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缺氧通过 SIRT1调控结直肠癌细胞自噬 *
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摘要目的：探究缺氧调控结直肠癌细胞自噬的分子机制。方法：分别在常氧及缺氧（1%氧气浓度）条件下处理细胞，western blot检

测细胞内沉默信息调节因子 1（Silencing Information Regulator 1，SIRT1）及自噬相关标志分子的表达情况；慢病毒转染构建 SIRT1

稳定过表达或敲减细胞株，利用透射电镜观察细胞内自噬体形成的情况；使用 mRFP-GFP-LC3双标腺病毒感染细胞，在激光扫描

共聚焦显微镜下观察细胞自噬流的进展。结果：Western blot结果显示，缺氧条件下，HCT116及 SW480细胞内 SIRT1的表达水平

随着缺氧时间的延长而降低，自噬特异性底物 p62蛋白水平降低且 LC3-I/II转换增加；与对照组相比，SIRT1过表达细胞内自噬

特异性底物 p62的表达水平升高而 LC3-I/II转换受到抑制；相反在 SIRT1敲减细胞内，p62的表达水平降低而 LC3-I/II转换进一

步促进。透射电镜结果发现 SIRT1过表达后，细胞内自噬溶酶体形成减少、自噬体数量增多；激光共聚焦结果显示，SIRT1过表达

细胞内绿色荧光淬灭减少、自噬体与自噬溶酶体的融合收到明显抑制，说明 SIRT1通过抑制自噬溶酶体的形成，阻断自噬流的进

展。结论：缺氧通过抑制 SIRT1的表达促进结直肠癌的细胞自噬。
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Hypoxia Promotes Autophagy in Colorectal Cancer Cells through SIRT1*

To explore regulatory mechanisms of autophagy in colorectal cancer cells under hypoxia.

Colorectal cells were exposed to normoxia and hypoxia (1% O2), respectively. Western blot analysis was used to detect the expressions of

Silencing Information Regulator 1 (SIRT1) and autophagy-related biomarkers. Lentivirus infection was used to obtained colorectal cells

with stable SIRT1 overexpression or knockdown. Transmission electron microscope (TEM) was exploited to detect intracellular

autophagosomes. After tumor cells were infected with adenovirus containing mRFP-GFP dual-labelled LC3, autophagy flux were

detected under laser scanning confocal microscopy. Western blots revealed that the expression of SIRT1 was decreased with the

extension of hypoxic exposure time in HCT116 and SW480 cells. Besides, autophagy specific substrate p62 was declined and the

transition of LC3-I/II was enhanced. Compared with control group, SIRT1-overexpressed SW480 cells exhibited increased expression of

p62 and decreased transition of LC3-I/II. Conversely, in SIRT1-knockdowned HCT116 cells, the expression of p62 was decreased while

the transition of LC3-I/II was further increased. The results from TEM observation indicated that the overexpression of SIRT1 decreased

the number of autolysosomes while increased the number of autophagosomes. Moreover, confocal results revealed that in

SIRT1-overexpressed cells, the quenching of green fluorescence was decreased and the fusion of autophagosomes and lysosomes was

blocked, which suggested that SIRT1 inhibited the formation of autolysosomes and blocked the autophagy flux. Hypoxia

promoted autophagy in colorectal cancer cells through inhibiting the expression of SIRT1.
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前言

结直肠癌现已成为世界第三大发病率和死亡率的恶性肿

瘤[1]。近些年，尽管肿瘤的个体化治疗及分子靶向治疗极大改善

了结直肠癌患者的预后，仍有至少 50%的患者最终发生肿瘤转

移[2]。因此，阐明影响结直肠癌发生和进展的相关分子机制具有

重要临床意义。

缺氧微环境是实体瘤发生和演进过程中的重要特征之一。

快速生长的结直肠肿瘤的瘤体由于缺乏足够的血供，使得肿瘤

细胞常常处在一个缺氧性的肿瘤微环境中，为此，肿瘤细胞会
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通过改变其生物学行为以适应环境，如分泌多种血管生成因子

促进异常血管的形成，发生侵袭和远隔器官迁移和化疗药物抵

抗等[3]。目前已有多种机制被认为在这一过程中发挥着重要的

调控作用，其中细胞自噬（Autophagy）近年来日益受到人们的

普遍关注。大量研究表明，在缺氧微环境中，细胞自噬过程将被

启动。多数情况下，自噬在细胞存活方面发挥着重要的保护作

用，使细胞在代谢应激条件下免于进入凋亡程序；因此，这一特

性能够促进肿瘤的进展。最新的研究表明，缺氧诱导的细胞自

噬能够介导肿瘤细胞对化疗药物的抵抗[4]。此外，自噬也能够促

进肿瘤细胞数目的减少，从而抑制肿瘤的增长。因此，肿瘤的缺

氧微环境所诱导的细胞自噬对于肿瘤的进展具有两方面的作

用，具体机制仍待阐明。

沉默信息调节因子 1（Silencing Information Regulator 1，

SIRT1）是一种进化上高度保守的 III型组蛋白 /非组蛋白去乙

酰化酶，参与调控多种底物分子的功能[5]。普遍认为，SIRT1在

肿瘤发生发展过程中起着“双刃剑”的作用，对肿瘤细胞的增

殖、凋亡、侵袭迁移和耐药等过程均有显著影响[6]。在缺氧条件

下，SIRT1的表达水平会发生改变并精细调控肿瘤细胞的生物

学行为[7，8]。那么，SIRT1是否参与缺氧条件下对结直肠癌细胞

自噬过程的调控呢？本研究选用人类结直肠癌细胞系 HCT116

和 SW480做为研究对象，检测缺氧条件下细胞内 SIRT1表达

水平和自噬相关标志物的变化，并对 SIRT1的表达进行干预，

从而探究 SIRT1对细胞自噬的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

人类结肠癌细胞系 HCT116 和 SW480 购自美国 ATCC

细胞库；细胞培养血清购自杭州四季青公司；SIRT1过表达及

敲减慢病毒购自上海吉凯基因公司；兔抗人 SIRT1抗体、抗

LC3抗体、抗 p62、鼠抗人 茁-Actin均来自美国 Cell Signaling

Technology公司；RIPA和 BCA蛋白定量试剂盒为北京康为世

纪公司 产品；用 于自噬 流 （Autophagy flux） 检测 的

mRFP-GFP-LC3双标腺病毒购自北京汉恒生物公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 HCT116和 SW480分别使用含有 10%胚胎

牛血清、100 U/mL青链霉素的 McCoy'5A和 Lebovitz's L15培

养基在 37℃、5% CO2细胞培养箱中进行培养。每 24个小时进

行细胞换液，待细胞密度增长至培养瓶 80%左右时进行细胞传

代或冻存。缺氧环境培养的细胞在 Billups-Rothenburg小室内

进行培养，向小室中泵入 95% N2和 5% CO2的混合气体，使用

流量计对泵入的气体进行流量监测，使小室内的氧气浓度维持

在 1%。将小室置于 37℃细胞培养箱中进行培养[9]。

1.2.2 慢病毒转染细胞 取对数生长期的结直肠癌细胞，按照

2× 104/孔接种于 6孔板中，培养至细胞密度 25%左右时分别

向 HCT116和 SW480细胞加入 SIRT1敲减或过表达慢病毒以

及相应对照病毒（MOI=100），培养 12h后更换完全培养基，使

用 4 滋g/mL嘌呤霉素进行筛选培养 1周。

1.2.3 细胞蛋白提取和 Western blot检测 用预冷的 PBS洗

涤细胞三次以除尽残留的培养基，向每个 6 cm培养皿中加入

150 滋L RIPA和 1.5 滋L PMSF，用细胞刮子收集细胞至新的 EP

管中，超声裂解后冰上放置 15 min，12000 rpm离心 15 min，收

集上清蛋白至新的 EP管中，使用 BCA法进行蛋白定量，其余

蛋白加入 5× Loading Buffer 热变性。取 30 滋g 上样进行
SDS-PAGE电泳，后转膜至 PVDF膜上，5%脱脂奶粉室温封闭

1h后，4℃一抗（稀释浓度 1：1000）过夜孵育。TBST洗膜 3次，

用辣根过氧化物酶标记的抗兔或抗鼠二抗室温孵育 2h，ECL

法进行曝光显影和图像采集。

1.2.4 透射电镜观察细胞自噬体的形成 将细胞进行常氧及

缺氧处理后，使用胰酶消化细胞，离心收集细胞球，使用 PBS

进行两次洗涤后，加入 2.5%戊二醛溶液于 4℃过夜固定。之后

进行 1%锇酸固定、脱水、包埋、固化，将标本进行超薄切片和重

金属染色，最后在透射电镜下观察和图像采集。

1.2.5 双标腺病毒检测自噬流 将细胞接种于 24孔板，培养

至细胞密度为 50%~70%，使用 mRFP-GFP-LC3双标腺病毒感

染细胞，感染 24h后换液，将细胞传代至共聚焦小皿，常氧或缺

氧处理后，在共聚焦显微镜下进行观察。由于 GFP荧光对溶酶

体内的酸性环境敏感，因此当自噬体与溶酶体发生融合后将发

生淬灭，merge后的细胞内红色荧光指示自噬溶酶体的形成；

而 GFP和 mRFP均能标记 LC3，当自噬体形成时，二者 merge

后呈现黄色荧光。

1.3 统计学方法

所有数据使用 SPSS 22.0 进行处理，所有直方图均由

GraphPad Prism 5软件生成。计量料均采用均数± 标准差（x依s）
表示，两组数据之间的组间比较采用 student's t检验；多组数据

之间的比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA）。检验水

准为琢=0.05。

2 结果

2.1 缺氧条件下 SIRT1表达水平降低、细胞自噬水平增强

为了研究缺氧条件下 SIRT1是否参与了结直肠癌细胞自

噬过程的调控，我们将 HCT116和 SW480细胞系置于缺氧环境

中（O2浓度为 1%）分别培养 12、24和 36小时后，使用 western

blot 方法检测细胞内 SIRT1 及自噬相关蛋白 p62 和 LC3-I/II

的改变。结果表明，在两种结直肠癌细胞中，随着缺氧时间的延

长，SIRT1的表达水平明显发生下降，同时 LC3-I的表达水平

降低，其转化产物 LC3-II水平升高；自噬选择性底物 p62表达

水平明显降低（图 1）。这一结果表明，缺氧能够激活结直肠癌

细胞的自噬过程，由于 SIRT1的表达水平也明显降低，提示在

该过程中，SIRT1有可能参与了细胞自噬的调控。

2.2 缺氧条件下 SIRT1参与结直肠癌细胞自噬的调控

为了进一步探讨 SIRT1的调控作用，我们对细胞内 SIRT1

的表达水平进行了干预。鉴于 HCT116细胞具有较高的 SIRT1

表达水平，而 SW480细胞的 SIRT1表达水平较低，因此我们利

用慢病毒转染，对 HCT116细胞进行了 SIRT1敲减、对 SW480

细胞进行了 SIRT1过表达，并将细胞分别置于常氧和缺氧的环

境下培养 24h，western blot 结果显示，SIRT1 敲减后，HCT116

细胞内 p62的表达水平在缺氧环境中较亲本细胞进一步降低，

且 LC3-II的表达水平增高（图 2a）；而当 SIRT1 过表达后，

SW480细胞内 p62的表达水平较对照组明显升高，且 LC3-II

的表达水平略微降低（图 2b）。这一结果提示 SIRT1参与了细

2439窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.13 JUL.2019

图 1缺氧处理后结直肠癌细胞 SIRT1和自噬相关标记物蛋白表达结

果及统计学分析

a,b. Western blot结果显示随缺氧时间延长，肿瘤细胞内 SIRT1表达水

平降低，自噬特异性底物 p62减少，LC3-I/II转换增加；c, d, e. Western

blot结果的统计学分析。（* P < 0.05，** P < 0.01，*** P < 0.01）
Fig.1 The protein expression of SIRT1 and autophagy-related biomarkers

in the colorectal cancer cells under hypoxic treatment and their statistical

analyses

a, b. The results of western blot analysis demonstrated that the expressions

of SIRT1 were decreased with time prolonged. Autophagy-specific

substrate p62 was decreased while the transition of LC3-I/II was increased.

c,d. Statistical analyses ofWestern blots. (*P < 0.05, **P<0.01, ***P<0.01)

胞内自噬过程的调控。

为了进一步验证上述结论，我们利用透射电镜对细胞内自

噬体及自噬溶酶体的形成情况进行了直接观察，结果如图 2c

显示，在常氧培养时，SW480细胞内未见自噬体及自噬溶酶

体，线粒体、内质网等细胞器结构正常；在缺氧条件下，SW480

细胞内线粒体、内质网等细胞器发生肿胀、变形，核糖体从粗面

内质网上脱落；单层膜结构的自噬溶酶体的形成明显增多，其

内容物被溶酶体降解、电子致密度增高，失去基本形态结构；

SIRT1过表达的 SW480 LV-SIRT1细胞自噬溶酶体数量较亲

本细胞有所减少，部分自噬体未与溶酶体发生融合，其中内容

物并未被降解，可见残留细胞器结构，这一结果进一步证实

SIRT1参与了缺氧条件下细胞自噬过程的调控，并且该过程很

有可能与干预自噬流的进展相关。

2.3 SIRT1阻断细胞的自噬流，抑制自噬溶酶体的形成

自噬是细胞内一个连续的、动态变化的过程，即自噬流，该

过程可通过双荧光标记 LC3（GFP-mRPF-LC3）的腺病毒进行

直观检测。我们将细胞分别置于常氧和缺氧条件下培养 24h，

使用激光扫描共聚焦显微镜进行检测。结果如图 3a显示，当细

胞处于缺氧状态下，SW480细胞内荧光标记的 LC3信号明显

聚集，说明细胞自噬过程被激活，将两种荧光信号 merge后发

现，仅有大量红色荧光显现（GFP荧光信号淬灭），说明了自噬

体与溶酶体发生了融合，自噬流正常进行。当 SIRT1过表达后，

尽管在缺氧条件下细胞内同样也可见大量 LC3 荧光信号聚

集，但将两种荧光信号 merge后却呈现出黄色荧光信号，说明

自噬流被阻断，仅有自噬体的形成，而未发生自噬体与溶酶体

的融合（GFP荧光未发生淬灭）。这一结果表明，在缺氧条件下，

SIRT1的过表达能够阻断结直肠癌细胞内自噬流的进展。

3 讨论

自噬是生理和病理状态下细胞对各种外界应激所产生的

胞内代谢反应，与泛素 -蛋白酶体途径共同降解错误折叠的蛋

白、逃避免疫系统的微生物以及受损的细胞器，从而维持细胞

内的稳态。根据细胞内物质运送到溶酶体途径的不同，大体上

将自噬分为：大自噬（Macroautophagy）、小自噬（Microautophagy）

和分子伴侣介导的自噬（Chaperone-mediated autophagy）。自噬

流主要包括三个主要过程，即脂质双分子层的形成、自噬体的

形成、自噬溶酶体的形成[10]。自噬一方面能够为细胞提供在恶

劣环境中（如缺氧、饥饿或化学治疗等）自身生存所需要的氨基

酸等营养物质，帮助肿瘤细胞生存并促进肿瘤进展；另一方面，

自噬是细胞“自我消化”的过程，能够加速细胞死亡、抑制肿瘤

的进展。据文献报道，与正常或者癌旁组织相比，结直肠癌组

织内自噬相关分子 ATG4B、Beclin-1、mTOR和 LC3等表达增

加[11，12]；Sato等发现自噬在结直肠肿瘤中处于激活状态，能够促

进肿瘤细胞在其所处的微环境中存活[13]。但是 ATG4D等自噬

相关分子在癌组织内也有表达水平降低的报道[14]；而低水平的

Beclin-1和 LC3作为转移性结直肠癌不良预后的重要分子标

记也受到了关注[15]。由此可见，自噬是一个复杂的过程，深入了

解其分子机制是极为必要的。

结直肠癌属于实体瘤，缺氧微环境对肿瘤的生物学行为具

有重要的影响。在缺氧条件下，SIRT1的表达水平发生改变，使

得细胞发生生物学行为的转变[7，8，16]。我们的实验结果表明，缺

氧导致 SIRT1的表达水平降低，且细胞自噬过程被激活，提示

SIRT1可能是参与细胞自噬调控的中间因子。与对照组细胞相

比，SIRT1过表达的结直肠癌细胞自噬特异性底物 p62明显增

多、LC3-I/II转换被抑制，均证实了 SIRT1参与细胞自噬的调

控。我们使用透射电镜分别观察野生型及 SIRT1过表达细胞，

结果显示缺氧能够促进野生型细胞内自噬溶酶体的形成、促使
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图 2 SIRT1参与缺氧状态下结直肠癌细胞自噬的调控

a.与亲本细胞 SW480相比，过表达 SIRT1的 SW480 LV-SIRT1细胞自噬特异性底物 p62表达增加，LC3-1/II的转换减少；b. Western blot结果的

统计学分析；c. 与亲本细胞 HCT116相比，SIRT1敲减的 HCT116 SIRT-KD细胞的 p62表达降低，LC3-I/II的转换增加；d. Western blot结果的统

计学分析；e.透射电镜观察显示缺氧促进 SW480细胞内自噬溶酶体的形成，过表达 SIRT1的 SW480 LV-SIRT1细胞内自噬溶酶体形成减少，且

胞内存在自噬体（单箭头指示自噬溶酶体；双箭头指示自噬体）；f.透射电镜结果的统计学分析。（* P < 0.05，** P< 0.01，*** P< 0.01）
Fig.2 SIRT1 involved in the regulation of colorectal cell autophagy under hypoxia

a. Compared with parental cells, SW480 cells with SIRT1 overexpression had an increased autophagy-specific substrate p62 and an inhibited LC3-I/II

conversion. b. Statistical analyses of Western blots. c. Compared with parental cells, HCT116 cells with SIRT1 knockdown had a decreased P62 and

increased conversion of LC3-I/II. d. Statistical analyses of Western blots. e. The results of TEM observation demonstrated that hypoxia promoted the

formation of autolysosomes in SW480 cell. Moreover, there were decreased intracellular autolysosomes and existing autophagosomes in the SW480

LV-SIRT1. (Single arrows indicated autolysosomes. Double arrows indicated autophagosomes.) f. Statistical analyses of the results. (*P<0.05, **P<0.01,
***P<0.01)

细胞器发生肿胀、空泡化等改变；而 SIRT1过表达细胞内自噬

溶酶体的形成减少，但自噬体的数量增多。接着，我们利用 LC3

荧光双标腺病毒转染细胞，对自噬流进行了观察。结果表明

SIRT1过表达细胞内 LC3荧光斑点总数减少；GFP绿色荧光淬

灭减少，提示自噬体与溶酶体的融合、自噬溶酶体的生成均减

少，说明 SIRT1通过阻断细胞自噬流的动态进展来影响缺氧状

态下的细胞自噬过程。

SIRT1是一种重要的 III型组蛋白 /非组蛋白去乙酰化酶，

能够通过与底物相互作用而影响蛋白的生物学功能。迄今为

止，已有较多关于 SIRT1调控细胞自噬及相关靶分子研究。这

方面的研究最先于 2008年发表在《PNAS》上。Lee等通过体内

及体外实验发现 SIRT1 与自噬相关基因（Autophagy-related

genes）ATG5、ATG7和 ATG8相互作用并使它们的赖氨酸位点

发生去乙酰化，从而促进细胞自噬[17]。Hariharan等发现在心肌

细胞中，饥饿能够诱导 FoxO1去乙酰化程度的增加和自噬水

平的增强。他们进一步研究证实 SIRT1和 p300参与了 FoxO1
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图 3 SIRT1阻断细胞自噬流、抑制自噬溶酶体的形成

Fig. 3 SIRT1 inhibited the formation of autolysosomes and blocked the autophagy flux.

a.激光扫描共聚焦显微镜显示亲本细胞 SW480内自噬流正常；当 SIRT1过表达后，SW480 LV-SIRT1细胞内自噬体与溶酶体的融合受阻，自噬

流抑制；b、c.统计学分析结果。（* P < 0.05，** P < 0.01）
a. The observation of laser scanning confocal microscopy indicated that there was a normal autophagy flux in parental SW480 cells. However, the fusion

of autophagosome and lysosome was inhibited and the autophagy flux was blocked in SW480 LV-SIRT1 cells. b and c. The results of statistical analysis.

（*P<0.05, **P<0.01）

的乙酰化水平调控，SIRT1-FoxO1-Rab7是控制心肌细胞自噬

流的重要通路[18]。Beclin-1作为自噬起始复合物的核心分子，在

被 SIRT1去乙酰化后，对于自噬体的成熟具有促进作用，在此

基础上参与肿瘤的生长调控[19]。除此之外，在细胞自噬的调控

过程中，mTOR[20]、p53[21]和 NF-资B[22]等均被证实是 SIRT1 直接

作用的下游靶分子。可见，在多种机制的介导下，细胞内自噬流

受到了 SIRT1的精细调控。因此，能够合理地推测，若细胞内

SIRT1的表达水平及活性发生改变，将对自噬产生极大的影

响，我们将这一调控过程称作 SIRT1 介导的细胞自噬

（SIRT1-mediated autophagy）。事实上，SIRT1介导的细胞自噬

在肿瘤发生、耐药及转移中的作用均有相关研究[23]。如 Powell

等发现 sirt1-/- 小鼠体内细胞自噬水平降低、易发生前列腺

上皮内瘤变，SIRT1 被认为是导致肿瘤发生的检查点

（checkpoint）[24]。Wang等的研究结果证实，SIRT1介导的细胞

自噬是导致结直肠癌细胞 5- 氟尿嘧啶耐药的关键因素 [25]。

SIRT1介导的细胞自噬在肝细胞脂肪变性[26]、心机细胞重塑[27]

等其他生物学过程中均发挥重要调控作用。

综上所述，我们首次在缺氧的结直肠癌细胞中证实 SIRT1

对自噬的具有调控作用。缺氧通过抑制 SIRT1的表达促进结直

肠癌细胞自噬，SIRT1则通过抑制自噬体与溶酶体的融合，阻

断细胞自噬流，从而抑制细胞自噬的进展。鉴于缺氧性肿瘤微

环境对结直肠癌的发生及进展具有重要作用，上述实验结果为

未来临床治疗结直肠癌提供了可能的靶点。
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