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饥饿微环境激活ＹＡＰ１蛋白调控自噬促进膀胱癌细胞的增殖
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　　［摘要］　目的　探究饥饿微环境下膀胱癌细胞恶性增殖能力的变化及其机制。方法　将膀胱癌
Ｔ２４细胞分为２组，正常组：细胞正常培养，饥饿组：细胞采用不含血清的 ＨＢＳＳ处理６ｈ模拟癌细胞饥
饿微环境；分别予以自噬抑制剂氯喹（ＣＱ）或ｓｉＲＮＡ敲减 ＹＡＰ１基因，观察自噬水平变化以及增殖能力
的改变。同时以ＹＡＰ１及自噬相关基因 ＬＣ３Ｂ表达量构建风险预测模型，分析二者表达量与临床预后
的相关性。结果　ＣＣＫ８及克隆形成实验显示饥饿诱导后膀胱癌细胞增殖能力显著增加（Ｐ＜０．０１），且
增殖能力的改变是通过增加细胞周期由 Ｇ１期进入 Ｓ期，而两组细胞凋亡差异无统计学意义。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ及免疫荧光检测Ｐ６２蛋白降解程度及ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ比值，结果显示饥饿可诱导膀胱癌细胞自噬水平上
调（Ｐ＜０．０５），而采用ＣＱ阻断自噬流后膀胱癌细胞增殖能力不再受饥饿影响。ＹＡＰ１蛋白在饥饿诱导
后可出现过表达及磷酸化水平的下降（Ｐ＜０．０１），而抑制自噬不影响这一结果。利用 ｓｉＲＮＡ干扰 ＹＡＰ１
的表达后膀胱癌细胞自噬水平受到明显抑制，同时增殖能力下降（Ｐ＜０．０５）。生物信息学分析发现
ＹＡＰ１在恶性程度高的膀胱癌患者癌组织中表达水平更高，且ＹＡＰ１与ＬＣ３Ｂ基因表达水平越高的患者
预后更差。结论　饥饿诱导膀胱癌细胞ＹＡＰ１的过表达，通过增强自噬水平促进膀胱癌细胞恶性增殖，
且ＹＡＰ１与自噬在膀胱癌发展过程中起到相互协同的促癌作用。
　　［关键词］　 膀胱癌；自噬；ＹＡＰ１；细胞增殖；肿瘤微环境
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　　膀胱癌是泌尿系统常见恶性肿瘤之一［１－２］。尽管

目前各类新型治疗手段不断呈现，膀胱癌预后仍无明显

改善，其原因可能是膀胱癌恶性进展机制尚不清楚［３］。

膀胱癌所处肿瘤微环境（ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）
可能对其发生、发展起至关重要的作用。ＴＭＥ由癌组
织、细胞间质、微血管等组成，由于肿瘤细胞特定的生

长方式及新生血管的不适配，导致其往往处于饥饿、炎

症及缺氧等微环境中，内环境的变化可能会诱导肿瘤

细胞坏死、凋亡，但也可能促进膀胱癌恶性进程［４］。

　　自噬作为真核细胞一种保守的细胞代谢方式，在
应对诸如缺氧、饥饿等环境时，细胞可通过这一途径维

持细胞稳态以应对外界压力［５－６］。自噬可区分为巨自

噬、微自噬以及分子伴侣介导的自噬。在饥饿微环境

下，多种癌细胞可通过激活巨自噬（后文称自噬）调节

细胞能量代谢或转录调节等途径，促进癌细胞的恶性

生长，但在膀胱癌中其机制尚不清楚［７－８］。

　　ＹＡＰ１（Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１）蛋白是 Ｈｉｐｐｏ通
路下游的核心效应蛋白，由于ＤＮＡ结合区域的结构缺
失，其无法作为转录因子与 ＤＮＡ相结合，但 ＹＡＰ１的
异常表达以及去磷酸化可帮助 ＹＡＰ１蛋白的入核，促
进相关癌基因的转录增加，激活癌细胞的恶性进程如

增殖、侵袭及减少凋亡等发生［９－１０］。研究表明膀胱癌

中ＹＡＰ１与膀胱癌的恶性进展密切相关，然而 ＹＡＰ１
调控膀胱癌恶性进展作用的机理仍十分复杂，ＹＡＰ１

与自噬的调控关系在膀胱癌中尚不清楚［１１］。因此，本

实验探究饥饿微环境对自噬及 ＹＡＰ１蛋白的影响，以
及二者对膀胱癌细胞增殖能力的影响，利用生物信息

学方法分析 ＹＡＰ１与自噬相关基因 ＭＡＰ１ＬＣ３Ｂ
（ＬＣ３Ｂ）表达量，并对膀胱癌患者无病生存期进行预
测，希望探寻出膀胱癌进展过程中 ＹＡＰ１蛋白与自噬
的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人膀胱癌Ｔ２４细胞株购自美国模式培养物集成库
（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）；ＲＰＭＩ１６４０
培养基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；汉克斯平衡盐溶液
（ＨＢＳＳ，ＰＹＧ００７９）购自博士德生物公司；胎牛血清购
自美国Ｇｉｂｃｏ公司；氯喹（ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＣＱ）购自美国
Ｓｉｇｍａ公司；兔抗人 ＬＣ３Ｂ（Ｌ７５４３）购自 Ｓｉｇｍａ公司；兔
抗人Ｐ６２（ａｂ５６４１６）、ＹＡＰ１（ａｂ５２７７１）蛋白购自Ａｂｃａｍ
公司；引物及小干扰 ＲＮＡ均由成都擎科生物公司合
成，ＹＡＰ１引物序列及 ｓｉＲＮＡ序列见表１；显影发光液
购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；凝胶成像仪购自法国 Ｆｕｓｉｏｎ
ＦＸ公司，酶标仪购自美国 Ｔｈｅｍｏ公司；流式细胞仪购
自美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司；ＣＣＫ８购自北京碧云天
生物技术研究所。
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表１　引物及小干扰ＲＮＡ序列

基因 序列（５′→３′） 种属

引物

　ＹＡＰ１ 上游：ＣＣＧＴＴＴＣＣＣＡＧＡＣＴＡＣＣＴＴ 智人

下游：ＴＴＧＧＣＡＴＣＡＧＣＴＣＣＴＣＴＣ

　βａｃｔｉｎ 上游：ＡＧＡＡＡＡＴＣＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴ 智人

下游：ＧＡＴＡＧＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡ

ｓｉＲＮＡ

　ＹＡＰ１ｓｉＲＮＡ１ 上游：ＧＣＡＵＣＵＵＣＧＡＣＡＧＵＣＵＵＣＵＴＴ 智人

下游：ＡＧＡＡＧＡＣＵＧＵＣＧＡＡＧＡＵＧＣＴＴ

　ＹＡＰ１ｓｉＲＮＡ２ 上游：ＵＧＵＵＧＵＵＧＵＣＵＧＡＵＣＧＵＵＧＵＧＡＵ 智人

下游：ＡＵＣＡＣＡＡＣＧＡＵＣＡＧＡＣＡＡＣＡＡＣＡ

　ＹＡＰ１ｓｉＲＮＡ３ 上游：ＧＵＣＣＵＣＣＵＵＵＧＡＧＡＵＣＣＣＵＧＡ 智人

下游：ＵＣＡＧＧＧＡＵＣＵＣＡＡＡＧＧＡＧＧＡＣ

１．２　资料收集
　　选用并下载癌症基因组图谱数据库（ｔｈｅＣａｎｃｅｒ
ＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）中４０２名膀胱癌患者的数据，均
有明确临床病理特征及完整随访资料；余生物信息学

资料均下载自 Ｏｎｃｏｍｉｎｅ（ｗｗｗ．ｏｎｃｏｍｉｎｅ．ｏｒｇ）及
ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｍａｎｉａ．ｏｒｇ）网站。
１．３　方法
１．３．１　细胞培养　　膀胱癌 Ｔ２４细胞用含１０％胎牛
血清的ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基培养。分为 ２组：正常
组细胞在３７℃及５％ＣＯ２气体环境中常规传代培养。
饥饿组细胞正常培养生长至 ７０％～８０％，培养基换用
不含血清的ＨＢＳＳ处理６ｈ模拟膀胱癌细胞所处饥饿
微环境［１２］，再进行后续实验。

　　ＣＱ是一种选择性自噬晚期抑制剂，不影响自噬小
体的形成，而通过干预自噬体与溶酶体的结合，破坏晚

期自噬流从而干预自噬相关蛋白降解。正常组和饥饿

组分别加用ＣＱ处理，ＣＱ处理组选择三蒸水为溶剂，
工作浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ，处理时间均不小于６ｈ。
１．３．２　细胞增殖能力检测　　ＣＣＫ８实验：取处于对
数生长期的不同处理组细胞，包括正常组、正常＋ＣＱ
组、饥饿组、饥饿＋ＣＱ组、正常＋ｓｉＹＡＰ１组、饥饿＋
ｓｉＹＡＰ１组等，常规消化计数，以５０００／孔接种于９６孔
板上，各孔终体积均为 １００μＬ。按试剂盒说明书，在
不同时间点包括０、２４、４８、７２ｈ时，向各孔加入 ＣＣＫ８
试剂１０μＬ，静置１ｈ后利用酶标仪测得波长４５０ｎｍ
处各孔光密度值［Ｄ（４５０）］，以反映各组细胞活性，各
组实验重复３次，取均值。克隆形成实验：取处于对数
生长期的不同处理组细胞常规消化计数，以５００／孔接
种于６孔板上，常规培养约１周后，用多聚甲醛固定后

结晶紫溶液染色，各组实验重复３次，取均值。
１．３．３　荧光定量ＰＣＲ检测目的基因表达量　　参照
ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书操作提取细胞或组织总 ＲＮＡ，鉴定
ＲＮＡ浓度及纯度后，逆转录成 ｃＤＮＡ。采用 ＲＴＰＣＲ
试剂盒，ＡＢＩＰｒｉｓｍ７５００型荧光定量 ＰＣＲ仪中扩增，以
内参βａｃｔｉｎ进行标准化，采用２－△△Ｃｔ法计算基因的相
对表达量。

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达量　　取不同处理
组生长对数期细胞，提取总蛋白后利用１２％十二烷基
硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳｏｄｉｕｍＤｏｄｅｃｙｌＳｕｌｆａｔｅ
ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）分离目的
蛋白，电转至聚偏二氟乙烯膜后脱脂牛奶或 ＢＳＡ封
闭，４℃下一抗孵育过夜后 ＴＢＳＴ洗膜，二抗室温孵育
１ｈ后滴加化学发光液进行曝光显影，βａｃｔｉｎ作为参
照，计算蛋白相对表达量。

１．３．５　免疫荧光染色检测ＬＣ３Ｂ蛋白表达　　Ｔ２４细
胞接种于共聚焦皿，待贴壁后进行相应处理。不同处

理组依次加入多聚甲醛溶液固定，０．１％ＴｉｒｔｏｎＸ１００
通透细胞膜，山羊血清封闭，加入兔抗人 ＬＣ３Ｂ抗体
（１∶１００稀释）４℃过夜后，羊抗兔荧光二抗４８８（１∶１００
稀释），避光条件下孵育１ｈ，ＤＡＰＩ染核３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲
洗后滴加抗荧光淬灭剂，共聚焦荧光显微镜下观察并

拍照。

１．３．６　细胞转染　　将Ｔ２４细胞接种于６孔板中，待
融合生长至 ７０％～８０％后进行转染，包括转染阴性空
载对照组和３个不同序列ｓｉＹＡＰ１小干扰 ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ
设计及合成技术均由成都擎科生物公司提供。

１．３．７　生存曲线绘制　　对 ＴＣＧＡ下载的４０２例膀
胱癌患者ＹＡＰ１和ＬＣ３Ｂ表达水平与临床资料进行多
因素Ｃｏｘ分析后，建立以 ＹＡＰ１和 ＬＣ３Ｂ高表达为危
险因素的风险模型，每个个体风险值计算方式为风险

值（ｒｉｓｋｓｃｏｒｅ）＝∑ｎ
（ｉ＝１）（Ｅｘｐｉ×Ｃｏｅｉ），其中 ｎ代表基因

数，Ｅｘｐｉ代表基因表达量，Ｃｏｅｉ代表系数值［１３］。所得

总和取中位值后将患者分为高风险和低风险两组。利

用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线，判断 ＹＡＰ１和 ＬＣ３Ｂ
蛋白表达水平所构建的风险模型与膀胱癌患者预后总

生存率（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）和无病生存率（ｄｉｓｅａｓｅ
ｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＤＦＳ）是否相关联。
１．３．８　 蛋白互作网络分析 （ＰＰＩ）　 　 利用
ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｍａｎｉａ．ｏｒｇ）网站预测
ＹＡＰ１基因与ＬＣ３Ｂ基因可能互作或参与调控的相关
蛋白，并构建蛋白互作网络，列出互作可能性最高的前

２０位基因。
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１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件包进行数据分析。实验
数据以 珋ｘ±ｓ表示，计量资料多组间比较采用单因素方
差分析，组间比较采用ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　饥饿微环境可诱导膀胱癌细胞增殖能力增强
　　ＣＣＫ８及克隆形成实验结果显示，膀胱癌细胞株

Ｔ２４饥饿处理后增殖能力较正常组显著提升（Ｐ＜０．０５，
图１Ａ、Ｂ）。利用ＦＡＣＳ检测Ｔ２４细胞周期变化及凋亡
情况，结果显示，经饥饿处理后进入Ｓ期的膀胱癌细胞
较正常 Ｔ２４细胞显著增加（正常组３８．０２％ｖｓ饥饿组
５１．７３％，图１Ｃ），而落入Ｇ１期的细胞明显减少（正常组
４８．３９％ｖｓ饥饿组３３．１５％），证明饥饿微环境促进更多
的癌细胞由Ｇ１期进入Ｓ期；而两组细胞凋亡差异无统
计学意义（图１Ｄ），进一步说明饥饿处理后的膀胱癌细
胞生长是通过增殖能力增加而非减少凋亡实现的。
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图１　饥饿微环境可诱导膀胱癌Ｔ２４细胞增殖能力增强
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２．２　饥饿诱导自噬促进膀胱癌细胞增殖
　　利用免疫荧光检测Ｔ２４细胞 ＬＣ３Ｂ在胞质内形成
自噬小体的程度。共聚焦显微镜观察结果显示，饥饿

处理后的 Ｔ２４细胞胞质内 ＬＣ３Ｂ点状浓聚显著增加
（图２Ａ），提示自噬小体的形成增多。同时，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测自噬相关标志物 Ｐ６２及 ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ的表达
变化，其结果也印证饥饿处理后自噬水平上升（图

２Ｂ）。利用ＣＱ抑制饥饿诱导的自噬，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果证实在加用ＣＱ后无论正常组或饥饿组膀胱癌细胞
自噬相关标志产物 Ｐ６２及 ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值均较未用
ＣＱ处理组出现上升（图２Ｂ、Ｃ），证明 ＣＱ可以抑制晚
期自噬流。ＣＣＫ８实验发现在抑制饥饿诱导的自噬
后，膀胱癌细胞增殖能力明显下降，而在正常组中加用

ＣＱ并没有引起细胞增殖能力的抑制（图 ２Ｄ）。以上
结果证明饥饿微环境所诱导的自噬是促进膀胱癌细胞

增殖能力增加的重要因素。同时，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测增
殖及凋亡相关蛋白表达，发现在饥饿处理后膀胱癌细

胞凋亡相关蛋白 Ｂａｘ及 Ｂｃｌ２未见明显变化，而增殖
相关蛋白ＣｙｃｌｉｎＤ１明显上升，抑制自噬后 ＣｙｃｌｉｎＤ１
表达量相对减少（图２Ｃ），由此推测饥饿处理诱导的自
噬促进膀胱癌细胞增殖能力的增强而非凋亡减少。

２．３　饥饿诱导ＹＡＰ１蛋白调控自噬
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，饥饿处理后 ＹＡＰ１蛋
白表达显著增加，而磷酸化水平呈现明显的降低，ＣＱ
处理后其表达量及磷酸化并未出现明显变化（图

３Ａ）。这提示自噬水平的升高可能是膀胱癌细胞在饥
饿状态下受到ＹＡＰ１异常高表达所导致的结果。为进
一步证实我们的猜想，利用 ｓｉＲＮＡ敲低 ＹＡＰ１蛋白在
Ｔ２４细胞株中的表达，并在转录及翻译水平均证实序
列１的沉默效能最高（图３Ｂ、Ｃ），故选择序列１作为后
续ｓｉＲＮＡ。在沉默 ＹＡＰ１后，饥饿组自噬水平受到明
显抑制，而正常组沉默 ＹＡＰ１也可一定程度下调自噬
水平（Ｐ＜０．０５，图３Ｄ）。
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１：正常组；２：正常＋ＣＱ组；３：饥饿组；４：饥饿＋ＣＱ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与饥饿组比较

Ａ：免疫荧光观察两组细胞内ＬＣ３Ｂ表达及浓聚情况；Ｂ：各组细胞不同蛋白的表达；Ｃ：各组蛋白相对表达量（左）

及ＬＣ３ＢⅡ／Ⅰ比值（右）分析；Ｄ：各组细胞不同时间细胞活性

图２　饥饿诱导自噬促进膀胱癌细胞增殖
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蛋白 组别

Ａ：各组细胞总蛋白中ＹＡＰ１及磷酸化ＹＡＰ１蛋白相对表达量　 １：正常组；２：正常＋ＣＱ组；３：饥饿组；４：饥饿＋ＣＱ
组；ａ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；Ｂ、Ｃ：分别为 ｑＰＣＲ（Ｂ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ｃ）验证 ｓｉＲＮＡ转染后 ＹＡＰ１敲低效率　
１：Ｔ２４ＮＣ；２：Ｔ２４ｓｉＹＡＰ１；３：Ｔ２４ｓｉＹＡＰ２；４：Ｔ２４ｓｉＹＡＰ３；ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｔ２４ＮＣ比较；Ｄ：各组细胞总蛋白中ＹＡＰ１、
磷酸化ＹＡＰ１及自噬相关蛋白相对表达量　 １：正常组；２：正常＋ｓｉＹＡＰ１组；３：饥饿组；４：饥饿＋ｓｉＹＡＰ１组；ａ：Ｐ＜
０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与饥饿组比较

图３　饥饿诱导ＹＡＰ１蛋白调控自噬

２．４　饥饿诱导 ＹＡＰ１蛋白表达增强并促进膀胱癌细
胞增殖

　　为验证饥饿处理是否通过上调了ＹＡＰ１蛋白表达
水平及磷酸化水平从而促进自噬引起膀胱癌细胞增殖

能力的增加，分别利用 ｓｉＲＮＡ及自噬抑制剂 ＣＱ作为
自噬启动前或启动时的阻断剂。免疫荧光可观察到饥

饿处理的 Ｔ２４细胞在沉默 ＹＡＰ１后，其胞质内 ＬＣ３Ｂ
浓聚受到显著抑制（图４Ａ）。在蛋白水平上可以看到
饥饿处理并联合ｓｉＹＡＰ１后的膀胱癌细胞自噬水平明
显下降，且ＹＡＰ１蛋白由于本身翻译受到抑制，其磷酸
化水平也显著下降，但 ＣＱ并未对 ＹＡＰ１的异常表达
及磷酸化的减少产生显著影响（图 ４Ｂ）。而在 ＹＡＰ１
及自噬被抑制后，饥饿处理不再能够促进膀胱癌细胞

的增殖能力增加。这在 ＣＣＫ８及克隆形成实验中都
得到了印证（图４Ｃ、Ｄ）。
２．５　ＹＡＰ１蛋白与临床预后
　　利用 Ｏｎｃｏｍｉｎｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｏｎｃｏｍｉｎｅ．ｏｒｇ／）网
站数据进行ＹＡＰ１的泛癌表达量分析，结果显示ＹＡＰ１
基因在膀胱癌中表达水平高于其他癌症（图 ５Ａ），而
且相较于恶性程度更低的浅表型膀胱癌，肌层浸润性

膀胱癌患者组织中 ＹＡＰ１的表达量更高（图５Ｂ）。下
载ＴＣＧＡ数据库中４０２例膀胱癌患者转录组数据及临
床相关信息，通过对患者 ＹＡＰ１和 ＬＣ３Ｂ基因的表达
进行多因素 Ｃｏｘ回归分析后，建立以 ＹＡＰ１和 ＬＣ３Ｂ
高表达为危险因素的风险模型，模型公式为风险值

（ｒｉｓｋｓｃｏｒｅ）＝０．０２８８２４１６７９７８０５５５×ＹＡＰ１表达量＋
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０．１４１６８５９０３２９６２７３×ＬＣ３Ｂ表达量，所得总和取中
位值后将患者分为高风险和低风险两组，进一步对高

低风险组患者的预后进行分析发现，尽管在肿瘤预后

总体生存率（ＯＳ）上两组患者并未出现明显差异（Ｐ＞
０．０５，图５Ｃ），但在疾病无进展生存期（ＰＦＳ）上高风险
组却明显短于低表达组（图 ５Ｄ）。利用 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ
预测ＹＡＰ１基因与ＬＣ３Ｂ基因可能互作或参与调控的

相关蛋白，并构建蛋白互作网络以及列出互作可能性

最高的前２０位基因（图５Ｅ）。以上结果提示ＹＡＰ１是
一个与癌症发生、发展密切相关的癌基因，其在膀胱癌

的进展过程晚期起到了促癌的作用，而ＹＡＰ１和ＬＣ３Ｂ
基因的高表达可能预示着患者无进展生存期相对较

短，与前期实验发现 ＹＡＰ１促进自噬从而调控膀胱癌
恶性增殖的结果是相印证的。
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１：正常组；２：饥饿组；３：饥饿＋ｓｉＹＡＰ１组；４：饥饿＋ＣＱ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜
０．０１，与饥饿组比较
Ａ：免疫荧光显示Ｔ２４细胞内ＬＣ３表达及浓聚情况；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中各蛋白表达及半定量分析；Ｃ：各组
细胞在不同时间点Ｔ２４细胞活性；Ｄ：各组细胞克隆形成实验及定量分析

图４　饥饿诱导ＹＡＰ１蛋白表达增强并促进膀胱癌细胞增殖
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Ａ：泛癌中ＹＡＰ１基因表达情况　在膀胱癌中表达更高；Ｂ：Ｏｎｃｏｍｉｎｅ数据库中不同浸润深度膀胱癌组织与ＹＡＰ１
表达情况　随着浸润深度的增加 ＹＡＰ１表达水平更高；Ｃ：来自 ＴＣＧＡ数据库 ４０２例膀胱癌患者依据 ＹＡＰ１和
ＬＣ３Ｂ的表达差异及所占权重分为高危组与低危组（划分界限为表达量中位值）；Ｄ：依据 ＹＡＰ１和 ＬＣ３Ｂ表达所
构建风险模型的不同风险患者无病生存率（ＤＦＳ）；Ｅ：蛋白互作网络分析（ＰＰＩ）预测ＹＡＰ１与ＬＣ３Ｂ相互调控可能
的作用蛋白

图５　ＹＡＰ１蛋白与膀胱癌患者临床及预后的关系

９４５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２３）



３　讨论

　　目前膀胱癌恶性进展机制仍不清楚。本研究针对
可能影响膀胱癌恶性进展的饥饿微环境进行模拟，发

现膀胱癌细胞增殖能力明显增强。由此深入探究饥饿

微环境对膀胱癌恶性增殖的促进作用。

　　膀胱癌的发生、发展与所处肿瘤微环境有着密不
可分的联系，癌细胞过度生长与新生血管形成不足，可

引起乏血供导致癌细胞处于缺氧、饥饿等微环境

中［１４］。癌细胞利用多种方式来应对这一不利于生长

的环境，不仅利用代谢重编程、上皮间质转化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）、上调自噬水
平等方式增强其生存能力，还利用微环境中不同细胞

在压力下异常生成的缺氧诱导因子、乳酸以及各类外

泌体所包含信号因子等促进癌细胞的增殖、侵袭转移

以及免疫逃逸等［１５－１６］。自噬作为细胞进化出的一种

分解代谢过程，在晚期进展过程中表现出促癌效应。

在应对微环境所产生不利于生长的压力时，癌细胞可

通过异常增强的自噬增加非必需分子、蛋白以及细胞

器的降解，维持细胞内环境的稳态并促进癌细胞的存

活与生长［１７］。目前对饥饿微环境诱导膀胱癌细胞自

噬的研究尚少，这一效应如何影响膀胱癌细胞恶性生

长尚不清楚。在乳腺癌、肝癌等癌症中饥饿诱导自噬

对癌细胞恶性进展的促进作用已有一定研究。乳腺癌

细胞经葡萄糖饥饿诱导后可出现 ｍＴＯＲＣ１的异常活
化，引起自噬水平上调和 ＡＫＴ信号通路增强，促进乳
腺癌细胞生长［１８］。肝癌细胞在饥饿诱导后自噬水平

上调，可通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路诱导 ＭＣＴ１的高
表达，从而促进肝癌细胞的转移［１９］。饥饿诱导子宫内

膜癌细胞中去乙酰化酶的过表达可正向调控自噬，通

过ＬＣ３乙酰化的减少从而引起癌细胞增殖能力的增
加［２０］。本研究结果显示，饥饿微环境可诱导细胞自噬

水平的上调，促进膀胱癌细胞增殖，利用自噬抑制剂阻

断自噬流后其增殖能力得到明显的抑制，流式细胞实

验及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明饥饿处理所引起增殖能力
改变是通过影响膀胱癌细胞生长周期的变化而非凋亡

水平改变，可能是饥饿诱导的膀胱癌细胞 Ｇ１期缩短，
使更多的细胞从Ｇ１期转变至Ｓ期，促进癌细胞周期变
化及细胞增殖。

　　Ｈｉｐｐｏ信号通路是经典的细胞增殖及分化的调控
通路，在癌症发生、发展中也起着重要作用［２１］。ＹＡＰ１
蛋白是Ｈｉｐｐｏ通路下游的核心效应蛋白，在多种癌症
中均发现其异常表达与癌症进展密切相关，例如在乳

腺癌中ＹＡＰ１可通过直接与锌指蛋白１（ＺＥＢ１）相结合
的方式诱导乳腺癌细胞 ＥＭＴ，促进乳腺癌的转移发

生［２２］；而在胰腺癌中，ＷＤＲ３的过表达可通过激活
ＹＡＰ１的异常表达促进胰腺癌的恶性进展发生［２３］。在

膀胱癌中，ＹＡＰ１也受到广泛关注，ＬＩ等［２４］发现 ＴＭＥ
中葡萄糖的含量与膀胱癌转移有明显相关性，进一步

探究后发现微环境中葡萄糖含量可以调控膀胱癌细胞

ＥＭＴ发生，机制可能与 ＹＡＰ１过表达相关。尽管自噬
与ＹＡＰ１的调控关系在膀胱癌中尚不清楚，但有研究
发现肝癌细胞中ｌｎｃＲＮＡＡＴＢ可通过上调 ＹＡＰ１过表
达从而介导自噬水平增强［２５］。ＰＡＶＥＬ等［２６］研究发现

相较于正常细胞，癌细胞恶性生长以及转移的发生可

能与解除细胞接触抑制的作用相关，ＹＡＰ１核转位与
细胞向恶性生长转变有着显著的相关性，ＹＡＰ１／自噬
轴的形成在其中起到至关重要作用。因此，本研究在

膀胱癌中利用饥饿模型发现自噬明显增强，同时发现

ＹＡＰ１异常过表达，在利用 ｓｉＲＮＡ成功敲低 ＹＡＰ１表
达水平后，自噬水平被抑制，具体表现在自噬相关蛋白

改变减少以及 ＬＣ３Ｂ浓聚的减弱，同时膀胱癌细胞增
殖能力也被抑制。通过生物信息学发掘，发现 ＹＡＰ１
在膀胱癌组织中的表达水平高于其他癌组织，且随着

膀胱癌的进展，ＹＡＰ１的表达逐渐上升，提示 ＹＡＰ１过
表达与膀胱癌进展相关联。同时通过构建 ＹＡＰ１和
ＬＣ３Ｂ基因表达量的风险模型，发现二者的过表达与
临床预后密切相关。

　　综上，本研究初步证实在饥饿诱导下膀胱癌细胞
可通过异常表达并活化 ＹＡＰ１蛋白，诱导细胞自噬水
平的增强，从而促进癌细胞增殖能力增加。
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