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酸性微环境对大肠癌细胞自噬及侵袭能力的影响

占义军　许东强　李　明　谭诗云

摘　要　目的　本研究探讨酸性环境对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞侵袭能力及自噬水平的影响。方法　选择大肠癌 ＬｏＶｏ细胞作为

研究对象，用调节后 ｐＨ值６．８或 ｐＨ值７．４的全培养基体外培养大肠癌 ＬｏＶｏ细胞，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测细胞侵袭能力的改变；免

疫荧光检测细胞膜Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达变化情况；蛋白质印迹检测细胞 ＥＭＴ标志物抗体（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）、自噬相关

基因 Ａｔｇ５、ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白、ＭＭＰ－９表达变化情况。结果　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果显示，酸性环境下穿过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室基

膜的大肠癌细胞数为４９１．４±１９．５个，多于中性环境（ｐＨ值７．４）的３５３．８±２４．６个，差异有统计学意义（ｔ＝７．５９，Ｐ＝０．００２）；酸性

微环境可使 ＬｏＶｏ细胞 ＥＭＴ标志物蛋白 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低，且 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ蛋白表达上调，同时 ＭＭＰ－９蛋白表达上调；

且自噬相关基因 Ａｔｇ５、ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达上调。结论　酸性环境可使细胞侵袭能力增加，其机制可能通过诱导 ＬｏＶｏ细胞

自噬和 ＥＭＴ。
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　　大肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是常见消化道恶
性肿瘤，其发病率高居全球恶性肿瘤的第３位。尽管
近年来大肠癌诊疗水平显著提高，但其病死率仍高居

肿瘤相关死亡的第 ２位［１，２］
。侵袭转移是导致大肠

癌患者临床治疗失败和死亡的主因。研究发现，肿瘤

的侵袭转移与肿瘤细胞所处的肿瘤微环境有着密切

关系
［３～５］

。酸性微环境（ａｃｉｄｉｃｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ）是
肿瘤的普遍特征，其与肿瘤低糖条件下的生存、侵袭

转移等均有关系，在肿瘤的发生和发展过程中均扮演

重要角色
［６，７］
。自噬可使细胞能够适应缺氧、饥饿等

恶劣环境并应对其他各种包括化疗或放疗造成的损

伤刺激等，有助于细胞的存活。本研究拟在细胞培养

基中加入乳酸，调节 ｐＨ值为 ６．８，模拟酸性环境，来
探讨酸性环境下对大肠癌ＬｏＶｏ细胞侵袭能力及自噬
水平的影响。

材料与方法

１．材料：大肠癌细胞系 ＬｏＶｏ细胞购自中科院上
海细胞库。胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＤＭＥＭ／
Ｆ－１２培养基购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室、细胞培养瓶、细胞培养皿及 ６孔培养板均购自美
国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶购自美国 ＢＤ公司；ＥＭＴ
标志物抗体（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）、自
噬相关基因 Ａｔｇ５、ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白、ＭＭＰ－９
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及内参 β－ａｃｔｉｎ抗体均购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司。蛋白浓度测定试剂盒、ＨＲＰ－羊抗兔、
ＨＲＰ－羊抗鼠及 ＦＩＴＣ－山羊抗兔荧光二抗均购自中
国杭州碧云天生物技术研究所。

２．方法：（１）细胞培养：大肠癌 ＬｏＶｏ细胞用含
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ－１２培养基培养，３７℃、
５％ＣＯ２条件下培养。实验细胞选用处于对数生长期
的细胞。（２）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验：该实验分为对照组（ｐＨ
值７．４）和乳酸组（２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ６．８）两组。选
取 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，将对数生长期的上述 ２组细胞用
不含血清的培养基重悬计数，接种 ２００μｌ于 ２４孔板
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室（细胞密度为 ２×１０５／ｍｌ），每组设
３个复孔；将 ６００μｌ含 １０％血清的培养基加入 ２４孔
板 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室下室，３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养
２４ｈ；小心取出小室，吸干小室内培养基，ＰＢＳ洗涤 ３
次，用 ＰＢＳ湿润的棉签轻拭小室内的细胞，倒置晾
干，４％多聚甲醛室温下放置固定 ３０ｍｉｎ，倒置晾干，
０１％结晶紫染液室温下染色 １５ｍｉｎ，显微镜下取 ５
个随机视野计数，统计结果，实验重复 ３次。（３）蛋
白质印迹：接种对数生长期细胞（细胞浓度为 ２×
１０５／ｍｌ）至 ６孔板内，每孔 ２ｍｌ，放置培养箱中孵育至
细胞贴壁后，加入含乳酸的完全培养基分别处理细胞

０、１２、２４ｈ后，从培养箱中取出培养板，消化收集细
胞，并用预冷的 ＰＢＳ洗涤后加入蛋白裂解液（含蛋白
酶抑制剂）冰上裂解反应 ３０ｍｉｎ，用细胞刮刮下细胞，
置于 ＥＰ管中，冰上静置 ５ｍｉｎ，离心（离心机预冷
４℃）１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ（ｒ＝８ｃｍ），取上清，采用
ＢＣＡ法测定蛋白浓度，每个样品以相同的蛋白量
（４０μｇ）加入 １０％聚丙烯酰胺凝胶电泳，湿转法将
１０％聚丙烯酰胺凝胶上的蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜，经
５％脱脂奶粉室温条件下封闭 １ｈ，４℃条件下过夜孵
育一抗，次日 ＴＢＳＴ洗膜后，室温调价小孵育二抗 ２ｈ，
ＴＢＳＴ洗涤后 ＥＣＬ化学发光试剂显影，定影，对胶片
进行拍照分析，实验重复３次。

３．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件对数
据进行统计分析，所有计量数值进行正态性检验，均为

正态分布，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，两样
本间均数差异比较采用 ｔ检验，所有统计检验均为双
侧检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．酸性环境对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞侵袭能力的影

响：如图 １所示，Ｔａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，酸性条件
（ｐＨ值６．８）下处理 ２４ｈ后，穿过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室基膜

的大肠癌细胞系 ＬｏＶｏ细胞数为 ４９１．４±１９．５个，显
著多于中性条件（ｐＨ值 ７．４）的 ３５３．８±２４．６个，差
异有统计学意义（ｔ＝７．５９，Ｐ＝０．００２）。

图 １　酸性环境对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞侵袭

能力的影响（＃Ｐ＜０．０５）
Ａ．Ｔａｎｓｗｅｌｌ小室检测中性环境（ｐＨ值 ７．４）和酸性环境（ｐＨ值

６．８）对 ＬｏＶｏ细胞侵袭能力的影响（结晶紫，×１００）；Ｂ．与中性

环境（ｐＨ值７．４）穿过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室细胞数（３５３．８±２４．６）比

较，酸性环境（ｐＨ值６．８）下穿过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室人工基膜的ＬｏＶｏ

细胞数（４９１．４±１９．５）增加（ｔ＝７．５９，Ｐ＝０．００２）

２．酸性环境对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞 ＭＭＰ－９表达
的影响：如图 ２所示，酸性条件分别处理 ＬｏＶｏ细胞
０、１２、２４ｈ后，蛋白质印迹检测结果显示随着作用时
间的延长，ＭＭＰ－９表达逐渐增加。

３．酸性环境对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞 ＥＭＴ标志物蛋
白表达的影响：本实验进一步探讨了酸性条件下对大

肠癌 ＬｏＶｏ细胞 ＥＭＴ标志物表达的影响，如图３所示，
随着作用时间的延长，上皮标志物 Ｅ－钙黏素（Ｅ－
ｃａｄｈｅｒｉｎ）表达逐渐下调，且间叶标志物波形蛋白（Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ）和纤维连接蛋白（Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）表达逐渐上调。

４．酸性环境对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞自噬相关基因
Ａｔｇ５、ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达的影响：如图 ４所
示，酸性条件分别处理 ＬｏＶｏ细胞 ０、１２、２４ｈ后，蛋白
质印迹检测结果显示随着作用时间的延长，自噬相关

基因 Ａｔｇ５、ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达逐渐上调。
讨　　论

普遍认为肿瘤酸性微环境产生的机制主要包括

以下因素：细胞转化和生长失控导致的缺氧和代谢异

常；肿瘤存在独特的代谢型———瓦伯格效应，即肿瘤

·９１１·
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图 ２　酸性环境对大肠癌 ＬｏＶｏ细胞 ＭＭＰ－９

蛋白表达的影响

Ａ．免疫印迹图；Ｂ．ＭＭＰ－９灰度值分析；与０ｈ比较，Ｐ ＜０．０５

图 ３　酸性环境对 ＥＭＴ标志物表达的影响
Ａ．免疫印迹图；Ｂ．ＥＭＴ标志物灰度值分析；

与对应蛋白０ｈ比较，Ｐ＜０．０５

细胞无论在有氧还是低氧环境下均进行糖酵解，产生

乳酸并排出细胞外，而肿瘤中紊乱的血管不能有效清

除组织环境中的乳酸；特别地，在提高肿瘤组织的氧

分压和血流量情况下，肿瘤依然产生并维持着酸性微

环境
［８］
。这种酸性环境可促进肿瘤细胞侵袭、化疗

耐药、细胞免疫逃逸等
［８，９］
。本研究结果显示，与中

图 ４　酸性环境对 ＬｏＶｏ细胞自噬相关基因 Ａｔｇ５、

ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达的影响
Ａ．免疫印迹图；Ｂ．自噬相关基因 Ａｔｇ５、ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１标志物

灰度值分析；与对应蛋白０ｈ比较，Ｐ＜０．０５

性条件下比较，酸性条件下，大肠癌ＬｏＶｏ细胞侵袭能
力更强，且基质金属蛋白酶 －９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓｅ－９，ＭＭＰ－９）表达上调，后者可降解细胞外基质
并破坏基膜，促进肿瘤细胞从原发灶向周围组织及远

处转移。

上皮细胞间叶样表型转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎ

ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），ＥＭＴ是肿瘤原发性浸润和
继发性转移的重要机制，ＥＭＴ是在胞外因素刺激下
由上皮细胞表型转化为具有间质细胞表型的过

程
［１０～１２］

。在 ＥＭＴ过程中，细胞极性、细胞间紧密连

接和黏附连接逐渐丧失，肌动蛋白细胞骨架发生重

组，细胞 －细胞间连接蛋白如 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、γ－ｃａｔｅ
ｎｉｎ等表达减少，而间叶标志物如 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍ
ｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｃｔｉｎ等表达明显增加。同时，基质金属蛋
白酶 （ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＭＭＰｓ）如 ＭＭＰ－２、
ＭＭＰ－３及 ＭＭＰ－９等活性显著增加。特别地，研究
表明，ＥＭＴ的激活能使非肿瘤干细胞具有肿瘤干细
胞的特性如自我更新及肿瘤启动能力

［１３，１４］
。因此，

ＥＭＴ过程被认为是绝大多数肿瘤细胞发生侵袭、转
移的前提。本研究结果显示，酸性条件处理后可使结

肠癌细胞系 ＬｏＶｏ细胞的侵袭能力增加，且肿瘤细胞
上皮标志物 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低，且间叶标志物 Ｖｉ

·０２１·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｓｅｐ２０１９，Ｖｏｌ．４８Ｎｏ．９　　



ｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｃｔｉｎ表达上调，提示酸性条件下可促进
ＬｏＶｏ细胞 ＥＭＴ。

肿瘤细胞应对酸性应激的机制仍不明确。自噬

是广泛存在于真核细胞内利用溶酶体降解自身受损

的细胞器和高分子物质的过程，是细胞应对恶劣环境

的生存机制，其在肿瘤发生、进展中发挥着复杂的作

用
［１５～１８］

。在肿瘤形成前，机体可通过自噬维持细胞

内稳态阻止细胞恶变。但当肿瘤形成后，自噬可帮助

肿瘤细胞度过不利的微环境，对肿瘤细胞起到一定的

保护作用，并促进细胞侵袭
［１９］
。但即使肿瘤形成后，

也有研究显示自噬对肿瘤细胞可产生抑制作用
［２０］
。

自噬的这种双重调节作用已经在临床研究中不断被

证实
［２１，２２］

。酸性微环境是肿瘤的普遍特征，研究发

现酸性条件下，人类乳腺癌细胞内 Ａｔｇ５和 Ｂｎｉｐ３表
达水平升高，提示细胞暴露在低 ｐＨ值可能利用自噬
作为一种生存机制

［２３，２４］
。本研究也发现酸性条件

下，ＬｏＶｏ细胞自噬相关基因 Ａｔｇ５、ＬＣ３－Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ１
蛋白表达上调，提示 ＬｏＶｏ细胞自噬水平升高。推测
肿瘤细胞可能通过调节自噬来耐受酸性微环境来继

续生存。

综上所述，酸性条件下 ＬｏＶｏ细胞侵袭能力显著
增加，肿瘤细胞上皮标志物 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低，且
间叶标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｆｉｂｒｏｎｃｔｉｎ表达上调。同时，酸
性条件下也可诱导ＬｏＶｏ细胞发生自噬。提示肿瘤酸
性微环境对肿瘤细胞自噬状态及间质化特征有着重

要作用，且提示细胞自噬与细胞上皮间质转化之间存

在相互影响的关系，下一步将深入探讨酸性环境诱导

的自噬在大肠癌侵袭、转移中的作用及机制，并阐明

酸性微环境诱导自噬的机制，为寻找新的抑制大肠癌

侵袭、转移治疗方案提供理论基础。
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ａｃｅｌｌｕｌａｒａｄａｐｔａｔｉｏｎｔｏｔｕｍｏｒａｃｉｄｉｃｐＨ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ［Ｊ］．

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１２，７２（１６）：３９３８－３９４７

２４　ＰｅｌｌｅｇｒｉｎｉＰ，ＤｙｃｚｙｎｓｋｉＭ，ＳｂｒａｎａＦＶ，ｅｔａｌ．Ｔｕｍｏｒａｃｉｄｏｓｉｓｅｎ

ｈａｎｃｅｓｃｙｔｏｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｂｙｓａｌｉｎｏｍｙｃｉｎｏｎ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄｃａｎｃｅｒｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１６，７

（２４）：３５７０３－３５７２３

（收稿日期：２０１８－０７－２６）

（修回日期：２０１８－１２－２０）

·１２１·
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