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AKT1介导的肝癌细胞自噬增强 125I粒籽辐照敏感性

王琛禹，吴治州，刘 丽，肖云华，黄学全  陆军军医大学（第三军医大学）第一附属医院核医学科，重庆

［摘要］ 目的 探究丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 1（serine/threonine-protein kinase 1，AKT1）介导的肝

癌细胞自噬对 125I粒籽辐照敏感性的影响。方法 ①利用 iProX数据库和 STRING12. 0网站对 125I粒籽

辐照前后肝癌蛋白组数据进行分析，探究差异表达蛋白及相关功能联系，同时借助癌症基因组图谱

（the cancer genome attas， TCGA）数据库分析AKT1表达水平与肝癌患者生存期关系。②利用人肝癌细

胞系 HUH7和 Hep3B构建体外辐照模型，125I组细胞接受起始表观活度 0. 8 mCi/粒籽的 125I放射性粒籽

持续辐照约 120 h 累计辐射剂量 8 Gy，对照组（NC 组）正常培养 120 h。③使用自噬抑制剂氯喹

（chloroquine， CQ）、诱导剂分别处理肝癌细胞系，构建CQ组和RAPA组。运用慢病毒转染技术构建过

表达 AKT1 肝癌细胞系，即 AKT1 组。将同样处理的肝癌细胞系持续 125I 粒籽辐照 120 h，获得 CQ+125I
组、RAPA+125I组、AKT1+125I组。④Western blot检测微管相关蛋白轻链 3（microtubule-associated protein 
light chain 3，LC3）、p62、AKT1、p-AKT1的变化，利用细胞免疫荧光观察LC3表达；平板克隆实验和流式

细胞术实验检测细胞克隆能力以及凋亡率。结果 ①125I粒籽辐照后，相较于NC组，125I组的中 p62表

达降低（P<0. 05），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值增高（P<0. 05），免疫荧光显示 LC3 绿色荧光点增多。与 125I 组比

较，CQ+125I组 p62表达增高（P<0. 01），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值降低（P<0. 01）。在细胞凋亡和克隆能力方面，

CQ+125I组凋亡率较 125I组降低（P<0. 01），CQ+125I组克隆形成数较 125I组增多（P<0. 01），而 RAPA+125I组
结果与之相反。②iProX数据库分析显示，AKT1在辐照组降低，TCGA数据库分析表明，AKT1高表达预

示肝癌患者较差预后（P<0. 01）。③125I 粒籽辐照后，125I 组 AKT1 在 RNA 和蛋白水平表达均降低（P<
0. 01）。过表达AKT1后，自噬水平降低（P<0. 05），125I粒籽辐照过表达AKT1的肝癌细胞可部分恢复自

噬水平。相较于AKT1组，AKT1+125I组的AKT1、p-AKT1、p62表达均降低（P<0. 05），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值增高

（P<0. 05）。④关于细胞凋亡和克隆能力，AKT1+125I 组较 125I 组凋亡率降低（P<0. 05），AKT1+125I 组较

AKT1 组凋亡率升高（P<0. 05）。HUH7 细胞中 AKT1+125I 组较 125I 组克隆能力提高（P<0. 05），在

Hep3B细胞中 AKT1+125I组较 125I组克隆能力提高（P<0. 05），AKT1组较 NC组克隆能力增高（P<0. 05）。

结论 125I 粒籽辐照后的肝癌细胞通过降低AKT1的表达诱导致命性自噬，为 125I放射性粒籽植入治疗

肝癌提供了新的理论依据。
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autophagy in hepatocellular carcinoma (HCC) cells on their sensitivity to 125I seed irradiation.  
Methods　① iProX database and STRING12. 0 website were utilized to analyze the proteomic data of HCC 
before and after 125I seed irradiation to explore the differentially expressed proteins and associated functional 
connections.  Meanwhile, The Cancer Genomics Atlas (TCGA) database was employed to analyze the 
relationship between AKT1 expression level and the survival of HCC patients.  ② Human HCC cell lines 
HUH7 and Hep3B were exposed to continuous irradiation from 125I radioactive seeds with an initial apparent 
activity of 0. 8 mCi per seed for approximately 120 h, accumulating a total dose of 8 Gy, while the control cells 
were cultured under normal condition for 120 h.  ③ Autophagy inhibitor, chloroquine (CQ) and inducer, 
rapamycin (RAPA) were used to treat the HCC cells respectively to establish the CQ group and the RAPA 
group.  The lentiviral transfection technique was employed to construct the HCC cells with overexpressed 
AKT1, namely the AKT1 group.  The HCC cells treated in the same way were continuously irradiated with 125I 
seeds for 120 h to construct the CQ+125I group, the RAPA+125I group, and the AKT1+125I group.  ④ The 
changes in microtubule-associated protein light chain 3 (LC3), p62, AKT1 and p-AKT1 were detected by 
Western blotting.  Cell immunofluorescence assay was employed to observe the expression of autophagy 
related proteins, such as LC3.  The colony forming ability and apoptotic rate were detected with plate cloning 
assay and flow cytometry.  Results　 ① Continuous irradiation with 125I seeds resulted in decreased 
expression of p62 and increased ratio of LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ (P<0. 05) when compared with the negative control 
(NC) group.  Immunofluorescence assay revealed more green fluorescence spots of LC3.  When compared with 
the 125I group, the CQ + 125I group had significantly increased expression of p62 (P<0. 01), decreased ratio of 
LC3Ⅱ/LC3Ⅰ(P<0. 01), lower apoptotic rate (P<0. 01), and more colony formations (P<0. 01).  In contrast, the 
results in the RAPA + 125I group were opposite to those of the CQ + 125I group.  ② Analysis on the iProX 
database showed that the expression of AKT1 was decreased in the irradiated group, and analysis on the TCGA 
database indicated that high expression of AKT1 predicted a poor prognosis for HCC patients (P<0. 01).  ③After 
irradiation with 125I seeds, the expression of AKT1 at both the RNA and protein levels was decreased in the 125I 
group (P<0. 01).  After overexpression of AKT1, the level of autophagy was decreased (P<0. 05).  Irradiation of 
HCC cells with overexpressed AKT1 using 125I seeds could partially restore the level of autophagy.  In the 
AKT1 + 125I group, the expression of AKT1, pAKT1 and p62 were all decreased, and the ratio of LC3Ⅱ/LC3Ⅰ 
was increased than the AKT1 group (P<0. 05).  ④ The apoptotic rate of the AKT1 + 125I group was lower than 
that of the 125I group (P<0. 05) and higher than that in the AKT1 group (P<0. 05).  In HUH7 cells, the 
clonogenic ability of the AKT1 + 125I group was higher than that of the 125I group (P<0. 05).  In Hep3B cells, 
the clonogenic ability of the AKT1 + 125I group was higher than that of the 125I group, and the clonogenic ability 
of the AKT1 group was higher than that of the NC group (P<0. 05).  Conclusion　125I seed irradiation induce 
lethal autophagy in HCC cells by reducing the expression of AKT1, providing a new theoretical basis for the 
implantation of 125I radioactive seeds in the treatment of HCC.  

［Key words］ hepatocellular carcinoma cells； 125I radioactive seeds； AKT1； autophagy； radiation 
sensitivity
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原发性肝细胞癌（hepatocellular carcinoma， HCC）
是全球最常见的癌症类型，在我国已成为癌症相关死

亡的第二大原因［1-2］。大多数肝癌患者确诊时已处于

晚期，错过了局部根治性手术或射频消融治疗的最佳

时机。化疗、灌注栓塞、免疫治疗、体外放疗等常规手

段虽在临床广泛应用，但疗效未达预期效果［3］。近年

来，125I放射性粒籽永久植入的近距离放射治疗崭露头

角，其持续低剂量率照射模式为肝癌治疗带来新契

机。125I放射性粒籽持续释放 29 keV γ射线，可精准破

坏 HCC 细胞 DNA，诱导癌细胞死亡。目前 125I粒籽已

应用于临床，并被证明是肝癌、非小细胞肺癌等恶性

肿瘤的一种有效、安全、经济的治疗方法［4-6］。然而，其
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治疗肝癌的深层机制及治疗抵抗现象的成因仍不明

晰，成为限制该技术进一步发展的关键瓶颈。丝氨酸/
苏氨酸蛋白激酶 1（serine/threonine-protein kinase 1，
AKT1）在细胞生长过程中扮演着核心角色，不仅参与

葡萄糖代谢、细胞凋亡、细胞增殖、转录和细胞迁移等

环节［7］，也是肿瘤细胞转移侵袭与自噬调控的关键因

子［8-9］。鉴于此，本研究聚焦 125I粒籽辐照后的HCC细

胞自噬现象，探究其与AKT1异常表达的相关性，旨在

揭示AKT1影响肝癌细胞自噬的分子机制，为 125I放射

性粒籽治疗肝癌的机制阐释提供关键理论支撑，助力

肝癌放疗技术的优化与突破。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

HUH7和Hep3B人肝癌细胞系购自普诺赛生命科

技有限公司，DMEM培养基、MEM培养基、胎牛血清和

链霉素-青霉素双抗购自南京生航生物技术有限公司；
125I 放射性粒籽购自君安药业科技有限公司；LC3A/B
抗体购自美国 CST 公司；p62、AKT1、p-AKT1、GAPDH
和 β-actin 抗体均购自江苏亲科生物研究中心有限公

司；抗兔 IgG-HRP 抗体购自美国 CST 公司；氯喹和雷

帕霉素购自TargetMol公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　细胞培养和辐照处理　　将 HUH7 细胞培养

在 DMEM 培养基中，Hep3B 细胞培养在 MEM 培养基

中，培养基中添加 10%的胎牛血清和 1%的双抗，并将

细胞放置在 37 ℃，5%CO2的培养箱中培养。125I 放射

性粒籽起始表观活度为0. 8 mci/粒籽，半衰期为59. 4 d，
发射出 27. 4～31. 5 keV 的 X 射线和 35. 5 keV 的 γ 射

线。根据先前研究所述［10］，在体外构建了辐照模型，
125I组对肝癌细胞持续辐照时间约为 120 h，累计总辐

照剂量为 8 Gy。对照组（NC 组）中接种细胞于 T25 培

养瓶中，持续培养 120 h。在 6孔板中，以每孔 1×105个
细胞的密度接种 HUH7和 Hep3B细胞，于各孔分别加

入终浓度15 μmol/L的氯喹（chloroquine， CQ）和1 μmol/L
的雷帕霉素（rapamycin， RAPA），由此构建 CQ 组和

诱导剂RAPA组。对经同样处理的 HUH7 和 Hep3B
细胞持续辐照120 h，即为CQ+125I组和RAPA+125I组。

1. 2. 2　慢病毒转染细胞　　构建用于过表达 AKT1
的慢病毒购自擎科生物有限公司。在 24孔板的每个

孔中接种 2. 5×104个肝癌细胞，培养 24 h后，加入 5 μL
浓度为 1×108 TU/mL 的慢病毒转染 12 h，随后更换正

常培养基继续培养。在荧光显微镜下观察到有绿色

荧光后，在培养基中加入2 μg/mL的嘌呤霉素培养1周，

直至筛选出稳定转染的细胞后，用 Western blot 检测

基因过表达的效率。过表达 AKT1 的慢病毒构建的

稳定转染肝癌细胞系为 AKT1组。将过表达 AKT1的

肝 癌 细 胞 系 通 过 125I 粒 籽 持 续 辐 照 120 h，即 为

AKT1+125I组。

1. 2. 3　蛋白质免疫印记实验　　用 RIPA 裂解液提

取组织和细胞中的蛋白质，并加入 1% 的蛋白酶抑制

剂和 2%的磷酸化酶抑制剂。使用BCA试剂盒检测蛋

白浓度，然后加入上样缓冲液在 100 ℃下变性 5 min。
然后使用 12. 5% 十二烷基硫酸钠—聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离蛋白，随后转移至 0. 22 μm孔径PVDF膜上。

在室温下封闭 2 h，在 4 ℃下与一抗 LC3，p62，AKT1，
p-AKT1，β-actin和GAPDH（1∶1 000）孵育 12～14 h，在
室温下与二抗（1∶4 000）孵育 2 h。滴加增强发光液在

膜上，反应 30 s。使用化学发光成像系统记录蛋白印

记，使用 Image J 软件分析蛋白印记灰度值。LC3A/B 
合成后，羧基末端切割形成LC3A/B-Ⅰ，自噬时转变为

LC3A/B-Ⅱ，在 Western blot 结果中，以 LC3A/B-Ⅱ与

LC3A/B-Ⅰ的比值（LC3Ⅱ/LC3Ⅰ）作为判断自噬水平的

指标。

1. 2. 4　细胞免疫荧光　　将细胞接种于爬片上，用4%
多聚甲醛固定10 min，用0. 1%Triton X-100通透15 min。
使用免疫荧光快速封闭液封闭 20 min，然后在 4 ℃下

与一抗 LC3（1∶200）孵育过夜。在室温下与带有荧光

标签的二抗孵育 1 h。然后将爬片放置在载玻片后滴

加含DAPI的抗荧光淬灭封片剂。使用激光共聚焦显

微镜观察并收集图像。

1. 2. 5　反转录多聚酶链式反应　　使用总RNA提取

试剂盒进行总 RNA 提取，使用 NanoDrop 2000 系统评

估 RNA 浓度和纯度。使用 MighyScript 第一链 cDNA
合 成 Master Mix 对 RNA 样 品 进 行 反 转 录 。 使 用

SYBRPRIME qPCR Kit 和 LightCyclerTM 480 系统进行

qRT-PCR。采用 2-△△Ct方法进行基因表达分析，使用

GAPDH作为内参。

1. 2. 6　平板克隆实验　　将细胞接种到 6孔板中，起

始细胞数为 500个/孔，在孔板中培养 24 h待细胞贴壁

后再进行处理。持续培养 10 d，其中实验组在细胞贴

壁后开始辐照满 120 h 后继续培养。当集落形成后，

加入 4% 多聚甲醛固定 15 min，然后加入结晶紫染色

10 min，并拍照计数存活集落的数量。

1. 2. 7　流式细胞术检测细胞凋亡　　各实验组细胞

经无EDTA胰蛋白酶消化处理，通过离心收集细胞，最
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终获得 1～5×105 个细胞的单细胞悬液。并根据

Annexin-V FITC/PI 凋亡检测试剂盒（4A Biotech）先加

入 5 μL Annexin-V FITC 室温避光孵育 5 min，再加入

10 μL PI，并加入 400 μL PBS，然后立刻上机进行流式

检测。

1. 2. 8　数据库分析　　125I粒籽辐照前后的肝癌蛋白

组数据来源于 iProX 数据库（https：//www. iprox. cn/
page/home. html）。将差异表达蛋白导入 STRING 12. 0
网站（https：//cn. string-db. org/）进行蛋白质功能相关

分析。癌症基因组图谱（the cancer genome attas， 
TCGA）数据库中肝癌总生存期和无病生存期比率的

Kaplan-Meier 曲线通过 TCGA 数据库中肝癌组织中

AKT1表达水平的高低分析生成。

1. 3　统计学分析

采用 GraphPad Prism 9. 0软件进行统计分析。所

有数据均符合正态分布和方差齐性的要求，数据以 x̄±s
表示。组间比较采用非配对 t 检验，多重比较采用单

因素方差分析，然后采用 Tukey事后检验。P<0. 05被

认为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　125I粒籽辐照后的肝癌细胞产生了自噬

使 用 基 因 表 达 综 合 数 据 库（gene expression 
omnibus， GEO）与 iProX 蛋白组数据库中 125I粒籽辐照

后的肝癌细胞中差异基因进行 GO 富集分析，根据分

析结果的气泡图可以表明，125I粒籽辐照后的肝癌细胞

中的差异表达蛋白与自噬具有相关性（图 1A）。随后

辐照组的 HUH7 和 Hep3B 细胞在 125I粒籽作用下持续

辐照 120 h，利用 Western blot 对细胞系的蛋白质进行

检测，结果表明，相较于 NC 组，125I 组中 p62 表达降低

（P<0. 05），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的比值增高（P<0. 05，图 1C）。

为了进一步验证该结果，本研究对 NC 组和 125I 组的

HUH7和 Hep3B 细胞进行了免疫荧光染色，结果表明

在 125I 组中，LC3 绿色荧光点明显增多（图 1D）。综合

以上结果可以表明，125I粒籽辐照后的肝癌细胞产生了

自噬。

2. 2　125I粒籽诱导的致命性自噬影响肝癌细胞的辐射

敏感性

本研究应用CQ和RAPA干预 125I粒籽辐照后的肝

癌细胞自噬表达，以探究其对放射敏感性的影响，并

检测细胞存活能力与克隆能力。Western blot 结果显

示，相较于 125I 组，CQ+125I 组中 p62 蛋白表达增高，

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的比值降低，表明 CQ 可抑制 125I 粒籽辐

照后肝癌细胞自噬；而 RAPA+125I组中 p62表达降低，

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的比值增高，表明 RAPA 可以促进 125I粒
籽辐照后肝癌细胞自噬（P<0. 01，图 2A、B）。凋亡流

式细胞术检测发现，相较于 125I组，CQ+125I组凋亡率降

低，RAPA+125I组凋亡率上升（P<0. 01，图 2C）。平板克

隆实验显示，相较于 125I 组，CQ+125I 组克隆能力升高，

细胞集落形成增多；RAPA+125I 组肝癌细胞的克隆能

力降低（P<0. 01，图 2D）。以上结果表明，125I粒籽辐照

后的肝癌细胞产生的自噬是一种致命性自噬，能够降

低了肝癌细胞的生存能力和克隆形成能力，增加了肝

癌细胞对 125I粒籽放疗的敏感性。

2. 3　肝癌中AKT1异常表达预示着不良预后

根据 iProX 数据库中 125I 粒籽辐照后肝癌差异蛋

白表达进行分析，在辐照组和对照组中有 44个差异表

达蛋白。热图显示，AKT1在辐照组中表达降低（图3A）。
将 44 个差异表达蛋白基因在 STRING 12. 0 数据库中

进行检索，随后得到差异表达基因间的相关性预测图

（图 3B），该结果预测了AKT1可能是 125I粒籽辐照后肝

癌细胞中引起蛋白变化的关键基因。根据TCGA数据

库中肝细胞癌中AKT1的表达水平分析了HCC患者的

总生存率和无病生存率（P < 0. 01，图 3C、D），结果表

明，AKT1高表达预示着肝癌患者较差的预后。

2. 4　125I粒籽辐照后的肝癌细胞AKT1表达降低

为了探究AKT1在HUH7和Hep3B细胞中经过 125I
粒籽辐照后的表达情况，本研究利用RT-qPCR检测了

AKT1 在 RNA 水平的表达情况，结果表明，相较于 NC
组，125I粒籽辐照后的肝癌细胞中AKT1在RNA水平表

达降低（P<0. 05，图 4A）。利用 Western blot 对肝癌细

胞中的 AKT1 在蛋白水平的表达情况进行了检测，结

果表明，相较于 NC 组，经过 125I 粒籽辐照后的肝癌细

胞中 AKT1 蛋白和 AKT1 的磷酸化蛋白表达均降低

（P<0. 05，图 4B）。综合以上结果表明 125I粒籽辐照后

的肝癌细胞中AKT1表达降低。

2. 5　过表达 AKT1 后 125I 粒籽辐照后的肝癌细胞自噬

受到抑制

为了探究 AKT1 与 125I 粒籽辐照诱导自噬之间的

关系，在 HUH7 和 Hep3B 细胞中过表达 AKT1。利用

Western blot 检测肝癌细胞中 AKT1 的过表达效率、

AKT1 组以及 NC 组肝癌细胞的自噬水平。过表达

AKT1后，相较于NC组，AKT1组的AKT1表达和p62表
达均增高（P<0. 05），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的比值降低（P<0. 05，
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图1　125I粒籽辐照后的肝癌细胞中产生了自噬
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a：P<0. 01，与NC组比较，b：P<0. 01，与 125I组比较

A、B： HUH7 和 Hep3B 细胞 NC、125I、CQ+125I 以及 RAPA+125I 组中 p62 和 LC3 的表达； C：流式细胞术检测 HUH7 和 Hep3B
细胞NC、125I、CQ+125I以及RAPA+125I组的凋亡率

图2　125I粒籽诱导的自噬影响肝癌细胞的辐射敏感性

（图2D续下页）
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图 5A），这表明过表达 AKT1 后自噬水平降低。下一

步探究 125I 粒籽辐照过表达 AKT1 后的肝癌细胞中的

自噬水平，经 Western blot 结果可知，相较于 125I 组，

AKT1+125I 组的 AKT1、p-AKT1 和 p62 表达均增高（P<
0. 05），LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ比值降低（P<0. 05）；相较于较

AKT1 组，AKT1+125I 组的 AKT1、p-AKT1 和 p62 表达

均降低（P<0. 05），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值增高（P<0. 05，
图 5B），这表明经过 125I粒籽辐照后的过表达 AKT1的

肝癌细胞可部分恢复其自噬水平。经过以上实验证

明过表达肝癌细胞中 AKT1 后抑制了 125I 粒籽辐照引

起的肝癌细胞自噬。

2. 6　过表达 AKT1 后降低了肝癌细胞对 125I 粒籽辐照

敏感性

为了进一步探究 AKT1 对 125I 粒籽辐照后的肝癌

细胞的影响，利用过表达 AKT1 的 HUH7 和 Hep3B 细

胞进行了细胞存活能力和克隆能力的检测。对过表

达AKT1的肝癌细胞进行 125I粒籽辐照，流式细胞检测

发现，在HUH7和Hep3B肝癌细胞中AKT1组与NC组

凋亡率未见显著差异（P>0. 05），AKT1+125I 组较 125I 组
凋亡率降低（P<0. 05），AKT1+125I组较AKT1组凋亡率

升高（P<0. 05），这表明过表达 AKT1的肝癌细胞在未

接受 125I 粒籽辐照时，其存活能力与野生型未见明显

差异（P>0. 05），但在接受 125I 粒籽辐照后，过表达

AKT1 的肝癌细胞仍在辐照下发生凋亡，但是其生存

率较 125I组提高（P<0. 05，图 6A）。通过平板克隆实验

检测过表达 AKT1 肝癌细胞的克隆能力，发现 HUH7
和 Hep3B细胞系存在差异，在 HUH7中 AKT1组较 NC
组肝癌细胞克隆集落数未见明显差异（P>0. 05），但是

AKT1+125I 组较 125I 组肝癌细胞克隆能力提高（P<
0. 05）；在Hep3B细胞中，AKT1组较NC组肝癌细胞克

隆能力增高（P<0. 05），AKT1+125I 组较 125I 组肝癌细胞

克隆能力提高（P<0. 05，图 6B）。综上结果表明，过表

达AKT1会抑制肝癌细胞对 125I粒籽辐照敏感性。
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图5　过表达AKT1后 125I粒籽辐照后的肝癌细胞自噬受到抑制
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图6　过表达AKT1降低了肝癌细胞对 125I粒籽辐照敏感性
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3　讨论

3. 1　125I粒籽辐照肝癌细胞特性及临床应用优势

在本研究中，125I粒籽辐照后的肝癌细胞凋亡率升

高，细胞克隆能力下降，这意味着 125I粒籽辐照后的肝

癌细胞生存能力下降。125I放射性粒籽植入是当前广

泛应用于恶性肿瘤局部放疗的一种手段，具有安全性

和有效性。125I放射性粒籽在实体性肿瘤中可持续释

放射线，以粒籽为中心在近距离范围内进行低剂量率

的持续放射治疗。由于其辐射剂量会随着距离的增

加而减少，所以在实体肿瘤中植入 125I 粒籽可以提高

肿瘤局部放射剂量的同时对周围组织的损伤也相应

减少［11］。例如，在一项肝动脉化疗栓塞联合 125I 粒籽

植入治疗原发性肝癌的系统评价和Meta分析研究中，

473 例患者接受经导管动脉化疗栓塞术（transcatheter 
arterial chemoembolization，TACE）联合 125I 粒籽植入治

疗，另有 421 例患者仅接受 TACE 治疗，结果显示，接

受联合治疗的患者 1 年和 2 年生存率均高于仅接受

TACE 治疗的患者［12-13］。这些研究表明 125I 粒籽在治

疗肝癌中达到了良好的效果，有广阔的应用前景。

3. 2　125I粒籽在肝癌细胞中通过自噬促进细胞凋亡

在本研究中，125I粒籽辐照后的肝癌细胞中 p62表

达降低，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值增高，这意味着在 125I 粒籽

辐照后有自噬现象的发生。通过使用自噬的抑制剂

氯喹和诱导剂雷帕霉素来验证 125I放射性粒籽辐照肝

癌细胞产生的自噬现象在癌症治疗中的作用。在癌

症的发展过程中，自噬通常被认为是一把“双刃剑”，

可以促进肿瘤的发生和抑制肿瘤的进展，这种自相矛

盾的功能取决于癌症发展的不同阶段［14］，SUN等［15］研
究发现外泌体 miR-101-3 p抑制电离辐射引起的 DNA
损伤修复，通过激活PI3K/AKT/mTOR信号通路促进细

胞和动物水平的自噬，从而引起非小细胞肺癌的凋

亡。WANG 等［16］的研究也发现电离辐射通过 mTOR
通路诱导自噬从而促进了卵巢癌细胞等的凋亡。结

果表明 125I放射性粒籽在肝癌中发挥作用是通过了诱

发肝癌细胞的致命性自噬，从而促进肝癌细胞的

凋亡。

3. 3　AKT1介导肝癌细胞对 125I粒籽的放疗敏感性

在本研究中通过 125I粒籽辐照后的肝癌蛋白组数

据库，筛选出核心表达差异蛋白 AKT1，并对其在 125I
粒籽辐照后的肝癌细胞中所发挥的作用进一步探究。

AKT1 蛋白的过度活化和 PI3 K/AKT 信号通路的改变

促进肿瘤进展，并促进不同癌症的化疗药物耐药

性［17］。研究证明通过抑制 AKT1可以抑制乳腺癌［18］、
胃癌［19］等癌症的进展。因此，AKT1 被认为是癌症的

治疗靶点，有大量的研究对癌症靶点进行化学药物预

防研究，其中也包括对AKT1抑制剂的研究，目前许多

化合物已被认定为 AKT1 的抑制剂，其中包括卡匹塞

替尼（capivasertib，AZD5363）、依帕塞替尼（ipatasertib，
GDC-0068）和 阿 呋 塞 替 尼（afuresertib，LAE002）
等［20-21］。YU 等［22］发现 AKT1 抑制剂可以诱导肝癌细

胞的自噬性死亡。同时 SHI等［23］发现AKT1可以作为

自噬抑制剂介导卵巢癌细胞的对顺铂的耐药性。本

研究发现在肝癌细胞中 125I 粒籽可以作为 AKT1 的抑

制剂，125I 粒籽辐照后的肝癌细胞中 AKT1 表达降低，

从而促进肝癌细胞的自噬发生，紧接着构建了 AKT1
过表达的 HUH7和 Hep3B细胞系进行进一步的探究，

结果表明AKT1过表达后，自噬现象受到了明显抑制。

相较于仅过表达 AKT1 的肝癌细胞，过表达 AKT1 且

经 125I 粒籽辐照处理的肝癌细胞自噬水平显著提升，

这一现象表明，可能有其他分子参与 125I 粒籽辐照后

肝癌细胞自噬的发生。

本研究存在一定的局限性。该研究仅通过体外

细胞实验探究 125I 粒籽辐照后的肝癌细胞中 AKT1 与

自噬的关系，但对其中具体的信号转导通路并未进一

步明晰。

综上所述，125I粒籽辐照后的肝癌细胞的生存能力

和克隆能力均下降。同时 125I粒籽辐照后的肝癌细胞

中 AKT1 的表达下降，这诱导了致命性自噬的发生。

本研究结果表明 125I 粒籽可以作为一种 AKT1 的抑制

剂从而诱导肝癌细胞自噬的发生，增加肝癌细胞的凋

亡率，这为 125I 放射性粒籽植入治疗肝癌提供了新的

解释。
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