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肿瘤细胞通过上调ATG4D表达增强自噬而抵抗失巢凋亡

马晓壮，张越婷，孙梁博，闫小晶，杨明珍，连继勤  陆军军医大学（第三军医大学）药学与检验医学系临床生物
化学教研室，重庆

［摘要］ 目的 失巢凋亡抵抗（anoikis resistance，AR）是转移性肿瘤细胞所具备的关键特征，而自
噬水平增强则是引起AR的重要原因，自噬相关蛋白 4D（autophagy related 4D，ATG4D）是调控细胞自噬
的关键酶，本研究着重探讨肿瘤细胞是否通过上调 ATG4D 表达增强自噬而促进 AR 的作用及分子机
制。方法 将肝癌HepG2细胞和胃癌AGS细胞分为AR组和对照组。AR组用超低黏附细胞培养板悬
浮培养48 h，对照组用常规细胞培养板贴壁培养。Western blotting检测自噬标志蛋白Ⅱ型微管相关蛋白1
轻链 3（microtubule-associated protein 1 light chain 3 Ⅱ， LC3-Ⅱ）与 p62表达变化并进行定量分析。使用
30 μg/mL氯喹（chloroquine，CQ）处理对照组或AR组肿瘤细胞抑制细胞自噬，然后使用凋亡检测试剂盒
结合流式细胞术分析细胞凋亡水平变化。qRT-PCR结合Western blotting检测ATG4D的mRNA与蛋白
水平变化。在 AR 肿瘤细胞中通过脂质体法转染对照 siRNA 或 ATG4D siRNA，Western blotting 检测
ATG4D蛋白含量及自噬标志物LC3-Ⅱ与 p62表达变化，使用凋亡检测试剂盒结合流式细胞术分析细胞
凋亡水平变化。构建包含ATG4D基因启动子的报告质粒，将报告质粒分别转入对照组及AR组肿瘤细
胞，24 h后使用荧光素酶报告基因实验检测ATG4D基因启动子活性变化。使用放线菌素D（5 μg/mL）处
理对照组或AR组肿瘤细胞，分别于处理后 0、2、4、6、8 h收取细胞，通过 qRT-PCR检测ATG4D的mRNA
在不同时间点水平变化。使用环乙酰亚胺（50 μg/mL）处理对照组或AR组肿瘤细胞，分别于处理后0、2、
4、6、8 h收取细胞，通过 Western blotting 检测 ATG4D蛋白在不同时间点水平变化。结果 与对照组肿
瘤细胞相比，AR 组肿瘤细胞自噬水平显著增强，LC3-Ⅱ水平显著升高（P<0. 01），p62 水平明显降低
（P<0. 01）。使用CQ抑制自噬后，AR+CQ处理组肿瘤细胞的凋亡水平显著增加（P<0. 01）。qRT-PCR及
Western blotting检测发现，AR组肿瘤细胞中ATG4D mRNA与ATG4D蛋白水平较对照组均显著增强（P<
0. 01）。使用 ATG4D siRNA能够明显抑制 ATG4D的表达，并下调 LC3-Ⅱ表达水平、增强 p62表达水平、
促进 AR肿瘤细胞凋亡（P<0. 01）。与对照组肿瘤细胞相比，AR组肿瘤细胞中 ATG4D基因启动子活性
并无明显改变。经放线菌素D处理后，AR组肿瘤细胞在各处理时间点ATG4D 的mRNA表达量均显著
升高（P<0. 001），表明 ATG4D mRNA 的稳定性在 AR 肿瘤细胞中显著增强。经环乙酰亚胺处理后，AR
组肿瘤细胞在各处理时间点 ATG4D 的蛋白表达量无显著变化，表明 ATG4D蛋白的稳定性在 AR肿瘤
细胞中无明显变化。结论 ATG4D表达上调引起的自噬水平增强促进肿瘤细胞的AR。
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and enhanced autophagy is an important contributor to AR.  Autophagy-related 4D (ATG4D) is a key enzyme 
regulating autophagy.  This study aims to investigate whether tumor cells promote AR by upregulating ATG4D 
expression to enhance autophagy and elucidate the underlying molecular mechanisms.  
Methods　Hepatocellular carcinoma HepG2 cells and gastric cancer AGS cells were divided into an AR 
group and a control group.  The AR group was cultured in ultra-low adhesion plates for 48 h, while the control 
group was cultured in conventional plates.  Changes in the expression of autophagy markers LC3-Ⅱ and p62 
were determined by Western blotting.  Chloroquine (CQ, 30 μg/mL) was used to inhibit autophagy in control or 
AR tumor cells, followed by flow cytometry for apoptosis levels with an apoptosis detection kit.  The expression 
of ATG4D at mRNA and protein levels were assessed by qRT-PCR and Western blotting, respectively.  AR 
tumor cells were transfected with control siRNA or ATG4D siRNA using Lipofectamine.  Subsequently, the 
protein expression levels of ATG4D, LC3-Ⅱ and p62 were detected by Western blotting, and apoptotic rates were 
analyzed with flow cytometry.  A reporter plasmid containing the ATG4D promoter was constructed and 
transfected into control and AR tumor cells, respectively; after 24 h, luciferase reporter gene assay was 
employed to detect the changes in the activity of ATG4D promoter.  To assess cell stability, the control or AR 
tumor cells were treated with actinomycin D (5 μg/mL) or cycloheximide (50 μg/mL), and then harvested at 0, 
2, 4, 6, and 8 h after treatment.  The mRNA and protein levels of ATG4D were determined by qRT-PCR and 
Western blotting, respectively.  Results　Compared with the control tumor cells, the AR tumor cells showed 
significantly enhanced autophagy, with significantly elevated LC3-Ⅱ levels (P<0. 01) and markedly reduced 
p62 levels (P<0. 01).  Inhibition of autophagy using CQ significantly increased apoptosis in AR tumor cells (P<
0. 01).  qRT-PCR and Western blotting revealed significantly elevated ATG4D mRNA and protein levels in AR 
tumor cells compared with the control cells (P<0. 01).  ATG4D siRNA transfection significantly inhibited 
ATG4D expression, downregulated LC3-Ⅱ, upregulated p62, and promoted apoptosis in AR tumor cells (P<
0. 01).  ATG4D promoter activity did not differ significantly between AR and control tumor cells.  However, 
after actinomycin D treatment, ATG4D mRNA expression was significantly higher in AR tumor cells at all time 
points (P<0. 001), indicating enhanced mRNA stability.  In contrast, cycloheximide treatment showed no 
significant change in ATG4D protein levels over time in AR tumor cells, suggesting unaltered protein 
stability.  Conclusion　Enhanced autophagy caused by ATG4D upregulation promotes AR in tumor cells.  

［Key words］ autophagy-related 4D； autophagy； tumor cells； anoikis resistance
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恶性转移是影响恶性肿瘤预后的主要原因。在

转移过程中，肿瘤细胞脱离原位癌后首先必须在脉管

系统中存活，然后才能侵袭进入异位器官的基质层并

生长形成转移瘤［1］。正常状态下，细胞从原位组织脱

落进入血流后，由于外界输入的存活信号中断常引起

凋亡，即失巢凋亡（anoikis）［2］。但对失巢凋亡具有耐

受能力的肿瘤细胞能够延长其在非黏附状态下的生

存时间，从而有足够的时间迁移到继发部位，形成新

的转移灶［3］。因此，失巢凋亡抵抗（anoikis resistance，
AR）是转移性肿瘤细胞所具备的关键特征，AR的分子

机制也是肿瘤转移过程中的关键基础前沿科学问题，

针对这一问题进行深入研究对于预防或抑制肿瘤的

转移、提高肿瘤的治疗效果具有重要意义。

自噬（autophagy）是细胞维持自我稳态的一种重

要机制，它借助自噬体/溶酶体系统降解细胞内受损的

细胞器与蛋白质等成分来保证细胞内环境稳定并通

过回收利用降解产物促进细胞存活［4］。当细胞面临生

存压力（如失巢、化疗药物等）时，细胞内自噬水平增

加，从而增强细胞抗压能力，促进细胞存活，对细胞起

保护作用［5］。研究表明，自噬水平增强是转移性肿瘤

细胞AR的重要原因［6］。肿瘤细胞在失巢环境下通常

面临多种生存压力，在这些压力刺激下，肿瘤细胞中

的自噬水平显著升高，通过加强细胞分解代谢过程使

营养物质得到最大效率的循环利用，促进细胞存活，

而抑制自噬则可以促进肿瘤细胞的失巢凋亡［7］。但到

目前为止，肿瘤细胞究竟通过何种机制来增强自身的

自噬水平以抵抗失巢凋亡尚不明确。

自噬相关蛋白 4D（autophagy related 4D，ATG4D）
是半胱氨酸蛋白酶 ATG4 家族中的成员，其通过切割

回收自噬小体外膜上的标志蛋白Ⅱ型微管相关蛋白1轻
链 3（microtubule-associated protein 1 light chain 3 Ⅱ， 
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MAP1LC3-Ⅱ /LC3-Ⅱ）而密切参与自噬，被认为是调

控细胞自噬的关键酶［8］。ATG4D 被激活后可将锚定

在成熟自噬小体外膜上的LC3-Ⅱ切割回收，从而促进

自噬体与溶酶体的融合，加速细胞自噬过程［9］。研究

表明，ATG4D敲除的细胞中会蓄积大量的LC3-Ⅱ与自

噬小体，表明ATG4D在促进自噬流的通畅性方面发挥

重要作用［10］。已有研究发现，ATG4D在肝癌组织及细

胞中表达升高，而沉默ATG4D则可以抑制肝癌细胞的

增殖［11］。同时，ATG4D还密切参与了胶质瘤、子宫肌

瘤、胃癌、结肠癌、前列腺癌等多种肿瘤细胞的恶性生

长［12-13］。因此，ATG4D有望成为多种肿瘤治疗的新靶

标，但在肿瘤细胞的 AR过程中 ATG4D究竟发挥什么

作用目前尚不清楚。本研究的目的在于探讨ATG4D/
自噬信号通路在AR肿瘤细胞中的变化机制及意义。

1　材料与方法

1. 1　药品及试剂

DMEM 培养基（GIBCO），胎牛血清（HyClone），胰

蛋白酶（Invitrogen），RNA 提取试剂盒（BioFlux），自噬

相关基因及 GAPDH 引物（生工生物工程），qRT-PCR
试剂盒与逆转录试剂盒（TAKARA），青霉素/链霉素双

抗、蛋白定量试剂盒及 RIPA 裂解液（碧云天），PMSF
（Selleck），Lipofectamine 3000 Transfection Kit（Invitrogen），
GAPDH、ATG4D、LC3、p62 抗体（Proteintech），辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG（Bioworld），PVDF 膜

（Bio-Rad），凋亡检测试剂盒（BD），双荧光素酶报告基

因检测试剂盒（GeneCopoeia）。

1. 2　AR肿瘤细胞的培养

人肝癌细胞系 HepG2 与胃癌细胞系 AGS 由陆军

军医大学临床生物化学教研室提供。对照组细胞使

用含 10% 胎牛血清及双抗（青霉素 100 U/mL+链霉素

100 μg/mL）的 DMEM 培养基，在 37 ℃、5%CO₂条件下

采用标准培养皿贴壁培养。AR组肿瘤细胞使用相同

的培养基与培养条件采用超低黏附培养皿悬浮培养

48 h作为模型细胞。

1. 3　ATG4D基因的沉默

细胞经消化后以2×10⁵/孔的密度接种于6孔板，待

融合度达 70%~80%时，用对照 siRNA或ATG4D siRNA
转染。转染时将对应的 siRNA 与 Lipo3000 在 Opti-
MEM 培养基中混合，室温孵育 20 min，再将复合物加

入细胞培养孔中，轻轻混匀后放入 37 ℃培养箱。转染

24 h，通过Western blotting检测蛋白表达水平变化。

1. 4　自噬相关基因mRNA表达水平检测

收集对照组或AR组肿瘤细胞，PBS漂洗细胞后使

用 BioFlux 总 RNA 提取试剂盒按说明书操作提取

RNA。经紫外分光光度计检测，RNA 样品 OD260/OD280
严格控制在 1. 8~2. 1之间。后续逆转录及 qPCR 检测

分别参照GeneCopoeia试剂盒与 TAKARA试剂盒说明

书执行。qRT-PCR 扩增条件为 95 ℃ 40 s 预变性；

95 ℃ 15 s，60℃ 50 s循环反应，共 40个循环反应；4 ℃
保存。

1. 5　细胞自噬标志蛋白表达水平的测定

收集对照组或 AR 组肿瘤细胞。PBS 漂洗细胞

3 次，加入含 1 mmol/L RIPA 裂解液，冰上作用 5 min。
裂解液移入EP管后，4 ℃ 14 000×g离心5 min收集上清。

采用BCA法测定蛋白浓度（检测波长562 nm）。蛋白样

品经变性处理后取 20 μg 进行 SDS-PAGE 电泳（上层

胶：80 V 30 min；下层胶：120 V 60 min）。转膜采用恒

压 20 V 15 min，随后以 5%脱脂奶粉封闭 1. 5 h。一抗

孵育条件：兔抗人 ATG4D抗体（1∶1 000）、兔抗人 LC3
抗体（1∶1 000）、兔抗人 p62 抗体（1∶1 000）与 GAPDH
抗体（1∶10 000）4 ℃过夜；PBST洗涤 3次（10 min/次）。

二抗为辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG（1∶10 000），

室温孵育 1 h后经 PBST 洗膜 3次，最终显影分析蛋白

表达差异。

表1　相关基因的引物序列

Table 1　Primer sequences for qRT-PCR

Genes
DRAM1

ATG4D

ULK1

ATG10

ATG7

ATG2B

EI24

ATG16L1

ATG101

ATG9A

Primer sequences （5'→3'）
Forward： TGCCTGCTGATGGACTTCCT
Reverse： GGTGGTGGTGTTGATGTTGG
Forward： GACCTGCTGACCTTCATCGC
Reverse： TCCAGCTTCTTGGTCTTGGC
Forward： GAGCTGCTGATGGACTTCCT
Reverse： GGTGGTGGTGTTGATGTTGG
Forward： ATGAGCTCGAGTGTCCTGGA
Reverse： CTCCCACTTACGACAAGAGT
Forward： GCTGCTGATGGACTTCCTCA
Reverse： GGTGGTGTTGATGTTGGTGG
Forward： CAGCTGCTGATGGACTTCCT
Reverse： GGTGGTGGTGTTGATGTTGG
Forward： GACCTGCTGACCTTCATCGC
Reverse： TCCAGCTTCTTGGTCTTGGC
Forward： GAGCTGCTGATGGACTTCCT
Reverse： GGTGGTGGTGTTGATGTTGG
Forward： ATGAGCTCGAGTGTCCTGGA
Reverse： CTCCCACTTACGACAAGAGT
Forward： CAGCTGCTGATGGACTTCCT
Reverse： GGTGGTGGTGTTGATGTTGG
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1. 6　流式细胞术检测细胞凋亡

将对照组或 AR 组肿瘤细胞用 30 μg/mL 氯喹

（Chloroquine，CQ）处理 24 h，然后收集细胞进行凋亡

水平分析。采用凋亡检测试剂盒进行检测：收集对照

组或AR组肿瘤细胞，800×g离心 5 min收集细胞，预冷

PBS洗涤2次后重悬。每样本加入100 μL 1×结合缓冲

液、2 μL FITC标记的Annexin V及2 μL碘化丙啶，混匀

后室温避光孵育15 min，流式细胞仪检测凋亡率。

1. 7　双荧光素酶报告基因实验检测 ATG4D 基因启动

子活性

从 HepG2 细胞基因组中通过 PCR 方法扩增获得

ATG4D基因启动子片段（上游引物序列：5'-TTGGATC-

ACACCCTCATTC-3'；下 游 引 物 序 列 ：5'-GACTAG-

TGTGACCTCCGG-3'），将扩增片段克隆至报告质粒

pGL-basic中，重组质粒经鉴定后分别转染至HepG2与

AGS细胞中，贴壁或悬浮培养 24 h后使用双荧光素酶

报告基因检测试剂盒分别检测各组报告基因活性，量

化为萤火虫荧光素酶活性值与海肾荧光素酶活性值

的比值，并分别与对照组比较计算差异倍数。

1. 8　qRT-PCR检测ATG4D mRNA稳定性

将细胞贴壁或悬浮培养 48 h，在培养基中添加放

线菌素D，终浓度为 5 μg/mL，分别于处理后 0、2、4、6、
8 h 收取细胞，提取 RNA 后 qRT-PCR 检测 ATG4D 的

mRNA在不同时间点水平变化。

1. 9　Western blotting检测ATG4D蛋白稳定性

将细胞贴壁或悬浮培养 48 h，在培养基中添加环

乙酰亚胺，终浓度为 50 μg/mL，然后于不同时间点（0、
2、4、6、8 h）收集细胞，提取总蛋白后，通过 Western 
blotting 检测 ATG4D 蛋白水平变化，并经灰度扫描后

进行定量分析。

1. 10　统计学分析

所有数据均为 3次独立实验得到，采用 x̄±s表示，

通过 GraphPad Prism 9. 0统计软件进行单因素方差分

析，P<0. 05表示差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　AR肿瘤细胞中自噬水平显著升高

Western blotting 结果显示（图 1），与对照组相比，

AR组肿瘤细胞中LC3-Ⅱ水平显著升高（P<0. 05），p62
水平明显降低（P<0. 05），表明 AR 肿瘤细胞中自噬水

平显著升高。

2. 2　抑制自噬可以显著增强肿瘤细胞的失巢凋亡

水平

为探究自噬对肿瘤细胞失巢凋亡水平的影响，将

AR组细胞用自噬抑制剂氯喹处理后使用流式细胞术

分析细胞凋亡率，结果显示，与 AR组相比，AR+CQ处

理组肿瘤细胞的凋亡水平显著增强（P<0. 05，图2）。

2. 3　ATG4D在AR肿瘤细胞中表达水平显著升高

为进一步分析肿瘤细胞AR过程中发挥关键作用

的自噬相关基因，qRT-PCR 检测 mRNA 表达水平，结

果发现，与对照组相比，AR组肿瘤细胞 ATG4D基因上

调最明显（P<0. 05，图3）。Western blotting 检测蛋白水

平，结果发现，与对照组相比，AR 组肿瘤细胞 ATG4D
蛋白水平也明显上调（P<0. 05，图 4），表明 ATG4D 在

AR肿瘤细胞中表达水平显著升高。

2. 4　沉默 ATG4D 可以显著降低肿瘤细胞的自噬水平

与AR能力

为进一步明确 ATG4D 表达水平升高在肿瘤细胞

AR 中的意义，用 siRNA 沉默 AR 肿瘤细胞中 ATG4D，

Western blotting 结果发现，与对照 siRNA 相比，ATG4D 
siRNA能明显抑制肿瘤细胞LC3-Ⅱ表达而增强 p62表

达（P<0. 05，图 5A），表明沉默 ATG4D 显著降低 AR 细

胞的自噬水平；流式细胞术结果发现，与对照 siRNA
相比，ATG4D siRNA能显著增强AR细胞的凋亡水平，

即沉默ATG4D可抑制其AR能力（P<0. 05，图5B）。

2. 5　失巢环境不影响ATG4D基因启动子活性

由于ATG4D的mRNA和蛋白水平在AR肿瘤细胞
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图1　对照组与AR组肿瘤细胞中p62、LC3表达水平

Figure 1　Expression levels of p62 and LC3 in control and anoikis resistance （AR） tumor cells
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Figure 2　Autophagy inhibition by chloroquine （CQ） significantly enhances apoptosis of AR tumor cells
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Figure 3　The mRNA levels of ATG4D are significantly increased in AR tumor cells
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Figure 4　The protein level of ATG4D is significantly increased in AR tumor cells
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中均显著上调，为进一步分析其表达上调的可能机

制，通过报告基因实验检测发现，与对照组相比，AR
组肿瘤细胞的 ATG4D 基因启动子活性并无显著变化

（图 6），说明 ATG4D 的 mRNA 和蛋白水平上调不是因

转录水平增强所导致的。

2. 6　失巢环境增强了ATG4D mRNA的稳定性

为进一步分析 ATG4D 表达上调的机制，ATG4D 
mRNA 稳定性检测发现，与对照组相比，AR组肿瘤细

胞 ATG4D mRNA 的稳定性显著增强（P<0. 05，图 7），

这一结果提示，失巢环境下肿瘤细胞中 ATG4D mRNA
的稳定性增强是导致其表达增强，进而引起自噬水平

增加及AR的重要因素。

2. 7　失巢环境不影响ATG4D蛋白的稳定性

为进一步分析蛋白质稳定性对 ATG4D 表达上调

的影响，ATG4D蛋白稳定性检测发现，与对照组相比，

AR 组肿瘤细胞的 ATG4D 蛋白稳定性无显著变化（图

8），这一结果提示，失巢环境下肿瘤细胞中 ATG4D蛋

白的表达上调主要是由其mRNA的稳定性增强所致，

而与ATG4D蛋白的稳定性变化关系不大。

3　讨论

3. 1　保护性自噬水平升高可能是导致肿瘤细胞 AR
的普遍机制

肿瘤细胞在转移过程中进入循环系统时必须在

没有合适细胞外基质（extracellular matrix，ECM）黏附

的情况下生存下来并不断增殖。在正常细胞中，缺乏

合适ECM黏附的细胞就会发生凋亡，即失巢凋亡。肿

瘤细胞可以通过多种方式来抵抗失巢凋亡，如细胞黏

附因子的改变、上皮-间质转化（epithelial-mesenchymal 
transition，EMT）、抗凋亡途径的结构性激活、氧化应激

的调节以及能量代谢的调节（如自噬）［14］等。研究表
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图6　失巢环境不影响ATG4D基因启动子活性

Figure 6　ATG4D promoter activity is not affected by anoikis
 environment
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图5　沉默ATG4D显著降低AR肿瘤细胞的自噬水平与AR能力

Figure 5　Silencing ATG4D significantly reduces autophagy and AR in AR tumor cells
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明，自噬是肿瘤细胞抵抗失巢凋亡的重要机制。如在

胃癌细胞中，circSPECC1 和生长分化因子 15（growth 
differentiation factor 15，GDF15）可上调保护性细胞自

噬水平而促进 AR，而抑制这种信号而促进胃癌细胞

凋亡并抑制转移［15-16］；在前列腺癌中，CircCEMIP 和

ATF4/CEMIP/PKCalpha信号通路的激活也可增强保护

性细胞自噬水平而促进AR［17-18］。一种新型芴衍生物

MSDF则可通过降低ROS与保护性自噬而抑制肝癌细

胞的转移［19］。本研究结果也表明，在 AR 的肝癌

HepG2和胃癌AGS细胞中自噬水平显著升高，而抑制

自噬则可以促进肿瘤细胞凋亡，提示保护性自噬水平

升高可能是导致肿瘤细胞AR的普遍机制。

3. 2　肿瘤细胞可能通过上调 ATG4D以增强保护性自

噬水平获得抗失巢凋亡能力

自噬过程受到多个自噬相关基因的严密调控，且

多个自噬相关基因与肿瘤细胞AR密切相关。自噬关

键调节分子 mTORC1 可通过介导双相机械反应而协

调黏附依赖性细胞生长和失巢凋亡抗性［20］。肿瘤细

胞依赖 integrin-GSK3β-FTO-mTOR 信号轴黏附生长，

而AR肿瘤细胞则能抑制该信号轴而增强保护性自噬

水平。在肝癌细胞中，表达下调的 miR-30a 导致其靶

基因BECN1和ATG5表达上调而增强保护性自噬并引

起AR［21］。细胞外酸性 pH环境还可通过AMPK/mTOR
途径促进HCC细胞的自噬而引起AR［7］。但到目前为
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A and B： mRNA levels of ATG4D in control or AR tumor cells of HepG2 （A） and AGS （B） by qRT-PCR after treatment with actinomycin D 
（5 μg/mL） for 0， 2， 4， 6， and 8 h

图7　失巢环境增强ATG4D mRNA的稳定性

Figure 7　ATG4D mRNA stability is enhanced by anoikis environment
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A and B： Protein levels of ATG4D in control or AR tumor cells of HepG2 （A） and AGS （B） by Western blotting after treatment with 
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图8　失巢环境不影响ATG4D蛋白的稳定性

Figure 8　Protein stability of ATG4D is not affected by anoikis environment
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止，尚未有 ATG4D调控肿瘤细胞 AR的相关报道。在

自噬小体的生成阶段，半胱氨酸蛋白酶ATG4D首先会

对细胞质中游离的 LC3 前体（pro-LC3）进行识别与切

割，由此生成 LC3-I。随后，在 ATG3、ATG7 等分子介

导的类泛素化修饰作用下，LC3-I 会与磷脂酰乙醇胺

（phosphatidylethanolamine，PE）发生共价结合，经酯化

后转化为定位于膜结构上的 LC3- Ⅱ。与此同时，

ATG4D还具备逆向调控功能，它能够对LC3-Ⅱ进行切

割使其去酯化，将多余的 LC3-Ⅱ回收利用，进而推动

膜融合过程，助力自噬小体的形成［22］。因此，ATG4D
主要依靠对 LC3酯化与去酯化过程的双向调控，来促

进自噬小体生成，最终实现细胞自噬水平的提升。本

研究发现，相较于常规贴壁培养的肿瘤细胞，处于失

巢培养状态的肿瘤细胞中，ATG4D的表达量呈现显著

上升趋势。进一步的功能验证显示，当利用技术手段

沉默ATG4D表达后，肿瘤细胞的自噬过程受到明显抑

制，同时失巢凋亡效应被显著增强。这一结果表明，

肿瘤细胞可通过上调ATG4D的表达，强化保护性自噬

作用，以此抵御失巢凋亡，进而为其转移进程提供

助力。

3. 3　肿瘤细胞可能通过增强 ATG4D mRNA 的稳定性

上调ATG4D表达

引起基因表达上调的机制涉及表观遗传修饰、转

录调控、转录后调控、翻译调控和翻译后调控等多个

环节［23］。在深入探讨AR肿瘤细胞中ATG4D表达上调

机制这一基本科学问题时，本研究发现，失巢环境并

不能增强 ATG4D 基因的启动子活性，也不能增加

ATG4D蛋白的稳定性，但却显著增强了ATG4D mRNA
的稳定性。导致 mRNA 的稳定性增强的可能机制也

有多种，如 miRNA 可促进特定 mRNA 降解，当该

miRNA 表达水平降低时则可增强对应 mRNA 的稳定

性，肝癌细胞中就有 miR-30a 表达下调而导致其靶基

因 BECN1 和 ATG5 表达上调的报道［21］；mRNA 的稳定

性还受到其分子中m6A修饰水平的影响，如甲基转移

酶 FTO 介导的 mTOR mRNA 分子中 m6A 修饰可降低

其稳定性［20］；此外，mRNA 的稳定性也受到一些 RNA
结合蛋白及核酸酶的影响［24］。因此，ATG4D mRNA的

稳定性既可能受到相关 miRNA 如 miR-101 水平的影

响［25］，也可能与其本身的 m6A修饰水平有关，但究竟

是哪一种机制导致AR肿瘤细胞中ATG4D mRNA稳定

性增强尚需通过进一步研究确定。

综上所述，ATG4D表达升高所引起的保护性自噬

水平增强可能是导致肿瘤细胞 AR 的重要机制，降低

ATG4D的表达可增强肿瘤细胞的失巢凋亡，但在研究

中也发现还存在多个自噬相关基因的表达水平受到

失巢环境的影响，它们在 AR 肿瘤细胞中是否发挥及

发挥多大作用尚不清楚，导致 AR 肿瘤细胞中 ATG4D 
mRNA稳定性增强的机制是什么也尚需进一步探讨，

如何有效地靶向抑制AR肿瘤细胞中ATG4D也是需要

实际解决的问题。因此 ATG4D 有望成为一种潜在的

靶向治疗分子，靶向这一分子可以抑制肿瘤细胞 AR
和转移，在肿瘤的生物治疗中具有重要意义。
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