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　　［摘要］　目的　观察吉西他滨（ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ，ＧＥＭ）处理膀胱癌Ｔ２４细胞后引起凋亡的同时是否诱
导Ｔ２４细胞自噬的产生，并初步探究其自噬产生的机制，以及自噬与凋亡之间的关系。方法　体外培养
Ｔ２４细胞，应用 ＣＣＫ８法测定细胞抑制率；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ的活化，自
噬标志蛋白ＬＣ３Ⅱ、底物蛋白Ｐ６２和自噬潮，以及ＪＮＫ通路相关蛋白Ｊｎｋ１、ＰＪｎｋ、Ｂｃｌ２的表达情况；并
通过透射电镜观察细胞超微结构自噬体的变化；ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双流式细胞术检测抑制自噬后细胞凋亡
率的变化情况。结果　ＣＣＫ８检测结果显示吉西他滨能有效抑制膀胱癌 Ｔ２４细胞增殖；１．０μｇ／ｍＬ吉
西他滨处理Ｔ２４细胞４ｈ即可发生明显的自噬，透射电镜观察可见自噬体小体的形成；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果显示吉西他滨作用 Ｔ２４细胞后 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ和 ＬＣ３Ⅱ表达增高，Ｐ６２表达降低；ＰＪｎｋ
出现活化，Ｂｃｌ２发生降解；而抑制自噬后能显著增强吉西他滨诱导的膀胱癌 Ｔ２４细胞的凋亡。结论　
吉西他滨介导膀胱癌Ｔ２４细胞凋亡的同时又诱导保护性自噬，ＪＮＫ信号通路参与调控其自噬的发生，抑
制自噬可以明显增强膀胱癌Ｔ２４细胞对吉西他滨的化疗敏感性。
　　［关键词］　 吉西他滨；Ｔ２４细胞；凋亡；自噬；ＪＮＫ；化疗敏感性
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　　据统计，在全球范围内膀胱癌发病率居全身恶性
肿瘤第１１位。欧美国家膀胱癌发病率居男性恶性肿
瘤第４位，位列前列腺癌、肺癌、结肠癌之后；我国膀胱
癌发病率居于泌尿生殖系统恶性肿瘤之首，其患病人

数每年均呈上升趋势［１］。吉西他滨（ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ，
ＧＥＭ）是一种抑制 ＤＮＡ合成的脱氧胞嘧啶核苷类似
物抗癌药物［２］，具有抗脱氧胞嘧啶核苷酸代谢的作

用。ＧＥＭ在脱氧胞嘧啶核苷酸激酶的作用下转化为
具有活性的二磷酸及三磷酸核苷，发挥抗肿瘤的作用；

并可在ＤＮＡ聚合酶作用下整合人正在复制的 ＤＮＡ，
形成错配，致 ＤＮＡ合成停止，从而抑制肿瘤细胞的生
长。ＧＥＭ还有自我强化的作用，进一步提高细胞内活
性复合物浓度［３－４］。因其具有抗瘤谱广、作用机制独

特、毒性反应低、与其他化疗药物无交叉耐药且毒性反

应无叠加等特点，被广泛应用于非肌层浸润膀胱癌膀

胱灌注化疗和肌层浸润性膀胱癌的静脉全身化疗。膀

胱癌在组织病理学上以尿路上皮癌最常见，占９０％以
上，尿路上皮癌已被证明对吉西他滨、铂类以及紫杉醇

类化疗药物敏感［５－６］，因此，吉西他滨在膀胱癌的治疗

上占有非常重要的地位。然而化疗耐药却成为影响吉

西他滨治疗效果的重要因素。引起化疗耐药的因素很

多。已有研究证实自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是导致化疗耐药
的重要机制，而抑制自噬可以增强肿瘤对化疗药物的

敏感性［７］。本实验旨在研究吉西他滨在诱导膀胱癌

Ｔ２４细胞凋亡的同时是否引起自噬的产生，并探讨自
噬对其所产生的作用，以期为克服化疗耐药提供新的

治疗思路。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人膀胱癌Ｔ２４细胞株由重庆医科大学表观遗传与
肿瘤实验室赠予；１６４０培养基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司；胎牛血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；吉西他滨购自江苏
豪森药业股份有限公司，用０．９％ ＮａＣｌ注射液溶解，
配制成储存液存放于－３０℃；ＣＣＫ８购自北京碧云天
生物技术研究所；兔抗人 ＬＣ３Ⅱ抗体购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司；鼠抗人Ｐ６２抗体、鼠抗人ＰＡＲＰ、兔抗人Ｃａｓｐａｓｅ３
抗体均购自美国 ＢＤ公司；鼠抗人 ＪＮＫ１抗体、兔抗人
ＰＪＮＫ抗体、兔抗人 Ｂｃｌ２抗体均购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａ

ｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；Ａｃｔｉｎ抗体购自钟鼎生物公司；山
羊抗兔、山羊抗鼠二抗购自美国 Ａｂｇｅｎｔ公司；氯喹
（ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＣＱ）购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；３甲基腺嘌
呤（３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３ＭＡ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；显影
发光液购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；凝胶成像仪（法国
ＦｕｓｉｏｎＦＸ），酶标仪（美国 Ｔｈｅｍｏ公司），透射电镜（日
本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），流式细胞仪（美国 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ
公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人膀胱癌 Ｔ２４细胞用含１０％胎
牛血清的１６４０细胞培养基培养，于３７℃，５％ ＣＯ２饱
和湿度细胞培养箱中常规传代培养。取处于对数生长

期的细胞用于实验。

１．２．２　ＣＣＫ８检测不同浓度对 Ｔ２４细胞增殖的影响
　　取对数生长期的 Ｔ２４细胞，以５．０×１０３／孔接种
于９６孔板中，待细胞贴壁后分别进行不同浓度药物干
预（０、０．０１、０．１、１．０、１０、１００μｇ／ｍＬ），每孔设置５个
复空，每孔终体积２００μＬ，３７℃孵箱中培养２４ｈ后取
出，每孔加入２０μＬＣＣＫ８试剂，继续孵育１ｈ。用酶标
仪于４５０ｎｍ波长条件下测定各孔光密度值［Ｄ（４５０）］。
实验重复３次，取均值。计算各组细胞增殖抑制率，并
筛选出细胞处理浓度。

　　增殖抑制率＝
１－Ｄ（４５０）实验组
Ｄ（４５０）细胞对照组

×１００％

１．２．３　流式细胞仪 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双标法测细胞凋亡
　　取对数生长期的人膀胱癌 Ｔ２４细胞，设置空白对
照组、吉西他滨（１．０μｇ／ｍＬ）组、３ＭＡ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）组、
３ＭＡ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）＋吉西他滨（１．０μｇ／ｍＬ）组，各组分
别经药物处理 ２４ｈ后，消化、离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，
５ｍｉｎ）并收集处理后的细胞，按 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ凋亡检
测试剂盒操作说明进行操作，１ｈ内上流式细胞仪检
测细胞凋亡情况。

１．２．４　透射电镜扫描　　取对数生长期的人膀胱癌
Ｔ２４细胞，分为对照组、吉西他滨（１．０μｇ／ｍＬ）组，处
理４ｈ后收集细胞。ＰＢＳ离心洗涤２次（１０００ｒ／ｍｉｎ，
５ｍｉｎ／次），然后将细胞收集于离心管中，加入２．５％
戊二醛固定２ｈ，ＰＢＳ洗３遍，再用４℃预冷的１％锇酸
固定１ｈ，丙酮脱水，树脂包埋，超薄切片（５０ｎｍ），经
乙酸双氧铀和枸橼酸铅双染色后，透射电镜观察细胞

０１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



内超微结构并摄像。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　分别收集各组细胞，经
ＰＢＳ洗涤，离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），细胞裂解后提取
蛋白。并用ＢＣＡ检测蛋白浓度，加热变性后每组取等
量蛋白（４０μｇ）进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，将蛋白转移
至ＰＤＶＦ膜上，脱脂奶粉封闭１．５ｈ后，加入适当稀释
浓度的一抗，４℃过夜，复温 １ｈ，ＴＢＳＴ缓冲液洗膜
３次，每次１０ｍｉｎ，再滴加适当稀释的二抗，结合２ｈ，
ＴＢＳＴ缓冲液洗膜后显色、曝光。
１．３　统计学方法
　　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，计量资料用珋ｘ±ｓ表示，
进行单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，
检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　不同浓度对Ｔ２４细胞增殖的影响
　　用不同浓度ＧＥＭ（０、０．０１、０．１、１．０、１０、１００μｇ／ｍＬ）
处理Ｔ２４细胞２４ｈ，ＣＣＫ８法检测细胞增殖抑制率，结
果显示随ＧＥＭ浓度上升，Ｔ２４细胞增殖抑制率逐渐上
升（Ｐ＜０．０５，图１），ＩＣ５０＝（１．１０３２４±０．０５５９１）μｇ／ｍＬ，
选择１．０μｇ／ｍＬ作为后续实验的处理浓度。
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１：对照组；２～６：０．０１、０．１、１．０、１０、１００μｇ／ｍＬ吉西他滨

处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图１　ＣＣＫ８法检测不同ＧＥＭ浓度对Ｔ２４细胞增殖的影响

２．２　ＧＥＭ处理不同时间诱导Ｔ２４细胞凋亡
　　ＧＥＭ（１．０μｇ／ｍＬ）处理 Ｔ２４细胞０、１２、２４、４８ｈ，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示凋亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３和
ＰＡＲＰ随着时间增加活化增强（Ｐ＜０．０５，图２），表明
ＧＥＭ可以明显诱导膀胱癌Ｔ２４细胞凋亡。
２．３　ＧＥＭ诱导Ｔ２４细胞产生自噬
　　ＧＥＭ（１．０μｇ／ｍＬ）处理 Ｔ２４细胞０、１、２、４、８ｈ，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示自噬标志蛋白 ＬＣ３Ⅱ随时
间增加表达增加（图３），相同浓度处理 Ｔ２４细胞０、８、
１６、２４、４８ｈ，自噬底物蛋白 Ｐ６２随时间增加降解增加
（图４）。为进一步证实 ＬＣ３Ⅱ的表达增强是由自噬

发生所诱导，溶酶体抑制剂氯喹（ＣＱ，２０μｍｏｌ／Ｌ）预处
理Ｔ２４细胞０．５ｈ后加入ＧＥＭ（１．０μｇ／ｍＬ）联合处理
４ｈ后检测自噬潮，结果显示ＣＱ＋ＧＥＭ组ＬＣ３Ⅱ表达
量较 ＣＱ单药组高，ＧＥＭ组则较低，表明 ＧＥＭ引起
ＬＣ３Ⅱ的表达是由自噬引起的，而非自噬下游通路受
阻，ＬＣ３Ⅱ降解障碍所导致（图５）。通过透射电镜观
察，ＧＥＭ（１．０μｇ／ｍＬ）处理 Ｔ２４细胞４ｈ后与对照组
相比可出现明显增多的自噬小体（图６）。提示 ＧＥＭ
可以诱导Ｔ２４细胞发生自噬。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　１：０ｈ；
２：１２ｈ；３：２４ｈ；４：４８ｈ；ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ比较
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＥＭ处理不同时间诱导Ｔ２４细胞

凋亡情况
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　１：０ｈ；
２：１ｈ；３：２ｈ；４：４ｈ；５：８ｈ　ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＥＭ处理不同时间诱导Ｔ２４细胞

ＬＣ３Ⅱ的表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　１：０ｈ；
２：８ｈ；３：１６ｈ；４：２４ｈ；５：４８ｈ　ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ比较
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＥＭ处理不同时间诱导Ｔ２４

细胞Ｐ６２的表达
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　１：对照组；
２：ＧＥＭ处理组；３：ＣＱ处理组；４：ＣＱ＋ＧＥＭ联合处理组　
ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＧＥＭ处理组比较
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＥＭ联合ＣＱ处理Ｔ２４细胞引起

自噬潮及ＬＣ３Ⅱ、Ｐ６２的表达
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# $

Ａ：对照组；Ｂ：ＧＥＭ处理组
图６　透射电镜观察两组自噬小体变化

２．４　ＪＮＫ信号通路参与调控ＧＥＭ诱导Ｔ２４细胞发生
自噬

　　ＧＥＭ（１．０μｇ／ｍＬ）处理 Ｔ２４细胞０、０．５、１、２、４、
８ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＪＮＫ信号通路相关蛋白 ＪＮＫ１、
ＰＪＮＫ、Ｂｃｌ２，结果随时间增加，ＰＪＮＫ出现活化，Ｂｃｌ２
逐渐降解（图 ７）；应用 Ｊｎｋ通路抑制剂 ＳＰ６００１２５
（１０μｍｏｌ／Ｌ）、Ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路抑制剂 ＳＢ２０３５８０
（５μｍｏｌ／Ｌ）预处理 Ｔ２４细胞 ０．５ｈ后加入 ＧＥＭ
（１．０μｇ／ｍＬ）联合处理４ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＪＮＫ、
Ｂｃｌ２及自噬标志蛋白 ＬＣ３Ⅱ的表达，结果显示
ＳＰ６００１２５（ＳＰ）＋ＧＥＭ组 ＬＣ３Ⅱ表达被抑制，ＧＥＭ单
药组和 ＳＢ２０３５８０（ＳＢ）＋ＧＥＭ组 ＬＣ３Ⅱ依然出现活
化，ＳＰ６００１２５（ＳＰ）＋ＧＥＭ组ＰＪＮＫ未表达，Ｂｃｌ２未发
生降解（图 ８），进一步证实 ＪＮＫ信号通路参与调控
ＧＥＭ诱导Ｔ２４细胞发生自噬。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　１：０ｈ；２：０．５ｈ；
３：１ｈ；４：２ｈ；５：４ｈ；６：８ｈ　ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＥＭ作用Ｔ２４细胞后激活
ＪＮＫ信号通路

２．５　ＧＥＭ诱导Ｔ２４细胞产生保护性自噬
　　应用自噬抑制剂３ＭＡ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）预处理Ｔ２４细
胞０．５ｈ后加入 ＧＥＭ（１．０μｇ／ｍＬ）联合处理 ４ｈ后
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＬＣ３Ⅱ和 Ｐ６２的表达，结果显示
ＧＥＭ组 ＬＣ３Ⅱ表达增加，Ｐ６２发生降解，３ＭＡ组与
３ＭＡ＋ＧＥＭ组 ＬＣ３Ⅱ及 Ｐ６２均未发生明显变化（图
９）；相同分组处理２４ｈ后检测凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３
和ＰＡＲＰ，结果显示３ＭＡ＋ＧＥＭ组 Ｃａｓｐａｓｅ３与 ＰＡＲＰ
的活化较ＧＥＭ单药组明显增强（图１０）。上述分组处
理Ｔ２４细胞２４ｈ后流式细胞仪检测凋亡也得到了类

２１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



似结果，３ＭＡ＋ＧＥＭ组凋亡率（３８．１７±１．４３）％较
ＧＥＭ单药组（２７．０１±１．３９）％增高（Ｐ＜０．０５），对照
组（３．７８±０．２７）％及 ３ＭＡ单药组（４．２９±０．９２）％
Ｔ２４细胞的凋亡率均处于低水平。这提示抑制 ＧＥＭ
诱导的自噬后Ｔ２４细胞的凋亡水平明显增加，该自噬
对Ｔ２４细胞起保护作用。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　１：对照组；
２：ＧＥＭ组；３：ＳＰ＋ＧＥＭ联合处理组；４：ＳＢ＋ＧＥＭ联合处
理组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测抑制ＪＮＫ通路后检测自噬

表达情况
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　１：对照组；
２：ＧＥＭ处理组；３：３ＭＡ处理组；４：３ＭＡ＋ＧＥＭ联合处理组
　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组及３ＭＡ＋ＧＥＭ联合处理组比较
图９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＥＭ联合３ＭＡ抑制自噬的发生
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　１：对照组；

２：ＧＥＭ处理组；３：３ＭＡ处理组；４：３ＭＡ＋ＧＥＭ联合处理组

　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组及３ＭＡ＋ＧＥＭ联合处理组比较

图１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白表达情况

３　讨论

　　近年来膀胱癌的发病率及病死率已居占我国泌尿
外科肿瘤的首位［８－９］，化疗在膀胱癌的治疗中占有非

常重要的地位。Ｋｉｌａｎｉ等［１０］研究发现，ＧＥＭ选择性地
对人和鼠的膀胱移行细胞癌细胞株产生细胞毒作用，

提示是治疗尿路移行细胞癌的有效药物。ＧＥＭ作为
一种新型脱氧胞嘧啶核苷类似物，目前已被广泛应用

于膀胱癌的化疗，特别是对于肌层浸润性膀胱癌，已把

ＧＥＭ列为标准方案的一线化疗用药。然而肿瘤耐药
却成为化疗失败的常见原因，如何提高化疗药物的化

疗敏感性是近年来的研究热点。自噬又称为Ⅱ型程序
性细胞死亡，广泛存在于真核细胞，是以胞质内出现双

层膜结构包裹长寿命蛋白和细胞器的自噬体为特征的

细胞“自我消化”的一系列生化过程，对细胞的生长发

育和调节细胞内环境的稳定起着重要作用［１１］。目前

普遍认为自噬是一种防御和应激调控机制，当肿瘤细

胞受到各种损伤因素作用时，自噬可以成为细胞应激

条件下的一种保护反应［１２］。自噬与肿瘤的发生和发

展具有重要关系，是当前国际肿瘤研究中的热题。大

量研究表明，大多数抗肿瘤药物在诱导肿瘤细胞凋亡

的同时也诱导了肿瘤细胞发生自噬［１３－１４］，该自噬可以

成为细胞应激条件下的一种保护性反应［１５］，使细胞维

３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１７，３９（１）



持自身微环境的稳态，从而耐受化疗药物的细胞毒性；

而通过使用 ＣＱ、３ＭＡ、羟基氯喹等自噬抑制剂或者通
过沉默自噬相关基因 ＡＴＧ５、ＡＴＧ６、ＡＴＧ７、ＡＴＧ８等手
段抑制自噬均能显著提高化疗的敏感性［１６－１７］。这提

示肿瘤细胞发生的保护性自噬可能是肿瘤耐药的重要

机制，这也使得自噬成为肿瘤治疗的一个新靶点。

　　以酶原形式存在于细胞质中的 Ｃａｓｐａｓｅ３被激活
生成活性片段ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３，以及多聚腺苷二磷酸
核糖聚合酶（ｐｏｌｙＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＰＡＲＰ）活化
被看作是细胞发生凋亡的标志［１８］。ＬＣ３Ⅱ是哺乳动
物细胞中酵母Ａｔｇ８的同源物，定位于自噬体膜上，是
自噬体的标志分子［１９］。Ｐ６２是一个泛素结合蛋白，由
自噬溶酶体降解，与自噬水平呈负相关，同样可用于自

噬的检测［２０］。在自噬的检测手段中，电镜可以定性的

检测细胞自噬发生的一系列超微结构（如隔离膜、自

噬泡、自噬溶酶体）变化，被视为检测自噬发生的金标

准［２１］。ＣＪｕｎ氨基末端蛋白激酶（ＣｊｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）是丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）家族中的一员，是最常
见的 Ｂｃｌ２激酶并以非环状结构形式在 Ｔ６９，Ｓ７０及
Ｓ８７多位点调节Ｂｃｌ２多位点的磷酸化，导致 Ｂｃｌ２与
Ｂｅｃｌｉｎ１的分离，从而调节自噬的发生，是目前研究较
多的自噬信号通路之一［２２］。当前国内外大多数研究

表明自噬在肿瘤的放疗、化疗以及靶向治疗中呈现出

保护作用［２３－２４］，是导致肿瘤出现耐药的重要原因。本

实验重点探究ＧＥＭ诱导 Ｔ２４凋亡的同时是否也引起
自噬的发生，并探讨该自噬与凋亡之间的关系。

　　本实验结果显示：用 ＧＥＭ处理膀胱癌 Ｔ２４细胞
后，ＣＣＫ８检测结果显示Ｔ２４细胞增殖抑制率与 ＧＥＭ
呈浓度相关性，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示随着时间增
加ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ和ＬＣ３Ⅱ均出现表达量增
加，而Ｐ６２的表达量逐渐下降，表明 ＧＥＭ在诱导 Ｔ２４
细胞凋亡的同时也诱导了自噬的发生。透射电镜下观

察到的自噬小体以及“自噬潮”的出现也进一步证实

ＧＥＭ诱导 Ｔ２４发生自噬。参与调控自噬发生的机制
复杂，是目前的研究热点。文献［２２］报道细胞在饥饿
状态下可通过激活ＪＮＫ信号通路而诱导自噬的发生，
为了探究ＪＮＫ信号通路是否参与 ＧＥＭ诱导 Ｔ２４所发
生的自噬，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示ＪＮＫ信号通路相
关蛋白被激活，提示 ＪＮＫ信号通路可能参与 ＧＥＭ诱
导Ｔ２４产生的自噬，使用 ＪＮＫ通路抑制剂 ＳＰ６００１２５
抑制ＪＮＫ信号通路后ＬＣ３Ⅱ的表达受到抑制，进一步

证实ＧＥＭ诱导Ｔ２４细胞产生的自噬受 ＪＮＫ信号通路
的调控。为了探讨ＧＥＭ诱导的自噬与凋亡的关系，本
实验应用自噬抑制剂 ３ＭＡ抑制自噬后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测凋亡标志蛋白及流式细胞术检测凋亡，结果
显示抑制自噬后Ｔ２４发生的凋亡率较ＧＥＭ单药组高，
表明ＧＥＭ诱导的自噬对Ｔ２４起保护作用。
　　综上所述，ＧＥＭ在诱导人膀胱癌 Ｔ２４细胞凋亡的
同时还诱导产生自噬，该自噬对Ｔ２４细胞起保护作用，
ＪＮＫ信号通路参与调控其自噬的发生，抑制其自噬后
可以增强Ｔ２４对ＧＥＭ化疗敏感性即凋亡增加。本实
验的开展对增强ＧＥＭ抗肿瘤疗效有一定的参考价值。
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