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左旋棉酚通过ＥＲＫ通路诱导Ｄａｕｄｉ细胞发生自噬及意义

倪振洪，王　滨，丁　雯，程攀科，连继勤，何凤田　　（４０００３８重庆，第三军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室）

　　［摘要］　目的　探讨左旋棉酚诱导淋巴瘤Ｄａｕｄｉ细胞发生自噬可能机制及对细胞存活率的影响。方法　 采用ＣＣＫ８
法检测左旋棉酚在体外对Ｄａｕｄｉ细胞增殖抑制作用的影响；采用台盼蓝排斥实验检测不同处理对细胞存活率的影响；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中自噬相关蛋白ＬＣ３、ＥＲＫ和磷酸化ＥＲＫ的表达情况；ＡＯ染色观察经左旋棉酚处理后 Ｄａｕｄｉ细胞
酸性小体的变化情况。结果　 左旋棉酚能剂量依赖性地抑制Ｄａｕｄｉ细胞的增殖和促进细胞死亡；ＡＯ染色后经左旋棉酚
处理的细胞内可观察到大量的酸性小体形成；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示左旋棉酚能显著上调自噬相关蛋白ＬＣ３Ⅱ的表达及增强磷
酸化ＥＲＫ的水平，抑制ＥＲＫ的磷酸化能下调ＬＣ３Ⅱ的表达；ＥＲＫ抑制剂Ｕ０１２６及自噬抑制剂ＣＱ和３ＭＡ均能显著增强
左旋棉酚的杀细胞效力。结论　左旋棉酚可能通过ＥＲＫ通路诱导Ｄａｕｄｉ细胞发生自噬，抑制 ＥＲＫ介导的自噬能够显著
增强左旋棉酚的抗瘤效应。
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　　伯基特淋巴瘤（Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤）是一类高度恶性
的Ｂ细胞肿瘤，在我国多发于儿童和青年人，其发病
机制可能与 ｍｙｃ基因的异位、ＥＢＶ感染等因素有
关［１］。目前对Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤的治疗以化疗为主，疗效
尚可，但仍有部分患者存在着药物抵抗和较高的复发

率等问题，因此新的治疗药物还有待于进一步研发。

　　左旋棉酚［（－）ｇｏｓｓｙｐｏｌ］是一种从棉花籽里提取的

天然化合物，具有避孕、抗病毒和抗肿瘤等特性。研

究［２－４］发现左旋棉酚是一类针对抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２和
Ｂｃｌｘｌ较好的抑制剂，能通过抑制抗凋亡蛋白而促进前
列腺癌、肺癌、白血病、乳腺癌等肿瘤细胞的凋亡，发挥

有效的抗瘤效应。目前左旋棉酚作为一种抗肿瘤药物

的研发工作已经进入了临床Ⅱ期试验，但左旋棉酚对
Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤细胞的杀伤作用及相关机制还不清楚。
　　自噬是细胞内一个高度保守的代谢过程，在饥饿、
缺氧和化疗等应激条件下，细胞能形成一个双层膜结

构的自噬小体，包裹受损、衰老的细胞器和大分子蛋白

等，然后与溶酶体融合，在溶酶体酸性水解酶的作用下
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生成可供细胞重新利用的氨基酸、脂肪酸等小分子物

质［５］。研究［６－８］表明自噬与肿瘤的发生、发展及治疗

密切相关。左旋棉酚能在前列腺癌、宫颈癌等肿瘤细胞

诱导自噬发生，自噬发生后可起到促进肿瘤细胞存活或

促进细胞死亡的作用，但目前对左旋棉酚是否能引起淋

巴瘤细胞发生自噬及自噬在其中的作用尚不清楚。

　　本实验旨在初步探讨左旋棉酚对 Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤
细胞的杀伤效应、诱导自噬的可能机制及效应，以便于

进一步发挥左旋棉酚对淋巴瘤的疗效。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人 Ｂ细胞淋巴瘤细胞系 Ｄａｕｄｉ细胞由第三军医大学基础
医学部生物化学与分子生物学教研室保存。胎牛血清和１６４０
细胞培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；左旋棉酚、吖啶橙、Ｕ０１２６、
３ＭＡ和氯喹为美国 Ｓｉｇｍａ公司产品；ＣＣＫ８试剂盒购自日本
ＤｏｊｉｎｄｏＬａｂｏｒａｏｒｉｅｓ；细胞裂解液和ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购
自江苏碧云天生物技术公司；蛋白酶抑制剂为 Ｒｏｃｈｅ公司产
品；ＬＣ３抗体购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，ｐＥＲＫ抗体和 ＥＲＫ
抗体购自Ａｂｃａｍ公司，ＧＡＰＤＨ抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　Ｄａｕｄｉ细胞培养于含１０％胎牛血清的
１６４０培养基中，放置于３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱内培养。
１．２．２　台盼蓝排斥实验　　经处理后的细胞按９∶１的体积比
加入０．４％的台盼蓝染色液，混匀后染色３ｍｉｎ。用计数板在显
微镜下计数死细胞和活细胞数量，死细胞在镜下为蓝色，活细

胞由于台盼蓝不能进入而不被染色。

　　细胞死亡率＝死细胞数／（活细胞数＋死细胞总数）×１００％
１．２．３　ＣＣＫ８实验　　以每孔５０００个细胞将对处于数生长
期的Ｄａｕｄｉ细胞接种于９６孔板，分为对照组和加药组，每组设
３个复孔。１８ｈ后加入０、２．５、５、１０、２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ的左旋
棉酚。２４ｈ后每孔加入１０μｌ的 ＣＣＫ８试剂，避光孵育２ｈ后
使用酶标仪检测４５０ｎｍ处的光密度值。
　　细胞活性＝加药孔光密度值／对照孔光密度值×１００％
１．２．４　吖啶橙染色（ａｃｒｉｄｉｎｅｏｒａｎｇｅ，ＡＯ）　　使用 ０、５、
１０μｍｏｌ／Ｌ的左旋棉酚作用Ｄａｕｄｉ细胞１８ｈ后，加入吖啶橙，使
其终浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ，充分混匀，避光孵育１５ｍｉｎ后用 ＰＢＳ
清洗２遍，荧光显微镜下观察酸性小体（ａｃｉｄｉｃｖｅｓｉｃｕｌａｒｏｒｇａｎ
ｅｌｌｅｓ，ＡＶＯｓ）的变化［９］，以评价细胞自噬情况［１０］。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　经０、５、１０μｍｏｌ／Ｌ的左旋棉酚处
理１８ｈ后的Ｄａｕｄｉ细胞悬液以８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清后
用ＰＢＳ洗涤２遍。加入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液，充分混
匀，置于冰上裂解 ２０ｍｉｎ，随后于 ４℃以 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，收集上清，并采用 ＢＣＡ法测量蛋白浓度。将定量后的
蛋白以每孔５０μｇ上样，在１５％聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分
离，其后采用半干转的方法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜。将膜用含
５％脱脂奶粉的ＰＢＳＴ常温封闭１ｈ，其后用 ＬＣ３兔抗人多克隆
抗体（１∶１０００稀释）室温孵育２ｈ，孵育后用ＰＢＳＴ洗３次，每次
１０ｍｉｎ，随后用羊抗兔二抗（１∶１００００稀释）室温孵育１ｈ，ＰＢＳＴ
洗膜后用化学发光底物法于暗室显影曝光。

１．３　统计学方法
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行组间 ｔ检
验。

２　结果

２．１　不同浓度的左旋棉酚对 Ｄａｕｄｉ细胞增殖和存活
的影响

　　不同浓度的左旋棉酚作用Ｄａｕｄｉ细胞２４ｈ后，采用ＣＣＫ８
检测试剂盒及台盼蓝排斥实验检测左旋棉酚对 Ｄａｕｄｉ细胞增
殖和存活的影响。结果见图１，左旋棉酚能剂量依赖性地抑制
Ｄａｕｄｉ细胞的增殖并促进细胞的死亡（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：ＣＣＫ８检测细胞活性；Ｂ：台盼蓝排斥实验计数细胞死亡情况
图１　不同浓度左旋棉酚对Ｄａｕｄｉ细胞增殖和存活的影响

２．２　吖啶橙染色分析左旋棉酚对 Ｄａｕｄｉ细胞酸性小
体数量的影响

　　５μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／Ｌ的左旋棉酚处理细胞１８ｈ后，荧光
显微镜下可见Ｄａｕｄｉ细胞内酸性小体显著增多（图２），表明自噬
增强。
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↑：酸性小体　　Ａ：０μｍｏｌ／Ｌ左旋棉酚；Ｂ：５μｍｏｌ／Ｌ左旋棉酚；
Ｃ：１０μｍｏｌ／Ｌ左旋棉酚
图２　不同浓度左旋棉酚对Ｄａｕｄｉ细胞酸性小体数量的影响

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测左旋棉酚对自噬相关分子 ＬＣ３
Ⅱ的表达变化

　　分别用０、５、１０μｍｏｌ／Ｌ的左旋棉酚处理 Ｄａｕｄｉ细胞１８ｈ
后，自噬的标志性蛋白ＬＣ３Ⅱ的表达显著上调。见图３。
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１：０μｍｏｌ／Ｌ左旋棉酚；２：５μｍｏｌ／Ｌ左旋棉酚；３：１０μｍｏｌ／Ｌ左旋棉酚
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度左旋棉酚对Ｄａｕｄｉ细胞ＬＣ３Ⅱ表达的影响

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测左旋棉酚对ｐＥＲＫ的表达变化
　　０、５、１０μｍｏｌ／Ｌ的左旋棉酚处理 Ｄａｕｄｉ细胞１２ｈ后，ＥＲＫ
的磷酸化水平显著升高（图４）。
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１：０μｍｏｌ／Ｌ左旋棉酚；２：５μｍｏｌ／Ｌ左旋棉酚；３：１０μｍｏｌ／Ｌ左旋棉酚
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度左旋棉酚对Ｄａｕｄｉ细胞ＥＲＫ磷酸化的影响

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＲＫ抑制剂对左旋棉酚诱导
的自噬的影响

　　使用２０μｍｏｌ／Ｌ的Ｕ０１２６预处理Ｄａｕｄｉ细胞３０ｍｉｎ后，加入
１０μｍｏｌ／Ｌ左旋棉酚处理１２ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＣ３Ⅱ的变化，
结果显示Ｕ０１２６有效减弱了左旋棉酚引起的ＬＣ３Ⅱ的升高（图５），
表明ＥＲＫ磷酸化是左旋棉酚诱导的细胞自噬的一个重要因素。
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１：正常对照组；２：左旋棉酚组；３：左旋棉酚＋Ｕ０１２６组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＲＫ抑制剂对各组左旋棉酚诱导的细胞自噬的影响

２．６　自噬抑制对左旋棉酚抗瘤效应的影响
　　使用 ＥＲＫ抑制剂 Ｕ０１２６及自噬抑制剂 ３甲基腺嘌呤
（３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３ＭＡ）和氯喹（ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＣＱ）阻断自噬后，
台盼蓝排斥实验观察左旋棉酚对细胞死亡率的影响。结果见

图６，抑制自噬能显著促进左旋棉酚的杀细胞效应，组间比较有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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１：正常对照组；２：左旋棉酚组；３：左旋棉酚 ＋Ｕ０１２６组；４：左旋棉酚 ＋
ＣＱ组；５：左旋棉酚＋３ＭＡ组

ａ：Ｐ＜０．０５，与左旋棉酚组比较
图６　自噬抑制对各组左旋棉酚抗瘤效应的影响

３　讨论

　　自噬是一个高度保守的代谢过程，细胞自噬开始
时，由双层膜包裹着受损和衰老细胞器、部分大分子等

待降解的物质形成自噬小泡，随后与溶酶体融合，形成

自噬溶酶体，在溶酶体水解酶的作用下将包裹物质降

解并释放出供细胞重新合成所需的氨基酸、脂肪酸等

小分子物质和能量。研究发现自噬与肿瘤密切相关，

自噬缺乏是导致肿瘤发生和发展的重要因素。在化疗

和放疗过程中，自噬扮演了双重角色，一方面自噬可为

肿瘤细胞在化放疗后提供重新合成所必需的小分子原

料和能量，促进细胞存活；另一方面过度的细胞自噬也

会导致细胞死亡［１１］。深入研究自噬在肿瘤发生、发展

和治疗中的作用显得十分必要。

　　左旋棉酚具有ＢＨ３样结构域，能通过此结构域竞
争促凋亡蛋白Ｂａｘ／Ｂａｋ与抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２／ｘｌ的结合
位点，使促凋亡蛋白形成寡聚体，增加细胞素 Ｃ的释
放，从而诱导凋亡发生，呈现出较好的抗瘤效应［１２］。

此外，最近研究发现左旋棉酚也能够诱导肿瘤细胞发

生自噬，在雄激素治疗抵抗的前列腺癌细胞系，左旋棉

酚能通过打断内质网 Ｂｃｌ２和 Ｂｅｃｌｉｎ１之间的相互作
用，解除 Ｂｃｌ２对 Ｂｅｃｌｉｎ１的抑制作用，从而诱导自噬
性细胞死亡［１３］；在乳腺癌和宫颈癌细胞系，左旋棉酚

能通过Ｂｅｃｌｉｎ１依赖和非依赖的方式诱导有利于细胞
存活的自噬，增强肿瘤细胞对左旋棉酚的药物抵

抗［３］。胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａ
ｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）是 ＭＡＰＫ家族的一员，参与了细胞增
殖分化、稳态维持、细胞凋亡等生物学反应，最近研究发

现在不同处理因素下ＥＲＫ磷酸化的增强是自噬发生的
一个重要因素［１４－１５］。Ｓｕｎｇ等［１６］研究发现左旋棉酚能

上调结肠癌细胞中ＥＲＫ的磷酸化水平，但对于左旋棉
酚能否通过ＥＲＫ通路上调自噬水平，目前还不清楚。
　　本实验发现左旋棉酚能有效地抑制 Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴
瘤Ｄａｕｄｉ细胞的增殖并促进细胞的死亡；同时，左旋棉
酚能诱导Ｄａｕｄｉ细胞发生自噬，主要表现为细胞内酸
性小体的增加和自噬标志性蛋白 ＬＣ３Ⅱ的表达上调；
此外我们发现左旋棉酚能显著增强ＥＲＫ的磷酸化，使
用ＥＲＫ磷酸化抑制剂 Ｕ０１２６以直接可降低左旋棉酚
诱导的ＬＣ３Ⅱ的升高。为了进一步研究左旋棉酚通
过ＥＲＫ途径诱导的自噬对细胞存活的影响，我们使用
了两种自噬抑制剂３ＭＡ和ＣＱ作为对照。３ＭＡ能通
过抑制自噬起始信号通路中 ＣｌａｓｓⅢ ＰＩ３Ｋ（Ｖｐｓ３４）的
活性从而减弱细胞自噬的发生；ＣＱ能通过阻断自噬小
体与溶酶体的融合从而使自噬进程发生障碍，失去为
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细胞提供原料和能量的作用［１７］。实验结果显示，ＥＲＫ
抑制剂和自噬抑制剂均能显著促进左旋棉酚的抗瘤效

应，表明左旋棉酚通过ＥＲＫ途径诱导的自噬是有利于
淋巴瘤细胞存活的，可能是淋巴瘤细胞对左旋棉酚产

生药物抵抗的一个重要机制。本实验初步探讨了左旋

棉酚对淋巴瘤细胞的抗瘤效应及相关机制，为左旋棉

酚更好地研发和临床应用奠定了一定的实验基础。
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我刊成功举办部分编委、专家组稿会

　　２０１２年１１月１４日，《第三军医大学学报》部分编委、专家组稿会在重庆北部新区药友集团会议室圆满召开，
参加会议的有本刊编委会常务副主任委员钱桂生教授及学校３所附属医院的１２位临床专家。会议由钱桂生教
授主持。

　　学报编辑部冷怀明主任首先汇报了《第三军医大学学报》２０１２年的基本情况、取得的成绩、存在的问题和困
难以及２０１３年的工作要点，并感谢各位专家、教授多年来对学报工作的支持和帮助。到会专家一致肯定了学报
所取得的成绩，并积极为学报明年组稿工作献计、献策：（１）体现综合性的特点，可针对某一问题将相关基础与临
床结合起来组织稿件。（２）加强主动组稿。编辑部根据自己的情况先确定组稿方向，再与相关学科专家进行沟
通。（３）组稿不要局限于某一科室，充分利用组稿专家的影响力，组织国内相关领域较高水平的稿件。（４）积极
与学术机构联系，扩大组稿范围。（５）编辑应了解科研动向，积极寻找组稿切入点。（６）建议设置猜想类栏目，提
出一些热点问题，鼓励科研人员积极参与进来，发表自己的意见和看法。这对学报今后的发展起到积极的作用。

会上专家纷纷表示愿意为学报组稿，初步形成几个组稿意向：抗菌药物的合理使用；便秘的基础与临床研究；结直

肠、胆道、胰腺等疾病的临床治疗；胶囊内镜的应用；肝癌治疗的新进展等。

　　钱桂生教授指出：组稿专家应利用自己在各种学会中的影响，扩大组稿范围，保证组稿稿件的质量，以确保学
报的学术质量。并希望编辑、编委和科研工作者共同努力，把学报越办越好。
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