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［摘要］　目的：研究缺氧微环境对Ｈ１２９９肺癌细胞自噬水平及增殖的影响，探究程序性死亡受体相关配体（ｐｒｏｇｒａｍ
ｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１，ＰＤＬ１）在自噬相关通路中的作用。方法：构建肺癌缺氧微环境模型，设置对照组、缺氧组及缺氧 ＋
３甲基腺嘌呤（３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３ＭＡ）组。缺氧＋３ＭＡ组给予３ＭＡ干预，分别于药物刺激１２ｈ、２４ｈ和４８ｈ时，通
过ＣＣＫ８测定细胞增殖活性；通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）、微管
相关蛋白１轻链３Ⅱ（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅱ，ＬＣ３Ⅱ）表达；通过荧光定量 ＰＣＲ检测 ＡＫＴ、
ＬＣ３ＩＩ、ＰＤＬ１ｍＲＮＡ基因表达水平。结果：随着缺氧时间的延长，ＨＩＦ１α、ＬＣ３ＩＩ、ＡＫＴ、ＰＤＬ１表达逐渐升高，细胞增
殖活性逐渐增强；加入自噬抑制剂后，ＬＣ３ＩＩ、ＡＫＴ、ＰＤＬ１基因表达水平均有所下降，同时细胞增殖活性明显下降，各
组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：缺氧可能通过激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ自噬通路途径，上调 ＰＤＬ１、ＬＣ３ＩＩ表达，
促进肺癌细胞增殖。
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　　近年来，以程序性死亡受体相关配体（ｐｒｏ
ｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１／ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１ｌｉｇａｎｄ１，ＰＤ１／
ＰＤＬ１）抑制剂为代表的免疫疗法在恶性肿瘤治疗
方面取得突破性进展，提高了晚期非小细胞肺癌

（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）患者的客观缓
解率［１］。既往研究多集中在单一免疫检测点通路，

然而免疫相关不良反应的出现，肿瘤微环境本身的

复杂性限制了 ＰＤ１／ＰＤＬ１通路在免疫治疗中的研
究进展［２］。有研究表明［３５］，在缺氧等应激状态下，

肿瘤细胞内的溶酶体可对受损的细胞器及相关分子

进行吞噬降解、再利用，即自噬，以此免受肿瘤微环

境的负向影响，从而促进自身的存活。然而，肿瘤微

环境尤其是缺氧微环境中，免疫检测点 ＰＤ１／ＰＤＬ１
在肿瘤细胞自噬相关通路中的影响机制尚未明确。

本研究通过缺氧诱导 Ｈ１２９９肺癌细胞自噬，同时给
予一种特异性的磷脂酰肌醇三激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉ
ｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅｓ，ＰＩ３Ｋ）自噬抑制剂３甲基腺嘌呤
（３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，３ＭＡ）进行干预，观察缺氧诱导因
子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）、自
噬通路相关的微管相关蛋白 １轻链 ３Ⅱ（ｍｉｃｒｏｔｕ
ｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅱ，ＬＣ３Ⅱ）、
ＡＫＴ和免疫检查点ＰＤＬ１的基因表达水平，以及细
胞增殖情况，探讨 ＰＤＬ１在肿瘤细胞自噬相关通路
中的作用，为研究肺癌细胞药物耐受、逃避免疫系统

攻击的机制，提供新的思路和方法。

１　材料与方法

１．１　试剂及器材
人肺腺癌细胞株 Ｈ１２９９购自西南医科大学医

学基础研究中心；缺氧培养箱（三通气培养箱，Ｔｈｅｒ
ｍｏ公司）；ＣＣＫ８检测试剂盒购于碧云天生物技术
有限公司；ＥｎｔｉＬｉｎｋＴＭ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
购于ＥＬＫＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司、一抗为单克隆兔抗人
的ＨＩＦ１α购于 ａｂｃａｍ公司、兔抗人的 ＬＣ３ＩＩ购于
ＣＳＴ公司，二抗ＨＲＰＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔ购于ＡＳＰＥＮ公
司。

１．２　实验分组及缺氧培养
实验设对照组（Ｎｏｒｍｏｘｉａ）、缺氧组（Ｈｙｐｏｘｉａ）及

缺氧＋３ＭＡ组（Ｈｙｐｏｘｉａ＋３ＭＡ）。细胞用１０％胎
牛血清的完全培养基，于３７℃、５％ＣＯ２、２１％Ｏ２常
规培养箱中传代培养，根据后续实验的不同，分别接

种于９６孔板及６０ｍｍ培养皿中，换用无血清培养
基培养１２ｈ使细胞周期同步化。更换新鲜培养基

后，对照组继续于常规培养箱培养，缺氧 ＋３ＭＡ组
加入药物３ＭＡ预处理５ｍｉｎ（通过查阅文献和前期
预实验，选择最佳药物作用浓度５ｍＭ），然后缺氧
组及缺氧＋３ＭＡ组细胞同时置于３７℃，１％Ｏ２，５％
ＣＯ２，９４％Ｎ２缺氧培养箱中培养１２ｈ、２４ｈ和４８ｈ。
１．３　ＣＣＫ８测Ｈ１２９９细胞增殖活性

取对数生长期的 Ｈ１２９９细胞，０．２５％胰酶消化
吹打，以１０×１０４个／ｍＬ的细胞密度接种于９６孔板
中，每孔１００μＬ，设对照组、缺氧组及缺氧 ＋３ＭＡ
组，每组３个复孔。缺氧 ＋３ＭＡ组加入药物３ＭＡ
（５ｍＭ）预处理５ｍｉｎ。不同组在不同培养箱中培
养，分别于１２ｈ、２４ｈ和４８ｈ行 ＣＣＫ８检测。每孔
加入１０μＬＣＣＫ８试剂，孵育２ｈ，于４５０ｎｍ处测定
吸光值，以时间（ｈ）为横坐标，ＯＤ４５０为纵坐标绘制增
殖存活曲线。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＩＦ１α及ＬＣ３Ⅱ蛋白表达
取接种于６０ｍｍ培养皿中的Ｈ１２９９细胞，缺氧

＋３ＭＡ组先加入３ＭＡ（５ｍＭ）预处理５ｍｉｎ，分别
于１２ｈ、２４ｈ和４８ｈ收集各组细胞。冰上预冷，磷
酸盐缓冲溶液洗涤３次，加入蛋白提取试剂。ＢＣＡ
法测定蛋白浓度。１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ，蛋白上样量为
３０μｇ，恒压电泳。湿转法电转至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂
奶粉封闭１ｈ，单克隆兔抗人 ＨＩＦ１α（１∶５００）、ＬＣ３
ＩＩ（１∶１０００）及βａｃｔｉｎ（１∶１００００）孵膜，４℃过夜后，
洗膜３次，加入辣根酶标记羊抗兔 ＩｇＧ二抗稀释液
（１∶１００００），ＥＣＬ混合液在室温下反应１ｍｉｎ后，进
行曝光。最后应用ＩｍａｇｅＪ软件进行图像分析。
１．５　荧光定量ＰＣＲ检测ＰＤＬ１、ＬＣ３ＩＩ、ＡＫＴｍＲ
ＮＡ基因表达
　　收取各组在１２ｈ、２４ｈ和４８ｈ的Ｈ１２９９肺癌细
胞，加入ＴＲＩｐｕｒｅ裂解液，充分裂解。将提取的ｍＲ
ＮＡ通过ＥｎｔｉＬｉｎｋＴＭ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试
剂盒获得ｃＤＮＡ。ＰＤＬ１、ＬＣ３ＩＩ、ＡＫＴ相关引物序列
信息见表 １，实时荧光定量 ＰＣＲ，ＰＣＲ反应条件为
９５℃ ３ｍｉｎ预变性；９５℃，１０ｓ→５８℃，３０ｓ→７２℃，
３０ｓ，扩增 ４０个循环。以 βａｃｔｉｎ为内参，数据采
用△△ＣＴ法定量分析扩增曲线及溶解曲线。
１．６　统计学分析

应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学分析，数据用
均数 ±标准差 （珋ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用 ｔ检
验，多组间采取单因素方差分析及 ｑ检验，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。
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表１　ＰＤＬ１、ＬＣ３ＩＩ、ＡＫＴ基因相关引物信息
Ｔａｂｌｅ１．ＰｒｉｍｅｒＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＲｅｌａｔｅｄｔｏＰＤＬ１，ＬＣ３ＩＩａｎｄＡＫＴＧｅｎｅｓ

Ｎａｍｅｏｆｐｒｉｍｅｒ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ／ａｎｔｉｃｈａｉｎ Ｂａｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｔｍ（℃） ＣＧ％ Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＨＡＣＴＩＮ Ｓｅｎｓｅ ＧＴＣＣＡＣＣＧＣＡＡＡＴＧＣＴＴＣＴＡ ５８．７ ５０ １９０

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣ ５８．９ ５５

ＨＰＤＬ１ Ｓｅｎｓｅ ＧＴＡＧＣＡＣＴＧＡＣＡＴＴＣＡＴＣＴＴＣＣ ５９．２ ４７．８ １２７

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＣＡＡＴＧＣＴＧＧＡＴＴＡＣＧＴＣＴＣＣＴＣ ５９ ５０

ＨＬＣ３ＩＩ Ｓｅｎｓｅ ＴＣＣＧＡＣＴＴＡＴＴＣＧＡＧＡＧＣＡＧＣ ５９．８ ５２．４ １６７

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＡＧＣＡＴＴＧＡＧＣＴＧＴＡＡＧＣＧＣＣ ６０．６ ５５

ＨＡＫＴ Ｓｅｎｓｅ ＧＴＧＧＡＧＧＡＣＣＡＧＡＴＧＡＴＧＣ ６０．４ ４７．８ ２８５

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＧＣＣＣＣＴＧＣＴＡＴＧＴＧＴＡＡＧ ６０．７ ４７．６

２　结　果

２．１　建立肺癌缺氧模型
本实验通过缺氧培养环境模拟缺氧微环境，以

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＩＦ１α的表达来验证模型。如图
１所示，在常氧培养中，ＨＩＦ１α的蛋白表达较低，缺

氧培养中，ＨＩＦ１α的蛋白表达明显增高，缺氧组１２
ｈ、２４ｈ和４８ｈ蛋白表达水平分别为０．３１６±０．０２１、
０．４３４±０．０２９及０．５６６±０．０３９，和对照组在不同时
间相比，差异有统计学意义（Ｐ＝０．００１、Ｐ＝０．００２、Ｐ
＝０．００７）。

图１　缺氧诱导因子ＨＩＦ１α在常氧及缺氧环境中不同时间点的表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１αｉｎＮｏｒｍｏｘｉｃａｎｄＨｙｐｏｘｉｃＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓａｔＤｉｆｆｅｒｅｎｔＴｉｍｅＰｏｉｎｔｓ（Ｐ＝０．００１，Ｐ＜０．０５）
Ａ：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｈｙｐｏｘｉａａｎｄｎｏｒｍｏｘｉａｇｒｏｕｐｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｈｙｐｏｘｉａｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｏｒｍｏｘｉａｇｒｏｕｐ．
ＨＩＦ１α：Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ．

２．２　ＣＣＫ８检测Ｈ１２９９肺癌细胞增殖活性
如图２所示，ＣＣＫ８检测对照组、缺氧组、缺氧

＋３ＭＡ组在分别培养１２ｈ时，ＯＤ４５０值为：０．５３６±
０．０１３、０．４７３±０．０１４和 ０．３５６±０．００９；２４ｈ的
ＯＤ４５０值分别为：０．６２３±０．００４、０．７８２±０．００７和
０．５０６±０．００６；４８ｈ的 ＯＤ４５０值分别为：０．６８６±
０．００５、０．９８２±０．０１０和０．５７７±０．００４。在１２ｈ时，
缺氧组表达量较对照组降低，两者的差异有统计学

意义（Ｐ＝０．００１），缺氧 ＋３ＭＡ组表达量较缺氧组

降低，两者的差异有统计学意义（Ｐ＝０．００５）；在
２４ｈ时，缺氧组表达量较对照组明显增高，差异有
统计学意义（Ｐ＝０．０２０），缺氧 ＋３ＭＡ组较缺氧组
明显降低，两者差异有统计学意义（Ｐ＝０．００１）；在
４８ｈ时，缺氧组表达量亦较对照组明显增高，差异
有统计学意义（Ｐ＝０．０１０），缺氧 ＋３ＭＡ组亦较缺
氧组明显降低，两者差异有统计学意义（Ｐ＝
０．００３）。
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图２　缺氧和自噬抑制剂３ＭＡ在不同时间对 Ｈ１２９９肺癌
细胞增殖活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨｙｐｏｘｉａａｎｄＡｕｔｏｐｈａｇｙＩｎｈｉｂｉｔｏｒ３ＭＡ
ｏｎｔｈｅＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨ１２９９ＬｕｎｇＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓａｔＤｉｆｆｅｒ
ｅｎｔＴｉｍｅ
３ＭＡ：３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ．

２．３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测自噬相关通路蛋白 ＬＣ３ＩＩ
表达水平

　　如图３所示，随着常氧培养及缺氧时间的延长
（１２～４８ｈ），ＬＣ３ＩＩ表达量逐渐升高，并呈时间依赖
性。和对照组相比，缺氧组在 ３个作用时间点的
ＬＣ３ＩＩ表达量明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＝

０．０４６、Ｐ＝０．００１、Ｐ＝０．０２３）。和缺氧组相比，缺氧
＋３ＭＡ组在 ３个时间点的 ＬＣ３ＩＩ表达量明显降
低，差异亦有统计学意义（Ｐ＝０．０１６、Ｐ＝０．００１、Ｐ＝
０．０４５）。
２．４　不同时间点检测 Ｈ１２９９细胞中 ＰＤＬ１基因
ｍＲＮＡ表达水平
　　通过荧光定量 ＰＣＲ检测对照组、缺氧组、缺氧
＋３ＭＡ组的 ＰＤＬ１基因表达水平，１２ｈ分别为：
１．０４±０．０４、１．８７±０．１９、１．４８±０．０６；２４ｈ分别为：
１．２１±０．０７、２．７７±０．１１、２．３３±０．１８；４８ｈ分别为：
１．７２±０．１２、３．６４±０．２９、３．００±０．０４。如图４所
示，在１２ｈ时，缺氧组的 ＰＤＬ１基因 ｍＲＮＡ表达量
较对照组高，两者差异有统计学意义（Ｐ＝０．００４），
缺氧＋３ＭＡ组和缺氧组相比有所降低，但差异无统
计学意义（Ｐ＝０．０６７）；２４ｈ时，ＰＤＬ１表达量缺氧
组较对照组明显增高，两者差异有统计学意义（Ｐ＝
０．００１），缺氧＋３ＭＡ组较缺氧组明显降低，差异亦
有统计学意义（Ｐ＝０．０１２）；在 ４８ｈ时，缺氧组的
ＰＤＬ１ｍＲＮＡ表达水平较对照组明显增高，两者差
异有统计学意义（Ｐ＝０．０３２），缺氧 ＋３ＭＡ组较缺
氧组有所降低，差异亦有统计学意义（Ｐ＝０．０１１）。

图３　缺氧和３ＭＡ在不同时间对Ｈ１２９９肺癌细胞自噬相关通路蛋白ＬＣ３ＩＩ表达水平的影响
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨｙｐｏｘｉａａｎｄ３ＭＡｏｎｔｈｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｕｔｏｐｈａｇｙＲｅｌａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＬＣ３ＩＩｉｎＨ１２９９ＬｕｎｇＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓ
ａｔＤｉｆｆｅｒｅｎｔＴｉｍｅｓ
Ａ：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｂｙｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｂｙｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ．
Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｎｏｒｍｏｘｉａｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＝０．００１；ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｈｙｐｏｘｉａｇｒｏｕｐ，＋Ｐ＜０．０５，＋＋Ｐ＝０．００１．
ＬＣ３ＩＩ：Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ＩＩ．

２．５　同一时间点各组间 ＰＤＬ１、ＬＣ３ＩＩ、ＡＫＴ基因
ｍＲＮＡ表达水平的比较
　　我们通过荧光定量ＰＣＲ检测不同时间点（１２～
４８ｈ）ＰＤＬ１、ＬＣ３ＩＩ、ＡＫＴ基因 ｍＲＮＡ表达水平，发
现４８ｈ三者的表达水平均最高，故选此时三者基因

表达量进行组间差异性比较。对照组分别为：１．００
±０．０９、０．９０±０．１０和１．１２±０．１２；缺氧组分别为：
２．７８±０．１６、２．１４±０．１７和 ２．０３±０．０４；缺氧
＋３ＭＡ组分别为：２．０５±０．１４、１．６８±０．０８和１．９８±
０．０７。如表２所示，Ｈｙｐｏｘｉａ组的ＰＤＬ１基因ｍＲＮＡ

·２４７· 肿瘤预防与治疗２０２０年９月第３３卷第９期 ＪＣａｎｃｅｒＣｏｎｔｒｏｌＴｒｅａｔ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２０，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．９

肿
瘤
预
防
与
治
疗



表达水平较Ｎｏｒｍｏｘｉａ组增高，差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０５），Ｈｙｐｏｘｉａ＋３ＭＡ组较Ｈｙｐｏｘｉａ组显著降低，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）；Ｈｙｐｏｘｉａ组的 ＬＣ３
ＩＩ基因表达水平较 Ｎｏｒｍｏｘｉａ组明显增高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），Ｈｙｐｏｘｉａ＋３ＭＡ组较 Ｈｙｐｏｘｉａ

组显著降低，差异亦有统计学意义（Ｐ＜０．００１）；Ｈｙ
ｐｏｘｉａ组的ＡＫＴ基因ｍＲＮＡ表达量较Ｎｏｒｍｏｘｉａ组显
著增高，差异亦有统计学意义（Ｐ＜０．０５），Ｈｙｐｏｘｉａ＋
３ＭＡ组较Ｈｙｐｏｘｉａ组有所降低，但差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。

表２　ＰＤＬ１、ＬＣ３ＩＩ和ＡＫＴ基因水平的比较
Ｔａｂｌｅ２．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＬｅｖｅｌｓｏｆＰＤＬ１，ＬＣ３ＩＩａｎｄＡＫＴＧｅｎｅｓ

Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｎ ＰＤＬ１ ＬＣ３ＩＩ ＡＫＴ

Ｎｏｒｍｏｘｉａ ３ １．００±０．０９ ０．９０±０．１０ １．１２±０．１２

Ｈｙｐｏｘｉａ ３ ２．７８±０．１６ａ ２．１４±０．１７ａ ２．０３±０．０４ａ

Ｈｙｐｏｘｉａ＋３ＭＡ ３ ２．０５±０．１４ｂ １．６８±０．０８ｂ １．９８±０．０７

Ｆ ９０．１８ ５４．９４ ７４．１８

Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｈｙｐｏｘｉａｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｎｏｒｍｏｘｉａｇｒｏｕｐ，ａＰ＜０．０５；ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｈｙｐｏｘｉａ＋３ＭＡｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｈｙｐｏｘｉａｇｒｏｕｐ，ｂＰ＜

０．００１．

图４　缺氧和自噬抑制剂３ＭＡ在不同时间对 Ｈ１２９９肺癌

细胞ＰＤＬ１ｍＲＮＡ基因表达水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＨｙｐｏｘｉａａｎｄＡｕｔｏｐｈａｇｙＩｎｈｉｂｉｔｏｒ３ＭＡ

ｏｎｔｈｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＬ１ｍＲＮＡｉｎＨ１２９９ＬｕｎｇＣａｎｃｅｒ

ＣｅｌｌｓａｔＤｉｆｆｅｒｅｎｔＴｉｍｅ

Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｎｏｒｍｏｘｉａｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＝０．００１；

ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｈｙｐｏｘｉａｇｒｏｕｐ，＋Ｐ＜０．０５．

ＰＤＬ１：Ｐｒｏｇｒａｍｄｅａｔｈ１ｌｉｇａｎｄ１．

３　讨　论

免疫治疗在 ＮＳＣＬＣ中是继靶向治疗后又一突
破性治疗手段，极大提高了广泛期ＮＳＣＬＣ治疗成功
率。近来发现的 ＰＤＬ１因其在肿瘤组织上广泛表
达且参与肿瘤的发展，已成为免疫学和肿瘤学的研

究热点［６］。目前，驱动基因阴性的晚期 ＮＳＣＬＣ患
者，推荐 ＰＤ１／ＰＤＬ１抑制剂联合化疗药物作为一
线治疗选择方案，并写入美国国立综合癌症网络指

南［７］。既往研究表明，ＰＤＬ１与表达于 Ｔ细胞表面
的抑制性受体ＰＤ１结合，对免疫Ｔ细胞的激活具有
负向调控作用［８１０］。ＰＤ１／ＰＤＬ１抑制剂通过封闭免
疫检查点 ＰＤ１／ＰＤＬ１，从而特异性激活免疫系统，
发挥肿瘤免疫杀伤作用。然而，随着单一或联合

ＰＤ１／ＰＤＬ１抑制剂在越来越多的肺癌患者中得到
应用，其免疫相关不良反应和影响治疗的因素也越

来越受到人们的关注［１１］。

ＨＩＦ１α被认为是低氧条件下产生的主要标记
分子，在常氧环境，ＨＩＦ１α常被蛋白酶降解而不稳
定［１２１３］，我们通过模拟缺氧微环境，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＨＩＦ１α表达水平进行模型评估，从而构建稳定的
肿瘤缺氧微环境模型，保证后续实验的准确性和延

续性。本研究通过缺氧诱导肺癌细胞自噬，检测相

关通路蛋白及基因水平的表达，发现缺氧可促进肿

瘤细胞自噬相关通路蛋白的表达及细胞增殖活性的

增加，且这个过程可被 ＰＩ３Ｋ抑制剂３ＭＡ所抑制，
ＰＤＬ１与肺癌细胞自噬及细胞增殖水平的变化有明
显的相关性。随着对肿瘤细胞自噬研究的深入，缺

氧微环境中，免疫检测点 ＰＤＬ１与肺癌细胞自噬逐
渐被认识。

既往研究发现，肿瘤细胞与肿瘤微环境可以相

互影响，肿瘤细胞可以重塑肿瘤微环境，微环境反之

能进一步影响肿瘤细胞的行为和状态。其中缺氧是

肿瘤微环境最明显的特征之一，缺氧微环境能够诱

导肿瘤细胞中与自噬、增殖、分化、侵袭转移及免疫

耐受等相关癌基因的表达，来维持癌细胞生长和转
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移、免疫逃逸等恶性表型［１４］。其中自噬是普遍存在

于大部分真核细胞中的一种保守的分解代谢过程，

对于肿瘤细胞而言，自噬的形成过程极其复杂，包

括：自噬体的形成、降解、再利用的过程，自噬体的形

成为其核心［１５１６］，多种自噬相关基因参与其中。微

管相关蛋白１轻链３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１
ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）是最重要的自噬相关通路蛋白之
一，ＬＣ３前体形成后，在胞浆中加工成可溶性形式微
管相关蛋白１轻链３Ｉ（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ｉ，ＬＣ３Ｉ），随后被修饰成膜结合形式
的ＬＣ３ＩＩ蛋白，并定位于自噬前体和自噬体膜上，
使之成为自噬体的标志分子。溶酶体和自噬体融合

成自噬溶酶体后，自噬体内的 ＬＣ３ＩＩ可被溶酶体中
的水解酶降解，ＬＣ３ｌＩ含量的多少与自噬体数量成
正相关。与此同时，微管相关蛋白在自噬相关泛素

化途径，如 ＡＴＧ１２ＡＴＧ５ＡＴＧ１６Ｌ的修饰过程中起
重要作用，通过检测 ＬＣ３ＩＩ蛋白表达情况，可初步
反映自噬水平［１７１８］。

ＰＩ３Ｋ是细胞内一种重要的信号转导分子，激活
后可使蛋白激酶ＡＫＴ获得催化活性，进而激活或抑
制下游的靶向蛋白，如 ＮＦκＢ、ｍＴＯＲ、Ｂｃ１２家族、
Ｅ２Ｆ、Ｃａｓｐａｓｅ９、ｐ５３和 Ｓ６蛋白激酶等，进而发挥一
系列生物学活性［１９］。３ＭＡ为一种特异性的 ＰＩ３Ｋ
抑制剂，研究发现，自噬的激活过程需依赖

ＰＩ３Ｋ［２０］，该抑制剂可通过阻碍 Ｂｅｃｌｉｎ１ＰｔｄＩｎｓ３ＫＣ３
相关复合物的形成，而抑制可溶性形式 ＬＣ３Ｉ向膜
结合形式 ＬＣ３Ⅱ转化。其广泛参与了自噬小体的
形成与发展，在抑制自噬相关通路中起到及其重要

的作用，被普遍用于自噬相关通路研究。上述实验

发现，缺氧组 ＡＫＴ、ＬＣ３ＩＩ、ＰＤＬ１在基因表达水平
较对照组明显升高，加入自噬抑制剂（３ＭＡ）后，三
者的表达水平均降低。可见，缺氧可同时上调自噬

相关通路蛋白 ＡＫＴ、ＬＣ３ＩＩ及 ＰＤＬ１表达，而这个
过程可被特异性的 ＰＩ３Ｋ抑制剂３ＭＡ所抑制，ＰＤ
Ｌ１随着ＡＫＴ、ＬＣ３ＩＩ基因水平的变化而变化，表明
ＰＤＬ１可能参与了肺癌细胞自噬相关通路的表达，
推测可能与 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路有关。上述研究表明，
ＬＣ３ＩＩ及 ＰＤＬ１与 Ｈ１２９９肺癌细胞增殖活性密切
相关。在实验１２ｈ时，可见缺氧组Ｈ１２９９肺癌细胞
增殖活性较常氧组低，随着缺氧培养时间的延长

（１２～４８ｈ），肺癌细胞的增殖活性逐渐增强。通过
上述实验结果推测，缺氧早期自噬水平较低，肺癌细

胞抵御外界环境的能力较差，甚至早期自噬可能抑

制肺癌细胞增殖，可能为１２ｈ细胞增殖降低的原因

之一，但随着肿瘤微环境的逐渐恶化，肿瘤细胞逐渐

调整策略，可能通过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ自噬相关通路，
上调ＰＤＬ１及ＬＣ３ＩＩ蛋白的表达，增强肺癌细胞自
噬水平，从而逃避恶劣的肿瘤微环境的影响，最终使

得自身得以生存。目前发现 ＰＤＬ１可能参与了
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ自噬相关通路表达，但免疫检查点、缺氧
微环境与肿瘤细胞自噬水平之间仍有许多问题亟待

解决，ＰＤ１／ＰＤＬ１本身的免疫负调控通路和肿瘤细
胞自噬相关通路是否存在其它交叉反应，以及缺氧

微环境会不会影响免疫检查点和自噬的其它通路，

都需要进一步探究。该实验是通过缺氧的培养环境

模拟肿瘤细胞的缺氧微环境，和体内实际的缺氧微

环境有一定区别，接下来我们的工作，是研究 ＰＤ１／
ＰＤＬ１抑制剂在动物体内缺氧微环境中对自噬水平
的影响机制，通过缺氧微环境、自噬与免疫检查点相

关研究，探索一种联合治疗的策略，进一步提高人体

肿瘤免疫治疗的效果。
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