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松油烯４醇体内外诱导Ａ５４９细胞自噬及抑制增殖作用
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　　［摘要］　目的　研究松油烯４醇体内外抑制人非小细胞肺癌细胞株Ａ５４９增殖及诱导自噬的作用。方法　 不同浓
度松油烯４醇作用 Ａ５４９细胞后，应用 ＭＴＴ法检测抑制率及 ＩＣ５０；流式细胞仪检测细胞周期、凋亡、细胞内钙离子浓度变
化；透射电镜观察作用前后细胞超微结构的变化。Ａ５４９细胞移植瘤裸鼠药物连续腹腔注射１０ｄ后分别测量各组移植瘤
的平均体积和质量，观察药物的体内抑制肿瘤生长作用。用实时荧光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测自噬相关基因
ＢＥＣＮ１和ＬＣ３的体内外表达情况。结果　 ＭＴＴ结果显示松油烯４醇作用于 Ａ５４９细胞２４ｈ后，随着药物浓度升高抑制
率逐渐升高，呈浓度依赖性（Ｐ＜０．０５），其２４ｈ的ＩＣ５０为０．０６７％（体积分数）。ＦＣＭ检测结果显示，实验组细胞周期被阻
滞在Ｓ期，实验组细胞总凋亡率均高于对照组（Ｐ＜０．０５），各实验组细胞内钙离子荧光强度均高于对照组（Ｐ＜０．０５）。电
镜结果显示经松油烯４醇处理的Ａ５４９细胞内自噬泡数量明显增加。实验组移植瘤平均瘤体积和平均瘤质量均低于对照
组（Ｐ＜０．０５），高、低剂量实验组抑瘤率分别为７７．４６％和５３．３３％。实时荧光定量 ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＢＥＣＮ１
和ＬＣ３蛋白及ｍＲＮＡ表达量上调（Ｐ＜０．０５）。结论　 松油烯４醇在体内外可诱导人非小细胞肺癌细胞株Ａ５４９自噬并抑
制其增殖。
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　　肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，随着我国
人口老龄化的加剧，经济快速发展带来的环境污染以

及吸烟率居高不下等原因，肺癌已成为我国城市人口

恶性肿瘤死亡原因的第一位［１－３］。化疗目前是肺癌特

别是中晚期肺癌最有效的治疗方法之一。然而传统的

肺癌化疗药物常因严重损害人体正常组织细胞而使临

床应用受到限制［４－５］。人们期望一种既能抗肿瘤，又

不过多损害机体正常组织的新化疗药物的出现。

　　松油烯４醇是存在于多种植物精油中的一种单萜
类化合物，具有较高的生物活性。研究发现含有该种

成分的精油具有抗菌、抗炎、除螨、镇咳、抗氧化、抗肿

瘤等活性，已被用于治疗口腔黏膜溃疡、牙龈炎、牙根

管炎、手足癣、皮肤感染等疾病，同时也被用于生产护

肤品的原料，用于减少痤疮引起的红肿等［６－８］。本实

验通过研究松油烯４醇对肺癌细胞株 Ａ５４９增殖抑制
作用及可能的作用机制，为肺癌及其他肿瘤化疗提供

一个新的选择。

１　材料与方法

１．１　细胞株及实验动物
　　人肺癌细胞株Ａ５４９由重庆医科大学基础医学院病理科提
供。ＢＡＬＢ／ｃｎｕ裸鼠２１只，购自重庆医科大学实验动物中心，
４～５周龄，体质量１５～１９ｇ，雌雄不限。

１．２　主要试剂
　　标准胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；ＤＭＥＭ培养基（高糖型，
ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；０．２５％胰蛋白酶（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；ＭＴＴ（北京鼎
国昌盛生物技术有限责任公司）；松油烯４醇（西亚试剂，纯度
≥９８％）；βａｃｔｉｎ抗体（北京四正柏生物技术有限公司）；兔抗
ＬＣ３多克隆抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司；兔抗 ＢＥＣＮ１多克隆抗
体购自美国 Ｓａｎｔａ公司；ＴｏｔａｌＲＮＡ提取试剂，逆转录试剂和
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂（ＴａＫａＲａ公司）；引物由上海生工合成。

１．３　细胞培养、动物饲养及药品配制
　　将Ａ５４９细胞培养于含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖完全
培养基中，培养基中加入１％青霉素和链霉素双抗。将细胞置
于３７℃，５％ ＣＯ２孵箱中在饱和湿度下培养，隔日换液１次，每
３天以１∶２正常传代培养１次，采用０．２５％胰蛋白酶消化细胞。
裸鼠实验和饲养均在重庆医科大学实验动物中心恒温、恒湿的

ＳＰＦ动物房进行，１２ｈ昼夜节律，裸鼠可以自由进食和饮水。
松油烯４醇以１１μＬ加入５．５ｍＬ培养液中配成０．２％（体积分

数）的母液，使用时按比例稀释成０．０２％ ～０．１％（体积分数）
工作液。

１．４　ＭＴＴ法检测细胞增殖抑制及ＩＣ５０
　　实验分为对照组和实验组。将密度为１×１０４／ｍＬ的 Ａ５４９
细胞接种于９６孔板中过夜，每孔１００μＬ，实验组加入含不同浓
度油烯 ４醇（０、０．０２％、０．０４％、０．０６％、０．０８％、０．１％，体积
比）的培养液（２００μＬ／孔）培养２４ｈ后，每孔加入２０μＬ的ＭＴＴ
（５ｍｇ／ｍＬ用ＰＢＳ配制，ｐＨ＝７．５）。继续培养４ｈ后，小心吸出
废液，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，室温下于摇床中振荡１０ｍｉｎ。在
４９０ｎｍ波长处用酶联免疫检测仪测定各孔Ｄ（４９０）值。计算抑
制率：抑制率＝［１－Ｄ（４９０）实验组／Ｄ（４９０）对照组］×１００％。再计
算出半数抑制浓度（ＩＣ５０）。

１．５　体外和体内实验分组
　　根据ＭＴＴ实验结果将Ａ５４９细胞分为对照组和实验组，对
照组用正常培养基培养细胞，实验组分为 ０．０４％、０．０６％、
００８％（体积分数）组，分别以含有相应浓度的松油烯４醇的培
养基培养。体内实验将２１只裸鼠按随机数字表分为对照组
（０％），低剂量（０．０６％）、高剂量（０．０８％）实验组。

１．６　细胞周期及凋亡检测
　　取对数生长期Ａ５４９细胞按５×１０５／孔的浓度接种于６孔板
中。培养箱内培养过夜贴壁后弃上清，加入无血清ＤＭＥＭ高糖
培养液，饥饿同步１８ｈ，使细胞停滞于Ｇ０期。按分组方法分组培
养２４ｈ后，收集上清液细胞；０．２５％胰酶ＥＤＴＡ消化，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，收集贴壁细胞，ＰＢＳ洗涤 ２次，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ。在检测细胞凋亡的试管中先后加入１×Ｂｕｆｆｅｒ１００ｍＬ，
ＡＶ染液 ５μＬ，ＰＩ染液 １μＬ，避光 １５ｍｉｎ，再加入 １×Ｂｕｆｆｅｒ
４００μＬ，上机检测；检测周期细胞加入７０％冷乙醇在４℃固定
１２ｈ后在试管中加入１ｍＬ的 ＤＮＡ染色剂，避光３０ｍｉｎ，上机
检测。并用随机软件进行数据分析，每组重复３次。

１．７　细胞内钙离子浓度测定
　　对数生长期的 Ａ５４９细胞按分组方法分组培养 ２４ｈ，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。洗涤后，在结合缓冲液中，加入终浓度
为５μｍｏｌ／Ｌ的Ｆｌｏｕ３／ＡＭ，置ＣＯ２培养箱中孵育１ｈ后反复洗
涤，用流式细胞仪检测各组荧光强度，激发波长４８８ｎｍ，每组重
复３次。

１．８　透射电镜观察细胞超微结构改变
　　细胞培养方法同周期及凋亡检测，培养２４ｈ后用胰酶消化
ＰＢＳ洗涤１次后，将细胞悬液转移到ＥＰ管中以１２００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ。小心吸弃上清液，沿管壁缓慢加入预先配制好的固
定液，４℃保存过夜后送重庆医科大学生命科学研究院电镜
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室，用ＨＩＴＡＣＨＩ７５００透射电镜观察各组细胞的超微结构变化。

１．９　ＢＡＬＢ／ｃ（ｎｕ／ｎｕ）裸小鼠体内移植瘤建立及治疗
后抑瘤率的测定

　　将肺癌Ａ５４９细胞按前述常规方法培养，消化离心收集后，
运用台盼蓝染色法检测活细胞数＞９９％，细胞计数后调整细胞
浓度至５×１０６／ｍＬ。将细胞悬液接种于裸鼠右前腋下皮下，每
只接种细胞数约１×１０６，接种完成后观察移植瘤形成情况，以
肿瘤直径≥０．５ｃｍ为成瘤。按分组方法每只以相应药物浓度
进行腹腔注射（０．１ｍＬ／ｄ），治疗１０ｄ后脱颈处死，分离瘤组织
测量其长短径和质量，移植瘤的体积按公式：Ｖ（ｍｍ３）＝πａｂ２／６
计算。根据治疗结束后移植瘤质量及体积计算各组平均瘤质量

和瘤体积。根据各组平均瘤质量计算抑瘤率ＩＲ＝（对照组平均
瘤质量－实验组平均瘤质量）／对照组平均瘤质量×１００％。

１．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＥＣＮ１和ＬＣ３蛋白表达变化
　　提取体外培养的Ａ５４９细胞内以及裸鼠移植瘤组织中的总
蛋白，用酶标仪测蛋白含量。加入５×ＳＤＳ上样缓冲液，煮沸
５ｍｉｎ，－８０℃保存。配置ＳＤＳＰＡＧＥ胶，每样品取２０μｇ蛋白，
常规电泳、转膜、封闭。加入一抗 ＢＥＣＮ１（１∶５００）、ＬＣ３
（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ（１∶１０００），４℃过夜。兔二抗（１∶１０００）鼠
二抗 （１∶１０００）３７℃ 孵育 ２ｈ。辣根过氧化物酶通过
ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ化学发光成像系统进行曝光采图，用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ４．４．０进行图像分析。

１．１１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＢＥＣＮ１和ＬＣ３ｍＲＮＡ表达
变化

　　提取培养细胞及移植瘤组织中总 ＲＮＡ为模板，按逆转录
试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡ，分别以 ＢＥＣＮ１、ＬＣ３和 βａｃｔｉｎ上下
游引物进行ＰＣＲ扩增。反应条件：９５℃ １０ｍｉｎ预变性；９５℃
５０ｓ变性，６０℃ ５０ｓ，７２℃ ６０ｓ，共循环 ４０次；７２℃ 延伸
５ｍｉｎ。记录各 Ｃｔ值，换算成基因拷贝数，以 ＢＥＣＮ１、ＬＣ３和
βａｃｔｉｎ基因拷贝数的比值作为其相对表达量。引物序列见表１。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列

基因名称 引物序列 产物大小（ｂｐ）

ＢＥＣＮ１
上游引物 ＡＧＧＴＴＧＡＧＡＡＡＧＧＣＧＡＧＡＣＡＣ

下游引物 ＣＴＧＧＧＴＴＴＴＧＡＴＧＧＡＡＴＡＧＧＡＧ
１１０

ＬＣ３
上游引物 ＴＣＣＴＧＧＡＣＡＡＧＡＣＣＡＡＧＴＴＴＴＴ

下游引物 ＣＴＣＧＴＣＴＴＴＣＴＣＣＴＧＣＴＣＧＴＡＧ
１７９

βａｃｔｉｎ
上游引物 ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣ

下游引物 ＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ
２４０

１．１２　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，所有数据以 珋ｘ±ｓ表
示，多组数据间比较采用单因素方差分析，两两比较用 ＬＳＤｔ
检验。

２　结果

２．１　松油烯４醇对Ａ５４９细胞增殖影响及ＩＣ５０
　　不同浓度的松油烯４醇作用于Ａ５４９细胞２４ｈ后，从松油
烯４醇浓度０．０２％开始对细胞株的生长均有抑制作用，与对照
组相比，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），并呈浓度依赖性（图
１）。Ａ５４９细胞株２４ｈ的ＩＣ５０为０．０６７％。
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图１　不同浓度松油烯４醇作用２４ｈ后对Ａ５４９增殖抑制的

影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．２　松油烯４醇对 Ａ５４９细胞周期分布、凋亡率以及
细胞内钙离子浓度的影响

２．２．１　Ａ５４９细胞周期分布测定　　不同浓度松油烯４醇处
理细胞２４ｈ后，实验组与对照组比较 Ｇ１期细胞的比例降低，Ｓ
期细胞比例升高，呈现Ｓ期阻滞现象，并呈剂量依赖性，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。如图２、表２所示。
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Ａ：对照组；Ｂ：０．０４％实验组；Ｃ：０．０６％实验组；Ｄ：０．０８％实验组
图２　流式细胞仪分析松油烯４醇处理后Ａ５４９细胞周期变化

表２　松油烯４醇对Ａ５４９细胞周期的影响［ｎ＝３，（珋ｘ±ｓ）％］

组别 Ｇ１ Ｇ２ Ｓ
对照组 ８６．１７±５．０５ ３．２４±２．２３ １０．４９±２．９７

０．０４％实验组 ７９．６６±１．７６ａ ０．５７±０．８１ １８．９４±１．１０ａ

０．０６％实验组 ６１．０９±４．２９ａ １０．０６±６．６６ ２８．８５±５．６１ａ

０．０８％实验组 ４２．５６±１．５８ｂ １．３２±１．４６ ５５．９８±０．３１ｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

２．２．２　Ａ５４９细胞凋亡率检测　　各组总凋亡率分别为对照
组（１．１８±０．１６）％、０．０４％实验组（８．４３±０．５１）％、０．０６％实
验组（３３．７５±０．６５）％、０．０８％实验组（４４．３２±２．３５）％，各实
验组与对照组比较差异明显（Ｐ＜０．０１）。经药物处理２４ｈ后
细胞凋亡的比例均有明显升高，呈现一定的剂量效应关系。
见图３。
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Ａ：对照组；Ｂ：０．０４％实验组；Ｃ：０．０６％实验组；Ｄ：０．０８％实验组

图３　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染流式细胞仪分析松油烯４醇处理

Ａ５４９细胞后细胞凋亡

２．２．３　Ａ５４９内钙离子浓度测定　　不同药物浓度作用２４ｈ
后，各组细胞内钙离子荧光强度分别为对照组（１００．３０±
１２７５）、０．０４％实验组（１２９．７９±０．９６）、０．０６％实验组（７８１．７８±
９２４）、０．０８％实验组（１０１４．２０±８３．４７），各实验组与对照组
比较差异明显（Ｐ＜０．０５）。各实验组细胞内钙离子荧光强度均
明显高于对照组，且随着药物浓度的增加而增加（图４）。

２．３　松油烯４醇对Ａ５４９细胞超微结构的影响
　　透射电镜观察结果显示：在对照组细胞内可见到少量自
噬空泡（图５Ａ），不同浓度松油烯４醇处理２４ｈ后的实验组
细胞内可见大量自噬空泡，自噬泡数量较对照组明显增加（图

５Ｂ～Ｄ）。

２．４　松油烯４醇对裸鼠移植瘤生长的影响
　　治疗结束时各组移植瘤平均瘤体积和平均瘤质量比较差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表３。
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Ａ：对照组；Ｂ：０．０４％实验组；Ｃ：０．０６％实验组；Ｄ：０．０８％实验组
图４　不同药物浓度作用Ａ５４９细胞后细胞内钙离子浓度改变

表３　各组裸鼠移植瘤平均瘤体积和瘤质量及抑制率比较（ｎ＝７）

组别 瘤体积（ｍｍ３） 瘤质量（ｍｇ） 抑制率（％）
对照组 ３９０．０６±３２．８５ ５３７．００±９８．５２ －

低剂量实验组 ２１３．６７±２３．４５ａ ２５０．６７±１４．７７ａ ５３．３３
高剂量实验组 ８３．４０±２９．２３ｂ １２１．００±４０．５１ｂ ７７．４６

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测松油烯 ４醇体内外对 ＬＣ３和
ＢＥＣＮ１蛋白表达的影响

　　松油烯 ４醇作用于体外培养的 Ａ５４９细胞后，ＢＥＣＮ１／
βａｃｔｉｎ灰度值比值分别为：对照组（０．４０±０．０８）、０．０４％实验
组（０．９８±０．０６）、０．０６％实验组（１．０５±０．１５）、０．０８％实验组
（１．３９±０．１７），各实验组与对照组比较均有统计学差异（Ｐ＜
０．０５）；ＬＣ３Ⅱ／Ｃ３Ⅰ灰度值比值：对照组（０．０５±０．０２）、０．０４％
实验组（０．１９±０．０６）、０．０６％实验组（０．４４±０．０７）、０．０８％实
验组（０．５９±０．０７），各实验组与对照组相比有统计学差异
（Ｐ＜０．０５），见图６Ａ。
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Ａ：对照组；Ｂ：０．０４％实验组；Ｃ：０．０６％实验组；Ｄ：０．０８％实验组；箭头示自噬体
图５　不同浓度松油烯４醇作用于Ａ５４９细胞后透射电镜观察细胞超微结构改变
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　　松油烯４醇作用于移植瘤后，ＢＥＣＮ１／βａｃｔｉｎ灰度值比值

分别为：对照组（０．３５±０．１２）、低剂量实验组（１．１４±０．１４）、高

剂量实验组（１．５６±０．１９），各实验组与对照组比较均有统计学

差异（Ｐ＜０．０５）；ＬＣ３Ⅱ／Ｃ３Ⅰ灰度值比值：对照组（０．３２±

００８）、低剂量实验组（０．７６±０．０９）、高剂量实验组（０．８５±

０１４），各实验组与对照组比较差异显著（Ｐ＜０．０５），见图６Ｂ。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，松油烯 ４醇作用于体外培养的

Ａ５４９细胞以及体内移植瘤后，自噬相关蛋白 ＢＥＣＮ１、ＬＣ３以及

ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的表达量均显著上升（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：ＬＣ３表达　１：对照组；２：０．０４％实验组；３：０．０６％实验组；

４：００８％实验组

Ｂ：ＢＥＣＮ１表达　１：对照组；２：低剂量实验组；３：高剂量实验组

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度松油烯４醇作用于Ａ５４９细胞以及

体内移植瘤后ＬＣ３和ＢＥＣＮ１蛋白表达变化

２．６　实时荧光定量 ＰＣＲ检测松油烯 ４醇体内外对
ＬＣ３和ＢＥＣＮ１ｍＲＮＡ表达的影响

　　松油烯４醇作用于体外培养的 Ａ５４９细胞后，各组 ＢＥＣＮ１

ｍＲＮＡ的相对表达量分别为：对照组（１±０）、０．０４％实验组

（１９０±０．０９）、０．０６％实验组（２．４７±０．３４）、０．０８％实验组

（３．５８±０．３３），各实验组与对照组比较差异显著（Ｐ＜０．０５）；

各组ＬＣ３ｍＲＮＡ的相对表达量分别为：对照组（１±０）、０．０４％

实验组（９２．７７±５．１６）、００６％实验组（３７３．２４±１０．２５）、

００８％实验组（８０２．０８±７２．１７），各实验组与对照组比较差异

显著（Ｐ＜０．０５）。松油烯 ４醇作用于移植瘤后，各组 ＢＥＣＮ１

ｍＲＮＡ的相对表达量分别为：对照组（１±０）、低剂量实验组

（３２７±０．５３）、高剂量实验组（１１．８１±１．５６），各实验组与对照

组比较差异显著（Ｐ＜０．０５）；各组 ＬＣ３ｍＲＮＡ的相对表达量分

别为：对照组（１±０）、低剂量实验组（２．０９±０．４６）、高剂量实验

组（１８．２５±１．５３），各实验组与对照组比较差异显著（Ｐ＜

００５）。实时荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，松油烯４醇作用于

体外培养的 Ａ５４９细胞以及体内移植瘤后，自噬相关基因

ＢＥＣＮ１和ＬＣ３ｍＲＮＡ的相对表达量均显著上调（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　肺癌分为小细胞和非小细胞性肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌ

ｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ），其中非小细胞肺癌占８５％～
８７％。化疗目前是非小细胞肺癌最有效的治疗方法之
一。然而传统的肺癌化疗药物常因其各种严重的副作

用使得其临床应用受到很大限制。因此寻找毒性更

低、副作用更小的治疗肺癌化疗药物已成为医药界的

一个重要课题。

　　松油烯４醇是一种存在于天然植物精油中的具有
多种生物学活性的物质，但其对肿瘤的作用目前国内

还未见报道。本实验希望通过松油烯４醇对人肺癌增
殖抑制作用及可能作用机制的研究，为肺癌及其他肿

瘤化疗提供一个新的选择。

　　本实验用人非小细胞肺癌细胞株 Ａ５４９研究了松
油烯４醇对人肺癌的体内外作用及其机制，ＭＴＴ以及
体外抑制移植瘤生长实验结果表明，松油烯４醇在体
内外对Ａ５４９细胞生长具有抑制作用，并呈现剂量依
赖关系。随后通过流式以及透射电镜技术检测了松油

烯４醇可能的抑制 Ａ５４９细胞生长的机制，实验结果
发现松油烯４醇具有抑制细胞周期、诱导细胞凋亡、诱
导细胞内钙超载以及诱导自噬作用。最后我们运用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法在分子水平检测了
自噬相关基因Ｂｅｃｌｉｎ１以及ＬＣ３的蛋白和ｍＲＮＡ表达
的变化。结果表明，不同浓度松油烯４醇作用于体外
培养的Ａ５４９细胞以及其移植瘤后，自噬相关基因ＬＣ３
和Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白及ｍＲＮＡ的表达明显升高。
　　自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）意为自体吞噬（ｓｅｒｆｅａｔｉｎｇ），简称
自噬，被称为Ⅱ型程序性细胞死亡，是溶酶体对细胞内
受损的细胞质、细胞器等成分进行的一系列降解和细

胞内能量再循环过程的统称［９］。近年来随着自噬与

肿瘤关系研究的不断深入，人们发现肿瘤细胞中的一

些自噬活动可以在一些治疗因素下被激活，而过度的

自噬激活又会引发自噬性细胞死亡。自噬的发生具体

机制尚不明确，其受到多种机制调节［１０］。ＬＣ３是哺乳
动物中Ａｔｇ８的同源物，在自噬过程中ＬＣ３Ⅰ被转化为
ＬＣ３Ⅱ并定位于新形成的自噬体膜上。因此，ＬＣ３通
常被用作哺乳动物细胞中自噬的标志蛋白，尤其Ⅱ型／
Ⅰ型 ＬＣ３比值能很好反映自噬发生的情况［１１－１２］。

Ｂｅｃｌｉｎ１是酵母自噬相关基因（Ａｔｇ６）的哺乳动物细胞
同源基因，对于自噬体的形成至关重要，尤其是定位于

内质网上的Ｂｅｃｌｉｎ１是重要的自噬诱导因子，检测其表
达可在一定程度上反映自噬的发生［１３］。

　　电镜是自噬检测金标准，在电镜下能否观察到双
层膜结构的自噬体是自噬是否发生的直观指标。本实
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验电镜及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果证明，松
油烯４醇具有诱导Ａ５４９细胞发生自噬的作用。
　　Ｃａ２＋是细胞内重要的信号分子，同时也是调节自
噬的关键因素之一。细胞内 Ｃａ２＋主要存在于内质网
中，内 质 网 上 的 Ｃａ２＋ＡＴＰ酶 （ｓａｃｒｏ／ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍＣａ２＋ＡＴＰａｓｅ，ＳＥＲＣＡ）、三磷酸肌醇受体
（ｉｎｏｓｉｔｏｌ１，４，５ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＰ３Ｒ）及雷诺丁
受体（ｒｙａｎｏｄｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＲｙＲ）是控制 Ｃａ２＋进出内质网
的重要通道。有学者利用镉刺激钙通道开放使细胞质

中Ｃａ２＋浓度升高，结果可促进自噬发生。此时若加入
钙离子螯合剂快速稀释细胞质中Ｃａ２＋浓度，则可有效
抑制自噬启动［１４］。细胞膜上也存在控制 Ｃａ２＋在细胞
内外之间流动的通道，抑制内质网Ｃａ２＋通道的同时刺
激细胞膜上的Ｃａ２＋通道开放，细胞内 Ｃａ２＋浓度升高，
同样也可以诱导细胞自噬［１５］。研究发现细胞内 Ｃａ２＋

浓度升高可通过多种途径诱导自噬发生：①通过钙调
蛋白激酶激酶 β（Ｃａ２＋ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ
ｋｉｎａｓｅβ，ＣａＭＫＫβ）介导 ＡＭＰＫ活化而诱导自噬发
生；②促进 ３磷酸磷脂酰肌醇（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＩ３Ｐ）同自噬体膜的结合而诱导自噬；③激
活其他多种蛋白酶和蛋白激酶而启动自噬［１６－１８］。以

上研究表明细胞内游离 Ｃａ２＋在诱导细胞自噬发生中
发挥了重要作用。本研究流式检测细胞内 Ｃａ２＋浓度
显示，松油烯４醇引起 Ａ５４９细胞内游离 Ｃａ２＋浓度升
高，同时诱导细胞发生自噬，提示松油烯４醇诱导细胞
发生自噬的作用可能是通过 Ｃａ２＋依赖的自噬信号通
路而实现的。

　　综上所述，本实验通过体内外研究结果证明松油
烯４醇在体内外对 Ａ５４９细胞增殖存在抑制作用，其
抗肿瘤机制与细胞周期阻滞、诱导细胞自噬和凋亡以

及细胞内Ｃａ２＋超载有关。但其诱导自噬和凋亡以及
自噬和凋亡两者间的相互作用关系还有待于进一步的

研究证实。
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