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　　［摘要］　目的　研究细胞自噬在多柔比星诱导Ｒａｊｉ细胞发生细胞凋亡过程中所起的作用。方法　以含不同浓度多柔
比星的培养液培养Ｒａｊｉ细胞，采用蛋白质印迹法观察Ｒａｊｉ细胞自噬相关蛋白的表达，并用 ＭＤＣ染色法观察Ｒａｊｉ细胞内的自

噬体和自噬溶酶体的形成情况；在给予多柔比星的同时使用ＰＩ３Ｋ通路抑制剂３ＭＡ和自噬溶酶体抑制剂ＮＨ４Ｃｌ对细胞自噬

进行抑制，利用 ＭＴＴ法和流式细胞术测定Ｒａｊｉ细胞的细胞活力与凋亡情况。结果　给予多柔比星后，Ｒａｊｉ细胞的ＬＣ３Ⅱ表
达水平和 ＭＤＣ染色荧光强度均高于对照组（Ｐ＜０．０５），证明多柔比星能诱导Ｒａｊｉ细胞发生细胞自噬。给予多柔比星后，Ｒａｊｉ
细胞生长受到抑制，凋亡增加（Ｐ＜０．０１）；用细胞自噬抑制剂３ＭＡ和ＮＨ４Ｃｌ抑制自噬后，细胞生长受抑和凋亡增加现象更加

显著（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　在多柔比星杀伤Ｒａｊｉ细胞的过程中会诱导细胞发生自噬，抑制自噬能够增强多柔比星对
Ｒａｊｉ细胞的杀伤作用。

　　［关键词］　多柔比星；自噬；细胞凋亡；淋巴瘤
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　　恶性淋巴瘤的发病率近年来呈逐年上升的趋
势，多柔比星作为治疗恶性淋巴瘤的主要药物之一
被广泛应用。研究表明多柔比星主要通过嵌入

ＤＮＡ的相邻碱基之间，扰乱模板功能，阻止ＤＮＡ依
赖性的ＲＮＡ多聚酶作用，干扰转录过程，从而诱导
肿瘤细胞凋亡，并且其对淋巴瘤细胞杀伤效果明
显［１］。然而多柔比星具有较强的毒性，长期使用对
心脏有不良反应，且该不良反应为剂量累积型［２］，这
使多柔比星的临床应用受到了一定限制。如果能增
加多柔比星对淋巴瘤细胞的疗效就能减少多柔比星

的给药剂量，从而减少其副反应的发生。

　　细胞自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是一种广泛存在于真核
生物中的细胞程序性死亡机制，它可通过降解受损
细胞器和大分子来维持细胞内稳态，并实现细胞内
成分的循环利用。近年来不断有报道称细胞自噬在
药物杀伤肿瘤细胞过程中起了重要的作用，它与药
物对肿瘤的杀伤、肿瘤细胞的药物抵抗等密切相
关［３６］。据报道，多柔比星能诱导骨髓瘤细胞和肝癌
细胞发生自噬，且抑制细胞自噬能增强其诱导骨髓
瘤细胞的凋亡［７］。多柔比星能否诱导恶性淋巴瘤细
胞发生自噬及细胞自噬在多柔比星杀伤淋巴瘤细胞

过程中所起的作用尚未见报道。本研究主要通过研
究细胞自噬在多柔比星诱导的Ｒａｊｉ细胞发生细胞凋
亡的过程中所起的作用，从而揭示多柔比星诱导的
细胞自噬与其诱导的细胞凋亡之间的关系。

１　材料和方法

１．１　实验试剂和耗材　细胞裂解液ＲＩＰＡ试剂盒、蛋
白定量ＢＣＡ试剂盒、ＤＡＢ辣根过氧化物酶显色试剂
盒均购自上海碧云天公司生物技术有限公司；ＰＶＤＦ
膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＬＣ３ｂ抗体、βａｃｔｉｎ抗体（美
国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；自噬抑制剂３甲
荃腺嘌呤（３ＭＡ，德国 Ｍｅｒｃｋ公司）Ｒａｊｉ细胞（中国科
学院生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究

所）；ＭＤＣ染色液（美国Ｓｉｇｍａ公司）；多柔比星（浙江
海正药业有限公司馈赠）；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ细胞凋亡检测
试剂盒（上海蔚宏生物科技有限公司）；３（４，５二甲基
噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ）、十二烷基硫
酸钠（ＳＤＳ）、Ｎ′，Ｎ二甲基甲酰胺（ＤＭＦ），均为上海生
工生物工程技术服务有限公司产品；细胞培养耗材、
培养基、血清（赛默飞世尔科技公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养与实验分组　Ｒａｊｉ细胞生长至对数
生长期后以５×１０５个／ｍｌ的密度转入细胞培养板内培
养。实验分为对照组（Ｒａｊｉ细胞）、多柔比星治疗组
（Ｒａｊｉ细 胞 ＋ 多 柔 比 星）、抑 制 剂 单 独 给 药 组

（３ＭＡ／ＮＨ４Ｃｌ＋Ｒａｊｉ细胞）和多柔比星联合抑制剂干
预组（３ＭＡ／ＮＨ４Ｃｌ＋Ｒａｊｉ细胞＋多柔比星）。多柔比
星治疗组及联合干预组均分别给予０、２、４和８μｇ／ｍｌ
的多柔比星。自噬抑制剂（２ｍｍｏｌ／Ｌ 的３ＭＡ或

５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＮＨ４Ｃｌ）在给多柔比星１ｈ前加入。连续
培养２４ｈ，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心收集细胞。

１．２．２　蛋白质印迹法检测细胞自噬相关蛋白ＬＣ３
（ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ）的表达水平　将收集到的Ｒａｊｉ细胞用

ＰＢＳ洗１次，用ＲＩＰＡ试剂盒裂解细胞，定量后按照每
个泳道５０μｇ进行蛋白电泳，后转膜至ＰＶＤＦ膜上，用

５％脱脂牛奶封闭１ｈ，分别加入ＬＣ３ｂ和βａｃｔｉｎ抗体，
于４℃孵育１２ｈ。用ＴＢＳＴ洗膜后加入二抗，室温孵
育１．５ｈ，用ＤＡＢ显色液显色。蛋白质印迹检测结果
用ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＴＬ进行灰度统计分析。

１．２．３　ＭＤＣ染色法观察细胞自噬水平　将收集到
的Ｒａｊｉ细胞用ＰＢＳ洗２次。加入１ｍｌ０．５％ ＭＤＣ
染色液，避光孵育１０ｍｉｎ，于１０００ｒ／ｍｉｎ离心，

５ｍｉｎ后收集细胞，再用ＰＢＳ洗２次，在激发波长为

３６５ｎｍ的荧光显微镜下观察。

１．２．４　ＭＴＴ 法检测抑制细胞自噬后的细胞存
活　连续培养２４ｈ后直接加入１０μｌＭＴＴ反应液，

３７℃避光孵育４ｈ后加入三联液（５０％ ＤＭＦ、２０％
ＳＤＳ的水溶液），３７℃孵育６ｈ，于５７０ｎｍ处测定各
组的光密度（Ｄ）值，计算细胞存活率。

１．２．５　流式细胞法检测抑制细胞自噬后的细胞凋
亡　将收集到的 Ｒａｊｉ细胞用ＰＢＳ洗１次，后加入

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ细胞凋亡检测试剂盒内提供的５００μｌ
结合液和５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ染色液，避光室温孵
育１５ｍｉｎ，随即进行流式细胞检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ１９分析数
据，结果以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分
析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　多柔比星诱导Ｒａｊｉ细胞发生细胞自噬

２．１．１　自噬相关蛋白ＬＣ３（ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ）的表达
水平　结果如图１所示，Ｒａｊｉ细胞经过多柔比星处
理２４ｈ后，给予８μｇ／ｍｌ多柔比星的 Ｒａｊｉ细胞的

ＬＣ３Ⅱ的表达水平高于对照组（Ｐ＜０．０５）。

２．１．２　ＭＤＣ染色的 Ｒａｊｉ细胞的荧光显微镜观
察　经多柔比星处理２４ｈ后，８μｇ／ｍｌ多柔比星治
疗组Ｒａｊｉ细胞的荧光强度强于对照组（Ｐ＜０．０５），
图２证明经过多柔比星处理的Ｒａｊｉ的自噬体和自噬
溶酶体的数量多于对照组，提示８μｇ／ｍｌ多柔比星
的Ｒａｊｉ细胞的自噬发生水平高于对照组。

２．２　抑制自噬后自噬相关蛋白ＬＣ３（ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３
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Ⅱ）的表达水平检测　结果如图３所示：８μｇ／ｍｌ多
柔比星治疗组 Ｒａｊｉ细胞ＬＣ３Ⅱ的表达量高于对照
组，而２ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ和８μｇ／ｍｌ多柔比星联合干
预后Ｒａｊｉ细胞ＬＣ３Ⅱ的表达量低于８μｇ／ｍｌ多柔比
星治疗组，而经过８μｇ／ｍｌ多柔比星和５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮＨ４Ｃｌ联合干预后ＬＣ３Ⅱ的表达量高于８μｇ／ｍｌ多
柔比星治疗组，证明多柔比星所诱导的Ｒａｊｉ细胞的
细胞自噬能被ＰＩ３Ｋ通路抑制剂３ＭＡ和自噬溶酶
体抑制剂ＮＨ４Ｃｌ抑制。

图１　多柔比星杀伤Ｒａｊｉ细胞时自噬

相关蛋白ＬＣ３（ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ）的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３（ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ）

ｉｎＲａｊｉｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ
１：Ｒａｊｉｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ８μｇ／ｍｌｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ；２：Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｐ＜

０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图２　Ｒａｊｉ细胞的 ＭＤＣ染色

Ｆｉｇ２　ＭＤＣｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＲａｊｉｃｅｌｌｓ

Ａ：Ｒａｊｉｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ８μｇ／ｍｌｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．３　抑制细胞自噬能增强多柔比星对Ｒａｊｉ细胞的
杀伤作用

２．３．１　抑制细胞自噬能增强多柔比星对Ｒａｊｉ细胞
的生长抑制　Ｒａｊｉ细胞经过各浓度多柔比星和自噬
抑制剂处理２４ｈ后，ＭＴＴ结果如图４所示：与对照
组相比，所有经过２、４、８μｇ／ｍｌ多柔比星干预的Ｒａ

ｊｉ细胞的细胞活力都有下降（Ｐ＜０．０１），证明多柔比
星抑制了Ｒａｊｉ细胞的细胞生长。并且加入自噬抑制
剂３ＭＡ或ＮＨ４Ｃｌ后，Ｒａｊｉ细胞的细胞活力与相同

浓度的单纯多柔比星干预组相比有下降（Ｐ＜０．０５，

Ｐ＜０．０１），证明抑制细胞自噬能显著增强多柔比星
对Ｒａｊｉ细胞的生长抑制作用。

图３　抑制自噬后自噬相关蛋白

ＬＣ３（ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ）的表达水平

Ｆｉｇ３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ＬＣ３（ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ）ａｆｔｅｒａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｒａｊｉｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ８μｇ／ｍｌｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ；３：Ｒａｊｉ

ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ （３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ）；４：Ｒａｊｉｃｅｌｌｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ８μｇ／ｍｌｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎａｎｄ２ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ；５：Ｒａｊｉｃｅｌｌｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｃｌ；６：Ｒａｊｉｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ８μｇ／ｍｌ

ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎａｎｄ５ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｃｌ

图４　抑制自噬能增加多柔比星诱导的Ｒａｊｉ细胞生长抑制

Ｆｉｇ４　Ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｄ

ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎＲａｊｉｃｅｌｌｓ
３ＭＡ：３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐⅡ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｇｒｏｕｐⅢ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐⅣ；!!Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐⅠ

２．３．２　抑制细胞自噬能增强多柔比星诱导的 Ｒａｊｉ
细胞凋亡　Ｒａｊｉ细胞经过多柔比星和抑制剂处理２４
ｈ经过流式细胞检测，结果如图５所示，８μｇ／ｍｌ多
柔比星治疗组Ｒａｊｉ细胞的凋亡率高于对照组（Ｐ＜
０．０５），而８μｇ／ｍｌ多柔比星＋２ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ或８

μｇ／ｍｌ多柔比星＋５ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｃｌ联合干预组中

Ｒａｊｉ细胞的凋亡率高于８μｇ／ｍｌ多柔比星干预治疗
组（Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　细胞自噬是一种广泛存在于真核生物细胞中且

能维持细胞内环境稳定的一种机制。近年来的研究
发现，细胞自噬既能通过诱导肿瘤细胞凋亡、坏死、
衰老等机制发生或直接诱导细胞发生自噬性死亡从
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而杀伤肿瘤细胞，也能通过抑制药物引起的细胞凋
亡等来保护肿瘤细胞［８１０］。不同的药物所引发自噬
的作用不完全相同，并且同一种药物作用于不同的
肿瘤细胞时所引发自噬的作用也不完全相同。

图５　抑制细胞自噬增强了多柔比星诱导的细胞凋亡

Ｆｉｇ５　Ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｄ
ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＲａｊｉｃｅｌｌｓ

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｒａｊｉｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ８μｇ／ｍｌｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ；Ｃ：Ｒａｊｉ

ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ８μｇ／ｍｌｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎａｎｄ５ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｃｌ；Ｄ：Ｒａ

ｊｉｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ８μｇ／ｍｌｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎａｎｄ２ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ （３

Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ）．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ８μｇ／ｍｌｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ

ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

　　本研究分别运用了蛋白质印迹法检测自噬相关
蛋白ＬＣ３（ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ）的表达水平及 ＭＤＣ染色
法观察细胞自噬水平，证明了多柔比星能显著诱导

Ｒａｊｉ细胞发生细胞自噬。并在此基础上使用两种不
同通路的自噬阻断剂，即ＰＩ３Ｋ通路的阻断剂３ＭＡ
和溶酶体抑制剂 ＮＨ４Ｃｌ抑制细胞自噬后发现抑制
细胞自噬能显著增强多柔比星对Ｒａｊｉ细胞的生长抑
制，并能显著增强多柔比星诱导的细胞凋亡。证明
了多柔比星诱导的细胞自噬会削弱多柔比星诱导的

淋巴瘤细胞凋亡，同时也进一步揭示了抑制细胞自
噬可能能增强多柔比星在治疗淋巴瘤时的疗效。

Ｐａｎ等［１１］在研究中发现：多柔比星可以诱导骨髓瘤
细胞 Ｈ９２９和ＲＭＰＩ８２２６发生ｃａｓｐａｓｅ依赖的细胞
凋亡和细胞自噬，并且用自噬抑制剂３ＭＡ和氯喹

抑制自噬后增强了多柔比星对 Ｈ９２９和ＲＭＰＩ８２２６
细胞的杀伤作用。提示抑制细胞自噬可能能增强多
柔比星在治疗骨髓瘤的疗效，与本研究的结论相似。
然而Ｑｉａｎ等［１２］则发现细胞自噬在多柔比星杀伤肝

癌细胞 ＨｅｐＧ２过程中诱导了细胞凋亡，这与本研究
的结论相反。下一步工作将在本研究的基础上进行
细胞实验及动物实验，以期获得更多的数据证实细
胞自噬在多柔比星杀伤淋巴瘤细胞中所起的作用，
并在将来在应用上使用多柔比星和自噬抑制类药物

联合用药提供新的思路和实验依据。
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