
1199欢迎关注本刊公众号
《中国癌症杂志》2022年第32卷第12期
  CHINA ONCOLOGY  2022  Vol.32  No.12

·论  著·

·论  著·
崔忠泽，等

干预自噬影响DPD的表达促进5-FU抗结直肠
癌疗效的实验研究

崔忠泽，何  双，温菲菲，李扬扬，许晓阳，路丽祯，吴淑华  

滨州医学院附属医院病理科，山东 滨州 256600

［摘要］  背景与目的：结直肠癌作为常见的消化系统恶性肿瘤之一，其化疗与耐药一直以来备受关注，5-氟尿嘧

啶（5-fluorouracil，5-FU）是结直肠癌的一线化疗药物，其疗效常因耐药或不良反应而受到影响。二氢嘧啶脱氢酶

（dihydropyrimidine dehydrogenase，DPD）是5-FU代谢的关键限速酶，其表达或降解可能成为影响5-FU疗效的因素。自噬

是细胞内蛋白质代谢的重要途径，其在化疗诱导的细胞死亡或增殖抑制中的作用仍存在争议。本研究旨在探讨自噬在结

直肠癌化疗过程中的作用以及干预自噬影响5-FU耐药的机制。方法：体外细胞培养人结肠癌HCT-8、COLO205、LOVO和

SW480细胞系，观察不同细胞系中DPD的表达对5-FU敏感性的影响，通过药物敏感性实验筛选出5-FU敏感细胞，检测5-FU
敏感细胞株及其相对应的耐药细胞株中DPD的表达、自噬水平及自噬关键因子微管相关蛋白轻链3（light chain 3，LC3）、

P62的表达，并通过诱导/抑制细胞自噬，观察调控自噬状态对DPD的表达变化以及肿瘤细胞生物学行为和化疗抵抗能力的

影响，通过UbiBrowser数据库筛选及免疫共沉淀实验（co-inmunoprecipitation，Co-IP）实验验证DPD降解过程中的E3连接

酶，探讨自噬降解DPD逆转5-FU耐药的分子机制。结果：DPD低表达的细胞系对5-FU的敏感性更强，其中COLO205细胞

系在4种细胞中DPD表达量最高，并对5-FU的耐药性最强，而HCT-8细胞DPD表达最低并对5-FU最为敏感。与HCT-8细胞相

比，HCT-8/FU耐药细胞表达较高水平的DPD，以及较低的基础自噬水平；雷帕霉素（rapamycin，RAPA）介导的自噬激活

增强了细胞的自噬水平，降低了DPD表达，同时降低了细胞增殖、侵袭和5-FU耐药性；3甲基腺嘌呤（3-methyladenine，
3-MA）及羟氯喹（hydroxychloroquine，HCQ）介导的自噬抑制减弱了细胞的自噬水平，增加了DPD表达，增强了5-FU耐

药性。5-FU与自噬激活剂联合应用对细胞的抑效果要远远强于单用5-FU及与自噬抑制剂联合应用的效果；DPD的降解需要

完整的自噬流的参与，其中自噬溶酶体的形成是DPD降解的关键步骤之一，而单一的自噬体无法对DPD进行降解。E3连接

酶NEDD4在HCT-8/5-FU细胞中与DPD和P62蛋白免疫共沉淀，在DPD的自噬降解中发挥作用。结论：自噬参与DPD降解影

响结直肠癌细胞对化疗药物的敏感性，激活自噬可促进DPD降解和抑制5-FU的分解代谢，可能成为逆转结直肠癌5-FU耐药

的新途径。
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Experimental study on influence of autophagy on DPD expression and its effect on chemotherapy with 5-FU in 
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［Abstract］ Background and purpose: Colorectal cancer is one of the most common digestive system malignancies, and 
chemotherapy for colorectal cancer and drug resistance have always been concerns. 5-fluorouracil (5-FU) is the first-line 
chemotherapy drug for colorectal cancer, and its efficacy is often affected by drug resistance or adverse reactions. Dihydropyrimidine 
dehydrogenase (DPD) is a key rate-limiting enzyme in 5-FU metabolism, and its expression or degradation may be a factor affecting 
the efficacy of 5-FU. Autophagy is an important pathway of intracellular protein metabolism, and its role in chemotherapy-induced 
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cell death or proliferation inhibition is still controversial. This study aimed to investigate the role of autophagy in colorectal 
cancer chemotherapy and the mechanism by which autophagy affects 5-FU drug resistance. Methods: Human colon cancer HCT-
8, COLO205, LOVO and SW480 cell lines were cultured in vitro to observe the effect of DPD expression on 5-FU sensitivity. 
5-FU sensitive cells were screened by drug sensitivity test. The expression of DPD, the level of autophagy and the expressions of 
microtubule-associated protein light chain 3 (LC3) and P62 in 5-FU-sensitive cell lines and their corresponding drug-resistant cell 
lines were detected. The effect of autophagy on the expression of DPD and the biological behavior and chemotherapy resistance of 
tumor cells were observed. UbiBrowser database screening and co-inmunoprecipitationn (Co-IP) experiment were used to verify 
the E3 ligase in the process of DPD degradation, and to investigate the molecular mechanism of reversing 5-FU resistance caused 
by autophagy degradation of DPD. Results: The COLO205 cell line had the highest DPD expression and was the most resistant to 
5-FU, while the HCT-8 cell line had the lowest DPD expression and was the most sensitive to 5-FU. Compared with HCT-8/5-FU 
cells, HCT-8/FU-resistant cells expressed higher levels of DPD and lower levels of basal autophagy. Rapamycin (RAPA)-mediated 
autophagy activation enhanced the autophagy level, decreased the expression of DPD, and decreased cell proliferation, invasion and 
5-FU resistance. The inhibition of autophagy mediated by 3-Methyladenine (3-MA) and hydroxychloroquine (HCQ) attenuated the 
autophagy level, increased the expression of DPD, and enhanced the drug resistance of 5-FU. The inhibitory effect of 5-FU combined 
with autophagy activator was much stronger compared with 5-FU alone or combined with autophagy inhibitor. The degradation of 
DPD required the participation of complete autophagic flow, among which the formation of autophagic lysosomes was one of the 
key steps of DPD degradation, however a single autophagosome could not degrade DPD. E3 ligase NEDD4 co-immunoprecipitated 
with DPD and P62 proteins in HCT-8/5-FU cells and played a role in autophagic degradation of DPD. Conclusion: The involvement 
of autophagy in DPD degradation affects the sensitivity of colorectal cancer cells to chemotherapy drugs. Activation of autophagy 
can promote the degradation of DPD and inhibit the catabolism of 5-FU, which may be a new way to reverse 5-FU resistance in 
colorectal cancer.
［Key word］ Colorectal cancer; Dihydropyrimidine dehydrogenase; Autophagy; Light chain 3; P62

结直肠癌是中国发病率第 3 位的恶性肿

瘤  ［1］。目前，对结直肠癌患者的临床一线化

疗方法主要仍为以5-氟尿嘧啶（5-fluorouracil，
5-FU）为基础的传统化疗方法 ［2］，且由于部分

患者在临床治疗中存在着耐药性和不良反应，导

致治疗效果较差，进而影响患者的预后。

5-FU耐药机制十分复杂，5-FU代谢酶异常是

引起5-FU耐药的重要机制之一 ［3-4］。其中5-FU代

谢的限速酶二氢嘧啶脱氢酶（dihydropyrimidine 
dehydrogenase，DPD），在此过程中起到了重要

的作用 ［5］。大量实验及本课题组的前期研究都

表明，在部分结直肠癌中DPD呈高表达，且与

患者的耐药及预后有关  ［3，6］。因此，深入研究

DPD的表达及其作用机制，探索逆转结直肠癌

5-FU耐药的新途径，对于进一步提高5-FU的临床

抗肿瘤效果、改善结直肠癌患者的生存预后具有

重要的意义。

自噬是多步骤的细胞内蛋白降解途径  ［7］，

在保持细胞代谢、稳态方面发挥着重要的作用。

本文研究了自噬在调节结直肠癌DPD表达和5-FU
耐药中的作用及机制。应用5-FU敏感和耐药的

人结肠癌细胞系，检测DPD及自噬-溶酶体途径

的关键因子轻链3（light chain 3，LC3） ［8］、

P62 ［9-11］的表达，并通过调控自噬水平，观察

其对5-FU疗效的影响，评估其在肿瘤细胞中对

5-FU耐药作用的影响。同时利用生物信息学分

析预测并验证参与自噬溶酶体途径的E3连接酶

NEDD4 ［12］与P62及DPD的关系，探讨自噬降解

DPD的分子机制，为逆转结直肠癌5-FU耐药提供

了新思路。

1 材料和方法

1.1  材料

人结肠腺癌细胞系HCT-8、COLO205、
LOVO和SW480及耐药细胞株HCT-8/5-FU均购

自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库，

PRMI-1640培养基、胎牛血清购自美国Gibco
公司，β-actin、P62、LC3、DPD抗体购自英国

Abcam公司，吉姆萨染液购自北京索莱宝科技有

限公司，细胞内自噬染色测定试剂盒［单丹磺酰

尸胺（dansylcadaverine，MDC）法］、蛋白质
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印迹法（Western blot）检测试剂盒购自江苏碧

云天生物技术有限公司，细胞增殖及细胞计数试

剂盒-8（cell counting kit-8，CCK-8）购自日本

同仁化学研究所，自噬干预药物购自美国Glpbio
公司（雷帕霉素、3-MA、HCQ），蛋白A/G磁

珠和正常IgG购自中国武汉戴安生物技术有限 
公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养 

细胞系接种于含5%胎牛血清的RPMI-1640培
养基中，置于37 ℃、CO2体积分数为5%的培养

箱中进行培养。在耐药细胞株中，添加5-FU使其

最终含量达到5  μmol/L，以维持其对5-FU的耐药

性。视细胞生长情况传代及换液。

1.2.2  Western blot检测

采用Western blot检测细胞系中LC3、P62和
DPD蛋白含量。将细胞裂解充分后取上清液，

采用二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）法

检测其蛋白浓度。取10 μL的试样进行凝胶电泳

分离，并转移到聚偏二氟乙烯（polyvinylidene 
fluoride，PVDF）转印膜上。一抗4 ℃过夜。经

羊抗兔IgG二抗室温下温育1 h后，用电化学发

光（electrochemical luminescence，ECL）法显

影。利用Image J软件解析目标图像。目的基因

蛋白相对表达量 = 目的基因灰度值/β-actin灰度值

×100%。

1.2.3  MDC法染色

MDC能够标记自噬体，可反映自噬活性，

使用MDC染色检测细胞系中自噬体的形成。制

备细胞悬液，以2×105个/孔接种于6孔板内，培

养24 h。分别向各孔加入2 mL不同药物或培养基

干预24 h。向每孔中加入1 mL MDC染色工作液，

温育30  min后置于荧光显微镜下观察，以细胞质

内出现点状荧光分布视为自噬激活，高倍镜下随

机选取5个视野，计数自噬激活细胞数所占百分

比，取其平均值。

1.2.4  CCK-8实验

应用CCK-8实验对细胞系进行5-FU药物毒

性测试。制备细胞悬液，设置实验组与对照组，

以1×103个/孔接种于96孔板中，每组设计4个复

孔。于实验组与对照组中分别注入200 μL含不同

浓度5-FU的培养基和不含药物的培养基，培养

24  h。弃置液体后注入10 μL CCK-8染液，37  ℃
下温育1 h后于酶标仪450 nm处测量吸光度（D）

值，计算细胞存活率/抑制率。

1.2.5  细胞侵袭试验（transwell实验）

Transwell小室模型置于24孔板中，制备浓度

为5×105/mL的细胞悬液。并于小室上层加入细

胞悬液100 μL，下室加入600 μL含20%的胎牛血

清（fetal bovine serum，FBS）培养基，每组细胞

重复2个小室，培养24 h。用棉签轻轻擦除上室侧

细胞及基质胶，用甲醇溶液和吉姆萨染液分别进

行固定和染色，显微镜下观察穿透细胞数。每个

腔室随机取3个视野，计算平均 值。

1.2.6  平板克隆实验

选择呈指数生长的细胞制成细胞悬液，每组

细胞分别以每孔约100个、200个、500个细胞接

种于6孔板内，并加入2 mL完全培养基，培养约1
个星期，至产生肉眼可见的克隆球时结束。用甲

醇溶液和吉姆萨染液分别进行固定和染色，肉眼

下计算克隆数。

1.2.7  自噬抑制剂/激活剂干预细胞自噬实验

选取用于自噬抑制剂 /激活剂干预的实验

细胞，并分为 4组：雷帕霉素干预组、羟氯

喹干预组、3-MA干预组和对照组。根据预实

验，设诱导自噬改变的最低药物浓度为干预

剂浓度，在各组细胞系中分别加入自噬激活

剂雷帕霉素（0.10  μmol/L）、自噬抑阻断剂

羟氯喹（10.00  μmol/ L）、自噬抑制剂3-MA
（100.00  μmol/ L）以及完全培养基各200 μL，

培养24 h。应用MDC染色检测自噬状态；采用

Western blot检测各组细胞株P62、DPD、LC3蛋
白的表达；采用CCK-8实验检测不同干预剂对细

胞增殖活性的影响。确定干预成功后，用于后续

实验。

1.2.8  联合用药干预HCT-8/5-FU细胞株生物学

活性实验

选取联合用药干预实验细胞株，将其分为5
组：生理盐水对照组、5-FU实验对照组以及5-FU
联合雷帕霉素、3-MA、羟氯喹的实验干预组。
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用独立样本t检验，多组间比较采用单因素方差

分析法。P＜0.05为差异有统计学意义。数据分

析采用SPSS 25.0统计软件，并运用Graphpad 7.0
等应用软件完成制图和信息的处 理。

2 结　　果

2.1  不同细胞系中自噬与LC3、P62及DPD的表

达情况及细胞耐药性

为了评估自噬在不同细胞系中对5-FU的耐

药性，本研究检测了一组人类结肠癌细胞系中

LC3、P62及DPD的表达及对5-FU的敏感性。

Western blot检测结果结果显示，DPD的表达

在COLO205细胞最高，而在HCT-8细胞中最低

（P＜0.05，图2A）。CCK-8实验结果显示，

COLO205细胞的IC50为269.20  μmol/L，LOVO细

胞为187.40  μmol/ L，SW480细胞为97.53  μmol/
L，HCT-8细胞为25.42  μmol/L（P＜0.05，图

2B），耐药细胞株HCT-8/5-FU的IC50明显高于

亲本细胞系（145  μmol/L vs 25.42  μmol/L；P
＜0.05，图2 B）。此外，与HCT-8细胞相比，

图1  结直肠癌细胞自噬、DPD及耐药水平

Fig.1  Levels of autophagy, DPD and drug resistance in colon cancer cells

A: Expression level of DPD in different colon cancer cell lines; B: Sensitivity of different cell lines to 5-FU (dose-response curve); C: Expression of 
LC3, P62 and DPD in HCT-8 and HCT-8/5-FU cells; D: MDC method was used to detect the autophagy level of HCT-8 cells. E: MDC method was 
used to detect the autophagy level of HCT-8/5-FU cells. F: Incidence of autophagy in HCT-8 and HCT-8/5-FU cells.

分别在6孔板中加入2 mL自噬干预剂（药物浓度

同1.2.7）及等量生理盐水预处理6 h，之后吸出培

养液，取2 mL自噬干预剂及5-FU［5-FU浓度为

半数抑制浓度（IC50）= 140.30 μmol/L］混合液加

入实验组中，5-FU对照组中加等量生理盐水，培

养24  h后，进行生物学活性实验。

1.2.9  生物信息学预测E3连接酶

利用UbiBrowser在线网站（http://ubibrowser.
ncpsb.org.cn/）预测DPD蛋白的E3泛素连接酶。

并选取最有可能的E3连接酶进行体外实验分析。

1.2.10  NEDD4、DPD和P62免疫共沉淀实验

（co-inmunoprecipitationn, Co-IP）

为了确定E3连接酶在细胞中能否与DPD和

（或）P62相互作用，我们进行了Co-IP实验。用

IP裂解液裂解细胞，将5 mg蛋白裂解液与50 μL
蛋白A磁珠包被抗E3连接酶抗体混合，设置为IP
组，将5 mg蛋白裂解液与同种属IgG混合，设置

为Input组，温育16 h。采用Western blot检测两组

中E3连接酶、DPD和P62的含量。

1.3  统计学处理

计数资料分析采用χ2检验，两组间的比较采
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HCT-8/5-FU细胞中DPD和P62表达水平显著

升高，而LC3-Ⅱ/LC3-I表达比例显著降低（P
＜0.05，图2C）。上述结果表明，与HCT-8细胞

相比，HCT-8/5-FU细胞的基础自噬活性可能较

低。此外，本研究采用MDC法检测自噬水平。

结果发现，与HCT-8细胞相比，HCT-8/5-FU细

胞含有明显较少的光点样结构（P＜0.05，图

2D~2F），这支持了5-FU耐药细胞自噬活性水平

较低的假设。

2.2  自噬抑制剂与诱导剂干预后HCT-8/5-FU

细胞株中LC3、P62及DPD的表达情况

选择HCT-8和HCT-8/5-FU细胞株进行药物干

预实验。对HCT-8/5-FU细胞株进行药物干预，

应用MDC染色法观察自噬的发生，Western blot

检测干预前后细胞内LC3、P62及DPD蛋白含

量。雷帕霉素干预组中，自噬激活细胞数量较

对照组明显增加，DPD的表达则明显下降，而

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的比值升高，差异有统计学意义

（P＜0.05，图2、3）；3-MA干预组中，自噬激

活细胞数量较对照组减少，而DPD表达明显增

加，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的比值下降（P＜0.05，图2、
3）；羟氯喹组干预组中，自噬激活细胞数量较

对照组明显增多，DPD及P62的表达同步增加，

而LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值上升（P＜0.05，图2、3）。

以同样方法干预HCT-8细胞株，运用MDC法检测

自噬的发生（图2F ~ 2J），采用Western blot检测

DPD表达量（图3F ~ 3G），其结果与HCT-8/5-FU
细胞株一致。

图2  MDC染色检测不同干预组中自噬水平

Fig.2  MDC staining to detect autophagy levels in different intervention groups

A: HCT-8/5-FU cell control group; B: HCT-8/5-FU cell rapamycin intervention group; C: HCT-8/5-FU cells 3-MA intervention group; D: HCT-8/5-
FU cells hydroxychloroquine intervention group; E: Autophagy expression rate of HCT-8/5-FU cells in each group; F: HCT-8 cell control group; 
G: HCT-8 cell rapamycin intervention group; H: HCT-8 cells 3-MA intervention group; I: HCT-8 cell hydroxychloroquine intervention group; J: 
Autophagy expression rate of HCT-8 cells in each group.
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2.3  不同自噬干预剂干预HCT-8和HCT-8/5-

FU细胞株对5-FU的化学敏感性

CCK-8实验检测不同药物干预后HCT-8和
HCT-8/5-FU耐药细胞株的生存率，结果显示，

较生理盐水对照组相比，单独应用雷帕霉素

（0.10  μmol/L）、3-MA（100.00  μmol/L）、

羟氯喹（10.00  μmol/L）干预，细胞增殖活性

虽有所降低，但肿瘤细胞依然表现出较强的药

物抵抗（表1）。而联合应用5-FU （HCT-8为
25.42  μmol/L；HCT-8/5-FU为145.00  μmol/L）

后，对肿瘤产生了不同程度的抑制，其抑制效果

因自噬干预剂的不同而不同。雷帕霉素 + 5-FU联

合应用组较其他3组比较，对5-FU的化学敏感性

显著增强（P ＜0.05，表1）。

2.4  自噬抑制剂与激活剂联合5-FU对耐药细胞

株的克隆能力及侵袭能力的影响

平板克隆实验结果显示，雷帕霉素 + 5-FU组

与其他3组比较，细胞克隆球数明显下降，差异

有统计学意义（P＜0.05，图4A ~ E，图5A ~ E）。

Transwell实验结果显示，雷帕霉素 + 5-FU组与其

他3组比较，穿膜细胞数量明显减少，差异有统

计学意义（P＜0.05，图4F ~ 4J，图5F ~ 5J）。 
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2.5  E3连接酶的筛选及Co-IP检测NEDD4与

DPD/P62相互作用

在线数据库UbiBrowser中的筛选结果发现，

NEDD4是DPD最有价值的E3连接酶，并选取其

作为DPD的E3连接酶进行后续实验。

为证明在结肠腺癌HCT-8/5-FU细胞株中，

NEDD4能够与DPD以及P62结合。采用Co-IP实
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图3  自噬抑制剂及激活剂干预后细胞内自噬相关蛋白及DPD的改变

Fig. 3  Changes of autophagy-related proteins and DPD in cells after intervention with autophagy inhibitors and activators

A: HCT-8/5-FU cell rapamycin intervention group; B: HCT-8/5-FU cells 3-MA intervention group; C: HCT-8/5-FU cells hydroxychloroquine 
intervention group; D-E: DPD content after HCT-8 cell intervention; F-G: DPD content after intervention with HCT-8/5-FU cells.RAPA: Rapamycin.

表 1  CCK-8实验检测不同药物干预后HCT-8和HCT-8/5-FU细胞株的存活率

Tab. 1  CCK-8 assay was used to detect the survival rate of HCT-8 and HCT-8/5-FU cell lines after different drug intervention

 (x±s)

Variable Control Rapamycin 3-MA HCQ

HCT-8

Autophagy intervention 100±1.91 93.41±0.72 92.33±1.11 91.21±1.28

Combined application of 5-FU and autophagy intervention 50.00±0.95 22.92±2.36* 45.67±1.98 44.42±3.04

HCT-8/5-FU

Autophagy intervention 100±1.36 93.25±1.32 92.67±0.90 91.57±0.95

Combined application of 5-FU and autophagy intervention 50.00±1.04 26.26±1.93* 46.56±2.26 45.72±2.05

　　*: P＜0.05, compared with each other.    

验使用NEDD4抗体温育，经NEDD4抗体沉淀下

来的蛋白分别用NEDD4抗体和DPD/P62抗体检测

（图6）。IP组能检测到NEDD4目的诱饵蛋白；

而IgG不能检测到这种蛋白，说明抗体富集成

功；同时IP组能检测到DPD或p62蛋白而IgG组检

测不到，说明DPD或P62可以与NEDD4结合。
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图4  平板克隆实验（接种细胞密度500个/孔）及Tran swell实验检测HCT-8细胞株在受到不同干预后的增殖能力及侵袭能力

Fig.4  Plate cloning assay (500 cells/hole) and transwell assay were used to detect the proliferation and invasion ability of HCT-8 cell lines 

after different interventions

A-E: Colony-forming assay. A: 5-FU control group; B: 5-FU + rapamycin group; C: 5-FU + 3-MA group; D: 5-FU +  hydroxychloroquine group; E: 
Incidence of autophagy in HCT-8 cell lines after different interventions; F-I: Cell invasion assay: F: 5-FU control group; G: 5-FU + rapamycin group; H: 
5-FU + 3-MA group; I: 5-FU +  hydroxychloroquine group; J: Penetration cell number of HCT-8 cell line after different interventions.

图5  平板克隆实验（接种细胞密度200个/孔）及transwell实验检测HCT-8/5-FU细胞株在受到不同干预后的增殖能力及侵袭能力

Fig. 5  Plate cloning assay (200 cells/hole) and transwell assay were used to detect the proliferation and invasion ability of HCT-8/5-FU cell 

lines after different interventions

Colony-forming assay: A: 5-FU control group; B: 5-FU + rapamycin group; C: 5-FU + 3-MA group; D: 5-FU +  hydroxychloroquine group; E: 
Incidence of autophagy in HCT-8/5-FU cell lines after different interventions Cell invasion assay: F: 5-FU control group; G: 5-FU + rapamycin group; 
H: 5-FU + 3-MA group; I: 5-FU +  hydroxychloroquine group; J: Penetration cell number of HCT-8/FU cell line after different interventions
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3 讨　　论

自噬溶酶体途径通常被认为是细胞内蛋白质

主要的降解途径之一，主要负责去除可溶性蛋白

质、细胞器、生物大分子复合体及异物等 ［7］。

研究  ［13］证明，自噬-溶酶体途径与多种疾病有

关。Bonam等  ［14］研究表明，自噬-溶酶体通路

能够作为帕金森病的潜在治疗靶点，Yang等 ［15］

发现，溶酶体功能障碍和自噬阻断通过AMPK/
mTOR途径参与自噬相关抑癌肽诱导的宫颈癌细

胞毒性死亡。研究 ［16］发现，自噬与肿瘤耐药密

切相关，但其对肿瘤耐药的作用仍存在争议。一

方面，自噬可以增强癌细胞对化疗药物的耐受，

Xuan等 ［17］发现，在结直肠癌中抑制伴侣蛋白介

导的自噬可抑制肿瘤的生长和转移，提高药物敏

感性。而另一方面，自噬在一定条件下又可增强

化疗药物的效果，Yang等 ［18］发现，自噬激活可

促进5-FU在HCT-116细胞中的抗癌作用。因此，

自噬在结直肠癌中对5-FU化疗作用的影响及其机

制还有待进一步研究。

研究证实，DPD异常表达与肿瘤患者对5-FU
的化疗耐受密切相关 ［5］。DPD是5-FU代谢过程

中的限速酶，体内80%以上的5-FU均是被DPD
所代谢，只有极少部分的5-FU产生了抗肿瘤作

用 ［19］，DPD的高表达可加速5-FU的分解代谢，

从而减少药物浓度，进而降低药物的疗效 ［20］。

在结直肠癌的体外实验研究中，DPD的异常高表

达可降低5-FU的化疗敏感性 ［21-22］。本实验结果

表明，DPD高表达的细胞系往往伴随对5-FU更高

的耐受。因此，通过调控DPD的表达，降低5-FU
的分解代谢，可能成为提高5-FU疗效的有效途

径。尽管自噬与5-FU耐药是肿瘤耐药研究的热

点，但目前关于细胞自噬与5-FU代谢限速酶DPD
之间的相关研究较少，而关于自噬溶酶体途径与

DPD降解的关系及干预自噬溶酶体途径影响DPD
的含量，从而逆转结直肠癌对5-FU耐药的相关研

究鲜见报道。课题组前期研究 ［6］表明，结直肠

癌中自噬与DPD的表达密切相关，并且DPD高表

达影响患者化疗效果及预后，但其机制尚缺乏深

入研究。为了评估自噬与5-FU耐药的关系，选

取DPD表达最低的HCT-8细胞，并购买其耐药株

HCT-8/5-FU细胞株，检测其自噬与DPD表达水

平及细胞的耐药性。结果显示，HCT-8/5-FU耐药

细胞株与HCT-8亲本细胞系相比自噬活性减弱，

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ降低，而DPD表达显著增高。应用

5-FU处理后细胞表现对5-FU耐受，细胞增殖活性

依然保持较高水平。提示HCT-8/5-FU的耐药性与

细胞的低水平自噬及DPD高表达有关。因此，深

入研究自噬影响DPD与结直肠癌耐药的关系具有

重要价值。为此，本实验就自噬发生、发展过程

及不同水平自噬与DPD对5-FU耐药的关系进行了

进一步研究。

众所周知，自噬溶酶体途径过程包括吞噬

泡形成、自噬体产生、自噬溶酶体产生和分解，

在细胞自噬体的生成过程中LC3-I会向LC3-Ⅱ转

移 ［8］，而在细胞自噬溶酶体途径中重要的环节

是细胞自噬体和溶酶体的结合，才可完成蛋白质

降解，完成细胞内经自噬溶酶体途径蛋白质代谢

的全程。毋庸置疑，该过程的调控机制复杂，涉

及多个步骤和众多因子。其中P62作为影响自噬

体和溶酶体的结合的关键因子在该过程中的作用

受到广泛关注。研究 ［9-10］显示，P62是一种应激

诱导的多功能蛋白，有多种结构域，其中与细胞

自噬溶酶体途径密切相关的主要是LC3相互作用

区和C端泛素相关结构域，P62通过在LC3相互作

用区参与自噬溶酶体形成，并利用UBA结构域将

多泛素化的底物传递给自噬体，从而实现了降解

蛋白质的过程 ［6］。与此同时，作为载体蛋白的

图6  Co-IP检测NEDD4与DPD/P62相互作用

Fig. 6  E3 Co-IP detection of NEDD4 interaction with DPD/P62

Anti-NEDD4 Input+-

HCT-8/5-FU cell

IP

Anti-NEDD4

Anti-DPD

Anti-P62
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P62也会与底物同时被降解，故在细胞自噬激活

时往往也会伴随着P62蛋白质水平的下降  ［11］，

因此，P62在自噬与肿瘤相关研究领域受到广泛

关注。研究 ［23］表明，LC3-Ⅱ/LC3-I比值下降和

P62水平增加，是自噬活性被抑制的重要标志，

而LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的水平升高同时伴随P62水平的

降低，则提示自噬流的产生。本课题组前期对

201例结直肠癌临床样本组织中P62、LC-3和DPD
表达的相关性及其临床意义进行了研究 ［6］，结

果提示，LC3和P62可影响DPD的表达，自噬-溶
酶体途径可能是DPD降解的重要途径。为进一步

研究其机制，本实验通过检测HCT-8/5-FU耐药

细胞和HCT-8亲本细胞中自噬活性及LC3和P62、
DPD的表达，发现HCT-8/5-FU细胞中LC3的阳

性率明显低于HCT-8细胞，而P62及DPD的表达

则明显高于HCT-8细胞。我们推测，结直肠癌对

5-FU的耐药可能是自噬溶酶体途径抑制、DPD
积累而导致的。为证实噬活性与P62、DPD的

关系，我们又通过构建自噬抑制/激活的细胞模

型，采用MDC染色和Western blot检测开展了进

一步的验证。其中，自噬激活剂雷帕霉素通过抑

制mTOR通路进而激活自噬的发生 ［24］，自噬抑

制剂3-MA作为PI3K抑制剂可以干扰或阻断自噬

体的形成 ［25］，而HCQ抑制自噬体与溶酶体的融

合过程 ［26］，在此过程中LC3-I会不断向LC3-Ⅱ
转移而不会被消耗，进而使LC3Ⅱ异常积累，同

时因自噬不能完成，P62的含量也会增加。

本实验结果显示，应用3-MA可导致自噬活

性抑制，DPD表达量的升高。而雷帕霉素则可导

致自噬激活，DPD表达下降，提示自噬的发生能

够降低DPD的含量。本实验进一步应用羟氯喹阻

断自噬流的发生，使自噬体与溶酶体不能融合成

为自噬溶酶体，结果导致LC3、P62、DPD同时

升高。提示自噬溶酶体途径参与了DPD的降解，

而且这一过程需要完整的自噬流参与，即单一的

自噬体形成并不能影响DPD的含量，只有形成自

噬溶酶体才能降解DPD。因此，进一步研究通过

改变自噬活性，影响DPD的表达，进而逆转肿瘤

对5-FU的耐药性。

有研究 ［27］表明，抑制自噬可增强多种抗肿

瘤药物的疗效，然而Yang等 ［18］发现自噬促进化

疗药物的抗癌作用，自噬诱导剂与5-FU联合应用

将有利于HCT116癌细胞的化疗。我们推测这是

由于5-FU特殊的药物代谢动力学所导致的，即自

噬能够影响5-FU代谢关键酶DPD的表达水平，

进而影响5-FU的有效药物浓度，但调控这一过程

是否能逆转耐药肿瘤细胞对5-FU的耐药性尚不清

楚。我们对HCT-8/5-FU细胞株进行自噬干预剂

与5-FU联合用药的实验。结果显示，应用自噬激

活剂可导致对细胞抑制率显著升高，其效果远大

于自噬激活剂本身对细胞的杀伤作用，并且其增

殖活性和侵袭能力均显著下降，而5-FU联合自噬

抑制剂或阻断剂用药后的作用效果明显降低。我

们推测，这可能是由于自噬溶酶体途径的激活，

进而降解了细胞内的DPD，当DPD含量下降时，

会导致5-FU降解减少，进而药物有效浓度上升，

对细胞杀伤作用增强，从而起到逆转耐药的作

用；而当应用自噬抑制剂时，自噬溶酶体途径受

抑制，DPD不被降解而积累，进一步促进5-FU的

分解代谢，导致肿瘤细胞对5-FU的耐受。另有研

究 ［28-29］表明，3-MA和HCQ通过自噬以外的机制

促进5-FU对肿瘤细胞的毒性作用，虽然5-FU联

合3-MA或HCQ降低了DPD的降解，但对细胞的

杀伤作用相对强于对照组。因此，我们认为虽然

自噬抑制剂可以通过降低DPD的降解在一定程度

上保护肿瘤细胞免受5-FU的杀伤作用，但还有其

他因素导致自噬抑制剂促进5-FU对肿瘤细胞的杀

伤作用。在降解DPD逆转肿瘤细胞耐药、促进对

5-FU敏感性的协同作用方面还有待进一步探讨。

本实验结果提示，自噬的激活可逆转肿瘤细胞对

5-FU的耐药性，提高5-FU的治疗效果。

本实验结果显示，DPD可以由自噬途径降

解，但DPD的降解的过程及其机制尚未见报道。

大量研究 ［30- 31］表明，蛋白质的降解信号是泛素

化，而E3连接酶是蛋白泛素化标记过程中标记

目标蛋白的关键酶 ［32］，本实验通过在线数据库

UbiBrowser，预测并筛选了最有可能成为DPD
泛素化过程中的E3连接酶—NEDD4，并通过

Co-IP实验证实，在结肠癌HCT-8/5-FU细胞株中

NEDD4能够与DPD及P62结合。NEDD4通过一个
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保守的LIR结构域与LC3相互作用，并受到LC3的
调控从而调节自噬调节蛋白 ［12］。而P62通过与

LC3相互作用区参与自噬溶酶体形成，并将多泛

素化的底物传递给自噬体  ［9-10］。本实验证实，

NEDD4作为E3链接酶与DPD结合，对其进行泛

素化标记，并与P62连接形成蛋白复合物，共同

参与DPD的自噬溶酶体降解。而在P62与LC3结
合将泛素化底物DPD送往自噬体过程中，LC3又
作为NEDD4激活剂促进这一过程。因此，我们

认为，NEDD4是链接DPD与P62、LC3的桥梁，

在自噬溶酶体降解DPD的过程中发挥重要作用。

综上所述，自噬与肿瘤细胞耐药有关，在结

直肠癌细胞中激活自噬可通过降解DPD进而逆转

耐药细胞对5-FU的耐药性。本研究从细胞生物学

角度对LC3与P62组成的自噬-溶酶体途径与DPD
的表达及肿瘤耐药进行了探讨，其分子机制可

能是通过NEDD4介导的DPD泛素化并通过P62转
移到自噬溶酶体降解这一过程实现的。对于某些

与自噬代谢途径有关的药物，寻找其调控自噬代

谢的有效途径，对提高其疗效具有重要的指导意

义。另外，自噬降解DPD的过程中，是否有其他

途径参与以及其修饰位点和结合位点尚需进一步

探究。总之，自噬参与DPD降解影响结直肠癌细

胞对化疗药物的敏感性，激活自噬可促进DPD降

解和抑制5-FU分解代谢，可能成为逆转结直肠癌

5-FU耐药的新途径。

利益冲突声明：所有作者均声明不存在利益

冲突。
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