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Abstract
BACKGROUND
Endoplasmic reticulum stress induced autophagy is 
a self-protective mechanism of liver cancer cells. The 
endoplasmic reticulum stress inducer dithiothreitol (DTT) 
can induce autophagy in liver cancer cells. Previous 
studies have confirmed that Smilax China L has the effect 
of inhibiting liver cancer cells, but it is not clear whether 
the endoplasmic reticulum stress induced autophagy 
of liver cancer cells affects the role of Smilax China L in 
inhibiting liver cancer cells.

AIM
To reproduce a SMMC-7721 liver cancer cell model of 
endoplasmic reticulum stress induced autophagy and 
to explore the impact of endoplasmic reticulum stress 
induced autophagy on the interventional effect of Smilax 
China L.

内质网应激-自噬肝癌SMMC-7721细胞模型的复制及金
刚藤的干预

凌江红, 文一惠, 周芬敏, 陈珺明, 郭锦荣

在线投稿: https://www.baishideng.com

DOI: 10.11569/wcjd.v28.i20.1009
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METHODS
Different doses of dithiothreitol (DTT; 0, 50, 200, and 
500 μmol/L) were used to treat SMMC-7721 cells for 
24 h. Cells were then observed for autophagosomes by 
transmission electron microscopy. The expression of 
microtubule-associated protein 1 light chain 3-Ⅱ (LC3-Ⅱ) 
protein in each group was determined by Western blot. 
The effect of smilax China L on the survival rate of model 
SMMC-7721 cells was observed by divividing SMM 
C-7721 cells into the following groups: Control, smilax 
China L (JGT) alone, and DTT + JGT groups. The 
control and JGT groups were given blank serum and 
smilax China L containing serum, respectively. The 
DTT + JGT group was treated with DTT and smilax 
China L medicated serum. The CCK-8 method was 
used to detect the cell survival rate.

RESULTS
Autophagosomes can be seen in the cytoplasm of DTT (50, 
200, and 500 μmol/L) treated cells. As the concentration 
of DTT increased, the number of autophagosomes 
gradually increased, with a large number of auto-
phagosomes visible in the DTT 500 μmol/L group. 
Compared with the control group, the expression of 
autophagy-related protein LC3-Ⅱ in DTT (50, 200, and 
500 μmol/L) treated cells was significantly increased (P < 
0.05 for all). Compared with the DTT 200 μmol/L group, 
the expression of LC3-Ⅱ protein in the DTT 500 μmol/
L group was significantly increased (P < 0.05). The cell 
survival rates in the JGT and DTT + JGT groups were 
significantly lower than that of the control group (P < 0.05). 
The cell survival rate of the JGT group was significantly 
lower than that of the DTT + JGT group (P < 0.05).

CONCLUSION
DTT can induce autophagy in SMMC-7721 hepatocellular 
carcinoma cells. Smilax China L can inhibit the survival 
rate of SMMC-7721 cells, but DTT-induced autophagy 
can resist the inhibitory effect of Smilax China L on 
SMMC-7721 cell survival rate.

© The Author(s) 2020. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
背景
内质网应激(endoplasmic reticulum stress, ERS) -

自噬是肝癌细胞一种自我保护性机制 .  内质网
(endoplasmic reticulum, ER)应激诱导剂二硫苏糖醇
(dithiothreitol, DTT)能诱导肝癌细胞ERS-自噬. 课题
组前期研究证实金刚藤具有抑制肝癌细胞的作用, 
那么肝癌细胞ERS-自噬是否影响金刚藤抑制肝癌细
胞的作用尚不清楚.

目的
探讨ERS-自噬肝癌SMMC-7721细胞模型的复制及金
刚藤的干预.

方法
ERS-自噬肝癌SMMC-7721细胞模型的复制: 采用不
同剂量的DTT(50、200、500 μmol/L)处理SMMC-
7721细胞24 h, 设DTT 0 μmol/L组为control组, 透射电
镜观察各模型组细胞自噬小体, 运用western blot法
测定各组细胞微管相关蛋白1轻链3-Ⅱ(microtubule-
associated protein 1 light chain 3-Ⅱ, LC3-Ⅱ)蛋白的表
达. 金刚藤对ERS-自噬肝癌SMMC-7721细胞存活率
的影响: 将SMM C-7721细胞分为空白组(control组)、
金刚藤组(JGT组)、DTT+JGT组, control、JGT组分别
给予空白血清、金刚藤含药血清处理, DTT+JGT组
予DTT构建的ERS模型后给予金刚藤含药血清处理, 
采用CCK-8法检测细胞的存活率. 

结果
DTT(50、200、500 μmol/L)组细胞的细胞质内均可
见自噬小体, 随着DTT浓度的增加, 自噬小体数量
逐渐增加, DTT 500 μmol/L组可见大量自噬小体; 各
模型组细胞LC3-Ⅱ蛋白的表达: 与control组比较, 
DTT(50、200、500 μmol/L)组细胞中自噬相关蛋
白LC3-Ⅱ的表达均显著升高(P均<0.05); 与DTT 200 
μmol/L组比较, 500 μmol/L组LC3-Ⅱ蛋白的表达显著
升高(P<0.05). 金刚藤对ERS-自噬肝癌细胞模型存活
率的影响: JGT、DTT+JGT组细胞存活率均显著低
于control组(P均<0.05); JGT组细胞存活率显著低于
DTT+JGT组(P<0.05). 

结论
DTT可诱导肝癌SMMC-7721细胞ERS-自噬; 金刚藤
可抑制SMMC-7721细胞的存活率, DTT诱导的ERS-
自噬可抵抗金刚藤抑制SMMC-7721细胞的存活率. 

© The Author(s) 2020. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 本研究证实了二硫苏糖醇(dithiothreitol, DTT)
能够诱导肝癌细胞内质网应激(endoplasmic reticulum 
stress, ERS)-自噬; DTT诱导的ERS-自噬可抵抗金刚藤

抑制SMMC-7721细胞的存活率.
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0  引言

内质网(endoplasmic reticulum, ER)是一个真核生物维持

细胞生存的重要的呈网状结构的细胞器. 在某些生理

及病理情况下, ER功能紊乱, 细胞为维持自身稳态, 发
生内质网应激(endoplasmic reticulum stress, ERS)[1], 进
而激活自噬[2]. ERS-自噬是一种重要的细胞自我保护机

制, 维持细胞内环境的稳态, 能够促进细胞的生存, 增加

肿瘤细胞对抗肿瘤药物的耐药性[3-5]. 研究表明[6], 肝癌

细胞内存在ERS的活化. 金刚藤具有利湿去浊、祛风除

痹、解毒散瘀的功效. 金刚藤对多种实体肿瘤具有一定

疗效[7,8], 课题组前期研究发现金刚藤具有良好的抗肝癌

作用[9]. 本研究运用ERS诱导剂二硫苏糖醇(dithiothreitol, 
DTT)诱导人肝癌SMMC-772细胞ERS-自噬, 并观察金

刚藤对DTT诱导的ERS-自噬SMMC-7721细胞增殖的影

响, 旨在深入探讨金刚藤抗肝癌的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级SD大鼠购自上海杰思捷实验动物有限

公司, 许可证编号为SCXK(沪)2018-0004, 雌雄不限, 鼠
龄8-10 wk, 共8只. 大鼠适应性喂养7 d后用于实验, 喂
养期间大鼠自由进食、水. 人肝癌SMMC-7721细胞

株由上海中科院细胞库提供. 将SMMC-7721细胞按

1×106个/板接种于含10%胎牛血清、1%青霉素-链霉

素双抗的DMEM培养基, 于37 ℃、5%CO2、恒温恒湿

条件的细胞培养箱中培养, 1-2 d换液传代1次. 待细胞

进入对数生长期后进行实验. 中药金刚藤购自广西民

族医药研究所, 产地广西, 批号为161201, 由桂林鼎康

中药饮片有限公司生产. DMEM培养基、青霉素-链霉

素双抗混合液、胎牛血清购自美国GIBCO公司. DTT
购自中国Solarbio公司. Apoptosis Detection Kit购自上

海翊圣生物科技有限公司. 细胞微管相关蛋白1轻链

3-Ⅱ(microtubule-associated protein 1 light chain 3-Ⅱ, 
LC3-Ⅱ)抗体购自英国Abcam公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 复苏存活下来的SMMC-7721细胞培

养于10 cm细胞培养皿中, 细胞接种106个/板. 培养基为

DMEM+10%FBS+1%双抗, 37 ℃、5%CO2恒温恒湿的

细胞培养箱中培养. 1-2 d换液传代备用. 
1 .2 .2  E R S-自噬模型的建立 :  实验分组及处理方

法: 取生长状态良好的S M M C-7721细胞按D T T不
同浓度分为50、200、500 μmol/L组, 同时设DTT 0 
μmol/L为control组, 将细胞按80%的汇合度接种到6
孔板, 每孔2 mL, 细胞数量为2 × 105个/孔, 培养基为

DMEM+10%FBS+1%PS, 每组3个复孔. 置于37 ℃、5%
的CO2培养箱中培养过夜, 次日分别更换不同浓度(0、
50、200、500 μmol/L)培养基稀释的DTT, 置于37 ℃、

5%的CO2培养箱中继续培养24 h. 
Western blot法检测各组细胞LC3-Ⅱ蛋白表达: 将

上述细胞去除培养基, PBS清洗两遍, 去除PBS后, 加
入100 μl含PMSF的裂解液, 4 ℃裂解30 min. 裂解完后, 
12000 r/min、4 ℃离心10 min, 取上清, 用BCA法测定蛋

白浓度. 以20 μg总蛋白上样, 行聚丙烯酰胺凝胶电泳, 
电泳结束后转移蛋白至PVDF膜, 用含5%脱脂奶粉封闭

1 h. 置于1×TBST缓冲液中, 于摇床上缓慢洗涤3次, 5 
min/次. 然后移入一抗β-actin (1:5000)、LC3-Ⅱ(1:1000), 
置于4 ℃孵育过夜. 次日洗膜后加入二抗(羊抗兔1:50000)
中, 室温摇床孵育2 h. PBST洗3次, 每次5 min, 显色. 用
Image软件对每个条带灰度值进行分析. 
1.2.3 透射电镜观察自噬小体: 将细胞离心弃上清, 加入

电镜固定液固定, 50%、70%、80%、90%乙醇梯度脱

水, 丙酮置换, 浸渍、包埋、切片, 用醋酸双氧铀染色10 
min后清洗, 用透射电镜检测. 
1.2.4 金刚藤对ERS-自噬肝癌细胞模型增殖能力的影

响: 金刚藤水煎液及含药血清的制备: (1)金刚藤水煎液

的制备: 200 g金刚藤饮片, 加水至高出药物表面2 cm处, 
浸泡2 h武火煮沸后改用文火煎煮30 min, 冷却, 过滤取

汁(滤液1), 滤渣如上法再煎2次, 得到滤液2, 滤液3, 混合

3次得到的药液, 浓缩至100 mL, 得到2 g/mL的药液, 4 ℃
保存备用; (2)含药血清的制备: SPF级SD大鼠8只, 随机

分为空白组(control组)、金刚藤组(JGT组)、每组4只; 
JGT组以2 g/mL的金刚藤水煎液灌胃4 mL, control组给

予等体积生理盐水灌胃, 每天灌胃2次、间隔12 h, 连续

给药3 d; 末次给药1 h后以CO2窒息法处死小鼠, 心脏取

血, 静置后离心15 min取血清, 合并同组血清, 过滤、灭

活除菌后得到含药血清, -80 ℃冻存备用. 
实验分组及给药方法: 取对数生长期SMMC-7721

细胞分为control组、JGT-L组、DTT+JGT组, 用DMEM
培养液调整细胞浓度为1×105个/mL, 加入96孔培养

板、每孔0.1 mL, 在37 ℃、5%CO2培养箱中过夜, 待细

胞贴壁70%-80%时, 弃去细胞培养液. Control、JGT组分

别加入空白含药血清和金刚藤含药血清分别培养12 h. 
DTT+JGT组则予DTT 500 μmol/L孵育24 h后更换金刚

藤含药血清继续培养12 h. 
CCK-8法检测各组细胞的存活率: 每组重复6个
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副孔, 每孔分别加入10 μL的CCK-8, 继续置于37 ℃、

5%CO2培养箱中孵育3 h. 用酶标仪测定450 nm波长处

各孔的光密度值(OD值), 计算细胞的存活率, 存活率 = 
(实验组OD值/对照组OD值)×100%. 

统计学处理 统计学方法采用SPSS21.0统计软件. 
计量资料以mean ± SD表示, 多组间比较采用单因素方

差分析, P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 SMMC-7721细胞ERS模型的建立

2.1.1 各组SMMC-7721细胞LC3-Ⅱ蛋白的表达: 与
contor l组比较, 各浓度处理组细胞中自噬相关蛋白

LC3-Ⅱ的表达均显著升高(P均<0.05). 与200 μmol/L组
比较, 500 μmol/L组LC3-Ⅱ蛋白的表达显著升高(P<0.05, 
表1, 图1).
2.1.2 各组细胞自噬小体的检测: DTT干预各组细胞内

均可见自噬小体(如箭头所示), 并且随着DTT浓度的增

加, 自噬小体数量逐渐增加, DTT 500 μmol/L组可见大

量自噬小体(图2).
2.2 金刚藤对ERS肝癌细胞模型存活率的影响 
JGT、DTT+JGT组细胞存活率均显著低于control组
(P <0.05); JGT组细胞存活率显著低于DTT+JGT组
(P<0.05, 表2).

3  讨论

ER是存在于真核生物细胞内的网状结构, 具有调控细

胞生理功能和维持细胞生存的作用, 是细胞对蛋白质合

成后进行正确折叠和翻译后修饰的重要细胞器, 维持着

细胞生存及功能, 在某些情况下, 如钙稳态失衡、氧化

应激、感染等导致ER功能紊乱, 致未折叠或错误折叠

的蛋白堆积, 则引发ERS[10]. 研究表明, 在多种实体肿瘤

中, 肿瘤细胞快速增殖, 使得肿瘤细胞在生长的过程中, 
普遍存在缺血、缺氧的情况[11]; 此外, 肿瘤细胞的快速

增殖, 需要合成大量蛋白质, 这便可能有部分蛋白质折

叠错误或者未折叠产生并堆积[12]. 有研究发现, 肝癌患

者肝癌细胞ERS是被激活的[6]. DTT是一种ERS诱导剂, 
可阻止蛋白质中的半胱氨酸残基的氧化, 干扰蛋白二硫

键异构酶(protein disulfide isomerase, PDI)在蛋白质二硫

键形成中的催化作用, 导致错误折叠的蛋白大量堆集, 
从而诱发ERS[13]. Cheng等[14]成功利用DTT复制癌细胞

ERS模型. 严冬梅等[15]等运用DTT诱导SMMC-7721细
胞ERS, 并观察了SMMC-7721细胞ERS状态下组蛋白

的表达. 
自噬系统是真核生物细胞蛋白质降解系统之一[16]. 

ERS可诱导自噬的发生[2,17]. 本研究发现, 不同浓度

DTT(50、200、500 μmol/L)处理SMMC-7721细胞24 h
后, 细胞中的自噬小体增多, 以DTT 500 μmol/L组更

为明显. 微管相关蛋白1轻链3(microtubule-associated 
protein 1 light chain 3, LC3), 参与了自噬体的形成. 自
噬时,微管相关蛋白1轻链3-Ⅰ(microtubule-associated 
protein 1 light chain 3-Ⅰ, LC3-Ⅰ)转变为LC3-Ⅱ, LC3-Ⅱ
附着在自噬体膜上, 是自噬体结构蛋白, 蛋白活性与细

胞自噬水平呈正相关, 是自噬发生的标志[18]. 本研究运

用不同浓度DTT 处理SMMC-7721细胞24 h, 观察到DTT
可显著上调SMMC-7721细胞中自LC3-Ⅱ蛋白的表达, 
随着DTT浓度的增加, LC3-Ⅱ蛋白的表达增加, DTT 500 
μmol/L组LC3-Ⅱ蛋白的表达最高, 与Control组比较, 差
异具有统计学意义. 由此可见, DTT可诱导SMMC-7721
细胞ERS-自噬的发生. 

无限增殖是恶性肿瘤细胞的重要特征之一, 许多

抗癌药物都是通过抑制肿瘤细胞增殖来发挥抗肿瘤

作用. 课题组前期用MMT法检测10种壮药含药血清对

SMMC-7721细胞生长的抑制情况, 观察到金刚藤、藤

梨根、叶下珠、半枝莲的含药血清具有较好的抑制肝

癌细胞生长及增殖的作用, 其中金刚藤对SMMC-7721
细胞抑制作用最强[9], 课题组另一项研究表明金刚藤能

够诱导肝癌细胞凋亡, 将其阻滞于S期, 机制可能与下调

癌基因POLD1的表达有关[19]. 本研究选用CCK-8法检测

金刚藤对SMMC-7721细胞增殖的影响, 观察到金刚藤

可以抑制SMMC-7721细胞增殖, 与课题组前期研究结

果相一致. 有研究表明[5], ERS-自噬对细胞的保护作用

是肿瘤细胞化疗药物耐药的重要原因之一. ERS-自噬可

抑制化疗药物顺铂抗人肝癌HepG2细胞的作用[20]. 本研

究结果显示, DTT+JGT组对SMMC-7721细胞抑制作用

较Control组强(P<0.05), 但较JGT组弱(P<0.05), 提示DTT
诱导的ERS-自噬, 增加了SMMC-7721细胞对金刚藤的

抵抗性, 使SMMC-7721细胞在金刚藤的干预下细胞存

活率的抑制作用减弱. 

4  结论

综上所述, DTT可诱导肝癌SMMC-7721细胞ERS-自噬, 
金刚藤可抑制SMMC-7721细胞的存活率, DTT诱导的

ERS-自噬可抵抗金刚藤抑制SMMC-7721细胞的存活

率. 由此推测, 抑制ERS-自噬在化疗药物耐药方面可能

图  1  各组SMMC-7721细胞微管相关蛋白1轻链3-Ⅱ的表达. LC3-

Ⅱ: 微管相关蛋白1轻链3-Ⅱ.

LC3-Ⅱ

β-actin
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表  2  各组SMMC-7721细胞存活率的比较(mean ± SD, n  = 3)

表  1  各组SMMC-7721细胞微管相关蛋白1轻链3-Ⅱ的表达(mean ± SD, n  = 3)

图  2  各二硫苏糖醇处理组SMMC-7721细胞的自噬情况. A: Control组; B: DTT 50 μmol/L组; C: DTT 200 μmol/L组; D: DTT 500 μmol/L组. 

DTT: 二硫苏糖醇.

BA

500 nm 500 nm

500 nm 500 nm

DC

     组别 LC3-Ⅱ

Control 1.000 ± 0.126

50 μmol/L  1.670 ± 0.073a

200 μmol/L  1.863 ± 0.065a

500 μmol/L   1.992 ± 0.129ac

aP<0.05 vs  Control组; cP<0.05 vs  500 μmol/L组. LC3-Ⅱ: 微管相关蛋白1轻链3-Ⅱ.

     组别 存活率(%)

Control     100 ± 5.533

JGT 28.107 ± 3.863a

DTT+JGT  79.882 ± 2.607ac

aP<0.05 vs  Control组; cP<0.05 vs  JGT组. DTT: 二硫苏糖醇; JGT: 金刚藤.

凌江红, 等. 内质网应激-自噬肝癌SMMC-7721细胞模型的复制及金刚藤的干预



2020-10-28|Volume 28|Issue 20|WCJD|https://www.wjgnet.com 1014

具有潜在的应用价值. 

文章亮点

实验背景

肝癌是常见的消化道恶性肿瘤, 死亡率位居世界第2
位. 金刚藤具有抑制肝癌细胞的作用, 而内质网应激

(endoplasmic reticulum stress, ERS)-自噬的保护作用能够

促进肝癌细胞生存, 因而探寻肝癌细胞ERS-自噬对金

刚藤抑制肝癌细胞作用的影响具有重要意义.

实验动机

临床治疗肝癌主要采用手术及化疗的方法, 但大部分确

诊患者已失去手术机会, 而化疗存在副作用大且易产生

耐药性. 中医药治疗肝癌具有疗效稳定且副作用小的特

点, 因而探寻金刚藤抗肝癌细胞的深层机制对于其临床

运用及新的研究方向具有重要指导意义.

实验目标

探讨二硫苏糖醇(Dithiothreitol, DTT)诱导SMMC-7721细
胞ERS-自噬及金刚藤的干预。

实验方法

ERS-自噬模型的复制: DTT处理SMMC-7721细胞, 采
用透射电镜观察自噬小体和Western blot法检测微管相

关蛋白1轻链3-Ⅱ(microtubule-associated protein 1 light 
chain 3-Ⅱ, LC3-Ⅱ)蛋白的表达. 金刚藤的干预: 运用

金刚藤干预ERS-自噬肝癌SMMC-7721细胞模型, 采用

CCK-8法检测细胞的存活率.

实验结果

DTT能够诱导肝癌SMMC-7721细胞ERS-自噬; DTT诱
导肝癌SMMC-7721细胞的ERS-自噬可抵抗金刚藤抑制

SMMC-7721细胞的存活率.

实验结论

DTT可诱导肝癌SMMC-7721细胞ERS-自噬, 且DTT诱
导肝癌细胞的ERS-自噬可抵抗金刚藤抑制SMMC-7721
细胞的存活率.

展望前景

抑制ERS-自噬在化疗药物耐药方面可能具有潜在的应

用价值. 
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