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Spautin-1通过抑制自噬可增强舒尼替尼诱导的肾癌细胞凋亡 *
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摘要 目的：研究 spautin-1（一种自噬抑制剂）是否能抑制舒尼替尼诱导的肾癌细胞的自噬以及对舒尼替尼诱导的肾癌细胞凋亡的

影响。方法：以肾癌细胞系 786-O细胞为模型，Western Blot检测 spautin-1对舒尼替尼诱导 786-O细胞自噬的影响；Cell Counting

Kit-8（CCK-8）检测 spautin-1和舒尼替尼对 786-O细胞增殖的影响；应用流式细胞术，检测 spautin-1对舒尼替尼诱导的 786-O细

胞凋亡的影响；Western Blot检测 spautin-1的促凋亡作用与 PI3K/AKT/GSK3茁信号通路及抗凋亡蛋白 Bcl-2和Mcl-1的关系。结

果：与舒尼替尼单独处理组相比，spautin-1能通过降低 Beclin-1的表达显著抑制舒尼替尼在 786-O细胞中诱导的自噬；Spautin-1

和舒尼替尼联合作用明显增强舒尼替尼对 786-O细胞增殖的抑制作用；Spautin-1能进一步增强舒尼替尼诱导的 786-O细胞的凋

亡；Spautin-1和舒尼替尼联合处理 786-O细胞时，可以显著降低 p-AKTSer473和 p-GSK3茁Ser9的蛋白表达水平，增强 GSK3茁的
活性，进而下调 Bcl-2、Mcl-1的表达。结论：Spautin-1能通过抑制 AKT活性并活化 GSK3茁，进一步降低抗凋亡蛋白 Bcl-2、Mcl-1

的表达，增强舒尼替尼诱导的肾癌细胞凋亡。
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Spautin-1 Enhances Sunitinib-induced Apoptosis in Renal Carcinoma Cells
Via Inhibiting Autophagy*

To investigate whether spautin-1, a specific and potent autophagy inhibitor, can enhance sunitinib-induced

apoptosis in renal carcinoma cells via inhibiting autophagy. Renal carcinoma cell line 786-O was used as cellular model and

Western Blot was used to detect the effect of spautin-1 on sunitinib-induced autophagy; Cell Counting Kit-8 (CCK-8) was used to detect

the effect of sunitinib on the proliferation of 786-O cells in the presence or absence of spautin-1. Flow cytometry was used to detect the

effect of spautin-1 on sunitinib-induced apoptosis. Western Blot was used to detect the effects of spautin-1 on the PI3K/AKT/GSK3茁 sig-

naling pathway and the expression of the anti-apoptotic proteins Bcl-2 and Mcl-1. Spautin-1 markedly inhibited sunitinib-in-

duced autophagy by downregulating the autophagy protein beclin-1. Co-treatment with spautin-1 enhanced sunitinib-induced inhibition

of cell proliferation. Spautin-1 enhanced sunitinib-induced apoptosis. Spautin-1 can decrease the phosphorylation levels of AKT and

GSK3茁 in the PI3K/AKT/GSK3茁 signaling pathway, co-treatment of spautin-1 and sunitinib downregulated anti-apoptotic proteins in-

cluding Bcl-2 and Mcl-1. Spautin-1 enhanced sunitinib-induced autophagy and promoted sunitinib-induced cell apoptosis

by activating GSK3茁 in PI3K/AKT/GSK3茁 signaling pathway, which downregulated the expression of anti-apoptotic proteins Bcl-2 and

Mcl-1.
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前言

肾细胞癌（renal cell carcinoma，RCC）起源于肾小管上皮细

胞，是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一[1]。肾癌对放疗和化疗均

不敏感，手术是目前最主要的治疗方式，但部分患者术后仍会

复发转移。随着肾癌基础研究的深入，以舒尼替尼（Sunitinib,

ST）为代表的受体酪氨酸激酶抑制剂（tyrosine kinase inhibitor，

TKI）被作为进展期肾癌患者的一线靶向药物[2]，但 10-20%进展

期肾癌患者对舒尼替尼先天耐药，而其余患者在 6-15个月治

疗后出现耐药和肿瘤进展[3]。因此，探索肾癌发生的生物学机
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制，以及如何增强肾癌对舒尼替尼敏感性的研究十分迫切。

自噬是细胞逃避外界应激、维持细胞稳态的分解代谢途径[4]。

肿瘤细胞可利用自噬来增强自身对药物的耐药性，以此逃避抗

癌药物的杀伤作用[5-7]。有研究表明，舒尼替尼可诱导肾癌及其

他肿瘤细胞发生自噬进而产生耐药性[8-10]，自噬可能作为新的

潜在靶点协助治疗舒尼替尼耐药的肾癌患者，然而其中的具体

作用机制尚不明确。Specific and potent autophagy inhibitor-1

（spautin-1），是一种新型小分子自噬抑制剂，对自噬具有很强

的抑制效应。有研究表明[11]，spautin-1可抑制核因子 kB受体活

化因子和 1琢,25- (OH)2D3诱导的自噬进而调节破骨细胞的生
成。在炎症研究方面，spautin-1还能通过抑制胰腺细胞自噬，进

而缓解蛙皮肽以及脂多糖诱导的急性胰腺炎[12]。在肿瘤研究方

面，spautin-1能通过抑制自噬，提高骨肉瘤 [13]和慢性髓细胞白

血病[14]对化疗药物的敏感性。然而 spautin-1对肾癌细胞的影响

还未见报道，本课题旨在探究新型小分子自噬抑制剂 spautin-1

（SP）影响舒尼替尼诱导的肾癌 786-O细胞的凋亡及其机制，为

临床上肾癌的治疗提供新思路。

1 材料与方法

1.1 材料

Spautin-1、舒尼替尼购自美国 Selleck Chemicals公司；人

肾癌细胞系 786-O细胞由上海交通大学附属第一人民医院泌

尿外科研究所提供；DMEM培养基、胎牛血清 ( fetal bovine

serum，FBS)、青霉素、链霉素购自美国 Gibco公司；BCA 试剂

购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；Cell Counting Kit-8

（CCK-8）试剂购自上海碧云天公司；二甲基亚矾（DMSO）购自

于美国 Sigma 公司；LC3 抗体购自美国 Sigma 公司；AKT 抗

体、p-AKTSer473 抗体、GSK3茁 抗体、p-GSK3 茁Ser9 抗体、
Tubulin 抗体购自于美国 Cell Signaling Technology 公司；Be-

clin-1抗体、Bcl-2抗体、Mcl-1抗体购自于美国 Abcam公司，E-

CL试剂购自上海天能公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 配制培养 786-O细胞需要的完全培养基，在

DMEM培养基中加入胎牛血清，终浓度为 10%，然后加入 100

mg/mL链霉素和 100 U/mL青霉素。从液氮容器中取出人肾癌

细胞系 786-O的细胞冻存管，迅速浸入 37℃水浴箱中解冻，待

细胞完全融化成液体后，用吸管吸出细胞悬液至离心管中，并

加入 10倍体积的培养液，吹打混匀后，1000 r/min，5 min离心，

弃上清，加入配制好的完全培养基重悬并摇匀，将细胞接种到

培养皿中。将细胞静置于 37℃，5% CO2恒温培养箱中培养，每

隔 24 h-48 h观察细胞状态并根据需要更换培养液或传代。

1.2.2 Cell Counting Kit-8 将处于对数生长期的 786-O细

胞以 104个 /孔均匀接种于 24孔板中，细胞分为四组，每组细

胞做 3个复孔，spautin-1单独处理组细胞的培养基加入 10 滋M
spautin-1，舒尼替尼单独处理组细胞的培养基加入 4 滋M舒尼
替尼，spautin-1和舒尼替尼联合处理组细胞的培养基加入 10

滋M spautin-1和 4 滋M舒尼替尼，对照组细胞中加入相应体积
的 DMSO。连续四天在每天相同时间点观察。检测时，每孔中加

入 40 滋L 的 CCK-8 溶液和 400 滋L 的 PBS 溶液，37 ℃，5%

CO2培养箱中孵育 2小时。用酶标仪测定在波长 450 nm条件

下每孔的吸光度值，每组测得的吸光度值进行统计分析后绘制

细胞生长曲线。

1.2.3 蛋白印记（Western Blot） 收集各组细胞，加入含蛋白

酶、磷酸酶抑制剂的细胞裂解液提取蛋白，并用 BCA试剂盒对

细胞总蛋白浓度进行定量。再将蛋白样品与上样缓冲液混匀，

煮沸 10 min使蛋白变性。然后将样品分别进行电泳及转膜。用

含 5%脱脂奶粉的 TBST溶液进行封闭。孵育一抗 (LC3、Be-

clin1、p-AKTSer473、AKT、p-GSK3茁Ser9、GSK3茁、Bcl-2、Mcl-1、

Tubulin)，4℃摇床过夜，第二天用 TBST溶液漂洗三次，每次

10 min，孵育二抗，室温 2 h，TBST溶液漂洗三次，每次 10 min，

ECL化学发光剂显影。统计分析各组蛋白表达水平。

1.2.4 流式细胞仪测定细胞凋亡 786-O细胞以 2× 105/孔均

匀接种于 6孔板中，以 4 滋M舒尼替尼或 DMSO处理细胞 12

小时后，加入 10 滋M spautin-1或者 DMSO后继续培养 36个小

时。收集细胞，用预冷的 PBS洗涤细胞，离心后重悬取 100 ul

至流式管，并加入 5 滋L Annexin V-FITC和 1 滋L PI，室温避光

孵育 10 min，上机待检。

1.3 统计学分析

采用 GraphPad Prism 6.0对所有数据进行统计分析，计量

资料均采用平均数± 标准差（mean± SD）表示。两组间比较采

用 t检验，P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Spautin-1抑制舒尼替尼诱导的肾癌 786-O细胞自噬

有研究表明[15]，舒尼替尼能够诱导肾癌细胞发生自噬，这

可能和肾癌治疗中舒尼替尼耐药相关。我们利用Western Blot

检测 spautin-1对舒尼替尼诱导的 786-O细胞自噬的影响，结

果显示，4 滋M舒尼替尼单独处理 786-O细胞后，LC3Ⅱ和 Be-

clin-1蛋白水平明显上调，说明舒尼替尼能诱导 786-O细胞发

生自噬。同时，我们发现 4 滋M spautin-1和 10 滋M舒尼替尼联
合处理组细胞的 LC3Ⅱ和 Beclin-1蛋白表达量，较 4 滋M舒尼
替尼单独处理组明显降低，表明 spautin-1能显著抑制舒尼替尼

诱导的肾癌细胞自噬。

2.2 Spautin-1和舒尼替尼对肾癌 786-O细胞增殖的影响

10 滋M spautin-1、4 滋M舒尼替尼以及 10 滋M spautin-1 联

合 4 滋M 舒尼替尼分别处理 786-O细胞 0、24、48、72、96h 后，

CCK-8方法检测 786-O细胞的增殖情况，测定 450 nM吸光

度，绘制细胞生长曲线。结果表明，舒尼替尼单独处理 786-O细

胞具有抑制细胞增殖的作用，spautin-1单独处理对 786-O细胞

的增殖无明显影响，表明单用 spautin-1对细胞的生长影响较

小，具有较高的安全性。而在舒尼替尼的基础上，联合应用

spautin-1，786-O细胞的增殖被更明显地抑制，表明 spautin-1能

增强舒尼替尼对 786-O细胞增殖的抑制作用。

2.3 Spautin-1促进舒尼替尼诱导的 786-O细胞凋亡

接下来，我们通过流式细胞仪检测，spautin-1联合舒尼替

尼对 786-O细胞的凋亡影响，结果显示，spautin-1 单独处理

786-O细胞后，细胞的凋亡情况无明显变化，表明 spautin-1单

独使用对细胞的影响较小，舒尼替尼单独处理能显著增加

786-O细胞的凋亡率，表明舒尼替尼具有杀伤 786-O细胞的作

用。而相对于舒尼替尼单独处理组，联合应用 spautin-1和舒尼

替尼后，凋亡细胞数进一步明显增加，表明 spautin-1能显著增

强舒尼替尼的促凋亡作用。
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2.4 Spautin-1协同舒尼替尼对 AKT/GSK3茁信号通路的影响
研究表明，AKT/GSK3茁信号通路与自噬、凋亡相关[16]，我

们利用 Western Blot 检测 spautin-1 联合舒尼替尼处理 786-O

细胞后，AKT/GSK3茁信号通路相关蛋白表达的变化。结果显
示，相较于舒尼替尼单独处理组，spautin-1联合舒尼替尼处理

组细胞的 p-AKTSer473，p-GSK3茁Ser9明显降低，而 AKT 和

GSK3茁无明显变化，研究表明[17,18]，GSK3茁在 Ser9位点的去磷

酸化与该激酶活性增高密切相关，所以 spautin-1联合舒尼替

尼实际上增强了 GSK3茁的活性。由于 spautin-1联合舒尼替尼

处理 786-O细胞后，细胞凋亡明显增加，我们又检测了抗凋亡

蛋白 Bcl-2和Mcl-1的表达，结果表明，spautin-1联合舒尼替尼

处理 786-O细胞后，Bcl-2和 Mcl-1表达较舒尼替尼单独处理

组降低。因此 spautin-1可能通过抑制 AKT 的活性并活化了

GSK3茁，进一步下调抗凋亡蛋白 Bcl-2、Mcl-1 的表达，来促进

spautin-1和舒尼替尼联合处理组的细胞凋亡。

3 讨论

肾癌是泌尿生殖系统高发肿瘤，但目前肾癌发生发展的生

物学机制尚未阐明，进展期肾癌的治疗效果不尽如人意。目前

进展期肾癌治疗方法主要分为生物治疗、靶向治疗和免疫靶向

治疗[19]，其中舒尼替尼为进展期肾癌的一线药物[20]。舒尼替尼是

多靶点受体酪氨酸激酶抑制剂，它能抑制血小板源生长因子受

体（PDGFR）、血管内皮生长因子受体（VEGFR）、干细胞生长因

子等，因此具有杀伤肿瘤和减少肿瘤血管的双重作用[21]。然而，

舒尼替尼的不响应和耐药问题不容忽视，Sandy Giuliano报道

了肾癌细胞可自我保护性地调节溶酶体活动和自噬反应来逃

避舒尼替尼的杀伤效应，进而产生耐药性[8]。另有文献报道，舒

尼替尼能引起肾癌细胞自噬活动增强[22]。

自噬是细胞重要的自我防护机制，自噬与肿瘤的发生发展

关系密切，当肿瘤细胞处于放疗、化疗等应激情况下，自噬能协

助肿瘤细胞应对环境压力，帮助肿瘤细胞逃逸各种治疗手段，

导致肿瘤的耐药和自身生长[23]。有研究指出，使用自噬抑制剂

或敲除自噬相关基因能增强化疗药物的杀伤肿瘤的效应[24]。例

如，miR-30a能抑制自噬关键蛋白 Beclin-1的表达进而影响肾

癌细胞的自噬活动，增强索拉非尼杀伤肿瘤的作用[25]。这些研

究都表明，自噬在肿瘤药物治疗的生物学反应过程中扮演重要

的角色。但是，自噬介导的肿瘤细胞耐药的具体机制尚不清楚，

通过抑制自噬进而缓解肿瘤耐药仍需要继续深入研究。

目前研究中常用的自噬抑制剂主要有，3MA、Wortmannin、

巴弗洛霉素 A1、氯喹、羟氯喹等，这些药物虽然可以抑制自噬，

但是往往作用于多个信号通路，特异性差，对正常细胞的功能

也有影响，或者效应差，需要较高浓度才能有效抑制自噬反应。

本实验探究了 spautin-1增强舒尼替尼杀伤肾癌 786-O细胞的

作用。Spautin-1是一种新型小分子自噬抑制剂，命名取自 spe-

cific and potent autophagy inhibitor-1（spautin-1），意为 " 高特异

图 1 Spautin-1抑制舒尼替尼在 786-O细胞中诱导的自噬；舒尼替尼(4滋M，ST)或DMSO处理细胞 12小时后，加入 spautin-1 (10滋M，SP)或者DMSO后

继续培养 36个小时。A:WesternBlot检测各组 786-O细胞中 LC3Ⅰ、LC3Ⅱ和Beclin-1表达水平；B:LC3Ⅰ、LC3Ⅱ、Beclin-1蛋白相对表达量

Fig.1 Spautin-1 inhibits sunitinib-induced autophagy in 786-O cells. A: Protein expression of LC3Ⅰ, LC3Ⅱ and Beclin-1 were detected byWestern

Blotting; B: LC3Ⅰ, LC3Ⅱ and Beclin-1 relative protein expression level.

所有数值用均数± 标准差表示，*表示 P<0.05
Data represent mean± SD, *P< 0.05

图 2 Spautin-1和舒尼替尼对 786-O细胞增殖的影响；SP: spautin-1

(10 滋M)处理 786-O细胞；ST: sunitinib (4 滋M，ST)处理 786-O细胞；

SP+ST: spautin-1 (10 滋M)联合 sunitinib (4 滋M)处理 786-O细胞

Fig.2 Effects of spautin-1 and sunitinib on the proliferation of 786-O cells

所有数值用均数± 标准差表示，与 Con组比较，#P<0.05，与 ST组比

较，*P<0.05
Data represent mean± SD, #P<0.05 vs Con group, *P<0.05 vs ST group
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图 3 Spautin-1增强舒尼替尼对 786-O细胞的促凋亡作用；舒尼替尼(4 滋M，ST)或 DMSO处理细胞 12小时后，加入 spautin-1 (10 滋M，SP)或者
DMSO后继续培养 36个小时。A:流式细胞仪检测各组 786-O细胞凋亡情况；B:凋亡细胞定量分析

Fig.3 Spautin-1 promotes sunitinib-induced apoptosis in 786-O cells. A: The apoptotic cells were detected using flow cytometry;

B: The percentage of apoptotic cells

所有数值用均数± 标准差表示，*表示 P<0.05
Data represent mean± SD, *P<0.05

图 4 AKT/GSK3茁参与了 Spautin-1对 786-O细胞的促凋亡作用；舒尼替尼(4 滋滋，ST)或 DMSO处理细胞 12小时后，加入 spautin-1 (10 滋滋，SP)或
者 DMSO后继续培养 36个小时。A: Western Blot检测各组 786-O细胞中 Bcl-2、Mcl-1、p-AKTSer473、AKT、p-GSK3茁Ser9和 GSK3茁表达水平；

B、C: Bcl-2、Mcl-1、p-AKTSer473和 p-GSK3茁Ser9蛋白相对表达量
Fig.4 AKT/GSK3茁 is involved in spautin-1 pro-apoptotic activity in 786-O cells A: Protein expression of Bcl-2、Mcl-1、p-AKT、AKT、p-GSK3茁 and

GSK3茁 were detected byWestern Blotting; B、C: Bcl-2、Mcl-1、p-AKTSer473 and p-GSK3茁Ser9 relative protein expression level.
所有数值用均数± 标准差表示，*表示 P<0.05

Data represent mean± SD, *P<0.05

性、高效应自噬抑制剂 "。Spautin-1已被一些研究团队证明，能

抑制饥饿导致的乳腺癌细胞的自噬反应 [26]。Shao 等报道，

spautin-1能通过抑制自噬，协同增强靶向药物甲磺酸伊马替尼

杀伤慢粒白血病细胞[14]。Solano JD报道了 spautin-1能抑制药

物诱导的 Hela细胞自噬反应[27]，另有研究证明，spautin-1能抑

制血小板源生长因子诱导的主动脉平滑肌细胞自噬[28]和雷帕

霉素诱导的肝癌细胞自噬[29]。但目前，spautin-1对肾脏肿瘤自

噬抑制的研究仍未见报道。

本研究实验结果显示，spautin-1 能明显抑制舒尼替尼在 786-O细胞株中诱导的自噬反应，这主要和下调 Beclin-1蛋白
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的表达有关。Beclin-1是自噬体形成过程中的重要蛋白，能与

VPS34 形成复合物，促进自噬体的形成 [26]。而单独使用

spautin-1对 786-O细胞的自噬没有影响，表明此药物不影响细

胞基础自噬，此特点使得 spautin-1对正常细胞自噬影响较小，

优于其他自噬抑制剂。我们进一步探讨了 spautin-1联合舒尼

替尼对肾癌细胞株 786-O 细胞的增殖影响，结果表明，

spautin-1联合应用舒尼替尼可以更明显地抑制该细胞的增殖，

有趣的是，单独使用 spautin-1不影响细胞增殖，表明此浓度的

spautin-1对细胞活性影响小，具有较高的安全性。同时，我们探

究了肾癌细胞 786-O的凋亡情况，发现 spautin-1能明显增强

舒尼替尼诱导的 786-O细胞凋亡。

许多研究表明，PI3K/AKT信号通路可广泛调节自噬和凋

亡，它参与了多种肿瘤的发生发展，可作为肿瘤治疗的靶点[30]。

如在肾细胞癌动物模型中，LY294002作为一种 PI3K抑制剂，

能抑制 AKT磷酸化和肿瘤的生长[31]，提示我们 spautin-1和舒

尼替尼联合诱导肾癌细胞凋亡的作用可能与此通路有关。本实

验中，我们发现 spautin-1 和舒尼替尼联合处理组细胞的

P-AKT 表达明显抑制，我们又检测了 AKT 下游的激酶

GSK3茁，它的 Ser9位点磷酸化降低，研究认为 GSK3茁的 Ser9

位点磷酸化与该激酶活性降低相关[32]，因此 spautin-1实际上抑

制了 AKT的活性，增强了 GSK3茁的活性。有研究表明[33]，活化

的 GSK3茁能促进抗凋亡蛋白Mcl-1的磷酸化，并促使其通过

蛋白酶体途径降解，进而促进细胞凋亡。因此 Spautin-1可能通

过抑制 AKT 活性并活化 GSK3茁 进一步下调抗凋亡蛋白
Bcl-2、Mcl-1的表达，从而增强肾癌细胞对舒尼替尼的敏感性。
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