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[摘　要]目的　探讨自噬通过调控乳酸脱氢酶 A(LDHA)和 Wnt/βＧ连环蛋白(βＧcatenin)信号通路对卵巢癌细胞侵袭、迁移

能力和糖酵解的影响.方法　２０２１年１月至２０２２年１２月在空军军医大学西京医院使用厄尔平衡盐溶液(EBSS)饥饿处理诱导

人卵巢腺癌细胞系SKOV３细胞诱导自噬.细胞实验分组１为:Control组、EBSS组和 EBSS＋３ＧMA 组;细胞实验分组２为:

EBSS＋NCＧshRNA组、EBSS＋LDHAＧshRNA１ 组 和 EBSS＋LDHAＧshRNA２ 组;细 胞 实 验 分 组 ３ 为:EBSS＋NCＧshRNA 组、

EBSS＋βＧcateninＧshRNA１ 组 和 EBSS＋βＧcateninＧshRNA２ 组.采 用 实 时 荧 光 定 量 PCR(RTＧqPCR)法、Westernblotting 法、

Transwell实验、细胞免疫荧光染色等检测并统计分析有关表达量的情况.结果　Control组和 EBSS组及 EBSS＋３ＧMA 组间细

胞的微管相关蛋白１轻链３(LC３)ＧⅡ/LC３ＧⅠ表达量相对比值比较,差异有统计学意义(F＝１１３．９００,P＜０．０１).Control组和

EBSS组及 EBSS＋３ＧMA组间细胞的侵袭和迁移细胞数及基质金属蛋白酶(MMP)２和 MMP９蛋白相对表达量比较,差异均有统

计学意义(F 值 分 别 为２４４８．０００、１４０５．０００、１１１．０００、１３２．２００,P＜０．０１).Control组 和 EBSS组 及 EBSS＋３ＧMA 组 间 细 胞 的

LDHAmRNA、GLUT１mRNA、LDHA蛋白相对表达量比较,差异均有统计学意义(F 值分别为３１１．４００、６６．９４０、１５４．２００,P＜０．０１).

NCＧshRNA组和 LDHAＧshRNA１组及 LDHAＧshRNA２ 组 间 细 胞 的 LDHA 蛋 白 相 对 表 达 量 比 较,差 异 有 统 计 学 意 义 (F＝

１２３．２００,P＜０．０１).Control组和 EBSS组及 EBSS＋３ＧMA 组间细胞的βＧcatenin、pＧβＧcatenin磷酸化相对表达量比较,差异均有

统计学意义(F 值分别为２０６．５００、２２２．２００,P＜０．０１).NCＧshRNA 组和βＧcateninＧshRNA１组及βＧcateninＧshRNA２组间细胞的

βＧcatenin相对表达量比较,差异有统计学意义(F＝１２７．０００,P＜０．０１).结论　饥饿诱导的自噬激活可促进卵巢癌的侵袭、迁移

能力及糖酵解活性,其机制可能与自噬激活 Wnt/βＧcatenin信号通路并上调 LDHA表达有关.
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[Abstract]ObjectiveToinvestigatetheeffectsofautophagyonovariancancercellinvasion,migrationandglycolysisbyregulating

lactatedehydrogenaseA (LDHA)and Wnt/βＧcatenβinsignalingpathways．MethodsFromJanuary２０２１toDecember２０２２,

autophagywasinducedbystarvationtreatmentwithEarlbalancedsaltsolution(EBSS)inXijingHospitalofAirForceMedical

University,humanovarianadenocarcinomacelllineSKOV３cells．Cellexperimentgroup１wasdividedintocontrolgroup,EBSS

groupandEBSS＋３ＧMAgroup．Cellexperimentalgroup２wasasfollows:EBSS＋NCＧshRNAgroup,EBSS＋LDHAＧshRNA１

groupandEBSS＋LDHAＧshRNA２group．Group３ofthecellexperimentwasEBSS＋NCＧshRNA group,EBSS＋βＧcateninＧ

shRNA１group,andEBSS＋βＧcateninＧshRNA２group．RealＧtimequantitativePCR(RTＧqPCR),Westernblotting,Transwellassay,

andcellimmunofluorescencestaining wereusedtodetectandstatisticallyanalyzetheexpressionlevel．ResultsTherewasa
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significantdifferenceintherelativeratioofLC３ＧⅡ/LC３ＧⅠ expressionbetweencontrolgroup,EBSSgroupandEBSS＋３ＧMA

group(F＝１１３．９００,P＜０．０１)．Thereweresignificantdifferencesinthenumberofinvasiveandmigratingcellsandtherelative

expressionlevelsofMMP２andMMP９proteinsbetweentheControlgroup,theEBSSgroupandtheEBSS＋３ＧMAgroup(Fvalues

were２４４８．０００,１４０５．０００,１１１．０００and１３２．２００,respectively,P ＜０．０１)．There weresignificantdifferencesintherelative

expressionsofLDHA mRNA,GLUT１mRNAandLDHAproteinbetweenthecontrolgroup,theEBSSgroupandtheEBSS＋３Ｇ

MAgroup(Fvalueswere３１１．４００,６６．９４０and１５４．２００,P＜０．０１,respectively)．Therewasasignificantdifferenceintherelative

expressionofLDHAproteinbetweentheNCＧshRNAgroup,LDHAＧshRNA１groupandLDHAＧshRNA２group(F＝１２３．２００,P＜

０．０１)．ThereweresignificantdifferencesintherelativeexpressionsofβＧcateninandphosphorylatedpＧβＧcateninbetweenthecontrol

group,theEBSSgroupandtheEBSS＋３ＧMAgroup(FＧvalueswere２０６．５００and２２２．２００,P＜０．０１,respectively)．Therewasa

significantdifferenceintherelativeexpressionofβＧcateninbetweentheNCＧshRNAgroup,theβＧcateninＧshRNA１groupandtheβＧ

cateninＧshRNA２group(F＝１２７．０００,P＜０．０１)．ConclusionStarvationＧinducedautophagyactivationcanpromotetheinvasion,

migrationandglycolyticactivityofovariancancer,whichmayberelatedtotheactivationofWnt/βＧcateninsignalingpathwayand

upＧregulationofLDHAexpressionbyautophagy．
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　　卵巢癌是世界范围内最常见的妇科恶性肿瘤之

一,因早期诊断准确率低,晚期广泛转移导致死亡率

最高,预后差[１Ｇ２].虽然卵巢癌的治疗策略已经取得

了很大的进展,包括手术、化疗和放疗,但卵巢癌患

者的５年生存率仍然低于４５％[３].因此,寻找更多

有效地治疗卵巢癌的方法迫在眉睫.

正常细胞在有氧条件下,首先通过糖酵解转化

为丙酮酸,然后丙酮酸通过三羧酸循环进入线粒体

进行氧化磷酸化,并产生大约 ３８ 个 三 磷 酸 腺 苷

(adenosinetriphosphate,ATP)分子.当氧气不足

时,丙酮酸转化为乳酸,通过厌氧糖酵解只产生２个

ATP分子.而在肿瘤中存在另一种被称为“沃伯格

效应”的现象,即使有足够的氧气,肿瘤细胞仍然使

用效率较低的“有氧糖酵解”过程来更快地获得能

量[４].由于氧化磷酸化的代谢损伤,ATP浓度降低.

为了补偿减少的能量产出,肿瘤细胞大量摄取葡萄

糖,厌氧糖酵解、戊糖磷酸途径等上调,生物合成增

加.在肿瘤的中心区域通常是低氧、缺氧环境,肿瘤

细胞会更多地进入“沃伯格效应”的能量代谢重编

程,这将需要更高地合成代谢.细胞(巨)自噬(autoＧ

phagy)是一种具有维持稳态和促进细胞生存功能的

溶酶体分解代谢过程,自噬后的降解产物可作为底

物被肿瘤细胞用于新的合成代谢途径[５].自噬是一

把双刃剑,具有促癌和抑癌两种效应.自噬降解去

除受损或功能失调的细胞器和损伤的 DNA,可以抑

制肿瘤的发展;也可以促进肿瘤细胞增殖,增强肿瘤

细胞在缺氧恶劣环境中的存活并赋予其耐药性[５Ｇ６].

缺氧导致的 ATP浓度降低可上调缺氧诱导因子Ｇ１α
(hypoxiainduciblefactorＧ１α,HIFＧ１α),激活５′Ｇ腺苷

磷酸依赖蛋白激酶(AMPＧactivatedproteinkinase,

AMPK)途径,增强癌细胞存活率[７Ｇ８].但自噬如何

调控葡萄糖代谢尚不明晰.

乳酸脱氢酶 A(lactatedehydrogenaseA,LDHA)

是糖酵解过程中的关键酶.在卵巢癌中,LDHA 表

达显著增强,并赋予卵巢癌聚腺苷二磷酸核糖聚合

酶(poly ADPＧribospolymerase,PARP)抑 制 剂 抗

性[９].但是LDHA 在糖酵解调节中的作用仍不清

楚.本研究旨在探讨自噬、LDHA 影响卵巢癌细胞

侵袭和迁移及糖酵解能力的机制,为进一步研究自

噬在卵巢癌疾病发展 和 治 疗 中 的 作 用 提 供 理 论

基础.

１研究材料与方法

自２０２１年１月至２０２２年１２月在空军军医大学

西京 医 院 妇 产 科,研 究 自 噬 通 过 调 控 LDHA 和

Wnt/βＧ连环蛋白(βＧcatenin)信号通路对卵巢癌细胞

侵袭、迁移能力及糖酵解的影响.

本研究已经通过空军军医大学第一附属医院医

学伦理委员会审批(编号:２０２４１１８３).

１．１主要试剂和仪器

人卵巢腺癌细胞系 SKOV３细胞,中国科学院

ATCC细胞库;RPMI１６４０培养基、胎牛血清(fetal

bovineserum,FBS)厄 尔 平 衡 盐 溶 液 (Earle􀆳s

balanced salt solution,EBSS)、３Ｇ甲 基 腺 嘌 呤

(３ＧmethylＧ３HＧadenine,３ＧMA),美国 Gibco公司;乳

８３

　　　　　　　在线投稿网址 http://mchchina􀆰xjtu􀆰edu􀆰cn　



酸检测试剂盒、葡萄糖检测试剂盒,上海碧云天生物

有 限 公 司;NCＧshRNA、LDHAＧshRNA１、LDHAＧ
shRNA２、βＧ连 环 蛋 白(βＧcatenin)ＧshRNA１、βＧcateninＧ
shRNA２,BCA蛋白测定试剂盒,赛默飞世尔科技公

司(中国);LipofectamineTM２０００试剂盒、TRIzol试

剂,美国Invitrogen公司;PrimeScriptRTＧPCR试剂

盒、SYBRGreen试剂盒,宝生物工程(大连)有限公

司;微管相关蛋白１轻链３(microtubuleＧassociated

protein１lightchain３,LC３)、基 质 金 属 蛋 白 酶

(matrix metalloproteinase,MMP)２、MMP９、LDHA、

βＧcatenin一抗,美国 Sigma公 司.实 时 荧 光 定 量

PCR(realtimequantitativePCR,RTＧqPCR)仪,美
国 AppliedBiosystems公司;多功能酶标仪,奥地利

TECAN公司;倒置普通光学显微镜,德国Leica公司.

１．２方法

细胞 实 验 分 组 １ 为:Control组、EBSS 组 和

EBSS＋３ＧMA 组;细胞实验分组２为:EBSS＋NCＧ
shRNA 组、EBSS＋LDHAＧshRNA１ 组和 EBSS＋

LDHAＧshRNA２组;细胞实验分组３为:EBSS＋NCＧ
shRNA组、EBSS＋βＧcateninＧshRNA１组和 EBSS＋

βＧcateninＧshRNA２组.

１．２．１细胞培养与转染

将人卵巢腺癌细胞系SKOV３细胞在含１０％胎

牛血清、１００IU/mL 青霉素和１００μg/mL 链霉素的

RPMI１６４０培养基中,于３７℃、５％CO２的细胞培养

箱进行培养.使用 EBSS或１０μmol/L自噬抑制剂

３ＧMA处理细胞６h.收集对数期细胞,接种于６孔

板,密度为１×１０６细胞/孔.进一步培养细胞至５０％
融合,使 用 Lipofectamine３０００ 并 根 据 说 明 书 将

NCＧshRNA、 LDHAＧshRNA１、 LDHAＧshRNA２、

βＧcateninＧshRNA１和βＧcateninＧshRNA２转染至细胞

中.转染４８h后,收集细胞用于后续实验.shRNAs
序列如下:

LDHAＧshRNA１:５′ＧGGATATACCAACTGGG

CTAＧ３′,LDHAＧshRNA２:５′ＧGTACAGTCCTGAT
TGCATCＧ３′;βＧcateninＧshRNA１:５′ＧTTGGAATGA
GACTGCTGATＧ３′,βＧcateninＧshRNA２:５′ＧCATGG
AAGAAATAGTTGAAＧ３′;NCＧshRNA:５′ＧTTCTC
CGAACGTGTCACGTＧ３′.

１．２．２RTＧqPCR检测分析

按照说明书,使用 Trizol试剂从细胞中提取总

RNA.然后,使用 PrimeScript逆转录试剂盒,将总

RNA逆转录为cDNA.随后,采用SYBRGreen进

行RTＧqPCR扩增分析.每个样本中基因的相对表达

均采用２－ΔΔCt法进行定量.GAPDH作为基因的内参.

引物序列如下:GLUT１F５′ＧCCCCGTCCTGC

TGCTATTGＧ３′,R５′ＧGCACCGTGAAGATGATG

AAGACＧ３′;LDHAF５′ＧCCAACATGGCAGCCTT

TTCCTTAGAACACCＧ３′,R ５′ＧGACGTGCCCCA

GCCGTGATAATGACＧ３′;LDHB F ５′ＧGTGGAG

TGGAGTGAATGTGGＧ３′,R ５′ＧTGTCTGTTCCC

ATTCTGGAＧ３′;βＧActinF５′ＧTGATGATATCGC

CGCGCTCGＧ３′,R ５′ＧAGGCCCAGAGCAAGAGA

GGCＧ３′.所有实验重复测定６次.

１．２．３Westernblotting法

使用放射免疫沉淀法裂解缓冲液(radioimmuＧ

noprecipitationassaylysisbuffer,RIPA)从SKOV３
细胞中提取总蛋白,用BCA 检测试剂盒测定蛋白浓

度.蛋白样品在１０％ SDSＧPAGE上分离后,转移到

聚偏二氟乙烯膜(polyvinylidenefluoridemembrane,

PVDF)上.５％脱脂牛奶封闭后,用一抗LDHA(１∶

１０００稀释)、βＧcatenin(１∶１０００ 稀释)和βＧActin
(１∶１０００稀释)４℃孵育过夜.然后用 TBST 冲洗

膜３次,山羊抗兔IgG二抗(１∶５０００稀释)孵育１h,

再次冲洗,最后用ECL化学发光检测试剂观察蛋白

条带,并使用ImageJ软件分析目标条带的灰度值.

所有实验重复测定６次.

１．２．４Transwell实验检测细胞侵袭和迁移

检测 细 胞 侵 袭 实 验 时,将 转 染 的 ２×１０５ 个

SKOV３细胞接种在涂有 Matrigel胶的 Transwell
小室上腔中,下腔加入６００μL含１０％ FBS的完全培

养基.置于细胞培养箱中常规培养２４h后,将小室

取出.用PBS洗涤细胞后,将细胞用４％多聚甲醛

固定３０min,并用棉签小心地擦拭小室内侧底面的细

胞,在室温下放置５min进行空气干燥.用０．１％结

晶紫染色３０min,随后PBS洗涤３次,风干.在倒置

显微镜下随机选择５个不同的视野进行观察拍照,

使用ImageJ软件计数细胞数量.Transwell迁移实

验使用未涂有 Matrigel胶的 Transwell小室进行实

验,其余实验步骤与侵袭实验一致.所有实验重复

测定６次.
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１．２．５细胞免疫荧光染色

细胞爬片后,在培养板中用PBS洗涤细胞,随后

用４％多聚甲醛固定１５min,０．２％ TritonXＧ１００通

透１０min,山羊血清封闭３０min,PBS洗涤３次.用

抗LC３的一抗(１∶５００稀释)４℃孵育过夜.然后,

将细 胞 与 相 应 的 异 硫 氰 酸 荧 光 素 (fluorescein

isothiocyanate,FITC)标记的二抗(１∶１０００稀释)

室温下孵育１h,并用４′,６Ｇ二脒基Ｇ２Ｇ苯基吲哚(４′,６Ｇ

DiamidinoＧ２Ｇphenylindole,DAPI)标记细胞核.共聚

焦荧光显微镜下观察细胞并拍照.

１．２．６细胞能量代谢水平的检测

收集转染后的细胞培养基,分别使用葡萄糖检

测试剂盒和乳酸检测试剂盒,根据说明书测定葡萄

糖消耗和乳酸产量.结果按细胞总蛋白量归一化.

所有实验重复测定６次.

１．３统计学方法

应用SPSS２１．０统计学软件对数据进行分析.

计量数据以均数±标准差(x－±s)的形式表示,采用

t检验分析两组之间的差异,使用单因素方差分析多

组间差异.当P＜０．０５为差异具有统计学意义.

２结果

２．１饥饿对卵巢癌细胞自噬的影响

采用 Westernblotting和免疫荧光染色法对相

应指标 进 行 检 测,结 果 显 示,与 Control组 比 较,

EBSS组SKOV３细胞自噬蛋白 LC３ＧⅡ/LC３ＧⅠ 表

达量相对比值显著升高,荧光斑 点 聚 集 增 多;与

EBSS组 比 较,EBSS＋３ＧMA 组 细 胞 自 噬 蛋 白

LC３ＧⅡ/LC３ＧⅠ表达量相对比值显著降低,荧光斑点

减少;三组间细胞的 LC３ＧⅡ/LC３ＧⅠ表达量相对比

值比较,差异有统计学意义(F＝１１３．９００,P＜０．０１),

表明饥饿处理可以诱导卵巢癌细胞自噬,见图１和

表１.

２．２饥饿及自噬对卵巢癌细胞侵袭和迁移的影响

Transwell实验结果显示,与 Control组比较,

EBSS组SKOV３细胞侵袭和迁移细胞数显著增加

(P＜０．０１),MMP２和 MMP９蛋白相对表达量显著

升高(P＜０．０１);与 EBSS组比较,EBSS＋３ＧMA 组

细胞侵袭和迁移细胞数显著减少(P＜０．０１),MMP２
和 MMP９蛋白相对表达量显著降低(P＜０．０１);三

组间细胞的侵袭和迁移细胞数及基质金属蛋白酶２
(matrixmetalloproteinase２,MMP２)和 MMP９蛋白

相对表达量比较,差异均有统计学意义(F 值分别为

２４４８．０００、１４０５．０００、１１１．０００、１３２．２００,P＜０．０１),表

明饥饿可以促进卵巢癌细胞的侵袭和迁移能力,抑

制自噬抑制饥饿对卵巢癌细胞侵袭和迁移能力的促

进作用,见图２和表２.

注:A为细胞免疫荧光观察细胞LC３的表达;B为 Westernblotting检测自噬蛋白LC３的表达.

图１　饥饿对卵巢癌细胞自噬相关蛋白LC３表达水平的影响

Fig．１　EffectsofstarvationontheexpressionlevelsofautophagyassociatedproteinLC３inovariancancercells
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表１　饥饿对卵巢癌细胞自噬相关蛋白LC３表达水平的比较(x－±s,n＝６)

Table１　ComparisonofstarvationontheexpressionlevelsofautophagyＧrelated

proteinLC３inovariancancercells(x－±s,n＝６)

组别 LC３ＧⅡ/LC３ＧⅠ表达量相对比值 组别 LC３ＧⅡ/LC３ＧⅠ表达量相对比值

Control组 １．００±０．１２

EBSS组 ２．２７±０．１８

EBSS＋３ＧMA组 １．６４±０．１３

F １１３．９００

P ＜０．００１

t１ ２１．３５０

P１ ＜０．００１

t２ １０．７６０

P２ ＜０．００１

t３ １０．５９０

P３ ＜０．００１

　　注:F、P 为Control组vs．EBSS组vs．EBSS＋３ＧMA组;t１、P１为EBSS组vs．Control组;t２、P２为 EBSS＋３ＧMA组vs．Control组;t３、P３为

EBSS＋３ＧMA组vs．EBSS组.

注:A为 Transwell检测细胞侵袭和迁移能力;B为 Westernblotting检测 MMP２和 MMP９的表达.

图２　饥饿及自噬对卵巢癌细胞侵袭和迁移的影响

Fig．２　Effectsofstarvationandautophagyoninvasionandmigrationabilitiesofovariancancercells

表２　饥饿及自噬对卵巢癌细胞侵袭/迁移细胞数和 MMP２/９蛋白相对表达量的比较(x－±s,n＝６)

Table２　Comparisonofthenumberofinvaded/migratingcellsandtherelativeexpressionof

MMP２/９proteininovariancancercellsbystarvationandautophagy(x－±s,n＝６)

组别 侵袭细胞(数/视野) 迁移细胞(数/视野) MMP２蛋白相对表达量 MMP９蛋白相对表达量

Control组 ２４．１０±１．１０ ３５．３０±１．７０ １．００±０．１２ １．００±０．０８

EBSS组 ７６．４０±１．８０ ８９．１０±２．３０ ２．１６±０．１５ ２．３１±０．１７

EBSS＋３ＧMA组 ３１．５０±１．２０ ４５．７０±１．５０ １．７７±０．１４ １．８９±０．１６

F ２４４８．０００ １４０５．０００ １１１．０００ １３２．２００

P ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

t１ ９１．４３０ ７０．６８０ ２０．７００ ２２．５２０

P１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

t２ １２．９４０ １３．６６０ １３．７４０ １５．３００

P２ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

t３ ７８．４９０ ５７．０１０ ６．９６０ ７．２２１

P３ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注:F、P 为Control组vs．EBSS组vs．EBSS＋３ＧMA组;t１、P１为 EBSS组vs．Control组;t２、P２为 EBSS＋３ＧMA组vs．Control组;t３、P３为

EBSS＋３ＧMA组vs．EBSS组.
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　　２．３饥饿及自噬对卵巢癌细胞糖酵解关键酶活

性的影响

与Control组比较,EBSS组SKOV３细胞的相

对葡萄糖消耗量和乳酸生成量显著升高(P＜０．０１),

与EBSS组比较,EBSS＋３ＧMA 组细胞的相对葡萄

糖消耗量和乳酸生成量显著降低(P＜０．０１);三组间

细胞的相对葡萄糖消耗量和乳酸生成量比较,差异均

有统计学意义(F 值分别为５３．０６０、４４．３００,P＜０．０１),

见表３.

RTＧqPCR和 Westernblotting检测结果显示,与

Control组比较,EBSS组SKOV３细胞LDHAmRNA、

GLUT１mRNA、LDHA 蛋白相对表达量显著升高

(P＜０．０１),而LDHBmRNA 相对表达量无显著性

变化(P＞０．０５);与 EBSS组比较,EBSS＋３ＧMA组

细胞LDHA mRNA、GLUT１mRNA、LDHA 蛋白

相对表达量显著降低(P＜０．０１),而 LDHBmRNA
相对表达量无显著性变化(P＞０．０５);三组间细胞的

LDHAmRNA、GLUT１mRNA、LDHA蛋白相对表达

量比较,差异均有统计学意义(F 值分别为３１１．４００、

６６．９４０、１５４．２００,P＜０．０１),表明饥饿上调了 LDHA
的表达,抑制自噬抑制饥饿对 LDHA 的上调表达,

见图３和表３.

图３　饥饿和自噬对卵巢癌细胞糖酵解关键酶

LDHA表达水平的影响

Fig．３　Effectsofstarvationandautophagy

ontheexpressionlevelsofthekeyglycolytic

enzymeLDHAinovariancancercells

表３　饥饿及自噬对卵巢癌细胞糖酵解关键酶活性的比较(x－±s,n＝６)

Table３　Comparisonofstarvationandautophagyontheactivitiesofkeyenzymes

inglycolysisinovariancancercells(x－±s,n＝６)

组别
相对葡萄糖

消耗量
乳酸生成量

(nmol/１０４细胞)
LDHAmRNA
相对表达量

LDHBmRNA
相对表达量

GLUT１mRNA
相对表达量

LDHA蛋白
相对表达量

Control组 １．００±０．１６ １４．３０±１．２０ １．００±０．１１ １．００±０．１３ １．００±０．１２ １．００±０．１０

EBSS组 １．８３±０．１８ ２３．７０±２．２０ ３．０６±０．２２ １．１７±０．１５ １．８２±０．１４ ２．４８±０．２０

EBSS＋３ＧMA组 １．３５±０．１１ １７．８０±１．７０ １．３４±０．１０ １．１４±０．０９ １．５１±０．１１ １．２７±０．１５

F ５３．０６０ ４４．３００ ３１１．４００ ３．１２０ ６６．９４０ １５４．２００

P ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．０７４ ＜０．００１ ＜０．００１

t１ １４．５１０ １３．１７０ ３２．９２０ ３．３０９ １６．２００ ２３．３２０

P１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．０８１ ＜０．００１ ＜０．００１

t２ ６．１１９ ４．９０４ ５．４３３ ２．７２５ １０．０８０ ４．２５４

P２ ０．００２ ０．００９ ０．００４ ０．１６５ ＜０．００１ ０．０２３

t３ ８．３９１ ８．２６６ ２７．４８０ ０．５８４ ６．１２６ １９．０７０

P３ ０．００１ ０．００１ ＜０．００１ ０．９１１ ０．００２ ＜０．００１

　　注:F、P 为Control组vs．EBSS组vs．EBSS＋３ＧMA组;t１、P１为EBSS组vs．Control组;t２、P２为 EBSS＋３ＧMA组vs．Control组;t３、P３为

EBSS＋３ＧMA组vs．EBSS组.

２．４LDHA和自噬对卵巢癌细胞糖酵解的影响

Westernblotting检测结果显示,与NCＧshRNA

组比较,LDHAＧshRNA１ 组和 LDHAＧshRNA２ 组

LDHA蛋白相对表达量显著降低(P＜０．０１),三组

间细胞的LDHA蛋白相对表达量比较,差异有统计

学意义(F＝１２３．２００,P＜０．０１),见图４、表４.

进一步用EBSS对SKOV３细胞进行饥饿处理

(诱导自噬)后结果显示,与 EBSS＋NCＧshRNA 组

比较,EBSS＋LDHAＧshRNA１ 和 EBSS＋LDHAＧ

shRNA２组细胞的相对葡萄糖消耗量、乳酸生成量
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显著降低(P＜０．０１);三组间细胞的相对葡萄糖消耗

量、乳酸生成量比较,差异均有统计学意义(F 值分

别为１０６．３００、９０．１１０,P＜０．０１),表明 LDHA 参与

了饥饿及自噬诱导的卵巢癌细胞糖酵解,见表５.

图４　LDHA和饥饿及自噬对卵巢癌细胞糖酵解的影响

Fig．４　EffectsofLDHA,starvationandautophagyon

glycolysisofovariancancercells

表４　LDHA和饥饿及自噬对卵巢癌细胞糖酵解

的LDHA蛋白相对表达量的比较(x－±s,n＝６)

Table４　ComparisonofLDHAandstarvationandautophagy
ontherelativeexpressionofLDHAproteininovarian

cancercellsunderglycolysis(x－±s,n＝６)

组别 LDHA蛋白相对表达量

NCＧshRNA组 １．００±０．１３

LDHAＧshRNA１组 ０．３７±０．０５

LDHAＧshRNA２组 ０．３４±０．０３

F １２３．２００

P ＜０．００１

t１ １８．７６０

P１ ＜０．００１

t２ １９．６５０

P２ ＜０．００１

t３ ０．８９３

P３ ０．８０５

　　注:F、P 为 NCＧshRNA 组vs．LDHAＧshRNA１组vs．LDHAＧ

shRNA２组;t１、P１为 LDHAＧshRNA１ 组vs．NCＧshRNA 组;t２、P２

为 LDHAＧshRNA２ 组vs．NCＧshRNA 组;t３、P３为 LDHAＧshRNA２

组vs．LDHAＧshRNA１组.

２．５Wnt/βＧcatenin信号通路在卵巢癌细胞自噬

中的作用

Westernblotting检测结果显示,与Control组比

较,EBSS 组 SKOV３ 细 胞 内βＧcatenin、pＧβＧcatenin
磷酸化相对表达量显著升高(P＜０．０１);与EBSS组

比较,EBSS＋３ＧMA 组细胞βＧcatenin、pＧβＧcatenin

磷酸化相对表达量显著降低(P＜０．０１);三组间细胞

的βＧcatenin、pＧβＧcatenin磷酸化相对表达量比较,差

异均有统计学意义(F 值分别为２０６．５００、２２２．２００,

P＜０．０１),表明饥饿诱导的自噬可以激活磷酸化的

βＧcatenin,抑制自噬可以抑制βＧcatenin的磷酸化,见

图５和表６.

表５　LDHA和饥饿及自噬对卵巢癌细胞糖酵解的相对

葡萄糖消耗量、乳酸生成量的比较(x－±s,n＝６)

Table５　ComparisonofLDHAandstarvationandautophagy

ontherelativeglucoseconsumptionandlactateproduction

ofglycolysisinovariancancercells(x－±s,n＝６)

组别
相对葡萄糖

消耗量
乳酸生成量

(nmol/１０４细胞)

EBSS＋NCＧshRNA组 ０．７２±０．０７ １１．９０±１．４０

EBSS＋LDHAＧshRNA１组 ０．３７±０．０３ ４．６０±０．９０

EBSS＋LDHAＧshRNA２组 ０．３１±０．０５ ３．８０±１．１０

F １０６．３００ ９０．１１０

P ＜０．００１ ＜０．００１

t１ １６．３００ １５．５２０

P１ ＜０．００１ ＜０．００１

t２ １９．０９０ １７．２３０

P２ ＜０．００１ ＜０．００１

t３ ２．７９４ １．７０１

P３ ０．１５３ ０．４７０

　　注:F、P 为 EBSS＋NCＧshRNA 组vs．EBSS＋LDHAＧshRNA１

组vs．EBSS＋LDHAＧshRNA２组;t１、P１为 EBSS＋LDHAＧshRNA１

组vs．EBSS＋NCＧshRNA组;t２、P２为 EBSS＋LDHAＧshRNA２ 组vs．

EBSS＋ NCＧshRNA 组;t３、P３ 为 EBSS＋LDHAＧshRNA２ 组 vs．

EBSS＋LDHAＧshRNA１组.

图５　饥饿及自噬对卵巢癌细胞内 Wnt/βＧcatenin

信号通路的影响

Fig．５　EffectsofstarvationandautophagyonWnt/βＧcatenin

signalingpathwaysinovariancancercells
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表６　饥饿及自噬对卵巢癌细胞 Wnt/βＧcatenin
信号通路βＧcatenin、pＧβＧcatenin磷酸化

相对表达量的比较(x－±s,n＝６)

Table６　Comparisonofstarvationandautophagyonthe

phosphorylationofWnt/βＧcateninsignalingpathwayβＧcatenin
andpＧβＧcatenininovariancancercells(x－±s,n＝６)

组别 βＧcatenin
相对表达量

pＧβＧcatenin磷酸化

相对表达量

Control组 １．００±０．１２ １．００±０．１１

EBSS组 ２．２７±０．１８ １．９４±０．１３

EBSS＋３ＧMA组 ０．８８±０．０７ ０．７６±０．０５

F ２０６．５００ ２２２．２００

P ＜０．００１ ＜０．００１

t１ ２３．７００ ２２．４７０

P１ ＜０．００１ ＜０．００１

t２ ２．２３９ ５．７４０

P２ ０．２８３ ０．００３

t３ ２５．９４０ ２８．２１０

P３ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注:F、P 为Control组vs．EBSS组vs．EBSS＋３ＧMA组;t１、P１

为 EBSS组vs．Control组;t２、P２为EBSS＋３ＧMA组vs．Control组;

t３、P３为EBSS＋３ＧMA组vs．EBSS组.

２．６βＧcatenin对饥饿和自噬诱导的卵巢癌细胞

糖酵解的影响

Westernblotting检测结果显示,与NCＧshRNA
组比较,βＧcateninＧshRNA１组和βＧcateninＧshRNA２
组SKOV３细胞内βＧcatenin相对表达量显著降低

(P＜０．０１);三组间细胞的βＧcatenin相对表达量比

较,差异有统计学意义(F＝１２７．０００,P＜０．０１),见
图６、表７.

图６　βＧcatenin对饥饿和自噬诱导的

卵巢癌细胞糖酵解的影响

Fig．６　EffectsofβＧcateninonglycolysisofovariancancer

cellsinducedbystarvationandautophagy

　　与EBSS＋NCＧshRNA组比较,EBSS＋βＧcateninＧ
shRNA１组和 EBSS＋βＧcateninＧshRNA２组 LDHA
蛋白相对表达量、相对葡萄糖消耗量及乳酸生成量

均显著降低(P＜０．０１),三组间细胞的 LDHA 蛋白

相对表达量、相对葡萄糖消耗量及乳酸生成量比较,

差异均有统计学意义(F 值分别为１５３．６００、１２８．３００、

５０．５３０,P＜０．０１),表明βＧcatenin下调抑制饥饿及

自噬诱导的卵巢癌细胞糖酵解,见图６和表８.

表７　βＧcatenin对饥饿和自噬诱导的卵巢癌细胞糖酵解

βＧcatenin相对表达量的比较(x－±s,n＝６)

Table７　ComparisonoftherelativeexpressionofβＧcatenin

onstarvationandautophagyＧinducedglycolysisβＧcatenin

inovariancancercells(x－±s,n＝６)

组别 βＧcatenin相对表达量

NCＧshRNA组 １．００±０．１３

βＧcateninＧshRNA１组 ０．５３±０．０４

βＧcateninＧshRNA２组 ０．２７±０．０３

F １２７．０００

P ＜０．００１

t１ １４．３２０

P１ ＜０．００１

t２ ２２．２４０

P２ ＜０．００１

t３ ７．９２０

P３ ＜０．００１

　　注:F、P 为 NCＧshRNA组vs．βＧcateninＧshRNA１组vs．βＧcateninＧ

shRNA２组;t１、P１为βＧcateninＧshRNA１组 vs．NCＧshRNA 组;t２、

P２为βＧcateninＧshRNA２ 组 vs．NCＧshRNA 组;t３、P３为βＧcateninＧ

shRNA２组vs．βＧcateninＧshRNA１组.

表８　βＧcatenin对饥饿和自噬诱导的卵巢癌细胞

糖酵解的影响(x－±s,n＝６)

Table８　EffectsofβＧcateninonglycolysisofovariancancer

cellsinducedbystarvationandautophagy(x－±s,n＝６)

组别
LDHA

蛋白相对
表达量

相对
葡萄糖
消耗量

乳酸生成量
(nmol/１０４

细胞)

EBSS＋NCＧshRNA组 １．００±０．１１ ０．６１±０．０５ １２．２±１．８

EBSS＋βＧcateninＧshRNA１组 ０．４２±０．０５ ０．３６±０．０３ ６．４±１．１

EBSS＋βＧcateninＧshRNA２组 ０．３３±０．０３ ０．２４±０．０４ ５．１±０．８

F １５３．６００ １２８．３００ ５０．５３０

P ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

t１ １９．７７０ １５．０００ １０．９１０

P１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

t２ ２２．８３０ ２２．２００ １３．３５０

P２ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

t３ ３．０６７ ７．２００ ２．４４５

P３ ０．１１０ ＜０．００１ ０．２２７

　　注:F、P 为EBSS＋NCＧshRNA组vs．EBSS＋βＧcateninＧshRNA１
组vs．EBSS＋βＧcateninＧshRNA２组;t１、P１为EBSS＋βＧcateninＧshRNA１
组vs．EBSS＋NCＧshRNA组;t２、P２为EBSS＋βＧcateninＧshRNA２组vs．

EBSS＋NCＧshRNA 组;t３、P３为 EBSS＋βＧcateninＧshRNA２ 组 vs．

EBSS＋βＧcateninＧshRNA１组.
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３讨论

３．１自噬对癌细胞行为的影响

由于过度的自我消耗可能对细胞有害,自噬由

一系列称为 UNCＧ５１样激酶１(UNCＧ５１Ｇlikekinase

１,ULK１)和激酶２(UNCＧ５１Ｇlikekinase２,ULK２)

的蛋白因子控制,其与自噬相关基因１３(autophagyＧ

relatedgenes１３,ATG１３)、自噬核心蛋白和２００kDa
家族相互作用蛋形成复合物,在自噬起始中起关键

作用.自噬主要受 AMPK和雷帕霉素靶蛋白(mechＧ

anistictargetofrapamycincomplex１,mTORC１)信号

通路的调控.当细胞处于营养剥夺或氧化应激状态

时,AMPK 可激活自噬;相反,在营养丰富的条件

下,mTORC１通过降低 ULK１的激活抑制自噬.高

水平自噬可导致癌细胞死亡;因此诱导细胞高水平

自噬是卵巢癌靶向治疗的潜在靶点[１０].但另一方

面,自噬对受损细胞器和DNA降解过程中的中间体

可以为肿瘤细胞葡萄糖代谢、氨基酸代谢和脂质代

谢提供底物,其能影响癌细胞的行为,包括在代谢恶

劣环境条件下增强癌细胞生存、促进侵袭性生长、促

进免疫逃逸和化疗耐药等.在卵巢癌中,癌细胞释

放炎症因子激活肿瘤微环境中基质成纤维细胞、抑

制免疫细胞对癌细胞的抗肿瘤杀伤活性;基质成纤

维细胞和癌细胞释放自噬衍生的代谢物和底物,通

过自分泌和旁分泌途径调节临近癌细胞的自噬水平

和癌细胞行为[１１].本研究显示,饥饿引起卵巢癌细

胞上调自噬.

３．２乳酸脱氢酶、癌细胞内糖酵解活性和癌细胞

行为的相关性

乳酸脱氢酶(lactatedehydrogenase,LDH)是一

种高活性糖酵解途径酶,属于２Ｇ羟基酸氧化还原酶

家族,其在氧化磷酸化向糖酵解的转换中起着关键

作用.在丙酮酸转化为乳酸的过程中,要发生烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸(还原形式)(reducedformofnicＧ

otinamideadeninedinucleotide,NADH)到烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸(氧化形式)(oxidizedformofnicotinＧ

amideadeninedinucleotide,NAD＋)的再生,这对于

正在进行的糖酵解是必不可少的,LDH 是这一再生

过程的关键酶[１２].LDH 是一种同源四聚体或异源

四聚体分子,由两个 M 亚基(肌肉)和两个 H 亚基

(心脏)组成.ldha基因编码 M 亚基,LDHA基因编

码 H 亚基.M 和 H 亚基组合形成 LDH１~LDH５
共五种同工酶[１３].LDHA 在卵巢癌中表达上调并

促进癌细胞增殖.下调 LDHA 抑制卵巢癌细胞增

殖[１４].LDHA抑制剂可增敏卵巢癌细胞对 PARP
抑制剂的抗肿瘤活性[１５].miRＧ３８３通过靶向抑制

LDHA的表达,抑制卵巢癌细胞增殖、侵袭和有氧

糖酵解[１６].本研究显示,饥饿上调了 LDHA 的表

达,并促进了卵巢癌细胞的侵袭和迁移能力.

MMP２和 MMP９是癌细胞侵袭、迁移和血管发

生过程中的关键酶,负责降解基质成分,协助癌细胞

从原位退出及进入新的微环境.与癌旁组织相比,

人类恶性卵巢癌组织中转录调节剂巨核细胞性白血

病因子１(megakaryocyticleukemia１,MKL１)的转

录和表达水平升高,伴有 MMP２表达水平也升高的

现象.研究发现,MKL１是 MMP２的转录调节因

子,在缺氧条件下负责促进 MMP２及其活化相关因

子的转录和表达,并赋予卵巢癌细胞侵袭和迁移能

力[１７].LncRNA TP７３ＧAS１ 通 过 上 调 MMP２ 和

MMP９,促进卵巢癌细胞增殖和恶性转移[１８].Wnt/

βＧcatenin信号通路在调节胚胎发育和生理过程中起

重要作 用.当 该 通 路 受 到 Wnt配 体 的 刺 激 时,

βＧcatenin从其降解复合物中解离并易位到细胞核

中,与 TCF/LEF转录因子相互作用,激活下游靶基

因的转录和表达.Wnt/βＧcatenin信号通路的异常

激活,在子宫内膜样和黏液型上皮性卵巢癌中多有

报道,并被证明在所有类型卵巢癌中促进癌症干细

胞自我更新、转移及化疗耐药[１９].Wnt/βＧcatenin
是高级别浆液性低分化卵巢癌恶性转移的关键信号

通路;性别决定区 YＧ盒转录因子 ９(SRYＧbox９,

SOX９)通过活化 Wnt/βＧcatenin信号通路进一步促

进高级别浆液性卵巢癌的恶性转移[２０].本研究显

示,饥 饿 上 调 了 磷 酸 化ＧβＧcatenin 的 水 平 并 激 活

βＧcatenin.敲低βＧcatenin可下调LDHA的表达,并

抑制乳酸生成.

总之,本研究发现饥饿激活卵巢癌细胞自噬,并

促进其侵袭和迁移能力,增强糖酵解活性.与此同

时,饥饿上调了LDHA的表达并磷酸化活化βＧcatenin
信号,敲低βＧcatenin可下调LDHA的表达并抑制乳

酸生成.本研究结果揭示了卵巢癌细胞自噬与糖代谢

之间的联系,可能为卵巢癌治疗提供潜在的治疗靶点.
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