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黄杨碱诱导胶质母细胞瘤细胞Ｔ９８Ｇ凋亡及对其自噬的影响

张 琳，傅若秋，段冬玉，李紫薇，陈剑鸿△

（中国人民解放军陆军军医大学大坪医院药剂科，重庆 ４０００４２）
摘要：目的 探讨黄杨碱诱导胶质母细胞瘤细胞（Ｔ９８Ｇ）凋亡和阻断其自噬降解的作用及其机制。方法 以黄杨碱（０，４０，８０，１２０，

１６０μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞 ２４ｈ（即对照组，黄杨碱 １组、２组、３组、４组）。采用 ＣＣＫ－８法检测细胞活性，并计算细胞存活率；采用 Ａｎ
ｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染色法及流式细胞术检测细胞凋亡情况，并计算细胞凋亡率；采 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测相关蛋白表达水平；采用

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００进行 ｔｆＬＣ３质粒转染，并以荧光显微镜观察细胞中自噬荧光团的变化。结果 与对照组比较，黄杨碱 １组、２组、
３组、４组的细胞存活率显著降低，细胞凋亡率显著升高，且均呈量效依赖趋势（Ｐ＜０．０５）；ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ牗Ｃ－ＰＡＲＰ牘，ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３
牗Ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３牘蛋白表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０５）；ＬＣ３Ⅱ蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５），转染 ｔｆＬＣ３双光质粒显示黄杨碱可
阻断细胞的自噬降解过程；黄杨碱 ２组、３组、４组的 Ｐ－ＥＲＫ及 Ｐ－ｍＴＯＲ蛋白表达水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）；黄杨碱 ３组、４组
的 Ｐ－Ａｋｔ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论 黄杨碱可能通过 Ａｋｔ／ｍＴＯＲ／ＥＲＫ信号通路诱导 Ｔ９８Ｇ细胞凋亡，并阻断其
自噬降解过程。

关键词：黄杨碱；胶质母细胞瘤；Ａｋｔ／ｍＴＯＲ／ＥＲＫ信号通路；自噬：细胞凋亡
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胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，占所有

颅内肿瘤的 ４０％～５０％犤１犦。世界卫生组织（ＷＨＯ）将胶
质母细胞瘤（ＧＢＭ）列为Ⅳ级犤２犦。ＧＢＭ患者中位生存期
约为１８个月，３０％的患者生存期为２年，达到５年生存
期的患者低于７％犤３－５犦。目前，对于 ＧＢＭ的标准疗法为
手术切除联合放射治疗，并采用替莫唑胺辅以化学治疗

（简称化疗）犤６－７犦。标准疗法尽管在一定程度上延长了患

者的生存时间，但预后仍不乐观，主要原因为ＧＢＭ对化
疗药物产生了严重耐药性，最终导致治疗失败犤８－９犦。故

寻找一种新型抗胶质瘤药物是目前亟须解决的问题。黄

杨碱（ＣＶＢＤ）是小叶黄杨及其同属植物中提取的生物
碱，最初用于治疗心律失常等疾病犤１０犦。有研究表明，ＣＶＢＤ
对乳腺癌、肝癌、结直肠癌等细胞具有抑制作用犤１１－１３犦，

但目前尚无抗 ＧＢＭ作用及机制研究的报道。本研究中
探讨了 ＣＶＢＤ抗 ＧＢＭ细胞 Ｔ９８Ｇ（简称 Ｔ９８Ｇ细胞）活
性的初步机制，发现 ＣＶＢＤ可能通过 Ａｋｔ／ｍＴＯＲ／ＥＲＫ
信号通路诱导了 Ｔ９８Ｇ细胞的凋亡，并阻碍了其自噬降
解过程，为将ＣＶＢＤ进一步开发成新型抗胶质瘤药物提
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供理论依据。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与细胞

１．１．１ 仪器

ＨＲ３０－１１Ａ２型生物安全柜（青岛海尔股份有限公
司）；３１１１型 ＣＯ２细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；
ＣＫＸ４１型光学倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
ＥＶＯＳＦ１型荧光显微镜（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＧＳ－１５Ｋ
型高速冷冻离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；ＳＴＮＥＲＧＹＨ１
型酶标仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；Ｃ６型流式细胞仪（美国
ＢＤ公司）；１６５－８００１型蛋白电泳仪、转膜槽、ＣｈｅｍＩ
Ｄｏｃ型超高灵敏度化学发光成像系统（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ
公司）。

１．１．２ 试药

ＣＶＢＤ（成都曼思特生物科技有限公司，批号为
ＭＵＳＴ－１８０８１１０２，纯度≥９９％）。ＤＭＥＭ高糖培养基（美
国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，批号为 ＳＨ３００２２．０１）；胎牛血清（天津
康源生物技术有限公司，批号为 ２０１８０９１８）；胰酶消化
液（批号为 Ｃ０２０１），ｗｅｓｔｅｒｎ细胞裂解液（批号为
Ｐ００３１），ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（增强型，批号为
Ｐ０００９），均购自上海碧云天生物技术有限公司；预染蛋
白（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，批号为２６６１９）；ｃｌｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ３
（Ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３，批号为 １９６７７－１－ＡＰ），ＰＡＲＰ（批号为
１３３７１－１－ＡＰ），均购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＧＡＤＰＨ
（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，批号为 ２１１８Ｓ）；
ｐｈｏｓｐｈｏ－Ａｋｔ（Ｐ－Ａｋｔ，美国 ＣＳＴ公司，批号为 ４０６０Ｓ）；
ｐｈｏｓｐｈｏ－ＥＲＫ（Ｐ－ＥＲＫ，批号为 ａｂ５００１１），ｐｈｏｓｐｈｏ－
ｍＴＯＲ（Ｐ－ｍＴＯＲ，批号为 ａｂ１３７１３３），ＥＲＫ（批号为
ａｂ１７９４２），Ａｋｔ（批 号 为 ａｂ２００１９５），ｍＴＯＲ（批 号 为
ａｂ２７２３），均购自美国Ａｂｃａｍ公司；ＬＣ３Ⅱ（美国Ｓｉｇｍａ公
司，批号为 Ｌ７５４３）及辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（北京中
杉金桥生物技术有限公司，批号为ＺＢ２３０５）；Ｂａｆｉｌｏｍｙｃｉｎ
Ａ１（批号为 ＨＹ－００５５８）及 ＣＣＫ－８试剂盒（美国 ＭＣＥ
公司）；细胞凋亡检测试剂盒（美国 ＢＤ公司，批号为
５５６５４７）；Ｒａｐａｍｙｃｉｎ（美国 ＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司，批号
为Ｓ１０３９）。
１．１．３ 细胞

胶质母细胞瘤细胞 Ｔ９８Ｇ源于美国菌种保藏中心
（ＡＴＣＣ）。
１．２ 方法

１．２．１ 细胞培养

Ｔ９８Ｇ细胞用含有１０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培
养基在适宜湿度、３７℃及５％ＣＯ２条件下恒温培养，隔１ｄ
换液，待细胞汇合率达 ９０％时用胰酶消化进行传代，
取对数期生长细胞进行后续试验。试验分为对照组

（０μｍｏｌ／Ｌ）和ＣＶＢＤ１，２，３，４组（４０，８０，１２０，１６０μｍｏｌ／Ｌ）。
同法培养Ｔ９８Ｇ细胞２４ｈ。
１．２．２ 细胞存活率的检测

将 Ｔ９８Ｇ细胞以５×１０３个／孔的密度接种于９６孔
板，３７℃及５％ＣＯ２条件下培养２４ｈ，按１．２．１项下方法
处理细胞。每孔加入１０μＬＣＣＫ－８工作液，恒温孵育２ｈ，
于４５０ｎｍ波长处检测吸光度，并计算细胞存活率。
１．２．３ 细胞凋亡率的检测

Ｔ９８Ｇ细胞以 ２×１０５个／孔的密度接种于 ６孔板，
３７℃及５％ＣＯ２条件下培养２４ｈ，按１．２．１项下方法处
理细胞。去除培养基，取１ｍＬＰＢＳ漂洗１遍后加５００μＬ
胰酶消化液，轻柔吹打，混匀，转移至离心管，８００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ。去除上清液，ＰＢＳ清洗２遍，８００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ。用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染色，即将 ２μＬＰＩ与
５μＬＦＩＴＣ和１００μＬｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀，并轻柔重悬细
胞团，室温避光处染色１５ｍｉｎ。用流式细胞仪检测Ｔ９８Ｇ
细胞凋亡情况，并计算凋亡率。

１．２．４ 蛋白表达水平

Ｔ９８Ｇ细胞以１．５×１０６个／皿的密度接种于１００ｍｍ
细胞培养皿，３７℃、５％ＣＯ２条件下培养２４ｈ，按１．２．１项
下方法处理细胞。提取 Ｔ９８Ｇ全细胞蛋白，用 ＢＣＡ法测
定蛋白含量。每组加入５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ涡旋混匀，９６℃
金属浴，使蛋白变性得蛋白样品。每组取１５μｇ上样，在电
压为 ６０～１２０Ｖ条件下，进行聚丙烯凝胶电泳（ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ）９０ｍｉｎ。恒电流 ３００ｍＡ转膜 １５０ｍｉｎ至 ＰＶＤＦ
膜上，５％脱脂奶粉常温封闭 ２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗，４℃孵
育目标抗体至过夜。次日回收一抗，ＴＢＳＴ漂洗，在室温
下孵育相应二抗２ｈ。ＴＢＳＴ漂洗后用凝胶成像系统进行
曝光。将条带灰度值数字化，目的条带与内参条带灰度

比值为各目的蛋白表达水平。

１．２．５ 细胞自噬情况

Ｔ９８Ｇ细胞以２×１０４个／孔的密度接种于２４孔板，
３７℃及 ５％ ＣＯ２条件下培养 ２４ｈ。试验分为对照
组（Ａ组，０μｍｏｌ／Ｌ）及 ＣＶＢＤ组（Ｂ组，１２０μｍｏｌ／Ｌ）、
ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１组（Ｃ组，２０ｎｍｏｌ／Ｌ）、Ｒａｐａｍｙｃｉｎ组（Ｄ组，
０．２５μｍｏｌ／Ｌ）。以 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染 ｔｆＬＣ３质粒。
取２支１．５ｍＬ离心管，先分别加入２５μＬＯｐｔｉ－ＭＥＭ，
其后，１支加入 ０．７５μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００，另 １支加
入 ５００ｎｇｔｆＬＣ３质粒和 １μＬＰ３０００试剂，充分混匀。将
２支离心管的内容物混匀，室温孵育５ｍｉｎ，形成质粒－
脂质体混合物。将质粒 －脂质体混合物加入细胞中，每
孔 ５０μＬ，振摇，混匀，３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养１２ｈ，
换液，２４ｈ后分组，同１．２．１项下方法处理细胞。
１．２．６ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ表示，

·药学论著·
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组别

对照组

黄杨碱１组
黄杨碱２组
黄杨碱３组
黄杨碱４组

浓度（μｍｏｌ／Ｌ）
０
４０
８０
１２０
１６０

细胞存活率（％）
１００．００

５９．６２±３．９４

４９．４６±３．３４

４７．９２±２．５７

４１．４９±３．６６

细胞凋亡率（％）
３．８６±０．５２
１５．６４±０．６９

３８．３７±１．３２

４４．１６±１．４２

４９．９３±２．３４

组别

对照组

黄杨碱１组
黄杨碱２组
黄杨碱３组
黄杨碱４组

浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

０
４０
８０
１２０
１６０

Ｃ－ＰＡＲＰ／ＰＡＲＰ
０．２６３±０．０９６
０．４００±０．０５５

１．００５±０．１３５

２．６６３±０．３９６

３．３２６±０．５３８

Ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３／ＧＡＰＤＨ
０．０１７±０．００３
０．１２９±０．０２５

０．９１３±０．０７８

１．０６９±０．１２０

１．３０８±０．０９９

Ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ
０．６３６±０．０４０
０．６２６±０．０２９
０．６４５±０．０５３
０．２９２±０．０３５

０．１８１±０．０１２

Ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ
０．９６８±０．０４０
０．９７２±０．００７
０．６９８±０．０７８

０．４００±０．０３３

０．３２０±０．０１４

Ｐ－ＥＲＫ／ＥＲＫ
１．１６３±０．１３５
１．１１３±０．１６８
０．４９３±０．１５７

０．２６３±０．０２９

０．２３５±０．０１３

ＬＣ３Ⅱ／ＧＡＰＤＨ
０．４５２±０．１２９
１．０１５±０．０９２

１．１３１±０．０４１

１．１７２±０．０１６

１．２８７±０．０４２
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表１ 各组Ｔ９８Ｇ细胞存活率和凋亡率比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｔａｂ．１ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆｖｉａｂｉｌｉｔｙｒａｔｅａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＴ９８Ｇ

ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ，ｎ＝３）

注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５。表２同。
Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，ａｓｗｅｌｌ

ａｓＴａｂ．２．

行单因素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 细胞增殖情况

与对照组比较，ＣＶＢＤ１组、２组、３组、４组的细胞
存活率随着ＣＶＢＤ浓度的增加而逐渐降低，且呈量效依
赖趋势（Ｐ＜０．０５）。详见表１。
２．２ 细胞凋亡情况

与对照组比较，ＣＶＢＤ１组、２组、３组、４组的细胞
凋亡率随着ＣＶＢＤ浓度的增加而逐渐升高，且呈量效
依赖趋势（Ｐ＜０．０５）。详见表１和图１。

图１ Ｔ９８Ｇ细胞凋亡情况
Ｆｉｇ．１ ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＴ９８Ｇ ｃｅｌｌｓ

ＰＩ
１０６

１０５

１０４

１０３

１０２

１０４ １０５ １０６ １０７

ＰＩ
１０６

１０５

１０４

１０３

１０２

１０４ １０５ １０６ １０７

ＰＩ
１０６

１０５

１０４

１０３

１０２

１０４ １０５ １０６ １０７

ＰＩ
１０６

１０５

１０４

１０３

１０２

１０４ １０５ １０６ １０７

ＰＩ
１０６

１０５

１０４

１０３

１０２

１０４ １０５ １０６ １０７

ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ

４０μｍｏｌ／Ｌ ８０μｍｏｌ／Ｌ １２０μｍｏｌ／Ｌ １６０μｍｏｌ／Ｌ０μｍｏｌ／Ｌ

表２ 各组细胞凋亡、信号通路及自噬相关蛋白表达水平比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｔａｂ．２ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄ－ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．３ 细胞凋亡相关蛋白表达情况

与对照组比较，ＣＶＢＤ１组、２组、３组、４组
ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ（Ｃ－ＰＡＲＰ）和 Ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达
水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。详见表２和图２。
２．４ 信号通路相关蛋白表达情况

与对照组比较，ＣＶＢＤ２组、３组、４组的 Ｐ－ｍＴＯＲ
和 Ｐ－ＥＲＫ蛋白表达水平及 ＣＶＢＤ３组、４组的 Ｐ－Ａｋｔ

蛋白表达水平均显著降低。详见表２和图３。
２．５ 细胞自噬情况

与对照组比较，ＣＶＢＤ１组、２组、３组、４组的ＬＣ３Ⅱ
蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。详见表２和图４Ａ。
通过荧光显微镜观察荧光团发现，ＣＶＢＤ与 Ｂａｆｉｌｏｍｙｃｉｎ
Ａ１分别作用于 Ｔ９８Ｇ细胞后均只观察到黄色荧光
点，而Ｒａｐａｍｙｃｉｎ作用于 Ｔ９８Ｇ细胞后能观察到较多的
红色荧光点。详见图４Ｂ。
３ 讨论

ＣＶＢＤ最初用于治疗心律失常等疾病犤１０犦。近年来，

越来越多的研究揭示了ＣＶＢＤ新的药理学效应，如抗肿
瘤活性。研究表明，ＣＶＢＤ对乳腺癌、肝癌、结直肠癌及
胃癌肿瘤细胞有一定抑制作用，可通过抑制细胞增殖、

阻碍细胞侵袭、引起线粒体损伤、诱导细胞凋亡发挥抗

肿瘤效应犤１１－１４犦。

ＰＡＲＰ即聚腺苷二磷酸核糖聚合酶，是一类影响细
胞生物学过程的蛋白质超家族，在ＤＮＡ修复、基因组稳

图２ Ｔ９８Ｇ细胞凋亡相关蛋白表达情况
Ｆｉｇ．２ Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＴ９８Ｇ ｃｅｌｌｓ

ＣＶＢＤ牗μｍｏｌ／Ｌ牘 ０ ４０ ８０ １２０ １６０

ＰＡＲＰ

Ｃ－ＰＡＲＰ

Ｃ－Ｃａｓｐａｓ３

ＧＡＰＤＨ
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０ ４０ ８０ １２０ １６０ＣＶＢＤ牗μｍｏｌ／Ｌ牘

Ｐ－Ａｋｔ

Ａｋｔ

Ｐ－ｍＴＯＲ

ｍＴＯＲ

Ｐ－ＥＲＫ

ＥＲＫ

ＧＡＰＤＨ

图３ 信号通路相关蛋白表达情况

Ｆｉｇ．３ Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ－ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ

Ｔ９８Ｇ ｃｅｌｌｓ

ＣＶＢＤ牗μｍｏｌ／Ｌ牘

ＬＣ３Ⅱ

ＧＡＰＤＨ

０ ４０ ８０ １２０ １６０

Ａ

ｍＲＦＰ ＥＧＦＰ Ｍｅｒｇｅ

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ组

Ｂ
Ａ．ＬＣ３Ⅱ蛋白表达 Ｂ．荧光显微镜图

图４ Ｔ９８Ｇ细胞自噬情况
Ａ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３Ⅱ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

Ｆｉｇ．４ ＡｕｔｏｐｈａｇｙｏｆＴ９８Ｇ ｃｅｌｌｓ

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ

定性和细胞程序性死亡中发挥着重要作用犤１５犦。ＰＡＲＰ还
是细胞凋亡核心成员半胱天冬酶（Ｃａｓｐａｓｅ）的切割底
物，发生凋亡时，Ｃａｓｐａｓｅ信号通路被激活，启动Ｃａｓｐａｓｅ

依赖的细胞内源性凋亡途径，而 ＰＡＲＰ的降解和 Ｃａｓ
ｐａｓｅ３的激活被认为是细胞发生凋亡的标志性事件犤１６犦。

本研究结果显示，ＣＶＢＤ可抑制 Ｔ９８Ｇ细胞增殖和诱导
其凋亡，且呈浓度依赖趋势。此外，ＣＶＢＤ还可激活凋亡
相关蛋白ＰＡＲＰ的降解，升高Ｃ－ＰＡＲＰ和Ｃ－Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达水平，也呈浓度依赖趋势，表明 ＣＶＢＤ通
过激活 Ｃａｓｐａｓｅ３凋亡信号通路诱导 Ｔ９８Ｇ细胞发生
凋亡。

Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路在调节多种肿瘤细胞的增殖
和凋亡方面起着关键作用。有研究表明，Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信
号通路的过度激活可使肿瘤细胞存活犤１７犦。ＦＥＮＧ等犤１８犦发

现，通过下调Ｐ－ＡＫＴ和Ｐ－ｍＴＯＲ可诱导甲状腺癌细胞
凋亡。本研究结果显示，ＣＶＢＤ可降低Ｐ－Ａｋｔ和Ｐ－ｍＴＯＲ
蛋白表达水平，提示 ＣＶＢＤ可能通过 Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号
通路诱导Ｔ９８Ｇ细胞发生凋亡。ＥＲＫ属丝裂原活化蛋白
激酶（ＭＡＰＫ）家族，它的激活与促进肿瘤细胞增殖密切
相关，而磷酸化的 ＥＲＫ可上调下游致癌激酶和转录因
子的表达，从而促进肿瘤细胞存活、生长和侵袭犤１９犦。有

研究显示，金丝桃素可通过降低 ＥＲＫ磷酸化水平诱导
胶质瘤细胞凋亡犤２０犦。ＬＩＮ等犤２１犦研究发现，黄芩素可通过

抑制ＥＲＫ激活，阻滞骨肉瘤细胞周期和抑制侵袭，最终
导致其凋亡。本研究结果显示，ＣＶＢＤ可降低 ＥＲＫ磷酸
化水平，提示可能通过抑制 ＥＲＫ通路抑制 Ｔ９８Ｇ细胞
增殖，并诱导其凋亡。此外，Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路还与
自噬密切相关，ＡＫＴ是一种丝氨酸苏氨酸激酶，位于ＰＩ３Ｋ
下游，在Ⅰ型ＰＩ３Ｋ作用下可形成Ｐ－ＡＫＴ，ｍＴＯＲ是ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ下游的一种重要蛋白激酶，与细胞增殖、侵袭、凋亡
密切相关，同时也是调控自噬的重要因子 犤２２－２３犦。本

研究结果表明，ＣＶＢＤ可降低 Ｐ－Ａｋｔ和 Ｐ－ｍＴＯＲ的
表达水平，说明 ＣＶＢＤ诱导的细胞凋亡可能与自噬
有关。

自噬是细胞的一个生物学过程，细胞内部的待降解

底物由双层膜包裹后形成自噬小体，然后和溶酶体融合

形成自噬溶酶体，待降解物经过溶酶体酸性环境被水解

后，回到细胞质再循环利用犤２４犦。如果自噬过程被阻断，

自噬小体无法与溶酶体结合，那么自噬小体将会过度堆

积，导致细胞自噬性死亡犤２５犦。有研究显示，ＣＶＢＤ可通过
激活自噬诱导乳腺癌细胞凋亡犤１２犦。但仅通过ＬＣ３Ⅱ水平
升高就推断是诱导自噬显然是不够的。本研究运用了检

测自噬流的“金标准”，即转染 ｔｆＬＣ３双光质粒，结果表
明，ＣＶＢＤ可升高自噬标志蛋白 ＬＣ３Ⅱ的表达水平，同
时转染ｔｆＬＣ３质粒后可引起Ｔ９８Ｇ细胞内产生黄色荧光
团，以上结果证实 ＣＶＢＤ阻断了自噬降解过程。然而阻
断自噬的原因有多种，ＣＶＢＤ阻断细胞自噬降解的机制
还有待进一步研究。
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综上所述，ＣＶＢＤ可抑制Ｔ９８Ｇ细胞增殖，并诱导其
凋亡，作用机制可能是通过 Ａｋｔ／ｍＴＯＲ／ＥＲＫ信号通路
激活了Ｃａｓｐａｓｅ凋亡途径且阻碍了Ｔ９８Ｇ细胞的自噬降
解过程，最终导致Ｔ９８Ｇ细胞凋亡。
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犤２０犦ＨＳＵＦＴ，ＣＨＥＮＷＴ，ＷＵＣＴ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｅｒｆｏｒｉｎｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｔｈｒｏｕｇｈｅｘｔｒｉｎｓｉｃ／ｉｎｔｒｉｎｓｉｃｐａｔｈｗａｙｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓＥＧＦＲ／ＥＲＫ／
ＮＦ－κＢ－ｍｅｄｉａｔｅｄａｎｔｉ－ａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ犤Ｊ犦．
ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，２０２０，３５（１０）：１０５８－１０６９．

犤２１犦ＬＩＮＨ，ＨＡＯＹ，ＷＡＮＸ，ｅｔａｌ．Ｂａｉｃａｌｅｉｎｉｎｈｉｂｉｔｓｃｅｌｌｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔ，ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄＥＭＴａｎｄｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ犤Ｊ犦．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＲｅｃｅｐｔｏｒｓ
ａｎｄＳｉｇｎａｌＴｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ，２０２０，４０（１）：４９－５７．

犤２２犦ＸＩＡＪ，ＤＡＩＬ，ＷＡＮＧＬ，ｅｔａｌ．ＧａｎｏｄｅｒｉｃａｃｉｄＤＭｉｎｄｕｃｅｓａｕ
ｔｏｐｈａｇｉｃａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｉｎ
ｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲａｃｔｉｖｉｔｙ犤Ｊ犦．Ｃｈｅｍｉｃｏ－Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，２０２０，３１６：１０８９３２．

犤２３犦ＸＵＺ，ＨＡＮＸ，ＯＵＤ，ｅｔａｌ．ＴａｒｇｅｔｉｎｇＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ－ｍｅ
ｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙｆｏｒｔｕｍｏｒｔｈｅｒａｐｙ犤Ｊ犦．ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０２０，１０４（２）：５７５－５８７．

犤２４犦ＧＡＬＬＵＺＺＩＬ，ＧＲＥＥＮＤＲ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ－ＩｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔＦｕｎｃｔｉｏｎｓ
ｏｆｔｈｅＡｕｔｏｐｈａｇｙＭａｃｈｉｎｅｒｙ犤Ｊ犦．Ｃｅｌｌ，２０１９，１７７（７）：１６８２－１６９９．

犤２５犦ＺＨＯＵＪ，ＬＩＧ，ＺＨＥＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌａｕｔｏｐｈａｇｙ／ｍｉｔｏｐｈａｇｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｌｉｅｎｓｉｎｉｎｅｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｏｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ
ｔｈｒｏｕｇｈＤＮＭ１Ｌ－ｍｅｄｉａｔｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｉｓｓｉｏｎ犤Ｊ犦．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，

２０１５，１１（８）：１２５９－１２７９．
牗收稿日期：２０２０－０９－０８；修回日期：２０２１－０１－１１牘


