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摘要:【目的】 明确糖酵解调节基因 ＰＦＫＦＢ３ 参与 １１￣脱氧轮枝菌素 Ａ(１１′￣ｄｅｏｘｙｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｎ Ａꎬ Ｃ４２)诱导 ＨｅＬａ
细胞自噬和凋亡中的作用ꎮ 【方法】 利用电镜、荧光显微镜、蛋白免疫杂交、转染、ＭＴＳ 活性检测、ｓｉＲＮＡ 干

扰、定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 等对 Ｃ４２ 处理的 ＨｅＬａ 细胞自噬和凋亡情况进行了检测ꎮ 【结果】 Ｃ４２ 能够引起 ＨｅＬａ 细胞

不同的死亡ꎮ 敲降自噬关键基因 ＢＥＣＮ１ 或 ＬＣ３ 后ꎬ明显增加 ＰＡＲＰ￣１ 的切割和促进 Ｃ４２ 引起的细胞活性丢

失ꎮ 尽管高浓度 Ｃ４２ 能更明显地抑制细胞增殖ꎬ但却不能增加细胞的自噬流ꎻＣ４２ 促进的自噬能被糖酵解调

节基因 ＰＦＫＦＢ３ 的抑制剂所降低ꎻ而过量表达糖酵解调节基因 ＰＦＫＦＢ３ 能促进细胞自噬ꎮ 【结论】 糖酵解调

节基因 ＰＦＫＦＢ３ 直接参与了 Ｃ４２ 诱导的 ＨｅＬａ 细胞自噬ꎬ这种自噬的发生抑制了其诱导的细胞凋亡ꎮ
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　 　 糖酵解途径(ｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ)是将葡萄糖降解

为丙酮酸并伴随着 ＡＴＰ 生成的一系列反应ꎬ是一切

生物有机体中普遍存在的葡萄糖降解途径[１]ꎮ 与正

常细胞不同ꎬ肿瘤细胞无论缺氧与否都是通过糖酵解

途径来提供能量ꎬ这种现象被称为“Ｗａｒｂｕｒｇ 效应”[２]ꎮ
在肿瘤细胞中ꎬ葡萄糖经分布于胞膜上的葡萄糖转运

蛋白从胞外转运至胞内ꎬ然后经己糖激酶、磷酸果糖激

酶等一系列催化酶的作用下ꎬ最后形成乳酸[３]ꎮ
在哺乳动物细胞中存在着两种 ６￣磷酸果糖激

酶( ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅꎬＰＦＫ)ꎬ即 ６￣磷酸果糖￣１￣激
酶(ＰＦＫ１)和 ６￣磷酸果糖￣２￣激酶(ＰＦＫ２)ꎬ其中 ＰＦＫ１
为糖酵解过程的限速酶ꎮ ＰＦＫ２ 家族有 ４ 种亚型ꎬ他

们分别由不同的基因所编码ꎬ即 ＰＦＫＦＢ１(有肝、肌
肉和胚胎型)、ＰＦＫＦＢ２(心型)、ＰＦＫＦＢ３(血小板、脑
和广泛表达型)和 ＰＦＫＦＢ４(睾丸型) [４]ꎮ 与正常组

织相比ꎬＰＦＫＦＢ３ 在侵袭性肿瘤中表现为过表达且

呈高度磷酸化ꎬ导致肿瘤细胞中果糖￣２ꎬ６￣双磷酸的

产量增加ꎬ使 ＰＦＫ１ 异构激活而导致糖酵解速率增

加ꎮ 目前的研究表明ꎬ抑制肿瘤细胞的糖酵解途径

可以促进细胞死亡发生[５]ꎮ 由于 ＰＦＫＦＢ３ 的激酶活

性是其磷酸酶活性的 ７００ 多倍ꎬ因此该基因被作为

治疗肿瘤药物的筛选靶点[６]ꎮ
现阶段认为细胞程序性死亡大体分为三种类

型:细胞凋亡、自噬性细胞死亡和程序性坏死[７]ꎮ
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细胞凋亡ꎬ即 Ｉ 型程序性细胞死亡(ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈꎬＰＣＤ)ꎬ具有依赖 ｃａｓｐａｓｅ 参与ꎬ伴随染色体浓

缩、细胞皱缩以及凋亡小体的形成等特征[８]ꎮ 自噬

性细胞死亡ꎬ即为 ＩＩ 型程序性细胞死亡ꎬ是过度的

细胞自噬所造成的ꎮ 细胞自噬以自噬体的出现为特

征ꎬ自噬体与溶酶体结合形成自噬溶酶体ꎬ最终降解

细胞内损伤的细胞器等成分ꎮ 自噬是唯一能够降解

细胞器的通路ꎬ自噬的发生对于细胞成份更新、保持

正常的生理状态是至关重要的[９]ꎮ 现有研究表明

自噬和凋亡不是独立的细胞活动体系ꎮ 一方面ꎬ自
噬与凋亡之间存在显著的区别ꎻ同时ꎬ自噬与凋亡在

调节和功能上存在紧密的联系[１０]ꎮ
１１￣脱氧轮枝菌素 Ａ(又称 １１′￣脱氧沃替西林 Ａꎬ

１１′￣ｄｅｏｘｙｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｎ ＡꎬＣ４２)ꎬ是一种从冬虫夏草共生

菌 中 分 离 得 到 的 多 硫 代 二 氧 基 哌 嗪

( Ｅｐｉｐｏｌｙｔｈｉｏｄｉｏｘｏｐｉｐｅｒａｚｉｎｅｓꎬ ＥＴＰｓ ) 族 结 构 化 合

物[１１]ꎮ 已有研究报道称:Ｃ４２ 能诱导多种肿瘤细胞

的自噬和凋亡[１２]ꎮ 但 Ｃ４２ 对 ＨｅＬａ 细胞的自噬和凋

亡影响鲜有报道ꎬ且糖酵解调节基因 ＰＦＫＦＢ３ 是否

参与其中还未见报道ꎮ 本研究以 Ｃ４２ 引起 ＨｅＬａ 细

胞死亡为出发点ꎬ对糖酵解调节基因 ＰＦＫＦＢ３ 在自

噬和凋亡中的作用进行研究ꎬ并观察了 Ｃ４２ 诱导

ＨｅＬａ 细胞自噬和凋亡之间的关系ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞系和腺病毒:ＨｅＬａ 细胞为本实验室保

存ꎻＰＦＫＦＢ３ 重组腺病毒和对照 ｖｅｃｔｏｒ 腺病毒由北京

大学化学生物学与生物技术学院霍玉庆教授惠赠ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 药品和抗体:１１′￣Ｄｅｏｘｙｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｎ Ａ(Ｃ４２)由军

事医学科学院车永胜研究员提供ꎮ 氯喹(ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓａｌｔꎬ ＣＱꎬ Ｃ６６２８ )ꎬ Ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ￣１ ( Ｎｅｃ￣１ꎬ
Ｎ９０３７)ꎬ３￣ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ(３￣ＭＡꎬＭ９２８１)ꎬ１ꎬ５￣异喹啉

二醇(１ꎬ５￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅꎬＩＳＯꎬＩ１３８)ꎬＰＦＫ￣１５
(ＳＭＬ１００９)ꎬＰＡＲＰ(９５４２)ꎬ３￣ＰＯ(Ｒ６２８９４８)和多克

隆抗体 ＬＣ３Ｂ ( Ｌ７５４３) 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ Ｚ￣Ｖ￣ＦＭＫ
(ＦＭＫ００１)购于 Ｒ ＆ Ｄ 公司ꎻａｃｔｉｎ(ＴＡ￣０９)抗体购自

北京中杉金桥公司ꎻｐ６２ / ＳＱＳＴＭ１ ( ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ １ꎬ
ｐ６２ꎬ ｓｃ￣２８３５９ )ꎬ ＢＥＣＮ１ ( ｓｃ￣１１４２７ )ꎬ ｓｉＢＥＣＮ１ ( ｓｃ￣
２９７９７０)ꎬｓｉＬＣ３(ｓｃ￣４３３９０)和对照 ｓｉＲＮＡ 购自 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 试剂和耗材:ＤＭＥＭ 培养基和胎牛血清购自

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ青链霉素混合液和胰蛋白酶消化液购

自南京凯基生物科技发展有限公司ꎬ ＴＲＩｚｏｌ 􀳏
Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｌｉｆｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司ꎬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬＳＹＢＲ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
ｋｉｔ 购自康为世纪公司ꎻＰＶＤＦ 膜购于 Ａｍｅｒｓｈａｍ 公

司ꎻ发光液购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎮ Ａｔｔｒａｃｔｅｎｅ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ 购 于 ＱＩＡＧＥＮ 公 司ꎬ ＤｈａｒｍａＦＥＣＴ
Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎮ
１􀆰 １􀆰 ４ 　 仪器设备: ＣＯ２ 细 胞 培 养 箱 ( Ｐａｎａｓｏｎｉｃ
ＳＡＮＹＯ 公司)、台式高速离心机 ( Ｓｉｇｍａ 公司)、
－ ２０ ℃低温冰箱 (海尔公司)、 － ８０ ℃ 低温冰箱

(Ｈｅｒａｅｕｓ 公司)、Ｔｒａｎｓ￣Ｂｌｏｔ 电转仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)、
ＡＥ￣６５００ 型电泳槽(ＡＴＴＯ 公司)、ＪＹ６００Ｃ 恒压恒流

电泳仪 ( ＪＵＮＹＩ 公司)、 ＭｉｌｌｉＱ ｐｌｕｓ 超纯水系统

(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)、ＣＦＸ３８４ ＴｏｕｃｈＴＭ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪

(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)、Ｂｉｏｓｐｅｃ￣ｎａｎｏ ＵＶ￣ＶＩＳ 分光光度计

(日本岛津公司)ꎮ
１􀆰 ２　 细胞培养

ＨｅＬａ 细胞系 ＤＭＥＭ Ｈｉｇｈ Ｇｌｕｃｏｓｅ(含 １０％ 的

胎牛血清、１％ 的青链双抗)培养ꎬ置于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 细胞培养箱中进行培养ꎬ当细胞密度达到完全

汇合的 ７０％时进行传代ꎮ
１􀆰 ３　 药物处理和细胞收集

将细胞接种到 ６ 孔板内ꎬ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培

养箱中培养过夜ꎬ至细胞汇合度达到 ６０％－ ７０％ 时

加入药物进行刺激ꎬ待指定时间后收集细胞ꎮ
待细胞到指定处理时间后ꎬ用冷的 ＰＢＳ 漂洗细

胞一次ꎬ吸弃 ＰＢＳꎬ用 ＴＧＨ 裂解液刮收细胞[ＴＧＨ 的

组成:１ ｍＬ 母液 (１％ ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ꎬ １０％ 甘油ꎬ ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｅｐｅｓꎬ ｐＨ７􀆰 ４)ꎬ５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ ２０ μＬꎬ ０􀆰 ５
ｍｏｌ / Ｌ ＥＧＴＡ / ＥＤＴＡ １０ μＬꎬ ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＦ １０ μＬꎬ
０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＰＭＳＦ ２０ μＬꎬ １ ｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴ ２ μＬꎬ ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ
Ｎａ３ＶＯ４ ２ μＬꎬ Ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １ μＬ]ꎮ 加入一半体

积的 ３ × ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ９６ ℃ ３０ ｍｉｎ 后ꎬ室温离心

(１３０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１５ ｍｉｎ)ꎬ上清即为全蛋白提取液ꎮ
１􀆰 ４　 腺病毒侵染和 ＧＦＰ￣ＬＣ３ 质粒转染

将细胞分到 ６ ｃｍ 培养皿中ꎬ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细

胞培养箱中培养过夜ꎬ至细胞汇合度达到 ７０％ 左

右ꎮ 加入腺病毒ꎬ２４ ｈ 后将转染后细胞接种到铺好

爬片的 ６ 孔板中ꎬ培养过夜ꎮ 加入 Ｃ４２ 处理细胞ꎬ指
定时间后收集细胞蛋白ꎮ

将细胞分到 ６ ｃｍ 培养皿中ꎬ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细

３９３１
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胞培养箱中培养过夜ꎬ至细胞汇合度达到６０％ －
７０％ ꎮ 用 Ａｔｔｒａｃｔｅｎｅ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 转染 ＧＦＰ￣
ＬＣ３ 质粒 ＤＮＡꎬ２４ ｈ 后将转染后细胞接种到 ６ 孔板

中ꎬ培养过夜ꎬ加入 Ｃ４２ 处理ꎬ指定时间后取出爬

片ꎬ用 ４％多聚甲醛室温固定 １０ － １５ ｍｉｎꎬ然后 ＰＢＳ
洗 ３ 次ꎬ封片ꎮ 在荧光显微镜下观察ꎬ对 ＧＦＰ￣ＬＣ３
的阳性点数进行统计ꎮ
１􀆰 ５　 电镜样品的制备

将 ＨｅＬａ 细胞接种 ６ ｃｍ 培养皿中ꎬ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 细胞培养箱中培养过夜ꎬ至细胞汇合度达到

６０％－７０％ꎮ 分别加 Ｃ４２ 和 ＤＭＳＯ 处理ꎬ处理指定时

间ꎮ 用胰酶消化细胞ꎬ４ ℃、１０００ × ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 收集

细胞ꎬ冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 遍ꎮ 缓慢加入 ３％戊二醛ꎬ４ ℃固

定过夜ꎬ使用二甲基胂酸盐缓冲液配制的 １％ ＯｓＯ４

室温固定 １ ｈꎬ随后用乙醇做脱水处理ꎬ之后用环氧丙

烷漂洗ꎬ最后将样品包埋于树脂中ꎬ切片观察ꎮ
１􀆰 ６　 免疫印迹检测

相同密度细胞用相应药物处理ꎬ待指定处理时

间后ꎬ收取细胞蛋白ꎬ上清即为全蛋白提取液ꎮ 等量

全蛋白提取液样品经过 ８％或 １５％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离

蛋白ꎬ转膜至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬＰＶＤＦ 膜用 ５％ 奶粉封闭

液室温封闭 １ ｈꎬ加入相应要检测的蛋白一抗 ４ ℃孵

育过夜ꎬ回收一抗后适当 ＴＢＳＴ 漂洗ꎬ二抗(一抗相

对应的鼠抗或者兔抗)室温孵育 １ ｈꎬ将漂洗后的

ＰＶＤＦ 膜放在大小合适的保鲜膜上ꎬ在膜上加发光

液ꎬ放入暗盒中ꎬ将 Ｘ 光片压于膜上ꎬ适当时间后洗

片ꎮ 扫描记录结果ꎬ进行灰度值计算ꎮ
１􀆰 ７ 　 ＭＴＳ ( Ｎｏｎ￣Ｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ)细胞活性检测实验

将 ５０００ － １００００ 个细胞分至 ９６ 孔板中ꎬ每孔体

积为 １００ μＬꎮ 过夜后换为新鲜的无酚红 ＤＭＥＭ 培养

基(含 １０％胎牛血清)ꎬ并加入不同浓度的药物处理ꎮ
加入 ２０ μＬ ＭＴＳ / ＰＭＳ(ＭＴＳ∶ ＰＭＳ ＝ ２０∶ １)ꎬ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 条件下持续培养ꎬ４ ｈ 内检测ꎬ酶标仪测定 ４９０ ｎｍ
处的 ＯＤ 值ꎬ每个样品设 ３ 次以上重复ꎮ
１􀆰 ８　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测

１􀆰 ８􀆰 １　 药物处理后收集细胞:用 ＴＲＩｚｏｌ 裂解细胞ꎬ按
照 ＴＲＩｚｏｌ 说明书提取总 ＲＮＡꎬ使用 Ｂｉｏｓｐｅｃ￣ｎａｎｏ ＵＶ￣
ＶＩＳ 分光光度计测定总 ＲＮＡ 浓度ꎬ然后定量至 ０􀆰 ５ μｇꎬ
使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ利用

β￣ａｃｔｉｎ 做内参ꎬ进行相对含量计算ꎮ 采用公式 ２ －ΔΔＣｔ

进行相对定量计算ꎬ每个样品重复 ３ 次ꎮ

１􀆰 ８􀆰 ２　 引物序列: β￣ａｃｔｉｎ 引 物ꎬ 上 游 引 物: ５′￣
ＧＣＣＴＧＡＣＧＧＣＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣ￣３′ꎬ 下 游 引 物: ５′￣
ＣＧＧＡＴＧＴＣＣＡＣＧＴＣＡＣＡＣＴＴＣ￣３′ꎻｐ６２ 基因引物ꎬ上
游引物:５′￣ＣＡＴＣＧＧＡＧＧ ＡＴＣＣＧＡＧＴＧＴＧ￣３′ꎬ下游引

物:５′￣ＴＴＣＴＴＴＴＣＣＣＴＣＣＧＴＧＣＴＣＣ￣３′ꎻＰＦＫＦＢ３ 基因

引物ꎬ上游引物:５′￣ＧＴＧＣＣＴＴＡＧＣＴＧＣＣＴＴＧＡＧＡ￣３′ꎬ
下游引物:５′￣ＣＣＧＡＣＴＣＧＡＴＧＡＡＡＡＡＣＧＣＣ￣３′ꎮ
１􀆰 ８􀆰 ３　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ 反应体系:上游引物 /下游引物

(１０ ｎｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ５ μＬꎬ模板 １ μＬꎬＳＹＢＲ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬꎬ
补水至终体系为 ２５ μＬꎮ

２　 结果和分析

２􀆰 １　 Ｃ４２ 能引起 ＨｅＬａ 细胞不同死亡方式ꎮ
ＭＴＳ 是一种非放射性检测细胞活性的方法ꎬ能

间接反映细胞的增殖ꎮ 结果表明ꎬ用 Ｃ４２ 处理 ＨｅＬａ
细胞 ６ ｈ 和 １２ ｈꎬ细胞活性随 Ｃ４２ 浓度的增加而减

少(图 １￣Ａ)ꎮ 多聚 ＡＤＰ 核糖聚合酶 ( ｐｏｌｙ ＡＤＰ￣
ｒｉｂｏｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬＰＡＲＰ￣１)是一类存在于多数真核

细胞中的蛋白质翻译后修饰酶ꎬ１１６ ｋＤａ ＰＡＲＰ￣１ 切

割为 ８９ ｋＤａ 是 ｃａｓｐａｓｅ 依赖性细胞凋亡的特异性标

志[１３]ꎮ Ｃ４２ 能切割 ＰＡＲＰ￣１(图 １￣Ｂ)ꎬ说明该化合物

能诱导 ＨｅＬａ 细胞发生 ｃａｓｐａｓｅ 依赖性凋亡ꎮ 细胞

内 ＰＡＲ 的积累是多种细胞死亡方式的标志ꎬ如坏死

性凋亡ꎬ自噬性细胞死亡及 Ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ 等[１４]ꎮ 当使

用高浓度 Ｃ４２ 处理细胞时ꎬＰＡＲ 水平增加(图 １￣Ｃ)ꎬ
表明高浓度的 Ｃ４２ 可能引发多种细胞死亡方式ꎮ
为了验证上述结果ꎬ在接下来的试验中ꎬ我们利用了

不同的细胞死亡抑制剂ꎮ Ｚ￣Ｖ￣ＦＭＫ 是 ｃａｓｐａｓｅ 的广

泛抑制剂[１５]ꎬ加入该化合物后能抑制低浓度(０􀆰 １
μｍｏｌ / Ｌ)(图 １￣Ｄ)、却不能完全抑制高浓度 Ｃ４２(２
μｍｏｌ / Ｌ)引起的活性丢失(图 １￣Ｅ)ꎮ 加入 ＰＡＲＰ 的

抑制剂 ＩＳＯ 也得到了类似的结果[１６] (图 １￣Ｅ)ꎮ
Ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ￣１(Ｎｅｃ￣１)是坏死性凋亡的抑制剂[１７]ꎬ该
化合物对 Ｃ４２ 引起的细胞活性丢失具有一定的抑

制作用ꎮ ３￣ＭＡ(３￣ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ)ꎬ是自噬的广泛抑

制剂ꎬ它可以抑制早期自噬体的形成[１８]ꎮ 加入 ３￣
ＭＡ 可以明显抑制 Ｃ４２ 引起的细胞活性的丢失(图
１￣Ｄ)ꎮ 与 ＩＳＯ 和 Ｎｅｃ￣１ 不同ꎬ无论 ３￣ＭＡ 还是 Ｚ￣Ｖ￣
ＦＭＫ 本身均可降低细胞活性ꎮ 这些结果表明ꎬＣ４２
能引起 ＨｅＬａ 细胞不同死亡方式ꎮ 不同细胞死亡间

可能存在着转换ꎬ即抑制一种死亡ꎬ由于刺激物持续

存在ꎬ细胞可以转换成另外的死亡方式[１９]ꎮ
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图 １. Ｃ４２ 可以引起 ＨｅＬａ 细胞不同的死亡方式

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃ４２ ｉｎｄｕｃｅｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ. Ａꎬ Ｄ ａｎｄ Ｅ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ４２ (Ｄ: ０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌꎻ Ｅ: ２􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ)
ｕｐｏｎ ｔｏ １２ ｈ (Ｄ ａｎｄ Ｅ: １２ ｈ) ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｒ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｚ￣Ｖ￣ＦＭＫ (２０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ３￣ＭＡ (２ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ＩＳＯ (３０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ｏｒ Ｎｅｃ￣１ (３０ μｍｏｌ /
Ｌ)ꎬ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＭＴＳ ａｓｓａｙ ａｓ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ｉｎ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｄａｔａ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤ ａｎｄ ａｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ
ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎻ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１. Ｂ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ４２ (０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ) ｆｏｒ １２ ｈ ｂｅｆｏｒｅ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ｓｉｍｉｌａｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ. Ｃ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ４２ (０􀆰 ５ μｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ １􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ) ｆｏｒ ２ ｈ ｂｅｆｏｒｅ
ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ＰＡＲ ｔｏ ｔｏｔａｌ ＥＲＫ１ / ２ ( ｔＥＲＫ) ａｒｅ
ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｂｌｏｔｓ. Ｓｉｍｉｌａｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ.

２􀆰 ２　 敲降自噬基因增加了 Ｃ４２ 诱导的 ＨｅＬａ 细胞

凋亡

ＢＥＣＮ１ 是自噬的一个重要起始基因ꎬ在酵母中

同源类似物称为 Ａｔｇ６ꎬ它是 ＩＩＩ 型 ＰＩ３Ｋ 复合物的一

部分[２０]ꎮ 微管相关蛋白 １ 轻链 ３ ( ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３ꎬＭＡＰ１￣ＬＣ３ꎬＬＣ３)是
目前观察自噬现象是否存在、研究自噬活性较为可

靠的生物学标志物[２１]ꎮ 氯喹(ＣｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅꎬＣＱ)是

一种常用于自噬流检测的化合物ꎬ它通过改变溶酶

体的 ｐＨ 值抑制自噬体与溶酶体的融合ꎬＣＱ 的存在

使 ＬＣ３￣ＩＩ 增加表明自噬的发生[２２]ꎮ 为了探讨自噬

是否参与了 Ｃ４２ 引起 ＨｅＬａ 细胞的凋亡ꎬ我们敲降

了自噬基因 ＬＣ３ 和 ＢＥＣＮ１ꎮ 结果表明:当自噬基因

缺失时ꎬＣ４２ 引起的 ＰＡＲＰ￣１ 切割明显增加ꎬ而 ＣＱ
的存在进一步增加了小片段 ＰＡＲＰ 的量ꎬ表明自噬

对 Ｃ４２ 诱导的 ｃａｓｐａｓｅ 依赖的细胞凋亡具有抑制作

用(图 ２￣Ａ)ꎮ ＭＴＳ 的结果显示ꎬ自噬基因的缺失会

部分促进 Ｃ４２ 诱导的细胞活性的丧失(图 ２￣Ｂ)ꎮ 上

述结果表明ꎬＣ４２ 引起的自噬能够抑制其诱导的凋

亡ꎮ

２􀆰 ３　 Ｃ４２ 诱导 ＨｅＬａ 细胞自噬体增加

透射电子显微镜是目前使用最广泛且是检测自

噬体最可靠的方法[２３]ꎮ 为了进一步确认 Ｃ４２ 是否

能够引起细胞自噬ꎬ经 Ｃ４２ 刺激 ＨｅＬａ 细胞 ２ ｈꎬ电
镜显示细胞内自噬体 /自噬溶酶体的数量明显增加

(图 ３￣Ａ)ꎮ 绿色荧光蛋白 ＧＦＰ￣ＬＣ３ 是一种自噬体

标记物ꎬ正常状态下ꎬ细胞基础的自噬水平较低ꎬ
ＧＦＰ￣ＬＣ３ 大部分在核里并呈弥散分布ꎮ 当自噬被诱

导后ꎬＧＦＰ￣ＬＣ３ 出核并以酯化形式结合在自噬泡上ꎬ
呈明显的点状分布ꎮ 荧光显微镜结果显示ꎬ当 Ｃ４２
刺激 ＨｅＬａ 细胞后ꎬＧＦＰ￣ＬＣ３ 阳性点数有所上升ꎻ而
在 ＣＱ 存在的情况下ꎬＧＦＰ￣ＬＣ３ 点数明显升高(图 ３￣
Ｂ)ꎬ这应该是 ＣＱ 阻断了 ＧＦＰ￣ＬＣ３ 的降解ꎬ说明自

噬流的增加ꎮ
２􀆰 ４　 Ｃ４２ 诱导的自噬伴随着 ｐ６２ 的表达增高

自噬是一个动态过程ꎬ自噬过程中 ｐｒｏ￣ＬＣ３ 经

一些列自噬相关蛋白酶的酶促反应ꎬ最终与 ＰＥ
(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅ)偶联形成 ＬＣ３￣ＩＩꎬ单独加

药处理时 ＬＣ３￣ＩＩ 水平的降低可能是由于自噬流的

增加ꎬ从而导致形成的 ＬＣ３￣ＩＩ 被快速降解ꎬ但这并
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图 ２. 敲降自噬基因增加了 Ｃ４２ 诱导的 ＨｅＬａ 细胞凋亡

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ Ｃ４２￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ａ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ
(Ｍｏｃｋ) ｏｒ ＢＥＣＮ１ ａｎｄ ＬＣ３ ｓｉＲＮＡꎻ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ４２ (０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ) ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｒ
ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ＣＱ (２５ μｍｏｌ / Ｌ) ｆｏｒ １２ ｈ ｂｅｆｏｒｅ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ
ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃＰＡＲＰ ｔｏ ＰＡＲＰ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｂｌｏｔｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ.
Ｂ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ (Ａ) ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ４２ (０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ) ｕｐｏｎ ｔｏ １２ ｈꎻ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＭＴＳ ａｓｓａｙ. Ｄａｔａ ａｒｅ
ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤ ａｎｄ ａｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ.

图 ３. Ｃ４２ 诱导 ＨｅＬａ 细胞自噬体增加

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃ４２ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ. Ａ: Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ Ｃ４２
ｔｒｅａｔｅｄ (０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ) ｆｏｒ ２ ｈꎻ Ｂ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｐｌａｓｍｉｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＧＦＰ￣ＬＣ３􀆰 ２４ ｈ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｐｌｉｔ ｏｎｔｏ ｃｏｖｅｒｓｌｉｐ ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｆｏｒ １２ ｈ ｂｅｆｏｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｃ４２ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｒ ａｂｓｅｎｃｅ
ｏｆ ＣＱ (２５ μｍｏｌ / Ｌ) ｆｏｒ ２ ｈ ａｔ ３７ ℃ ｉｎ ＤＭＥＭ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ (Ｃｔｒｌ)ꎬ Ｃ４２ (０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ) . Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｘａｔｉｏｎꎬ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｕｎｃｔａｔｅ ＧＦＰ￣ＬＣ３ ｉｎ ｅａｃｈ ｃｅｌｌ ｗａｓ ｃｏｕｎｔｅｄꎬ ａｎｄ
ａｔ ｌｅａｓｔ １００ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ ａｓｔｅｒｉｓｋｓ ｄｅｎｏｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｃｏｎｔｒｏｌ.

不能代表自噬的减少ꎻ而 ＣＱ 等自噬￣溶酶体融合的

抑制剂可以阻断 ＬＣ３￣ＩＩ 降解ꎬ从而提高 ＬＣ３￣ＩＩ 的水

平ꎬ这样 ＬＣ３￣ＩＩ / Ａｃｔｉｎ 比值能很好的反应细胞的自噬

流[２４]ꎮ 尽管相对高浓度的 Ｃ４２ 降低了 ＬＣ３￣ＩＩ / Ａｃｔｉｎ
的比值ꎬ但是 Ｃ４２ 和 ＣＱ 共同处理比单独 Ｃ４２ 处理的

ＬＣ３￣ＩＩ 明显增加ꎬ说明不同浓度的 Ｃ４２ 均能引起细胞

自噬(图 ４￣Ａ)ꎮ ｐ６２(ＳＱＳＴＭ ｌ)是一个具有多种功能

的泛素化结合蛋白ꎮ ｐ６２ 有一个与 ＬＣ３ 相互作用的

区域ꎬ能够与 ＬＣ３ 直接作用ꎬｐ６２ 也可以作为脚手架

蛋白参与多种信号的转导过程ꎮ ｐ６２ 参与自噬的过

程并被自噬降解ꎬ抑制自噬能够导致 ｐ６２ 水平增高ꎬ
因此 ｐ６２ 可以作为一个自噬标志ꎬ可以反映自噬流的

情况[２５]ꎮ 不过我们发现ꎬ单独的 Ｃ４２ 处理 ｐ６２ 并没

有下降(图 ４￣Ｂ)ꎮ 定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示 Ｃ４２ 上调

ｐ６２ 转录水平ꎬ这可能是 ｐ６２ 在蛋白水平不下降的原

因之一(图 ４￣Ｃ)ꎮ 另外ꎬ是否 Ｃ４２ 需要 ｐ６２ 来调节其

引起的自噬有待于今后的研究加以证实ꎮ
２􀆰 ５　 ＰＦＫＦＢ３ 抑制剂增加了 Ｃ４２ 引起的细胞凋亡

ＰＦＫＦＢ３ 是近几年抗肿瘤治疗研究的热点靶基

因ꎬ 定 量 ＲＴ￣ＰＣＲ 的 结 果 显 示ꎬ Ｃ４２ 可 以 上 调

ＰＦＫＦＢ３ 的转录水平 (图 ５￣Ａ)ꎬ因此ꎬ我们推测

ＰＦＫＦＢ３ 有可能参与了该化合物引起的凋亡ꎮ ＰＦＫ￣
１５ 和 ３￣ＰＯ 均是 ＰＦＫＦＢ３ 的抑制剂ꎬ用 ＭＴＳ 方法检

测细胞活性ꎬ发现 ＰＦＫ￣１５ 和 ３￣ＰＯ 均能增加 Ｃ４２ 引

起的细胞活性丢失(图 ５￣Ｂ)ꎮ 同时ꎬＰＦＫ￣１５ 和 ３￣ＰＯ
均增加了 Ｃ４２ 引起的 ＰＡＲＰ￣１ 切割(图 ５￣Ｃ)ꎮ 上述
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图 ４. Ｃ４２ 诱导的自噬伴随着 ｐ６２ 的表达增高

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｃ４２ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｃｏｎｃｕｒｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｐ６２
ｌｅｖｅｌ. Ａ ａｎｄ Ｂ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ４２ (０􀆰 ０５ － ０􀆰 ２５
μｍｏｌ / Ｌ) ｆｏｒ ２ ｈ ｂｅｆｏｒｅ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ＬＣ３￣ＩＩ
ａｎｄ ｐ６２ ｔｏ ａｃｔｉｎ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｂｌｏｔｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓꎻ Ｃ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
Ｃ４２ (０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ ０􀆰 ２５ μｍｏｌ / Ｌ) ｆｏｒ ２ ｈꎬ ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ６２. Ｔｈｅ ｒａｔｉｏｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ
ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ.

结果表明ꎬ糖酵解调节基因 ＰＦＫＦＢ３ 参与了 Ｃ４２ 引

起的凋亡过程ꎮ
２􀆰 ６　 ＰＦＫＦＢ３ 参与 Ｃ４２ 诱导的自噬

为了验证 ＰＦＫＦＢ３ 是否参与了 Ｃ４２ 诱导的细胞

自噬ꎬ我们检测了在 ＰＦＫ￣１５ 和 ３￣ＰＯ 存在的条件下

自噬发生情况ꎮ 在 ＣＱ 存在的条件下ꎬ尽管 Ｃ４２ 和

３￣ＰＯ 共同处理 ２ ｈ 可以增加 ＬＣ￣ＩＩ 的量ꎬ但是前者

却不能抑制 ｐ６２ 的降解ꎮ Ｃ４２ 与 ＰＦＫＦＢ３ 的抑制剂

联合应用 １２ ｈꎬＣＱ 既不能提高 ＬＣ￣ＩＩ 的水平ꎬ也不

能抑制 ｐ６２ 的降解ꎮ 上述结果表明 ＰＦＫＦＢ３ 抑制剂

能阻断 Ｃ４２ 诱导的自噬发生ꎬ却促进了细胞的凋亡

(图 ５￣Ｃ 和图 ６￣Ａ)ꎮ 接下来ꎬ我们利用表达 ＰＦＫＦＢ３
腺病毒侵染了 ＨｅＬａ 细胞ꎮ 由于腺病毒带有绿色荧

光ꎬ其表达情况可以用荧光显微镜来观察(图 ６￣Ｂ)ꎮ
免疫杂交结果显示ꎬ相比较空载体对照ꎬ过量表达

ＰＦＫＦＢ３ 的细胞自噬水平增加ꎬ同时转染 ＰＦＫＦＢ３ 后

图 ５. ＰＦＫＦＢ３ 抑制剂增加了 Ｃ４２ 引起的细胞凋亡

Ｆｉｇｕｒｅ ５. ＰＦＫＦＢ３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｉｎｃｒｅａｓｅ Ｃ４２￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ａ:
ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ４２ (０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ) ｆｏｒ ２ ｈꎬ ｑＰＣＲ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＦＫＦＢ３. Ｂ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ４２ (０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ) ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｒ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ
ＰＦＫ￣１５ (４ μｍｏｌ / Ｌ) ｏｒ ３￣ＰＯ (１５ μｍｏｌ / Ｌ) ｕｐｏｎ ｔｏ １２ ｈꎻ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＭＴＳ ａｓｓａｙ ａｓ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ｉｎ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ
ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｄａｔａ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤ ａｎｄ ａｒｅ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｃ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ４２ (０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ) ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｒ ａｂｓｅｎｃｅ
ｏｆ ＰＦＫ￣１５ (４ μｍｏｌ / Ｌ) ｏｒ ３￣ＰＯ (１５ μｍｏｌ / Ｌ) ｕｐｏｎ ｔｏ １２ ｈ
ｂｅｆｏｒｅ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ.
Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ
ｃＰＡＲＰ ｔｏ ＰＡＲＰ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｂｌｏｔｓ. Ｓｉｍｉｌａｒ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ.

单独加药刺激 ｐ６２ 水平下降ꎬ这说明 Ｃ４２ 可以降低

ｐ６２ 的表达ꎬ且与细胞糖酵解相关调节基因的表达

状况有关(图 ６￣Ｃ)ꎮ 上述结果表明 ＰＦＫＦＢ３ 不仅参

与了 Ｃ４２ 引起的凋亡ꎬ同时影响了 Ｃ４２ 诱导的细胞

自噬ꎮ 另外ꎬ我们也观察到无论 ＰＦＫ￣１５ 还是 ３￣ＰＯ
均可以诱导细胞自噬的发生(图 ６￣Ａ)ꎬ这样 ＰＦＫＦＢ３
很有可能在自噬过程中发挥双向作用ꎮ
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Ｐｅｎｇｊｕｎ Ｑｉｎ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

图 ６. ＰＦＫＦＢ３ 参与 Ｃ４２ 诱导的自噬

Ｆｉｇｕｒｅ ６. ＰＦＫＦＢ３ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ Ｃ４２ ｉｎｄｕｃｅｄ￣ａｕｔｏｐｈａｇｙ. Ａ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ (Ｃ４２:
０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌꎬ ＰＦＫ￣１５: ４ μｍｏｌ / Ｌꎬ ３￣ＰＯ: １５ μｍｏｌ / Ｌ) ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＣＱ (２５ μｍｏｌ / Ｌ) ｂｅｆｏｒｅ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｐ６２ ａｎｄ ＬＣ３￣ＩＩ ｔｏ ａｃｔｉｎ ａｒｅ
ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｂｌｏｔｓ. Ｂ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ (ｖｅｃｔｏｒꎬ ＰＦＫＦＢ３). ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｐｌｉｔ ｏｎｔｏ ｃｏｖｅｒｓｌｉｐ ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＤＭＳＯ ｆｏｒ ２ ｈ ａｔ ３７ ℃ . Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｘａｔｉｏｎꎬ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ｃ: ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｃ４２ (０􀆰 １ μｍｏｌ / Ｌ) ｆｏｒ ２ ｈ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＣＱ
(２５ μｍｏｌ / Ｌ) ｂｅｆｏｒｅ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｐ６２ ａｎｄ ＬＣ３￣ＩＩ ｔｏ ａｃｔｉｎ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｂｌｏｔｓ. Ｓｉｍｉｌａｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ.

３　 讨论

糖酵解和自噬关系的研究目前还很少ꎬ在该研

究中 我 们 发 现ꎬ 参 与 糖 酵 解 的 磷 酸 果 糖 激 酶

ＰＦＫＦＢ３ 能调节 Ｃ４２ 引起的细胞凋亡和自噬过程ꎮ
研究结果表明ꎬＣ４２ 与 ＰＦＫＦＢ３ 抑制剂的联合应用

并不能增加细胞的自噬ꎬ但是能抑制细胞的增殖和

促进细胞的凋亡ꎮ
许多肿瘤中都具有亚型选择性的糖酵解调控酶

磷酸果糖激酶 ２(ＰＦＫ２)ꎬ它能通过生成果糖￣２ꎬ６￣二
磷酸 ( Ｆ￣２ꎬ６￣ＢＰ) 来激活 ＰＦＫ１ꎬ从而增加所需能

量[２６]ꎮ 与氧化磷酸化不同的是ꎬ糖酵解不仅能产生

能量ꎬ而且能提供肿瘤细胞快速增殖所需的一些大

分子物质[２７]ꎮ 大部分 ＰＦＫ２ 的亚型都是双功能酶ꎬ
他们同时具有磷酸果糖激酶和磷酸酶活性ꎮ ＰＦＫ２
的亚型之一 ＰＦＫＦＢ３ 在很多癌症中都有过表达ꎬ且
其激酶活性是磷酸酶的 ７００ 多倍ꎮ ＰＦＫＦＢ３ 的激酶

活性受到控制癌症代谢的调控因子影响ꎬ如调节代

谢水平的 ＲＡＳ( ｒａｔ ｓａｒｃｏｍａ ｖｉｒａｌ ｈｏｍｏｌｏｇ)和磷酸腺

苷激活蛋白(ＡＭＰＫ)等信号通路[２８]ꎮ 有文献报道

ＰＦＫＦＢ３ 的小分子抑制剂能够抑制 ＲＡＳ 突变的癌细

胞生长ꎮ 动物实验也发现靶向抑制 ＰＦＫＦＢ３ 的化合

物能够降低果糖￣２ꎬ６￣二磷酸的水平ꎬ并减缓移植瘤

的生长ꎬ因此以 ＰＦＫＦＢ３ 为靶点开发抗癌药物是目

前研究的一个热点[２９]ꎮ 有人研究发现ꎬＰＦＫＦＢ３ 缺

失会减少自噬发生同时伴随着细胞凋亡的增加[３０]ꎮ
与前面的结果类似ꎬＰＦＫＦＢ３ 的抑制剂减少了 Ｃ４２
引起的细胞自噬ꎬ而增加了其诱导的细胞凋亡ꎮ 过

量表达 ＰＦＫＦＢ３ 能部分提高 Ｃ４２ 引起的自噬流ꎮ 在

转录水平上ꎬＣ４２ 能提高 ＰＦＫＦＢ３ 的表达ꎮ 在结肠

癌细胞系 ＨＣＴ１１６ 中ꎬ有人发现抑制 ＰＦＫＦＢ３ 能促

进细胞的自噬[３１]ꎮ 与此结果相似ꎬ我们也发现两种

ＰＦＫＦＢ３ 的 抑 制 剂 均 能 促 进 细 胞 自 噬ꎮ 这 样ꎬ
ＰＦＫＦＢ３ 影响自噬显然与细胞系有关ꎮ 我们在研究

中也发现ꎬ在肾癌和骨肉瘤细胞系中ꎬＰＦＫ￣１５ 却能
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抑制生长和诱导自噬的发生(结果未列出)ꎮ 上述

的结果均显示了糖酵解调节基因与细胞自噬的关系

联系密切ꎮ
细胞凋亡和自噬之间存在着密切的联系ꎬ一些

调节凋亡的基因也可以调节自噬ꎻ而反之ꎬ调节自噬

的基因对凋亡也有影响ꎮ 具体到凋亡与自噬的关

系ꎬ目前认为存在 ３ 种情况:自噬促进凋亡ꎬ自噬抑

制凋亡以及自噬和凋亡相互协调促进细胞死亡ꎮ 当

凋亡和自噬都受到抑制时细胞会发生坏死ꎮ 我们研

究发现ꎬＣ４２ 可以诱导 ＨｅＬａ 细胞产生 ３ 种不同的死

亡方式(自噬、凋亡、坏死)ꎮ 当自噬基因缺失时ꎬ
Ｃ４２ 能促进 ＰＡＲＰ￣１ 的剪切ꎬ说明自噬对其诱导的

细胞凋亡具有抑制作用ꎮ 有研究者发现ꎬＺ￣Ｖ￣ＦＭＫ
能诱导细胞自噬[３２]ꎬ因此ꎬ我们推测ꎬＺ￣Ｖ￣ＦＭＫ 引起

ＨｅＬａ 细胞活性丢失可能与此有关ꎮ
自噬的发生往往伴随着 ｐ６２ 蛋白的降低ꎮ 而在

该研究中ꎬ单独 Ｃ４２ 处理 ＨｅＬａ 细胞时ꎬｐ６２ 在蛋白

水平上并没有下降ꎮ 通过定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 我们发现ꎬ
Ｃ４２ 可以在转录水平上增加该基因的表达ꎬ这可能

是 Ｃ４２ 促进自噬而不降低 ｐ６２ 的原因之一ꎮ 目前的

研究已经证实ꎬｐ６２ 的降低往往远慢于 ＬＣ３￣ＩＩ 的增

加[３３]ꎮ 另一方面ꎬ很多研究表明ꎬ有些自噬的发生

并不伴随着 ｐ６２ 的降低ꎮ 也有文献指出ꎬｐ６２ 蛋白

可以促进自噬的发生ꎬ也可以不降低自噬[３４]ꎮ 作为

一个多功能的蛋白ꎬ有些自噬的发生需要 ｐ６２ 的参

与ꎮ 如与泛素化蛋白降解相关的选择性自噬[３５] 和

白藜芦醇( ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ)引起的自噬[３６] ꎮ 除此之外ꎬ
ｐ６２ 还与泛素化￣蛋白酶体途径关系密切ꎬ抑制蛋

白酶体也可能会影响其降解ꎬ这样 Ｃ４２ 是否会影

响该蛋白降解途径有待于进一步的研究ꎮ 不过在

过量表达 ＰＦＫＦＢ３ 的细胞中ꎬＣ４２ 可以引起 ｐ６２ 的

降低ꎬ说明 Ｃ４２ 调节 ｐ６２ 的表达显然与糖代谢有

关ꎮ 结合之前的研究[３７] ꎬＣ４２ 诱导的自噬是否伴

随着 ｐ６２ 的降低与细胞系有关ꎬ我们推测这很有

可能与细胞糖代谢水平相关联ꎮ 在 ＨｅＬａ 细胞中ꎬ
ｐ６２ 是否是该化合物诱导自噬所必须的有待今后

研究证实ꎮ
总之ꎬ在该研究中我们发现了 Ｃ４２ 引起的凋亡

和自噬与糖酵解途径有关ꎬ深入研究真菌来源的化

合物与肿瘤细胞糖酵解途径之间的关系ꎬ不仅能更

好地理解肿瘤的发生、发展ꎻ同时ꎬ也对这类化合物

的筛选和用于可能的肿瘤治疗提供帮助ꎮ

致谢:衷心感谢军事医学科学院车永胜研究员提供

的真菌次级代谢产物 Ｃ４２! 感谢中国科学院微生物

研究所姜学军研究员给予本文的指导与帮助!
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ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｂｙ ６￣ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏ￣２￣ｋｉｎａｓｅ / ｆｒｕｃｔｏｓｅ￣
２ꎬ ６￣ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ８６(３): １７４￣１７９.
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秦鹏钧等: ＰＦＫＦＢ３ 参与了 １１′￣ｄｅｏｘｙｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｎ Ａ(Ｃ４２)诱导的 ＨｅＬａ 细胞自噬和凋亡. /微生物学报(２０１５)５５(１１)

[３０] Ｃｌｅｍ ＢＦꎬ Ｏ′ Ｎｅａｌ Ｊꎬ Ｔａｐｏｌｓｋｙ Ｇꎬ Ｃｌｅｍ ＡＬꎬ Ｉｍｂｅｒｔ￣
Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ Ｙꎬ Ｋｅｒｒ ＤＡ ＩＩꎬ Ｋｌａｒｅｒ ＡＣꎬ Ｒｅｄｍａｎ Ｒꎬ Ｍｉｌｌｅｒ
ＤＭꎬ Ｔｒｅｎｔ ＪＯꎬ Ｔｅｌａｎｇ Ｓꎬ Ｃｈｅｓｎｅｙ Ｊ. Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ６￣
ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏ￣２￣ｋｉｎａｓｅ ( ＰＦＫＦＢ３ ) ａｓ ａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｓｔｒａｔｅｇｙ ａｇａｉｎｓｔ ｃａｎｃｅｒ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃａｎｃｅｒ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓꎬ
２０１３ꎬ １２(８): １４６１￣１４７０.

[３１] Ｎｉｕ ＳＢꎬ Ｙｕａｎ ＤＤꎬ Ｊｉａｎｇ ＸＪꎬ Ｃｈｅ ＹＳ. １１′￣
Ｄｅｏｘｙｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｎ Ａ (Ｃ４２) ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｋ￣
Ｒａｓ / ＧＳＫ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ＆
Ｃｅｌｌꎬ ２０１４ꎬ ５(１２): ９４５￣９４９.

[３２] Ｘｕ Ｙꎬ Ｋｉｍ ＳＯꎬ Ｌｉ ＹＬꎬ Ｈａｎ ＪＨ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ
ｔｏ ｃａｓｐａｓｅ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ. Ｔｈｅ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００６ꎬ ２８１(２８): １９１７９￣
１９１８７.

[３３] Ｍｙｅｋｕ Ｎꎬ Ｆｉｇｕｅｉｒｅｄｏ￣Ｐｅｒｅｉｒａ ＭＥ. Ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓ ａｎｄ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ: ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ １ / ｐ６２. Ｔｈｅ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１１ꎬ ２８６(２５): ２２４２６￣
２２４４０.

[３４] Ｓａｎｔｏｎｉ Ｍꎬ Ａｍａｎｔｉｎｉ Ｃꎬ Ｍｏｒｅｌｌｉ ＭＢꎬ Ｌｉｂｅｒａｔｉ Ｓꎬ
Ｆａｒｆａｒｉｅｌｌｏ Ｖꎬ Ｎａｂｉｓｓｉ Ｍꎬ Ｂｏｎｆｉｌｉ Ｌꎬ Ｅｌｅｕｔｅｒｉ ＡＭꎬ
Ｍｏｚｚｉｃａｆｒｅｄｄｏ Ｍꎬ Ｂｕｒａｔｔｉｎｉ Ｌꎬ Ｂｅｒａｒｄｉ Ｒꎬ Ｃａｓｃｉｎｕ Ｓꎬ
Ｓａｎｔｏｎｉ Ｇ. Ｐａｚｏｐａｎｉｂ ａｎｄ ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ ｔｒｉｇｇｅｒ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ａｎｄ
ｎｏｎ￣ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｔｕｍｏｕｒ ｃｅｌｌｓ. Ｂｒｉｔｉｓｈ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０１３ꎬ １０９(４): １０４０￣１０５０.

[３５] Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ Ｇꎬ Ｗａｄａ Ｋꎬ Ｏｋｕｎｏ Ｍꎬ Ｋｕｒｏｓａｗａ Ｍꎬ Ｎｕｋｉｎａ
Ｎ. Ｓｅｒｉｎｅ ４０３ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ６２ / ｓｑｓｔｍ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ.
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｅｌｌꎬ ２０１１ꎬ ４４(２): ２７９￣２８９.

[３６] Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ Ｍａ Ｋꎬ Ｑｉ ＴＴꎬ Ｗｅｉ ＸＮꎬ Ｚｈａｎｇ Ｑꎬ Ｌｉ ＧＷꎬ
Ｃｈｉｕ ＪＦ. Ｐ６２ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｆａｓ / Ｃａｖ￣１
ｃｏｍｐｌｅｘ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｔｏ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔꎬ ２０１５ꎬ ６(２): ７８９￣８０１.

[３７] Ｚｈａｎｇ Ｎꎬ Ｃｈｅｎ ＹＬꎬ Ｊｉａｎｇ ＲＸꎬ Ｌｉ ＥＷꎬ Ｃｈｅｎ ＸＬꎬ Ｘｉ ＺＪꎬ
Ｇｕｏ ＹＬꎬ Ｌｉｕ ＸＺꎬ Ｚｈｏｕ ＹＧꎬ Ｃｈｅ ＹＳꎬ Ｊｉａｎｇ ＸＪ. ＰＡＲＰ
ａｎｄ ＲＩＰ １ ａｒｅ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ １１′￣
ｄｅｏｘｙｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｎ Ａꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｅｃｅｄｅｓ ｃａｓｐａｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ ２０１１ꎬ ７(６): ５９８￣６１２.

ＰＦＫＦＢ３ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ １１′￣ｄｅｏｘｙｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｎ Ａ ( Ｃ４２) ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ

Ｐｅｎｇｊｕｎ Ｑｉｎ１ꎬ２ꎬ Ｔｏｎｇｙａｎｇ Ｃｈｅｎ１ꎬ２ꎬ Ｑｉａｎｑｉａｎ Ｌｕ２ꎬ Ｆｅｎｇｑｉｎｇ Ｈｕ１∗ꎬ Ｈｕａｉｙｉ Ｙａｎｇ２

１ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１００３６ꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
２ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１０１ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｈｅ ａｉｍ ｉｓ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＰＦＫＦＢ３ ｉｎ １１′￣ｄｅｏｘｙｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｎ Ａ(Ｃ４２)￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇꎬ ＭＴＳ ａｓｓａｙꎬ ｓｉＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｒｅａｌ
ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｃ４２ ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ. Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｅｉｔｈｅｒ Ｂｅｃｌｉｎ １ ｏｒ
ＬＣ３ꎬ ｔｗｏ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｇｅｎｅｓꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｏｔｈ ＰＡＲＰ￣１ ｃｌｅａｖａｇｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｌｏｓｓ. Ａｌｔｈｏｕｇｈ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｏｆ Ｃ４２
ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｍｏｒｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｌｏｓｓꎬ ｙｅｔꎬ ｉｔ ｆａｉｌｅｄ ｔｏ ａｕｇｍｅｎｔ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｆｌｕｘ. Ｗｈｉｌｅ ＰＦＫＦＢ３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ Ｃ４２￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＦＫＦＢ３ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｆｌｕｘ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] ＰＦＫＦＢ３ ｉｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ Ｃ４２ ｉｎｄｕｃｅｄ￣ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｂｌｕｎｔｓ ｔｈｅ ｃａｓｐａｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｃ４２ꎬ ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓꎬ ＰＦＫＦＢ３

(本文责编:李磊)

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３１３７０２０２)
∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ. Ｔｅｌ: ＋ ８６￣２４￣６２２０２４８３ꎻ Ｆａｘ: ＋ ８６￣１０￣６４８０７７２８ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｈｆｑｉｎｇ＠ｌｎｕ. ｅｄｕ. ｃｎ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: １０ Ｍａｒｃｈ ２０１５ / Ｒｅｖｉｓｅｄ: １９ Ｍａｙ ２０１５
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