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  [摘 要] 目的 探究PTEN通过磷酸肌醇-3激酶/蛋白激酶B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(PI3K/Akt/
mTOR)通路介导的自噬调控宫颈癌细胞顺铂耐药的机制。方法 2024年3月通过大剂量冲击法诱导Hela细

胞顺铂耐药。采用转染沉默PTEN,利用蛋白质印迹检测其对PI3K/Akt/mTOR通路和自噬的影响。将 Hela
细胞分为si-NC组、si-PTEN组、si-NC+3-甲基腺嘌呤(3-MA)组和si-PTEN+3-MA组。3-MA处理转染si-
NC、si-PTEN的Hela细胞以抑制自噬,随后用顺铂处理,通过CCK-8法、克隆形成实验分析顺铂对各组细胞活

力和增殖的影响。在动物实验中将裸鼠组1分为OE-NC组、OE-PTEN组、OE-NC+顺铂组和OE-PTEN+顺

铂组,分别利用转染OE-NC、OE-PTEN的顺铂耐药的Hela细胞构建荷瘤裸鼠模型,然后用顺铂干预裸鼠。裸

鼠组2分为si-NC组、si-NC+顺铂组、si-PTEN+顺铂组和si-PTEN+3-MA+顺铂组,分别利用转染si-NC、si-
PTEN的Hela细胞构建荷瘤裸鼠模型,通过腹腔注射3-MA抑制自噬,再利用顺铂干预,分别检测肿瘤生长情

况。结果 与非耐药Hela细胞比较,顺铂耐药的 Hela细胞PI3K、Akt、mTOR蛋白磷酸化水平,以及自噬水

平均明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。与顺铂处理的si-NC组比较,si-PTEN组 Hela细胞活力、增

殖能力均明显提高,si-NC+3-MA组细胞活力、增殖能力均进一步降低,且si-PTEN+3-MA组细胞活力、增殖

能力均明显低于si-PTEN组,差异均有统计学意义(P<0.05);过表达PTEN明显提高了耐药肿瘤细胞对顺铂

的敏感性,此外沉默PTEN减弱顺铂对宫颈癌肿瘤模型的抑制作用,而抑制自噬则逆转了PTEN沉默对顺铂

耐药的诱导,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 PTEN的降低通过激活PI3K/Akt/mTOR通路诱导自

噬促进宫颈癌细胞顺铂耐药。
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[Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

mechanism
 

by
 

which
 

PTEN
 

regulates
 

autophagy
 

to
 

mediate
 

cispl-
atin

 

resistance
 

in
 

cervical
 

cancer
 

cells
 

through
 

the
 

phosphoinositide
 

-3
 

kinase/protein
 

kinase
 

B/mammalian
 

ra-
pamycin

 

target
 

protein(PI3K/Akt/mTOR)
 

pathway.Methods In
 

March
 

2024,Hela
 

cells
 

were
 

induced
 

to
 

de-
velop

 

cisplatin
 

resistance
 

using
 

a
 

high-dose
 

shock
 

method.PTEN
 

was
 

silenced
 

by
 

transfection,and
 

the
 

effects
 

on
 

the
 

PI3K/Akt/mTOR
 

pathway
 

and
 

autophagy
 

were
 

detected
 

using
 

Western
 

blotting.Hela
 

cells
 

were
 

divid-
ed

 

into
 

si-NC
 

group,si-PTEN
 

group,si-NC+3-MA
 

group,and
 

si-PTEN+3-MA
 

group.3-MA
 

was
 

used
 

to
 

in-
hibit

 

autophagy
 

in
 

Hela
 

cells
 

transfected
 

with
 

si-NC
 

and
 

si-PTEN,and
 

then
 

treated
 

with
 

cisplatin.The
 

effects
 

of
 

cisplatin
 

on
 

the
 

viability
 

and
 

proliferation
 

of
 

each
 

group
 

of
 

cells
 

were
 

analyzed
 

using
 

CCK-8
 

assay
 

and
 

clone
 

formation
 

experiment.In
 

the
 

animal
 

experiment,the
 

nude
 

mouse
 

group
 

1
 

was
 

divided
 

into
 

OE-NC
 

group,OE-
PTEN

 

group,OE-NC+cisplatin
 

group,and
 

OE-PTEN+cisplatin
 

group.Nude
 

mice
 

models
 

with
 

tumor
 

forma-
tion

 

were
 

constructed
 

using
 

cisplatin-resistant
 

Hela
 

cells
 

transfected
 

with
 

OE-NC
 

and
 

OE-PTEN,and
 

then
 

treated
 

with
 

cisplatin.The
 

nude
 

mouse
 

group
 

2
 

was
 

divided
 

into
 

si-NC
 

group,si-NC+cisplatin
 

group,si-PTEN
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+cisplatin
 

group,and
 

si-PTEN+3-MA+cisplatin
 

group.Nude
 

mice
 

models
 

with
 

tumor
 

formation
 

were
 

con-
structed

 

using
 

Hela
 

cells
 

transfected
 

with
 

si-NC
 

and
 

si-PTEN,and
 

3-MA
 

was
 

used
 

to
 

inhibit
 

autophagy
 

before
 

cisplatin
 

intervention.The
 

tumor
 

growth
 

was
 

detected
 

in
 

each
 

group.Results Compared
 

with
 

non-resistant
 

Hela
 

cells,the
 

phosphorylation
 

levels
 

of
 

PI3K,Akt,and
 

mTOR
 

proteins
 

and
 

the
 

autophagy
 

level
 

in
 

cisplatin-
resistant

 

Hela
 

cells
 

were
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05).
Compared

 

with
 

the
 

si-NC
 

group
 

treated
 

with
 

cisplatin,the
 

viability
 

and
 

proliferation
 

ability
 

of
 

Hela
 

cells
 

in
 

the
 

si-PTEN
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,while
 

the
 

viability
 

and
 

proliferation
 

ability
 

of
 

the
 

si-NC+3-MA
 

group
 

were
 

further
 

decreased,and
 

the
 

viability
 

and
 

proliferation
 

ability
 

of
 

the
 

si-PTEN+3-MA
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

the
 

si-PTEN
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(P<
0.05).Overexpression

 

of
 

PTEN
 

significantly
 

increased
 

the
 

sensitivity
 

of
 

resistant
 

tumor
 

cells
 

to
 

cisplatin.In
 

addition,silencing
 

PTEN
 

weakened
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

cisplatin
 

on
 

cervical
 

cancer
 

tumor
 

models,and
 

in-
hibiting

 

autophagy
 

reversed
 

the
 

induction
 

of
 

cisplatin
 

resistance
 

by
 

PTEN
 

silencing.The
 

differences
 

were
 

sta-
tistically

 

significant(P<0.05).Conclusion The
 

reduction
 

of
 

PTEN
 

induces
 

autophagy
 

through
 

activating
 

the
 

PI3K/Akt/mTOR
 

pathway,promoting
 

cisplatin
 

resistance
 

in
 

cervical
 

cancer
 

cells.
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  宫颈癌是全球女性第四大常见癌症,最新统计显

示,全球每年约有66.2万例宫颈癌新发病例和34.89
万例死亡病例,发病率和病死率分别列第4、9位[1]。
现阶段,化疗仍是治疗宫颈癌的常用方法之一[2],顺
铂相关联合化疗药物能有效抑制肿瘤生长,提高生存

率[3-4]。然而临床实践中一些患者会产生获得性顺铂

耐药,顺铂耐药可导致基于顺铂的化疗失败,并导致

疾病进展或复发[5-6]。然而目前关于宫颈癌顺铂耐药

的机制仍不清楚,严重阻碍了治疗方法的进展。最近

研究揭示,顺铂耐药性的形成与自噬过程的诱导紧密

相连[7-8]。自噬作为哺乳动物细胞内蛋白质降解的核

心途径,在饥饿、化疗药物刺激等应激条件下负责长

寿命蛋白质、细胞质细胞器及其他细胞成分的降解与

回收[9-10]。自噬能通过溶酶体途径降解和回收衰老的

细胞器和蛋白质,为细胞提供营养和能量[11]。有研究

表明,耐药宫颈癌细胞自噬水平升高,而抑制自噬则

能恢复宫颈癌细胞对药物的敏感性[12],但其具体调控

机制仍不清楚。
PTEN又称为 MMAC1/TEP1,于1997年由3

个独立实验室同时发现[13]。作为肿瘤抑制因子,
PTEN是磷酸肌醇-3激酶/蛋白激酶B/哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白(PI3K/Akt/mTOR)这一主要细胞生

长和存活信号通路的负调节因子,通过促进细胞凋

亡[14]、抑制细胞周期[15],以及细胞迁移[16]发挥肿瘤抑

制作用。此外,PI3K/Akt/mTOR通路也与耐药和自

噬有关,有 研 究 发 现,该 通 路 能 提 高 自 噬 速 度,且
PI3K/Akt/mTOR通 路 的 激 活 能 明 显 提 高 膀 胱

癌[17]、乳腺癌[18]细胞对顺铂的耐药性。然而PTEN
能否通过调控PI3K/Akt/mTOR通路调节自噬参与

了宫颈癌细胞的顺铂耐药则仍不清楚。本研究探讨

了PTEN通过PI3K/Akt/mTOR通路介导的自噬调

控宫颈癌细胞顺铂耐药的机制,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料 宫颈癌细胞系 Hela购自美国 ATCC

公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 2024年3月使用含10%胎牛血

清的RPMI-1640培养基(Life
 

Technologies,美国)在
37

 

℃、含5%CO2 的培养环境中保存。本研究经过本

院伦理委员会批准(审批号:IACUC-CQMU-2024-
0362)。
1.2.2 构建耐药 Hela细胞株 通过大剂量冲击法

诱导Hela细胞耐药细胞系,命名为 Hela-CR细胞[9]。
将处于对数生长期的 Hela细胞接种于细胞培养瓶

中,待细胞贴壁后向培养基中加入100
 

μg/mL的顺铂

溶液培养24
 

h。去除含顺铂的培养基,用无菌的磷酸

盐缓冲液(PBS)洗涤细胞2次,去除残留药物,然后加

入新鲜的不含顺铂的完全培养基,让细胞恢复生长一

段时间直至细胞形态基本恢复正常。当细胞恢复生

长并达到一定的汇合率后再次加入相同浓度的顺铂

溶液进行冲击,如此反复间断诱导,每次冲击后均让

细胞有足够的时间恢复生长。然后通过CCK-8法测

量不同浓度顺铂下细胞活力[计算半数抑制浓度

(IC50)值]。
1.2.3 细胞分组和转染 为分析自噬在PTEN调控

耐药中的机制,将 Hela细胞分为si-NC组、si-PTEN
组、si-NC+3-甲基腺嘌呤(3-MA)组和si-PTEN+3-
MA组,通过转染沉默PTEN,通过在培养基中加入

终浓度为5
 

mmol/L的3-MA抑制自噬,然后利用顺

铂处理。使用Invitrogen(美国)的 LipofectamineTM
 

3000试剂盒,根据说明书进行操作。使用购自中国

Generay公司的si-PTEN、OE-PTEN,以及对应的阴

性对照(si-NC、OE-NC)。当Hela细胞汇合度达到约

70%时准备进行转染。每10厘米培养皿中加入50
 

nmol的si-PTEN或 OE-PTEN,以及对应的阴性对

照si-NC或OE-NC。将50
 

nmol的si-PTEN或OE-
PTEN和si-NC 分别用无血清培养基 稀 释 至1.5

 

mL。取15
 

μL的LipofectamineTM
 

3000试剂和15
 

μL
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的P3000TM 试剂分别用无血清培养基稀释至1.5
 

mL。将稀释后的si-PTEN或OE-PTEN和si-NC与

稀释后的LipofectamineTM
 

3000和P3000TM 混合,轻
轻摇匀,室温孵育5

 

min。将上述混合物加入10
 

cm
培养皿中,轻轻摇动培养皿,使混合物均匀分布,在37

 

℃、含5%CO2 的培养环境中孵育6
 

h后小心去除培

养皿中的旧培养基,加入5
 

mL新鲜的含10%胎牛血

清的RPMI-1640完全培养基,在37
 

℃、含5%CO2 的

培养环境中继续孵育48
 

h。收集细胞用于后续实验。
1.2.4 实时荧光定量-聚合酶链反应(PCR)检测

mRNA 将细胞样本放入1.5
 

mL的EP
 

管中,并在

冰浴条件下加入1
 

mL的Trizol试剂,然后剧烈摇晃

EP管15
 

s,使样本充分混匀,之后将EP管在室温下

静置3
 

min,以便样本充分反应。随后4
 

℃、12
 

000×g
离心15

 

min。离心结束后将上层的水相小心转移到1
个新的EP管中。接着使用水相中的异丙醇来沉淀

RNA,4
 

℃、12
 

000×g离心10
 

min,弃上清液,然后用

75%乙醇洗涤RNA沉淀,Trizol与75%乙醇比例为

1∶1。洗涤后4
 

℃、7
 

500×g离 心5
 

min。采 用

TAKARA 公 司 生 产 的 PrimeScript
 

Ⅱ
 

first-strand
 

cDNA合成试剂盒,将提取到的RNA精准反转录成

cDNA。随 后 在 Applied
 

BiosystemsTM
 

7500 实 时

PCR系统上使用SolarBio公司生产的SYBR
 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix试剂盒进行实时荧光定量PCR分

析,反应条件:先进行一个初始变性阶段,95
 

℃持续

15
 

s;然后进入40个循环的扩增阶段,每个循环均包

括60
 

℃持续30
 

s的退火与延伸步骤;最后再进行一

个额外的72
 

℃、30
 

s的延伸步骤,以确保反应完全。
以GAPDH作为内参,以2-ΔΔCt方法检测mRNA。
1.2.5 蛋白质印迹检测蛋白水平 使用100

 

μL细

胞裂解液、1
 

μL蛋白酶抑制剂、1
 

μL的苯甲基磺酰氟

(PMSF)新鲜配制的裂解液裂解细胞,轻轻混匀,冰上

孵育30
 

min。将裂解后的样本4
 

℃、12
 

000×g离心

15
 

min。将离心后的上清液小心收集到另一个1.5
 

mL的离心管中(上清液中含有可溶性蛋白质,是后续

实验的主要样本)。取2.5
 

μL样本与22.5
 

μL三蒸

水混合,以稀释样本中的蛋白质。使用BCA法测定

蛋白质浓度。采用8%~12%的十二烷基硫酸钠-聚
丙烯酰胺(SDS-PAGE)进行蛋白质分离,将样本加载

到SDS-PAGE凝胶的加样孔中进行电泳分离。将

SDS-PAGE凝胶与聚偏二氟乙烯或硝酸纤维素膜放

在转膜夹中,采用90
 

V恒压转膜90
 

min,结束后将膜

放入含5%脱脂奶粉的 Tris缓冲盐溶液(含0.1%
 

Tween-20)中,摇床封闭2
 

h。将膜分别放入1∶1∶
800稀释的兔单抗PTEN(ab32199,Abcam,美国)、
PI3K(ab302958)、p-PI3K(ab278733)、Akt(ab8805)、
p-Akt(ab38449)、mTOR (ab134903)、p-mTOR、
(ab109268)、微管相关蛋白1轻链3-Ⅱ(LC3

 

Ⅱ)/Ⅰ
(ab232940)中,4

 

℃孵育过夜。次日将膜用Tris缓冲

盐溶液洗涤3次,每次5
 

min,以去除未结合的一抗。

然后加入二抗(1∶2
 

000,ab6721),37
 

℃缓慢摇动

2
 

h。使用电化学发光试剂盒(Amersham
 

Biote)进行

化学发光显影。将膜放入电化学发光试剂中确保试

剂充分覆盖膜表面,然后使用X光胶片或成像系统进

行显影。使用IPP6.0软件进行印迹可视化,通过内

参GAPDH进行蛋白表达分析。
1.2.6 CCK-8法检测细胞活力 将已完成转染处理

的Hela细胞以每孔5×103 的细胞密度均匀接种至

96孔板中,每孔加入100
 

μL细胞悬液。将96孔板置

于细胞培养箱中,37
 

℃、5%CO2 的培养环境中继续

培养48
 

h,确保细胞充分贴壁生长。向每孔中添加10
 

μL
 

CCK-8试剂,确保试剂覆盖所有细胞,轻轻振荡96
孔板以混匀。将96孔板转移至37

 

℃孵育箱中孵育

2
 

h。使用ELX800酶标仪(BioTek公司)在450
 

nm
波长下测定各孔的吸光度值。
1.2.7 克隆形成实验检测增殖 将处于对数生长期

的细胞使用胰酶进行消化处理,用完全培养基重悬细

胞,形成均匀的细胞悬液。对细胞悬液进行计数,以
确定细胞浓度。准备6孔板培养板,每孔接种500个

细胞。将接种后的6孔板置于培养箱中继续培养

14
 

d。在培养过程中每3天更换1次培养基,并同时

观察细胞生长状态,确保细胞健康生长。用PBS洗涤

细胞1次,以去除培养基和浮游的细胞。每孔加入

4%多聚甲醛1
 

mL,固定细胞60
 

min,使细胞形态得

以保持。再次用PBS洗涤细胞1次,以去除多聚甲

醛。每孔加入结晶紫染液1
 

mL,对细胞进行染色10
 

min。染色完成后用PBS洗涤细胞数次,以彻底去除

结晶紫染液。然后使用数码相机对整个6孔板及每

个孔进行单独拍照,记录克隆形成情况。
1.2.8 构建荷瘤裸鼠模型与分组 裸鼠组1分为

OE-NC组、OE-PTEN 组、OE-NC+顺铂组和 OE-
PTEN+顺铂组。为分析PTEN对 Hela细胞顺铂耐

药的调控作用通过转染提高 Hela-CR细胞PTEN水

平,构建荷瘤裸鼠模型后利用顺铂干预。裸鼠组2分

为si-NC组、si-NC+顺铂组、si-PTEN+顺铂组和si-
PTEN+3-MA+顺铂组。为分析自噬在PTEN调控

顺铂耐药中的作用利用转染si-PTEN的Hela细胞构

建荷瘤裸鼠模型,通过腹腔注射3-MA抑制自噬,然
后利用顺铂干预。通过皮下注射的方法构建荷瘤裸

鼠模型,具体方法:在细胞注射前1周将5月龄、体质

量18~20
 

g的裸鼠转移至新的实验室环境饲养,直至

其适应环境。使用胰蛋白酶或其他合适的酶制剂将

指数生长阶段的细胞从培养瓶中分离出来。将细胞

保存在100%的细胞培养液中,并置于冰中以保持其

活力。使用玻璃血细胞计数室,使0.1
 

mL的体积包

含5×106 个转染后的细胞。使用18号针头将细胞吸

入注射器进行侧面注射,避免皮内注射及注入肌肉

层,注射须在几秒内完成。注射完成后将针抽出一部

分使基质凝固并使皮肤覆盖针道,然后将针完全取

出,注射后观察小鼠30
 

min,确保每只小鼠恢复正常。
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注射后7
 

d可触摸到肿瘤肿块,24
 

d后颈椎脱臼安乐

处死小鼠,取出肿瘤组织。
1.3 统计学处理 应用SPSS22.0统计软件进行数据

分析,计量资料以x±s表示,采用t检验、ANOVA 和

Tukey事后检验等。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 非耐药 Hela细胞与 Hela-CR细胞的细胞活力

比较 顺铂对非耐药 Hela细胞的IC50 值为1.63
 

μmol/L,Hela-CR细胞的IC50 值为6.51
 

μmol/L。见

图1。
2.2 非耐药 Hela细胞与 Hela-CR细胞PTENmR-
NA和蛋白水平、自噬水平比较 与非耐药Hela细胞

比较,Hela-CR细胞中PTEN
 

mRNA和蛋白水平均

明显降低,自噬标志蛋白———LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白水平均明

显升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。见图2。

  注:A为不同顺铂浓度下 Hela细胞活力曲线;B为不同顺铂浓度下 Hela-CR细胞活力曲线。

图1  非耐药 Hela细胞与 Hela-CR细胞的细胞活力比较

  注:A为非耐药 Hela细胞和 Hela-CR细胞中PTEN
 

mRNA水平比较;B为非耐药 Hela细胞和 Hela-CR细胞中PTEN蛋白水平比较;C为非

耐药 Hela细胞和 Hela-CR细胞中LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白水平比较;与非耐药 Hela细胞比较,aP<0.05。

图2  非耐药 Hela细胞与 Hela-CR细胞PTENmRNA和蛋白水平、自噬水平比较

2.3 沉默PTEN激活PI3K/Akt/mTOR通路并提

高自噬水平 与si-NC组比较,si-PTEN 组PTEN
 

mRNA及蛋白水平均明显降低,差异均有统计学意义

(P<0.05);si-PTEN组PI3K、Akt、mTOR蛋白磷酸

化水平均明显高于si-NC组,si-PTEN组LC3Ⅱ/Ⅰ
蛋白水平明显高于si-NC组,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见图3。
2.4 抑制自噬阻断PTEN沉默对耐药性的促进 与

si-NC组比较,si-PTEN组细胞活力、克隆形成能力均

明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05);si-NC+

3-MA组细胞活力、克隆形成能力均明显降低,si-
PTEN+3-MA组细胞活力、克隆形成能力均明显低

于si-PTEN组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见

图4。
2.5 过表达PTEN提高 Hela-CR细胞荷瘤裸鼠对

顺铂的敏感性 与 OE-NC组比较,OE-PTEN组肿

瘤体积和质量均明显降低,差异均有统计学意义(P<
0.05);OE-NC+顺铂组体积和质量也均有所降低,
OE-PTEN+顺铂组肿瘤体积和质量均明显低于OE-
NC+顺铂组。见图5。
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2.6 抑制自噬阻断PTEN沉默对顺铂耐药性的诱

导 si-NC+顺铂组肿瘤体积和质量均明显低于si-
NC组,si-PTEN+顺铂组肿瘤体积和质量均明显高

于si-NC+顺铂组,si-PTEN+3-MA+顺铂组肿瘤体

积和质量均明显低于si-PTEN+顺铂组,差异均有统

计学意义(P<0.05)。见图6。

  注:A为沉默PTEN明显激活PI3K/Akt/mTOR通路;B为沉默PTEN明显促进自噬蛋白———LC3Ⅱ/Ⅰ的表达;与si-NC组比较,aP<0.05。

图3  沉默PTEN激活PI3K/Akt/mTOR通路并提高自噬水平

  注:A为CCK-8法检测沉默PTEN和抑制自噬对顺铂处理后 Hela细胞活力的影响;B为克隆形成实验检测沉默PTEN和抑制自噬对顺铂处

理后 Hela细胞增殖能力的影响;与si-NC组比较,aP<0.05;与si-PTEN组比较,bP<0.05。

图4  抑制自噬阻断PTEN沉默对耐药性的促进

  注:A为PTEN过表达的 Hela-CR细胞的构建;B为各组中典型裸鼠展示;C、D为各组裸鼠肿瘤体积和质量比较;与 OE-NC组比较,aP<

0.05;与OE-NC+PTEN组比较,bP<0.05。

图5  过表达PTEN提高 Hela-CR细胞荷瘤裸鼠对顺铂的敏感性
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  注:A、B为各组裸鼠肿瘤体积和质量比较;与si-NC组比较,aP<0.05;与OE-NC+PTEN组比较,bP<0.05;与si-PTEN+顺铂组比较,cP<

0.05。

图6  抑制自噬阻断PTEN沉默对顺铂耐药性的诱导

3 讨  论

  有研究通过转染技术使顺铂耐药的肺癌细胞系

重新表达PTEN发现,这些细胞的顺铂敏感性明显恢

复,细胞增殖受抑制,凋亡率增加[19]。但其在宫颈癌

顺铂耐药的作用还有待于深入分析。为研究PTEN
在宫颈癌细胞顺铂耐药的机制,本研究通过大剂量冲

击法诱导 Hela-CR细胞,结果显示,IC50 值从1.63
 

μmol/L升高至6.51
 

μmol/L,耐药细胞株构建成功。
并且在获得耐药性后细胞中PTEN

 

mRNA和蛋白水

平均明显降低,而自噬标志蛋白———LC3Ⅱ/Ⅰ水平明

显升高,提示了PTEN和自噬在宫颈癌顺铂耐药中的

作用。
本研究为进一步分析PTEN调控自噬对宫颈癌

顺铂耐药的调控机制,通过转染沉默 PTEN 发现,
PTEN的降低明显激活了PI3K/Akt/mTOR通路并

提高自噬水平。此外,为进一步分析PTEN通过调控

自噬调节宫颈癌细胞顺铂耐药,利用自噬抑制剂———
3-MA分别处理转染si-NC、si-PTEN的宫颈癌细胞,
然后检 测 顺 铂 对 细 胞 增 殖 影 响。结 果 显 示,沉 默

PTEN明显提高了宫颈癌细胞对顺铂的抗性,减弱了

顺铂对增殖的抑制;而使用3-MA抑制自噬不但提高

了顺铂对宫颈癌细胞的杀伤力,还阻断了PTEN沉默

对顺铂耐药性的促进。此外,本研究也进行了动物实

验,利用转染OE-NC、OE-PTEN的顺铂耐药 Hela细

胞构建荷瘤裸鼠模型,然后利用顺铂干预,结果显示,
顺铂对耐药肿瘤组织的抑制作用有限,但过表达

PTEN明显提高了顺铂对肿瘤体积和质量的抑制作

用,表明宫颈癌顺铂耐药与PTEN密不可分。然后本

研究还分别利用转染si-NC、si-PTEN的Hela细胞构

建荷瘤裸鼠模型,利用3-MA 抑制自噬后用顺铂处

理,结果显示,沉默PTEN明显抑制了顺铂对肿瘤生

长的抑制作用,而使用3-MA抑制自噬又明显恢复了

顺铂对肿瘤的抑制作用。

细胞自噬是一种高度保守的细胞过程,通过溶酶

体降解细胞内受损或多余的蛋白质和细胞器,以维持

细胞内环境的稳态,越来越多的研究表明,细胞自噬

在癌症的发生、发展,以及耐药机制中发挥着重要作

用[20-21]。细胞自噬在某些情况下可作为一种应激反

应机制,帮助细胞应对外界环境的压力,如缺氧、营养

缺乏和药物刺激[22-23]。在癌症中PTEN的缺失或突

变会导致PI3K/Akt/mTOR通路的异常激活,会降

低自噬相关基因的表达,减少自噬体的形成和溶酶体

的降解能力,从而促进癌细胞在压力刺激的条件下的

生存和增殖[24]。结合文献报道和本研究结果表明,
PTEN的降低会激活PI3K/Akt/mTOR通路并提高

自噬水平,从而促进宫颈癌细胞在顺铂刺激的环境下

维持细胞稳态,提高对顺铂的耐药性。
本研究也存在一些不足之处:(1)关于PTEN抑

制PI3K/Akt/mTOR通路调控自噬的分子机制仍需

在多种宫颈癌细胞中进行深入分析;(2)该机制也可

能通过调控其他机制诱导耐药;(3)关于PTEN调控

的自噬是否也参与了其他类型的药物,如紫杉醇类药

物耐药仍值得进一步研究。
综上 所 述,PTEN 的 降 低 会 激 活 PI3K/Akt/

mTOR通路进而诱导自噬,从而促进宫颈癌细胞对顺

铂的耐药,为顺铂耐药宫颈癌患者的治疗提供了新的

启示,为开发新的针对出现耐药的宫颈癌患者的治疗

方案提供了理论基础。
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