＰ２对细胞增殖能力的

影响可能是通过调节自噬而发挥作用的，下调

ＡＳＰＰ２可能通过增强自噬从而促进肝癌细胞的

增殖。　　　

图４　 ＭＴＳ法检测ＨｅｐＧ２细胞增殖能力
Ｆｉｇ４　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｂｙＭＴＳａｎａｌｙｓｉｓ

Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈＮｏｎｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈＡＳＰＰ２＋３ＭＡ
ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．４　下调ＡＳＰＰ２通过调节自噬抑制肝癌细胞的

凋亡　倒置显微镜下可见，在营养缺乏的条件下，

ｓｈＮｏｎ组细胞状态明显变差，出现细胞内颗粒物增

加等一系列早期凋亡迹象，而ｓｈＡＳＰＰ２组的凋亡细

胞数量明显减少；应用了自噬抑制剂 ３ＭＡ 后

ｓｈＡＳＰＰ２组细胞活性明显降低，也出现了细胞状态

变差、细胞内颗粒物增加等早期死亡的现象（图５）。

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ双染流式细胞仪检测结果显示，

ｓｈＮｏｎ组细胞凋亡率为（３８±５）％，而下调ＡＳＰＰ２
细胞凋亡率下降为（１５±４）％（Ｐ＜０．０５），当加入

３ＭＡ之后，细胞凋亡率上升至（３６±３）％（Ｐ＜
０．０５，图６）。上述实验结果说明，肝癌细胞中下调

ＡＳＰＰ２可能通过增强自噬抑制细胞凋亡，从而有利

于细胞生存。

图５　倒置显微镜下观察各组ＨｅｐＧ２细胞形态学变化

Ｆｉｇ５　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

Ａ：ｓｈＮｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｓｈＡＳＰＰ２ｇｒｏｕｐ；Ｃ：ｓｈＡＳＰＰ２＋３ＭＡｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图６　流式细胞术检测ＨｅｐＧ２细胞凋亡情况

Ｆｉｇ６　ＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｂｙＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇ
Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈＮｏｎｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈＡＳＰＰ２＋３ＭＡｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＡＳＰＰ２是ＡＳＰＰ家族中最早被发现的成员，对

其功能研究较为充分。大量研究表明 ＡＳＰＰ２表达

的降低在肿瘤的发生发展中发挥着重要作用。动物

实验 发 现，ＡＳＰＰ２－／－ 小 鼠 无 法 长 期 存 活，而

ＡＳＰＰ２＋／－小鼠可自发形成多种肿瘤，与野生型小

鼠相比，ＡＳＰＰ２＋／－小鼠对γ射线介导的肿瘤生成

敏感性显著增加［７］。临床研究发现，在弥漫性大Ｂ
细胞淋巴瘤中，ＡＳＰＰ２的低表达和不良的临床结果

有关［８］；Ｃｏｂｌｅｉｇｈ等［９］发现在乳腺癌患者中ＡＳＰＰ２
低表达与无瘤生存期短有关；Ｓｇｒｏｉ等［１０］利用基因

芯片方法比较转移的乳腺癌与非转移乳腺癌，发现

转移的乳腺癌中ＡＳＰＰ２表达下降，表明ＡＳＰＰ２表

达下降可能与乳腺癌的转移、进展有关。本课题组

前期研究表明肝癌患者肝癌组织中ＡＳＰＰ２表达下

调，而在肝癌细胞株中采用 ＲＮＡ 干扰技术沉默

ＡＳＰＰ２表达可促进肝癌细胞的生长和转移［４］。本

研究采用ＲＮＡ干扰技术抑制ＡＳＰＰ２的表达，同时

通过模拟肿瘤细胞生存状态下营养缺乏的微环境，

结果发现营养缺乏状态下下调ＡＳＰＰ２可促进肝癌

细胞的增殖并抑制肝癌细胞凋亡。

　　肿瘤细胞是一类失去了接触抑制、表现出异常

自主性增殖的细胞。在异常增殖的过程中，肿瘤细

胞常常面临缺氧和饥饿，如何适应这些恶劣环境是

肿瘤得以发展的关键。自噬是肿瘤细胞适应饥饿的

重要机制之一，自噬的缺失与肿瘤的发生有一定的

关系：乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌大都表现为自噬相
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关基因ｂｅｃｌｉｎ１的缺失，在ｂｅｃｌｉｎ１＋／－的鼠身上更易

发肿瘤［１１１３］。此外还有实验证实ｂｅｃｌｉｎ１＋／－永生化

的内皮细胞在应对代谢压力的环境下比ｂｅｃｌｉｎ１＋／＋

永生化的内皮细胞更易癌变，而且在凋亡缺失时这

种致癌性将更高［１４］。本研究通过透射电镜和荧光

显微镜观察了下调ＡＳＰＰ２对肝癌细胞自噬的影

响，结果发现ＡＳＰＰ２表达下调可促进细胞自噬现

象的发生；应用自噬抑制剂后，ＡＳＰＰ２下调促进肝

癌细胞的增殖并抑制肝癌细胞凋亡的作用被逆转。

上述实验结果说明，ＡＳＰＰ２的低表达可能通过增强

自噬促进肝癌细胞的增殖和生存，但其机制尚不明

确。最近Ｂｅｈｒｅｎｄｓ等［１５］在人类自噬系统的网络组

成研究数据中通过核磁图谱分析推测出：ＡＳＰＰ２能

够与自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１物理性结合，肝癌细胞中

ＡＳＰＰ２的低表达对自噬的增强作用是否与Ｂｅｃｌｉｎ１
有关尚需进一步证实。

　　综上所述，我们通过ＲＮＡ干扰技术、透射电镜

观察和形态学观察、细胞增殖及凋亡检测等实验证

实了促凋亡基因ＡＳＰＰ２对肿瘤生长的抑制作用以

及这种作用的自噬依赖性，靶向干扰ＡＳＰＰ２表达

激活自噬促进肿瘤细胞生长这一发现也为抗癌药物

研发进程提供了新思路。但是ＡＳＰＰ２如何调控细

胞自噬、调控自噬的具体分子机制以及体内外的生

物学效应都还需要更为深入透彻的探索。
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