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ＡＴＧ５对甲状腺乳头状癌细胞增殖的影响
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摘要：目的　通过模拟肿瘤微环境，观察自噬抑制后自噬相关蛋白５（ＡＴＧ５）对甲状腺乳头状癌细胞增殖的影响。

方法　蛋白质印迹法和逆转录－聚合酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）实验检测甲状腺正常细胞系（Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ－３－１）和甲状腺乳头状癌

Ｋ１细胞中ＡＴＧ５蛋白和ｍＲＮＡ表达差异；培养敲除ＡＴＧ５的ｓｈＲＮＡ－４８６和ｓｈＲＮＡ－９３８稳转细胞株，细胞计数试剂盒

８（ＣＣＫ－８）实验和克隆形成实验分别检测在体积分数为１０％血清培养条件下和体积分数为０．５％血清培养条件下，ｓｈＲ－
ＮＡ－４８６和ｓｈＲＮＡ－９３８与对照组对 Ｋ１细胞增殖的影响。结果　Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ－３－１细胞中 ＡＴＧ５蛋白表达量为０．６８２±

０．０３７，低于Ｋ１细胞的１．９３３±０．０１０，ｔ＝３２．３３０，Ｐ＜０．００１。Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ－３－１细胞中 ＡＴＧ５ｍＲＮＡ表达量为０．５０３±

０．０１７，低于Ｋ１细胞的０．９０２±０．０１６，ｔ＝１７．１４０，Ｐ＜０．００１。转染 ＡＴＧ５－ｓｈＲＮＡ 后，对照组 ＬＣ３－Ⅰ／ＬＣ３－Ⅱ比值
（５．５２１±０．２０５）低于ｓｈＲＮＡ－４８６敲除组（１４．４９０±０．５１２）和ｓｈＲＮＡ－９３８敲除组（９．６３９±０．５５８）；对照组ｐ６２表达量
（１．３３５±０．０７５　４）低于ｓｈＲＮＡ－４８６敲除组（２．５９３±０．０８１）和ｓｈＲＮＡ－９３８敲除组（２．８３０±０．０６６）。ＣＣＫ－８增殖实验中，

在１０％血清培养条件下，对照组分别与ｓｈＲＮＡ－４８６敲除组和ｓｈＲＮＡ－９３８敲除组比较，敲除ＡＴＧ５后促进了Ｋ１细胞的

增殖，经两因素方差分析，Ｆ敲除＝３８．５９０，Ｐ敲除＜０．００１，Ｆ时间＝３８５．３００，Ｐ时间＜０．００１；在０．５％血清培养条件下，对照组

分别与ｓｈＲＮＡ－４８６敲除组和ｓｈＲＮＡ－９３８敲除组比较，敲除ＡＴＧ５后抑制了Ｋ１细胞的增殖，经两因素方差分析，Ｆ敲除＝

１４．７３０，Ｐ敲除＝０．００５，Ｆ时间＝３３６．３００，Ｐ时间＜０．００１。克隆形成实验１０ｄ后观察发现，在１０％血清培养条件下，对照组

分别与ｓｈＲＮＡ－４８６敲除组和ｓｈＲＮＡ－９３８敲除组比较，敲除ＡＴＧ５后促进了Ｋ１细胞的增殖；在０．５％血清培养条件下，

对照组与ｓｈＲＮＡ－４８６敲除组和ｓｈＲＮＡ－９３８敲除组比较，敲除ＡＴＧ５后反而抑制了Ｋ１细胞的增殖，经两因素方差分析，

Ｆ敲除＝７６．３８０，Ｐ敲除＝０．００１，Ｆ血清浓度＝１　１０６，Ｐ血清浓度＝０．００１。结论　自噬对甲状腺癌Ｋ１细胞增殖的调控受癌细胞所

处微环境的影响，在营养充足时，阻断自噬抑制了甲状腺癌细胞的增殖；在营养剥夺时，阻断自噬促进甲状腺癌细胞的增

殖。
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ｔｉｏｎ，ｔｈｅ　ｂｌｏｃｋｉｎｇ　ａｕｔｏｐｈａｇｙ　ｐｒｏｍｏｔｅｓ　ｔｈｅ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｙｒｏｉｄ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｈｙｒｏｉｄ　ｃａｎｃｅｒ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅ　５；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｔｕｍｏｒ　ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

　　甲状腺癌是一种最常见的内分泌肿瘤之一，在全球
范围内发病率持续升高。甲状腺癌分为多种病理类型，
其中乳头状甲状腺癌是最常见的类型之一。自噬相关
蛋白５（ａｕｔｏｐｈａｇｙ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅ，ＡＴＧ　５）存在于大部分真
核生物中，具有高度的保守性，是一个Ｅ３泛素连接酶，
在自噬体延长过程中起重要作用［１－３］，ＡＴＧ　５与ＡＴＧ　１２
通过泛素样系统彼此连接，共同促进自噬体的成熟［４］。
自噬是维持机体内环境稳态的一种有效途径［５－７］。在肿
瘤细胞中，自噬被显著上调，用于提供癌细胞的异常增
殖所需的营养物质［８－１０］。在肿瘤发生的不同时期，癌细
胞所处的微环境不同，自噬抑制后是否都能显著抑制癌
细胞的增殖还有待研究。在肿瘤发生前期，肿瘤微环境
还未形成，自噬抑制后对癌细胞增殖的影响还未知。本
研究采用正常培养〔１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌ　ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕｍ，

ＦＢＳ）〕和营养剥夺培养（０．５％ＦＢＳ，即血清饥饿）２种细
胞培养方式，模拟肿瘤发生前期和后期的微环境，研究
自噬抑制后对甲状腺乳头状癌细胞增殖的影响，为癌症
治疗提供潜在的药物作用靶点。

１　材料与方法

１．１　细胞株和主要试剂与仪器
甲状腺乳头状癌细胞系Ｋ１和甲状腺正常细胞系

Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ－３－１购自中国科学院上海细胞库。ＤＭＥＭ
培养基和胎牛血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，细胞裂解液、
细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌ　ｃｏｕｎｔｉｎｇ　ｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）和ＥＣＬ
显色液购自上海碧云天生物技术有限公司，ＡＴＧ５抗
体购自美国 Ａｂｃａｍ公司，β－ａｃｔｉｎ、羊抗鼠和羊抗兔抗
体购自北京中杉金桥生物技术有限公司，ＴＰ６００型

ＰＣＲ仪购自日本 ＴａＫａＲａ公司，ＢｉｏＳｅｎｓ　ＳＣ　８１０Ｂ凝
胶成像仪购自上海山富科学仪器有限公司，ＭＫ３型酶
标仪购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。

１．２　ＧＥＰＩＡ数据库分析
在ＧＥＰＩＡ 数据库（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒ－ｐｋｕ．

ｃｎ／）中选择单基因分析模块，在不同肿瘤组织中对

ＡＴＧ５进行基因表达量分析。

１．３　细胞培养
将细胞培养于３７℃、体积分数为５％ ＣＯ２ 恒温细

胞培养箱中，采用体积分数为１０％和０．５％ ＤＭＥＭ
血清培养基培养细胞，显微镜观察细胞生长状态。

１．４　ＡＴＧ５蛋白和ｍＲＮＡ表达水平检测
蛋白表达量检测：用含１０％血清的ＤＭＥＭ 培养

基培养Ｋ１和Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ－３－１细胞，待细胞长满整个培养
瓶后，弃掉培养液，用预冷的ＰＢＳ洗涤细胞，加入含苯
甲磺酰氟的强裂解液裂解细胞，刮下细胞，置于冰上孵
育３０ｍｉｎ，超声５ｍｉｎ×３次，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ
（ｒ＝８．６ｃｍ），收集上清，取５μＬ液体测定蛋白浓度，
剩余蛋白上清液加５×Ｌｏａｄｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ，１００℃金属浴
煮沸１０ｍｉｎ。配置１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶，按照蛋白
测定的浓度计算上样量，上样后将电压调至８０Ｖ／

３０ｍｉｎ，然后１２０Ｖ／２ｈ。切下凝胶转印至ＰＶＤＦ膜，

３００ｍＡ恒流９０ｍｉｎ，质量分数为５％脱脂奶粉封闭

１ｈ。将ＰＶＤＦ膜置于一抗（１:１　０００）中４℃孵育过
夜，ＴＢＳＴ洗涤５ｍｉｎ×３次，然后置于二抗（１:５　０００）
中孵育９０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗涤５ｍｉｎ×３次，滴加ＥＣＬ工
作液后凝胶成像仪曝光。

ｍＲＮＡ表达水平检测：提取细胞 ｍＲＮＡ，逆转录
成ｃＤＮＡ，设计 ＡＴＧ５引物，ＰＣＲ扩增，将ＰＣＲ产物
进行琼脂糖凝胶电泳。

１．５　慢病毒转染细胞
将细胞接种至２４孔板中，过夜培养，将病毒与培

养基按照比例混合，总体积５００μＬ，并加入终浓度

５μｇ／ｍＬ的聚凝胺，弃掉原培养基，加入配置好的病毒
转染混合液，３７℃培养４８ｈ，然后加入嘌呤霉素筛选
稳转细胞株。其中ＡＴＧ５干扰序列分别为ＮＣ：ＴＴＣ－
ＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ，ｓｈＲＮＡ－４８６：ＧＡＣＧＴＴＧ－
ＧＴＡＡＣＴＧＡＣＡＡＡ，ｓｈＲＮＡ－９３８：ＧＡＣＣＴＴＴＣＡＴ－
ＴＣＡＧＡＡＧＣＴ。实验分为对照组、ｓｈＲＮＡ－４８６敲除
组和ｓｈＲＮＡ－９３８敲除组。
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１．６　细胞增殖实验
将ＡＴＧ５敲除的稳转细胞接种至９６孔板中（５×

１０３ 个／孔），过夜培养，在０、２４、４８和７２ｈ时加入

ＣＣＫ－８试剂，避光培养１ｈ后测定光密度Ｄ 值，分组
同１．５。

１．７　克隆形成实验
取对数期生长的各组细胞，将其分别接种至６孔

板中，１０ｄ 后弃掉上清液，用 ４％ 多聚甲醛固定

２０ｍｉｎ，结晶紫染色３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，显微镜观察并
记录细胞克隆个数，分组同１．５。

１．８　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１９．０对数据进行统计学分析，定量资

料用ｘ－±ｓ表示，采用Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ进行正态性检验，

Ｌｅｖｅｎｅ进行方差齐性检验，符合正态分布并且方差
齐。２组间比较使用两独立样本ｔ检验，多组间比较
采用单因素方差分析或双因素方差分析，组间两两比
较采用ＬＳＤ－ｔ检验。检验水准α＝０．０５（双尾）。

２　结　果

２．１　不同肿瘤细胞ＡＴＧ５表达差异

ＧＥＰＩＡ数据库查询结果显示，ＡＴＧ５在肿瘤细胞
中普遍表达，数据符合正态分布和方差齐，甲状腺正常
组织ＡＴＧ５基因表达（１５．２８０±０．２２９）低于肿瘤组织
（１６．９００±０．２５５），ｔ＝４．７３１，Ｐ＝０．００１。见图１。

注：Ａ．ＧＥＰＩＡ数据库中ＡＴＧ５在不同肿瘤组织中的表达图谱；Ｂ．ＧＥＰＩＡ数据库中ＡＴＧ５在甲状腺正常组织和甲状腺癌组织中基因表达图谱。

图１　ＡＴＧ５在不同肿瘤细胞中的表达

Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＡＴＧ５ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｕｍｏｒ　ｃｅｌｌｓ

２．２　甲状腺癌细胞中ＡＴＧ５表达量
各组数据经Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ正态性检验符合正态

分布，经Ｌｅｖｅｎｅ检验也满足方差齐，统计结果显示，

Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ－３－１细胞中 ＡＴＧ５蛋白表达量（０．６８２±
０．０３７）低于 Ｋ１细胞 （１．９３３±０．０１０），ｔ＝３２．３３０，

Ｐ＜０．００１。Ｎｔｈｙ－ｏｒｉ－３－１细胞中 ＡＴＧ５的 ｍＲＮＡ表
达量（０．５０３±０．０１７）低于 Ｋ１细胞（０．９０２±０．０１６），
差异有统计学意义，ｔ＝１７．１４０，Ｐ＜０．００１。见图２。

２．３　慢病毒干扰ＡＴＧ５表达
各组数据均符合正态分布和方差齐，结果显示，转

染 ＡＴＧ５－ｓｈＲＮＡ 后，对照 组 ＡＴＧ５ 蛋 白 表 达 量
（２２．５００±０．４６９）高于ｓｈＲＮＡ－４８６敲除组（８．５６６±
０．３６０）和ｓｈＲＮＡ－９３８敲除组（７．８４０±０．２９４），Ｆ＝
３　２９３．０００，Ｐ＜０．００１，组间两两比较差异均有统计学
意义，均 Ｐ＜０．０５。对照组 ＬＣ３－Ⅰ／ＬＣ３－Ⅱ 比值
（５．５２１±０．２０５）低于ｓｈＲＮＡ－４８６敲除组（１４．４９０±

０．５１２）和ｓｈＲＮＡ－９３８敲除组（９．６３９±０．５５８），Ｆ＝
３２９．２００，Ｐ＜０．００１，组间两两比较差异均有统计学意
义，均Ｐ＜０．０５。对照组ｐ６２表达量（１．３３５±０．０７５）低
于ｓｈＲＮＡ－４８６敲除组（２．５９３±０．０８１）和ｓｈＲＮＡ－９３８敲
除组（２．８３０±０．０６６），Ｆ＝５０８．１００，Ｐ＜０．００１，组间两
两比较差异均有统计学意义，均Ｐ＜０．０５。表明敲除

ＡＴＧ５后自噬受到显著抑制。见图３。

２．４　ＡＴＧ５缺失对肿瘤细胞增殖的影响
各组数据经Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ正态性检验均符合正

态分布（均Ｐ＞０．０５），经Ｌｅｖｅｎｅ检验也满足方差齐
（Ｐ＞０．０５）。ＣＣＫ－８增殖实验中，在１０％血清培养条件
下，对照组分别与ｓｈＲＮＡ－４８６敲除组和ｓｈＲＮＡ－９３８敲
除组比较，敲除ＡＴＧ５后促进了Ｋ１细胞的增殖，经两
因素方差分析，Ｆ敲除＝３８．５９０，Ｐ敲除＜０．００１，Ｆ时间 ＝
３８５．３００，Ｐ时间 ＜０．００１；在 ０．５％ 血清培 养 条 件
下，对照组分别与ｓｈＲＮＡ－４８６敲除组和ｓｈＲＮＡ－９３８
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敲除组比较，敲除ＡＴＧ５后抑制了Ｋ１细胞的增殖，经
两因素方差分析，Ｆ敲除＝１４．７３０，Ｐ敲除＝０．００５，Ｆ时间＝
３３６．３００，Ｐ时间＜０．００１。克隆形成实验１０ｄ后观察发
现，在１０％血清培养条件下，对照组分别与ｓｈＲＮＡ－４８６
敲除组和ｓｈＲＮＡ－９３８敲除组比较，敲除 ＡＴＧ５后促
进了Ｋ１细胞的增殖；在０．５％血清培养条件下，对照
组与ｓｈＲＮＡ－４８６敲除组和ｓｈＲＮＡ－９３８敲除组比较，
敲除ＡＴＧ５后反而抑制了Ｋ１细胞的增殖，两因素方
差分析，Ｆ敲除＝７６．３８０，Ｐ敲除＝０．００１，Ｆ血清浓度＝１　１０６，

Ｐ血清浓度＝０．００１。见图４。

注：Ａ．ＡＴＧ５蛋白表达；Ｂ．ＡＴＧ５ｍＲＮＡ表达。

图２　甲状腺正常细胞和甲状腺乳头状癌

细胞中ＡＴＧ５表达量

Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＡＴＧ５ｉｎ　ｎｏｒｍａｌ　ｔｈｙｒｏｉｄ　ｃｅｌｌｓ

ａｎｄ　ｐａｐｉｌｌａｒｙ　ｔｈｙｒｏｉｄ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌｓ

３　讨　论

ＡＴＧ５是一个重要的自噬调节蛋白，在细胞中多
与 ＡＴＧ１２ 结合参与自噬的调控，ＡＴＧ５ 除了与

ＡＴＧ１２结合参与自噬外，其单体对癌细胞的增殖也具
有影响，并且 ＡＴＧ５除了在细胞质中存在，它还能够
转位入核。采用依托泊苷或顺铂处理细胞后能够引起

ＡＴＧ５单体的表达升高，而 ＡＴＧ５－ＡＴＧ１２结合体的
蛋白表达量却未见升高，并且在加入依托泊苷或顺铂
处理后细胞发生了ＤＮＡ损伤，导致细胞分裂异常［１１］。
另外胞质中的 ＡＴＧ５能够被钙蛋白酶切割成截断的

ＡＴＧ５，截断的ＡＴＧ５从细胞质转移到线粒体，触发细
胞色素Ｃ的释放，从而引发细胞凋亡，所以 ＡＴＧ５可
能是自噬和凋亡转换的重要调控者［１２－１４］。总之，

ＡＴＧ５单体对细胞的增殖具有一定抑制作用。

图３　蛋白质印迹法检测ＡＴＧ５敲除后对自噬的影响

Ｆｉｇ．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｔｈｅ　ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｏｆ

ＡＴＧ５ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｏｎ　ａｕｔｏｐｈａｇｙ

　　 与 ＡＴＧ５ 单 体 对 细 胞 增 殖 的 影 响 不 同，

ＡＴＧ５－ＡＴＧ１２结合体参与的细胞自噬过程对增殖的
影响主要是为细胞代谢提供营养物质。肿瘤生长过程
中细胞异常增殖、代谢和血管生成不足，往往导致癌细
胞处于饥饿的环境中，自噬作为物质代谢的重要过程，
对细胞的增殖具有重要作用［８］。当自噬受到抑制后，
营养物质不能满足癌细胞的代谢需求时，癌细胞的增
殖就会受到显著抑制。
本研究表明，在正常培养条件下，敲除 ＡＴＧ５后

促进了Ｋ１细胞的增殖，其原因可能是敲除ＡＴＧ５后，

ＡＴＧ５单体和参与自噬的ＡＴＧ５－ＡＴＧ１２结合体均显
著减少，自噬受到显著抑制，但正常培养条件下，细胞
并不缺乏营养物质，自噬对癌细胞增殖的影响较弱，主
要是ＡＴＧ５单体对细胞增殖的影响，敲除ＡＴＧ５后细
胞内单体的含量降低，单体对癌细胞增殖抑制的影响
被降低，减弱了ＡＴＧ５单体对ＤＮＡ的损伤，从而促进
了Ｋ１细胞的增殖。而在营养剥夺条件下，营养物质
匮乏，自噬的作用对饥饿应激状态下的癌细胞尤为重
要，而单体可能会更多地与 ＡＴＧ１２结合参与自噬过
程，其单体的作用减弱，敲除 ＡＴＧ５后自噬受到显著
抑制，从而抑制Ｋ１细胞的增殖。

　　研究表明，ＡＴＧ５还参与了机体的其他调控过程，
如ＡＴＧ５能够促进外泌体的释放，从而促进肿瘤转
移［１５－１８］；ＡＴＧ５参与ＳＴＡＴ３信号通路的调控，从而缓
解肝的缺血再灌注损伤［１３，１９］；ＡＧＴ５还参与细胞死亡
的调控过程，外源性高表达ＡＴＧ５能够使肿瘤细胞对
抗肿瘤药物更敏感［２０－２１］。

·２３６１· 李胜，等　ＡＴＧ５对甲状腺乳头状癌细胞增殖的影响



注：Ａ、Ｂ．１０％ＦＢＳ条件下检测细胞增殖；Ｃ、Ｄ．０．５％ＦＢＳ条件下检测细胞增殖；Ｅ、Ｆ．克隆形成实验；ＦＢＳ．胎牛血清；ａＰ＜０．００１。

图４　ＣＣＫ－８实验和克隆形成实验检测不同培养条件下自噬对Ｋ１细胞增殖能力的影响

Ｆｉｇ．４　ＣＣＫ－８ａｎｄ　ｃｌｏｎｅ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ａｕｔｏｐｈａｇｙ　ｏｎ　Ｋ１ｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　　本研究发现，ＡＴＧ５对 Ｋ１细胞的增殖具有双重
作用，即ＡＴＧ５对Ｋ１细胞增殖的调控受癌细胞所处
微环境的影响，在营养充足时，敲除ＡＴＧ５促进Ｋ１细
胞增殖；在营养剥夺时，敲除 ＡＴＧ５抑制 Ｋ１细胞增
殖。因此，ＡＴＧ５作为潜在的药物作用靶点，对癌症的
治疗具有重要意义。
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中华肿瘤防治杂志编排规范

摘　　要

要求　摘要应具有独立性，便于读者获取必要的信息；应着重反映研究中的创新内容和作者的独到观
点；中文摘要应从第三人称角度撰写，不加评论和解释。新术语或尚无合适汉语译名的术语，可使用
原文或在译名后加括号注明原文。字数以３００字左右为宜。
格式　论著类文章摘要，按照结构式摘要撰写。内容包括研究“目的（Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ）”、“方法（Ｍｅｔｈ－
ｏｄｓ）”、“结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）”、“结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）”四部分。各要素英文小标题应根据实际情况确定单
复数。
综述类文章摘要，其内容应包括综述的主要目的、资料来源、资料选择、数据提炼、数据综合和结

论等。可以写成结构式摘要，也可写成指示性或报道性摘要。

·４３６１· 李胜，等　ＡＴＧ５对甲状腺乳头状癌细胞增殖的影响


