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ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路在肝癌细胞
自体吞噬中的作用研究

史颖弘　樊嘉　周俭　邱双健　殷晓鸣　汤钊猷

　　【摘要】　目的　探讨在肝癌细胞中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路在氨基酸缺乏诱导的自体吞噬中的作
用。方法　观察 ＨＣＣＬＭ３、ＭＨＣＣ９７Ｌ及 ＳＭＭＣ７７２１肝癌细胞在氨基酸缺乏情况下及与 ＰＩ３Ｋ抑制剂
３ＭＡ、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ及ＬＹ２９４００２，ｍＴＯＲ抑制剂雷帕霉素协同作用下细胞活力变化。ＧＦＰＬＣ３荧光法观察细
胞内自噬体的形成。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＬＣ３Ⅱ蛋白的表达。结果　经无氨基酸培养液 ＥＢＳＳ处理后４８ｈ，
ＨＣＣＬＭ３、ＭＨＣＣ９７Ｌ及ＳＭＭＣ７７２１细胞存活率分别为（７８．９±３．８）％、（５７．２±１３．１）％及（３．４±３．０）％
（Ｐ＜０．０１）。与 ＨＣＣＬＭ３、ＭＨＣＣ９７Ｌ相比，细胞中的自噬体在 ＳＭＭＣ７７２１细胞中明显增多，分别为
（１３．１±３．５）％、（２０．０±１．１）％及（４８．９±４．５）％（Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹显示在 ＥＢＳＳ处理后早期即
有ＬＣ３Ⅱ蛋白的明显表达。在ＥＢＳＳ基础上雷帕霉素 ２０μｍｏｌ／Ｌ处理 ２４ｈ，３种细胞株活力明显下降。
３ＭＡ、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ及ＬＹ２９４００２处理也加速ＥＢＳＳ诱导的细胞死亡。结论　高转移潜能肝癌细胞比较耐受
自噬样细胞死亡。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路对自噬样细胞死亡可能起重要调节作用。
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　　自体吞噬以细胞内双层或多层膜样结构包裹胞
质或细胞器形成囊泡样自噬体为形态学特征。自噬

体通过与细胞内溶酶体融合而降解囊泡内容物。在

正常细胞中，自体吞噬的主要生理功能为降解蛋白

质、ＲＮＡ及其他大分子，是细胞非常重要的降解体

　　基金项目：本课题受上海市自然科学基金资助（０５ＺＲ１４０２７）

　　作者单位：２０００３２上海，复旦大学附属中山医院肝癌研究所

系，维持自身的稳定［１］。营养缺乏、缺氧、激素刺激

及其他应激情况下可以诱导自体吞噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）
产生，这最初是细胞的一种保护机制，但过度的刺

激，自体吞噬的持续存在也将导致细胞死亡。自体

吞噬样细胞死亡（ａｕｔｏｐｈａｇｉｃｃｅｌｌｄｅａｔｈ）是非ｃａｓｐａｓｅｓ
依赖的另一类重要的程序化细胞死亡方式。自体吞

噬在在肿瘤发生、发展中的作用尚未明确，总体认为

多数肿瘤细胞有不同程度自体吞噬的缺陷，诱导细
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胞自噬样细胞死亡是新的抗肿瘤治疗策略。磷脂酰

肌醇 ３激酶（ＰＩ３Ｋｓ）及下游的激酶 ＡＫＴ、ｍＴＯＲ
（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆＲａｐａｍｙｃｉｎ）信号通路不但参与
肿瘤细胞的迁移、黏附、细胞基质的降解，也是细胞

凋亡、自体吞噬的重要调节分子。本实验将研究肝

癌细胞对自噬应激的反应，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号
通路的调节对自噬样细胞死亡的影响，阐明对此信

号通路的干预以及肿瘤转移与自噬之间的联系在肝

癌治疗及预防转移中的潜在意义。

１　材料与方法
１．１　细胞株
　　转移能力逐级递增的人高转移潜能肝癌细胞株
ＭＨＣＣ９７Ｌ、ＨＣＣＬＭ３由本研究所构建，低转移人肝
癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１由上海第二军医大学构建。
所有细胞均生长在 ＤＭＥＭ培养基中，其中加入１００
ｕ／ｍｌ青霉素、１００μｇ／ｍｌ链霉素、１０％胎牛血清，在
５％ ＣＯ２、３７℃温箱中培养。
１．２　试剂
　　ＬＣ３ＧＦＰ质粒由ＮｏｂｏｒｕＭｉｚｕｓｈｉｍａ（ＮａｔｉｏｎａｌＩｎ
ｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＢａｓｉｃＢｉｏｌｏｇｙ，Ｊａｐａｎ）友情提供［２］。抗 ＬＣ３
兔血清由ＴａｍｏｔｓｕＹｏｓｈｉｍｏｒｉ（ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＧｅ
ｎｅｔｉｃｓ，Ｊａｐａｎ）友情提供［３］。无血清无氨基酸培养液

ＥＢＳＳ（Ｅａｒｌｅ′ｓＢａｌａｎｃｅｄＳａｌｔＳｏｌｕｔｉｏｎｓ）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司。ＰＩ３Ｋ抑制物 ３ＭＡ、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ购自 Ｓｉｇｍａ
公司。ＬＹ２９４００２购于ＣａｙｍａｎＣｈｅｍｉｃａｌ公司。雷帕
霉素购自ＬＫＴＬａｂｏｒａｔｏｒｙ公司。碘化丙啶（ＰＩ）购自
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅ。
１．３　细胞活力检测
　　碘化丙啶染色法。细胞培养液中加入 ＰＩ，终浓
度为５μｇ／ｍｌ，放置约５ｍｉｎ，在荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ
ＥｃｌｉｐｓｅＴＥ２００）下计数，红色荧光细胞计数为死细
胞，阴性细胞为活细胞。

１．４　自噬检测
　　在细胞自体吞噬反应中有自噬体的形成，ＬＣ３
（ＡＴＧ８）从胞质转移到自噬体膜上。用 ＧＦＰＬＣ３质
粒转染细胞后，正常细胞ＧＦＰ绿色荧光在细胞内成
弥散分布，在自噬体形成时，将形成点状或环状荧

光，这类细胞定义为 ＧＦＰＬＣ３阳性细胞。按常规方
法转染细胞，经自体吞噬诱导剂处理后，在荧光显微

镜下观察细胞内绿色荧光，数码相机记录图像，

ＳＰＯＴ软件（４．０．２版本，ＳＰＯＴ，ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓＩｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ）分析计数ＧＦＰＬＣ３阳性细胞与总的ＧＦＰ
阳性细胞比例。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹
　　收集样本，定量蛋白。通常３０μｇ蛋白加入缓
存液，沸水煮５～１０ｍｉｎ，１２％ ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶
电泳，１２５Ｖ电泳约１．５ｈ，将凝胶在 ｔｒａｎｓｆｅｒｂｕｆｆｅｒ
中平衡５～１５ｍｉｎ，２５Ｖ２ｈ或７Ｖ过夜湿转至聚二
氟乙烯膜。室温下５％的脱脂奶封闭１ｈ，４℃一抗
振荡孵育过夜，在 ＴＢＳＴ中洗膜。室温下在二抗中
孵育１ｈ。用ＥＣＬ法显色，暗室中对Ｘ线胶片曝光，
洗片机洗片。

１．６　统计学分析
　　计量资料组间差异用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果
２．１　高转移潜能肝癌细胞株耐受氨基酸缺乏诱导
的细胞死亡

　　将细胞培养液更换成无氨基酸的平衡盐溶液
ＥＢＳＳ，观察在氨基酸缺乏条件下的细胞反应。
ＳＭＭＣ７７２１细胞在 ＥＢＳＳ处理后，细胞活力及细胞
数目呈快速下降趋势，大量细胞死亡，至４８ｈ后只
有极少量细胞存活。而ＨＣＣＬＭ３及ＭＨＣＣ９７Ｌ细胞
则比较耐受，细胞活力及数目呈缓慢下降，至４８ｈ
时ＨＣＣＬＭ３有（７８．９±３．８）％的细胞仍存活，ＭＨ
ＣＣ９７Ｌ有（５７．２±１３．１）％的细胞存活，而 ＳＭＭＣ
７７２１细胞中只有（３．４±３．０）％，差异有统计学意义
（Ｐ≤０．０１）。见图１。

图１　高转移潜能肝癌细胞株耐受氨基酸缺乏诱导的细

胞死亡

２．２　氨基酸缺乏诱导的细胞死亡与细胞自体吞噬
相关

　　ＧＦＰＬＣ３质粒转染３种细胞株后２４ｈ，再使用
ＥＢＳＳ处理细胞，ＳＭＭＣ７７２１细胞中６ｈ后即有较多
的点状ＧＦＰ荧光（标志自噬体形成）产生，在 ＨＣＣ
ＬＭ３及ＭＨＣＣ９７Ｌ细胞中则较少（图２）。经计数

·０４· 中华消化外科杂志２００７年２月第６卷第１期　ＣｈｉｎＪＤｉｇＳｕｒｇ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２００７，Ｖｏｌ．６，Ｎｏ．１



Ａ：ＳＭＭＣ７７２１细胞ＥＢＳＳ处理后０ｈ；Ｂ：ＳＭＭＣ７７２１细胞ＥＢＳＳ处理后６ｈ；Ｃ：ＨＣＣＬＭ３细胞ＥＢＳＳ处理后０ｈ；

Ｄ：ＨＣＣＬＭ３细胞ＥＢＳＳ处理后６ｈ

图２　氨基酸缺乏后肝癌细胞株中ＧＦＰＬＣ３点状荧光分布

ＧＦＰＬＣ３点状阳性细胞占所有ＧＦＰ阳性细胞的比例，
发现ＥＢＳＳ处理后６ｈＳＭＭＣ７７２１中点状 ＧＦＰＬＣ３
阳性细胞明显增多，ＨＣＣＬＭ３细胞中则很少（图３），
分别为（４８．９±４．５）％、（２０．０±１．１）％及（１３．１±
３．５）％，３种细胞株间差异有统计学意义（Ｐ≤０．０１）。

ａ：Ｐ＜０．０１，ＳＭＭＣ７７２１、ＭＨＣＣ９７Ｌ、ＨＣＣＬＭ３３种细胞间比较
图３　氨基酸缺乏后ＧＦＰＬＣ３阳性细胞计数

２．３　氨基酸缺乏情况下ＬＣ３蛋白的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹显示在 ＳＭＭＣ７７２１中 ＥＢＳＳ处理
后６ｈＬＣ３Ⅱ蛋白表达（反应自体吞噬水平，１６０００）
很高，并随时间有下降趋势（图４）。在 ＨＣＣＬＭ３及
ＭＨＣＣ９７Ｌ细胞中则表达较晚，尤其是 ＨＣＣＬＭ３细
胞２４ｈ后才有明显表达。提示自噬反应在 ＳＭＭＣ
７７２１细胞中反应较早且较剧烈。

图４　氨基酸缺乏情况下ＬＣ３蛋白的表达

２．４　ｍＴＯＲ抑制剂雷帕霉素及 ＰＩ３Ｋ抑制剂促进氨
基酸缺乏诱导的细胞死亡

　　已知雷帕霉素可以通过对 ｍＴＯＲ活性的抑制
来诱导细胞自体吞噬。ＥＢＳＳ加入２０μｍｏｌ／Ｌ雷帕
霉素后２４ｈ，相对于单纯氨基酸缺乏，加入雷帕霉素
后大量细胞死亡，ＳＭＭＣ７７２１及ＨＣＣＬＭ３细胞中均
很明显（图５）。与 ＥＢＳＳ或２０μｍｏｌ／Ｌ雷帕霉素单
独处理有明显区别（Ｐ≤０．０５）。提示在氨基酸缺
乏情况下，进一步诱导自体吞噬可以促进细胞死亡。

有研究表明ＰＩ３Ｋ通路调控细胞自体吞噬过程，阻断
ＰＩ３Ｋ的活性可以抑制自体吞噬的发生。经氨基酸
缺乏处理后，加入 ＰＩ３Ｋ抑制剂３ＭＡ（２０μｍｏｌ／Ｌ）、
ＬＹ２９４００２（１０ｎｍｏｌ／Ｌ）、Ｗｏｒｔａｍａｎｉｎ（５０μｍｏｌ／Ｌ）并
未观察到对细胞的保护，相反促进细胞死亡。Ｗｏｒ
ｔｏｍａｎｉｎ效果最为明显，３ＭＡ稍差，２４ｈ后 ＳＭＭＣ
７７２１细胞中 ＥＢＳＳ组死亡率为 ４０％，而 ３ＭＡ、
ＬＹ２９４００２、Ｗｏｒｔａｍａｎｉｎ组细胞死亡率分别为 ７６％、
９７％、９８％，差异有统计学意义（Ｐ≤０．０１）。ＨＣＣ
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ＬＭ３细胞中 ＥＢＳＳ组死亡率为７％，３ＭＡ、ＬＹ２９４００２、
Ｗｏｒｔａｍａｎｉｎ组细胞死亡率分别为２１％、１６％、２０％，
差异有统计学意义（Ｐ≤０．０１）。３ＭＡ、ＬＹ２９４００２、
Ｗｏｒｔａｍａｎｉｎ本身对细胞活性并没有明显影响（图６）。

ａ：Ｐ＜０．０５，Ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ与Ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ＋Ｒａｐａｍｙｃｉｎ比较

图５　ｍＴＯＲ抑制剂雷帕霉素促进肝癌细胞自噬样细胞死亡

图６　ＰＩ３Ｋ抑制剂促进氨基酸缺乏诱导的细胞死亡

３　讨论
　　自体吞噬是一种进化保守的蛋白质及细胞器降
解机制，细胞中有膜样结构包裹胞质结构形成囊泡，

进而与溶酶体融合而降解。所以自体吞噬是正常的

生理过程，以维持细胞内物质的转换及自身的稳定。

最近对自体吞噬的研究提示这种蛋白降解过程也参

与细胞死亡调节，称自噬性细胞死亡［４］。大量研究

证实细胞在营养缺乏或氨基酸缺乏条件下诱导细胞

自体吞噬，是细胞的保护机制［５］。不同转移潜能的

３种肝癌细胞株在氨基酸缺乏条件下，有 ＧＦＰＬＣ３
阳性细胞出现、ＬＣ３Ⅱ的表达增高，而ｃａｓｐａｓｅｓ的活
性并不是很高（资料未显示），均提示有自体吞噬反

应的存在。但在转移能力不同的肝癌细胞株中有明

显差异，在转移很低的 ＳＭＭＣ７２２１细胞中，自体吞
噬发生很早且较剧烈，在高转移潜能的 ＨＣＣＬＭ３细
胞中，自体吞噬发生较晚、较弱。提示相对于低转移

潜能肝癌细胞来说，高转移潜能肝癌可能有一定程

度的自体吞噬的缺陷。

　　自体吞噬在肿瘤细胞中的作用一直有争议，究

竟是细胞死亡或生存机制尚无定论。比较一致的观

点：在不利的生存环境下，自体吞噬最初是一种细胞

的应激机制，以维持内环境的稳定，提高生存率。但

这种反应超过了某种界限，细胞即死亡。所以如果

自体吞噬是细胞在不利生存条件下的保护反应，那

么自体吞噬样细胞死亡可以认为是自体吞噬无法终

止的后果。最近有研究表明自体吞噬相关基因 Ｂｅ
ｃｌｉｎ１（ＡＴＧ６）参与自噬体的形成，在多种恶性肿瘤中
表达很低且突变率高，Ｂｅｃｌｉｎ１缺失的老鼠中自体吞
噬囊泡的形成有缺陷而且恶性肿瘤的发生率明显增

高。因此认为 Ｂｅｃｌｉｎ１是一种新的肿瘤抑制基
因［６］。此外，诱导肿瘤细胞发生自体吞噬样死亡成

为抗肿瘤的新方向，三氧化二砷、替莫唑胺及白藜芦

醇等都可以诱导肿瘤细胞发生自体吞噬而死亡［７］。

在肿瘤转移过程中，自体吞噬的作用及机制尚不清

楚。不利环境下的各种刺激诱导凋亡，肿瘤细胞尤

其是转移潜能细胞将耐受凋亡而形成远处转移。但

持续的缺氧、低营养等也可能诱导细胞自体吞噬而

死亡。观察氨基酸缺乏后细胞的死亡，发现 ＨＣ
ＣＬＭ３细胞明显耐受，ＳＭＭＣ７７２１较为敏感，而且在
ＨＣＣＬＭ３及ＭＨＣＣ９７Ｌ细胞经氨基酸缺乏处理后９６
ｈ，存活的细胞仍能恢复细胞增殖能力。提示高转移
潜能肝癌细胞株可能较为耐受自噬性细胞死亡。

　　使用 ｍＴＯＲ的抑制剂雷帕霉素诱导自体吞噬
产生，在氨基酸缺乏情况下，３种细胞株中细胞死亡
均明显加快，但在 ＳＭＭＣ７７２１细胞中最明显，ＨＣ
ＣＬＭ３仍相对较弱［８］。同样说明在明显诱导自体吞

噬情况下，ＨＣＣＬＭ３细胞可能拮抗自噬样细胞死亡
而体现生存优势。已知 ＰＩ３Ｋ参与对自体吞噬的调
节，ＰＩ３Ｋ抑制物能够抑制自体吞噬的产生［９］。但３
种肝癌细胞株中，在氨基酸缺乏情况下，使用 ＰＩ３Ｋ
抑制物３ＭＡ、ＬＹ２９４００２、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ抑制自体吞噬
并没有保护氨基酸缺乏诱导的细胞死亡，相反加剧

了细胞死亡，在其他细胞的研究中也有类似发

现［１０］。可能是因为在氨基酸缺乏这样的特殊情况

下，自体吞噬作为细胞最初的防御反应，抑制自体吞

噬削弱了细胞保护机制而加速细胞死亡。但同样过

度的自体吞噬或刺激持续存在时，自体吞噬代偿最

终转换为细胞死亡。因此，与细胞凋亡类似，自噬样

细胞死亡可能与肿瘤转移潜能相关。了解自体吞噬

样细胞死亡在肿瘤及肿瘤转移中的作用将有很重要

的意义。

　　从本文的研究可以看出，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信
号通路在肝癌细胞在氨基酸缺乏情况下的自噬反应
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有明显的调节作用，雷帕霉素与氨基酸缺乏协同作

用时，无论肝癌细胞的转移能力如何，都有很好的肿

瘤抑制作用。提示我们针对 ＰＩ３Ｋ和其下游分子所
转导的抗细胞死亡信号是很有希望的药物研究靶

点。其中多种激酶的小分子抑制物如 ３ＭＡ、
ＬＹ２９４００２、Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ作用明显，但因对细胞的毒
性作用目前还都限于体外研究。雷帕霉素通过对

ｍＴＯＲ激酶的抑制作用而调节细胞死亡通路已引起
大家的研究兴趣，雷帕霉素已在体内外实验中表现

出良好的抗肿瘤效能。另一种 ｍＴＯＲ抑制剂
ＲＡＤ００１通过对自体吞噬的诱导来增强抗肿瘤效能
已被证实［１１］。

　　总之，肝癌转移的过程中，肿瘤细胞将遭遇多种
不利生存的因素。其中营养缺乏、缺氧等因素可能

诱导细胞自噬反应。对自噬样细胞死亡的敏感性可

能会影响肿瘤转移灶的形成。对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ
通路在自体吞噬中的调节作用的理解将为开发新的

小分子药物提供有效的干预靶点。
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３．２　避免右半结肠癌误诊的措施探讨
　　首先重视病史，诊断前多做鉴别。诊断为功能性疾病前
一定要排除器质性疾病。对于结肠癌高危人群，腹腔内器官

良性疾病在给予相应治疗后无好转或病情经常反复，必须坚

持尽早肠镜检查排除恶性疾病。这样绝大部分误诊病例可

得到早期发现和治疗。黄家驷外科明确３０岁以上患者有以
下症状时要考虑结肠癌的可能：（１）近期出现持续腹部不适、
隐痛、胀气等，经一般治疗症状无好转；（２）排便习惯由正常
变为腹泻或便秘、腹泻和便秘交替；（３）粪便带血、黏液或脓
液而无痢疾或其他肠道炎症病史；（４）原因不明的贫血、乏力
或体重减轻；（５）结肠部位有可疑肿块。
　　其次手术中遗漏结肠癌的因素为：阑尾炎麦氏切口影响
手术探查；手术者经验不足。目前急性阑尾炎手术者多是低

年资医师。临床上往往多是急性阑尾炎手术遗漏右半结肠

癌。笔者经历回盲部癌、升结肠癌、结肠肝曲癌各１例患者，
术中阑尾均为慢性炎症表现，回盲部癌合并回盲部肿块，升

结肠癌、结肠肝曲癌回盲部明显增厚伴扩张，进一步探查明

确诊断而改变手术方案。胆囊切除近年基本采用腹腔镜手

术，术中不常规探查是遗漏右半结肠癌的主要原因。笔者报

道中２例患者６个月前在外院行腹腔镜胆囊切除术后又在
本院接受右半结肠癌根治手术。

　　综合文献及笔者体会：临床上重视病史采集、鉴别诊断、

结肠癌高危人群结肠镜检查；急诊阑尾手术时，仔细探察阑

尾炎症情况；回盲部肿块或异常扩张警惕右半结肠癌的可

能；其他如胆囊等腹部手术必须规范探查，可以减少右半结

肠的误诊。
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