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摘要 : 本研究在模拟缺氧环境下观察苯并芘 (benzo[α ]pyrene, BaP) 对分子伴侣自噬 (chaperone-mediated

autophagy, CMA) 的影响, 同时阐明这种影响与热休克蛋白 90 (heat shock protein 90, HSP90) 的关系。用CoCl2构建

细胞缺氧环境, 检测BaP对给予HSP90抑制剂格尔德霉素 (geldanamycin, GA) 和沉默HSP90α的细胞中与CMA相

关的缺氧诱导因子-1α (hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α)、HSP90、热休克同源蛋白 70 (heat shock cognate protein

70, HSC70) 和溶酶体相关蛋白 2A (lysosomal associated protein 2A, LAMP-2A) 的mRNA和蛋白表达的影响。采用

碱性彗星实验、免疫荧光 γ-H2AX焦点实验、实时荧光定量PCR (quantitative real-time PCR, qPCR) 和Western blot实

验阐明不同浓度BaP对A549细胞中DNA损伤与细胞内CMA相关因子的mRNA和蛋白表达的关系。结果显示, 缺

氧环境可以促进A549细胞CMA相关因子的mRNA和蛋白的表达。本研究发现: 在缺氧环境下, BaP对CMA有抑

制作用, HSP90被抑制或沉默将增强BaP对CMA的抑制; 在常氧环境下, BaP可导致DNA损伤并促进CMA。
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Abstract: In this study, the effect of benzo[α]pyrene (BaP) on chaperone-mediated autophagy (CMA) in a

simulated hypoxia environment was observed and the relationship to heat shock protein 90 (HSP90) was clarified.

With HSP90 inhibitor geldanamycin (GA) and HSP90α silenced, the mRNA and protein expression of hypoxia-

inducible factor-1α (HIF-1α), HSP90, heat shock cognate protein 70 (HSC70), and lysosomal associated protein 2A

(LAMP-2A) of A549 cells on hypoxic environment by BaP were tested. Alkaline comet experiment, immunofluo‐

rescence γ -H2AX focus experiment, quantitative real-time PCR (qPCR), and Western blot analyses were used to

clarify the relationship between the DNA damage of different concentrations of BaP in A549 cells and the mRNA
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and protein expression of CMA-related factors. The results show that hypoxia can promote the expression of

mRNA and protein of CMA-related factors in A549 cells. This study found that BaP has an inhibitory effect on

CMA under the hypoxic environment. The inhibition or silencing of HSP90 will enhance the inhibitory effect of

BaP on CMA. In a normoxic environment, BaP causes DNA damage and promotes CMA.

Key words: hypoxia; benzo[α]pyrene; chaperone-mediated autophagy; hypoxia inducible factor-1α; heat

shock protein 90; DNA damage

近年来, 随着对肿瘤形成机制的不断探索, 人们发

现肿瘤的发生、发展和转移与肿瘤微环境有着十分密

切的关系, 其中缺氧是推动肿瘤进展的重要微环境因

素之一[1]。在肿瘤的发展过程中会造成细胞缺氧, 同

时可以激活缺氧诱导因子-1α (hypoxia inducible factor-

1α, HIF-1α), 其过表达与肿瘤的转移密切相关, 最终导

致患者死亡率升高[2]。苯并芘 (benzo[α]pyrene, BaP)

是一种普遍存在的环境污染物与致癌物, 有致毒性、致

癌性以及致畸性[3], 它是芳香烃受体 (aryl hydrocarbon

receptor, AhR) 的配体, 同时也是多环芳烃 (polycyclic

aromatic hydrocarbons, PAH) 类化合物的主要代表[4,5]。

在无配体存在时, AhR、热休克蛋白90 (heat shock protein

90, HSP90)、乙型肝炎病毒X-相关蛋白 2 (the hepatitis

B virus X-associated protein 2, XAP2) 和 p23蛋白以复

合物形式存在于细胞浆中, 当 BaP和 AhR结合后, 将

与芳香烃受体核转位因子 (aryl hydrocarbon receptor

nuclear translocator, ARNT) 结合并进入细胞核, HSP90

等被释放到细胞浆中[6]。HSP90作为热休克蛋白家族中

的一员, 在分子伴侣自噬 (chaperone-mediated autophagy,

CMA) 过程中发挥着重要作用。CMA是细胞自噬的

特殊形式, 也是哺乳动物特有的自噬途径[7,8]。热休克

同源蛋白 70 (heat shock cognate protein 70, HSC70) 和

HSP90作为分子伴侣参与 CMA过程[9-11]。CMA的发

生需要胞质内HSC70与底物分子的特异氨基酸序列

(KFERQ) 识别结合[12], 形成的复合物能被溶酶体相关

蛋白 2A (lysosomal associated protein 2A, LAMP-2A)

所识别, 在溶酶体腔内HSC70的介导下使底物去折叠

并转位至溶酶体进行降解[13]。此外, HSP90作为分子伴

侣维持客户蛋白的稳定性, 对关键癌蛋白具有调节作用

进而促进癌症发展[14], 其具有多种亚型如 HSP90α和

HSP90β等, 其中HSP90α是构成性表达并主要分布于

细胞质。HIF-1α是HSP90的客户蛋白, 其与HSP90α的

相互作用可调节与其二聚化伴侣ARNT的相互作用[15]。

CMA的发生还与DNA的损伤有关, 基因组的不稳定性、

DNA 损伤以及氧化应激都是 CMA 的异常表现[16,17]。

BaP对细胞氧化损伤的积累可间接造成DNA双链断裂

(double strand break, DSB)[18], DSB是DNA损伤中最严

重的一种形式, 其显著形态学标志是 γ-H2AX焦点形

成[19]。在常氧和缺氧环境下探讨BaP引起自噬的分子

机制, 对BaP致癌机制的探讨及HSP90在BaP致癌和

BaP引起的自噬中的作用具有重要意义, 也可为HSP90

抑制剂应用于抗肿瘤提供一定的理论依据。

材料与方法

细胞株及主要试剂 人肺腺癌细胞株A549 (中国

医学科学院基础医学研究所), 在37 ℃、5% CO2条件下

培养于含10%胎牛血清的RPMI 1640培养基 (美国Gibco

公司); BaP 和 CoCl2 (美国 Sigma 公司); Total RNA Kit

(北京天根生化科技有限责任公司); Revert Aid First

Strand cDNA Synthesis Kit (美国Thermo Scientific公司);

QuantiFast SYBR Green Kit ( 日本 TOYOBO 公司);

TRIzol 提取试剂盒 (日本 TaKaRa 公司); PCR 引物和

pSGU6/GFP/Neo表达载体 (中国上海生工生物工程有

限公司); HSP90 抑制剂 GA (geldanamycin)、蛋白浓度

测定试剂盒、羊血清封闭液和DAPI (4',6-diamidino-2-

phenylindole) 核染料 (中国碧云天公司); 甘氨酸和

Tris base (法国ANGUS化学公司); HSP90、LAMP-2A、

HSC70、HIF-1α、γ -H2AX 和甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)

抗体 (英国Abcam公司); 荧光二抗 (美国LICOR公司);

Lipofectamine 3000 脂质体转染试剂盒 (美国 Thermo

公司); 低熔点琼脂糖和正常熔点琼脂糖 (美国Solarbio公

司); 单面磨砂载玻片和细胞爬片 (中国晶安生物公司)。

细胞活力检测实验 取对数生长期的A549细胞

制成每毫升 5×104个细胞悬液, 按每孔 100 μL接种于

96孔培养板, 于 37 ℃、5% CO2培养箱培养约 24 h, 加

入含有BaP的培养液。按BaP终浓度分为 0.01、0.1、1、

10和100 μmol·L-1剂量组及空白对照组 (细胞+培养基)、

溶剂对照组 (只有培养基) 和细胞对照组 (细胞+培养

基+DMSO, 预实验显示 0.1%的DMSO对细胞生长无

影响), 共 8组, 每个浓度设 5个复孔, 分别于 24、48和

72 h后, 每孔加入20 μL MTT溶液, 于37 ℃、5% CO2培

养箱温育 4 h, 小心弃去原液, 每孔加入 150 μL DMSO,

振荡 10 min, 使结晶物充分溶解, 于 490 nm测定吸光
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度值 (A490), 取3次实验平均值, 计算细胞存活率。

细胞缺氧模型处理 CoCl2是一种化学乏氧剂, 当

Co2+处于高浓度环境下可以与氧结合, 使细胞感觉缺氧,

并诱导细胞中HIF-1及其调控基因的表达而增强细胞

的抗缺氧能力[20], 因此 CoCl2是较好的化学缺氧诱导

剂[21]。本实验选取CoCl2作用于A549细胞, 模拟体外

细胞化学性缺氧条件。将A549细胞以每毫升1.2×105个

的细胞悬液接种于 6孔板, 于 37 ℃、5% CO2培养箱培

养至细胞贴壁。采用 CoCl2构建细胞缺氧环境, 以未

加CoCl2的细胞为对照组, 分别给予CoCl2 (200、300和

400 μmol·L-1) 培养 24 h, 以及 CoCl2 (300 μmol·L-1) 作

用于细胞 0、12、24和 48 h, 从而确定CoCl2最佳浓度以

及作用时间。具体为: ① 将细胞接种于 6孔板, CoCl2

(300 μmol·L-1) 作用 24 h构建细胞缺氧环境, 设置常氧

组和缺氧组。将细胞接种至 6 孔板并构建缺氧环境

24 h后, 每孔加入不同浓度BaP (0.1、1和10 μmol·L-1) 培

养 24 h; ② 将细胞接种于 6孔板, CoCl2 (300 μmol·L-1)

作用于细胞 24 h 以构建细胞缺氧环境 , 加入 GA

(1.2 μmol·L-1), 继续以 0、6、12和 24 h培养细胞, 从而确

定GA最佳作用时间。

构建沉默 HSP90α 的 A549 细胞[22] 通过查阅

PubMed网站及采用Primer5.0软件设计得到 shRNA靶

序列, HSP90α正义链序列为 5'-CACCGTGACTGGGA

AGATCACTTGTTCAAGAGACAAGTGATCTTCCCA

GTCACTTTTTTG-3', 反义链序列为 5'-CGAAGCTTC

AAAAAAGTGACTGGGAAGATCACTTGTCTCTTGA

ACAAGTGATCTTCCCAGTCAC-3'。通过细胞转染

将适量对数期的人A549细胞接种于 6孔板中, 次日当

细胞密度达到 40%～60%后, 使用 Lipofectamine 3000

试剂进行 shRNA瞬时转染, 转染 6 h后换液, 继续培养

用于后续实验, qPCR法检测转染效率。将细胞分为不

转染 control组以及转染 shRNA组。

碱性彗星实验 A549细胞以每毫升 1.2×105个的

细胞悬液接种至 6孔板, 于 37 ℃、5% CO2培养箱培养

至细胞贴壁, 加入不同浓度BaP (0.1、1和 10 μmol·L-1)

培养 24 h。将细胞收集并用PBS混匀, 取 1/3细胞调整

浓度为每毫升 10个, 用低熔点琼脂糖将细胞混匀溶解

并制备悬液。75%无水乙醇清洗载玻片, 用 PBS配制

1.5%正常熔点琼脂糖, 将载玻片水平放入其中, 待凝

固; 配制 0.5%低熔点琼脂糖, 冷却至 37 ℃备用; 将细

胞悬液 10 μL (约 5 000个) 与 120 μL 0.5% 低熔点琼脂

糖混匀, 滴加至 1.5%正常熔点琼脂糖的载玻片并盖上

盖玻片后, 4 ℃放置 10 min; 去除盖玻片, 将载玻片置

于细胞裂解液中, 4 ℃避光裂解至少 1 h; 用无菌水清

洗载玻片并置于水平电泳槽, 加入 1×电泳缓冲液, 4 ℃

避光解旋 30 min; 于 25 V、300 mA电泳 30 min; 取出载

玻片用中和缓冲液中和 2次, 每次 10 min; 无菌水清洗

载玻片并晾干; 滴加溴化乙锭 (EtBr, EB), 采用奥林巴

斯CKX53显微镜自带图像分析系统对数据图片进行

处理并测量彗尾长度并拍照。

免疫荧光检测 γ-H2AX焦点实验 A549细胞以每

毫升 1.2×105个的细胞悬液接种至6孔板中的专用小孔

细胞爬片上, 于 37 ℃、5% CO2培养箱培养至细胞贴壁,

每孔加入不同浓度BaP (0.1、1和10 μmol·L-1) 培养24 h。

将细胞爬片取出并用 4% 多聚甲醛室温固定 15 min,

冰PBS清洗 3次 (每次 5 min)。用 PBST (含 0.2 Triton

X-100) 破膜爬片 10 min并清洗 3次 (每次 5 min)。使

用羊血清封闭液室温封闭30 min, 加入 γ-H2AX抗体并

于 4 ℃冰箱孵育过夜后, PBST清洗 3次 (每次 5 min),

加入二抗 (Alexa Fluor 488) 并于室温避光孵育 1 h,

PBST 避光清洗 3 次 (每次 5 min)。用 DAPI (DNA 染

色) 孵育爬片 7 min, PBST清洗 3次 (每次 5 min), 滴加

90%甘油并用盖玻片封片后上机拍照。

实时荧光定量 PCR (quantitative real-time PCR,

qPCR) 实验 根据 TRIzol 试剂说明书提取细胞总

RNA, 取1 μg总RNA进行逆转录, 产物作为后续qPCR

实验模板。取适量 cDNA 模板进行 qPCR, 反应条件

为 : 95 ℃预变性 30 s; 95 ℃变性 5 s, 55 ℃退火 30 s,

72 ℃延伸 30 s, 40个循环, 以 2−△△Ct法计算目的基因转

录的mRNA水平。各基因引物序列见表1。

Western blot法检测蛋白水平 使用全蛋白提取

试剂盒提取细胞总蛋白, 用BCA (bicinchonininc acid) 法

测定蛋白质浓度。取约20 μg蛋白样品进行SDS-PAGE

(polyacrylamide gel electrophoresis) 电泳并转移至PVDF

(polyvinylidene fluoride) 膜 , 加入 5% 牛血清白蛋白

(bovine serum albumin, BSA) 于室温封闭 1.5 h, 依次加

入一抗 , 于 4 °C 孵育过夜 , TBST (Tris-buffered saline

and Tween-20) 洗膜 3次, 每次 5 min, 荧光二抗室温避

光孵育 1 h, TBST洗膜 3次, 每次 5 min, Odyssey红外

荧光扫描系统进行扫膜。结果用 Image J软件进行分

析, 以目标蛋白与内参GAPDH条带的灰度比值作为

目标蛋白的相对表达水平。

统计学方法 采用 SPSS21.0 和 GraphPad Prism

软件进行 t检验和单因素方差分析, 数据均以
-
x ± s表

示, P<0.05为差异具有统计学意义。

结果

1 构建细胞缺氧环境

检测不同浓度和不同时间的 CoCl2作用于 A549

细胞后的HIF-1α的mRNA表达水平, 结果表明, 与对
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照组相比, CoCl2 (200、300和400 μmol·L-1) 可使HIF-1α

的mRNA表达水平升高, 且差异具有统计学意义 (P<

0.001), 其中 300 μmol·L-1浓度的作用最明显 (图 1A)。

与对照组相比 , CoCl2 (300 μmol·L-1) 在 12、24 和 48 h

时均可使HIF-1α的mRNA表达水平升高, 且差异具有

统计学意义 (P<0.001), 其中作用 24 h 时 , HIF-1α的

mRNA表达量最高 (图1B)。

2 缺氧对HIF-1α、HSP90、HSC70和LAMP-2A表达

的影响

在缺氧环境下, 通过 qPCR和Western blot法检测

HIF-1α、HSP90、HSC70和 LAMP-2A的 mRNA和蛋白

表达情况。结果显示, 与常氧组比较, 缺氧组细胞中

HIF-1α、HSP90、HSC70和 LAMP-2A的 mRNA和蛋白

表达量明显增加, 差异具有统计学意义 (P<0.001, P<

0.05), 表明缺氧能促进CMA的发生 (图2)。

3 缺氧环境不同浓度BaP对A549细胞HIF-1α、HSP90、

HSC70和LAMP-2A表达的影响

本研究是在 BaP 对细胞不造成毒性作用的剂量

下 , 观察其对 CMA 的影响 , 通过 MTT 法发现 BaP 在

0～10 μmol·L-1 浓度范围内 , 作用时间 24 和 48 h 对

Table 1 Primer sequences. GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; HSP90: Heat shock protein 90; LAMP-2A: Lysosomal

associated protein 2A; HIF-1α: Hypoxia inducible factor-1α; HSC70: Heat shock cognate protein 70

Gene
GAPDH

HSP90

LAMP-2A

HIF-1α

HSC70

Primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer

Sequence
5'-CACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTG-3'
5'-ATAGCACAGCCTGGATAGCAACGTAC-3'
5'-GGATCCAGTCCTGAGGAAACCCAGACC-3'
5'-TCTAGATTAGTCTAGTTCTTCCATGCG-3'
5'-TATGTGCAACAAAGAGCAGA-3'
5'-CAGCATGATGGTGCTTGAGA-3'
5'-TGACTGTGCACCTACTATGTCACTT-3'
5'-GGTCAGCTGTGGGTAATCCACTC-3'
5'-CAGGTTTATGAAGGCGAGCGTGCC-3'
5'-GGGTGCAGGAGGTATGCCTGTGA-3'

Figure 1 The mRNA expression level of HIF-1α in A549 cells after CoCl2 at different concentrations and at different times. A: The HIF-

1α mRNA expression in A549 cells treated with 200, 300, and 400 μmol·L-1 CoCl2 after 24 h of continuous exposure to hypoxia compared

with the solvent control group; B: The HIF-1α mRNA expression after CoCl2 was acted at a concentration of 300 μmol·L-1 for 0, 12, 24, and

48 h. n = 3,
-
x ± s. ***P<0.001

Figure 2 The mRNA and protein expression of HIF-1α, HSP90, HSC70, and LAMP-2A under hypoxic environment. A: The representative

Western blot results of HIF-1α, HSP90, HSC70, LAMP-2A, and GAPDH under hypoxia and normoxia; B: The statistical results of A; C:

The mRNA expression of HIF-1α, HSP90, HSC70, and LAMP-2A under hypoxia and normoxia. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, ***P<0.001
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A549细胞的增殖影响不显著。因而, 本研究选定BaP

浓度为 0、0.1、1 和 10 μmol·L-1, 作用 24 h 进行后续实

验 (图3)。

应用A549细胞构建缺氧环境, 观察不同浓度BaP作

用24 h对HIF-1α、HSP90、HSC70和LAMP-2A的mRNA

和蛋白表达情况。结果显示 , BaP 浓度为 1 μmol·L-1

时 , HIF-1α、HSP90、HSC70 和 LAMP-2A 的 mRNA 和

蛋白表达量降低, 差异具有统计学意义 (P<0.05), 表明

在缺氧环境下, BaP可以抑制CMA (图4)。

4 缺氧环境 BaP 对 HIF-1α、HSC70 和 LAMP-2A 表

达的影响与HSP90的关系

给予A549细胞的GA浓度为 1.2 μmol·L-1, 作用时

间为 6、12和 24 h, 结果表明, HSP90的 mRNA表达量

在 12 h时较低, 差异具有统计学意义 (P<0.001), 因此

本实验选取12 h时间点用于后续实验研究。

应用A549细胞构建缺氧环境后, BaP组与空白组

相比 , HIF-1α、HSP90、HSC70 和 LAMP-2A 的 mRNA

和蛋白表达量降低 , 差异具有统计学意义 (P<0.05);

BaP + GA组与BaP组相比, HIF-1α、HSP90、HSC70和

LAMP-2A的 mRNA 和蛋白表达量降低 , 差异具有统

计学意义 (P<0.05)。上述结果表明, BaP抑制CMA与

HSP90有关, HSP90抑制剂增加了BaP抑制CMA的作

用 (图5)。

通过基因测序检测重组质粒, 结果表明插入的片

段DNA序列与设计的干扰基因编码序列完全一致, 确

证构建的重组质粒正确。应用 qPCR法检测转染重组

质粒 24和 48 h后的A549细胞中的HSP90α mRNA表

达 , 设定 control 组 HSP90α mRNA 表达量为 1。转染

Figure 4 Different concentrations of BaP were given to A549 cells under hypoxia to influent the expression of HIF-1α, HSP90, HSC70,

and LAMP-2A. A: The representative Western blot results of HIF-1α, HSP90, HSC70, LAMP-2A, and GAPDH under different concentra‐

tions of BaP under hypoxia environment; B: The statistical results of A; C: The mRNA expression of HIF-1α, HSP90, HSC70, and LAMP-

2A under different concentrations of BaP in a hypoxia environment. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05

Figure 3 Different concentrations of BaP in hypoxia environ‐

ment could affect the proliferation of A549 cells within the concen‐

tration range of 0-10 μmol·L-1 in 24, 48, and 72 h. Bap: Benzo[α]

pyrene

Figure 5 Under hypoxic environment, BaP and GA were added to A549 cells to detect the expression of HIF-1α, HSP90, HSC70, and

LAMP-2A. A: The representative Western blot results of HIF-1α, HSP90, HSC70, LAMP-2A, and GAPDH in A549 cells administered with

BaP and GA under hypoxia environment; B: The statistical results of A; C: The mRNA expression of HIF-1α, HSP90, HSC70, and LAMP-

2A in A549 cells given BaP and GA under hypoxia. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05. GA: Geldanamycin
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24和 48 h后, shRNA组与 control组比较, 表达量降低,

差异均具有统计学意义 (P<0.05), 因此选取 HSP90α

重组质粒转染24 h进行后续实验 (图6)。

构建沉默HSP90α的A549细胞, BaP组与空白组

相比 , HIF-1α、HSP90、HSC70 和 LAMP-2A 的 mRNA

和蛋白表达量降低 , 差异具有统计学意义 (P<0.05);

shRNA + BaP组与BaP组相比, HIF-1α、HSP90、HSC70

和 LAMP-2A 的 mRNA 和蛋白表达量降低, 差异具有

统计学意义 (P<0.05), 结果表明 , BaP 抑制 CMA 与

HSP90有关, 沉默HSP90α增加了BaP抑制CMA的作

用 (图7)。

5 碱性彗星实验检测DNA单链断裂情况

碱性彗星实验结果显示: 在常氧环境下, 不给予

BaP的对照组无拖尾细胞, 其拖尾率为 0%; 当分别给

予 0.1、1 和 10 μmol·L-1 的 BaP 时 , 其拖尾率分别为

13.02%、22.34% 和 31.03%。统计结果表明 , 随着 BaP

浓度增加, 其拖尾率随之增加 (图8)。

在荧光显微镜下每个浓度选取 30个拖尾细胞, 分

析结果显示: 对照组A549细胞在不给予BaP时, 视野

内看不到拖尾细胞, 平均拖尾长度为 0 μm; 分别给予

0.1、1和 10 μmol·L-1的BaP时, 拖尾细胞的平均拖尾长

度分别为 26.36、29.09和 31.74 μm, 即随着BaP浓度增

加, 平均拖尾长度明显增加。将彗尾长度进行统计学分

析, 结果显示: BaP (0.1 μmol·L-1) 组与BaP (1 μmol·L-1)

组比较无统计学差异 (P>0.05); BaP (1 μmol·L-1) 组与

BaP (10 μmol·L-1) 组比较 , 具有统计学差异 (P<0.05);

BaP (0.1 μmol·L-1) 组与BaP (10 μmol·L-1) 组比较, 具有

统计学差异 (P<0.001)。结果表明 , 随着 BaP 浓度增

加, 拖尾率和平均拖尾长度明显增加, 说明其对细胞中

DNA单链断裂程度明显增加 (图9)。

Figure 6 HSP90α mRNA expression in A549 cells after 24 and

48 h transient transfection of plasmid. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05

Figure 8 In the normoxic environment, the tailing phenomenon produced when A549 cells were given different concentrations of BaP.

A: The tailing situation without BaP; B-D: The tailing situation when BaP concentration is 0.1, 1, or 10 μmol·L-1 in normoxic environment,

respectively. White arrow represents tailless cells, and the yellow arrow represents the cells that produce tails. Scale bar, 100 μm; E: The

tailing rate of A549 cells was shown at different concentrations of BaP under normoxia

Figure 7 The expression of HIF-1α, HSP90, HSC70, and LAMP-2A after giving different concentrations of BaP to HSP90-silenced A549

cells under hypoxia. A: The representative Western blot results of HIF-1α, HSP90, HSC70, LAMP-2A, and GAPDH after adding different

concentrations of BaP to HSP90α-silenced A549 cells under hypoxia; B: The statistical results of A; C: The mRNA expression of HIF-1α,

HSP90, HSC70, and LAMP-2A in HSP90-silenced A549 cells in hypoxic environment after adding different concentrations of BaP. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05
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6 免疫荧光检测 γ-H2AX焦点实验

在荧光显微镜下每张片子选取 40个细胞观察, 结

果发现: 常氧环境下, 不给予BaP时, 没有观察到细胞

核中有 γ-H2AX 焦点出现 , 记为 0 焦点/细胞 ; 分别给

予 0.1、1 和 10 μmol·L-1 BaP 时 , 细胞核中 γ-H2AX 焦

点平均值分别为 3.02、6.38和 8.21焦点/细胞。将每个

浓度的 γ-H2AX焦点数进行统计分析, 结果显示, BaP

(0.1 μmol·L-1) 组与 BaP (1 μmol·L-1) 组比较 , BaP

(1 μmol·L-1) 组与 BaP (10 μmol·L-1) 组比较 , 以及 BaP

(0.1 μmol·L-1) 组与 BaP (10 μmol·L-1) 组比较 , 差异均

具有统计学意义 (P<0.001)。上述结果表明, 随着BaP

浓度的增加 , γ-H2AX 焦点数及其平均值增加 , 说明

BaP对细胞内DNA双链断裂程度明显增加 (图10)。

7 BaP 造成 DNA 损伤与 HSP90、HSC70 和 LAMP-

2A表达的影响

常氧环境下, 给予不同浓度的BaP作用于A549细

胞 24 h, 观察HSP90、HSC70和 LAMP-2A的mRNA和

蛋白表达情况。与空白组比较, 随着BaP浓度的增加,

HSP90、HSC70 和 LAMP-2A 的 mRNA 和蛋白表达量

均增加, 差异均具有统计学意义 (P<0.001或P<0.05)。

结果表明, 在常氧环境下, BaP能促进 HSP90、HSC70

和LAMP-2A的mRNA和蛋白的表达水平 (图11)。

讨论

BaP是环境中一种主要污染物, 接触 BaP会对健

康造成各种不良影响 , 包括癌症、免疫抑制和致畸

Figure 11 Under normoxic conditions, the mRNA and protein expression levels of HSP90, HSC70, and LAMP-2A in A549 cells with

different concentrations of BaP were detected. A: Western blot results of HSP90, HSC70, LAMP-2A, and GAPDH in A549 cells under

normoxia after administering different concentrations of BaP; B: The statistical results of A; C: The mRNA expression of HSP90, HSC70,

and LAMP-2A after administration of different concentrations of BaP to A549 cells under normoxia. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, ***P<0.001

Figure 9 Under normoxic environment, different concentrations of BaP act on A549 cells, and the comet length of the tailing cells. A: The

comet length of the tailing cells without BaP; B–D: The comet length of tailing cells with BaP at 0.1, 1 or 10 μmol·L-1; E: The summary

results of comet tail length of tailing cells at different concentrations of BaP. n = 3,
-
x ± s. ns: No significance; *P<0.05 vs BaP (1 μmol·L-1)

group; ###P<0.001 vs BaP (0.1 μmol·L-1) group

Figure 10 Under normoxic conditions, the number of γ -H2AX

focal points in the nucleus of A549 cells were statistically analyzed

when BaP of different concentrations was applied. Different con‐

centrations of BaP act on A549 cells and the number of focus

points of γ-H2AX at each concentration. n = 3,
-
x ± s. ***P<0.001 vs

BaP (1 μmol·L-1) group; ###P<0.001 vs BaP (0.1 μmol·L-1) group
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等[23]。自噬是一把双刃剑, 一方面, 自噬可清除肿瘤细

胞内折叠不当的蛋白质和功能失调的细胞器, 最终防

止基因组损伤, 阻止癌症的进展; 另一方面, 在癌症晚

期, 肿瘤细胞可以利用自噬在营养缺乏或缺氧的情况

下生存[24]。CMA是一种重要的降解机制, 将细胞内成

分传递到溶酶体中, 有助于维持细胞内稳态。CMA的

机制是通过溶酶体对含有KFERQ序列的细胞蛋白质

进行选择性降解。在低氧、长时间饥饿和DNA损伤等

不利条件下 , HSC70 结合不同辅助伴侣 , 如形成

HSC70/HSP90复合物, 定向到LAMP-2A, 最后进入溶

酶体内[25]。缺氧是CMA的反应源之一, HIF-1可以激活

CMA, 这是一种参与维持细胞内稳态的分解途径[26]。

此外, 自噬途径既参与细胞内稳态, 又参与神经变性、

心血管疾病和癌症等病理进程, 其在DNA损伤反应中

的作用得到了广泛研究[27,28], 但DNA损伤触发自噬的确

切机制以及自噬在DNA损伤反应中的作用尚不清楚[29]。

研究发现 , 低氧暴露会导致 CMA 相关基因上

调[30], 与本研究结果一致。此外, HIF-1α与HSP90在人

体多种肿瘤中高表达, 在非小细胞肺癌中, HIF-1α与

HSP90 的表达呈正相关[31]。HIF-1α是细胞缺氧反应

的中介因子, 它与AhR有共同的二聚伴侣ARNT, 并可

能发生相互串扰。在低氧条件下, AhR通路的激活会

导致缺氧通路的激活减少, 而缺氧则会导致AhR激动

剂对AhR通路的激活减少。缺氧和AhR通路也共享

转录所需的协同激活因子。这些因素可能导致缺氧途

径的活性降低[32]。在串扰假设下, BaP降低了HIF-1活

性的诱导, 但在常氧条件下也降低了HIF-1活性。相反,

Yu等[33]报道BaP和缺氧具有协同作用。据报道, BaP

代谢物可以增加HIF-1α蛋白的降解[34]。本研究发现,

BaP 抑制 HIF-1α与 HSP90 等 CMA 相关基因的表达 ,

可能与发生上述相互串扰有关。

HSP90是一组高度保守的分子伴侣, HSP90通过

多分子伴侣复合物对作用蛋白的构象起到稳定作用,

抑制或防止其由泛素化途径降解, 影响许多癌基因通

路, 在肿瘤细胞的生长和存活中起着非常重要的调节

作用[35]。有文献报道, HSP90抑制剂可以增强BaP对

CMA的抑制作用, 说明BaP抑制CMA与HSP90相关。

当抑制HSP90时, CMA相关基因很大程度上被抑制[36]。

在哺乳动物中, HSP90有两种主要的细胞质亚型, 一种

是应激诱导的 HSP90α, 另一种是组成型 HSP90β[37]。

Li等[38,39]研究发现低氧 (1% O2) 状态下 , HIF-1α能够

诱导HSP90α的分泌, 分泌的HSP90α反过来促进细胞

的迁移, 上述结果支持了本研究的结果。此外, 自噬和

DNA损伤是细胞和生物稳态所必需的生物过程, DNA

损伤可以激活自噬, 但其在DNA损伤反应中的作用尚

不清楚[40]。本研究发现在常氧环境下, BaP能够引起

DNA 损伤进而诱导 CMA, HSP90 在这个过程中起着

重要的调控作用。

综上所述 , 本研究发现 BaP 在缺氧环境中通过

HSP90影响CMA相关因子表达, 且BaP在常氧环境中

与CMA的发生和DNA损伤相关。本文为研究不同氧环

境下, BaP对CMA的影响提供了科学依据, 对BaP致

癌机制的探讨及HSP90在BaP致癌和BaP引起的自噬

中的作用具有重要意义, 可为寻找HSP90抑制剂防治

癌症提供一定的理论依据。
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