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摘要 ：目的    探究羟基喜树碱（HCPT）对人肺癌 A549 细胞自噬的作用。方法  体外进行肺癌 A549

细胞的培养，分别使用 50、200 和 400μmol 的 HCPT 处理，利用 MTT 法检测 HCPT 对细胞存活率的影响 ；

共聚焦显微镜成像技术观察 HCPT 对细胞自噬活性的影响 ；Western blot 检测 HCPT 对自噬相关蛋白 LC3、

p-mTOR 表达的影响。结果  HCPT 抑制 A549 细胞的活性 ；HCPT 处理 24 h 后细胞质和细胞核周围 Cyto-

ID 绿色荧光强度增强 ；与对照组比较，HCPT 治疗各组 LC3II/I 值升高，p-mTOR 表达减少 ；且加入自噬抑

制剂 6- 氨基 -3- 甲基嘌呤（3-MA）处理后的各组与相对应的 HCPT 治疗各组比较，A549 细胞的增殖抑制

增强。结论  HCPT 能抑制 A549 细胞增殖并诱导其发生自噬 ；HCPT 发挥抑制 A549 细胞增殖作用可能与自

噬密切相关 ；抑制细胞自噬可能会增强 HCPT 的抗 A549 细胞增殖能力。
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lung cancer cells*
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Abstract: Objective  To investigate whether autophagy is involved in the anticancer mechanisms of 
hydroxycamptothecin (HCPT) in human lung cancer A549 cells in vitro.  Methods  Human non-small cell lung 
cancer cell line A549 was cultured. In our study, cell viability was assessed by MTT assay, Cyto-ID staining was 
used for autophagy detection which was observed by laser scanning confocal microscope (LSCM), the expression 
of LC3II/I and p-mTOR were measured by Western blot.  Results  HCPT (50, 200 and 400 μmol) suppressed the 
viability of A549 cells in a concentration-dependent manner. Moreover, HCPT increased autophagy level in the A549 
cells. The autophagy inhibitor 3-MA caused a statistically significant increase in growth inhibition of the HCPT-
treated A549 cells.  Conclusions  HCPT induces autophagy in lung cancer A549 cells in vitro. HCPT (50, 200 and 
400 μmol) suppresses the viability of A549 cells in a concentration-dependent manner and its induction of cell 
autophagy is related to the dosage. Autophagy inhibition combined with HCPT may be a better way for the treatment 
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近年来数据显示，肺癌严重危害人类健康，全球

范围内肺癌的发病率和死亡率增加 [1]。随着我国经济

的发展和环境污染的加剧，肺癌已成为各种癌症死亡

的首要原因 [2]。在肺癌的治疗方面，目前化疗仍然是

重要的辅助治疗手段，但化疗过程中肿瘤细胞的耐药

性及其抗凋亡能力是妨碍多种肿瘤治愈的主要原因之

一。近年来，细胞自噬与肿瘤之间的关系在肿瘤研究

领域已成为热点。最新研究显示，自噬与肿瘤的发生、

浸润及转移存在密切的关系，因此自噬有望成为肿瘤

治疗中新的靶点。

羟 基 喜 树 碱（Hydroxycamptothecin，HCPT） 是

一种广谱抗肿瘤药物，但其抑制肿瘤细胞的具体机制

尚不明确 [3]。因此本研究拟通过观察 HCPT 对人肺癌

A549 细胞自噬的影响，以期为其今后的临床应用提

供理论依据。

1    材料与方法

1.1    细胞株及培养

A549 细 胞 购 自 中 国 科 学 院 细 胞 库。A549 细

胞株在 5% CO2、37℃、饱和湿度培养箱内培养于

RPMI1640 培养液（含 10% 胎牛血清）中，贴壁生长

至 80% ～ 90% 时，0.25% 胰酶消化传代。

1.2    主要试剂与仪器

HCPT（纯度 >99%）由百灵威科技有限公司提供，

6- 氨基 -3- 甲基嘌呤（3-MA）、雷帕霉素（RAPA）

和兔源 LC3B 多克隆抗体均购于美国 Sigma 公司，细

胞增殖及毒性检测试剂盒（MTT）为石家庄天舜生物

科技有限公司产品，Cyto-ID Autophagy Detection Kit

（ENZ-51031-K200） 为 美 国 Enzo life science 产 品。

37℃二氧化碳细胞培养箱（美国 Thermo Forma 公司），

半干转运系统（美国 BIO-RAD 公司），JY200C 电泳

仪（北京君意东方电泳设备有限公司），激光共聚焦

显微镜 FV1000（日本 Olympus 公司）。

1.3    体外药物敏感的 MTT 法检测

选取对数生长期且细胞状态良好的细胞重复细

胞培养步骤，用新培养基使细胞重悬混匀，在 96 孔板

每孔中加入 200μl 含有大约 3 000 个细胞的细胞悬液，

细胞贴壁后，每孔加入不同剂量 HCPT 培养液 200μl

（对照组加普通培养液），HCPT+3-MA 组在 HCPT 处

理前 1 h 加 3-MA（5 mmol）处理，每组设 5 个复孔。

培 养 24 h 后 每 孔 分 别 加 入 MTT（0.5%MTT） 溶 液

20μl，在细胞培养箱内继续培养 4 h 后加入二甲基亚

砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）150μl，15 min 后显微

镜下观察到蓝色结晶物完全溶解，于 570 nm 波长用

酶标仪测定各孔的光密度（optical density，OD）值。

1.4    激光共聚焦显微镜检测自噬发生情况

选取对数生长期且细胞状态良好的细胞，消化

离心后置于共聚焦小皿内培养，待细胞贴壁生长达

到 50% ～ 70% 后， 每 皿 加 入 不 同 浓 度 HCPT 培 养

液 2 ml（对照组用普通培养液）继续培养 24 h，并

设阳性对照组（RAPA 组）。按 CYTO-ID® Autophagy 

Detection Kit 试剂盒说明书加入 Hoechst 33342 Nuclear 

Stain、CYTO-ID® Green Detection Reagent 37℃避光孵

育 30 min，置于激光共聚焦显微镜下进行观察。

1.5    Western blot 检 测 自 噬 相 关 蛋 白 LC3、
p-mTOR 表达

LC3 在自噬过程中具有标志性的作用，其在细胞

内有 2 种存在形式（LC3I、LC3II），自噬体的形成过

程中伴随着 LC3I 向 LC3II 的转变。因此 LC3II/LC3I

值可以反映自噬发生情况。p-mTOR 是细胞自噬的负

性调控蛋白。重复细胞传代步骤，用细胞培养液重悬

细胞并充分混匀，每个小皿内加入 2 ml 细胞悬液，培

养过夜。实验分为对照组（加入普通培养液）、HCPT

组（50、200 和 400μmol）、HCPT+3-MA 组， 处 理

24 h 后收集细胞。通过裂解细胞、提取细胞总蛋白

进行蛋白浓度测定后，运用 Western blot 检测 LC3、

p-mTOR 的表达。用 Image J 进行灰度扫描及定量分析。

1.6    统计学方法

采用 SPSS21.0 软件处理实验数据，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，多组均值比较采用完全

随机设计的单因素方差分析（One-way，ANOVA），组

间两两比较采用 LSD 法检验，P <0.05 为差异有统计

学意义。

2    结果

2.1    HCPT 对 A549 细胞活性的影响

MTT 法测定 A549 细胞的存活率，经单因素方差

分析，差异有统计学意义（F =186.662，P =0.000），各

of lung cancer.
Keywords:  lung cancer; autophagy; HCPT; 3-MA; mTOR
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组细胞的存活率有差别 ；进一步两两比较显示，与对

照组比较，HCPT 组（50、200 和 400μmol）中细胞

相对存活率间差异有统计学意义（t =13.614、12.614

和 44.679，均P =0.000），见附表。表明 HCPT 剂量越大，

其抑制 A549 细胞的增殖能力越强。

附表    不同剂量 HCPT 对 A549 细胞活性 

的影响  （n =10）

组别 OD 值（x±s） 细胞活性 /%

对照组 0.94±0.01 100

50μmol HCPT 组 0.83±0.02† 88.3

200μmol HCPT 组 0.74±0.04† 78.7

400μmol HCPT 组 0.64±0.01† 68.1

注：† 与对照组比较，P <0.05

图 1  不同浓度 HCPT 对 A549 细胞自噬的诱导作用 

（共聚焦显微镜成像 ×40）

对照组

50μmol

200μmol

400μmol

RAPA

Hoechst 33342             Cyto-ID                      Overlay

1：对照组；2：50μmol HCPT 组；3：200μmol HCPT 组；4：

400μmol HCPT 组

图 2    HCPT 对 A549 细胞自噬相关蛋白 LC3 表达的影响
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照组比较，HCPT 组（50、200 和 400μmol）p-mTOR

水平差异有统计学意义（t =3.993、19.502 和 44.184，

P =0.005、0.000 和 0.000），HCPT 诱导 A549 的细胞自

2.2    HCPT 对细胞自噬的影响

2.2.1    细胞自噬结果    与对照组比较，HCPT 组处理

24 h 后细胞质和细胞核周围 Cyto-ID 绿色荧光强度增

强，与经典的自噬诱导剂 RAPA 处理后情况相似，其

中 200μmol HCPT 组 Cyto-ID 绿色荧光强度增强尤为

明显，说明 HCPT 可以诱导 A549 细胞自噬发生，且其

诱导 A549 细胞自噬发生的能力与用药剂量有关。见

图 1。

2.2.2    细胞自噬相关蛋白 LC3 的表达结果    Western 

blot 检 测 各 组 LC3II/LC3I 值 的 变 化，LC3II/LC3I 值

在 对 照 组、50μmol HCPT 组、200μmol HCPT 组、

400μmol HCPT 组 表 达 为（100.0±2.12）、（107.07± 

0.94）%、（136.36±0.62）% 和（125.25±1.31）%，

经单因素方差分析，差异有统计学意义（F =855.315，

P =0.000）， 各 组 LC3II/LC3I 值 有 差 别 ；进 一 步

两 两 比 较 显 示， 与 对 照 组 比 较，HCPT 组（50，

200，400μmol） 中 LC3II/LC3I 值 差 异 有 统 计 学 意

义（t =-6.625、-38.147 和 -23.203， 均 P =0.000）。

200μmol HCPT 组 LC3II/LC3I 值上升最为显著。进一

步说明，HCPT 可诱导 A549 细胞自噬活性增强，其诱

导 A549 细胞自噬的能力与剂量有关。见图 2。

2.2.3       细胞自噬相关蛋白 p-mTOR 的表达结果    

Western blot 检测各组 p-mTOR 水平的变化，p-mTOR

在 对 照 组、50μmol、200μmol 及 400μmol HCPT

组 表 达 为（100.00±7.36）%、（95.61±7.41）%、

（70.29±6.67）% 及（49.53±5.42）%，经单因素方差

分析，差异有统计学意义（F =716.920，P =0.000），各

组 p-mTOR 水平有差别 ；进一步两两比较显示，与对
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噬可能与 m-TOR 信号通路有关。见图 3。 比 较 显 示， 与 相 同 剂 量 HCPT 组 比 较，50、200 和

400μmol HCPT+3-MA 组中细胞相对存活率差异有统

计学意义（t =18.401、15.771 和 6.476，均 P =0.000），

这提示 HCPT 联合自噬抑制剂治疗肺癌的效果可能更

佳。见图 5。

1：对照组；2：50μmol HCPT 组；3：200μmol HCPT 组；4：

400μmol HCPT 组

图 3    HCPT 对 A549 细胞自噬相关蛋白 

p-mTOR 表达的影响
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1：200μmol HCPT 组；2：200μmol HCPT+3-MA 组；3：3-MA

组；4：对照组

图 4    3-MA（5 mmol）抑制 200μmol HCPT 

诱导的细胞自噬作用
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1：对照组；2：50μmol 组；3：200μmol 组；4：400μmol 组

图 5    3-MA 抑制自噬后 HCPT 对肺癌 A549 细胞 

增殖抑制的影响
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3    讨论

无限增殖障碍是恶性肿瘤细胞的一个重要特征。

大量药物的抗肿瘤作用是通过抑制肿瘤细胞增殖实现

的 [4-5]。通过实验研究发现，HCPT 具有抑制 A549 细

胞增殖的作用，且 HCPT 剂量越大抑制作用越强。这

提示 HCPT 发挥抗肿瘤的作用可能与其抑制肿瘤细胞

增殖有关。

自噬是真核细胞通过溶酶体途径降解和回收受

损的细胞器和大分子物质，维持细胞稳态的过程 [6]。

一些研究指出 [7-8]，自噬可能在癌症发展的不同阶段发

挥不同的作用，肿瘤细胞可以通过自噬途径抵抗由环

境变化所造成的损害，也可以通过自噬启动程序性死

2.3    HCPT 联合自噬抑制剂 3-MA 对肺癌 A549
细胞的影响

2.3.1      3-MA 抑制 HCPT 诱导的细胞自噬    Western 

blot 检 测 各 组 LC3II/LC3I 值 的 变 化，LC3II/LC3I 值 在

200μmol HCPT 组、200μmol HCPT+3-MA 组、3-MA

组 及 对 照 组 表 达 为（158.22±3.26）%、（110.30± 

11.23）%、（107.57±15.86）% 和（100.00±8.02）%，

经单因素方差分析，差异有统计学意义（F =37.222，

P =0.000），各组 LC3II/LC3I 值有差别 ；进一步两两比

较显示，3-MA 组与对照组比较，LC3II/LC3I 值差异

无统计学意义（t =0.924，P =0.200），200μmol HCPT

组与对照组比较，LC3II/LC3I 值差异有统计学意义

（t =19.204，P =0.000）；200μmol HCPT+3-MA 组 与

200μmol HCPT 组比较，LC3II/LC3I 值差异有统计学

意 义（t =11.243，P =0.000）；200μmol HCPT+3-MA

组与 3-MA 组比较，LC3II/LC3I 值差异无统计学意义

（t =0.344，P =0.372）。表明自噬抑制剂 3-MA（5 mmol）

可以抑制 HCPT 诱导的自噬。见图 4。

2.3.2      抑制自噬后 HCPT 对肺癌 A549 细胞增殖抑

制的影响    MTT 法测定 A549 细胞的存活率，自噬抑制

剂 3-MA 联合 HCPT（50、200 和 400μmol）处理 24 h

后，A549 细 胞 的 增 殖 抑 制 率 分 别 为（30.7±4.3）%、

（38.1±4.6）% 和（42.9±1.1）%，高于单用 HCPT 同剂 

量组的（12.9±2.3）%、（21.6±4.1）% 和（32.7±2.1）%，

经单因素方差分析，差异有统计学意义（F =140.801，

P =0.000），各组细胞的存活率有差别 ；进一步两两
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亡通路，发生自噬性死亡 ；自噬在不同的肿瘤中所发

挥的作用也是不尽相同的。本研究重点探讨了 HCPT

是否诱导 A549 细胞发生自噬。研究结果显示，经

HCPT 处理后，A549 细胞的 LC3II/LC3I 比值升高，自

噬负性调控蛋白 p-mTOR 表达降低，结合激光共聚焦

荧光染色法观察结果，可以确定的是，HCPT 可诱导

A549 细胞自噬。有研究指出，肺癌细胞、人宫颈癌

HeLa 细胞以及结肠癌细胞等均具有较高的自噬潜能，

这在其处于恶劣环境时有一定的保护作用 [8-9]。在肿

瘤进行化疗和放疗的过程中，细胞会通过提高自噬活

性，快速降解并循环利用受损的细胞器和大分子物质，

及时进行受损 DNA 的修复，从而抑制肿瘤细胞凋亡，

以维持其持续增殖 [8]。另外，自噬也使一些抗肿瘤药

物的作用减弱 ：替莫唑胺作用于恶性神经胶质瘤细胞

3 和 7 d，细胞中自噬活性先增强后减弱，同时观察到

细胞的增殖先受到抑制后出现增殖现象 [10]。有研究表

明 [8，11]，促进自噬的药物有抗肿瘤作用，因此靶向促

进自噬的药物在今后的肿瘤治疗将会得到重视。目前

雷帕霉素作为自噬诱导剂用于肿瘤治疗的临床实验已

经开始，研究证明其具有抑制多种肿瘤细胞的作用 [8]。

研究发现 [8，12] 苦参碱和盼生安分别作用于 HepG2 细

胞和肝癌 BEL-7402 细胞时均有自噬的参与。这些药

物不仅可以激发肿瘤细胞的自噬，同时也参与了自噬

分子的调控。多种自噬抑制剂可以加强化疗药物的抗

肿瘤作用。如抗疟疾药物氯喹联合化疗中的应用，氯

喹可以通过改变溶酶体内的酸性环境进而达到抑制细

胞自噬发生的目的，从而促进化疗药物对肿瘤细胞的

杀伤力 [8，13]。有研究 [8，14] 表明曲古抑菌肽（TSA）和

伏立诺他（SAHA）发挥抗肿瘤的作用是通过抑制自

噬达到的。此外，有研究表 [8，15] 明自噬抑制剂如 3-MA、

渥曼青霉素等多种自噬抑制剂在肿瘤的治疗中都有可

能扮演重要角色。由此看来，特定情况下细胞自噬具

有保护肿瘤细胞的作用，防止其死亡。这提示抑制细

胞自噬也可能作为某些肿瘤的治疗的途径。本研究也

发现，HCPT 联合 3-MA 比单用 HCPT 对肺癌 A549 细

胞的增殖抑制作用更强，由此推测 HCPT 在治疗肺癌

过程中，联合自噬抑制剂可能会使治疗效果更佳。

总之，本研究在体外探讨了广谱抗瘤药物 HCPT

对肺癌 A549 细胞自噬的影响，发现 HCPT 对 A549 细

胞的增殖抑制作用呈剂量依赖性 ；HCPT 诱导的细胞

自噬可能与 mTOR 信号通路有关 ；HCPT 联合自噬抑

制剂 3-MA 发挥的抗细胞增殖能力更强。其具体机制

有待于今后进一步的探讨。
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