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♦临床医学♦

自噬对肝癌SMMC􀆼7721细胞侵袭迁移能力的影响*

张华颖1,刘 鑫2,林春香1,韦可璇1,宋秋露1,张维明1,赵 伟1**

(1.广西医科大学附属武鸣医院放疗科,广西南宁 530199;2.广西医科大学附属武鸣医院消化内科,广西南宁 530199)

摘要:为探讨自噬对照射过程中肝癌SMMC􀆼7721细胞侵袭和迁移能力的影响及其潜在的作用机制,将肝癌

SMMC􀆼7721细胞分为6组,分别为阴性对照(NC)组、8
 

Gy
 

X􀆼线照射(IR)组、自噬激活剂雷帕霉素(Rapa)组、
自噬抑制剂三甲基腺嘌呤(3􀆼MA)组、照射+雷帕霉素(IR+Rapa)组和照射+三甲基腺嘌呤(IR+3􀆼MA)组,
利用划痕实验和Transwell实验检测自噬对肝癌SMMC􀆼7721细胞迁移和侵袭的影响;用CCK8实验检测照

射、雷帕霉素和3􀆼MA对肝癌细胞增殖的影响;用蛋白免疫印迹(Western
 

blot)检测N􀆼钙黏蛋白(N􀆼cadherin)、
波形蛋白(Vimentin)和LC3B蛋白表达情况。研究结果显示,照射可增强肝癌SMMC􀆼7721细胞侵袭迁移的

能力(P<0.05),同时,照射可抑制细胞的增殖能力(P<0.05);雷帕霉素激活自噬可增强细胞的侵袭迁移能

力(P<0.05),3􀆼MA抑制自噬可抑制细胞侵袭迁移和细胞的增殖能力(P<0.05)。照射可上调N􀆼cadherin、

Vimentin表达水平(P<0.05),激活或抑制自噬可分别增加或抑制N􀆼cadherin、Vimentin蛋白表达水平(P<
0.05)。表明X􀆼线照射可激活自噬,促进细胞上皮􀆼间充质转化(Epithelial􀆼Mesenchymal

 

Transition,EMT)的
发生。激活自噬可以提高肝癌细胞上皮间质转化进而促进肝癌细胞侵袭迁移;反之,抑制自噬可阻碍肝癌细胞

的侵袭迁移。
关键词:肝细胞癌 自噬 照射 侵袭 迁移 EMT

中图分类号:R735.7  文献标识码:A  文章编号:1005􀆼9164(2022)02􀆼0342􀆼07
DOI:10.13656/j.cnki.gxkx.20220526.015

  肝癌是全世界常见的恶性肿瘤之一,是癌症患者

死亡相关的第二大原因[1]。放射治疗是中晚期肝癌

有效的治疗方式之一,因此,提高放射治疗的效果对

于控制肝癌的进展具有重要意义。自噬是真核生物

体内的一种促活机制,与肿瘤的发生发展密切相关。
在恶劣的生存条件下自噬可促进肿瘤生长,也可在肿
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瘤发生时自噬诱导细胞死亡而发挥抑制肿瘤的作

用[2]。研究表明,上皮􀆼间充质转化(Epithelial􀆼Mes-
enchymal

 

Transition,EMT)在肿瘤的进展、侵袭转

移和放化疗耐受中发挥着重要作用[3]。但目前自噬

与EMT在肝癌细胞中的作用以及具体机制还不清

晰。故本研究拟探讨自噬和EMT对照射过程中肝

癌细胞侵袭迁移能力的影响及内在的分子机制,为提

高肝癌放射治疗的效果提供新思路。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

  人肝癌SMMC􀆼7721细胞购自中南大学湘雅医

学院;自噬激活剂雷帕霉素(Rapamycin)购自美国

Sigma公司,自噬抑制剂3􀆼甲基腺(3􀆼MA)购自上海

爱必信生物公司;抗体LC3B购自美国Abcam公司,

N􀆼钙黏蛋白(N􀆼cadherin)、波形蛋白(Vimentin)购自

Cell
 

signaling
 

technology公 司;β􀆼actin购 自 美 国

Santa
 

Cruz公司;DMEM高糖培养基、FBS购自美国

GIBCO公司;青霉素和链霉素混合液、PBS缓冲液和

DMSO购自北京Solarbio公司;ECL试剂盒购自美

国Thermo
 

Scientific公司。

1.2 细胞培养与处理

  肝癌SMMC􀆼7721细胞用含有1%双抗和10%
胎牛血清的DMEM培养基,在含有5%

 

CO2、37℃恒

温培养箱中培养。将肝癌SMMC􀆼7721细胞分为6
组,分别为阴性对照(NC)组、8

 

Gy
 

X􀆼线照射(IR)组、
自噬激活剂雷帕霉素(Rapa)组、自噬抑制剂三甲基

腺嘌呤(3􀆼MA)组、照射+雷帕霉素(IR+Rapa)组和

照射+甲基腺嘌呤(IR+3􀆼MA)组。照射组SMMC􀆼
7721细胞给予直线加速器6MV􀆼X

 

8
 

Gy照射剂量,
照射视野40

 

cm×40
 

cm,X射线辐射装置(瑞典Ele-
kta公司)。雷帕霉素药物浓度为20

 

nmol/L,3􀆼MA
药物浓度为8

 

mmol/L。

1.3 划痕实验

  取对数生长期细胞,用胰酶消化重悬,取适量细

胞接种划痕插件小孔中,待细胞贴壁,加入不同的药

物,预处理6
 

h,更换新鲜低血清培养基。将照射组

细胞给予8
 

Gy照射,照射后与NC组细胞垂直拔掉

划痕插件,在0
 

h、12
 

h和24
 

h时显微镜观察拍照,记
录细胞划痕愈合面积。运用ImageJ软件计算各处理

组不同时间点的划痕面积,并做统计分析。

1.4 Transwell实验

  取照射后的肝癌SMMC􀆼7721细胞,随后用胰酶

消化细胞,无血清培养基将细胞制成单细胞悬液,将

800
 

μL含有10%血清的培养基加入24孔板中放入

下室,随后将Transwell小室放入孔中。在上室中加

入细胞悬液。将24孔板放置培养箱中静置24
 

h后

取出小室,PBS清洗,用棉签擦掉上室未迁移的细

胞。用4%的多聚甲醛固定膜上的细胞,固定结束

后,PBS洗涤小室2次。结晶紫染色15
 

min,PBS清

洗2次。用显微镜观察并拍照,随机选择3个视野,
计算迁移细胞的个数,做统计分析。

1.5 CCK8实验

  取对数生长期细胞,制成细胞悬液,取100
 

μL/
孔(每孔2

 

000个细胞)均匀种在96孔板中,每组5
个复孔。待细胞贴壁后每孔加入不同的药物,处理6

 

h后或给予8
 

Gy的放射剂量照射,去掉上清液,每孔

加入100
 

μL新鲜的培养基,在培养箱中继续培养24
 

h。每孔加10
 

μL的CCK8溶液,避免出现气泡,放置

培养箱避光孵育1
 

h。孵育结束放置酶标仪检测450
 

nm波长下细胞的吸光度(OD)值。重复3次实验结

果。根据公式计算细胞存活率:细胞存活率(%)=
(实验组OD/对照组OD)×100%。

1.6 蛋白免疫印迹(Western
 

blot)

  取处理后的肝癌SMMC􀆼7721细胞,用RIPA裂

解液裂解细胞,离心收集蛋白,测量蛋白浓度,用
SDS􀆼PAGE(12%)电 泳 分 离 蛋 白,将 蛋 白 转 移 到

PVDF膜上,用TBST清洗PVDF膜3次,用快速封

闭液封闭20
 

min,封闭清洗后加入一抗LC3B(1∶
2

 

000)、N􀆼cadherin(1∶1
 

000)、Vimentin(1∶
1

 

000)、β􀆼actin(1∶1
 

000)孵育4℃过夜,加入对应二

抗后室温孵育1
 

h,使用增强型化学发光试剂(ECL)
显色,用ImageJ进行定量分析。

1.7 统计学方法

  每 个 实 验 重 复 至 少 3 次,采 用 SPSS17.0 和

GraphPad
 

Prism
 

5.0进行统计分析作图。采用单因

素方差分析,或独立性t 检验进行数据组间分析。

P<0.05有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 自噬对肝癌SMMC􀆼7721细胞迁移能力的影响

  本课题组前期研究表明照射能诱导自噬激活[4]。
划痕实验结果表明,与NC组相比,照射可促进肝癌

细胞划痕面积愈合(P<0.001);使用自噬激活剂和

抑制剂处理肝癌细胞,与NC组相比,Rapa组可促进

肝癌细胞划痕面积的愈合(P<0.05),3􀆼MA组可抑
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制肝癌细胞划痕面积的愈合(P<0.001)。用自噬激

活剂和抑制剂联合照射检测对细胞划痕愈合的影响,
结果表明,与IR组相比,IR+Rapa组可促进细胞划

痕面积的愈合(P<0.05),IR+3􀆼MA组可抑制细胞

划痕面积的愈合(P<0.001)(图1)。

与对照组相比,*P<0.05;**P<0.005;***P<0.001
*P<0.05;**P<0.005;***P<0.001

 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
图1 激活或抑制自噬对肝癌SMMC􀆼7721细胞迁移能力的影响

Fig.1 Effect
 

of
 

activation
 

or
 

inhibition
 

of
 

autophagy
 

on
 

migration
 

of
 

HCC
 

SMMC􀆼7721
 

cells

2.2 自噬对肝癌SMMC􀆼7721细胞侵袭能力的影响

  Transwell实验结果表明,与 NC组相比,IR组

可以增加细胞穿膜的数目(P<0.05);使用自噬激活

剂和抑制剂处理肝癌细胞,与NC组相比,Rapa组细

胞穿膜数目增多(P<0.05),3􀆼MA组细胞穿膜数目

显著降低(P<0.05)。用自噬激活剂和抑制剂联合

照射检测自噬对细胞侵袭能力的影响,结果表明,

IR+Rapa可增加细胞穿膜的数目(P<0.005),IR+
3􀆼MA可抑制细胞穿膜的数目(P<0.05)(图2)。

2.3 自噬激活剂和抑制剂对细胞增殖能力的影响

  CCK8实验结果显示,NC组与Rapa组细胞存

活率没有差异,可排除细胞增殖抑制对侵袭的影响。

3􀆼MA组出现轻微的增殖抑制情况(图3)。照射组与

未照射组相比,有细胞增殖抑制现象,而2.1节的实

验结果提示照射可以增强细胞侵袭的能力,这种差异

可能是放射诱导自噬激活引起的。

2.4 自噬对肝癌细胞侵袭迁移相关蛋白的影响

  Western
 

blot实验检测自噬标志蛋白LC3B,当
用3􀆼MA抑制自噬时,LC3B􀆼Ⅱ蛋白表达明显下降

(P<0.005),雷帕霉素激活自噬时LC3B􀆼Ⅱ蛋白表

达 增 加(P <0.005)。检 测EMT相 关 标 志 物

与对照组相比,*P<0.05;**P<0.005;***P<0.001
  *P<0.05;**P<0.005;***P<0.001

 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
  图2 激活或抑制自噬对肝癌SMMC􀆼7721细胞侵袭能

力的影响

  Fig.2 Effect
 

of
 

activating
 

or
 

inhibiting
 

autophagy
 

on
 

the
 

invasive
 

ability
 

of
 

HCC
 

SMMC􀆼7721
 

cells
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与对照组相比,*P<0.05;**P<0.005;***P<0.001
  *P<0.05;**P<0.005;***P<0.001

 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
  图3 Rapamycin和3􀆼MA对肝癌SMMC􀆼7721细胞增

殖活力的影响

  Fig.3 Effects
 

of
 

Rapamycin
 

and
 

3􀆼MA
 

on
 

the
 

prolifera-
tion

 

activity
 

of
 

hepatoma
 

SMMC􀆼7721
 

cells

N􀆼cadherin、Vimentin表达水平,与 NC组相比,IR
组N􀆼cadherin、Vimentin表达增加(P<0.05)。使用

自噬激活剂和抑制剂分别处理肝癌SMMC􀆼7721细

胞,与NC组相比,Rapa组N􀆼cadherin、Vimentin表

达水平增加(P<0.05),3􀆼MA组 N􀆼cadherin、Vim-
entin表达水平下降(P<0.05)。自噬激活剂和抑制

剂联合照射,结果表明,与单纯照射组相比,IR+
Rapa组可增加N􀆼cadherin、Vimentin表达水平(P<
0.05),IR+3􀆼MA组可抑制N􀆼cadherin、Vimentin表

达水平(P<0.05)(图4)。

3 讨论

  手术切除是肝癌治疗的有效手段,然而大约

70%的肝癌患者在诊断时已经是中晚期,失去了手术

的机会[5]。放射治疗是中晚期肝癌有效的治疗方式,
但是局部复发和远处转移是限制肝癌治疗效果的重

要因素。因此,研究肝癌转移的分子生物学机制以及

探寻能够提高肝癌细胞放射敏感性的方法,是目前肝

癌的重要研究方向之一。

  放射治疗是癌症治疗的常见手段,被广泛应用于

多种恶性实体肿瘤。放射治疗直接通过电离辐射或

产生活性氧间接造成 DNA 损伤,导致肿瘤细胞死

亡[6]。然而,放射治疗可通过诱导EMT来增强癌细

与对照组相比,*P<0.05;**P<0.005;***P<0.001
*P<0.05;**P<0.005;***P<0.001

 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
图4 激活或抑制自噬对肝癌SMMC􀆼7721细胞EMT相关蛋白的影响

Fig.4 Effects
 

of
 

activating
 

or
 

inhibiting
 

autophagy
 

on
 

EMT
 

related
 

proteins
 

in
 

HCC
 

SMMC􀆼7721
 

cells
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胞(如乳腺癌、肺癌和胶质瘤癌细胞[7])的转移和侵袭

能力。EMT是一种上皮细胞极性消失、细胞间黏附

下降、细胞获得间充质干细胞表型,从而促进细胞向

周围及远处转移的过程。过程中伴随着上皮标志物,
如角蛋白丝、E􀆼钙黏素(E􀆼cadherin),表达降低;同
时,间质细胞相关标志物,如波形蛋白(Vimentin)、纤
维连接蛋白、N􀆼钙黏蛋白(N􀆼cadherin)和a􀆼SMA等

表达上调,这些标志物是检测EMT进程的重要指

标[8]。有研究表明,EMT有利于肿瘤细胞向远处侵

袭转移和抵抗肿瘤治疗[9]。信号转导和转录激活因

子3
 

(STAT3)激活转化生长因子􀆼β1(TGF􀆼β1)诱导

的EMT促进肝癌细胞迁移[10]。微小核糖核酸􀆼183
 

(miR􀆼183)介导EMT增加肺腺癌细胞放射抗拒[11]。

  自噬是真核细胞内存在的一种分解代谢的过程,
在维持 细 胞 内 稳 态 和 预 防 多 种 疾 病 方 面 发 挥 作

用[12]。以往研究表明自噬对肿瘤细胞的侵袭转移起

重要作用,这与自噬和 EMT 之间的关系密切相

关[13]。一方面,肿瘤细胞在EMT过程中依赖自噬

激活生存;另一方面,自噬作为肿瘤抑制信号,阻碍了

EMT转化和激活的早期阶段。因此,通过靶向自噬

调节EMT对治疗肿瘤具有重要的意义[14]。通过调

节自噬抑制非小细胞肺癌的EMT和转移[15];Cad-
herin􀆼6 通 过 抑 制 自 噬 促 进 EMT 和 甲 状 腺 癌 转

移[16];Beclin􀆼1是自噬相关蛋白,抑制Beclin􀆼1表达

可抑制自噬,进而显著降低结肠癌细胞的EMT和侵

袭行为[17]。此外,饥饿诱导的自噬可以促进口腔鳞

状细胞癌的上皮间质转换[18];miRNA􀆼30a􀆼3p下调

ATG3介导的自噬,从而抑制肝癌细胞侵袭和转

移[19]。以上研究表明,自噬和EMT在肿瘤细胞的

侵袭转移和治疗中发挥重要作用,因此,探究肝癌细

胞照射过程中自噬与EMT的关系,对提高肝癌细胞

的放射敏感性具有重要意义。

  本研究通过使用自噬激活剂Rapamycin和自噬

抑制剂3􀆼MA处理肝癌细胞,观察自噬对肝癌细胞侵

袭转移能力的影响,结果表明3􀆼MA抑制自噬时,肝
癌细胞侵袭迁移的能力受到阻碍,抑制EMT转换;
当自噬被Rapamycin激活时可增强肝癌细胞侵袭迁

移的能力,促进EMT转化。X􀆼线照射可抑制细胞增

殖能力,同时增强肝癌细胞侵袭迁移的能力,诱导

EMT转化。本研究前期实验结果表明,照射可激活

自噬,照射联合自噬抑制剂能够抑制肝癌细胞侵袭迁

移的能力;照射联合自噬激活剂时,肝癌细胞EMT
进一步被诱导,说明自噬在照射诱导的EMT转化过

程中起促进作用。因此,照射联合自噬抑制剂可以增

加肝癌细胞的放射敏感性。

4 结论

  本研究通过Rapamycin和3􀆼MA激活或抑制自

噬,在照射或不照射的情况下观察肝癌SMMC􀆼7721
细胞侵袭迁移能力。结果表明,照射可激活肝癌细胞

自噬,激活自噬能够增强细胞侵袭和迁移能力,促进

肝癌细胞EMT转化;抑制自噬可抑制肝癌细胞侵袭

和迁移能力,抑制EMT转化。因此,在肝癌的放射

治疗过程中联合自噬抑制剂可抑制EMT形成,提高

肝癌照射治疗的效果。
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Carcinoma
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Abstract:To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

autophagy
 

on
 

the
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

Hepatocellular
 

Carcinoma
 

(HCC)
 

SMMC􀆼7721
 

cells
 

during
 

irradiation
 

and
 

its
 

potential
 

mechanism,the
 

HCC
 

SMMC􀆼7721
 

cells
 

were
 

di-
vided

 

into
 

6
 

groups,namely
 

negative
 

control
 

(NC)
 

group,8
 

Gy
 

X􀆼ray
 

irradiation
 

(IR)
 

group,autophagy
 

acti-
vator

 

rapamycin
 

(Rapa)
 

group,autophagy
 

inhibitor
 

trimethyl
 

Adenine
 

(3􀆼MA)
 

group,irradiation+rapamycin
 

(IR+Rapa)
 

group,irradiation+trimethyladenine
 

(IR+3􀆼MA)
 

group.The
 

effects
 

of
 

autophagy
 

on
 

the
 

migra-
tion

 

and
 

invasion
 

of
 

HCC
 

SMMC􀆼7721
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

scratch
 

assay
 

and
 

Transwell
 

assay.CCK8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

irradiation,rapamycin
 

and
 

3􀆼MA
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

HCC
 

cells.The
 

pro-
tein

 

expressions
 

of
 

N􀆼cadherin,Vimentin
 

and
 

LC3B
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.The
 

results
 

showed
 

that
 

irradiation
 

could
 

enhance
 

the
 

ability
 

of
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

SMMC􀆼7721
 

cells
 

(P<0.05),and
 

at
 

the
 

same
 

time,irradiation
 

could
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

cells
 

(P<0.005).Rapamycin
 

activated
 

autophagy
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could
 

promote
 

the
 

ability
 

of
 

cell
 

invasion
 

and
 

metastasis
 

(P<0.05),and
 

3􀆼MA
 

inhibited
 

autophagy
 

could
 

in-
hibit

 

the
 

ability
 

of
 

cell
 

invasion,migration
 

and
 

cell
 

proliferation
 

(P<0.05).Irradiation
 

could
 

up􀆼regulate
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

N􀆼cadherin
 

and
 

Vimentin
 

(P<0.05),and
 

activation
 

or
 

inhibition
 

of
 

autophagy
 

could
 

increase
 

or
 

inhibit
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

N􀆼cadherin
 

and
 

Vimentin
 

(P<0.05).It
 

indicated
 

that
 

X􀆼ray
 

irradiation
 

could
 

activate
 

autophagy
 

and
 

promote
 

the
 

occurrence
 

of
 

Epithelial􀆼Mesenchymal
 

Tran-
sition

 

(EMT).Activation
 

of
 

autophagy
 

could
 

improve
 

epithelial􀆼mesenchymal
 

transition
 

of
 

HCC
 

cells
 

and
 

promote
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

HCC
 

cells.On
 

the
 

contrary,inhibition
 

of
 

autophagy
 

could
 

hinder
 

the
 

inva-
sion

 

and
 

migration
 

of
 

HCC
 

cells.
Key

 

words:hepatocellular
 

carcinoma;autophagy;radiotherapy;invasion;migration;EMT
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