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  摘 要:目的 初步探讨过表达肝癌诱骗受体3(DcR3)对肝癌细胞自噬功能的影响。方法 构建慢病毒

载体DcR3稳定转染HepG2细胞株,转染72
 

h后收集细胞,做进一步处理。以感染空载慢病毒作为对照组

(LV-NC组),以感染DcR3过表达慢病毒作为实验组(LV-DcR3组),采用免疫印迹试验(Western
 

blot)检测自

噬相关蛋白[微管相关蛋白轻链3B(LC3B)Ⅱ/LC3BⅠ比例、程序性死亡受体1(Beclin1)]的相对表达水平,采

用反转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测LC3B和Beclin1
 

mRNA相对表达水平。结果 与LV-NC组相比,LV-
DcR3组LC3B和Beclin1

 

mRNA相对表达水平明显降低(P<0.05),进一步研究发现LV-DcR3组LC3BⅡ/

LC3BⅠ比例和Beclin1蛋白的相对表达水平显著下降(P<0.05)。结论 DcR3可抑制肝癌细胞发生自噬。
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Abstract:Objective To

 

preliminarily
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

DcR3
 

overexpression
 

on
 

autophagy
 

function
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(HCC)
 

cells.Methods The
 

HepG2
 

cell
 

line
 

stably
 

transfected
 

by
 

lentivirus-DcR3
 

was
 

constructed.The
 

cells
 

were
 

collected
 

after
 

72
 

h
 

of
 

cell
 

transfection
 

for
 

conducting
 

further
 

treatment.The
 

infected
 

no-load
 

lentivirus
 

served
 

as
 

the
 

control
 

group
 

(LV-NC
 

group)
 

and
 

the
 

infected
 

overexpressed
 

DcR3
 

lentivirus
 

served
 

as
 

the
 

experimental
 

group
 

(LV-DcR3
 

group).Western
 

blot
 

(WB)was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

rela-
tive

 

expression
 

level
 

of
 

autophagy-related
 

proteins
 

(LC3BⅡ/LC3BⅠ
 

and
 

Beclin1).The
 

mRNA
 

relative
 

ex-
pression

 

levels
 

of
 

LC3B
 

and
 

Beclin1
 

were
 

detected
 

by
 

reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-
PCR).Results Compared

 

with
 

the
 

LV-NC
 

group,the
 

mRNA
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

LC3B
 

and
 

Beclin1
 

in
 

the
 

LV-DcR3
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Further
 

study
 

found
 

that
 

the
 

LC3BⅡ/LC3BⅠ
 

ratio
 

and
 

Beclin1
 

protein
 

relative
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

LV-DcR3
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<
0.05).Conclusion DcR3

 

can
 

inhibit
 

the
 

autophagy
 

occurrence
 

in
 

HCC
 

cells.
Key
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3; autophagy

  肝癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一。据统计,

2018年肝癌的发病率在所有癌症中排第6位,是全球

第4大癌症死亡原因,每年约有78.2万人死于肝

癌[1]。肝癌的临床治疗包括肝切除、肝移植、放化疗

等,治疗效果差且易复发[2-3],晚期肝癌患者5年生存

率低于5%,预后极差。以中国为首的亚洲发展中国

家是肝癌的高发地区[4]。肝癌严重威胁着人们的健

康,明确其发病机制,有针对性地采取早期干预措施

是当前研究的热点。
前期研究发现,肝癌诱骗受体3(DcR3)的表达量

越高,其对肿瘤细胞凋亡的抑制作用越显著[5]。有研

究发现,下调DcR3可以抑制肝癌细胞的侵袭性,增强

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(TRAIL)介导的细

胞凋亡[6]。在先前的研究中发现,DcR3促进了细胞

的增殖和迁移,抑制了细胞凋亡指标半胱氨酸蛋白酶

3(caspase
 

3)和Bcl-2相关X(Bax)蛋白的表达[5]。自

噬在真核细胞中广泛存在,是一种基本生命现象,微
管相关蛋白轻链3B(LC3B)和程序性死亡受体1(Bec-
lin1)是自噬途径的关键物质[7]。LC3B以LC3BⅠ和

LC3BⅡ两种形式存在并参与自噬,LC3BⅠ在正常情
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况下定位于细胞质,当自噬被诱导时,LC3B的细胞质

形式LC3BⅠ通过与脂质分子磷脂酰乙醇胺(PE)结
合转化为LC3BⅡ,靶向定位于自噬体膜,介导自噬溶

酶体的形成[8]。在细胞的生理过程中,自噬、凋亡、程
序性坏死都是细胞的死亡形式,它们相互影响、相互调

节,自噬可能在细胞死亡过程中扮演重要角色。本研究

通过在肝癌细胞中过表达DcR3来观察其对自噬功能

的影响,为肝癌的早期诊断和预后判断提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 一般材料 人肝癌细胞株 HepG2(北京中科质

检生物技术有限公司)置于37
 

℃、5%CO2 培养箱中

常规培养。

1.2 仪器与试剂 含各种氨基酸和葡萄糖的培养液

(DMEM),胎牛血清,胰蛋白酶(美国Hyclone公司);

DcR3过表达慢病毒载体和空载慢病毒均购于上海吉

凯基因化学技术有限公司;DcR3抗体、Beclin1抗体

(Abcam
 

公司,美国);
 

LC3B抗体(美国Cell
 

signaing
公司);辣根过氧化物酶(HRP)标记亲和纯化山羊抗

小鼠IgG二抗(美国sigma公司);反转录聚合酶链反

应(RT-PCR)试剂盒。RT-PCR引物序列合成(上海

生工生物工程有限公司)。

1.3 方法

1.3.1 细胞转染 肝癌细胞株 HepG2以每孔3×
105 个分布于六孔板,当细胞融合达到70%时,分别

感染DcR3过表达慢病毒载体和空载慢病毒。对照组

为LV-NC组(感染空载慢病毒),实验组为LV-DcR3
组(感染DcR3过表达慢病毒载体)。以病毒滴度最小

致死量(MIO)50
 

IU/mL加入病毒上清液(参照预实

验结果)。72
 

h
 

后收集LV-NC组和LV-DcR3
 

组细

胞,然后进行相关实验。

1.3.2 免疫印迹试验(Western
 

blot) 用预冷却的

磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗收集的细胞3次,然后用细

胞裂解液(RIPA)裂解细胞,测定蛋白量,加入5×上

样缓冲液进行混匀,在100
 

℃变性10
 

min,取30
 

μg
蛋白进 行 十 二 烷 基 硫 酸 钠-聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

(SDS-PAGE),然后转膜,将硝酸纤维素膜置于含5%
脱脂奶粉的缓冲液中封闭2

 

h,吸取干净封闭液后加

入一抗(均为1∶1
 

000),4
 

℃摇匀过夜。洗涤缓冲液

(TBST)洗膜3遍,每次10
 

min,分别加入稀释后的二

抗IgG(1∶1
 

000),室温避光孵育2
 

h。孵育后TBST
洗膜,电化学发光法(ECL)显色蛋白条带,然后进行

凝胶成像分析,共进行平行实验3次。

1.3.3 RT-PCR Trizol法提取细胞总RNA,根据

反转录试剂盒说明书将总RNA的1
 

μg
 

mRNA反转

录为cDNA,反转录条件为42
 

℃
 

60
 

min,70
 

℃
 

5
 

min。PCR扩增:95
 

℃预变性30
 

s;94
 

℃变性15
 

s,56
 

℃退火45
 

s,72
 

℃延伸45
 

s,扩增40个循环。引物序

列见表1。基于ABI7500平台收集RT-PCR数据,以
甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)为对照,采用2-ΔΔCt

计算相对表达水平。

表1  引物序列

项目 上游引物 下游引物

DcR3 5'-CCACTACACGCAGTTCTGGA-3' 5'-GTGCTCCAAGCAGAAACCAG-3'

LC3B 5'-CCTGGACAAGACCAAGTTTTTG-3 5'-GTAGACCATATAGAGGAAGCCG-3'

Beclin1 5'-AGCTGCCGTTATACTGTTCTG-3' 5'-ACTGCCTCCTGTGTCTTCAATCTT-3'

GAPDH 5'-CCT
 

GGCACCCAGCACAAT-3' 5'-GGGCCGGACTCGTCATAC-3'

1.4 统计学处理 采用SPSS19.0软件进行数据处

理和分析,图像处理使用Photoshop5.0及GraphPad
 

Prism6.0软件。计量资料以x±s表示,组间比较采

用独立样本t 检验,以 P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 DcR3蛋白表达情况 本研究选择DcR3表达

较低且实验常用的肝癌细胞株 HepG2作为研究对

象。DcR3过表达慢病毒载体转染72
 

h后,用 West-
ern

 

Blot验证转染情况。结果显示,在相同印迹上以

肌动蛋白B(ACTB)信号标准化成像条带为标准,测
定免疫印迹条带的灰度值,LV-DcR3组DcR3蛋白的

表达水平(1.88±0.15)明显高于LV-NC组(0.74±

0.05),差异有统计学意义(P<0.05),说明DcR3慢

病毒转染效率达到实验要求。见图1。

图1  不同病毒感染细胞组的蛋白表达水平

2.2 过表达DcR3对肝癌细胞自噬相关基因 mRNA
的影响 肝癌细胞自噬相关蛋白LC3B和Beclin1的

mRNA相对表达水平结果显示,LV-DcR3组LC3B
和Beclin1

 

mRNA相对表达水平与LV-NC组相比,
明显下降,差异有统计学意义(P<0.05)。见图2。
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  注:A为Beclin1;B为LC3B。

图2  过表达DcR3对自噬相关指标 mRNA相对

表达水平的影响

2.3 从蛋白相对表达水平观察过表达DcR3对肝癌

细胞自噬功能的影响 Western
 

Blot结果显示,在相

同印迹上以 ACTB信号标准化成像条带为标准,与

LV-NC组比较,LV-DcR3组 LC3BⅡ/LC3BⅠ比例

(1.65±0.15)、Beclin1蛋白相对表达水平(0.89±
0.05)显著低于LV-NC组(LC3BⅡ/LC3BⅠ比例为

3.48±0.31、Beclin1蛋 白 相 对 表 达 水 平 为1.41±
0.05),差异均有统计学意义(P<0.05)。见图3。

图3  过表达DcR3的肝癌细胞自噬蛋白的相对表达水平

3 讨  论

  DcR3是肿瘤坏死因子受体超家族(TNFR)的成

员之一,可与Fas配体(FasL)、肿瘤坏死因子配体相

关分子1A(TLlA)竞争结合,从而阻断以上配体诱导

的凋亡[6]。有研究认为肝癌组织中DcR3的表达水平

高于癌旁组织及正常组织,且与肿瘤分化、浆膜浸润、
肝外转移相关[7]。然而,DcR3在肝癌进展和转移中

的确切机制仍不清楚。
近年来,自噬作为细胞死亡方式的一种,成为肿

瘤研究的热点。已有研究报道,自噬在促进肿瘤进展

或抑制肿瘤转化中发挥双重作用,提示自噬缺陷诱发

肿瘤是一种促癌机制[8]。有研究表明,自噬在肝脏疾

病从慢性肝病发展为肝硬化,最终发展为肝癌的病理

机制中起着重要的促死亡(促癌)作用[9]。Beclin-1和

微管相关蛋白1轻链3(LC3)是自噬途径的关键物

质[10]。笔者推测DcR3可能影响自噬的过程。本实

验通过在肝癌细胞中过表达DcR3以验证此推测。

LC3B被认为是参与自噬的关键因素,是监测自

噬的特殊指标。本研究结果显示,过表达 DcR3时,

LC3B蛋白和 mRNA相对表达水平均降低。有研究

表明,LC3B在肿瘤区较正常邻近组织表达水平更

低[11],与本研究结果一致。此外,一篇 Meta分析显

示,LC3B的表达水平与性别、年龄、肿瘤数量、乙型肝

炎表面抗原(HBsAg)、肝硬化、TNM分期、甲胎蛋白、
血管侵犯、组织学分级和肝功能无关(P>0.05),而与

总生存期有关(P<0.05)[12]。
Beclin1是首个被发现的哺乳动物自噬蛋白,在自

噬活性中起着重要的调节作用,在小鼠肝癌模型中发

现Beclin1发挥抑癌作用[13]。肝癌组织中Beclin1表

达水平明显低于癌旁组织,Beclin1表达水平与复发及

生存率相关[14]。本研究结果显示,DcR3过表达会抑

制Beclin-1的表达。因此,这些结果表明,DcR3抑制

了肝癌细胞中Beclin1和LC3B的表达,提示自噬可

能受到DcR3的调控。
综上所 述,本 研 究 通 过 体 外 实 验 初 步 验 证 了

DcR3可以抑制自噬的发生,但由于是初步研究结果,

LC3B和Beclin-1是否受DcR3调控,有待进一步研究

证实。
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