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♦特邀栏目♦

罂粟碱通过调节自噬对肝癌细胞放射敏感性的影响*

韦可璇,张华颖,林春香,宋秋露,赵 伟**

(广西医科大学附属武鸣医院放疗科,广西南宁 530199)

摘要:为探究罂粟碱(Papaverine,PPV)和细胞自噬在原发性肝癌放射敏感性中的作用机理,将肝癌 HepG2、

Huh7细胞进行X射线照射,并将细胞分为阴性对照(NC)组、罂粟碱(PPV)组、单纯照射(IR)组,然后采用

CCK8实验检测细胞的增殖情况,划痕实验检测细胞迁移情况,克隆形成实验检测细胞放射敏感性,实时定量

PCR
 

(RTPCR)实验检测LC3B、ATG7
 

mRNA表达情况,蛋白免疫印迹(Western
 

blot)实验检测自噬相关标

志物LC3B、p62、pPI3K/PI3K、pAKT/AKT、pmTOR/mTOR蛋白表达情况。研究结果显示,与 NC组相

比,罂粟碱对肝癌HepG2和Huh7细胞的增殖有明显的抑制作用(P<0.05),并可以抑制肝癌细胞的迁移能

力(P<0.05),显著降低肝癌细胞LC3B、ATG7
 

mRNA的表达水平(P<0.05)和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的蛋白表达,
提高p62、pPI3K、pAKT和pmTOR的蛋白表达。此外,罂粟碱还可以提高肝癌细胞的放射治疗(RT)效果。
上述结果表明罂粟碱通过PI3K/AKT/mTOR通路抑制HepG2、Huh7细胞自噬,从而抑制肝癌细胞的增殖和

迁移能力,并提高肝癌细胞放射敏感性。
关键词:罂粟碱;肝癌;自噬;放射敏感性;增殖;迁移
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  根据全球癌症数据资料统计,原发性肝癌已经成

为全球第三大癌症相关死亡原因,仅位于肺癌和结直

肠癌之后,且其发病率在发展中国家尤甚,年新增病

例达到906
 

000例,死亡830
 

000例[1]。作为肝癌的

主要治疗手段之一,放射治疗(RT)在肝癌的治疗中

发挥着不可或缺的作用[2]。自噬是一条与溶酶体相

关的保守通路,在细胞质内受损蛋白质、大分子、细胞

器的降解过程中发挥着不可或缺的作用[3]。癌症中

的自噬已被证明既可以作为肿瘤抑制因子,也可以作

为促进剂,而抑制自噬通常可以增加放射治疗的敏感
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性。近 年 来 的 研 究 发 现,罂 粟 碱 (Papaverine,

PPV)———一种从罂粟中分离得到的生物碱,在包括

乳腺癌、前列腺癌、结直肠癌等多种肿瘤中都显示了

其选择性的抑制作用[47]。但目前罂粟碱与自噬在肝

癌细胞中的作用以及具体机制尚未完全清晰。故本

研究拟探讨罂粟碱和自噬对肝癌细胞增殖、迁移能力

及其放射敏感性的影响及内在分子作用机制,为提高

肝癌放射治疗效果提供新方式和新思路。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

  人肝癌细胞HepG2和Huh7购自中南大学湘雅

医学院。盐酸罂粟碱购自中国食品药品检定研究院。
微管相关蛋白轻链3

 

(LC3B)抗体、选择性自噬接头

蛋白1(SQSTM1/p62)抗体购自美国 Abcam 公司;
磷脂酰肌醇3激酶(PI3K)抗体、磷酸化磷脂酰肌醇

3激酶(pPI3K)抗体、AKT抗体、pAKT抗体、哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)抗体、磷酸化哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白(pmTOR)购自美国Cell
 

Signa-
ling

 

Technology公司;BCA蛋白浓度测定试剂盒、

RIPA裂解液、山羊抗兔lgG(H+L)和驴抗兔lgG
(H+L)均购自上海碧云天生物技术有限公司;βac-
tin

 

购自美国Santa
 

Cruz
 

公司;DMEM 高糖培养基

(10566016)、FBS(A3161001)购自美国 GIBCO 公

司;青霉素和链霉素混合液、PBS
 

缓冲液购自北京索

莱宝科技有限公司;ECL化学发光试剂盒(34577)购
自美国Thermo

 

Scientific公司。LC3B、ATG7引物

购自生工生物工程(上海)股份有限公司。逆转录酶、

TB
 

Green 
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM Ⅱ (Tli
 

RNaseH
 

Plus)购自日本TaKaRa公司。X射线辐射装置购自

瑞典
 

Elekta
 

公司。酶标仪购自BioTek公司,CCK8
试剂 购 自 日 本 同 仁 公 司。细 胞 计 数 仪 购 自 美 国

Thermo
 

Scientific公司。微量核酸蛋白浓度测定仪

购自美国Thermo
 

Scientific公司。

1.2 细胞培养与分组

  在肝癌细胞HepG2和Huh7培养瓶中加入含有

1%双抗和10%血清的DMEM 高糖培养基(完全培

养基),在含有5%
 

CO2 的37
 

℃恒温培养箱中培养。
显微镜下每日观察细胞的生长情况,当细胞密度达到

培养瓶面积70%左右时,添加0.25%的胰酶EDTA
消化1-3

 

min后以1∶3的比例进行传代。

  将处于对数生长期的HepG2和Huh7细胞随机

分为阴性对照(NC)组、罂粟碱(PPV)组、X射线照射

(IR)组。阴性对照组为完全培养基,药物浓度为0
 

μmol/L,照射组照射视野为40
 

cm×40
 

cm。处理后

的细胞放置于37
 

℃的恒温箱中培养24
 

h,经胰酶消

化后用巴氏吸管收集细胞用于后续研究。

1.3 CCK8
 

实验

  取处于对数生长期的细胞,加入完全培养基重悬

细胞后取100
 

μL/孔(每孔约2
 

000个细胞)均匀接种

于6个
 

96
 

孔板中,置于37
 

℃恒温培养箱中继续培养

24
 

h后弃上清液。取一个96孔板加入含不同浓度

罂粟碱(0、2、4、6、8、10、12、14、16、20
 

μmol/L)的完

全培养基100
 

μL,置于37
 

℃恒温培养箱中培养,分
别在培养24、48、72

 

h后于每孔加10
 

μL的CCK8溶

液,避免出现气泡,避光置于37
 

℃恒温培养箱中孵育

2
 

h后用酶标仪检测细胞的吸光度(OD450)。另取5
个96孔板,每个板设对照组和8

 

μmol/L罂粟碱组,
即分别加入100

 

μL完全培养基和含8
 

μmol/L罂粟

碱的完全培养基,然后将5个96孔板分别按0、2、4、

6、8
 

Gy的剂量用X射线照射,置于37
 

℃恒温培养箱

培养24
 

h后,同上述实验加入CCK8溶液后测量吸

光度。每组实验重复3次。根据公式计算细胞存活

率:细 胞 存 活 率 (%)= (实 验 组 OD450/对 照 组

OD450)×100%。

1.4 划痕实验

  取处于对数生长期的细胞,经胰酶消化后用完全

培养基重悬至细胞浓度为3×105
 

cell/mL,取70
 

μL
菌悬液接种于划痕插件小孔中,置于37

 

℃恒温培养

箱培养24
 

h后加入8
 

μmol/L罂粟碱,置于37
 

℃恒

温培养箱24
 

h,更换新鲜低血清培养基(即完全培养

基中血清浓度调整为2%)。垂直拔掉罂粟碱组与对

照组的划痕插件,在37
 

℃恒温培养箱中分别孵育0
 

h
和24

 

h后使用显微镜观察拍照。使用ImageJ
 

软件

测定划痕面积。

1.5 克隆形成实验

  取对数生长期的 HepG2和 Huh7细胞,用胰酶

进行消化,在37
 

℃、1
 

000
 

r/min的条件下离心5
 

min
后去除上清液,加入1

 

mL完全培养基重悬形成单细

胞悬浮液,使用细胞计数仪计算细胞数目,并将细胞

的浓度调节为1×105 个/mL。取10块6孔板,用巴

氏吸管向每个孔内加入2
 

mL完全培养基,然后在5
块6孔板的孔内分别加入3.5、4.0、6.0、8.0、10.0

 

μL浓度为1×105 个/mL的 HepG2细胞悬液,使孔

内细胞个数分别为350、400、600、800、1
 

000个;在另

5块6孔板的孔内分别加入6.0、7.0、8.0、10.0、12.0
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μL浓度为1×105 个/mL的Huh7细胞悬液,使孔内

细胞个数分别为600、700、800、1
 

000、1
 

200个;每组

3个复孔。将细胞置于37
 

℃恒温培养箱中培养,待
细胞贴壁后弃置旧培养基,NC组加入2

 

mL完全培

养基,PPV组加入2
 

mL含有8
 

μmol/L罂粟碱的完

全培养基,以不同的照射剂量(0、2、4、6、8
 

Gy)照射

细胞后置于37
 

℃培养箱中继续培养12
 

d。随后,用
 

PBS缓冲液缓慢清洗细胞2次,每孔加入4%多聚甲

醛固定30
 

min,弃去固定液,加入500
 

μL结晶紫染

色液染色30
 

min,用PBS缓冲液清洗细胞后静置使

其自然干燥,拍照记录,并在显微镜下统计克隆数大

于50的细胞群落数,计算不同照射剂量下细胞的存

活分数。细胞生存分数=处理组的克隆形成率/对照

组的克隆形成率;克隆形成率=细胞克隆数/细胞接

种数。最 后,利 用 单 击 多 靶 模 型
 

y =1- [1-
exp(-k×x)

 

]N 拟合剂量生存曲线,其中,N 指细

胞内所含的放射敏感区域数,即靶数,也是表示放射

敏感性相关的参数,是存活曲线直线部分的延长线与

纵轴相交处的数值;k为曲线的斜率。

1.6 蛋白免疫印迹(Western
 

blot)
 

  取对数生长期的细胞经胰酶消化后,在37
 

℃、

1
 

000
 

r/min的条件下离心5
 

min后去除上清液,使
用RIPA裂解液裂解并提取蛋白,使用BCA蛋白浓

度测 定 试 剂 盒 测 定 蛋 白 浓 度,使 用 SDSPAGE
 

(12%)电 泳 分 离 蛋 白,然 后 进 行 转 膜,接 着 使 用

TBST清洗PVDF膜5
 

min,重复3次,再用快速封

闭液封闭15
 

min,加入LC3B(1∶2
 

000)、p62(1∶
2

 

000)、AKT/pAKT
 

(1∶2
 

000)、PI3K/pPI3K
 

(1∶2
 

000)、mTOR/pmTOR(1∶2
 

000)、βactin
(1∶1

 

000)一抗,4
 

℃孵育过夜,TBST清洗3次后加

入相应二抗,室温孵育1
 

h后用化学发光试液显色,
最后用ImageJ进行定量分析。

1.7 实时定量PCR
 

(RTPCR)

  取对数生长期的 HepG2和 Huh7细胞,使用胰

酶消化后离心去除上清液,加入1
 

mL的 Trizol溶

液,吸吹混匀至无明显沉淀,冰上静置5
 

min以充分

裂解。往离心管中加入氯仿200
 

μL,低速振荡15
 

s,
室温静置8

 

min,4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心10
 

min,用
吸管将最上层液相吸取转移至新的1.5

 

mL离心管

中,加入异丙醇500
 

μL,颠倒混匀,室温下静置10
 

min,4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心15
 

min,弃上清液,沉淀

即为RNA沉淀;加入75%
 

DEPC处理乙醇混合液

1
 

mL,温 和 振 荡 以 悬 浮 并 漂 洗 沉 淀,4
 

℃、7
 

500
 

r/min离心10
 

min,去除上清液后置超净台自然干

燥;加入30
 

μL的DEPC处理水溶解RNA,置于冰

上;取2
 

μL
 

RNA溶液在核酸蛋白浓度纯度测定检测

仪上检测,记录OD260/OD280 数值和RNA浓度。加

入逆转录酶将RNA逆转录为cDNA,加入相应引物

和TB
 

Green、无酶水置于PCR扩增仪进行PCR扩

增,获得 RTPCR的扩增曲线和溶解曲线。采用

2-△△Ct 法分析数据,目的基因表达量均以对应的内

参βactin表达量作为校正标准。

1.8 统计学方法

  采用SPSS
 

17.0和GraphPad
 

Prism
 

8.0进行统

计分析作图。采用单因素方差分析或独立性t检验

进行数据组间显著性分析,P<0.05表示有统计学

意义。

2 结果与分析

2.1 罂粟碱对肝癌细胞HepG2、Huh7增殖的影响

  采用CCK8法检测细胞的增殖情况,结果如图1
所示。罂粟碱可以抑制肝癌细胞HepG2、Huh7的增

殖,且其抑制作用呈剂量和时间依赖性。在药物浓度

为8
 

μmol/L且处理24
 

h后,罂粟碱对 HepG2和

Huh7细胞的抑制率分别为10.72%和16.45%。考

虑到罂粟碱对细胞表现出剂量和时间依赖性的抑制

作用,且本实验观察的重点在于药物对自噬的作用,
后续还会引入照射的因素,会对细胞产生影响,如果

药物浓度过大,细胞死亡太多,不利于后续实验的进

行,故接下来采用8
 

μmol/L的药物浓度。

  通 过 光 学 显 微 镜 观 察 经 罂 粟 碱 处 理 后 的

HepG2、Huh7细胞数量、形态。结果显示,与对照组

相比,罂粟碱组在各个时间点的细胞数量明显减少,
但形态未见明显变化(图2)。这也侧面印证罂粟碱

可以抑制HepG2、Huh7细胞的增殖能力。

2.2 罂粟碱对肝癌细胞 HepG2、Huh7迁移能力的

影响

  划痕实验结果显示,对照组的划痕面积明显小于

罂粟碱组。尤其是 Huh7细胞,与0
 

h比较,24
 

h对

照组的愈合面积达到9.28%,但8
 

μmol/L罂粟碱组

的愈合面积为仅为5.14%(图3)。表明罂粟碱可以

抑制肝癌细胞HepG2、Huh7的迁移能力。
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图1 罂粟碱对肝癌细胞 HepG2、Huh7增殖的抑制效果

Fig.1 Inhibitory
 

effect
 

of
 

papaverine
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

hepatoma
 

cells
 

HepG2
 

and
 

Huh7

图2 罂粟碱(8
 

μmol/L)对肝癌细胞 HepG2、Huh7数量和形态的影响(标尺=100
 

μm)

  Fig.2 Effect
 

of
 

papaverine
 

(8
 

μmol/L)on
 

the
 

number
 

and
 

morphology
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells
 

HepG2
 

and
 

Huh7
(scale=100

 

μm)
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Compared
 

with
 

control,*P<0.05,**P<0.01.
图3 罂粟碱(8

 

μmol/L)对肝癌细胞 HepG2、Huh7迁移能力的抑制效果

Fig.3 Inhibitory
 

effect
 

of
 

papaverine
 

(8
 

μmol/L)
 

on
 

migration
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells
 

HepG2
 

and
 

Huh7
2.3 罂粟碱对HepG2、Huh7细胞自噬的影响

  为了明确罂粟碱对细胞自噬的影响,采用RT
PCR检验给药前后 HepG2和 Huh7细胞内自噬标

志物LC3B和 ATG7在 mRNA表达水平的变化情

况。结果显示,与对照组相比,LC3B和 ATG7 在

mRNA表达水平均显著下降[图4:(a)(b)]。为了

进一步证明以上结果,采用 Western
 

blot实验检测

LC3B和p62蛋白表达的变化情况,结果显示,给药

后LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达量明显下降,而p62表达量明

显升高[图 4(c)]。上 述 结 果 表 明 罂 粟 碱 处 理 后

HepG2和Huh7细胞自噬水平下调。

Compared
 

with
 

control,**P<0.01,***P<0.001.
图4 罂粟碱(8

 

μmol/L)对肝癌细胞 HepG2、Huh7自噬的抑制效果

Fig.4 Inhibitory
 

effect
 

of
 

papaverine
 

(8
 

μmol/L)
 

on
 

autophagy
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells
 

HepG2
 

and
 

Huh7
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2.4 罂粟碱对肝癌细胞 HepG2、Huh7放射敏感性

的影响

  为了研究罂粟碱对肝癌细胞放射敏感性的影响,
进行了CCK8实验。结果表明,采用不同放射剂量的

X射线照射后,与对照组相比,罂粟碱组 HepG2、

Huh7细胞的增殖能力明显受到抑制[图5:(a)(b)]。
进一步采用克隆形成实验验证,结果表明,在不同照

射剂量下,罂粟碱组克隆形成的数目均少于对照组

[图5:(c)(d)],由剂量存活曲线可以看出,罂粟碱组

细胞的存活分数显著低于对照组[图5:(e)(f)],说明

罂粟碱可以协同放射治疗发挥抗肿瘤作用。两组的

放射生物学参数如表1所示,对于HepG2细胞,罂粟

碱组对于对照组的放射增敏比(Sensitization
 

En-
hancement

 

Ratio,SER)为 D0 (NC 组 )/D0
 

(PPV组)=1.36;对于 Huh7细胞,两组的SER为

1.20。表明与对照组相比,罂粟碱组细胞对放射线更

为敏感,罂粟碱具有在体外增加 HepG2、Huh7细胞

放射敏感性的作用。

  Compared
 

with
 

control,*
 

P<0.05,***P<0.001.+
 

indicates
 

the
 

use
 

of
 

papaverine,that
 

is,the
 

treatment
 

group
 

(PPV),-
 

indicates
 

that
 

papaverine
 

is
 

not
 

used,that
 

is,the
 

control
 

group
 

(NC).
图5 罂粟碱(8

 

μmol/L)对肝癌细胞 HepG2、Huh7放射敏感性的影响

Fig.5 Effect
 

of
 

papaverine
 

(8
 

μmol/L)
 

on
 

radiosensitivity
 

of
 

hepatoma
 

cells
 

HepG2
 

and
 

Huh7

2.5 罂粟碱对辐射引起的 HepG2、Huh7细胞自噬

的影响

  当使用不同照射剂量时,细胞存活分数随着放射

剂量升高而下降,照射剂量为8
 

Gy时 HepG2、Huh7
细胞存活分数最低,此时在显微镜下观察发现细胞状

态仍然较好[图5:(a)(b)],所以接下来采用8
 

Gy的

照射剂量进一步探究罂粟碱对 X 射线照射后的

HepG2、Huh7细胞自噬的影响。结果显示,在X射

线照射之后,对照组自噬水平有所升高,说明辐射可

以诱导细胞自噬,而罂粟碱组无论是在 mRNA还是

蛋白水平,都提示细胞的自噬水平是下调的(图6)。
以上结果表明,罂粟碱不仅可以抑制细胞自噬,还可

以下调X射线照射诱导的自噬水平。
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表1 PPV处理后HepG2、Huh7细胞单击多靶模型的放射生物学参数

Table
 

1 Radiobiological
 

parameters
 

of
 

singleclick
 

multitarget
 

model
 

of
 

HepG2
 

and
 

Huh7
 

cells
 

treated
 

with
 

papaverine

组别
Groups

D0 Survival
 

fraction
 

(SF2)

HepG2 Huh7 HepG2 Huh7

NC 2.499±0.307 3.769±0.218 0.760±0.043 0.648±0.013
PPV 1.833±0.098 3.150±0.045 0.63±0.064 0.510±0.039
P 0.023

 

0 0.008
 

6 0.049
 

0 0.004
 

3

Note:D0
 refers

 

to
 

the
 

radiation
 

dose
 

required
 

for
 

the
 

linear
 

part
 

of
 

the
 

dosesurvival
 

curve
 

to
 

reduce
 

the
 

survival
 

rate
 

from
 

0.1
 

to
 

0.037
 

or
 

from
 

0.01
 

to
 

0.003
 

7,D0=1/k.SF2
 refers

 

to
 

the
 

survival
 

fraction
 

when
 

the
 

radiation
 

dose
 

is
 

2
 

Gy.The
 

data
 

are
 

expressed
 

as
  

mean±standard
 

deviation.

  Compared
 

with
 

control,*P<0.05,***P<0.001.+
 

indicates
 

the
 

use
 

of
 

the
 

corresponding
 

measures
 

on
 

the
 

left
 

(ir-
radiation

 

and
 

papaverine)
 

and
 

vice
 

versa,-indicates
 

that
 

it
 

is
 

not
 

used.
  图6 罂粟碱(8

 

μmol/L)对X射线照射后 HepG2、Huh7
细胞自噬的抑制作用

  Fig.6 Inhibitory
 

effect
 

of
 

papaverine
 

(8
 

μmol/L)
 

on
 

au-
tophagy

 

of
 

HepG2
 

and
 

Huh7
 

cells
 

after
 

Xray
 

irradiation

2.6 罂粟碱对HepG2、Huh7细胞自噬的抑制分析

  Westernblot结果表明,与对照组相比,罂粟碱

组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ明显下降,而p62明显升高,说明

自噬水平下调;pPI3K、pAKT和pmTOR蛋白表

达上调(图7),提示罂粟碱通过诱导 PI3K/AKT/

mTOR信号通路下调自噬。

图7 罂粟碱对 HepG2、Huh7细胞自噬的作用分析

  Fig.7 Effect
 

of
 

papaverine
 

on
 

autophagy
 

of
 

HepG2
 

and
 

Huh7
 

cells

3 讨论

  原发性肝癌在我国常见恶性肿瘤中排第4名,肿
瘤相关死亡原因排第2名,对我国人民的生命健康构

成巨大危害[8]。放射治疗是晚期肝癌病人的主要治

疗方式之一[9],然而放射抵抗对肝癌的治疗效果有巨

大的负面影响。因此,寻找能够增强放疗敏感性的方

法和药物对提高放射疗法的效果非常重要。

  细胞自噬是指细胞通过降解受损、错误折叠的蛋

白质和异常的细胞器来维持其稳态的过程,是一种高

度保守的细胞过程[10]。自噬相关基因(Autophagy
related

 

gene,Atg)是高度保守的基因,是调控自噬的

核心分子,在自噬过程中发挥关键的调节作用[3]。自

噬的各种功能是通过许多 Atg实现的,其中,LC3、
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ATG7和p62在恶性肿瘤的研究中占据重要地位。

LC3也称为Atg8,是哺乳动物的主要Atg,分为两种

亚型:LC3Ⅰ、LC3Ⅱ。自噬发生时,ATG7能促进

LC3Ⅰ与磷脂酰乙醇胺的脂质化,从而生成LC3磷
脂酰乙醇胺偶联物(LC3Ⅱ)[11],并在自噬体和溶酶

体结合形成自噬溶酶体时,LC3Ⅰ与内含物一起发

生降解[12]。因此LC3Ⅱ被认为是自噬标志物[13]。

SQSTM1/p62是一种自噬适应性蛋白,能与泛素化

蛋白的聚合体结合,并向自噬体传递以被其降解[14]。
另外,许多蛋白质分子参与自噬,如

 

PI3K和
 

mTOR
在自 噬 的 不 同 阶 段 充 当 调 节 剂[15]。mTOR 可 被

PI3K/AKT/mTOR通路激活以抑制自噬[16]。
 

  以往研究发现,罂粟碱可以通过产生活性氧和破

坏线粒体膜通透性来抑制细胞的生长,并通过降低凋

亡抑制因子Survivin的表达和抑制细胞周期调节因

子cyclinD1的表达诱导细胞凋亡[6],是一种潜在的

抗癌药物,但其在肝癌中的作用及对自噬的影响还有

待挖 掘。因 此,本 文 使 用 罂 粟 碱 处 理 肝 癌 细 胞

HepG2和Huh7,结果发现罂粟碱可以抑制肝癌细胞

HepG2和Huh7的增殖和迁移能力。由于肿瘤细胞

增殖迅速,代谢旺盛,而肿瘤周围的营养往往供应不

足,因此,在营养缺乏期间,肿瘤细胞的自噬被激活,
用以维持重要蛋白质和其他营养物质的供应,从而增

加细胞存活率[17]。本研究发现罂粟碱可以抑制细胞

自噬,说明罂粟碱可能通过抑制自噬来抑制细胞的增

殖能力,此外还发现罂粟碱可以增加肝癌细胞的放疗

敏感性。由于细胞处于辐射应激时会导致细胞内大

分子损伤和线粒体电位降低,进而产生活性氧和活性

氮,导致氧化应激。反之,氧化应激可能导致细胞内

的各种失衡,包括DNA损伤、线粒体功能受损、蛋白

质错误折叠[18,19]等,细胞为了实现自我保护激活自

噬[20,21],诱导的自噬可以回收受损的大分子并通过

损伤细胞的修复来促进受照射细胞的存活,从而保护

细胞免受辐射应激的伤害[22]。有研究发现,罂粟碱

作用细胞后不仅可以促进活性氧的产生,还会损伤线

粒体膜的通透性[6]。众所周知,辐射可以诱导自噬以

维持内环境的稳态而产生照射抵抗,即放射治疗后细

胞自噬激活,在某种程度上,自噬作为肿瘤细胞对放

疗和化疗的一种潜在保护性反应,提高了肿瘤细胞的

放疗和化疗耐受性。而抑制自噬则在一定程度上提

高了放射治疗的敏感性[23,24]。所以本研究进一步探

究了罂粟碱对X射线照射后的 HepG2和 Huh7细

胞自噬的影响,结果发现罂粟碱对照射诱导的细胞自

噬也有抑制作用,提示罂粟碱可能是通过作用于自噬

从而降低放射后细胞的存活率。本研究前期实验结

果亦表明照射联合自噬抑制剂可以增加肝癌细胞的

放射敏感性[25]。本研究中,罂粟碱处理 HepG2和

Huh7细胞后,自噬经典PI3K/AKT/mTOR通路磷

酸化水平升高,表明该通路被激活,提示罂粟碱可以

通过PI3K/AKT/mTOR途径抑制肿瘤细胞的自噬,
从而提高肝癌放射治疗的敏感性。
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Effect
 

of
 

Papaverine
 

on
 

Radiosensitivity
 

of
 

Hepatocellular
 

Carci-
noma

 

Cells
 

by
 

Regulating
 

Autophagy

WEI
 

Kexuan,ZHANG
 

Huaying,LIN
 

Chunxiang,SONG
 

Qiulu,ZHAO
 

Wei**
(Department

 

of
 

Radiation
 

Oncology,Wuming
 

Hospital
 

Affiliated
 

of
 

Guangxi
 

Medical
 

University,Nanning,Guangxi,530199,Chi-
na)

Abstract:In
 

order
 

to
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

Papaverine
 

(PPV)
 

and
 

autophagy
 

in
 

the
 

radiosensitivity
 

of
 

primary
 

hepatocellular
 

carcinoma,HepG2
 

and
 

Huh7
 

cells
 

were
 

irradiated
 

by
 

Xray,and
 

the
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

Negative
 

Control
 

(NC)
 

group,Papaverine
 

(PPV)
 

group
 

and
 

simple
 

Irradiation
 

(IR)
 

group.The
 

prolifer-
ation

 

of
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

CCK8
 

test,the
 

migration
 

of
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

scratch
 

test,the
 

radiosensi-
tivity

 

of
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

clone
 

formation
 

test,and
 

the
 

expression
 

of
 

LC3B
 

and
 

ATG7
 

mRNA
 

was
 

detec-
ted

 

by
 

realtime
 

quantitative
 

PCR
 

(RTPCR).Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

autophagy
related

 

markers
 

LC3B,p62,pPI3K/PI3K,pAKT/AKT,pmTOR/mTOR
 

protein.The
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

NC
 

group,papaverine
 

could
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

HepG2
 

and
 

Huh7
 

cells
 

(P<0.05).Papaverine
 

could
 

inhibit
 

the
 

migration
 

ability
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells
 

(P<0.05).Papaverine
 

could
 

significantly
 

decrease
 

the
 

expression
 

of
 

LC3B
 

and
 

ATG7
 

mRNA
 

(P<
0.05),decrease

 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
 

and
 

increase
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

p62,pPI3K,

pAKT
 

and
 

pmTOR.In
 

addition,papaverine
 

can
 

also
 

improve
 

the
 

effect
 

of
 

radiotherapy
 

on
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

cells.It
 

is
 

suggested
 

that
 

papaverine
 

inhibits
 

autophagy
 

of
 

HepG2
 

and
 

Huh7
 

cells
 

through
 

PI3K/

AKT/mTOR
 

pathway,thereby
 

inhibiting
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

liver
 

cancer
 

cells
 

and
 

improve
 

the
 

radiosensitivity
 

of
 

liver
 

cancer
 

cells.
Key

 

words:papaverine;hepatocellular
 

carcinoma;autophagy;radiosensitivity;proliferation;migration

责任编辑:陆 雁

微信公众号投稿更便捷
联系电话:07712503923
邮箱:gxkx@gxas.cn
投稿系统网址:http://gxkx.ijournal.cn/gxkx/ch

326


