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自噬在声动力疗法抑制 C6胶质瘤细胞增殖中的作用 *
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摘要 目的：探讨自噬在血卟啉单甲醚(Hematoporphyrin monomethyl ether，HMME)介导的声动力疗法(Sonodynamic therapy，SDT)

抑制 C6胶质瘤细胞增殖中的作用。方法：选取对数期生长的 C6胶质瘤细胞并随机分为四组：对照组（未予处理）、超声组（单独超

声照射）、HMME组（单独加入 HMME）、SDT组(超声照射 +HMME)。透射电镜观察 SDT处理的 C6胶质瘤细胞中自噬体数量的

改变。应用 qRT-PCR和免疫印迹分析 SDT处理对 C6胶质瘤细胞中的 LC3、Beclin1、Bcl-2 mRNA及蛋白表达水平的影响。MTT

检测 C6胶质瘤细胞的活力变化。结果：透射电子显微镜显示 SDT组自噬体数量较对照组明显增多。SDT组 C6胶质瘤细胞中微

管相关蛋白 1轻链 3 (Microtubule associated protein 1 light chain 3, LC3)、Beclin1 mRNA和蛋白水平高于对照组，B细胞淋巴瘤 -2

(B cell lymphoma-2, Bcl-2) mRNA和蛋白水平低于对照组。与对照组相比，SDT组 C6胶质瘤细胞存活率从 0 h至 6 h逐渐下降，

从 12 h至 72 h逐渐升高。3-甲基腺嘌呤(3-Methyladenine,3-MA)+SDT、氯喹(Chloroquine,CQ)+SDT处理后 C6胶质瘤细胞存活率

较 SDT组明显降低。结论：SDT可能通过诱导自噬抑制 C6胶质瘤细胞增殖。
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The Role of Autophagy in the Inhibition of Proliferation of C6 Glioma Cells
by Sonodynamic Therapy*

To investigate the role of autophagy in Hematoporphyrin monomethyl ether (HMME)-mediated Sonody-

namic therapy (SDT) in inhibiting the proliferation of C6 glioma cells. C6 glioma cells grown in log phase were randomly di-

vided into four groups: control group (not treated), ultrasound group (individual ultrasound irradiation), HMME group (HMME alone),

SDT group (ultrasound irradiation + HMME). The number of autophagic vacuoles in SDT treated C6 glioma cells was observed by trans-

mission electron microscopy. The effects of SDT treatment on the expression of LC3, Beclin1, Bcl-2 in C6 glioma cells were analyzed by

qRT-PCR and Western blot. MTT was used to detect the viability of C6 glioma cells. Transmission electron microscopy analysis

demonstrated that the number of autophagy in SDT group was significantly higher than that in the control group. The mRNA and protein

levels of microtubule associated protein 1 light chain 3 (LC3) and Beclin1in C6 glioma cells of SDT group were higher than those of the

control group, and the levels of B cell lymphoma-2(Bcl-2) mRNA and protein were lower than those of the control group. Compared with

the control group, the viability of C6 glioma cells in SDT group decreased from 0 h to 6 h, and increased from 12 h to 72 h. The viability

of C6 glioma cells after 3-methyladenine (3-MA)+SDT and Chloroquine (CQ)+SDT treatment was significantly lower than that of SDT

group. SDT may inhibit the proliferation of C6 glioma cells by inducing autophagy.
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前言

胶质瘤是成人脑肿瘤中最致命的恶性肿瘤[1,2]，治疗后易复

发。SDT依赖于超声和声敏剂的协同作用,是具有无创性、更深

的穿透性的方法[3,4]。SDT可通过诱导细胞凋亡、ROS产生、细

胞内钙释放、钙超载及坏死而杀死胶质瘤细胞和抑制胶质瘤细
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胞生长[5-7]。但是否有其他机制参与 SDT对 C6胶质瘤细胞增殖

的抑制作用仍不清楚。

自噬是一种降解和回收细胞成分的基本过程[8,9]，虽然自噬

的主要作用是维持细胞的存活[10]，但胶质瘤中过度自噬可诱导

II型程序性细胞死亡[11]。研究表明凋亡(I型程序性细胞死亡)可

与自噬相互作用[12,13]，自噬已作为目前胶质瘤治疗的重要方向[14]。

SDT可诱导小鼠乳房癌 4T1细胞系自噬[15]，但其是否影响 C6

胶质瘤细胞的自噬仍不清楚。本研究重要探讨了自噬在 SDT

对 C6胶质瘤细胞增殖影响中的作用，以期为胶质瘤的治疗提

供更多的参考。

1 材料与方法

1.1材料

3-MA、CQ(Sigma)；MTT(上海碧云天生物技术有限公司)；

兔源 LC3B抗体(Sigma)；RIPA裂解液(杭州昊鑫生物科技股份

有限公司)；RPMI-1640、0.25 %Typsin-EDTA (Gibco)；胎牛血清

(Invitrogen)；兔源 Beclin 1抗体(Santa Cruz)；1 %双抗链霉素和

青霉素(Beyotime)；C6细胞(哈尔滨医科大学脑科研究所)；Ab-

stract H-7650电子显微镜(Hitachi)；电泳仪(Bio-Rad)；凝胶成像

系统(Bio-Rad)；转膜设备(Bio-Rad)；酶标仪(Tecan-M200pro)；高

速离心机(Heraeus)。

1.2 实验方法

1.2.1 RNA的制备及 mRNA表达测定 用 Trizol试剂从经过

处理的 C6细胞株提取总体 RNA。cDNA由 Transcriptor First

Strand cDNA Synthesis kit(Roche)合成，然后利用 LC3、Beclin 1

和 Bcl2基因特异性引物，序列如表 1所示，用 FastStart Uni-

versal SYBR Green Master (Roche)，在 Mx3000P QPCR System

实时荧光定量 PCR仪(Agilent technologies)上, 对 LC3、Beclin

1和 Bcl2的 cDNA进行 PCR扩增，数据用 MxPro QPCR软件

(Agilent)进行分析。各目标基因的 mRNA表达量通过 GAPDH

mRNA表达量来进行标准化校正，且其表达量表示为相对于阳

性对照细胞 C6的相对表达量。对照组的 mRNA表达设定为

1，每个样本测定三次，数据表示为均值± 标准差。

1.2.2 Western检测 50 滋L RIPA蛋白裂解液裂解预先处理

好的细胞，刮下细胞转移到 EP管，冰上静置 30 min，13500

r/min，离心 15 min后，收集上清液。参照 BCA蛋白浓度测定试

剂盒说明书，在样品孔和标准品孔中添加 BCA工作液，37℃静

置 30 min后使用酶标仪对吸光度值进行测定 (波长 562 nm)。

应用 ELISA Calc回归 /拟合计算程序绘制标准曲线，对蛋白浓

度进行计算。把蛋白样品和蛋白标记加上电泳。转膜后的

PVDF膜封闭成功后与一抗在 4℃条件下孵育过夜。把漂洗后

的 PVDF膜在二抗稀释液中浸没，摇床震荡 1 h后漂洗进行化

学发光反应。ECL显影剂显影，用 BIO-RAD凝胶成像系统进

行检测。

1.2.3 MTT 选取对数期生长的 C6细胞进行实验。在 96孔

板内种植密度为 5000个 /孔的细胞。对照组不做处理，超声组

使用超声处理。HMME组使用 10 滋g/mL HMME处理。对于

SDT组，将细胞与 HMME在避光预培养 2 h，然后在不同的时

间点进行超声处理，超声参数设为：频率：1MHz，强度：0.5W/cm2，

作用时间：2 min。为了确定自噬和 SDT处理对 C6胶质瘤细胞

活性的作用，分别使用自噬抑制剂 3-MA 和氯喹在培养

HMME 1 h之前添加。SDT处理后再培养 72 h，往各个孔中加

MTT，添加量为 10 滋L，然后继续培养 4 h，培养结束后避光加

二甲基亚砜，添加量为 200 滋L，震荡时间为 10 min。设波长为

490 nm，使用酶标仪进行测定吸光度值。

1.2.4 透射电子显微镜 60 mm培养皿培养 C6细胞 24 h，C6

细胞进行 SDT 处理，12 h 后消化 C6 细胞再进行离心，3000

r/min，时间 20 min。去上清之后用 2.5 %戊二醛进行固定，时间

为 10 min。PBS洗净戊二醛，用 0.1 %锇酸固定。双蒸水冲洗，经

过乙醇梯度进行脱水。将包埋于环氧树脂中过夜，切片。应用

Hitachi H-7650电子显微镜(Hitachi，H-7650)进行观察图像。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 19.0软件分析数据，结果采用均值± 标准差表

示，多组间比较采用单因素方差分析，用 Student t-test检验两

组间的差异，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 SDT对 C6细胞增殖的影响

采用MTT法检测各个时间点细胞活力，如图 1所示，与对

照组相比，SDT组细胞存活率从 0 h至 6 h逐渐下降，从 12 h

至 72 h细胞存活率逐渐升高，HMME组与对照组相比无统计

学差异，然而在 6 h、12 h、24 h与对照组相比，单独超声组也降

低了细胞的存活率。

2.2 SDT对 C6胶质瘤细胞自噬的影响

如图 2所示，透射电子显微镜分析结果显示 SDT组自噬

体数量较对照组明显增多。

2.3 SDT对 C6胶质瘤细胞中 LC3-II表达水平的影响

如图 3所示，与对照组相比，SDT组 LC 3蛋白明显升高

（P<0.01），超声组与对照组相比有统计学意义（P<0.05），
HMME组与对照组相比无统计学意义。如图 4所示，与对照组

相比，SDT 组 LC 3 mRNA 明显升高（P<0.05），超声组与
HMME组和对照组相比无统计学意义。SDT增加 C6胶质瘤细

胞中 LC 3的表达。

图 1 SDT抑制 C6胶质瘤细胞增殖

注：超声频率：1 MHz，强度 0.5 W/cm2，照射时间 2 min。数据表示为平

均值± SD，n=8。*P<0.05相对 Ctl。Ctl：对照。

Fig.1 SDT inhibited proliferation of C6 glioma cells

Note: The ultrasonic frequency of 1MHz, intensity of 0.5 W/cm2 and

exposure time of 2 min. The data were represented as mean ± SD, n=8.

*P<0.05 versus ctl. Ctl: control.
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图 2在 C6胶质瘤细胞中 SDT诱导自噬。

注：在 C6胶质瘤细胞中自噬体的电镜分析。a，对照细胞(× 10,000)。b，SDT处理的细胞，(× 10,000)。

c，b中放大的框，红色箭头表示自噬体(× 20,000)。 Ctl：对照。

Fig.2 SDT induced autophagy in C6 glioma cells

Note: Electron microscopic analysis of autophagosome in C6 glioma cells. a, control cells (× 10,000). b, SDT-treated cells, (× 10,000).

c, enlarged box in b, the red arrows indicate autophagosome (× 20,000). Ctl: control.

2.4 SDT对 C6胶质瘤细胞中 Beclin1表达水平的影响

如图 5所示，与对照组相比，SDT组 Beclin1蛋白表达水

平升高（P<0.05），超声组和 HMME组与对照组相比无统计学

意义。如图 6所示，与对照组相比，SDT组 Beclin1 mRNA表达

水平明显升高（P<0.01），超声组和 HMME组与对照组相比无

统计学意义。SDT增加 C6胶质瘤细胞中 Beclin1的表达。

2.5 SDT对 C6胶质瘤细胞中 Bcl-2表达水平的影响

如图 7和图 8所示，与对照组相比，SDT组 Bcl-2蛋白和

mRNA表达水平降低（P<0.05），超声组与 HMME组和对照组

相比无统计学意义。SDT降低 C6胶质瘤细胞中 Bcl-2的表达。

2.6 3-MA或 CQ联合 SDT对 C6胶质瘤细胞增殖的影响

如图 9 所示，SDT+3-MA 组 C6 胶质瘤细胞存活率低于

SDT组，差异有统计学意义（P<0.05），SDT组和对照组相比有
统计学意义（P<0.01），3-MA组和对照组相比有统计学意义

（P<0.05）。如图 10所示，SDT+CQ组 C6胶质瘤细胞存活率低

于 SDT组，差异有统计学意义（P<0.05），SDT组和 CQ组与对

照组相比有统计学意义（P<0.05）。3-MA或 CQ联合 SDT处理

后增强了 C6胶质瘤细胞的增殖抑制敏感性，说明自噬参与了

SDT对 C6胶质瘤细胞增殖的抑制作用。

3 讨论

胶质瘤属于常见的脑肿瘤，对化疗和放疗有抵抗性，具有

较高复发率，单一治疗效果欠佳，迫切需要寻找新的联合治疗

方式。SDT作为治疗肿瘤的新疗法[16-18]，与光动力疗法(Photo-

图 3 SDT增加 LC3-II蛋白表达水平。对照组，超声组，HMME组和

SDT组检测 LC3-II水平。数据表示为平均值± SEM。*P<0.05相对
ctl; **P<0.01相对 Ctl。 Ctl：对照。

Fig.3 SDT increased LC3-II protein expression levels

The level of LC3-II was detected in control group, ultrasound group,

HMME group and SDT group. The data were represented as mean ±

SEM. *P<0.05 versus ctl; **P<0.01 versus ctl. Ctl: control.

图 4 SDT增加 LC3 mRNA表达水平。不同处理后对照组，超声组，

HMME组和 SDT组 LC3的标准化定量分析。数据表示为平均值±

SEM。*P<0.05相对 Ctl。 Ctl：对照

Fig.4 SDT increased LC3 mRNA expression levels

Normalized quantitative analysis of LC3 after different treatments in

control group, ultrasound group, HMME group and SDT group. Data are

expressed as the mean ± SEM. *P<0.05 versus ctl. Ctl: control.
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dynamic therapy ,PDT)相似。PDT在胶质母细胞瘤中可以激活

自噬，自噬激活作为促存活机制给予保护以抑制 PDT诱导的

坏死[19]。目前有 PDT，SDT以及组合 PDT和 SDT的三种典型

疗法[20]。SDT依赖于超声和伴有较高的肿瘤组织亲和力药物的

协同效应[21]。研究表明单独使用 10 滋g/mL HMME对 C6胶质

瘤细胞的细胞活性无影响，然而 HMME与超声结合可导致 C6

胶质瘤细胞死亡[21]。因此，我们选择最终浓度为 10 滋g / mL的
声敏剂 HMME。结果表明，超声联合 HMME的处理能明显增

加 C6胶质瘤细胞在不同时间点的增殖抑制。

图 5 SDT增加 Beclin 1蛋白表达水平。对照组，超声组，HMME组和

SDT组检测 Beclin 1水平。数据表示为平均值± SEM。 *P<0.05相
对 Ctl。 Ctl：对照。

Fig.5 SDT increased Beclin 1 protein expression levels

The level of Beclin 1 was detected in control group, ultrasound group,

HMME group and SDT group. The data were represented as mean ±

SEM. *P<0.05 versus ctl. Ctl: control.

图 6 SDT增加 Beclin1 mRNA表达水平。用茁-actin标准化的 Beclin 1

定量分析不同处理的对照组，超声组，HMME组和 SDT组。数据表示为

平均值± SEM。相比 *P<0.05相对 ctl; **P<0.01相对 ctl。Ctl：对照。

Fig.6 SDT increased Beclin1 mRNA expression levels

Quantitative analysis of Beclin 1 normalized with 茁-actin after different
treatments in control group, ultrasound group, HMME group and SDT

group. Data are expressed as the mean ± SEM. *P<0.05 versus ctl;
**P<0.01 versus ctl. Ctl: control.

图 7 SDT降低 Bcl-2蛋白表达水平

注：对照组，超声组，HMME组和 SDT组中检测 Bcl-2水平。数据表

示为平均值± SEM。*P<0.05相对 Ctl。 Ctl：对照。

Fig.7 SDTdecreased Bcl-2 protein expression levels

Note: The level of Bcl-2 was detected in control group, ultrasound group,

HMME group and SDT group. The upper panel is the representative band.

The lower panel is the digital analysis. The data were represented as mean

± SEM. *P<0.05 versus ctl. Ctl: control.

图 8 SDT降低 Bcl2 mRNA表达水平

注：茁-actin标准化的 Bcl2定量分析不同处理后的对照组，超声组，

HMME组和 SDT组。数据表示为平均值± SEM。*P<0.05相对 ctl。

Ctl：对照。

Fig.8 SDT decreased Bcl-2 mRNA expression levels

Note: Quantitative analysis of Bcl2 normalized with 茁-actin after different
treatments in control group, ultrasound group, HMME group and SDT

group. Data are expressed as the mean ± SEM. *P<0.05 versus ctl;
Ctl: control.

研究表明 HMME介导 SDT的机制主要集中在细胞凋亡

和坏死以解释 SDT诱导的细胞死亡[22-24]。因此，确定 SDT的其

它机制迫在眉睫，为胶质瘤患者临床应用 SDT提供理论依据

和新的潜在策略。研究表明 SDT可以对细胞自噬产生影响[25]，

本研究也表明，在 C6胶质瘤细胞中的 SDT诱导自噬，具体体

现在自噬体数目增加和 LC3-II水平升高。

作为抑癌基因，Beclin1在自噬和人类肿瘤之间的关系明

确[26,27]，Beclin1阳性表达可能是胶质瘤患者的一个有用的预后

因素[28]。在本研究中，SDT组 Beclin 1水平明显升高，这至少在

某种程度上解释了 SDT抑制 C6胶质瘤细胞增殖的原因。更重

要的是，自噬与肿瘤发生之间的信号通路存在许多重叠。原癌

蛋白 Bcl-2以介导肿瘤发生而众所周知[29]，抑制 Bcl-2 的表达

可能是胶质瘤未来治疗的一个方向 [30]，然而，它具有减少 Be-

clin1 复合体来抑制自噬的能力。本研究结果显示，SDT 组

Bcl-2水平降低伴有 Beclin1水平的升高，进一步证实 SDT能

诱导 C6细胞自噬及降低 C6胶质瘤细胞的增殖。3-MA或 CQ
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图 9 3-MA对 C6胶质瘤细胞增殖的影响。数据表示为平均值±

SEM。 *P<0.05相对 ctl;#P<0.05相对 SDT。Ctl：对照; 3-MA:3-甲基

腺嘌呤。

Fig.9 Effect of 3-MA on proliferation of C6 glioma cells. Data are

expressed as the mean ± SEM. *P<0.05 versus ctl; #P<0.05 versus SDT.
Ctl: control; 3-MA: 3-methyladenine.

图 10 CQ对 C6胶质瘤细胞增殖的影响。数据表示为平均值± SEM。

*P<0.05相对 ctl; #P<0.05相对 SDT。Ctl：对照; CQ：氯喹。

Fig.10 Effect of CQ on proliferation of C6 glioma cells. Data are expressed

as the mean ± SEM. *P<0.05 versus ctl; #P<0.05 versus SDT.
Ctl: control; CQ: chloroquine.

联合 SDT处理后增强了 C6胶质瘤细胞的增殖抑制敏感性，说

明自噬参与了 SDT对 C6胶质瘤细胞增殖的抑制作用。

综上所述，本研究表明 SDT可能通过诱导自噬抑制 C6胶

质瘤细胞增殖，为 HMME介导的 SDT临床应用提供了理论依

据和新的潜在策略。
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