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ATG5通过调控自噬流对抗人肝母细胞瘤HepG2细胞的营养应激
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［摘要］ 目的 探究营养缺乏对人肝母细胞瘤HepG2细胞自噬流的影响及ATG5介导的对抗营养

应激的自噬依赖性分子途径。方法 将慢病毒转染到 HepG2 细胞，敲降 ATG5 基因的表达，通过

Western blot和 qRT-PCR双向验证转染情况，使用HBSS盐缓冲液饥饿诱导处于对数生长的人肝癌细胞

HepG2细胞 0、1、2、3、4、5、6、7 h后，采用单丹磺酰尸胺（monodansylcadaverine，MDC）荧光染色法检测细

胞内自噬小体的形成；运用 Western blot分析微管相关蛋白 1A/1B-轻链 3（microtubule-associated protein 
1A/1B-light chain 3，LC3）、自噬受体蛋白（sequestosome 1，P62）、自噬相关基因5（autophagy-related  gene  5，
ATG5）和营养应激通路（AMPK/mTOR通路）的表达变化；用CCK-8检测细胞的增殖活性。结果 与常

规培养比较，饥饿处理 HepG2 细胞后，胞内 MDC 荧光颗粒数显著增加，饥饿 6 h 达峰值（P<0. 000 1），

LC3B-Ⅱ、ATG5蛋白表达上升（P<0. 05），P62蛋白表达下降（P<0. 05），AMPK/mTOR通路随着饥饿时间

增加逐渐被激活，自噬流强度增大；饥饿处理敲降 ATG5 的 HepG2 细胞，ATG5 的表达降低（P<0. 05），

LC3B-Ⅱ与 P62的变化无显著差异，自噬流强度受抑制，细胞增殖活性降低（P<0. 000 1）。结论 人肝

母细胞瘤HepG2细胞可以通过诱导ATG5表达调控自噬流对抗营养应激。
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ATG5 counteracts nutritional stress in human hepatoblastoma HepG2 cells by 
regulating autophagic flux
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［Abstract］ Objective　To investigate the effect of nutritional deficiency on autophagic flux in human 
hepatoblastoma HepG2 cells and the autophagy-dependent molecular pathway mediated by ATG5 against 
nutritional stress.  Methods　Lentiviral siRNA knockdown of ATG5 was performed to knock down the 
expression in HepG2 cells, and the transfection was verified by Western blotting and qRT-PCR.  HBSS was 
used to treat HepG2 cells for 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 h for starvation-induced autophagy.  
Monodansylcadaverine (MDC) fluorescence staining was employed to detect the formation of intracellular 
autophagic vesicles.  Western blotting was performed to measure the expression changes in microtubule-

associated protein 1A/1B-light chain 3 (LC3), autophagy receptor protein (sequestosome 1, P62), autophagy-

related gene 5 (ATG5) and nutrient stress pathway (AMPK/mTOR pathway) related proteins.  CCK-8 assay was 
utilized to test cell proliferation.  Results　Compared with the HepG2 cells under conventional culture 
medium, starvation induction resulted in more autophagic vacuoles (accumulation of autofluorescent marker, 
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MDC), which peaked at 6 h of starvation (P<0. 000 1), up-regulated protein levels of LC3B-Ⅱ and ATG5 
(P<0. 05), decreased protein expression of P62 (P<0. 05), gradual activation of the AMPK/mTOR pathway 
with elapse of starvation time, and increase in the intensity of autophagic flux.  However, in the HepG2 cells 
with ATG5 knockdown, starvation treatment led to decreased ATG5 expression, no significant difference in 
LC3B-II and P62 changes, inhibited autophagic flux, and suppressed cell proliferation (P<0. 000 1).  
Conclusion　Human hepatoblastoma HepG2 cells can regulate autophagic flux to against nutritional stress 
by inducing ATG5 expression.  

［Key words］ hepatoblastoma； nutritional stress； autophagic flow； ATG5

Supported by the Regional Science Fund Program of National Natural Science Foundation of China （82060434） and the Innovation Project for Master’s 
Students of Guangxi Zhuang Autonomous Region （YCSW2024260）.  Corresponding author： DENG Jinghuan， E-mail： 502696499@qq. com

肝细胞癌（以下简称为肝癌）是一种常见的消化

系统恶性肿瘤，位居我国恶性肿瘤死亡原因的第二

位［1］。肝癌细胞作为合成和分解体内营养物质的癌变

细胞，对营养的需求量较大，代谢水平较高，进而使营

养缺乏成为肝癌的肿瘤微环境常态，贯穿肝癌发生、

发展过程［2］。肿瘤血管是输送营养物质的主要通道，

在实体瘤不断增大的过程中，瘤内异常的血管结构和

功能及高间质压力严重损害了营养物质向肿瘤细胞

的递送，且抗血管治疗也会导致癌细胞出现营养摄取

受限［3］。营养缺乏本身是制约细胞生长、增殖和存活

的关键因素，常作为肝癌的治疗机制，如：经动脉化疗

栓塞阻断肿瘤血管，在改善中晚期肝癌患者预后中发

挥重要作用［4］。然而，癌细胞在营养缺乏的肿瘤微环

境中仍能生存和增殖，临床实践中抗血管治疗尚存在

大量肝癌患者出现治疗耐受，导致肿瘤进展［5］。因此，

探索癌细胞营养缺乏环境下的凋亡抵抗机制，将为肝

癌治疗提供新的策略。

营养应激是细胞受外界的营养素供给异常引起

的代谢紊乱并最终导致细胞应激，是一种细胞感知营

养水平变化的反应性状态。。为应对营养缺乏环境，处

于营养应激状态的肿瘤细胞会做出适应性的应答。

自噬是存在于真核生物体内的高度保守的一种饥饿

应答机制，通过溶酶体途径“自食”细胞内异常折叠的

蛋白质，受损或老化的 DNA 及细胞器，以维持细胞的

内环境代谢稳态。自噬的发生涉及一组自噬相关基因

（autophagy related gene，ATG）家族的严格调控，ATG
通过参与自噬小体的形成、成熟及溶酶体的融合过程，

主导自噬的调节［6］。其中自噬相关基因 5（autophagy-

related  gene  5 ，ATG5）是细胞自噬途径中非常关键的

调节基因，涉及自噬体形成的二组接合（ATG12、
ATG8）系统。目前研究发现ATG5参与肿瘤细胞营养

应激的应答机制［7］，但在营养缺乏环境中对人肝癌细

胞自噬的诱导作用尚未明确，营养应激过程中的自噬

流强度变化与ATG5的相关性也缺乏有效的证据。

本研究选用适合肝癌代谢研究的人肝母细胞瘤

（HepG2）［8］，建立细胞自噬的体外模型，探讨 ATG5 调

控肝癌细胞自噬流对抗营养应激的作用，为进一步研

究自噬在营养缺乏的肿瘤微环境中对肝癌发生、发展

的作用和机制奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　细胞株与主要试剂

人肝癌细胞株 HepG2（ATCC）、DMEM 培养液、

0. 25% 含 EDTA 无酚红胰蛋白酶、PBS 缓冲液、HBSS、
RIPA细胞裂解液、PMSF、BCA试剂盒、GAPDH鼠抗人

单克隆抗体购自武汉赛维尔生物科技有限公司；胎牛

血清购自西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司；100×
青链霉素混合液、细胞自噬染色检测试剂盒（MDC法）

购自北京索莱宝科技有限公司；无血清细胞冻存液、

免氯仿 Trizol 购自武汉汇宇诚生物科技有限公司；

ATG5兔抗人单克隆抗体、HRP-山羊抗小鼠 IgG（H+L）、

HRP-山羊抗兔 IgG（H＋L）购自苏州博奥龙科技有限

公 司 ；微 管 相 关 蛋 白 1A/1B- 轻 链 3（microtubule-

associated protein 1A/1B-light chain 3，LC3）兔抗人单克

隆抗体购自艾比玛特医药科技有限公司；自噬受体蛋

白（sequestosome 1，P62）兔抗人单克隆抗体、mTOR 兔

抗人单克隆抗体、p-mTOR 兔抗人单克隆抗体、AMPK
兔抗人单克隆抗体、p-AMPK 兔抗人单克隆抗体购自

艾博抗（上海）贸易有限公司；CCK-8试剂盒购自苏州

优逸兰迪生物科技有限公司；慢病毒 LV-ATG5-RNAi
和对照慢病毒LV-GFP购自上海吉凯基因医学科技股

份有限公司；特超敏ECL化学发光底物购自安徽白鲨

生物科技有限公司；去基因组与逆转录一管化三代预

混液购自莫纳（苏州）生物科技有限公司；高特异性

qPCR 试剂 TB Green® Premix Ex Taq™ Ⅱ购自宝日医

生物技术（北京）有限公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　细胞培养及分组　　HepG2接种于含 10%胎
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牛血清、1% 青链霉素双抗的 DMEM 培养基中，置于

37 ℃、5%CO2 培养箱中培养。待细胞融合度达 90%
时，按 1︰︰3比例进行传代培养。弃去原培养液，用预冷

PBS 清洗 3 min。加入 1 mL 0. 25% 胰蛋白酶溶液，

37 ℃静置消化 3 min。倒置显微镜下观察细胞变圆且

部分脱落时，加入 3 mL含血清培养基终止消化。用移

液枪轻柔吹打瓶底细胞，转移至 15 mL 离心管中，

1 000 r/min 离心 3 min。弃上清后，用 1 mL 新鲜培养

基重悬细胞。取 10 μL细胞悬液于细胞计数板，显微

镜下计数后，以每皿 6×105个接种于 60 mm培养皿，继

续培养至对数生长期。待细胞贴壁后，用 1 mL PBS清

洗 2 min。实验组加入 3 mL HBSS溶液，对照组补充等

量DMEM完全培养基。两组均在 37 ℃、5%CO2条件下

培养，分别于 1、2、3、4、5、6、7 h收集细胞样本，其余培

养条件保持一致。

1. 2. 2　慢病毒转染 shRNA 敲低 ATG5　　将对数生

长期的 HepG2 细胞以 5×104 个/孔的密度接种于 6 孔

板，加入 2 mL DMEM 高糖培养基常规培养，待细胞汇

合度达 20%~30%时进行病毒感染操作。根据预标定

的 病 毒 滴 度 1×108 TU/mL 及 目 标 感 染 指 数 值

（multiplicity of infection，MOI），向每孔精准加入定量

病毒悬液，同时补充含 40 μL 聚凝胺感染增强剂的

DMEM培养基至终体积 1 mL。感染后 6 h更换为新鲜

完全培养基继续培养 18 h，确保病毒颗粒有效内化。

培养 24 h后移除感染培养基，更换为 2 mL含 2 μg/mL
嘌呤霉素的筛选培养基，每 48 h 更换新筛选培养基，

持续处理至空白对照组细胞完全死亡。采用倒置荧

光显微镜观察 GFP 阳性细胞比例，当转染效率>80%
时进行传代扩增，用于后续功能实验。用敲低 ATG5
基因及空载体的慢病毒感染 HepG2细胞，分别记为敲

低组（sh-ATG5）及空载对照组（NC-ATG5）。

1. 2. 3　MDC荧光染色法检测自噬小体形成　　单丹

磺酰尸胺（monodansylcadaverine，MDC）是一种亲溶酶

体荧光探针，在荧光显微镜下可特异性标记自噬小体

并呈现绿色荧光。HepG2细胞培养至对数生长期，按

5×103个/孔接种于 96 孔板，每孔加入 100 μL 培养基，

继续培养 24 h。弃原培养液，用预冷 PBS 清洗 3 min，
加入 100 μL HBSS溶液建立 0~7 h饥饿自噬模型。实

验组与对照组均在此条件下培养，其间保持其他条件

（温度、湿度、CO2浓度）一致。去除 HBSS 溶液后，用

PBS 清洗 3 min。每孔加入 100 μL 10 倍稀释的 MDC
染色液（PBS 配制），室温避光孵育 60 min。染色完成

后，弃染色液并用PBS清洗2次，每次3 min。倒置荧光

显微镜下观察绿色荧光（激发滤光片波长335~385 nm，

阻断滤光片波长 512 nm），记录并分析自噬小体形成

情况。通过动态监测HBSS饥饿处理后HepG2细胞的

自噬小体数量变化，定量分析MDC阳性细胞率和相对

荧光强度，确定营养缺乏诱导自噬活性的关键时间

节点。

1. 2. 4　Western blot检测蛋白表达　　将对数生长期

细胞以 6×105个/皿接种于 60 mm 培养皿，待细胞贴壁

且密度达 75%时，进行自噬模型处理。使用细胞刮刀

轻柔刮取皿底细胞，转移至 1. 5 mL 离心管中，4 ℃下

5 000 r/min离心 5 min，弃上清。每管加入 70 μL RIPA
强裂解液（含 1 mmol/L PMSF 和蛋白酶抑制剂），冰上

裂解 15 min。采用超声破碎法（3×10 s脉冲，间隔 30 s
冰浴）充分破碎细胞，随后 95 ℃金属浴孵育 5 min使蛋

白变性。BCA法测定蛋白浓度后，每孔加入等量蛋白

样品经 12%SDS-PAGE电泳分离（浓缩胶 90 V 30 min，
分离胶 140 V 60 min），待溴酚蓝迁移至胶底部停止电

泳。采用 300 mA 冰浴转膜，转膜时间根据目标蛋白

分子量调整。转膜后用 1×TBST 洗膜 3次，5% 脱脂奶

粉室温封闭 90 min，1×TBST 洗膜后，4 ℃孵育 ATG5
（1︰︰1 000）、LC3B（1︰︰1 000）、P62（1︰︰1 000）、mTOR
（1︰︰1 000）、p-mTOR（1︰︰1 000）、AMPK（1︰︰1 000）、p-

AMPK（1︰︰1 000）、GAPDH（1︰︰4 000）一抗过夜。次日，

1×TBST 洗膜后，室温孵育 HRP 标记二抗（1︰︰10 000）
1 h，再次洗膜后进行化学发光检测。采用 Image J 软
件计算目的蛋白与 GAPDH 内参的灰度值比值，通过

多级曝光确保条带清晰且无过曝。

1. 2. 5　qRT-PCR检测基因表达　　将待处理细胞培

养皿置于超净工作台中，弃培养液，每个皿加入500 μL
免氯仿 Trizol，充分覆盖底部贴壁细胞，枪头轻吹至溶

液澄清。转移裂解物至 1. 5 mL EP 管，加 200 μL 
RNase-free H2O震荡混匀，室温静置5 min；12 000 r/min
离心 15 min，小心吸取上层水相。加入等体积异丙醇

沉淀RNA，12 000 r/min离心 10 min收集沉淀。75%乙

醇洗涤两次后，空气干燥 1 min，加入 50 μL RNase-free 
H2O 溶解，将得到的 RNA 溶液进行浓度和纯度测定。

配制 20 μL 逆转录反应体系：2 μL 总 RNA（700 ng）、

4 μL 5×RTIII All-in-One Mix、1 μL dsDNase、Nuclease-

Free Water补足至 20 μL；随后 37 ℃ 2 min去除 gDNA，

55 ℃ 15 min 逆转录，85 ℃ 5 min 灭活酶活性；产物立

即置于冰上行后续实验或-80 ℃长期保存。配制qRT-

PCR 反应体系：10 μL SYBR Premix Ex Taq Ⅱ，0. 8 μL
正 /反向引物（10 μmol/L），0. 4 μL ROX 校正染料，

2 μL cDNA模板，6 μL ddH2O。运用两步法扩增程序：

预变性：95 ℃ 30 s（1 次循环）；循环参数：95 ℃ 5 s → 
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60 ℃ 30 s（40次循环）；采用 2－△△Ct法计算基因相对表

达量。

1. 2. 6　CCK-8 法检测细胞增殖能力　　取对数生长

期细胞，以 1×104个/孔的密度均匀接种于 96 孔板，外

周孔加入等体积 PBS 缓冲液以减少边缘效应。常规

培养 24 h后实验组更换为无血清HBSS缓冲液进行饥

饿处理，处理时间梯度设置为 1~7 h，对照组持续使用

完全培养基培养。每孔避光加入 10 μL CCK-8 试剂

（终浓度 10%），轻微震荡混匀后继续避光孵育 1 h；采
用多功能酶标仪进行双波长检测（主波长 450 nm，参

比波长630 nm）。

1. 3　统计学方法

　　采用 SPSS 23. 0 统计软件分析数据，实验数据以

x̄±s 表示。所有连续变量均通过 Shapiro-Wilk 正态性

检验（P>0. 05）确认服从正态分布，通过Levene检验验

证满足方差齐性（P>0. 05）。多组间比较采用单因素

方差分析（One-way ANOVA），组间两两比较采用LSD-t
检验。P<0. 05表示差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　饥饿处理 HepG2 细胞后的自噬小体数量呈时间

依赖性增加

MDC染色液进入细胞后与自噬小体特异性结合，

呈环状或聚集状形态，并在荧光显微镜下呈现为蓝绿

色荧光颗粒。结果显示，与对照组相比，饥饿处理 1 h
的荧光标记呈散在分布（图 1A），自噬小体密度处于基

线水平，自噬处于静默期。随着饥饿时间延长，饥饿

处理的 MDC 阳性细胞比例逐渐增加，细胞内 MDC 荧

光强度及胞浆内荧光颗粒数量呈时间依赖性上升，提

示自噬处于激活态。其中在饥饿处理 4 h时的荧光标

记出现减弱，随后逐渐增强，直至 6 h的荧光标记呈密

集分布且达到峰值，之后逐渐趋缓（P<0. 000 1，图 1）。

这提示自噬小体数量在饥饿处理前 4 h逐步增加，4 h
时出现短暂 3下降后回升，6 h时达到峰值，6 h后数量

趋于稳定，整个过程的自噬水平呈现出一个非线性的

递增变化（P<0. 000 1，图1B、C）。
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2. 2　饥饿处理 HepG2 细胞后自噬流增加且应激通路

被激活

与对照组相比，饥饿处理 HepG2 细胞 2 h 后，

LC3B-Ⅱ开始升高（P<0. 05），并随饥饿时间的延长逐

渐增加，6 h 时达峰值（P<0. 000 1，图 2C）。作为自噬

底物的 P62 蛋白呈现与 LC3B-Ⅱ相反的动态变化模

式，饥饿处理 2 h 后，P62 表达量开始降低（P<0. 05），

6 h时降至最低值（P<0. 000 1），表明自噬介导的蛋白

降解通路被充分激活（图2B）。随后P62水平逐渐回升，

提示自噬流后期可能因底物耗竭进入反馈调节阶段。

经饥饿处理 HepG2 细胞后，营养应激 AMPK/
mTOR通路关键蛋白的磷酸化水平及总蛋白表达出现

变化。随着饥饿时间增加，p-AMPK/AMPK 的比值升

高，p-mTOR/mTOR 的比值降低，通路活性呈现时间依

赖性的非线性激活（图 2D）。其中饥饿 4 h的 p-AMPK/
AMPK 比值出现显著降低（P<0. 05），提示 AMPK 激酶

活性（Thr172位点磷酸化）受到特异性抑制（图 2E）；同

时 p-mTOR/mTOR 比值却出现显著升高（P<0. 05），表

明mTORC1复合物核心亚基 Ser2448位点磷酸化水平

上调（图 2F）。提示 AMPK/mTOR 通路失衡可能耐受

期自噬流下降的相关机制。值得注意的是，处理 4 h
时营养应激 AMPK /mTOR 通路关键蛋白的磷酸化水

平及总蛋白表达变化与LC3B-Ⅱ水平突然短暂下降及

MDC荧光染色检测自噬小体的结果一致。

2. 3　饥饿处理 HepG2 细胞后引起 ATG5 的时序性

表达

运用 Western blot 检测 ATG5 蛋白的动态表达变

化，结果发现饥饿处理HepG2细胞诱导的营养应激可

引起细胞 ATG5 蛋白的时序性表达。在饥饿处理前

4 h，营养应激可使 ATG5的表达逐渐升高，在饥饿 4 h
时 ATG5 表达出现下降，随后继续增加，至 6 h 达峰值

（P<0. 05），饥饿处理超过6 h后，表达趋于稳定，但略有

下降（图 3）。可见，饥饿处理HepG2细胞的ATG5蛋白

表达变化与自噬小体、自噬蛋白（LC3和P62）一致，ATG5
直接参与饥饿诱导的营养应激性自噬的启动过程。

2. 4　敲低ATG5显著抑制HepG2细胞的增殖

通过 Western blot 和 qRT-PCR 分别检测 ATG5 的

表达，Western blot 实验结果显示，与对照相比，sh-

ATG5 蛋白表达显著降低（P<0. 05，图 4A、B），qRT-

PCR 实验结果显示，与对照组相比，sh-ATG5的 mRNA
表达显著降低（P<0. 01，图 4C），结果提示成功构建敲

降 ATG5的 HepG2细胞，证实 ATG5表达被有效抑制。

利用细胞增殖实验检测饥饿诱导的营养应激下的细

胞存活率（图 5），结果显示对照组（NC-ATG5）在饥饿

处理 6 h 时细胞存活率为（75. 4±5. 6）% ，与 0 h 组

（100%）相比仅下降 24. 6%，提示自噬激活对细胞存活

具有保护作用。而 ATG5 敲低组在饥饿处理 6 h 时存

活率骤降至（27. 5±6. 8）%，表明自噬流被阻断导致细

胞无法通过降解途径维持能量稳态（图 5）。细胞存活

! " # $ % & ' (

饥饿时间
)*

+'#

（
'#!"!

$）
!

,-$."!

（
"'!"!

$）
!

,-$.""

（
"%!"!

$）
!

/0+12

（
$'!"!

$）
!

! " # $ % & ' (

饥饿时间
)*

"3&

"3!

!3&

!

+
'
#

蛋
白
相
对
表
达
量

! " # $ % & ' (

饥饿时间
)*

"3&

"3!

!3&

!

,
-
$
"
"

蛋
白
相
对
表
达
量

4

5

6

7

5

5

5

7

5

5

5

4

+"89:;

（
#<=!"!

$）
!

89:;

（
#<=!"!

$）
!

>"0?+@

（
'#!"!

$）
!

0?+@

（
'#!"!

$）
!

/0+12

（
$'!"!

$）
!

! " # $ % & ' (

饥饿时间
)*

! " # $ % & ' (

饥饿时间
)*

"3&

"3!

!3&

!

>
"
0
?
+
@
)
0
?
+
@

A

B

A

! " # $ % & ' (

饥饿时间
)*

#3!

"3&

"3!

!3&

!

+
"
8
9
:
;
)
8
9
:
;

C

*

A

C

-

0

.

1

D

E

a： P<0. 05，b： P<0. 01，c： P<0. 001，d： P<0. 000 1，与饥饿时间0 h组比较；e： P<0. 05，f： P<0. 01，g： P<0. 001，h： P<0. 000 1
A：Western blot检测饥饿处理 HepG2细胞后 P62、LC3B蛋白的表达；B：饥饿处理后各组 P62蛋白的相对表达量；C：饥饿处理后

各组 LC3B-Ⅱ的相对表达量；D：Western blot 检测饥饿处理 HepG2 细胞后 AMPK/mTOR 通路蛋白的表达；E：饥饿处理后的

p-AMPK蛋白相对表达量；F：饥饿处理后的p-mTOR蛋白相对表达量

图2　Western blot检测饥饿处理HepG2细胞后自噬及AMPK/mTOR通路的蛋白表达（n=3，x̄±s）
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率、自噬强度与 ATG5 表达量呈显著正相关，说明

ATG5依赖性自噬是细胞抵抗营养应激的关键机制。

2. 5　饥饿处理转染 sh-ATG5 后 HepG2 细胞显著抑制

自噬小体形成

使用MDC特异性标记饥饿处理和常规培养的 sh-

ATG5 转染的 HepG2 细胞，结果显示：与常规培养比

较，随着饥饿时间的延长，sh-ATG5转染的HepG2细胞

仅被检测到转染载体携带的ATG5-GFP绿色荧光信号

（激发波长 488 nm），未观察到MDC特异性标记荧光，

荧光强度及胞浆内荧光颗粒数量与常规培养的

HepG2细胞的差异无统计学意义。这提示敲降 ATG5
基因显著性地抑制 HepG2 细胞在饥饿诱导营养应激

中的自噬小体形成（图6）。

2. 6　饥饿处理转染 LV-ATG5-RNAi 后的 HepG2 出现

细胞自噬流减弱

运 用 Western blot 技 术 检 测 sh-ATG5 转 染 的

HepG2 细胞在饥饿处理时间（0~7 h）内的自噬蛋白

（LC3 和 P62）表达情况，结果显示 sh-ATG5 转染的

HepG2细胞在饥饿处理期间，LC3B-Ⅱ蛋白表达量低，

差异无显著性统计学意义（图 7C）；与 0 h比较，P62蛋

白在饥饿处理期间表达相对稳定且未出现明显变化

（图 7B），差异无显著性统计学意义，这提示 P62 蛋白

降解可能处于停滞状态，自噬底物降解通路失活。这

些结果说明敲降 ATG5基因阻断了营养应激诱导的自

噬流的激活，进一步证实了 ATG5 与饥饿诱导的营养

应激性自噬密切相关。

3　讨论

3. 1　肝癌营养应激性自噬流的研究意义

肝癌是人体代谢中枢的恶性肿瘤，肝癌细胞富含

能分解蛋白质、核酸、多糖等生物大分子的溶酶体［9］，
这一特性使其成为肿瘤自噬研究的焦点。自噬是真

核生物特有的一种依赖溶酶体的高度保守的应激调

控机制，在营养缺乏、缺氧、氧化应激等应激时，通过

溶酶体将异常、受损或相对冗余的细胞器、生物大分

子物质降解为小分子用于重新合成氨基酸、脂肪酸等

有机分子以维持细胞存活所需营养和能量［10-11］。自

噬流是指自噬通路中物质降解的动态流程，涉及自噬
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启动、自噬双层膜形成、自噬体形成、自噬溶酶体形

成、自噬溶酶体降解的一系列动态过程。自噬流的顺

畅与否决定了自噬的最终生物学效应。供血不足导

致营养供应缺乏是肿瘤微环境的常见特征，这种营养

应激状态成为调控癌细胞自噬流动态变化的关键微

环境因素［12］。因此，对解析肝癌细胞在肿瘤微环境中

的发病机制至关重要。

3. 2　营养缺乏对人肝母细胞瘤 HepG2 细胞自噬流的

影响

本研究用HBSS平衡盐溶液饥饿处理人肝母细胞

瘤 HepG2 细胞，模拟营养缺乏的肿瘤微环境，连续时

间动态研究营养应激对肝癌细胞自噬发生的诱导作

用。结果表明，随着饥饿时间增加，营养缺乏使肝癌

细胞产生应激，启动自噬，与既往研究结果相符［13］。
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图7　Western blot检测饥饿处理 sh-ATG5-HepG2细胞的自噬相关蛋白表达（n=3，x̄±s）
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在启动自噬过程中，通过自噬囊泡和自噬相关蛋白的

动态检测，发现自噬流随着饥饿时间增加逐渐增强，

其中饥饿 4 h 出现一个突然而短暂的下降，随后自噬

流强度逐渐回升，直到饥饿 6 h达峰值，建立了体外营

养缺乏诱导的人肝癌细胞自噬模型。HBSS平衡盐溶

液是一种没有氨基酸、血清和生长因子但含有少量糖

类的平衡盐溶液，能够维持渗透压、控制酸碱平衡和

供给无机盐成分，对细胞自噬依赖时间诱导而不依赖

药物浓度，且没有药物毒性［14］。HepG2细胞由常规培

养转为 HBSS 平衡盐溶液饥饿处理，细胞的营养摄入

突然减少，出现应激状态，在饥饿 4 h出现一个短暂的

耐受期，自噬流强度不升反而下降，营养应激通路的

AMPK/mTOR 通路活性出现抑制，随着平衡盐中的营

养物质被消耗，细胞的代谢应激性状态逐渐加重，自

噬流强度开始上升，激活营养应激的AMPK /mTOR通

路，饥饿至 6 h启动自噬。由此可见，癌细胞自噬启动

前需经历自噬流储备过程，呈现非线性上升的变化模

式，可能与营养应激的自身耐受性及对应激状态的感

应有关，这些变化反映细胞在营养缺乏条件下的复杂

生理反应，其中饥饿 4 h 可能成为逆转自噬的“窗口

期”，为干预自噬进程提供了新思路。

3. 3　ATG5通过调控自噬流对抗营养应激

ATG5 作为细胞自噬的关键分子，在细胞自噬过

程中不可或缺。其基因序列为 276个氨基酸，分布在

人类染色体 6q2 上［15］。它主要依赖泛素样结合系统

参与自噬体的形成：ATG12-ATG5 系统作用于自噬泡

延伸膨胀的进程，靶向自噬小体双分子膜上的 LC3系

统，促进 LC3 的脂化作用，加速吞噬泡膜的扩张和闭

合，P62 作为适配器与 LC3 结合［16］。KUMA［17］首次对

ATG5 缺陷小鼠进行饥饿实验，发现自噬缺陷新生鼠

在出生后因无法承受断食，在 12 h内死亡。已有文献

报道，敲除 ATG5 通过凋亡相关因子抑制细胞增殖促

进凋亡［18］；有文献指出，ATG5可诱导细胞周期抑制蛋

白的表达使细胞滞留 G1 期，对抗应激所致的细胞凋

亡［19］。当前ATG5的研究集中于通过非自噬依赖途径

对抗营养危机［20-21］，而利用自噬途径参与肿瘤细胞应

对营养应激的机制却鲜有报道，特别是 ATG5 与饥饿

处理人肝癌细胞对自噬流的作用仍缺乏有效证据。

本研究通过动态连续检测不同饥饿时间点的自噬小

体、自噬标志性分子（LC3 和 P62）和 ATG5 的表达水

平，结果显示 ATG5 的表达与饥饿诱导的自噬流强度

变化正相关，即使在 4 h出现短暂的自噬流强度下降，

ATG5 与自噬流变化始终保持高度一致。sh-RNAs 沉
默 ATG5 基因后，人肝癌细胞 HepG2 对饥饿的敏感性

增加，细胞增殖下降，可见 ATG5 能增强人肝癌细胞

HepG2对抗饥饿引起的细胞死亡。这些结果说明，饥

饿处理的人肝癌细胞 HepG2 随着饥饿时间延长导致

营养缺乏性应激加重，癌细胞在此过程中通过调控

ATG5水平，调节自噬流强度对抗营养危机。因此，在

营养应激过程中，ATG5既是肿瘤细胞能量“感应器”，

也是自噬启动“调节阀”。

综上所述，自噬流作为反映自噬从诱导到完成的

全过程强度的重要指标，包含自噬体形成、自噬体与

溶酶体的融合以及内容物的降解速率，在肿瘤营养缺

乏诱发的应激性自噬中发挥重要的指示作用。本研

究结果提示，肝癌细胞营养应激呈现的非线性自噬流

中存在逆转自噬启动的时间点，ATG5 在对抗营养缺

乏带来的生存危机中发挥自噬流的调控作用。构建

的肝癌体外代谢应激性自噬模型，可为进一步探究

ATG5 在肿瘤适应代谢压力中的作用机制、筛选靶向

自噬的干预策略及推动个体化治疗提供重要研究

工具。
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