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Ｓｍａｄ３通过ｐ３８／ＭＡＰＫ信号通路调控细胞自噬及凋亡促进胰腺癌进程

张旭东１，刘浩昂１，王志浩１，兰　凯１，陈　蕊２，李　凯１，刘树义１，ＲａｊｉｖＫｕｍａｒＪＨＡ１　　７１００２１西安，西安医学
院临床医学院中尼友好拉吉姆医学实验室１；７１００７７西安，西安医学院第一附属医院妇产科２

　　［摘要］　目的　观察 Ｓｍａｄ３对胰腺癌细胞 Ｐａｎｃ１、ＢｘＰＣ３凋亡、自噬的影响，初步探讨 Ｓｍａｄ３表
达水平影响胰腺癌进程的可能机制。方法　基于 ＧＥＰＩＡ２数据库进行生物信息学分析，探究 Ｓｍａｄ３与
胰腺癌发生、发展及生存的相关性。利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统以及短发卡 ＲＮＡ（ＳｈＲＮＡ）敲除及敲减
Ｓｍａｄ３的表达，采用ＲｅａｌＴｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ（ｑＰＣＲ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ和蛋白
水平变化。实验组转入ＳｈＳｍａｄ３１、ＳｈＳｍａｄ３２序列，将不靶向任何基因的ＳｈＳｃｒａｍｂｌｅ序列作为对照组
（Ｓｃｒ）。将转入 Ｓｍａｄ３ｇｕｉｄｅＲＮＡ（ｇＲＮＡ）序列作为 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的实验组，转入空载质粒的作为
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的对照组。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中ＬＣ３、ｐ６２、ｐ３８以及ｐｐ３８蛋白变化情况，同时在
敲减Ｓｍａｄ３的胰腺癌细胞用ＰＩＡｎｎｅｘｉｎＶ试剂盒染色并进行流式分析。利用ｐＬＶＸＳｍａｄ３质粒进行回
补实验，并用ｐ３８抑制剂ＳＢ２０３５８０处理细胞检测相关蛋白的变化情况。结果　ＧＥＰＩＡ２数据库及临床
标本分析结果显示，Ｓｍａｄ３在胰腺癌组织中高表达（Ｐ＜０．０５）。在胰腺癌细胞ＢｘＰＣ３中转入ＳｈＳｍａｄ３１、
ＳｈＳｍａｄ３２后，Ｓｍａｄ３的ｍＲＮＡ和蛋白水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）。同时在 Ｐａｎｃ１中转入 Ｓｍａｄ３ｇｕｉｄｅ
ＲＮＡ筛选到２个Ｓｍａｄ３敲除细胞系。与对照组相比，敲减Ｓｍａｄ３胰腺癌细胞凋亡显著增加（Ｐ＜０．０５）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验发现：Ｓｍａｄ３敲减及敲除后，ｐｐ３８的蛋白水平显著增加（Ｐ＜０．０５），ＬＣ３、ｐ６２水平显著
降低（Ｐ＜０．０５）。进一步通过回补实验及利用ＳＢ２０３５８０处理胰腺癌细胞，发现ｐ６２、ＬＣ３蛋白水平能回
复（Ｐ＜０．０１）。结论　干扰Ｓｍａｄ３促进胰腺癌细胞过度自噬，进而导致细胞凋亡增加，可能与激活ｐ３８／
ＭＡＰＫ信号通路有关。
　　［关键词］　 Ｓｍａｄ３；胰腺癌；细胞凋亡；自噬
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４．２；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３５．９ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　陕西省高校科协青年托举计划项目（２０２００３１４）；陕西省科技厅面上项目（２０２１ＪＭ４９５）；国家自然科学基金国际合作交流项目
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　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧＥＰＩＡ２ｄａｔａｂａｓｅａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＳｍａｄ３ｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０５）．ＡｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＳｈＳｍａｄ３１ａｎｄＳｈＳｍａｄ３２ｉｎｔｏｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ
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ＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＳｈａａｎｘｉＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（２０２１ＪＭ４９５），ａｎｄｔｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ（Ｒｅｇｉｏｎａｌ）ＣｏｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄＥｘｃｈａｎｇｅ
ＰｒｏｊｅｃｔｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１５５０１１０２５６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＲａｊｉｖＫｕｍａｒＪＨＡ，Ｅｍａｉｌ：ｒａｊｉｖ１２＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　胰腺癌（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ）发病率逐年增加，位列
所有癌症致死原因第５位，是一种恶性程度极高的消
化系统肿瘤。由于早期无明显症状、疾病进展快及化

疗有效率低，患者预后极差，总体５年生存率仅有８％，
又将其称为“癌中之王”［１］。胰腺癌治疗目前主要采

取手术为主，并辅助放、化疗的综合治疗手段，但９０％
的胰腺癌患者经指南推荐的治疗后效果欠佳［２］。因

此，深入阐明胰腺癌的发生机制结合分子靶向干预和

放化疗，是提高胰腺癌疗效的重要手段［３］。Ｓｍａｄ３是
重要的细胞内分子，负责将细胞质膜受体信号传至细

胞核［４－５］。Ｓｍａｄ３作为重要的转录因子，是转移生长
因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）下游的重
要靶点。在细胞增殖［６］、损伤修复［７］、纤维化［８］、癌症

发展等方面发挥着重要作用［９－１０］。在肝癌后期Ｓｍａｄ３
通过诱导上皮间质转化促进肿瘤转移［１１］，然而

Ｓｍａｄ３在胰腺癌发生、发展中的作用目前仍不清楚。
　　分裂原激活蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）可将细胞外信息传递至细胞核中，在生
理及病理过程中发挥重要的作用。其中ｐ３８是重要的
应激激酶，能对外界刺激迅速做出反应［１２］。ｐ３８在体
内有α、β、γ和 δ４种亚型，且胰腺癌细胞均表达 ｐ３８
的４种亚型。研究发现降低胰腺癌细胞中 ｐ３８α和
ｐ３８β的表达能够抑制胰腺癌细胞的体外生长，同时
发现ｐ３８α能促进胰腺癌的迁移，而 ｐ３８β对胰腺癌

的迁移无明显调控作用，由此可见 ｐ３８／ＭＡＰＫ在胰腺
癌中发挥亚型特异性功能［１３］。此外，胰腺癌细胞分泌

外泌体被Ｔ淋巴细胞摄取后激活 ｐ３８／ＭＡＰＫ信号通
路，进而诱导内质网应激介导细胞凋亡，促进胰腺癌发

生、发展［１４］。

　　自噬在生物体高度保守是维持机体稳态的重要机
制［１５－１６］，依赖溶酶体对细胞组分的降解以维持逆境条

件下机体的代谢平衡。自噬异常与胰腺癌等众多肿瘤

的发生、发展密切相关［１７］。早期研究表明，利用遗传

和药理抑制自噬会导致活性氧 （ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）产生，增加 ＤＮＡ损伤和代谢功能障碍，
最终抑制胰腺癌的发展［１８］。此外，自噬还可以通过降

解ＭＨＣＩ促进胰腺癌的免疫逃避，表明自噬增加有助
于胰腺癌的进展［１９］。

　　ｐ３８／ＭＡＰＫ信号通路不仅对自噬具有促进和抑制
的双重性调控［２０］，而且也是细胞凋亡的主要调控通路

之一。胰腺癌细胞对细胞凋亡有抵抗力，从而促进其

侵袭性和对常规治疗方式的抵抗力［２１］。因此，靶向细

胞凋亡途径是胰腺癌治疗的新思路。在生物体内细胞

自噬与凋亡过程存在十分复杂的相互作用关系，过度

自噬会诱导细胞凋亡。本研究通过干预 Ｓｍａｄ３的表
达初步探讨Ｓｍａｄ３对胰腺癌细胞Ｐａｎｃ１、ＢｘＰＣ３自噬
和凋亡的影响机制，进而初步验证 Ｓｍａｄ３表达水平在
人胰腺癌诊断和进展中的价值；同时探究 Ｓｍａｄ３对胰
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腺癌细胞自噬的调控能力，以期为胰腺癌的治疗提供

新的靶点和理论依据。

１　材料与方法

１．１　细胞、标本及试剂
　　人的胰腺癌细胞系 Ｐａｎｃ１、ＡｓＰＣ１、ＢｘＰＣ３购自
美国ＡＴＣＣ细胞库（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）；
胰腺正常导管上皮细胞 ＨＰＤＥ购自武汉普诺赛公司。
对照和胰腺癌患者组织标本来自 ２０１５－２０２０年西安
医学院第一附属医院和咸阳人民医院。标本获取经捐

赠者或亲属的书面知情同意，研究获得西安医学院第

一附属医院伦理委员会的批准（ＸＹＬ２０２２１２２）。主要
试剂：胎牛血清、ＤＭＥＭ细胞培养基、胰蛋白酶购自
ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自美国英杰生命
技术有限公司；总蛋白提取试剂盒、ＰＩＡｎｎｅｘｉｎＶ试剂
盒购自碧云天生物技术有限公司；抗体 Ｓｍａｄ３、ｐ
Ｓｍａｄ３购自爱博泰克生物有限公司；ＧＡＰＤＨ购自康成
生物技术有限公司；ｐｐ３８、ｐ３８、ＬＣ３、ｐ６２购自美国
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＳＢ２０３５８０购自北京索
莱宝科技有限公司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗小

鼠二抗购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＤＡＢ检测试剂盒购自中
杉金桥公司。对照组（ＳｈＳｃｒａｍｂｌｅ）病毒及 Ｓｍａｄ３敲
减序列（ＳｈＳｍａｄ３、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９Ｓｍａｄ３）由擎科生物
公司合成，见表１。
１．２　生物信息学分析
　　利用ＧＥＰＩＡ２数据库（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．
ｃｎ／）对Ｓｍａｄ３在胰腺正常组织（ｎ＝１７１）及癌组织（ｎ＝
１７９）中的表达差异和存活相关性进行统计学分析。
１．３　免疫组化
　　将临床标本组织切片放置６０℃ 烘箱烘片１ｈ，将
切片放入环保透明剂中脱蜡２次，每次２０ｍｉｎ。之后
依次放入１００％、９５％、７０％、５０％乙醇中各水化５ｍｉｎ，
去离子水中浸泡５～１０ｍｉｎ后置于１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ６．０

柠檬酸柠檬酸钠缓冲溶液中抗原修复３．５ｍｉｎ，室温自
然冷却。ＰＢＳ中浸泡 ５～１０ｍｉｎ，３％ Ｈ２Ｏ２室温放置
１０ｍｉｎ，０．１％ＴＸ１００室温孵育１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２～３次，
每次５ｍｉｎ，３％ＢＳＡ室温封闭１ｈ。一抗Ｓｍａｄ３（１∶５００）
溶于 １％ＢＳＡ，４℃ 过夜。１×ＰＢＳ洗４次，每次５ｍｉｎ，
二抗室温孵育１ｈ。ＰＢＳ洗４次，每次５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色
后，苏木精复染３～５ｍｉｎ后自来水充分冲洗显色。１％
ＨＣｌ（７５％乙醇中）水化５ｓ，自来水冲洗３～５ｍｉｎ，９５％、
１００％乙醇各脱水５ｍｉｎ，最后用中性树胶封片保存。
１．４　细胞培养及分组
　　胰腺癌细胞株 Ｐａｎｃ１、ＢｘＰＣ３生长于 ３７℃、５％
ＣＯ２以及饱和湿度的恒温培养箱中。细胞培养使用含
１０％ＦＢＳ、１％双抗（链霉素、青霉素）的完全培养基，
２ｄ进行一次传代。敲减实验分为对照组（Ｓｃｒ）和
Ｓｍａｄ３敲减组（ＳｈＳｍａｄ３１、ＳｈＳｍａｄ３２组：细胞分别转
染ＳｈＳｍａｄ３１、ＳｈＳｍａｄ３２慢病毒）；敲除实验分为空白
对照组（ＷＴ）和 Ｓｍａｄ３敲除组（Ｓｍａｄ３ＫＯ１、Ｓｍａｄ３
ＫＯ２组：Ｐａｎｃ１细胞分别转入 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９Ｓｍａｄ３
质粒，经嘌呤霉素筛选后的单克隆细胞系１＃、２＃）。回
复实验在敲减实验 ３组基础上再加入 ２５、５０μｍｏｌ／Ｌ
羟氯喹（ＨＣＱ）；过表达实验在敲减实验３组基础上再
加入外源过表达 Ｓｍａｄ３（ｐＬＶＸＳｍａｄ３）；抑制实验在
敲减实验 ３组基础上再加入 ｐ３８抑制剂 ＳＢ２０３５８０
２０μｍｏｌ／Ｌ（ＳＢ２０３５８０）。处理细胞 ４８ｈ后，收集各组
细胞进行相关检测。

１．５　病毒包装
　　当２９３Ｔ细胞生长至 ６０％～７０％时进行转染。将
ＰＭＤ２．Ｇ、ＰＳＰＡＸ２、ｐＬＫＯ．１ｓｈＳｍａｄ３按１∶１∶１各８μｇ
及６０μＬ转染试剂ＰＥＩ加入７５０μＬＤＭＥＭ培养基（不
含血清、双抗），混合均匀，室温放置 ２０ｍｉｎ后加入
２９３Ｔ细胞转染４～６ｈ，换新鲜完全培养基，继续培养
４８ｈ可收集培养基上清，１５００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清，
再用０．４５μｍ滤膜过滤，所得液体即为包装后病毒。

表１　ｓｈＳｍａｄ３、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９Ｓｍａｄ３与ｓｈＳｃｒａｍｂｌｅ序列

名称　　 序列（５′３′）

ＳｈＳｃｒａｍｂｌｅ
正义链：ＣＣＧＧＧＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＣＡＣＡＴＧＧＴＴＣＣＴＣＧＡＧＧＡＡＣＣＡＴＧＴＧＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＣＴＴＴＴＴＧ
反义链：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＣＡＣＡＴＧＧＴＴＣＣＴＣＧＡＧＧＡＡＣＣＡＴＧＴＧＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＣ

ｓｈＳｍａｄ３１
正义链：ＣＣＧＧＧＡＧＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧＡＡＡＣＴＣＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＧＡＧＴＴＴＣＴＴＧＡＣＣＡＧＧＣＴＣＴＴＴＴＴＧ
反义链：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＡＧＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧＡＡＡＣＴＣＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＧＡＧＴＴＴＣＴＴＧＡＣＣＡＧＧＣＴＣ

ｓｈＳｍａｄ３２
正义链：ＣＣＧＧＴＧＡＧＣＡＧＡＡＣＡＧＧＴＡＧＴＡＴＴＡＣＴＣＧＡＧＴＡＡＴＡＣＴＡＣＣＴＧＴＴＣＴＧＣＴＣＡＴＴＴＴＴＧ
反义链：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＴＧＡＧＣＡＧＡＡＣＡＧＧＴＡＧＴＡＴＴＡＣＴＣＧＡＧＴＡＡＴＡＣＴＡＣＣＴＧＴＴＣＴＧＣＴＣＡ

ｇＲＮＡ１
正义链：ＣＡＣＣＧＧＣＴＧＴＡＧＴＣＧＴＣＣＡＧＴＧＧＧ
反义链：ＡＡＡＣＣＣＣＡＣＴＧＧＡＣＧＡＣＴＡＣＡＧＣＣ

ｇＲＮＡ２
正义链：ＣＡＣＣＧＣＧＣＴＣＣＧＡＡＴＴＧＧＡＧＧＧＧＴ
反义链：ＡＡＡＣＡＣＣＣＣＴＣＣＡＡＴＴＣＧＧＡＧＣＧＣ
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１．６　慢病毒感染
　　ＢｘＰＣ３细胞在６孔板中长到融合度为５０％～６０％
时，按培养基与病毒液体积比１∶１进行加液，同时加入
１μＬ（２０００×）ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ混匀。２ｄ后，加入１．５μｇ／ｍＬ
嘌呤霉素筛选２ｄ，收样进行检测。
１．７　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９、ＳｈＳｍａｄ３质粒构建及 ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９Ｓｍａｄ３敲除细胞的筛选
　　将合成的ｇＲＮＡ及ＳｈＲＮＡ正义链与反义链进行退
火，退火产物与经过双酶切的ｐＬＫＯ．１（ＥｃｏＲⅠ、ＡｇｅⅠ）、
ＰＸ４５９（ＢｂｓⅠ）载体进行连接，小提质粒，并经测序
验证。

　　将构建好的针对 Ｓｍａｄ３基因的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲
除质粒纯化后转入胰腺癌细胞（Ｐａｎｃ１）中。经过稳定
筛选挑单克隆，并通过提取基因组 ＤＮＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ确定其表达情况。经过鉴定筛选２个独立的细胞
系用于后续实验。基因组 ＰＣＲ上游引物序列：５′
ＧＣＣＴＴＣＡＡＴＡＴＧＡＡＧＡＡＧＧＡＣ３′，下游引物序列：５′
ＣＡＴＴＣＧＧＧＴＣＡＡＣＴＧＧＴＡ３′。
１．８　细胞计数
　　将生长良好的１０５个细胞铺在 ６孔板上，分别在
生长０、３、５ｄ用血球计数板进行细胞计数，并用结晶
紫进行染色。

１．９　蛋白提取及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　收好的细胞加入含有蛋白酶抑制剂的裂解溶液
ＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ（ＤＴＴ、ｍＧ１３２、Ｃｏｃｋｔａｉｌ、ＤＴＴ、ＰｈｏｓＳＴＯＰ）置
于冰上，每隔５ｍｉｎ剧烈涡旋１次，共裂解２０ｍｉｎ后，
１２５００×ｇ、４℃离心５ｍｉｎ，取上清进行ＢＣＡ蛋白定量，
加入对应体积的蛋白上样缓冲液（５×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ），
９５℃加热５ｍｉｎ后进行蛋白电泳。１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳分离，转移至 ＰＶＤＦ膜（使用前用甲醇浸泡激活
３０ｓ），用含５％脱脂奶粉的ＰＢＳＴ摇床封闭１ｈ。加入
一抗 ｐｐ３８、ｐ３８、ＬＣ３、ｐ６２（１∶１０００）、Ｓｍａｄ、ｐＳｍａｄ３
（１∶１０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶１００００），４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ
洗膜４次，每次 ５ｍｉｎ，室温孵育二抗 １ｈ，ＰＢＳＴ洗膜
４次，每次５ｍｉｎ，用ＥＣＬ法发光后胶片曝光。
１．１０　ＰＩＡｎｎｅｘｉｎＶ染色
　　ＢｘＰＣ３、Ｐａｎｃ１胰腺癌细胞用ＰＢＳ洗涤２次，用不
含ＥＤＴＡ的胰酶进行完全消化，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃
上清收集细胞，并用 ＰＢＳ轻轻重悬细胞计数，然后再
１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，加入１９５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合
液轻轻重悬细胞，加入 ５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ轻轻混
匀，加入１０μＬ碘化丙啶染色液（ＰＩ），然后在室温下
避光孵育１５ｍｉｎ，最后通过流式细胞仪检测分析。
１．１１　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，使用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３

（ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＣｏｒｐ）与 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０（ＧｒａｐｈＰａｄ
ＳｏｆｔｗａｒｅＩｎｃ．）软件进行数据采集、记录、运算与分析。
两组间差异比较采用两独立样本 ｔ检验，多组间差异
比较采用方差分析。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｓｍａｄ３蛋白表达与胰腺癌的关系
　　ＧＥＰＩＡ２数据库分析结果显示，与正常胰腺组织
相比，Ｓｍａｄ３在胰腺癌组织中高表达（Ｐ＜０．０５，图
１Ａ），同时在胰腺癌不同分期 Ｓｍａｄ３的表达差异有统
计学意义（Ｐ＝０．００３２２，图 １Ｂ）。进一步将胰腺癌患
者分为 Ｓｍａｄ３高表达组（ｎ＝４５）和 Ｓｍａｄ３低表达组
（ｎ＝４５），通过生存分析发现 Ｓｍａｄ３的表达与胰腺癌
患者的生存率呈负相关（Ｐ＝０．００６１，图１Ｃ）。利用临
床病理标本进行免疫组化染色，发现 Ｓｍａｄ３在胰腺癌
组织中高表达（图１Ｄ）。
２．２　胰腺癌细胞系中Ｓｍａｄ３的表达
　　收集胰腺正常导管上皮细胞 ＨＰＤＥ、胰腺癌细胞
ＢｘＰＣ３、ＡｓＰＣ１、Ｐａｎｃ１。通 过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检 测
Ｓｍａｄ３的表达情况。与胰腺正常导管上皮细胞相比，
Ｓｍａｄ３在胰腺癌细胞 ＢｘＰＣ３、Ｐａｎｃ１中表达较高（图
２）。因此，后续实验选择这２个细胞系进行。
２．３　胰腺癌细胞系 ＢｘＰＣ３、Ｐａｎｃ１中敲除（敲减）

Ｓｍａｄ３
　　分别利用 ＳｈＲＮＡ以及 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９两种不同的
体系干预 Ｓｍａｄ３的表达。ＢｘＰＣ３细 胞 中 转 入
ＳｈＳｍａｄ３１、ＳｈＳｍａｄ３２慢病毒７２ｈ后，ｑＰＣＲ检测结果
显示Ｓｍａｄ３ｍＲＮＡ水平下调明显（Ｐ＜０．０５，图３Ａ），同
时利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ从蛋白水平进行验证，发现 ２个
ＳｈＲＮＡ的敲减效果较好（图３Ｂ）。进一步在Ｐａｎｃ１细
胞中转入 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９Ｓｍａｄ３质粒经嘌呤霉素筛选
后挑取单克隆。利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和测序进行验证，发
现单克隆细胞系１＃、２＃敲除较好（图３Ｃ、Ｄ），可以用于
后续实验。

２．４　在胰腺癌细胞中敲减Ｓｍａｄ３影响细胞凋亡
　　利用构建好的Ｓｍａｄ３敲减 ＢｘＰＣ３稳转细胞系铺
板（１０５个细胞）绘制细胞的生长曲线（图４Ａ），并进行
结晶紫染色（图 ４Ｂ）。敲减 Ｓｍａｄ３后，胰腺癌细胞
ＢｘＰＣ３、Ｐａｎｃ１的数目均显著减少。同时利用 Ｓｍａｄ３
敲减的Ｐａｎｃ１、ＢｘＰＣ３细胞进行ＰＩＡｎｎｅｘｉｎＶ标记并
进行流式分析，发现敲减 Ｓｍａｄ３后凋亡细胞显著增加
（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ），提示Ｓｍａｄ３对胰腺癌的发生发展至
关重要。
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２．５　敲除（敲减）Ｓｍａｄ３后自噬蛋白 ＬＣ３、ｐ６２蛋白水
平降低

　　在敲除、敲减 Ｓｍａｄ３的 Ｐａｎｃ１细胞中，ＬＣ３、ｐ６２
均显著下调（图 ５Ａ、Ｂ）。同时在 ＢｘＰＣ３细胞中利用

ｓｈＲＮＡ敲减 Ｓｍａｄ３后加入 ２５、５０μｍｏｌ／Ｌ羟氯喹
（ＨＣＱ），利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现 ＬＣ３、ｐ６２蛋白水
平能回复（图５Ｃ）。进一步说明降低 Ｓｍａｄ３的表达影
响胰腺癌细胞的自噬过程。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｍａｄ３敲减组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｍａｄ３敲除胰腺癌细胞ＬＣ３、ｐ６２蛋白水平变化；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｍａｄ３敲减胰腺癌细胞
ＬＣ３、ｐ６２蛋白水平变化；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｍａｄ３敲减胰腺癌细胞以及加ＨＣＱ后ＬＣ３、ｐ６２蛋白变化

图５　干预Ｓｍａｄ３表达后自噬蛋白ＬＣ３、ｐ６２蛋白水平降低
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２．６　敲除（敲减）Ｓｍａｄ３后通过 ｐ３８／ＭＡＰＫ通路影响
细胞凋亡

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组相比，在敲
减Ｓｍａｄ３的ＢｘＰＣ３细胞中ｐｐ３８显著上调（Ｐ＜０．０５，
图６Ａ），同时在敲除 Ｓｍａｄ３的胰腺癌细胞中 ｐｐ３８蛋
白水平也升高（Ｐ＜０．０５，图 ６Ｂ）。为了进一步证明
Ｓｍａｄ３通过ｐ３８通路调控自噬诱导细胞凋亡进行了回

补实验。外源过表达 Ｓｍａｄ３后发现 ＬＣ３、ｐ６２蛋白水
平能够回复（Ｐ＜０．０１，图 ６Ｃ），同时利用 ｐ３８抑制剂
ＳＢ２０３５８０处理胰腺癌细胞同样发现 ＬＣ３、ｐ６２蛋白水
平增加（Ｐ＜０．０１，图６Ｄ）。提示下调 Ｓｍａｄ３后胰腺癌
细胞生物学过程的改变，很有可能是通过 ｐ３８／ＭＡＰＫ
信号通路。
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图６　Ｓｍａｄ３通过ＭＡＰＫｐ３８信号通路影响细胞凋亡与自噬

（图６Ｄ、Ｅ续下页）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组（Ｓｃｒ）比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｍａｄ３敲减组比较
Ｄ：流式细胞仪检测外源过表达Ｓｍａｄ３后胰腺癌细胞凋亡情况变化；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ３８抑制剂ＳＢ２０３５８０及
ＳｈＳｍａｄ３慢病毒同时处理胰腺癌细胞４８ｈ后 ｐｐ３８、ＬＣ３、ｐ６２的蛋白变化

续图６　Ｓｍａｄ３通过ｐ３８／ＭＡＰＫ信号通路影响细胞凋亡与自噬

３　讨论

　　胰腺癌是一种恶性消化道肿瘤。由于早期没有特
别有效的诊断标志物，一经发现就已进入中晚期，５年
存活率极低。因此，相关的靶向治疗研究亟待开

展［２２－２３］。本研究发现 Ｓｍａｄ３在胰腺癌中高表达且与
患者的生存呈负相关，同时敲减 Ｓｍａｄ３后导致胰腺癌
细胞凋亡增加。结果提示 Ｓｍａｄ３对胰腺癌发生、发展

有重要的调控作用。研究表明植物类黄酮化合物影响

ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３和 ＴＧＦβ１／ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路调控
自噬，可以减轻肝脏纤维化［２４－２５］，同时发现 Ｓｍａｄ３能
促进自噬失调调控细胞溶酶体缺失［２６］，然而Ｓｍａｄ３在
胰腺癌中调控自噬与凋亡的机制尚不明确。本研究发

现干扰Ｓｍａｄ３通过激活 ｐ３８／ＭＡＰＫ信号通路诱导细
胞过度自噬，从而导致其凋亡增加。

　　自噬是维持细胞稳态的关键机制，也是一种高度

６７９１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



保守的生物学过程。通过对自身蛋白质和细胞器的降

解使细胞能够在极端环境下存活［２７］。因此，自噬调控

受阻将会导致许多疾病的发生［２８］。随着研究的深入，

发现自噬蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１基因在小鼠和人体中具有肿瘤
抑制作用，进一步说明自噬具有肿瘤抑制功能［２９］。由

于自噬在肿瘤的形成过程中具有双重作用，因此抑制

或诱导自噬途径对肿瘤的预防和治疗具有很大优势。

本研究发现 Ｓｍａｄ３能够增加自噬相关蛋白 ＬＣ３、ｐ６２
的表达，具有自噬抑制作用，进而促进胰腺癌的发生、

发展。因此，针对Ｓｍａｄ３的靶向研究将为胰腺癌治疗
提供新的思路。

　　细胞自噬与凋亡存在复杂的作用关系。自噬是细
胞凋亡所需的过程，然而过度自噬能够诱导细胞凋

亡［３０］。ｐ３８／ＭＡＰＫ是调控细胞自噬及凋亡过程的重
要信号通路。本研究发现干预 Ｓｍａｄ３的表达，ｐｐ３８
蛋白水平显著增加，而自噬蛋白 ＬＣ３、ｐ６２下调，同时
胰腺癌细胞凋亡也显著增加。结果提示靶向干预

Ｓｍａｄ３后，导致胰腺癌细胞过度自噬，进而诱导胰腺癌
细胞凋亡。用ｐ３８抑制剂 ＳＢ２０３５８０处理 Ｓｍａｄ３敲减
胰腺癌细胞相关蛋白的变化又能回复，进一步提示可

能通过ｐ３８／ＭＡＰＫ信号通路进行调节。
　　综上所述，本研究探讨了 Ｓｍａｄ３表达水平与胰腺
癌发生、发展以及患者生存的关系，结果表明 Ｓｍａｄ３
高表达与胰腺癌的发生、发展正相关，与患者生存负相

关。此外，Ｓｍａｄ３在胰腺癌细胞系中高表达，敲减（敲
除）Ｓｍａｄ３可明显促进胰腺癌细胞凋亡，且能上调 ｐ
ｐ３８蛋白的表达，同时下调 ＬＣ３、ｐ６２的表达。提示
Ｓｍａｄ３在胰腺癌发生、发展中发挥重要的促进作用，为
临床治疗胰腺癌提供新的靶点。Ｓｍａｄ３可作为胰腺癌
一个潜在的临床诊疗的生物标记物。
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［１１］ＭＵＯＺＭＤ，ＤＥＬＡＦＵＥＮＴＥＮ，Ｓ?ＮＣＨＥＺＣＡＰＥＬＯＡ．
ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ＧＡＢＡ
ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎＰａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．
ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２０，２１（２）：５９０．ＤＯＩ：１０．３３９０／
ｉｊｍｓ２１０２０５９０．

［１２］ＦＡＬＣＩＣＣＨＩＡＣ， ＴＯＺＺＩ Ｆ， ＡＲＡＮＣＩＯ Ｏ， ｅｔ ａｌ．
Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆｐ３８ ＭＡＰＫ ｉｎ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２０，２１（１６）：５６２４．ＤＯＩ：
１０．３３９０／ｉｊｍｓ２１１６５６２４．

［１３］ＴＩＡＮＸＤ，ＴＲＡＵＢ Ｂ， ＸＩＥ Ｘ Ｈ， ｅｔａｌ． Ｏｐｐｏｓｉｎｇ
ｏｎｃｏｇｅｎｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ
ａｌｐｈａａｎｄｂｅｔａｉｎｈｕｍａｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．
ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，２０２０，４０（１０）：５５４５－５５５６．ＤＯＩ：１０．
２１８７３／ａｎｔｉｃａｎｒｅｓ．１４５６７．

［１４］ＳＨＥＮＴ，ＨＵＡＮＧＺＨ，ＳＨＩＣＦ，ｅｔａｌ．Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ
ｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｔｈｒｏｕｇｈ
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ｔｈｅｐ３８ＭＡＰＫｍｅｄｉａｔｅｄｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．
ＦＡＳＥＢＪ，２０２０，３４（６）：８４４２－８４５８．ＤＯＩ：１０．１０９６／ｆｊ．
２０１９０２１８６Ｒ．

［１５］ＫＬＩＯＮＳＫＹＤＪ，ＰＥＴＲＯＮＩＧ，ＡＭＡＲＡＶＡＤＩＲＫ，ｅｔａｌ．
Ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｍａｊｏｒｈｕｍａｎｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，２０２１，４０
（１９）：ｅ１０８８６３．ＤＯＩ：１０．１５２５２／ｅｍｂｊ．２０２１１０８８６３．

［１６］ＫＯＣＡＴＵＲＫＮＭ，ＡＫＫＯＣＹ，ＫＩＧＣ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙａｓ
ａｍｏｌｅｃｕｌａｒｔａｒｇｅｔｆｏｒｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍ
Ｓｃｉ，２０１９，１３４（１）：１１６－１３７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｊｐｓ．
２０１９．０４．０１１．

［１７］ＯＮＯＲＡＴＩＡＶ，ＤＹＣＺＹＮＳＫＩＭ，ＯＪＨＡＲ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，２０１８，１２４（１６）：３３０７－

３３１８．ＤＯＩ：１０．１００２／ｃｎｃｒ．３１３３５．
［１８］ＬＩＪＢ，ＣＨＥＮＸ，ＫＡＮＧＲ，ｅｔａｌ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０２１，１７
（１１）：３２７５－３２９６．ＤＯＩ：１０．１０８０／１５５４８６２７．２０２０．
１８４７４６２．

［１９］ＹＡＭＡＭＯＴＯＫ，ＶＥＮＩＤＡＡ，ＹＡＮＯＪ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｐｒｏｍｏｔｅｓｉｍｍｕｎｅｅｖａｓｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｂｙｄｅｇｒａｄｉｎｇ
ＭＨＣＩ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０２０，５８１（７８０６）：１００－１０５．ＤＯＩ：
１０．１０３８／ｓ４１５８６０２０２２２９５．

［２０］ＬＩＷＭ，ＺＨＵＪＱ，ＤＯＵＪ，ｅｔａｌ．Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆ
ＬＡＭＰ２Ａｂｙｐ３８ＭＡＰＫｃｏｕｐｌｅｓＥＲｓｔｒｅｓｓｔｏｃｈａｐｅｒｏｎｅ
ｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０１７，８（１）：１７６３．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４６７０１７０１６０９ｘ．

［２１］ＭＯＤＩＳ，ＫＩＲＤ，ＢＡＮＥＲＪＥＥＳ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｂｉｏｌｏｇｙｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍ，２０１６，１１７（２）：２７９－２８８．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｃｂ．
２５２８４．

［２２］ＡＮＳＡＲＩＤ，ＴＩＮＧＳＴＥＤＴ Ｂ，ＡＮＤＥＲＳＳＯＮ Ｂ，ｅｔａｌ．
Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ：ｙｅｓｔｅｒｄａｙ，ｔｏｄａｙａｎｄｔｏｍｏｒｒｏｗ［Ｊ］．
ＦｕｔｕｒｅＯｎｃｏｌ，２０１６，１２（１６）：１９２９－１９４６．ＤＯＩ：１０．２２１７／
ｆｏｎ２０１６００１０．

［２３］ＭＣＧＵＩＧＡＮＡ，ＫＥＬＬＹＰ，ＴＵＲＫＩＮＧＴＯＮＲＣ，ｅｔａｌ．
Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ，
ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄ ｏｕｔｃｏｍｅｓ［Ｊ］． Ｗｏｒｌｄ Ｊ
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１８，２４（４３）：４８４６－４８６１．ＤＯＩ：１０．３７４８／

ｗｊｇ．ｖ２４．ｉ４３．４８４６．
［２４］ＬＩＵＮ，ＦＥＮＧＪ，ＬＵＸＹ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｒｈａｍｎｅｔｉｎｉｎｈｉｂｉｔｓｌｉｖｅｒ

ｆｉｂｒｏｓｉｓｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘｆｏｒｍａｔｉｏｎｖｉａｔｈｅＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３ａｎｄＴＧＦβ１／ｐ３８
ＭＡＰＫｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＭｅｄｉａｔｏｒｓＩｎｆｌａｍｍ，２０１９，２０１９：１－

１４．ＤＯＩ：１０．１１５５／２０１９／６１７５０９１．
［２５］ＪＩＪ，ＹＵＱ，ＤＡＩＷ Ｑ，ｅｔａｌ．Ａｐｉｇｅｎｉｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓｌｉｖｅｒ

ｆｉｂｒｏｓｉｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄ
ａｕｔｏｐｈａｇｙｖｉａＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３ａｎｄｐ３８／ＰＰＡＲαｐａｔｈｗａｙｓ
［Ｊ］．ＰＰＡＲＲｅｓ，２０２１，２０２１：１－１５．ＤＯＩ：１０．１１５５／
２０２１／６６５１８３９．

［２６］ＹＡＮＧＣ，ＣＨＥＮＸＣ，ＬＩＺＨ，ｅｔａｌ．ＳＭＡＤ３ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ａｕｔｏｐｈａｇｙｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｙｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇｌｙｓｏｓｏｍｅｄｅｐｌｅｔｉｏｎｉｎ
ｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０２１，１７（９）：２３２５－２３４４．ＤＯＩ：１０．１０８０／
１５５４８６２７．２０２０．１８２４６９４．

［２７］ＣＡＯＱＱ，ＹＯＵＸ，ＸＵＬＪ，ｅｔａｌ．ＰＡＱＲ３ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈｏｆｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｖｉａｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ＥＧＦＲｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０２０，１６（７）：
１２３６－１２４７．ＤＯＩ：１０．１０８０／１５５４８６２７．２０１９．１６５９６５４．

［２８］ＤＥＮＧＳ，ＳＨＡＮＭＵＧＡＭ Ｍ Ｋ，ＫＵＭＡＲ Ａ Ｐ，ｅｔａｌ．
Ｔａｒｇｅｔｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙｕｓｉｎｇｎａｔｕｒａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓｆｏｒｃａｎｃｅｒ
ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，２０１９，１２５（８）：１２２８－

１２４６．ＤＯＩ：１０．１００２／ｃｎｃｒ．３１９７８．
［２９］ＷＡＮＧＲＣ，ＷＥＩＹＪ，ＡＮＺＹ，ｅｔａｌ．Ａｋｔｍｅｄｉａｔｅｄ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｂｅｃｌｉｎ１
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１２，３３８（６１０９）：９５６－

９５９．ＤＯＩ：１０．１１２６／ｓｃｉｅｎｃｅ．１２２５９６７．
［３０］阚月一，王娅杰，李琦，等．肿瘤发展过程中自噬与凋

亡的相互作用［Ｊ］．中国比较医学杂志，２０１８，２８（２）：
１０６－１１２．ＤＯＩ：１０．３９６９．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１７８５６．２０１８．０２．０１９．
ＫＡＮＹＹ，ＷＡＮＧＹＪ，ＬＩＱ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ
ａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｕｒｉｎｇｔｕｍｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｃｈｉｎ
ＪＣｏｍｐＭｅｄ，２０１８，２８（２）：１０６－１１２．ＤＯＩ：１０．３９６９．ｊ．
ｉｓｓｎ．１６７１７８５６．２０１８．０２．０１９．

（收稿：２０２２０５１１；修回：２０２２０７０４）

（编辑　汪勤俭）
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