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　　［摘要］　目的　研究癌基因犎犚犪狊犞１２过度表达或激活与自噬活性的关系，在人成纤维细胞中观察犚犪狊过度表达对自噬

活性的影响。方法　在ＢＪ人成纤维细胞中转染原癌基因 犎犚犪狊犞１２或其空载体，通过形态学、细胞生长曲线、β半乳糖苷染

色、衰老和自噬相关蛋白表达、流式细胞分析、ｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）抑制自噬关键基因５（犃犜犌５），来分析犚犪狊

过度表达的细胞效应。结果　与对照细胞相比，犎犚犪狊犞１２过度表达的ＢＪ细胞出现明显的早期衰老，其自噬活性受到抑制，表现

为蛋白ｐ６２和微管相关蛋白１轻链３Ⅱ（Ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅱ，ＬＣ３Ⅱ）的显著蓄积，在研究时间区间内这种抑制作用保持稳定，同时细胞凋

亡率增加；利用ｓｉＲＮＡ抑制ＡＴＧ５表达，抑制自噬可进一步加重衰老。结论　人成纤维细胞稳定表达癌基因犎犚犪狊犞１２后，可出

现自噬活性受到抑制的现象，且自噬抑制处于自噬过程的后期。这一现象可能与Ｒａｓ相关性癌症的癌变机制有关。
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　　犎犚犪狊犞１２癌基因的构成性激活，无论是由于点

突变或是过度表达，与很多人类癌症相关。单纯激

活犎犚犪狊犞１２癌基因在原代培养的正常细胞并不会

造成癌变，而是导致生长停滞，也就是早期衰老或癌
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基因 相 关 性 衰 老 （ｏｎｃｏｇｅｎｅｉｎｄｕｃｅｄｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ，

ＯＩＳ）
［１］。除了ＯＩＳ，尚有其他防御机制来对抗癌变。

自噬是一种维持细胞内环境稳定的重要过程，其特征

是通过形成自噬体包裹内吞细胞质蛋白和细胞器并

加以降解。目前已发现当癌基因犎犚犪狊犞１２过度表达

或激活后，自噬活性在癌细胞及非癌细胞均上调，并

产生抑癌作用［２３］。当自噬关键基因缺失导致自噬缺

陷时，能够促进细胞存活和发生癌变［４］。如果细胞损

伤严重至无法修复，犎犚犪狊犞１２可诱导凋亡和自噬性细

胞死亡［５６］。显然，这些保护机制的存在都是为了确保

损伤细胞被修复或处于生长增殖停滞状态，抑或走向

死亡。然而，癌症前体细胞是如何克服这些保护机制

发生癌变的，目前尚不明确。本实验的目的是研究在

人类细胞，犎犚犪狊犞１２过度表达对自噬活性的影响，以

期探讨自噬调控在癌症形成机制中的作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　细胞培养基ＤＭＥＭ、ＭＥＭ

（美国Ｃｅｌｌｇｒｏ’ｓ公司）、０．２５％胰蛋白酶；胎牛血清

（美国 Ｇｍｉｎｉ公司）、ＨＲａｓＶ１２和其病毒载体 ＷＨ

（美国圣地亚哥Ｓｃｒｉｐｐｓ研究所的惠赠）、相关抗体

ｐＲｂ、ｐ５３、Ｐｈｏｓｐｈｏｐ５３（Ｓｅｒ１５）、ｐ１６
ＩＮＫ４Ａ、ｐ２１、自噬

关键基因５（犃犜犌５）、βａｃｔｉｎ（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ公司）、

ｐ５３、ＨＲａｓ（Ｃ２０，美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）、Ａｌｐｈ的

化学荧光成像系 ＦｌｕｏｒＣｈｅｍ８９００。感受态大肠杆

菌ＤＨ５α（ＴａＫａＲａ公司）。

１．２　细胞系　病毒传代细胞系ＬｉｎＸＡ来自美国圣

地亚哥Ｓｃｒｉｐｐｓ研究所的惠赠，高糖ＤＭＥＭ培养基中

含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和链霉素和

２ｍｍｏｌ／Ｌ犔谷氨酰胺培养。在５％ＣＯ２、３７℃孵箱中

培养。ＢＪ人成纤维细胞来自美国ＡＴＣＣ公司（ＣＲＬ

２５２２），在含有１０％胎牛血清和１００Ｕ／ｍＬ青霉素和

链霉素、１％非必需氨基酸、２ｍｍｏｌ／Ｌ犔谷氨酰胺的

ＭＥＭ培养基中，在５％ＣＯ２、３７℃孵箱中培养。

１．３　反转录病毒磷酸钙法转染及稳定筛选　ＬｉｎＸＡ

细胞生长在１０ｃｍ２ 细胞培养盘中，当其约７０％～

８０％融合时，更换新鲜培养基１０ｍＬ。１５μｇ反转录病

毒质粒、１５μｇ的ｓｓｓＤＮＡ、２．５ｍｏｌ／Ｌ的ＣａＣｌ２、水以

及２×ＢＢＳ，混匀，加入到２ｈ前替换的新细胞培养基

中。４８ｈ后收集已经含有反转录病毒的上清液，用

０．４５μｍ的微孔过滤器过滤，将含有反转录病毒的上

清液与２０％的新鲜 ＭＥＭ细胞培养基、ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（终

浓度是８μｇ／ｍＬ）混合后，加到ＢＪ细胞上，以高速离心

４５ｍｉｎ后细胞移至５％ＣＯ２、３２℃培养箱中过夜。２４

ｈ后更换新鲜的培养基，３７℃再培养１ｄ。细胞用质粒

相应的药物筛选１μｇ／ｍＬ的Ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ或５０μｇ／ｍＬ

的ＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ。收集经过反转录病毒转染后，经药

物筛选存活的细胞，备用。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测　将ＢＪ细胞或转染了的细

胞裂解于免疫沉淀裂解缓冲液中（缓冲液中含有ｐＨ

值７．５的 ＴｒｉｓＨＣｌ５０ｍｍｏｌ／Ｌ，１５０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化

钠，０．１％ＳＤＳ，１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，０．５％ 胆酸钠酸，

２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、１０％甘油含有蛋白酶和磷酸酶抑

制剂）。在冰上超声３０ｓ后４℃离心１２０００×犵，１５

ｍｉｎ，收集细胞沉淀，蛋白浓度用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法分析测

定。统一蛋白浓度２０～８０μｇ，上样于１２％或１５％

ＳＤＳＰＡＧＥ膜上，再转到尼龙纤维膜上，５％脱脂奶

粉封闭过夜，加入一抗［ｐ６２，ＬＣ３，ｐ１６
ＩＮＫ４Ａ，ｐ２１，

ｐ５３，Ｐｈｏｓｐｈｏｐ５３（Ｓｅｒ１５），ＨａＲａｓ（Ｃ２０），ｐＲｂ，

ＡＴＧ５，βａｃｔｉｎ］于４℃孵育２ｈ。在室温加入相应的

辣根过氧化物酶偶联的二抗孵育１ｈ。洗膜后加显

色液，采用Ｋｏｄａｋ膜曝光。相同实验重复３次。

１．５　细胞生长曲线　细胞转染适当的反转录病毒

并用适当的药物筛选４ｄ，筛选掉没有被感染的细胞

之后分析早期衰老的行为。将转染后的第６天定义

为细胞生长曲线的第０天。把１０４／孔细胞种在１２

孔细胞培养板上，平行种２～３孔。每３～４ｄ计数

１次后，仍以１０４／孔细胞种回到新的细胞培养板中。

细胞倍增数（ＰＤ）的计算公式：ＰＤ＝ｌｏｇ（Ｎ２／Ｎ１）／

ｌｏｇ２。Ｎ１是种植的细胞数，Ｎ２是长到第３～４天的

细胞数。相同实验重复３次。

１．６　β半乳糖苷（βＧａｌ）染色　对６孔板中培养的

细胞，去除细胞培养液，用ＰＢＳ洗涤１次，加入１ｍＬ

βＧａｌ染色固定液（０．５％ 戊二醛在ＰＢＳ中），室温固

定１５ｍｉｎ。然后去除固定液，用含２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２

的ＰＢＳ洗涤３次，除去ＰＢＳ，每孔加入１ｍＬβＧａｌ

染色工作液。３７℃孵育２～４ｈ，最多１２～１６ｈ。在

普通光学显微镜下观察，计数，并计算被染上蓝色的

细胞数目的百分比。

１．７　细胞凋亡检测　消化离心收集细胞，经ＰＢＳ洗

过２遍。细胞沉淀加入Ｂａｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞后，

加入ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎⅤ和５μＬＰＩ，室温避光１５ｍｉｎ，
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流式细胞仪检测ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ细胞凋亡，分析

软件Ｆｌｏｗｊｏ７．６．２。相同实验重复３次。

１．８　犃犜犌５ｓｉＲＮＡ 设计与载体构建　根据 Ｇｅｎ

ｂａｎｋ数据库中人犃犜犌５基因（ＮＭ＿００１２８６１０６．１）的

ｍＲＮＡ序列，使用ＩＳｃｏｒｅＤｅｓｉｇｎｅｒ在线设计工具，

本着ｓｉＲＮＡ设计原则选取ＧＣ含量在４０％～６０％

的ｓｉＲＮＡ靶位点，针对犃犜犌５基因编码区设计特异

性序列两对，由Ｑｉａｇｅｎ公司合成。犃犜犌５ｓｉＲＮＡ１

目标基因序列：５′ＴＣＣＡＡＣＴＴＧＴＴＴＣＡＣＧＣＴ

ＡＴＡ３′，正义链５′ＣＡＡ ＣＵＵ ＧＵＵ ＵＣＡ ＣＧＣ

ＵＡＵＡＴＴ３′，反义链５′ＵＡＵ ＡＧＣＧＵＧ ＡＡＡ

ＣＡＡＧＵＵＧＧＡ３′。犃犜犌５ｓｉＲＮＡ２目标基因序

列：５′ＡＡＣＣＴＴＴＧＧＣＣＴＡＡＧＡＡＧＡＡＡ３′，

正义链５′ＣＣＵＵＵＧＧＣＣＵＡＡＧＡＡＧＡＡＡＴＴ

３′，反义链５′ＵＵＵ ＣＵＵ ＣＵＵ ＡＧＧＣＣＡ ＡＡＧ

ＧＴＴ３′。阴性对照序列购自Ｑｉａｇｅｎ公司，经Ｂｌａｓｔ

比对与人类其他基因编码序列无同源性。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件，所

有数据均以珔狓±狊表示，各组间差异比较采用单因素

方差（ＡＮＯＶＡ）检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　犎犚犪狊犞１２诱发早期衰老　在 犎犚犪狊犞１２转染

后第７天裂解细胞提取蛋白行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析可

见，ＢＪ细胞表达高水平的犎犚犪狊犞１２（图１）。形态学

观察和生长曲线显示，细胞处于生长停滞状态，细胞

变大而扁平，而两组对照细胞生长情况和形态正常，

βＧａｌ阳性率在犎犚犪狊犞１２过度表达细胞显著高于两

组对照细胞（图２、图３）。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果进一步

证实犎犚犪狊犞１２过度表达诱发细胞衰老，表现为与两

组对照细胞相比，犎犚犪狊犞１２过度表达细胞的衰老相

关蛋白ｐ１６
ＩＮＫ４Ａ、Ｐｈｏｓｐｈｏｐ５３（Ｓｅｒ１５）升高和ｐＲｂ

降低（图１）。两组对照细胞之间细胞衰老相关蛋白

的表达水平基本相同。

图１　细胞衰老和自噬相关蛋白的表达水平

犉犻犵１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狊犲狀犲狊犮犲狀犮犲犪狀犱犪狌狋狅狆犺犪犵狔犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｒａｓ：犎犚犪狊犞１２，ＬＣ：Ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ，犘＜０．０５ｖｓｔｗｏ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ；狀＝３，珔狓±狊

图２　犅犑细胞、转染空载体或犎犚犪狊犞１２的犅犑细胞生长曲线

犉犻犵２　犌狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲狅犳犅犑犮犲犾犾狊犪狀犱犅犑犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱

狑犻狋犺狏犲犮狋狅狉狅狉犎犚犪狊犞１２

犘＜０．０５ｖｓｔｈｅｔｗｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ．Ｒａｓ：犎犚犪狊犞１２；

狀＝３，珔狓±狊

２．２　犎犚犪狊犞１２抑制自噬活性　空白ＢＪ细胞、转染

空载体或犎犚犪狊犞１２的ＢＪ细胞在转染后第７～１０天

裂解细胞提取蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示，两组对

照细胞ｐ６２和ＬＣ３Ⅱ的蛋白水平保持较低水平，且

水平基本相同（图１），经用氯喹（ＣＱ）处理后二者均

可升高（图４、表１），说明对照细胞基础自噬活性较

低。而犎犚犪狊犞１２过度表达细胞，ｐ６２和ＬＣ３Ⅱ的明

显高于两组对照细胞（图１、图４、表１），经用氯喹处

理后二者水平进一步显著升高（图４），说明在 犎

犚犪狊犞１２过度表达细胞，自噬活性处于被抑制状态。
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图３　细胞衰老的β半乳糖苷酶染色比较

犉犻犵３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狊犲狀犲狊犮犲狀犮犲犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱β犌犪犾犪犮狋狅狊犻犱犲狊狋犪犻狀犻狀犵犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊

图４　自噬相关蛋白动态表达水平的 犠犲狊狋犲狉狀印迹结果

犉犻犵４　 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犪狌狋狅狆犺犪犵狔犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊

１：Ｄ７ｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；２：Ｄ８；３：Ｄ９；４：Ｄ１０；５：Ｄ７＋ＣＱ２４ｈ；６：Ｄ７＋ＣＱ４８ｈ；７：Ｄ７＋ＣＱ７２ｈ．Ｒａｓ：犎犚犪狊犞１２；ＬＣ：Ｌｉｇｈｔ

ｃｈａｉｎ

表１　犠犲狊狋犲狉狀印迹检测自噬相关蛋白动态表达水平的相对表达量（目的蛋白／内参）

犜犪犫１犆犺犪狀犵犲狊狅犳狉犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犪狌狋狅狆犺犪犵狔犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

狀＝３，珔狓±狊

Ｄａｙ
ＢＪ

ＬＣ３Ⅱ ｐ６２

Ｖｅｃｔｏｒ

ＬＣ３Ⅱ ｐ６２

Ｒａｓ

ＬＣ３Ⅱ ｐ６２ Ｒａｓ

１ ０．０１８±０．００６ ０．０１５±０．００３ ０．０６９±０．０５５ ０．２３１±０．０２４ ０．０４６±０．０１１ ０．３４８±０．０２２ ０．４１６±０．０１７

２ ０．０１７±０．００２ ０．０１９±０．００５ ０．０６４±０．０４６ ０．２３３±０．０２９ ０．０４１±０．００６ ０．３３６±０．０１２ ０．４２３±０．０２０

３ ０．０１５±０．００５ ０．０１６±０．００２ ０．０７５±０．００６ ０．２４３±０．１８７ ０．０４９±０．００７ ０．３３０±０．０２３ ０．０４６±０．０１２

４ ０．０１６±０．００２ ０．０１３±０．００４ ０．０７０±０．０６１ ０．２１３±０．３７６ ０．０４１±０．００９ ０．３４９±０．１００ ０．４０８±０．０２９

５ ０．２１９±０．０２２ ０．４４１±０．０１１ ０．１３１±０．０１５ ０．２６２±０．０４１ ０．２７３±０．０１８ ０．５４４±０．０３９ ０．４１８±０．０１７

６ ０．４９９±０．０５７△△ ０．６８５±０．０３３△△ ０．３５８±０．０３３△△ ０．３９９±０．０２５△△ ０．３３６±０．０２１△△ ０．８９７±０．０７８△△ ０．４０５±０．０１４△△

７ ０．７９１±０．０３３▲▲ ０．６６２±０．０２９▲▲ ０．３６０±０．１２６▲▲ ０．７０４±０．１９４▲▲ ０．４３７±０．０２９▲▲ ０．８６１±０．０４９▲▲ ０．３９９±０．０２３▲▲

１：Ｄ７ｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；２：Ｄ８；３：Ｄ９；４：Ｄ１０；５：Ｄ７＋ＣＱ２４ｈ；６：Ｄ７＋ＣＱ４８ｈ；７：Ｄ７＋ＣＱ７２ｈ，Ｒａｓ：犎犚犪狊犞１２，ＬＣ：Ｌｉｇｈｔ

ｃｈａｉｎ．犘＜０．０１ｖｓ１ａｎｄ２；△△犘＜０．０１ｖｓ１ａｎｄ３；▲▲犘＜０．０１ｖｓ１ａｎｄ４
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２．３　犎犚犪狊犞１２对凋亡的影响　在生长曲线研究

中，犎犚犪狊犞１２过度表达细胞不仅出现生长停滞，还

表现为曲线逐渐降低至０以下，说明存在细胞死亡，

因此我们通过流式细胞分析研究了犚犪狊过度表达对

于细胞凋亡的影响。结果表明，与两组对照细胞相

比，犎犚犪狊犞１２过度表达能够轻度增加细胞的凋亡率

（犘＜０．０１，图５），因此细胞生长曲线中细胞数量的

减少与凋亡率增加有关。

图５　犎犚犪狊犞１２过度表达时细胞凋亡率的流式细胞分析

犉犻犵５　犃狆狅狆狋狅狊犻狊狉犪狋犲狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆犪狊

犪狀犪犾狔狕犲犱犫狔犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔

犘＜０．０１ｖｓｔｈｅｔｗｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ；狀＝３，珔狓±狊

２．４　利用敲低ＡＴＧ５蛋白表达对犎犚犪狊犞１２过度表

达ＢＪ细胞的影响　在用两种针对自噬关键基因

犃犜犌５的ｓｉＲＮＡ处理４８ｈ后，在犎犚犪狊犞１２和转染

空载体的ＢＪ细胞均达到了较好的犃犜犌５敲低效果。

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析可见（图６、表２），在转染空载体

或Ｒａｓ的ＢＪ细胞，ｓｉＲＮＡ处理后的细胞自噬标记

物ｐ６２出现蓄积或蓄积进一步加重。细胞衰老相关

蛋白ｐ１６
ＩＮＫ４Ａ和Ｐｈｏｓｐｈｏｐ５３（Ｓｅｒ１５）蛋白水平在

ＢＪ细胞ｓｉＲＮＡ处理者较未处理者明显升高（犘＜

０．０５），而在转染空载体细胞变化不明显。这些结果

说明，利用ｓｉＲＮＡ敲低ＡＴＧ５抑制自噬可促使转染

犚犪狊的ＢＪ细胞发生更加严重的细胞衰老。

图６　转染犎犚犪狊犞１２或空载体的犅犑细胞以狊犻犚犖犃敲低自噬

基因犃犜犌５后的细胞衰老和自噬相关蛋白的犠犲狊狋犲狉狀印迹分析

犉犻犵６　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊犲狀犲狊犮犲狀犮犲犪狀犱犪狌狋狅狆犺犪犵狔

犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀犅犑犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犫狔犎犚犪狊犞１２

狅狉犲犿狆狋狔狏犲犮狋狅狉犪犳狋犲狉犽狀狅犮犽犱狅狑狀狅犳犃犜犌５犫狔狊犻犚犖犃

Ｒａｓ：犎犚犪狊犞１２；ＬＣ：Ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ；ｓｉＲＮＡ：Ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ

ＲＮＡ；ＡＴＧ５：Ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ５

表２　转染犎犚犪狊犞１２和空载体的犅犑细胞在敲低自噬基因犃犜犌５前后的细胞衰老和自噬相关蛋白的相对表达量

犜犪犫２　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狊犲狀犲狊犮犲狀犮犲犪狀犱犪狌狋狅狆犺犪犵狔犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀犎犚犪狊犞１２犪狀犱狏犲犮狋狅狉狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犅犑犮犲犾犾狊

犫犲犳狅狉犲犪狀犱犪犳狋犲狉犽狀狅犮犽犱狅狑狀狅犳犃犜犌５犫狔狊犻犚犖犃

狀＝３，珔狓±狊

Ｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎ
Ｖｅｃｔｏｒ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ１ ｓｉＲＮＡ２

Ｒａｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ１ ｓｉＲＮＡ２

ＬＣ３Ⅱ ０．０２４±０．００５ ０．０１２±０．００３ ０．００９±０．００２ ０．３２５±０．０２３ ０．１３７±０．００９△△ ０．１２６±０．０１２△△

ｐ６２ ０．１４４±０．００７ ０．１４９±０．００９ ０．２６２±０．０１１ ０．５６８±０．０４３ ０．８６７±０．０７２△△ １．０９３±０．０５８△△

ｐ１６ ０．０３７±０．００６ ０．０５０±０．００６ ０．０３５±０．００４ ０．４０３±０．００７ ０．５６３±０．０２１△△ ０．６２２±０．０２５△△

ｐｐ５３ ０．００８±０．００２ ０．０１９±０．００４ ０．０４０±０．００３ ０．０３９±０．００７ ０．１２６±０．０１４△△ ０．１６８±０．０１６△△

ＡＴＧ５ ０．７４９±０．０４９ ０．３２９±０．０３５ ０．３４３±０．０３７ ０．５９１±０．０３３ ０．３６４±０．０４７△△ ０．３３０±０．０２３△△

犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓＶｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ；△△犘＜０．０１ｖｓＲａｓｃｏｎｔｒｏｌ．Ｒａｓ：犎犚犪狊犞１２；ｓｉＲＮＡ：ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ

３　讨　论

研究表明自噬在肿瘤整个发生、发展过程中的

作用是不同的［７８］。在癌症的后期，由于需要适应肿

瘤快速生长和血供相对不足造成的缺血、缺氧，癌细

胞的自噬活性明显上调来满足代谢需求［９］。然而在

早期，自噬在癌症发生过程的作用更为复杂［２，５］。多

数学者认为在正常细胞，癌基因犎犚犪狊犞１２转染会诱

导自噬活性的增高，并且这是细胞存活和发生细胞

癌变所必需的［２，１０］。Ｙｏｕｎｇ等
［２］利用犎犚犪狊犞１２诱导

性表达的细胞模型，研究了ＯＩＳ情况下自噬活性的

动态变化情况。结果表明，在转染并表达犎犚犪狊犞１２

的ＩＭＲ９０人成纤维细胞，转染后早期可进一步分为

３个时期：分裂期、过渡期和衰老期。自噬的活性在
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分裂期即开始升高，在过渡期达到峰值。在本研究

中，我们主要观察的是细胞转染犚犪狊后经过药物筛

选后的时期，也就是稳定表达 犎犚犪狊犞１２的衰老期。

理论上，此时间段的细胞已经度过了转基因后早期

应激反应导致的自噬活性上调。但我们发现在 犎

犚犪狊犞１２转染后的６～１２ｄ，ＢＪ人成纤维细胞自噬活

性是受到抑制的，表现为ｐ６２蛋白水平的显著升高。

由于ｐ６２是 “载货蛋白”并在自噬过程中被降解，所

以是评估自噬活性调控良好的标记物［１１］。此抑制

结果在人类非癌细胞的研究中目前尚未见报

道［１２１４］。

既往对信号通路的研究标明，犎犚犪狊犞１２是可以

通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ 通路来负性调控自噬

的［１４］。然而，本研究中自噬活性的抑制表现为ＬＣ３

Ⅱ和ｐ６２蛋白均蓄积。ＬＣ３Ⅱ水平的变化情况取决

于自噬过程被抑制是在早期还是在后期。自噬早期

抑制或阻断可抑制ＬＣ３Ⅱ的形成，而自噬后期抑制

或阻断可导致ＬＣ３Ⅱ的蓄积。这就提示，犎犚犪狊犞１２

过度表达对自噬活性的抑制作用，发生于自噬过程

的后期，也就是自噬体形成以后。因此，犎犚犪狊犞１２

过度表达抑制自噬可能还可通过ＰＩ３Ｋ通路之外的

其他机制进行调控。

我们认为犎犚犪狊犞１２过度表达对自噬的抑制在

犎犚犪狊犞１２相关的肿瘤的发生方面可能具有重要的

意义。目前的研究表明，自噬后期的抑制和阻断可

将本是保护机制的自噬变为破坏性强的负面机制。

因为自噬环路后段的干扰会严重破坏细胞的质量控

制，从而导致功能障碍的内质网释放具有细胞毒性

的氧自由基，这些可导致基因完整性的改变［１５］。虽

然犎犚犪狊犞１２过度表达的细胞绝大多数会进入 ＯＩＳ

状态，甚至发生细胞死亡，但是少部分细胞可能通过

瓶颈效应，即通过发生有利于癌变的基因突变，来克

服各种保护机制发生癌变［７］。然而，本研究尚并不

能回答犎犚犪狊犞１２过度表达抑制自噬与犚犪狊诱导的

癌变之间是否有直接的关系。并且，这种抑制作用

是否具有广泛的代表性也需要进一步研究。
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