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自噬在视网膜母细胞瘤Y79细胞顺铂耐药中的
作用及其机制
刘颖，苏杰，王林洪
Role of Autophagy in Cisplatin Resistance of Retinoblastoma Y79 Cells and Its Mechanism
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Abstract: Objective To investigate the role of autophagy in cisplatin resistance of retinoblastoma Y79 cells 
and its mechanism. Methods The IC50 of cells was detected by CCK-8 assay. Y79 cells were randomly 
divided into control group, Cisplatin group and cisplatin combined with autophagy inhibitor 3-methyladenine 
group(Cis+3-MA group). Western blot, cell autophagy staining kit (MDC method) and transmission electron 
microscopy were used  to observe cell autophagy. CCK-8 assay was used  to detect  the  inhibitory rate of 
cisplatin on Y79 cells. Annexin V/PI double staining was used to detect cells apoptosis. q-PCR was applied 
to detect drug-resistance-related genes transcription levels. The expression of CaMKK2, p-AMPK, mTORC1 
and LC3Ⅱ were detected by Fluo-4 AM calcium ion fluorescent probe staining. Results  Autophagy of 
retinoblastoma Y79 cells was induced by cisplatin. Autophagy inhibitor 3-MA reduced the level of autophagy. 
Compared with cisplatin group, the cisplatin inhibition rate was increased, the apoptosis rate was increased 
and the drug-resistance-related gene transcription level was down-regulated in Cis+3-MA group. After adding 
cisplatin,  the level of intracellular calcium was increased, the expressions of CaMKK2, p-AMPK and LC3
Ⅱ were up-regulated and the expression of mTORC1 was down-regulated. Conclusion  Cisplatin-induced 
autophagy is protective for the drug resistance of retinoblastoma Y79 cells and the inhibition of autophagy 
could  improve  tumor cells  resistance  to cisplatin. Cisplatin could  induce autophagy in Y79 cells by Ca2+ 
activation of CAMKK2/AMPK/mTORC1 pathway.
Key words: Retinoblastoma; Autophagy; Drug resistance; Calcium
摘  要：目的  研究自噬在视网膜母细胞瘤Y79细胞顺铂耐药中的作用及其机制。方法  CCK-8法检

测细胞IC50；将Y79细胞随机分为对照组（Control）、顺铂组（Cis）和顺铂联合应用自噬阻断剂3-甲
基腺嘌呤组（Cis+3-MA），Western blot法、细胞自噬染色检测试剂盒（MDC法）和透射电子显微镜

观察细胞自噬情况；CCK-8法检测顺铂对细胞的抑制率变化，Annexin V/PI双染流式法检测细胞凋亡

变化，q-PCR检测相关耐药基因转录水平，Fluo-4 AM钙离子荧光探针染色检测细胞内钙离子变化，

Western blot法检测CaMKK2、p-AMPK、mTORC1、LC3Ⅱ的表达。结果  视网膜母细胞瘤Y79细胞

在顺铂的诱导下发生自噬，加入自噬阻断剂3-MA后细胞自噬水平下调。与顺铂组相比，Cis+3-MA组

顺铂抑制率增加，凋亡率增加，相关耐药基因转录水平下调。细胞加入顺铂后，细胞内钙离子水平增

加，CaMKK2、p-AMPK、LC3Ⅱ表达上调，mTORC1表达下调。结论  顺铂诱导肿瘤细胞产生的自

噬对视网膜母细胞瘤细胞Y79耐药起保护作用，抑制自噬可以改善肿瘤细胞对顺铂的耐药性。顺铂可

能是通过Ca2+激活CaMKK2/AMPK/mTORC1通路诱导Y79细胞自噬。
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事眼科肿瘤方面的研究

·基础研究·

0  引言
视网膜母细胞瘤（retinoblastoma, Rb）是源于

光感受器前体细胞的肿瘤，是一种婴幼儿时期恶

性程度很高的眼底肿瘤 [1]。在我国患儿的生存率

约65%[2]，远低于发达国家的95%[3]。虽然近年来

发展了激光光凝治疗、经瞳孔温热疗法、冷冻疗

法、选择性动脉灌注化疗、光动力疗法、巩膜敷
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贴器放疗等辅佐性治疗等多种疗法[4]，然而前主要

的治疗方法仍是手术摘除眼球和术后铂类制剂化

疗[5]。但大多数患儿对化疗不敏感，预后较差，远

期生存率低[6-7]。因此，寻找视网膜母细胞瘤对顺

铂耐药的靶点及机制尤为重要。本文将通过细胞

实验研究顺铂诱导的自噬对视网膜母细胞瘤细胞

耐药的作用和机制。

1  材料与方法
1.1  试剂和仪器

顺 铂 纯 品（ 深 圳 豪 地 华 拓 生 物 ,   中 国 ），

1640培养液、胎牛血清（Gibco, 澳州），CCK-8
细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒（Beyotime,  中

国），3-Methyladenine（Selleck, 美国），Annexin 
V-FICT/PI双染细胞凋亡检测试剂盒（Sigma,  美

国），MDC试剂盒（南京凯基生物, 中国），RNA
提取试剂盒（Sigma, 美国），SYBR Green qPCR试

剂盒（Thermo, 美国），反转录试剂盒（Fermen-
tas, 立陶宛），DL2000 DNA Marker（TINGEN, 中
国），Fluo-4 AM钙离子荧光探针（Solarbio）抗体

（Abcam, 德国）。酶标仪（Thermo MULTISKAN 
MK3, 美国）、流式细胞仪（BD Biosciences FAC-
SCalibur, 美国）等。

1.2  细胞培养

视网膜母细胞瘤Y79细胞购自豪地华拓生物。

细胞置于37℃、5%CO2及饱和湿度条件的恒温培养

箱中，用含有10%胎牛血清的1640培养液培养。每2
天更换1次培养液，取对数生长期的细胞进行实验。

1.3  CCK-8法测定细胞顺铂IC50

取处于对数生长期，生长状态良好的Y79细

胞，胰蛋白酶消化成细胞悬液，调整细胞密度为5
×104个每毫升接入96孔板，每孔100 µl细胞悬液，

同时设空白对照（96孔板周围加入PBS），37℃、

5%CO2培养箱中培养过夜后加入顺铂培养（浓度

为0、1、5、10、20 μmol/L）处理细胞培养48 h，

每孔加入10 µl CCK-8，孵育4 h，酶标仪测定各孔

吸光值OD450，计算得出IC50。

1.4  细胞分组及处理

Y79细胞进行如下分组：Y79对照组，正常培

养；Cis组，Y79细胞加入Cis（终浓度为1.5 μmol/L）

培养；Cis+3-MA组，Y79细胞加入5 μmol/L 3-MA
预处理1  h，PBS漂洗后加入Cis（终浓度为1.5 
μmol/L ）培养，按上述分组处理培养48 h。

1.4.1  MDC染色法测定自噬水平  细胞密度为2×
105个每毫升接入6孔板，按上述分组处理细胞后，

根据MDC染色试剂盒说明，加入终浓度为0.05 
mmol/L的MDC，37℃温育1 h，用流式细胞仪355
波长检测。 
1.4.2  透射电子显微镜观察自噬小体  消化离心

细胞用2.5%的戊二醛0.1 mol/L磷酸缓冲液4℃固定

2~4 h，0.1 mol/L磷酸缓冲液漂洗3次，每次15 min，1%
的锇酸0.1 mol/L磷酸缓冲液室温固定2 h，0.1 mol/L
磷酸缓冲液（pH7.4）漂洗3次，每次15  min，脱

水、渗透、包埋切片后铀铅双染色（2%醋酸铀饱

和水溶液，枸橼酸铅，各染色15 min），切片室温

干燥过夜，电子显微镜观察自噬小体。 
1.4.3  CCK-8法测定细胞顺铂抑制率  细胞密度为

5×104个每毫升接入96孔板，每孔100 µl细胞悬液，

按上述分组处理细胞，每组4个复孔，培养48 h，每

孔加入10 µl CCK-8，孵育4 h，酶标仪测定各孔吸

光值OD450，绘制抑制率曲线。

1.4.4  Annexin V-FITC/PI双染法检测各组细胞凋

亡率  用不含EDTA的0.25%胰酶消化细胞，终止

消化后收集细胞，1 500 r/min，5 min离心，去上清

液，加PBS重悬；用PBS将细胞润洗2次，1 500 r/min 
5 min，按照AnnexinV-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒

操作说明进行：加入500 μl Binding Buffer，重悬细

胞；5 μl AnnexinV-FITC混匀后加入5 μl PI，混匀；

室温避光反应5~15 min，同时设阴性对照，即正常

细胞不加Annexin和PI，流式细胞仪上机检测。

1.4.5  q-PCR法检测各组细胞凋亡和多耐药基因表

达  收集各组细胞，用PBS吹洗2次，离心后按照

RNA提取试剂盒剂说明书提取RNA，用紫外分光

光度计测定RNA的纯度和浓度。根据反转录试剂

盒说明书进行反转录，利用SYBR Green qPCR试

剂盒配置反应体系，并分别加入1 μl β-actin和1 μl 

表1 q-PCR引物序列
Table1 Primer sequences for q-PCR
Gene Forward Primer Reverse Primer
β-Actin 5’-AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-3’ 5’-GGGCACGAAGGCTCATCATT-3’
Bax 5’-AAGAAGCTGAGCGAGTGTCT-3’ 5’-GTTCTGATCAGTTCCGGCAC-3’
Bcl-2 5’-GCCTTCTTTGAGTTCGGTGG-3’ 5’-GAAATCAAACAGAGGCCGCA-3’
MRP3 5’-TTCCTGGTGGCTGGGCTGATGT-3’ 5’-GACGCACGTTTGACTGAGTTGG-3’
MRP7 5’-AGAGTACACCTGTGACCTGC-3’ 5’-GAAGAGCACCAACAACAGGG-3’
P-glycoprotein 5’-GAGCCTACTTGGTGGCACAT-3’ 5’-TCCTTCCAATGTGTTCGGCA-3’
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cDNA点样，每个样本的每个基因保证3个复孔，

在MX3000P实时荧光定量PCR仪进行q-PCR反应，

结果数据采用2-ΔΔCt法进行分析，q-PCR引物序列，

见表1。

1.4.6  Fluo-4 AM钙离子荧光探针检测各组细胞内

钙离子变化  细胞密度为2×105个每毫升接入激光

共聚焦小皿，按上述分组处理细胞后，根据说明

书加入10 μmol/L Fluo-4 AM，避光孵育30 min，用

无钙缓冲液冲洗PBS反复离心洗涤2次，激光共聚

焦显微镜观察。

1.4.7  Western  blot检测各组细胞CaMKK2、

p-AMPK、mTORC1、LC3Ⅱ的表达  每组细胞加

400 μl含PMSF的裂解液，提取总蛋白；BCA法检

测蛋白浓度；各组取总蛋白40 μg进行SDS-PAGE
凝胶电泳；转膜；用含5%脱脂奶粉的TBST封闭2 h。

封闭液稀释一抗，4℃孵育过夜；用封闭液稀释

HRP标记二抗，37℃摇床孵育2 h；洗膜；ECL显

色系统显色，用BandScan分析胶片灰度值。

1.5  统计学方法

采用SPSS21.0统计软件进行数据分析，所有数

据以均值±标准差（x±s）表示，不同组间两两比较

采用单因素方差分析（One-way ANOVA）中的LSD
法（最小显著性法），P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  视网膜母细胞瘤Y79细胞IC50测定

顺铂浓度为0、1、5、10、20 μmol/L时，对细

胞的抑制率分别为0、20.19%、32.90%、41.35%、

64.34%，计算后得出IC50浓度为13.99（±1.05）

μmol/L，后续实验加入顺铂浓度为14 μmol/L。

2.2  顺铂对视网膜母细胞瘤Y79细胞自噬的影响

顺铂对视网膜母细胞瘤Y79细胞自噬的影响，

见图1。顺铂处理细胞后，透射电子显微镜观察

到双层或多层膜的球状结构的自噬小体明显增

多，应用自噬阻断剂3-MA后，自噬小体数量减

少。Western blot结果灰度值计算：Control组LC3
Ⅱ/LC3Ⅰ的值为0.29（±0.03）、Cis组为0.53（±
0.06）、Cis+3-MA组为0.39（±0.05），Cis组与

Control组比较，Cis+3-MA组与Cis组比较差异均有

统计学意义（P=0.01, P=0.04）。MDC染色流式细

胞仪测定OD355：Cis组OD值明显大于Control组，

应用自噬阻断剂后，OD值下降。

2.3  顺铂诱导的自噬对视网膜母细胞瘤细胞凋亡

的影响

顺铂诱导的自噬对视网膜母细胞瘤细胞凋

亡的影响见图2。凋亡结果显示，Cis组凋亡率

为（18.51±1.54）%，Cis+3-MA组凋亡率上升

为（25.94±0.92）%，两组比较差异有统计学意

义（P=0.01）。q-PCR法检测各组细胞凋亡抑

制基因Bcl-2与促凋亡基因Bax结果显示，与Cis
组比较，Cis+3-MA组Bcl-2转录水平明显下调

（P=0.002），Bax明显上调（P=0.036）。

2.4  自噬对网膜母细胞瘤细胞耐药的影响

自噬对网膜母细胞瘤细胞耐药的影响，见图

3。应用自噬阻断剂3-MA预处理细胞后，各浓

度点顺铂抑制率均大于单独应用顺铂处理的细

胞。q-PCR法检测各组细胞耐药相关基因MRP3
（P=0.001）、MRP7（P=0.001）和P-glycoprotein
（P=0.005），结果显示与Cis组比较，Cis+3-MA
组各个耐药基因转录水平都明显下调。

*: P<0.05, **: P<0.01; A: electronic micrographs of 

autophagosome in Y79 cells; B: LC3II expression in 

each group; C: the OD values of MDC in each group 

图1 顺铂诱导视网膜母细胞瘤Y79细胞发
生自噬
Figure1 Cisplatin induced autophagy in 
retinoblastoma Y79 cells 
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2.5  顺铂对钙离子激活CaMKK2/AMPK/mTORC1
通路的影响

顺铂对钙离子激活AMPK/mTORC1通路的影响

见图4。Fluo-4 AM钙离子探针染色激光共聚焦显微

镜观察结果显示，顺铂处理肿瘤细胞后，细胞内钙

离子荧光明显高于对照组。Western blot结果显示，

与Control组比较，Cis组钙调素依赖的蛋白激酶激酶2
（CaMKK2）（P=0.001）、p-AMPK（P=0.003）、LC3
Ⅱ（P=0.003）明显上调，mTORC1（P=0.02）下调。

3  讨论
自噬（autophagy）是细胞通过溶酶体降解内

源性底物的重要过程, 具有高度的进化保守性。自

噬在营养缺乏、低氧应激和药物诱导时出现, 对细

胞自我更新和内环境稳态的维持起重要作用。自

噬高度依赖于细胞种类、所处的环境和强度以及

持续时间。在维持细胞内外环境稳定中，自噬可

形成自噬性死亡，而在应激的情况下，可形成自

噬性保护作用。同样，化疗诱导肿瘤细胞的自噬

也具有这两种作用：不同抗肿瘤化疗可诱导肿瘤

细胞的自噬依赖性死亡抑或自噬作为肿瘤细胞的

存活机制而对化疗产生抵抗[8-9]。最近研究已表明

自噬在肺癌、卵巢癌、结肠癌、胃癌等多种肿瘤

细胞参与化疗耐受[10-13]，但顺铂诱导视网膜母细胞

瘤自噬的作用却鲜有报道。

本研究结果表明，顺铂可以诱导视网膜母细胞

瘤Y79细胞发生自噬，运用自噬阻断剂3-MA后，

顺铂诱导产生的自噬水平明显下降，对肿瘤细胞

的抑制率提高，诱导凋亡作用增强，敏感度增加。

当自噬阻断剂与顺铂联合应用时，凋亡通路的促

凋亡基因Bcl-2转录水平上调，抑凋亡基因Bax上

调，这可能是由于肿瘤细胞在受到化疗药物作用

后，虽然很快发生了线粒体膜电位的损伤，但并没

有激活明显的内源性凋亡发生，而是发生了自噬，

*: P<0.05, **: P<0.01; A: effects of autophagy on cisplatin inhibition rate; B: the expression levels of MRPs and P-glycoprotein in each group

图3 顺铂诱导的自噬对Y79细胞耐药的影响
Figure3 Cisplatin-induced autophagy caused multidrug resistance in Y79 cells

*: P<0.05, **: P<0.01

图2 顺铂诱导的自噬对Y79细胞凋亡的影响
Figure2 Cisplatin-induced autophagy inhibited Y79 cells apoptosis
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损伤的线粒体很快被自噬清除，以至于没有足够

的细胞色素c释放以激活下游的凋亡通路，从而抑

制了细胞死亡[14]。我们还观察到，抑制自噬后，肿

瘤多耐药相关蛋白（MRPs）基因MRP3、MRP7和

P-糖蛋白（P-glycoprotein, P-gp）受到抑制，P-gp
和MRPs主要是作为药物排出泵, 导致细胞内的化

疗药物浓度降低, 使肿瘤细胞对多种抗肿瘤药物产

生耐药[15]。这说明自噬参与了视网膜母细胞瘤细胞

的耐药，在顺铂化疗的过程中降低了其对细胞诱

导凋亡的作用，对细胞起保护作用。

为了探究顺铂诱导Y79细胞自噬的机制，我

们做了进一步探究。有文献报道，化疗药物可以

引起质膜上肌醇三磷酸（IP3）的水平增高，促

使内质网释放Ca2+，增加细胞内钙离子浓度[16]，

我们的钙离子探针实验在Y79细胞中也证明了这

一点。Western blot结果得出，顺铂处理Y79细胞

后，CaMKK2表达上调，AMPK磷酸化水平上

调，mTORC1表达下调。CaMKK2是重要的钙调

激酶，Ca2+作为第二信使，可以激活CaMKK2，

促使其下游的AMPK磷酸化。哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白（mammalian  target of rapamycin, mTOR）

是调节自噬水平的中心分子，激活的mTORC1可

以抑制自噬起始分子ULK1，抑制自噬的发生。而

AMPK磷酸化可以抑制mTORC1的表达，促进自噬

标志蛋白LC3Ⅰ转化为LC3Ⅱ[17]，加强了自噬小泡

的形成，从而上调自噬水平。由此推测，顺铂作

用的Y79细胞可能是激发内质网Ca2+释放，释放的

钙离子激活了钙调蛋白，触发下游AMPK通路从

而产生了自噬。

综上所述，顺铂可能是通过钙离子激活CaM-
KK2/AMPK/mTORC1通路诱导Y79细胞自噬，这

种自噬参与了肿瘤细胞的耐药，在化疗过程中对

细胞起保护作用。这为临床提高视网膜母细胞瘤

顺铂化敏感度提供了新的思路和理论基础。
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