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着色性干皮病Ｃ组基因蛋白缺失对膀胱癌细胞自噬的影响
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　　［摘要］　目的　探讨膀胱癌细胞中着色性干皮病Ｃ组基因（ｘｅｒｏｄｅｒｍａｐｉｇｍｅｎｔｏｓｕｍｇｒｏｕｐＣ，ＸＰＣ）
蛋白缺失对自噬的影响。方法　 利用ｓｈＲＮＡ策略，建立稳定干扰ＸＰＣ的膀胱癌Ｔ２４细胞模型，蛋白印
迹技术检测干扰ＸＰＣ后自噬表征蛋白 ＬＣ３Ⅱ的表达，瞬时转染 ＧＦＰＬＣ３，荧光显微镜观察细胞荧光聚
集情况，ＣＣＫ８法检测细胞的增殖状况，免疫印迹技术检测自噬及凋亡相关蛋白的表达。结果　 成功
建立干扰 ＸＰＣ的膀胱癌 Ｔ２４细胞模型；干扰 ＸＰＣ后，膀胱癌 Ｔ２４细胞自噬小体的形成［（１．５３±
０８１）％ ｖｓ（３．３０±０．７０）％，Ｐ＜０．０５］明显减少，顺铂作用下膀胱癌Ｔ２４细胞自噬小体的形成［（２．１９±
０．３７）％ ｖｓ（３．２０±０．２９）％，Ｐ＜０．０５］明显减少；顺铂促进 ＸＰＣ缺失后的膀胱癌 Ｔ２４细胞自噬；ＸＰＣ缺
失后的自噬为非保护性自噬。结论　 ＸＰＣ蛋白参与调控膀胱癌Ｔ２４细胞的自噬。
　　［关键词］　 膀胱癌；着色性干皮病Ｃ组基因；自噬；ＤＮＡ损伤
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　　生物体无时无刻不在经受外源性或者内源性
ＤＮＡ损伤的威胁。外源性因素包括紫外线、电离辐
射、基因毒性的化合物（ｅｇ化疗药物）等；内源性的代
谢副产物如活性氧族可以造成 ＤＮＡ结构的改变。如
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果ＤＮＡ损伤被修复，细胞将恢复正常功能；若未被修
复，慢性 ＤＮＡ损伤就会触发特殊的细胞反应，如凋亡
或衰老等。新近研究表明，ＤＮＡ损伤还可诱导自噬的
发生，而且自噬在 ＤＮＡ损伤应答过程中发挥重要作
用［１－２］。针对不同损伤，ＤＮＡ的修复机制不尽相同，
其中修复损伤类型最为广泛的是核苷酸切除修复

（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒ，ＮＥＲ），它在细胞维持自身
遗传稳定性中发挥最为重要的作用［３］。着色性干皮

病Ｃ组基因（ｘｅｒｏｄｅｒｍａｐｉｇｍｅｎｔｏｓｕｍｇｒｏｕｐＣ，ＸＰＣ）是
该途径最早的损伤识别蛋白，也是主要的限速蛋白，在

ＤＮＡ损伤应答中起信号作用。研究显示其表达的缺
失往往导致损伤ＤＮＡ不能正常修复，以致突变积累甚
至肿瘤的发生［４］。本课题组前期研究发现，ＸＰＣ分子
在膀胱癌中低表达高频发生；亦有报道显示ＸＰＣ不仅
参与经典的ＮＥＲ修复，其在碱基切除修复、双链损伤
修复、染色质重塑、周期调控及细胞活力维持等方面也

发挥一定的功能。ＤＮＡ损伤既可触发 ＤＮＡ的损伤修
复过程，又会诱导自噬的发生，其中自噬在 ＤＮＡ损伤
应答中又发挥重要作用。但是，自噬与ＤＮＡ损伤应答
两者具体如何相互作用尚不清楚。本研究关注的

ＸＰＣ分子作为 ＮＥＲ途径最早的损伤识别蛋白，在
ＤＮＡ损伤修复中发挥重要作用，但其是否参与自噬尚
不清楚。本研究利用ＸＰＣ沉默的细胞模型，通过氯喹
抑制自噬小体的降解以更好地分析其积累情况［５－７］，

探讨ＸＰＣ蛋白缺失对膀胱癌细胞自噬的影响。同时
观察化疗药物顺铂处理下 ｐＡＴＭ（Ｓ１９８１）活性的改变
及细胞的凋亡情况，初步探讨ＸＰＣ蛋白缺失影响膀胱
癌细胞自噬的分子机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　人膀胱癌Ｔ２４细胞，第三军医大学基础医学部细
胞生物学教研室保存。顺铂、ＧＡＰＤＨ抗体、ＤＭＳＯ购
自Ｓｉｇｍａ公司，胰酶、ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清购自
美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ（９５４６Ｓ）、ＬＣ３Ⅱ
（３８６８Ｓ）抗体购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，ＸＰＣ（ａｂ６２６４）、
ｐＡＴＭ（ａｂ８１２９２）抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司，抗荧光
淬灭剂、Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体、ＤＡＰＩ染色液、青链霉素溶液及
细胞裂解液购自江苏碧云天生物技术公司，羊抗小鼠

ＩｇＧ／ＨＲＰ、羊抗兔 ＩｇＧ／ＨＲＰ购自北京中杉金桥公司，
ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８购自 Ｄｏｊｉｎｄｏ公司，封闭脱脂奶粉、
４％多聚甲醛购自武汉博士德公司，ＤＣＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙ
蛋白浓度测定试剂盒购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，牛血清
白蛋白购自ＵＳＢ公司，蛋白酶抑制剂购自Ｒｏｃｈｅ公司，
细胞培养板购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＰＶＤＦ膜购自Ｍｉｌｌｉ

ｐｏｒｅ公司，阳离子脂质体购自于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　采用含有 １０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基，于３７℃、５％ ＣＯ２环境下培养，待细
胞进入对数生长期，接种于细胞培养板中。

１．２．２　稳定抑制ＸＰＣ模型的建立　　依据本课题组
前期制定的实验方法［８］，利用 ｓｈＲＮＡ策略，将处于对
数生长期的 Ｔ２４细胞接种于 ４８孔板，分为对照组
Ｔ２４ＮＣ细胞、干扰组Ｔ２４ｓｈＸＰＣ细胞，病毒感染４８ｈ后
换液，采用荧光显微镜观察感染效果并倍比稀释至单

细胞，待其增殖至２００个细胞的克隆时，挑选荧光较强
的克隆扩大培养并验证干扰效果。

１．２．３　细胞总蛋白的提取及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　顺
铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＣＩＳ）３０μｍｏｌ／Ｌ、氯喹（ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＣＱ）
２０μｍｏｌ／Ｌ及二者合用处理 Ｔ２４ＮＣ、Ｔ２４ｓｈＸＰＣ两组细
胞，使用胰酶消化后加培养基吹打，转移至离心管中离

心，将沉淀用 ＰＢＳ洗涤后再次离心，弃去 ＰＢＳ而在沉
淀中加入ＲＩＰＡ裂解液，冰上裂解１５ｍｉｎ后离心８ｍｉｎ，
４℃、１４８００ｒ／ｍｉｎ，底端粘稠沉淀物为ＤＮＡ，上清为所
需蛋白。蛋白浓度的测定采用ＤＣＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙ法，将
浓度标化后进行电泳。我们将总蛋白设定为２０μｇ，
使用聚丙烯酰胺凝胶电泳将蛋白质进行分离，随后采

用湿转法转至ＰＶＤＦ膜上。室温条件下将膜置于１％
ＢＳＡ或５％牛奶中，于翻滚摇床中封闭２ｈ，然后置于
稀释倍数为１∶１０００的一抗中，４℃孵育过夜。使用
ＰＢＳＴ洗膜 ３次，共 ３０ｍｉｎ，其中 Ｔｗｅｅｎ２０浓度为
０１％。于室温条件下置于稀释倍数为１∶１００００的二
抗中孵育２ｈ，再次使用 ＰＢＳＴ洗涤３次，显影时采用
化学发光底物法用Ｘ线片曝光。
１．２．４　质粒转染及荧光显微镜的观察　　将绿色荧
光蛋白和微管相关蛋白１轻链３融合蛋白质粒（ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１
ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ｆｕｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ，ＧＦＰＬＣ３，第三军医大学基础
医学部生物化学与分子生物学教研室馈赠）与 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂分别加入无血清１６４０培养基
中，室温静置５ｍｉｎ，混合后室温静置２０ｍｉｎ。将此混
合好的试剂与无血清 １６４０加入密度为 ８０％的
Ｔ２４ＮＣ、Ｔ２４ｓｈＸＰＣ两组细胞中，转染４ｈ后换液，换成
含血清培养基继续培养。培养 ４８ｈ后，将 Ｔ２４ＮＣ、
Ｔ２４ｓｈＸＰＣ两组细胞接种至有盖玻片的６孔板中，培养
２４ｈ。分别在培养基中加入氯喹及顺铂加氯喹混合
液，使氯喹终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ，混合液终浓度为顺铂
３０μｍｏｌ／Ｌ、氯喹２０μｍｏｌ／Ｌ，处理２ｈ。用４％的多聚
甲醛溶液固定１５ｍｉｎ，使用 ＰＢＳ清洗２遍，用 ＤＡＰＩ染
色，避光３ｍｉｎ，然后加入 ＰＢＳ，避光５ｍｉｎ。弃液后再
次加入ＰＢＳ，避光５ｍｉｎ，使用１０μＬ抗荧光淬灭剂封
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片，使用荧光显微镜观察ＧＦＰＬＣ３荧光聚集情况。
１．２．５　ＣＣＫ８法检测药物对细胞增殖的影响　　取
对数生长期的 Ｔ２４ＮＣ、Ｔ２４ｓｈＸＰＣ两组细胞以每孔
５０００个分别接种于９６孔板。培养至完全贴壁后加药
处理，设空白（ＤＭＳＯ）、顺铂 ３０μｍｏｌ／Ｌ两种处理方
式，设３个复孔，４ｈ后换液。待空白组细胞长满，将培
养基更换为检测液，１０μＬＣＣＫ８＋９０μＬ培养基，于
温度为３７℃、ＣＯ２浓度为５％的培养箱内孵育１～２ｈ，
分光光度计测定光密度值，波长为４５０ｎｍ，观察不同
药物处理对Ｔ２４ＮＣ、Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组细胞增殖的影响。
１．３　统计学方法
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行
独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　细胞模型的建立
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测膀胱癌 Ｔ２４细胞 ＸＰＣ的干扰效
果，显示干扰效果较好。见图１。
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１：病毒感染对照组Ｔ２４ＮＣ；２：病毒感染组Ｔ２４ｓｈＸＰＣ
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测病毒干扰Ｔ２４细胞后两组ＸＰＣ的表达

２．２　ＸＰＣ蛋白缺失，膀胱癌 Ｔ２４细胞自噬小体的形
成减少

　　单独使用氯喹处理，Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组细胞ＬＣ３Ⅱ的丰
度低于 Ｔ２４ＮＣ组细胞（图 ２），Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组细胞中
ＧＦＰＬＣ３荧光明显聚集的细胞数（１．５３±０．８１）％显
著少于Ｔ２４ＮＣ组细胞（３．３０±０．７０）％（Ｐ＜０．０５），说
明ＸＰＣ缺失后细胞自噬小体的形成明显减少（图３）；
氯喹及顺铂双重处理后，Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组细胞ＬＣ３Ⅱ的丰
度低于 Ｔ２４ＮＣ组细胞（图 ２），Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组细胞中
ＧＦＰＬＣ３荧光明显聚集的细胞数（２．１９±０．３７）％显
著少于Ｔ２４ＮＣ组细胞（３．２０±０．２９）％ （Ｐ＜０．０５），说
明在化疗药物顺铂的作用下，ＸＰＣ缺失后自噬小体的
形成明显减少（图３），但Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组细胞ＬＣ３Ⅱ的丰
度要高于单独氯喹处理的 Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组细胞（图２），
提示顺铂促进ＸＰＣ缺失后的膀胱癌Ｔ２４细胞自噬。
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１：氯喹处理 Ｔ２４ＮＣ组；２：氯喹处理 Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组；３：氯喹
加顺铂处理Ｔ２４ＮＣ组；４：氯喹加顺铂处理Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组

图２　氯喹、氯喹加顺铂分别处理Ｔ２４ＮＣ、Ｔ２４ｓｈＸＰＣ两组细胞
２ｈ后ＬＣ３Ⅱ的积累情况
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图３　氯喹处理Ｔ２４ＮＣ、Ｔ２４ｓｈＸＰＣ两组细胞２ｈ后ＧＦＰＬＣ３的荧光聚集观察
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图４　氯喹加顺铂处理Ｔ２４ＮＣ、Ｔ２４ｓｈＸＰＣ两组细胞２ｈ后ＧＦＰＬＣ３的荧光聚集观察

２．３　ＸＰＣ蛋白缺失，膀胱癌 Ｔ２４细胞对顺铂的敏感
性降低

　　检测ｐＡＴＭ（Ｓ１９８１）活性的改变及细胞的凋亡情
况，以进一步探讨 ＸＰＣ调控 ＤＮＡ损伤诱导自噬的相
关分子机制。在顺铂诱导下，Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组细胞ｐＡＴＭ
的表达高于 Ｔ２４ＮＣ组细胞，而表征凋亡的蛋白
ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ表达低于 Ｔ２４ＮＣ组细胞（图５）。使用
顺铂处理细胞，Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组细胞相对细胞活力（３７．４６±
２３５）％明显高于 Ｔ２４ＮＣ组［（２１．２５±０．４０）％，Ｐ＜
０．０５］，由此可见，ＸＰＣ蛋白缺失，膀胱癌 Ｔ２４细胞对
顺铂敏感性的降低是由于细胞凋亡的减少。
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１：ＤＭＳＯ处理Ｔ２４ＮＣ组；２：ＤＭＳＯ处理 Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组；３：顺
铂处理Ｔ２４ＮＣ组；４：顺铂处理Ｔ２４ｓｈＸＰＣ组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各处理组Ｔ２４细胞ｐＡＴＭ及

ＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ的表达

３　讨论

　　自噬包括两个过程：自噬触发引起自噬小体的形
成，以及后续自噬小体对内容物及自身的降解。某个

时间点ＬＣ３Ⅱ的丰度并不能反映自噬潮的高低，高水
平的自噬可以促进自噬小体的形成使ＬＣ３Ⅱ的丰度增
加，也可加速自噬小体的降解使 ＬＣ３Ⅱ的丰度降低。
甚至同一细胞系，分别在完全相同的环境下培养，其

ＬＣ３Ⅱ的丰度都会出现很大的差异［５，７］，因此我们摒弃

了对某个时间点ＬＣ３Ⅱ丰度的观察。我们采用氯喹阻
断了自噬小体的降解，通过观察 ＬＣ３Ⅱ的积累情况来
衡量整个前期过程自噬的强弱：自噬强则 ＬＣ３Ⅱ积累
多，弱则相反。本研究分析 ＸＰＣ分子在自噬中的作
用，发现ＸＰＣ缺失后，膀胱癌 Ｔ２４细胞 ＬＣ３Ⅱ的丰度、
ＧＦＰＬＣ３的荧光聚集程度都降低，即自噬小体的形成
减少；即使使用化疗药物顺铂处理细胞，ＸＰＣ缺失后
自噬小体的形成依然减少，其中 Ｔ２４ｓｈＸＰＣ细胞自噬
相比于未加顺铂组有所增加，说明顺铂促进了

Ｔ２４ｓｈＸＰＣ细胞的自噬。
　　目前，肿瘤细胞对放射治疗的耐受及对化疗药物
的耐药被认为与自噬及 ＤＮＡ损伤应答机制关系最为
密切。越来越多的证据表明，与正常细胞相比，肿瘤细

胞的基础自噬及应激下自噬都有所提高。新近研究显

示，肿瘤细胞中自噬与ＤＮＡ损伤应答存在功能上的互
补，从而导致肿瘤细胞对放疗的耐受及对化疗药物的

耐药［９］。但是，自噬及ＤＮＡ损伤应答两者具体如何相
互作用尚不清楚。本研究关注的 ＡＴＭ自身磷酸化是
ＤＮＡ损伤应答早期的关键事件［１０］。其主要参与双链

损伤并通过磷酸化下游分子进而激活周期阻滞、转录
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调控及相应的ＤＮＡ修复途径。本实验中 ＸＰＣ蛋白缺
失后，ｐＡＴＭ表达增加，提示 ＸＰＣ可能参与对 ｐＡＴＭ
调控。研究［１１］发现，在 ＨｅＬａ细胞中，ＡＴＭ可以通过
ＭＡＰＫ１４通路、ｍＴＯＲ通路及 Ｂｅｃｌｉｎ／ＰＩ３ＫⅢ复合体促
进电离辐射诱导的自噬。Ａｌｅｘａｎｄｅｒ等［１２］研究发现，

在活性氧的刺激下，ＡＴＭ通过促进 ＴＳＣ２肿瘤抑制器
来抑制ｍＴＯＲＣ１并诱导自噬发生。据此，我们推断，
ＸＰＣ可能通过ｐＡＴＭ参与调控细胞的自噬。
　　由于化疗药物或放疗能诱发肿瘤细胞内自噬的变
化，因此自噬调节成为肿瘤治疗一个新的研究热点。

ＧａｌａｎＡｃｏｓｔａ等［１３］研究发现，过度激活伴侣介导自噬

可造成代谢的紊乱，从而促进肿瘤细胞的死亡。同样，

ＰＴＥＮ缺失诱导的自噬增强可导致乳腺癌细胞对抗肿
瘤药物曲妥珠单抗的耐药［１４］。Ｚｈａｎｇ等［１５］研究发现，

胃癌细胞可通过自噬对抗化疗药物，抑制自噬可促进

顺铂诱导的凋亡。自噬对子宫内膜肿瘤的生长及耐药

都发挥重要作用，使用氯喹抑制自噬可减少其对顺铂

的耐药［１６］。Ｚｈａｏ等［１７］研究证实对待顺铂耐药的胃癌

细胞，可以通过ｍｉＲ１８１ａ抑制自噬从而逆转其对顺铂
的耐药。本研究中，ＸＰＣ被干扰后，顺铂诱导膀胱癌
细胞的自噬增加幅度明显降低，同时细胞对顺铂的耐

药明显增加，提示自噬在膀胱癌细胞对顺铂的耐药方

面发挥了重要作用。在今后对膀胱癌的临床治疗中，

可依据其自噬特点设计新的联合化疗方案，将自噬调

节药物和化疗药物联合使用，可能成为治疗膀胱癌的

一种新手段。
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