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一种新的咪唑通过 ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ 途径

诱导肿瘤细胞自噬
马梦娇ꎬ金　 冬ꎬ张广芹ꎬ于晓璐ꎬ温传俊

(南京师范大学生命科学学院ꎬ分子细胞生物学研究所ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 自噬与肿瘤的发生有着密切的关系. 通过防止受损蛋白质和细胞器的毒性积累ꎬ自噬限制氧化应激、
慢性组织损伤和致癌信号传导ꎬ抑制癌症的发生ꎬ这表明了自噬激活在癌症预防和治疗中的作用. 研究发现一种

新的咪唑ꎬ命名为 ＮＯ.１４３. 利用胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ－１ 为模型ꎬ用 ＭＴＳ 检测不同浓度 ＮＯ.１４３ 对细胞活力的影响ꎬ
共聚焦显微镜观察自噬荧光点ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测自噬相关蛋白 ＬＣ３Ｂ、ＡＴＧ１３、ｐ６２ 的表达情况ꎬ以及 ＡＭＰＫ /
ｍＴＯＲ 信号通路相关蛋白的表达情况. 结果表明ꎬＮＯ.１４３ 呈现浓度依赖性地抑制肿瘤细胞的增殖. ＮＯ.１４３ 能够

明显增加细胞中自噬荧光斑点、ＬＣ３Ｂ 表达、ＡＴＧ１３ 的含量和 ｐ６２ 的降解ꎬ表明 ＮＯ.１４３ 能够显著上调肿瘤细胞的

自噬. 进一步研究显示ꎬＮＯ.１４３ 能够增加 ＡＭＰＫα 的磷酸化水平ꎬ降低哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(ｍＴＯＲ)和 Ｓ６
的磷酸化水平. 相反的ꎬ在抑制 ＡＭＰＫα 活性后ꎬ这种现象发生逆转. 这些结果都可能表明 ＮＯ.１４３ 通过 ＡＭＰＫ /
ｍＴＯＲ 信号传导途径诱导肿瘤自噬ꎬ抑制肿瘤细胞的增殖.
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自噬是一种复杂的生理过程ꎬ致力于降解和再循环细胞成分ꎬ可以定期更新正常细胞代谢[１－２] . 自噬

可以去除错误折叠蛋白、无用的生物大分子和细胞中受损的细胞器ꎬ并允许细胞通过降解重复使用它
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们. 自噬在细胞病理过程中也起着重要作用[３－４] .
与此同时ꎬ越来越多的研究表明自噬与肿瘤有着密切的关系ꎬ它在抑制和促进肿瘤发展方面具有双重

作用. 正常的自噬水平可以预防恶性肿瘤的发生[５] . 当存在各种代谢应激或应激刺激时ꎬ肿瘤细胞可通过

自噬维持其存活[６]ꎻ另一方面ꎬ自噬激活后可诱导肿瘤细胞自噬死亡[７] . 近年来ꎬ自噬已被广泛研究作为

癌症治疗的新靶点[８] .
自噬相关基因(Ａｔｇ)控制自噬过程[９－１０] . 这些 Ａｔｇ 基因的产物受到哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 ｍＴＯＲꎬ

能量敏感因子 ＡＭＰＫ 和缺氧诱导因子 ＨＩＦｓ 传感机制的影响打开和关闭[１１－１２] . 自噬的分子机制复杂且高

度保守. 目前ꎬ已发现 ｍＴＯＲ 信号传导途径和磷酸肌醇－３－激酶途径参与自噬活性的调节ꎬ并且这些途径

的变化导致异常自噬参与肿瘤发生、微生物感染、衰老和其他生理过程. 腺苷 ５′－单磷酸(ＡＭＰ)激活的蛋

图 １　 ＮＯ.１４３ 的结构

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＮＯ.１４３(２ꎬ４ꎬ５￣ｔｒｉｓ(４￣ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ)￣
１Ｈ￣ｉｍｉｄａｚｏｌｅ)

白激酶(ＡＭＰＫ)是丝氨酸 /苏氨酸(Ｓｅｒ / Ｔｈｒ)蛋白激

酶ꎬ在真核细胞生物学中作为重要的能量传感

器[１３] . 当缺乏能量或营养素时ꎬＡＴＰ / ＡＭＰ 的比例降

低ꎬ激活 ＡＭＰＫꎬ阻断消耗 ＡＴＰ 的途径ꎬ并激活促进

ＡＴＰ 合成的分解代谢途径ꎬ从而调节细胞内能量的

供需平衡[１４] . 以前的研究已经证实ꎬＡＭＰＫ 可以作

为能量传感信号的中继站ꎬ并可以将细胞内能量信

号聚集到 ｍＴＯＲ 上[１５] .
研究发现一种新的咪唑化合物(图 １)可以有效

诱导肿瘤细胞自噬ꎬ并称之为 ＮＯ.１４３. 由于磷酸化

ＡＭＰＫα 水平的显著增加和 Ｓ６ 磷酸化水平的降低ꎬ
初步认为该化合物可能通过 ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ 信号通路

诱导肿瘤细胞自噬ꎬ抑制肿瘤细胞的增殖.

１　 实验材料

１.１　 实验试剂

合成产生 ＮＯ.１４３ꎬ纯度大于 ９８％. 将其粉末形式溶于 ＤＭＳＯ 中ꎬ浓度为 １０ｍｍｏｌ / Ｌꎬ并保存于－２０ ℃ .
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 、ＡＩＣＡＲ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ高糖 ＤＭＥＭ 和胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)购自美国 Ｇｉｂｃｏ 生

物公司ꎻ１００Ｕ / ｍｌ 青霉素(ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ)、１００Ｕ / ｍｌ 链霉素(ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ)和含 ０.２５％的 ＥＤＴＡ 胰蛋白酶购自维

森特公司ꎻｐ￣ＡＭＰＫα、ＡＭＰＫ、ｐ￣Ｓ６、Ｓ６、ｐ￣ｍＴＯＲ、ｍＴＯＲ 抗体购自 ＣＳＴ 公司ꎻＬＣ３Ｂ、ｐ６２、ＡＴＧ１３ 抗体购自

ＡＢＣＡＭ 公司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 抗体购自迅贝生物科技有限公司ꎬＧＡＰＤＨ 抗体购自巴傲得公司ꎻＭＴＳ 试剂购自

Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻｌｉｐ２０００ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ 公司ꎻＥＣＬ 高效发光液购自巴傲得公司.
１.２　 实验细胞

人胰腺癌导管细胞系(ＰＡＮＣ￣１)ꎬ人宫颈癌细胞系(ＨｅＬａ)均为本实验室保存.

２　 实验方法

２.１　 细胞培养

将冻存的细胞系从液氮罐中取出ꎬ在 ４２ ℃水浴锅中用镊子夹住快速晃动ꎬ直至完全融化. 用 ７５％的

酒精消毒移入超净工作台中ꎬ打开冻存管将其悬液吸取进提前准备好的含有 ７ ｍＬ 培养基(含 １０％胎牛血

清和 １％双抗青霉素和链霉素的 ＤＭＥＭ 完全培养基)的培养皿中ꎬ十字交叉法混匀细胞. 在皿盖上注明细

胞名称、培养人、日期ꎬ置于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃培养箱中培养. 大约 ８ ｈ 后ꎬ细胞贴壁后用 ＰＢＳ 清洗并更换掉含

有 ＤＭＳＯ 的培养基ꎬ此后每天换一次培养液. 当细胞密度达到 ８０％左右ꎬ吸去培养基并用 ＰＢＳ 清洗ꎬ用
１ ｍＬ ０.２５％胰蛋白酶(含 ＥＤＴＡ)消化细胞并传代.
２.２　 体外细胞增殖(ＭＴＳ)测定

取对数生长期的细胞用胰蛋白酶消化后接种于 ９６ 孔板中(每孔约 ２×１０４ 细胞)ꎬ分成不同的浓度实

验ꎬ每组设置 ５ 个复孔ꎬ每孔加入 １００ μＬ 培养基ꎬ混匀细胞后置于细胞培养箱中. 过夜后更换新鲜培养基ꎬ
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每孔加入 １００ μＬ 培养基和不同浓度的 ＮＯ.１４３. 浓度设置为:０、１ μｍｏｌ / Ｌ、５ μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌꎬ培养 ４８ ｈ
后ꎬ吸掉培养基用 ＰＢＳ 洗一遍后ꎬ每孔加入 １００ μＬ 培养基和 ２０ μＬ ＭＴＳ / ＰＭＳ(２０ ∶３)混合液ꎬ继续培养

３ ｈꎬ在酶标仪上于 ４９０ ｎｍ 处测定吸光值(ＯＤ 值) .
２.３　 共聚焦显微镜

ＧＦＰ￣ＬＣ３ 质粒由前实验室成员构建ꎬ携带质粒的酵母储存于－８０ ℃ . 按照 Ｌｉｐ ２０００ 说明书将质粒转

染到 ＰＡＮＣ￣１ 细胞中. ２４ ｈ 后ꎬ用胰蛋白酶消化细胞ꎬ取适量均匀接种到铺有爬片的 ２４ 孔板中ꎬ细胞长至

６０％~８０％时ꎬ用不同浓度 ＮＯ.１４３ 处理细胞ꎬ避光培养 ８ ｈꎬ然后固定爬片ꎬ封片ꎬ使用共聚焦显微镜观察

荧光自噬斑点. 通过使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件的粒子分析工具定量 ＧＦＰ￣ＬＣ３ 荧光斑点密度.
２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白

取对数生长期的 ＰＡＮＣ￣１ 细胞接种于 ６ 孔板中ꎬ分为 ６ 组:用 １０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＮＯ.１４３ 分别处理 １ ｈ、２ ｈ、
４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈꎬ弃去培养基ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 洗两遍ꎬ每孔中加入 １５０ ｕＬ 用 ＲＩＰＡ 强裂解液ꎬ１００×ＰＭＳＦꎬ
１０×ｃｏｃｋｔａｉｌ 配制的裂解液ꎬ在冰上裂解 ３０ ｍｉｎꎬ每隔 ５ ｍｉｎ 晃动一次ꎬ待全部裂解后ꎬ收集裂解液 １.５ ｍＬ 于

离心管中ꎬ在 ４ ℃条件下ꎬ用离心机 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ将上清移入新的离心管中ꎬ并加入 ５×Ｓａｍｐｌｅ
Ｂｕｆｆｅｒꎬ涡旋混匀ꎬ９９ ℃煮样 １０ ｍｉｎ. １０％的 ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳恒压 ８０ Ｖꎬ待 Ｍａｒｋｅｒ 在分离胶上清

晰分开后ꎬ调节电压至 １２０ Ｖꎬ待溴酚蓝跑出胶时停止ꎬ恒流 ３５０ Ｖ、９０ ｍｉｎꎬ将其转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ将膜在

５％的脱脂牛奶中室温封闭 ２ ｈꎬ４ ℃孵育一抗过夜ꎬ二抗 ３７ ℃孵育 ２ ｈꎬ用 ＥＣＬ 显色液显色并在凝胶成像

系统中曝光成像.
２.５　 统计分析

使用 Ｏｒｉｇｉｎ ８ 软件进行统计. 获得至少 ３ 次独立实验的所有数据ꎬ并表示为平均值±标准偏差(Ｓ.Ｄ.) . 使
用单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)分析数据以确定不同组之间的显著差异. Ｐ值<０.０５ 被认为具有统计学意义.

　 　 图 Ａ、Ｂ 为分别用 ０、０.３１２ ５ μｍｏｌ / Ｌ、０.６２５ μｍｏｌ / Ｌ、１.２５ μｍｏｌ / Ｌ、２.５ μｍｏｌ / Ｌ、５ μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ、２０ μｍｏｌ / Ｌ 浓度的 ＮＯ.１４３ 处理

ＰＡＮＣ￣１ 和 Ｈｅｌａ 细胞 ４８ ｈꎬＭＴＳ 检测ꎬ于 ４９０ ｎｍ 处检测吸光值. 图 Ｃ、Ｄ 为拟合曲线ꎬ得到 ＮＯ.１４３ 在 ＰＡＮＣ￣１ 和 Ｈｅｌａ 细胞中的 ＩＣ５０ 分

别为 ５.２５ μｍｏｌ / Ｌ 和 ３.７４ μｍｏｌ / Ｌ. ∗:表示与对照组相比 Ｐ<０.０５ꎬ∗∗:表示与空白对照组相比 Ｐ<０.０１.
图 ２　 ＮＯ.１４３ 对肿瘤细胞增殖的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮＯ.１４３ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

３　 结果与讨论

３.１　 ＮＯ.１４３ 抑制癌细胞增殖

将人胰腺导管上皮癌细胞 ＰＡＮＣ￣１ 和宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞系用 ＮＯ.１４３ 在 ３７ ℃处理 ４８ ｈ. 通过酶标仪用

ＭＴＳ 测定法分析细胞增殖. 如图 ２(ＡꎬＢ)所示ꎬＮＯ.１４３ 能抑制 ＰＡＮＣ￣１、ＨｅＬａ 的增殖且作用是剂量依赖性

的. 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中也可以观察到这些结果ꎬ如图 ２(Ｅ)所示. ＮＯ.１４３ 的 ＩＣ５０ 值在 ＰＡＮＣ￣１ 细胞中为 ５.２５
μｍｏｌ / Ｌꎬ在 Ｈｅｌａ 细胞中为 ３.２７ μｍｏｌ / Ｌ. 这些结果表明 ＮＯ.１４３ 能够剂量依赖性抑制不同肿瘤细胞的生长.
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３.２　 ＮＯ.１４３ 诱导肿瘤细胞自噬

自噬发生时ꎬＬＣ３ 会参与自噬体的形成ꎬ用表达 ＧＦＰ￣ＬＣ３ 的质粒转染 ＰＡＮＣ￣１ 细胞并监测自噬体的形

成. 对照组和 ＮＯ.１４３ 治疗组ꎬ在 ＰＡＮＣ￣１ 细胞中都可检测到典型的 ＧＦＰ￣ＬＣ３ 阳性结构. ＮＯ.１４３ 处理组的

荧光自噬斑点远远多于对照组(图 ３) . 免疫印迹分析揭示了在 ＰＡＮＣ￣１ 细胞中ꎬＬＣ３ＢＩＩ / ＬＣ３ＢＩ 的比例随

处理时间的增加而显著增加ꎬ并显著高于对照组ꎬ这恰好验证了之前的实验结果. 同时ꎬＡＴＧ１３ 在 １ ｈ 时也

显著增加ꎬ然后逐渐下降ꎬ并在 １２ ｈ 后恢复到正常水平. ｐ６２ 在 ８ ｈ 后逐渐下降并恢复. 这些结果表明

ＮＯ.１４３ 可以迅速诱导 ＰＡＮＣ￣１ 细胞自噬并且可以维持更长的时间(图 ４) .

比例尺为 １０ μｍ. ∗表示与对照组 Ｐ<０.０５ꎬ∗∗表示 Ｐ<０.０１
图 ３　 １０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＮＯ.１４３ 处理 ＰＡＮＣ￣１细胞 ８ ｈ 后细胞内荧光自噬斑点的变化

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｓｐｏｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＰＡＮＣ￣１ ｃｅｌｌｓ
ｆｏｒ ８ ｈ ｗｉｔｈ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＯ.１４３. Ｓｃａｌｅ ｉｓ １０ μｍ

　 　 图 ４　 图 Ａ:１０ μｍｏｌ / Ｌ的 ＮＯ.１４３分别处理 １ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ后ꎬ自噬通路中相关蛋白的变化. 图 Ｂ:ＡＴＧ１３蛋白含量随着时间

梯度的变化. 图 Ｃ:ｐ６２蛋白含量随时间梯度的变化. 图 Ｄ:ＬＣ３－Ⅰ/ ＬＣ３－Ⅱ比值随时间的变化. ∗表示与对照组 Ｐ<０.０５ꎬ∗∗表示 Ｐ<０.０１.
Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＡꎬＣｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐａｔｈｗａｙ ａｆｔｅｒ １ ｈꎬ２ ｈꎬ４ ｈꎬ８ ｈ ａｎｄ １２ ｈ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ １０ μｍｏｌ / Ｌ

ＮＯ. １４３. ＢꎬＰｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＴＧ１３. ＣꎬＰｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ６２. ＤꎬＣｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＬＣ３－Ⅰ / ＬＣ３－Ⅱ ｒａｔｉｏ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ. ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｐ<０.０５ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｐ<０.０１.

３.３　 ＮＯ.１４３ 介导的自噬与 ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ 信号传导有关

先前的研究报道发现ꎬＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ 途径在自噬中起着最重要的作用. 因此ꎬ在证明自噬相关蛋白的

变化后ꎬ本实验检测了 ＰＡＮＣ￣１ 细胞中 ＡＭＰＫ 和 ｍＴＯＲ 的表达水平ꎬ以确定 ＮＯ.１４３ 诱导的自噬的机制.
如图 ５ 所示ꎬ与空白对照组相比ꎬ用 ＮＯ.１４３ 处理的细胞中磷酸化的 ＡＭＰＫα 含量在短时间内显著增

加ꎬ８ ｈ 后恢复到正常水平. 作为 ＡＭＰＫα 的下游靶蛋白ꎬ随着磷酸化 ＡＭＰＫα 的增加ꎬｍＴＯＲ 的磷酸化水平
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也显著降低. 同时ꎬｍＴＯＲ 下游蛋白的 Ｓ６ 和 ４ｅｂｐ１ 的磷酸化水平也被显著抑制(图 ６) . 作为 ｍＴＯＲ 上游的

另一个重要激酶ꎬＡＫＴ 的磷酸化水平的变化不显著. 这表明在 ＮＯ.１４３ 诱导的肿瘤细胞自噬中 ＡＭＰＫ /
ｍＴＯＲ 的信号通路起重要作用.

　 　 Ａ:用 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＯ.１４３ 分别处理 ＰＡＮＣ￣１ 细胞 １ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ. 图 Ｂ:ＮＯ.１４３ 处理组细胞中 ＬＣ３－Ⅱ / ＬＣ３－Ⅰ
比值随处理时间的变化. ∗表示与对照组 Ｐ<０.０５ꎬ∗∗表示 Ｐ<０.０１.

图 ５　 ｍＴＯＲ 信号通路中不同蛋白表达量的变化

Ｆｉｇ􀆰 ５ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 图 ７　 图 Ａ:Ｈｅｌａ 细胞用 １０ μｍｏｌ / Ｌ、２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＯ.１４３ 处理 ４ ｈ 后 ｐ￣ＡＭＰＫ 和 ｐ￣Ｓ６ 的变化. 图 Ｂ:Ｈｅｌａ 细胞中 ＬＫＢ１
含量ꎬＰＣ３ 细胞为 ＬＫＢ１ 阳性对照. 图 Ｃ:ＰＡＮＣ￣１细胞中用 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＯ.１４３ 处理 ４ ｈꎬＳＴＯ￣６０９ 在加药前 １ ｈ 加入.

Ｆｉｇ􀆰 ７　 ＡꎬＰｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ￣ＡＭＰＫ ａｎｄ ｐ￣Ｓ６ ｉｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ２０ μｍｏｌ / Ｌꎬ５０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＯ. １４３ ｆｏｒ ４ ｈ.
ＢꎬＰＡＮＣ￣１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ μｍｏｌ / Ｌ ＰＱＱ ａｎｄ ＮＯ. １４３ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｆｏｒ ４ ｈ ａｎｄ ＳＴＯ￣６０９ ｗａｓ ａｄｄｅｄ １ ｈ ｂｅｆｏｒｅ ｄｏｓｉｎｇ.
ＣꎬＬＫＢ１ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓꎬＰＣ３ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＬＫＢ１ ｃｏｎｔｒｏｌ.

　 　 ＣＣ 在药物处理前 １ ｈ 加入ꎬ之后分别用 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＩＣＡＲ、
１０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＯ.１４３ 处理 ＰＡＮＣ￣１ 细胞 ４ ｈ.
图 ６　 加入 ＡＭＰＫ 抑制剂后信号通路中各个蛋白的变化情况

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｔｉｏｎ
ｏｆ ＡＭＰＫ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

３.４　 ＮＯ.１４３ 介导的自噬依赖 ＡＭＰＫ
为了验证 ＮＯ.１４３ 是如何通过 ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ 信

号发挥作用的. 本实验在 ６ 孔板中接种 ＰＡＮＣ￣１ 细

胞ꎬ并向每个孔中加入 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＯ.１４３. 一组加入

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ. Ｄｏｒｓｏｍｏｒｐｈｉｎ(Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ) ２ＨＣｌ 是一

种有效的、可逆的选择性 ＡＭＰＫ 抑制剂. 此外ꎬ还使

用 ＡＭＰＫ 激活剂 ＡＩＣＡＲ 作为阳性对照.
当加入 ＣＣ 时ꎬ阳性对照组和 ＮＯ.１４３ 处理组中磷

酸化 ＡＭＰＫα 的水平显著降低ꎬ并且 ｍＴＯＲ 的下游靶

蛋白 ｐ￣Ｓ６ 和 ｐ￣４ＥＢＰ１ 的水平也显著增加(图 ６) . 这进

一步证明 ＡＭＰＫ 在 ＮＯ.１４３ 诱导的自噬中起关键作用.
ＬＫＢ１ 和 ＣＡＭＫＫ 是 ＡＭＰＫ 最重要的两种上游激

酶. 根据文献ꎬ在 Ｈｅｌａ 细胞中缺失 ＬＫＢ１. 因此ꎬ本实

验在 Ｈｅｌａ 细胞中用 ＮＯ.１４３ 处理以观察 ＡＭＰＫ 的活

化. 如图 ７Ａ 所示ꎬ在 Ｈｅｌａ 细胞中ꎬＮＯ.１４３ 仍然可以

激活 ＡＭＰＫαꎬ并且 ｍＴＯＲ 下游的 Ｓ６ 的磷酸化水平也

被显著抑制ꎬ说明 ＬＫＢ１ 并不是 ＮＯ.１４３ 激活 ＡＭＰＫ
所必需的激酶. ＳＴＯ￣６０９ 是 ＣＡＭＫＫ 的特异性抑制

剂ꎬ可有效抑制 ＣＡＭＫＫ 的活性. 加入 ＳＴＯ￣６０９ 后ꎬ
ＮＯ.１４３ 治疗组中 ＡＭＰＫα 的磷酸化水平降低(图 ７Ｃ) . 据此推测ꎬＣＡＭＫＫ 可能是 ＮＯ.１４３ 激活 ＡＭＰＫα 的

一种相对重要的激酶.

—９１１—
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４　 结论

研究报道ꎬ失调的自噬与许多疾病有关ꎬ包括神经退行性疾病、心肌病、传染病、ＩＩ 型糖尿病、脂肪肝和

癌症. 最近ꎬ自噬已被鉴定为包括癌症在内的许多疾病的治疗干预的靶标[１６] . 当细胞处于应激状态时ꎬ
ＤＮＡ 和蛋白质受损ꎬ尽管自噬可以消除或修复它ꎬ然后在短时间内维持细胞稳态. 然而ꎬ如果自噬进一步

增强ꎬ过度激活的自噬将损害肿瘤细胞的功能ꎬ并最终抑制肿瘤细胞的生长和增殖. 本实验从一定程度上

验证了这个观点.
研究显示ꎬＡＭＰＫ 还可作为细胞存活或死亡的关键调节因子ꎬ以应对各种病理应激ꎬ包括氧化应激、内

质网应激、缺氧和渗透应激[１７] . ＡＭＰＫ 激活可调节肿瘤抑制基因 ｐ５３、ｍＴＯＲ、ＵＬＫ１ 和其他参与自噬的下

游信号分子活性[１８－１９] . 本实验结果显示ꎬＮＯ.１４３ 能够显著上调 ＡＭＰＫ 的磷酸化水平. ＡＭＰＫ 的磷酸化能

够激活下游信号传导ꎬｍＴＯＲ 受到抑制并触发自噬ꎬ这与启动分解代谢过程的 ＡＭＰＫ 功能一致[１７ꎬ２０] . 数据

显示ꎬ由于 ＡＩＣＡＲ 处理ꎬＡＭＰＫ 活化后 ｍＴＯＲ 及其下游靶标和 ４ＥＢＰ￣１ 的活性受到抑制. 相反ꎬ用

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃ 预处理可以减弱 ＮＯ.１４３ 诱导的 ｍＴＯＲ 及其下游靶标的抑制.
ＮＯ.１４３ 是咪唑化合物ꎬ咪唑环是产生组胺、组氨酸生物活性并在生物体中起生理作用的重要基团. 目

前ꎬ许多咪唑化合物已被临床用作抗癌药物ꎬ如甘氨双唑钠、法曲唑、达卡巴嗪、替莫唑胺等[２２－２３] . ＮＯ.１４３
通过上调自噬来抑制肿瘤细胞的生长ꎬ其关键机制可能是激活 ＡＭＰＫ. 这些提示 ＮＯ.１４３ 可以通过自噬作

为肿瘤治疗的潜在药物. 此外ꎬＮＯ.１４３ 结构中存在 ３ 个硝基ꎬ是否通过产生活性自由基(ＲＯＳ)激活

ＡＭＰＫꎬ有待进一步研究. ＮＯ.１４３ 能否在动物模型中具有抑癌作用是下一步研究的重点.
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