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右旋硫辛酸对人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞生长增殖及其
相关机制研究
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，黄严伟，周　波，宋清清
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摘　要　研究天然抗氧化剂右旋硫辛酸对人肝癌ＨｅｐＧ２细胞生长、增殖的影响及其相关机制。采用ＭＴＴ检测细胞增殖情
况，活性氧试剂盒分析细胞内ＲＯＳ水平。流式细胞术和Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察细胞凋亡和形态变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋
亡、自噬以及相关通路蛋白表达，包括 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ、ＡＴＧ５、ＡＴＧ７、ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｍＴＯＲ、Ｐ７０Ｓ６Ｋ、Ｐ３８、Ｐ５３、
ＥＲＫ、Ａｋｔ、ＭＥＫ等。结果表明，经不同浓度不同时间药物处理，右旋硫辛酸可抑制ＨｅｐＧ２细胞增殖，提高细胞内ＲＯＳ水平，
并呈时间和剂量依赖性。右旋硫辛酸通过上调促凋亡蛋白 Ｂａｘ，激活 ｃａｓｐａｓｅ家族，从而激活凋亡效应蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３和
ＰＡＲＰ，同时右旋硫辛酸还可上调自噬相关蛋白 ＡＴＧ５、ＡＴＧ７、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３水平，抑制磷酸化 ｍＴＯＲ和 Ｐ７０Ｓ６Ｋ，激活自噬。
通路研究表明：右旋硫辛酸可上调磷酸化的Ｐ３８和ＪＮＫ促凋亡通路促进凋亡，抑制磷酸化 Ａｋｔ、ＥＲＫ的表达。添加自噬抑
制剂３甲基腺嘌呤后，明显抑制自噬发生。因此，右旋硫辛酸可能通过调控 Ｐ３８／ＡＭＰＫＪＮＫ，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／
ＥＲＫ途径激活自噬，诱导细胞凋亡。
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第４８卷第３期 刘　晶，等：右旋硫辛酸对人肝癌ＨｅｐＧ２细胞生长增殖及其相关机制研究

　　右旋硫辛酸（ＲＬＡ）是α硫辛酸的右旋光学异
构体，是唯一的具脂溶性和水溶性的天然抗氧化剂，

通过清除体内氧自由基，维特体内氧代谢平衡，可减

轻或抑制氧化损伤［１］。临床上硫辛酸已广泛应用于

治疗肝病、肾脏和神经疾病、糖尿病及糖尿病周围神

经病变、肥胖症、湿疹、帕金森病、心脏病等疾病［２］。

但有研究显示，高剂量的硫辛酸也可提高氧化应激

水平，发挥促氧化的作用，引起心肌细胞内活性氧自

由基（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）增多，导致心肌
细胞变性、纤维化等心脏毒性［３］。近几年对硫辛酸

研究越来越多，研究热点都集中在它对肿瘤的治疗

作用及相关作用机制，包括肝癌［４］。硫辛酸可下调

ｃｙｃｌｉｎＡ水平，上调Ｐ２７和Ｐ２１水平，抑制肝癌细胞
生长和增殖。同时增加活性氧的产生，激活Ｐ５３并
上调Ｂａｘ，释放细胞色素Ｃ，激活ｃａｓｐａｓｅ家族，激活
促凋亡通路ＪＮＫ和抑制抑凋亡通路Ａｋｔ，从而诱导
肝癌细胞凋亡［５］。本研究将在此基础上，进一步研

究右旋硫辛酸对人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的生长、增殖、
自噬和凋亡的相关分子机制。

!

　材　料

１１　药品与试剂
右旋硫辛酸（南京海融医药科技有限公司）；

ＤＭＥＭ培养基，胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胰酶
（含ＥＤＴＡ）、ＭＴＴ粉末、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡试
剂盒、活性氧（ＲＯＳ）分析试剂盒（南京凯基生物技
术股份有限公司）；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染料、ＲＩＰＡ（中
国碧云天生物技术有限公司）；βａｃｔｉｎ（武汉 Ｅｌａｂ
ｓｃｉｅｎｃｅ公司）；Ｂａｘ（上海 Ａｂｃａｍ公司）；Ｂｃｌ２、
ＡＴＧ５、ＡＴＧ７、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＥＲＫ、ｐＡｋｔ３０８、ｐＡｋｔ４７３、Ｐ３８、
ＪＮＫ、ｃａｓｐａｓｅ３（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司）；３甲基腺嘌呤（美国 ＭＣＥ公司）；β巯基乙醇
（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；ＰＭＳＦ（中国 ＢｉｏＳＨＡＲＰ
公司）；ＰＶＤＦ膜（美国 ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＢｉｌｌｅｒｉｃａ公司）蛋
白测定试剂盒（南京建成生物工程公司）；化学发

光显色液（美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；其他试剂
均为市售分析纯。

１２　细胞株
人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞购自中国科学院上海细

胞库。

１３　仪　器
荧光显微镜 ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公

司）；酶标仪Ｅｌｘ８００型（美国 Ｂａｋｅｒ公司）；倒置显

微镜 ＣＤＭ２０１（日本 Ｎｉｋｏｎ公司）；电泳仪 Ｍｉｎｉ
ＴｒａｎｓＢｌｏｔ（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

"

　方　法

２１　人肝癌ＨｅｐＧ２细胞的培养
ＨｅｐＧ２细胞用ＤＭＥＭ培养基（１０％ＦＢＳ＋１％的

双抗）培养，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，每天换
液，用ＰＢＳ清洗２次，胰酶消化传代３次之后种板。
２２　ＭＴＴ检测细胞增殖

取对数生长期细胞，ＰＢＳ清洗２次，用含ＥＤＴＡ
的胰酶消化５ｍｉｎ，血球计数板计数后，每孔５０００个
细胞的浓度种在 ９６孔板，６个复孔，细胞贴壁
２４ｈ后，分别用１，１５，２ｍｍｏｌ／Ｌ硫辛酸进行给药处
理，另设对照组，３７℃培养基继续培养１２，２４，４８ｈ。
每孔加５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ１０μＬ于培养箱中培养４ｈ后
去掉培养基，每孔加 ＤＭＳＯ１５０μＬ，摇床放置
１０ｍｉｎ，用酶标仪在波长为４９２ｎｍ处检测吸收度。
２３　细胞ＲＯＳ检测

细胞贴壁后，每孔３×１０５个细胞的浓度种在
６孔板中，１５ｍｍｏｌ／Ｌ硫辛酸药物处理 １２，２４，
４８ｈ，另设对照组。用 ＰＢＳ稀释１０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＡＭ
酯原液，往细胞悬液中加入１～１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＭ
酯工作液，３７℃孵育３０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ清洗２次，流
式细胞仪检测ＲＯＳ水平。
２４　细胞凋亡检测

取对数期细胞接种于６孔板，细胞浓度为每孔
３×１０５个，贴壁２４ｈ，用１５ｍｍｏｌ／Ｌ右旋硫辛酸处
理１２，２４，４８ｈ。用不含 ＥＤＴＡ的胰酶消化，含１％
ＰＢＳ终止消化，ＰＢＳ洗两次，２０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，加缓冲液 ５００μＬ重悬，加 ＰＩ和 ＦＩＴＣ各
５μＬ，避光反应１５ｍｉｎ，１ｈ之内上机检测。

另取对数期细胞用胰酶消化，接种于２４孔板，
细胞贴壁后加 １５ｍｍｏｌ／Ｌ硫辛酸处理 １２，２４，
４８ｈ。用４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗２次，
加Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染料５μＬ染色１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗
３次，每次５ｍｉｎ，采用倒置荧光显微镜（４００×）观
察细胞凋亡情况。

２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
对数期 ＨｅｐＧ２细胞接种于６孔板，每孔３×

１０５个细胞，贴壁 ２４ｈ之后，硫辛酸处理 １２，２４，
４８ｈ，ＰＢＳ清洗２次，每孔加ＲＩＰＡ（含１００×ＰＭＳＦ、
１０００×Ａｐｒｏｔｅｎｉｎ、１００×Ｎａ３ＶＯ４、１０００×Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ）
１００μＬ在冰上裂解３０ｍｉｎ，刮下细胞１２０００ｒ／ｍｉｎ

９４３



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１７，４８（３）：３４８－３５４ 第４８卷

离心１０ｍｉｎ，取上清液，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测蛋白浓度，加
上样缓冲液（含６％ β巯基乙醇）１００℃煮５ｍｉｎ。
冻－２０℃备用。采用 ＳＤＳＰＡＧＥ恒压电泳 ６０Ｖ
（４０ｍｉｎ），１２０Ｖ（１２０ｍｉｎ），１００Ｖ转膜２ｈ，５％脱
脂牛奶封闭１ｈ，１∶１０００稀释一抗４℃孵育过夜，
ＴＢＳＴ洗３次，每次５ｍｉｎ，二抗１∶５０００稀释孵育
１ｈ，ＢＤ成像仪拍照。
２６　数据分析

实验数据用 ＳＰＳＳ１９０、Ｅｘｃｅｌ进行统计分析，
所有的实验和数据处理均重复３次。

#

　结　果

３１　右旋硫辛酸抑制人肝癌ＨｅｐＧ２细胞生长和增殖
通过ＭＴＴ法测定不同浓度的右旋硫辛酸作用

人肝癌ＨｅｐＧ２细胞１２，２４，４８ｈ后细胞生长增殖情
况。经测定，相比于对照组，１５ｍｍｏｌ／Ｌ给药组细
胞活性均下降，１２，２４，４８ｈ给药组细胞活性分别为
７２３％、６４％和５８４％，随着给药浓度的升高和药
物作用时间的延长，细胞的生长和增殖均受到抑

制，且变化显著，呈浓度时间依赖（图１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＶｉａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｂｙＲ（＋）ｌｉｐｏｉｃａｃｉｄ
（ＲＬＡ）ｆｏｒ１２，２４，４８ｈｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３２　右旋硫辛酸提高人肝癌细胞ＨｅｐＧ２内ＲＯＳ水平
１５ｍｍｏｌ／Ｌ右旋硫辛酸作用人肝癌ＨｅｐＧ２细

胞１２，２４，４８ｈ之后，采用 ＲＯＳ分析试剂盒经流式
细胞仪检测细胞内 ＲＯＳ水平，结果如图 ２所示。
对照组细胞内 ＲＯＳ水平约约 ０２９％，而 １２，２４，
４８ｈ给药组细胞内 ＲＯＳ水平分别为 ６１７２％、
７８２９％和９０６８％，相比于对照组，给药后细胞体
内ＲＯＳ生成显著增多，呈时间依赖性。
３３　右旋硫辛酸诱导人肝癌ＨｅｐＧ２细胞凋亡

采用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡试剂盒和Ｈｏｅｃｈｅｓｔ
３３２５８荧光染色对右旋硫辛酸作用ＨｅｐＧ２细胞１２，
２４，４８ｈ后的凋亡水平进行分析。结果显示，对照组
凋亡率仅为５３４％，１２ｈ给药处理后，凋亡率约为

２０％，随着药物处理时间的延长，ＨｅｐＧ２细胞凋亡率
显著增加，４８ｈ给药组凋亡率高达５１８％（图３Ａ）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｌｅｖｅｌｓｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄ
ｂｙＲＬＡｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲＯＳａｎａｌｙｓｉｓｋｉｔ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：１２ｈ；Ｃ：２４ｈ；Ｄ：４８ｈ

使用Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３２５８染料染色，采用倒置荧光
显微镜观察 １５ｍｍｏｌ／Ｌ右旋硫辛酸对人肝癌
ＨｅｐＧ２细胞的形态影响（图３Ｂ），与对照组相比，
加药处理后，细胞形态变化明显，出现细胞核呈致

密浓染或呈碎块状致密浓染，并呈现亮蓝色，伴有

凋亡小体生成等凋亡的形态学特征，同样随着药物

作用时间的延长，这些凋亡的形态学特征越加明

显，进一步证实右旋硫辛酸诱导ＨｅｐＧ２细胞凋亡。
倒置显微镜下直观的观察细胞形态和数量变

化（图３Ｃ），对照组细胞贴壁牢固，呈长梭状或三
角形，经右旋硫辛酸给药处理后，相比于对照组细

胞，给药组细胞数量明显减少，一般呈圆形状，细胞

间间隔增大，细胞体积变小，４８ｈ尤为明显。
３４　右旋硫辛酸激活自噬，诱导凋亡

右旋硫辛酸对人肝癌ＨｅｐＧ２细胞凋亡和自噬
相关蛋白分析，结果如图４所示。与对照组相比，
给药１２，２４，４８ｈ后，促凋亡蛋白Ｂａｘ表达升高，抑
凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达基本无变化，激活 ｃａｓｐａｓｅ３，
上调ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和ＰＡＲＰ蛋白量。同时给药
组自噬相关蛋白ＡＴＧ５，ＡＴＧ７，ＬＣ３，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白量
明显高于对照组。另外右旋硫辛酸抑制了磷酸化

ｍＴＯＲ和磷酸化ｐ７０Ｓ６Ｋ的表达，激活自噬。

０５３
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＲＬＡｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｎｕｍｂｅｒｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（ｎ＝３）
Ａ：Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ；Ｂ：Ｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｓ（×４０）；Ｃ：Ｃｅｌｌｓｎｕｍｂｅｒ（×２００）

３５　右旋硫辛酸对凋亡和自噬通路的调控
右旋硫辛酸作用人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞 １２，２４，

４８ｈ后，使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡信号转导通路
中的相关蛋白表达量（图５），与对照组相比较，给
药组增加了磷酸化的 ＭＥＫ、ｐ３８，ＪＮＫ蛋白量，下
调了磷酸化蛋白 Ａｋｔ、ＥＲＫ水平，说明右旋硫辛酸
可能通过增加促凋亡通路 ＭＥＫ、ＪＮＫ、ｐ３８，抑制抑
凋亡通路Ａｋｔ，ＥＲＫ等共同调控细胞凋亡和自噬。

３６　右旋硫辛酸对自噬抑制剂的影响
使用右旋硫辛酸和自噬抑制剂３甲基腺嘌呤

共同作用人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞，药物处理 １２、２４、
４８ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析如下（图６），右旋硫辛酸
单独作用上调自噬相关蛋白水平，３甲基腺嘌呤则
抑制了ＬＣ３，ＡＴＧ５，ＡＴＧ７的表达，右旋硫辛酸和３
甲基腺嘌呤共同作用时下调了 ＬＣ３，ＡＴＧ５，ＡＴＧ７
蛋白量。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＲＬＡｏｎｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｐｒｏｔｅｉｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｂ：Ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｃ＆Ｄ：Ｐｒｏｔｅｉｎｓｇｒｅｙｖａｌｕｅｒａｔｉｏ
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｂ：Ｐｒｏｔｅｉｎｓｇｒｅｙｖａｌｕｅｒａｔｉｏ
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
ｔｒｅａｔｅｄｂｙ３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ（３ＭＡ）ａｎｄＲＬＡｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

$

　讨　论

线粒体依赖途径是细胞凋亡最主要的传导途

径，而ＪＮＫ、Ａｋｔ是主要的信号转导通路，从线粒体
中释放细胞色素 Ｃ是启动凋亡关键步骤［６－７］。

ＭＡＰＫ最初是从脂肪细胞中纯化而来，在细胞周
期、生长、分化、凋亡过程中扮演一个及其重要的角

色［８－９］。ＥＲＫ，Ｐ３８和ＪＮＫ均属于 ＭＡＰＫ家族中的
３个重要成员，通过磷酸化或 ＭＡＰＫ磷酸酶激
活［１０］。Ｐ３８是 ＭＡＰＫ家族中相当重要的成员之
一，可通过细胞外刺激，如氧化应激、促炎性细胞因

子、紫外线、热休克等因素激活［１１］。本实验中，右

旋硫辛酸处理人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞１２，２４，４８ｈ之
后，导致细胞内ＲＯＳ增加，激活磷酸化 ｐＰ３８促进
凋亡，Ｐ３８不仅增强 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ８介导的细胞

凋亡，而且对Ｂｃｌ２家族诱导的凋亡也有影响。细
胞内 ＲＯＳ升高阻碍了线粒体代谢，刺激 Ｐ３８磷酸
化相关酶，使 Ｐ３８磷酸化达［１２－１３］。通过刺激 ＤＮＡ
损伤的上游中介可导致线粒体功能障碍通过刺激

促凋亡蛋白Ｂｃｌ２家族成员表达［１４］，从而把Ｂａｘ从
细胞质转移到线粒体中形成二聚体，直接影响膜通

透性滤性 ＭＰＴＰ的开放，使线粒体通透性改变
达［１５－１６］。线粒体功能障碍会导致细胞内凋亡因子

的释放，激活ｃａｓｐａｓｅ３，ｃａｓｐａｓｅ３激活下游 ＰＡＲＰ，
使ＤＮＡ片段化，最终导致凋亡。除了 Ｐ３８ＭＡＰＫ
外，ＭＥＫ、ＥＲＫ、ＪＮＫ也参与 ＲＯＳ的产生和细胞因
子诱导的细胞损伤［１７－１８］。总之，Ｐ３８、ＪＮＫＭＡＰＫ
信号级联已经作为细胞凋亡的一个调控靶点，这些

途径相互作用，激活 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３效应分子，
最终执行细胞凋亡［１９］。

自噬不仅是细胞的一种基本生理活动及在应

激状态下的自我保护机制，同时也被认为是一种与

凋亡并列的细胞程序性死亡机制［２０］。在肿瘤中自

噬是一把双刃剑，一方面为维持平衡，自噬回收细

胞组件，为肿瘤细胞高代谢需求提供能量；一方面

自噬减少细胞不稳定和损伤来防止肿瘤发生［２１］。

研究表明，多种信号转导通路参与调节自噬过程，

这些信号转导通路中有多条途径在进化高度保守

的哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）处汇集，ｍＴＯＲ起着非常重要的
负反馈调节作用［２２－２３］。在酵母和哺乳动物中的研

究都证明，ＲＯＳ在多种条件下都是自噬的重要调
节因子［２４］。饥饿是诱导自噬活化的最为重要的生

２５３
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理因素，饥饿同时可刺激线粒体产生 ＲＯＳ，特别是
Ｈ２Ｏ２。Ｈ２Ｏ２直接氧化 ＡＴＧ４活性位点附近的第
８１位半胱氨酸残基，使之失活，从而阻止 ＡＴＧ４催
化ＬＣ３脱脂化，有利于自噬小体形成。除了直接
影响ＡＴＧ４活性，ＲＯＳ还可增加 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达。
Ｂｅｃｌｉｎ１是自噬的启动者，上调 Ｂｅｃｌｉｎ１可促进自噬
活化。反之，自噬活化促进过氧化物酶通过选择性

自噬进行降解，导致 ＲＯＳ堆积，使得 ＲＯＳ和自噬
之间形成正反馈调节环。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路在细胞凋
亡，细胞周期过程，细胞存活和分化中扮演非常重

要的角色，一旦 ＰＩ３Ｋ激活，通过激活位点 Ｔｈｒ３０８，
４７３磷酸化其下游 Ａｋｔ，被激活的 Ａｋｔ分子继续调
节下游底物ｍＴＯＲ，参与细胞调节过程。右旋硫辛
酸抑制ｍＴＯＲ在位点 Ｓｅｒ２４４８磷酸化，Ａｋｔ活性下
降抑制了细胞周期调控因子ｐ２７磷酸化，阻碍磷酸
化的ｐ２７与细胞周期蛋白作用，进而抑制周期蛋白
活性，阻碍细胞增殖，使细胞周期停滞，从而诱导自

噬，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和 Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ在调节肿瘤
细胞增殖方面有协同关系，Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ可
调节分裂周期。右旋硫辛酸可调控 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／和
Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路，下调ｍＴＯＲ，导致脱
磷酸化，使 ＬＣ３Ⅰ向 ＬＣ３Ⅱ转换，在哺乳动物中常
用ＬＣ３Ⅱ研究自噬的表达。另外磷酸化的ＥＲＫ，阻
碍ＴＳＣ１／ＴＳＣ２复合体形成，激活 ｍＴＯＲ的亚型
ｍＴＯＲＣ１，ｍＴＯＲＣ１可磷酸化 ＡＴＧ１３和自噬 ｂｃｌｉｎ１
调节器１（ＡＭＢＲＡ１），抑制自噬激活酶 ＵＬＫ复合
体，另外ｍＴＯＲＣ１也可通过ＡＴＧ１４调节ＶＰＳ３４，调
节ＬＣ３，诱导自噬［２５－２８］。１５ｍｍｏｌ／Ｌ右旋硫辛酸
导致人肝癌ＨｅｐＧ２细胞内 ＲＯＳ大量堆积，上调自
噬相关蛋白 Ａｔｇ５、Ａｔｇ７、ＬＣ３Ⅱ、Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白水平，
通过Ａｋｔ，ＥＲＫ，ｍＴＯＲ，Ｐ７０Ｓ６Ｋ蛋白调控，激活自噬。
３甲基腺嘌呤（３ＭＡ）是 ＰＩ３Ｋ的选择性抑制剂，使
用３ＭＡ后从上游阻碍自噬发生，减少 ＬＣ３Ⅱ的表
达，最终抑制自噬。

基于以上结果，右旋硫辛酸可能通过调控

ＭＡＰＫ／ｐ３８、ＪＮＫ通路、上调促凋亡蛋白，下调抑
凋亡蛋白诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡。通过调控
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／和 Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路激活自噬，
从而为治疗肝癌开发新的治疗途径。但是细胞

内自噬和凋亡之间的关系错综复杂，还需后期进

一步研究。
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“国家禁毒委员会办公室中国药科大学”
禁毒关键技术联合实验室成立

近日，“国家禁毒委员会办公室中国药科大学”禁毒关键技术联合实验室在中国药科大学揭牌成立。这是国家
禁毒办与国内高校联手成立的首个禁毒关键技术联合实验室。

国家禁毒办副主任、公安部禁毒情报技术中心主任韩旭光，国家禁毒办副主任、公安部禁毒情报技术中心总工程

师王优美，我校党委书记徐慧，校长来茂德，中国工程院院士王广基，副校长陆涛，副校长孔令义等出席签约仪式。公

安部禁毒情报技术中心毒品分析处相关负责人，我校党委办公室、校长办公室、各院部系、机关负责人和教授代表等

参加了会议。

合作期间，中国药科大学将为国家禁毒委员会办公室提供毒情评估、来源回溯、时间认定、快速检测、成瘾诊断和

康复治疗等关键技术方面的评价依据。联合实验室的建立将有利于开展我国成瘾药物的深入研究，有利于拓展毒情

监测体系，有利于加强禁毒科技人才的培养，对于提升禁毒工作科技化水平，实现我国禁毒工作的科学发展，产生重

大而深远的影响。

（本刊编辑部）
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