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Abstract
AIM: To investigate whether 5-fluorouracil (5-FU) 
induces autophagy in human gastric cancer cell 
line MGC803 and to identify the role of autopha-
gy in 5-FU -induced cell apoptosis.

METHODS: After cultured MGC803 cells were 
treated with 5-FU, cell proliferation was mea-
sured using MTT assay; cell apoptosis was de-

termined by flow cytometry; protein expression 
was detected by Western blot; and autophagy 
was observed by fluorescent microscopy.

RESULTS: The concentration of 5-FU inducing 
a 50% inhibition of cell proliferation (IC50) was 
2.07 mg/L ± 1.14 mg/L in MGC803 cells. After 
treatment with 2 and 5 mg/L 5-FU for 48 h, the 
rates of cell apoptosis were 22.46% ± 3.21% and 
32.27% ± 4.52%, respectively. Autophagy, char-
acterized by an increase in the number of punc-
tate LC3 dots and the level of LC3-II protein, 
was observed in cells treated with 5-FU. The 
activity of the PI3K/Akt/mTOR pathway was 
inhibited by 5-FU treatment. Inhibition of au-
tophagy with chlorochine significantly enhanced 
5-FU -induced apoptosis (P < 0.05).

CONCLUSION: 5-FU-induced protective au-
tophagy prevents MGC803 cells from apoptosis. 
Combination therapy with 5-FU and autophagy 
inhibitors may be a promising therapeutic strat-
egy for gastric cancer.

Key Words: Autophagy; 5-fluorouracil; Gastric can-
cer; Apoptosis
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摘要
目的: 明确5-FU处理胃癌MGC803细胞后自
噬的存在, 并探讨自噬在5-FU诱导凋亡中的
作用. 

方法: 5-FU处理胃癌MGC803细胞. MTT检
测细胞增殖能力. 流式细胞术检测细胞凋亡. 
Western blot检测蛋白表达. 荧光显微镜观察
自噬的发生. 

结果: 0.1-1 000 mg/L的5-FU作用MGC803细
胞48 h, 抑制细胞增殖50%的药物浓度(IC50)
为2.07 mg/L±1.14 mg/L. 2 mg/L和5 mg/L的
5-FU作用细胞48 h, 细胞凋亡率分别为22.46%
±3.21%和32.27%±4.52%. 同时, 5-FU诱导细
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■背景资料
5-FU作为传统化
疗药在胃癌治疗
中取得了很好的
疗效 .  近年来的
研究显示 ,  自噬
在肿瘤的治疗中
有不可忽视的作
用 ,  而且自噬与
凋亡有着密不可
分的关系. 

■同行评议者
杜雅菊, 主任医师, 
哈尔滨医科大学
附属第二医院消
化内科 ;  刘正稳 , 
教授, 西安交通大
学医学院第一附
属医院传染科



胞自噬的发生, 观察到LC3的点状聚集和LC3-
II蛋白的提高. 并且, 5-FU抑制了PI3K/Akt/
mTOR通路的活性. 用氯喹抑制自噬明显提高
了5-FU诱导的细胞凋亡(P <0.05).

结论:  5-F U诱导保护性自噬并阻止了胃癌
MGC803细胞的凋亡. 5-FU和自噬抑制剂的联
合应用可能是很有希望的胃癌治疗策略.

关键词: 自噬; 5-氟尿嘧啶; 胃癌; 凋亡
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0  引言

5-FU作为传统化疗药在胃癌治疗中取得了很好

的疗效, 以5-FU为基础的ECF方案成为胃癌的标

准治疗方案[1,2]. 目前认为, 化疗药通过诱导肿瘤

细胞的凋亡而实现对肿瘤的杀伤作用. 自噬是

细胞内的降解系统, 通过传递细胞组分到溶酶

体中进行降解而维持细胞代谢平衡[3]. 近年来的

研究显示, 自噬在肿瘤的治疗中有不可忽视的

作用, 而且自噬与凋亡有着密不可分的关系[4,5]. 
最新的研究表明, 5-FU能诱导结肠癌细胞发生

自噬, 这种保护性自噬使肿瘤细胞逃离了5-FU
诱导的凋亡[6]. 但是, 5-FU是否可诱导胃癌细胞

发生自噬尚无报道. 本研究观察了5-FU作用胃

癌MGC803细胞前后自噬的变化, 初步探讨了自

噬的发生机制及其与凋亡的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI1640培养基购于Gibco公司. 胎
牛血清购于天津血液病研究所 .  R N a s e A购

于A M R E S C O公司 .  碘化丙啶(P I)、甲基偶

氮唑蓝(M T T)和氯喹(C Q)购于S i g m a公司 . 
Hoechst33342来自于Invitrogen公司. actin和Akt
抗体购于Santa Cruz公司. LC3, PARP, 磷酸化

Akt(phospho-Akt, p-Akt)(Ser-473), 磷酸化哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白(phospho mammalian target 
of rapamycin, p-mTOR)和mTOR抗体购自Cell 
Signaling公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 胃癌MGC803细胞为本实验室

常规传代培养, 生长于含有100 mL/L灭活胎牛

血清、12 kU/L庆大霉素的RPMI1640培养液中, 
于37 ℃、50 mL/L CO2、饱和湿度的培养箱内

778                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年3月18日   第19卷   第8期

培养, 0.25%胰酶消化液消化传代, 2-3 d传代1次. 
1.2.2 细胞活力检测: 取对数生长期细胞接种于

96孔板, 培养12 h后分别加入既定浓度的5-FU和

氯喹, 每组设3个复孔, 每孔终体积为200 μL. 培
养44 h后每孔加入MTT溶液(5 g/L)25 μL, 继续

孵育4 h后吸去上清, 每孔加入200 μL DMSO, 振
荡摇匀. 用酶标仪于570 nm波长条件下测定吸

光度值. 
1.2.3 细胞凋亡检测: 取对数生长期细胞接种于

6孔板, 培养12 h后分别加入既定浓度的5-FU和

氯喹. 48 h后分别收集对照组及处理组细胞, 700 
mL/L乙醇固定4 h后, 加入10 μL的PI(20 mg/L), 
避光孵育30 min, 用FACScan流式细胞仪进行检

测, WinMDI软件进行分析. 
1.2.4 Akt、mTOR、LC3、PARP的蛋白检测: 
分别收集对照组及处理组细胞 ,  将其裂解于

200 μL含有蛋白酶抑制剂(100 μg/mL PMSF, 2 
μg/mL Aprotitin)的RIPA裂解液中[0.1% SDS, 
1% Triton-100, 150 mmol/L NaCl, 1 mmol/L 
EDTA(pH8.0), 10 mmol/L Tris-HCl(pH7.5)], 4 ℃
裂解40 min, 15 000 r/min离心20 min, 取上清, 
Lowry法进行蛋白定量. 与3×样品缓冲液混合

后, 煮沸5 min. 将样品(50 μg/lane)在12%的SDS-
聚丙烯凝胶中进行电泳3 h, 然后转印至硝酸纤

维素膜上(电压: 2 mV/cm2; 时间: 40 min). 用5%
脱脂牛奶封闭2 h后, 按预染Marker标记的分子

量剪裁转印膜, 分别加入actin, LC3, PARP, p-Akt
和Akt, p-mTOR和mTOR抗体, 4 ℃过夜. TTBS
洗4次后加入辣根过氧化物酶标记的二抗室温

作用30 min, ECL法显色, GIS凝胶图像分析系统

照相并分析处理. 
1.2.5 荧光显微技术检测自噬: 分析绿荧光蛋白

融合的LC3(GFP-LC3)的定位, 用Lipofectamine 
2000将编码GFP-LC3的质粒转染MGC803细
胞中, 200 mg/L的G418筛选稳定转染细胞系. 
用既定浓度的5-FU处理稳定转染细胞系48 h, 
Hoechst33342染细胞核后, 荧光显微镜下观察胃

癌细胞中绿色荧光的分布.
统计学处理 所有数据均为3次独立实验结

果, 以mean±SD表示. 采用SPSS13.0统计软件进

行统计学分析. 两组之间比较采用t检验, P <0.05
有统计学意义.

2  结果

2.1 5-FU对胃癌MGC803细胞凋亡的影响 0.1-1 
000 mg/L的5-FU作用MGC803细胞48 h, 抑制细
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■相关报道
Li等于2010年报
道, 5-FU能诱导结
肠癌细胞发生自
噬, 这种保护性自
噬使肿瘤细胞逃
离了5-FU诱导的
凋亡.



徐玲, 等. 保护性自噬对5-FU诱导的胃癌细胞凋亡的抑制作用			                                                          779

www.wjgnet.com

胞增殖50%的药物浓度(IC50)为2.07 mg/L±1.14 
mg/L(图1A). 选取2 mg/L和5 mg/L的5-FU作用

细胞48 h, 细胞凋亡率分别为22.46%±3.21%

和32.27%±4.52%(图1B). 2 mg/L的5-FU作用

MGC803细胞48 h, 我们检测到PARP的裂解. 
5-FU浓度提高5 mg/L, PARP的裂解更为明显(图
1C). 这些结果表明, 5-FU能诱导胃癌MGC803细
胞发生凋亡.
2.2 5-FU诱导胃癌MGC803细胞自噬的发生 2 
mg/L的5-FU处理GFP-LC3稳定转染的MGC803
细胞48 h, 荧光显微镜观察到LC3的点状聚集, 
而5 mg/L的5-FU诱导了更明显的LC3聚集(图
2A). Western blot的结果显示, 2 mg/L的5-FU作

用MGC803细胞48 h, 有LC3-Ⅱ蛋白的提高。

当5-FU浓度提高到5 mg/L, LC3-Ⅱ蛋白进一步

提高(图2B). 上述结果表明, 5-FU能诱导胃癌

MGC803细胞发生自噬.
2.3 5-FU抑制胃癌细胞PI3K/Akt/mTOR通路

的活性  与对照组相比 ,  5 m g/L的5-F U作用

MGC803细胞24 h和48 h, p-Akt的活性逐渐下

图  1  5-FU诱导胃癌MGC803细胞发生凋亡. A: 不同浓度的5-FU对MGC803细胞的增殖抑制作用; B: 2 mg/L和5 mg/L的

5-FU诱导MGC803细胞凋亡的作用; C: 2 mg/L和5 mg/L的5-FU对细胞中PARP蛋白的影响.

        0 h               24 h              48 h

p-Akt

Akt

p-mTOR

mTOR

β-actin

图  3  5 mg/L 5-FU抑制胃癌MGC803细胞中Akt和mTOR的
活化.

■创新盘点
本文证实了5-FU
诱导胃癌细胞自
噬, 从而逃避5-FU
诱导的凋亡. 5-FU
很可能通过抑制
PI3K/Akt/mTOR
通路诱导胃癌细
胞的凋亡和自噬. 
用自噬抑制剂明
显提高了5-FU诱
导的细胞凋亡.
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降. 与此同时, 下游p-mTOR的活性也有下调. 这
些数据提示, 5-FU很可能通过抑制PI3K/Akt/
mTOR通路诱导胃癌MGC803细胞的凋亡和自

噬(图3). 
2.4 5-FU诱导的胃癌细胞自噬拮抗凋亡的发生 
5 mg/L的5-FU和20 μmol/L的氯喹(chloroquine, 
CQ)联合作用MGC803细胞48 h, 联合组与单药

5-FU相比, 细胞增殖抑制率明显提高 (79.71%±

4.28% vs  57.40%±3.45%, P <0.05, 图4A). 流式

细胞仪结果显示, 5-FU和CQ的联合同样使细胞

凋亡率明显增高(55.65%±4.89% vs  31.64%±

3.98%, P <0.05, 图4B). 我们的结果证实, 抑制自

噬增强了5-FU诱导的胃癌MGC803细胞凋亡.

3  讨论

早在1962年Ashford等就提出细胞自噬这一概

念, 自噬是广泛存在于真核细胞中的生命现象, 
他作为一种细胞生存的机制, 参与了细胞器的

代谢和再利用. 虽然近年来对细胞自噬的研究

取得了巨大的进展, 但是自噬与肿瘤发生发展

的相互关系以及在肿瘤治疗中的调节机制尚未

完全明确. 越来越多的报道显示, 某些肿瘤细胞

在化疗药作用后发生自噬, 从而使肿瘤细胞逃

离药物诱导的凋亡[7-9]. 5-FU作为传统化疗药, 在
胃癌的治疗中一直有着举足轻重的地位. 最近

的研究显示, 5-FU在诱导结肠癌细胞凋亡的同

时, 也引起了自噬的发生[10]. 但5-FU是否能诱导

胃癌细胞发生自噬尚无报道. 我们的研究显示, 
随着5-FU浓度的提高, 对MGC803细胞的增殖抑

制和诱导凋亡作用明显增强. 与此同时, 我们观

察到了LC3绿色荧光的点状聚集和LC3-Ⅱ蛋白

的提高. LC3的特殊变化提示细胞自噬的发生. 
这些结果证明, 5-FU诱导胃癌MGC803细胞凋亡

的同时, 也诱导了自噬的发生.
在许多肿瘤中, PI3K/Akt信号通路存在活

化 ,  这是克服肿瘤对药物耐药的关键靶点 [11]. 
PI3K/Akt的主要作用是促进细胞增殖和阻止细

胞凋亡[12-14]. mTOR是哺乳动物PI3K/Akt通路的

下游效应物, 是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶. 
一旦Akt活化, 下游分子mTOR接着被活化, 从
而抑制凋亡的发生. 同时, mTOR也是自噬调节

的关键靶点, 其活性是自噬体形成和成熟的关

键, 抑制mTOR的活性能促进自噬的发生[15,16]. 
我们的研究显示, 5-FU作用MGC803细胞24 h, 
Akt和mTOR的活性轻度被抑制. 而5-FU作用48 
h后, Akt和mTOR的活性明显被抑制. 我们的结

果提示, 5-FU很可能通过抑制PI3K/Akt/mTOR
通路的活性来诱导胃癌MGC803细胞发生凋亡

和自噬.
肿瘤细胞发生自噬后会出现两种不同的结

果, 一种是稳定细胞内环境, 保护细胞逃离损

害, 维持细胞存活; 另一种是启动细胞主动性的

Ⅱ型细胞死亡程序, 发生自噬性细胞死亡. 最新

的研究显示, 化疗药顺铂作用肿瘤细胞后引起

的自噬反应使肿瘤细胞存活, 因此自噬的发生

与化疗耐药密切相关[17]. Bijnsdorp等[18]报道, 由
于三氟胸苷没有引起保护性自噬, 因此比5-FU
诱导了更多的结肠癌细胞凋亡. 另有学者报道, 
5-FU诱导的自噬是保护性自噬, 用自噬抑制剂

能够增强结肠癌细胞对5-FU的敏感性[19]. CQ是

一种自噬抑制剂, 他能增强不同化疗药物对肿

瘤细胞的杀伤作用[20]. 在我们的研究中, 用CQ和

5-FU联合作用胃癌MGC803细胞48 h, 诱导了更

明显的增殖抑制和细胞凋亡. 这说明5-FU引起

的自噬是保护性自噬, 他部分拮抗了5-FU诱导

的胃癌细胞凋亡.
总之, 5-FU在诱导胃癌MGC803细胞凋亡

时, 也诱导了保护性自噬. 抑制自噬的发生能增

强5-FU对胃癌的杀伤作用. 5-FU和自噬抑制剂

的联合应用很可能成为胃癌治疗的新策略, 为
今后胃癌的临床治疗提供重要的理论依据. 

志谢: 感谢中国医科大学实验技术中心高建技

师提供的荧光显微技术支持.

■应用要点
如何提高胃癌的
敏感性是肿瘤治
疗领域的重要问
题. 本研究明确了
自噬在5-FU诱导
胃癌细胞凋亡中
的重要作用, 对提
高胃癌的敏感性
具有重要的科学
意义和潜在的临
床价值.

图  4  5-FU和CQ对胃癌MGC803细胞活力和凋亡的影响. A: 5 mg/L的5-FU和20 µmol/L的CQ联合作用MGC803细胞后, 对

细胞增殖的影响. B: 5 mg/L的5-FU和20 µmol/L的CQ联合作用细胞后, 对细胞凋亡的影响. aP<0.05 vs  5-FU.
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■同行评价
本文条理清晰, 结
构严谨, 5-FU与自
噬的抑制剂联合
可能为胃癌治疗
设计新的策略, 对
进一步提高胃癌
患者的治疗效果
及改善预后具有
潜在意义.


