
胆管癌（CCA）是一种高度恶性的肿瘤，其发病率

和死亡率在全球范围内呈上升趋势［1, 2］。5-氟尿嘧啶（5-

FU）是已被用作治疗CCA的一线化疗药物，然而由于其

副作用和耐药性，5-FU的临床应用受到很大限制［3, 4］。

因此，深入了解CCA的多重耐药分子机制有助于开发

CCA新的治疗策略。研究表明，自噬的发生可能与

CCA的恶性表型和预后不良有关，自噬可能参与了

EMT相关的CCA细胞侵袭［5］。自噬促进癌症进展和耐

药性。多个基因在自噬诱导的肿瘤发生和耐药性中起

重要作用，包括 Beclin-1、HMGB1、p53等［6, 7］。调节自

噬是癌症药物开发的一个新的未来方向，可能有助于预

防疾病进展和克服耐药性问题。一些 Rab 蛋白在

TNF-α 诱导的侵袭性 CCA 细胞中被上调，特别是

Rab7，它是小 GTPase 超家族的成员，在吞噬体的转运
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摘要：目的 探讨SIRT1靶向FOXO1/Rab7自噬通路调节胆管癌细胞5-氟尿嘧啶（5-FU）耐药的机制。方法 不同浓度（50、100、

150、200 μg/mL）的5-FU处理HCCC-9810细胞构建HCCC-9810/5-FU耐药细胞模型，免疫荧光检测细胞中SIRT1表达情况，

Western blot和q-PCR检测SIRT1、FOXO1、Rab7表达水平，Western blot检测自噬相关蛋白Beclin1、LC3、p62表达水平。SIRT1

siRNA和NC siRNA转染HCCC-9810/5-FU耐药细胞，CCK-8检测细胞耐药性，划痕实验检测细胞迁移能力，RT-qPCR检测

FOXO1、Rab7 mRNA水平，Western blot检测SIRT1、FOXO1、Rab7、Beclin1、LC3、p62蛋白表达水平。结果 不同浓度（50、100、

150、200 μg/mL）的5-FU均能抑制HCCC-9810细胞增殖。与对照组相比，HCCC-9810/5-FU耐药细胞中SIRT1荧光强度略有增

强；SIRT1、Rab7、p62、FOXO1 和 Beclin 1 蛋白表达上调（P<0.01），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值增加（P<0.001）；SIRT1、Rab7 和 FOXO1

mRNA水平上调（P<0.05）。沉默SIRT1表达后，HCCC-9810细胞的5-FU耐药性降低，细胞迁移能力降低，SIRT1（P<0.01）、

Rab7（P<0.05）、p62（P<0.05）、FOXO1（P<0.01）和Beclin1（P<0.001）蛋白表达降低，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值降低（P<0.001）；FOXO1和

Rab7 mRNA水平降低（P<0.05）。结论 沉默SIRT1的表达抑制FOXO1/Rab7自噬通路激活。
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Abstract: Objective To investigate the mechanism by which SIRT1 silencing reduces 5-fluorouracil (5-FU) resistance of
cholangiocarcinoma cells and the role of FOXO1/Rab7 autophagy pathway in mediating this effect. Methods Human
cholangiocarcinoma HCCC-9810 cells were treated with 50, 100, 150, and 200 μg/mL 5-FU to construct a 5-FU-resistant cell
model, whose expressions of SIRT1, FOXO1 and Rab7 were detected with immunofluorescence assay, Western blotting and RT-
qPCR, and the expression levels of autophagy related proteins (Beclin1, LC3, and p62) were detected with Western blotting.
The 5-FU resistant cells were transfected with a SIRT1 siRNA, and the changes in 5-Fu resistance and migration ability of the
cells were evaluated using CCK-8 assay and wound healing assay; The changes in FOXO1 and Rab7 mRNA levels and protein
expressions of SIRT1, FOXO1, Rab7, Beclin1, LC3 and P62 were detected with RT-qPCR and Western blotting. Results
Treatments with 5-FU at 50, 100, 150, and 200 μg/mL all inhibited the proliferation of HCCC-9810 cells. Immunofluorescence
assay revealed significantly enhanced SIRT1 expression in 5-FU-resistant HCC-9810 cells, and Western blotting also showed
significantly up-regulated protein expressions of SIRT1, Rab7, P62, FOXO1 and Beclin 1 (P <0.001) and an increased LC3II/LC3I
ratio in the cells (P<0.001). The mRNA levels of SIRT1, Rab7 and FOXO1 were also up-regulated in 5-Fu-resistant cells (P<0.05).
SIRT1 silencing significantly attenuated 5-FU resistance and migration ability of HCCC-9810 cells, and obviously decreased the
protein expressions of SIRT1, Rab7, P62, FOXO1 and Beclin1 and the LC3II/LC3I ratio as well (P<0.001). FOXO1 and Rab7
mRNA levels were significantly decreased in 5- FU-resistant HCC-9810 cells after SIRT1 silencing (P<0.05). Conclusion
Silencing SIRT1 attenuates 5-FU resistance in HCC-9810 cells by inhibiting the activation of the FOXO1/Rab7 autophagy
pathway.
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和与溶酶体的融合过程中发挥了重要作用［8］。Rab7 的

改变已被引入多种癌症，以促进或抑制癌细胞增殖、迁

移、侵袭、转移和自噬等功能。FOXO1在肿瘤的自噬调

节中发挥关键作用，但其机制未明［9］。SIRT1 作为

NAD+依赖性脱乙酰酶，在肿瘤代谢和营养调节中有着

极其重要的作用，参与到细胞衰老、凋亡和自噬等生理

活动［10］。然而，SIRT1抑制肿瘤细胞自噬的机制尚不清

楚，特别是SIRT1对FOXO1/Rab7通路的调控作用。

胆管细胞肝癌诊断困难，切除率低，HCCC-9810是

一株胆管细胞肝癌细胞系，它的细胞形态以方形、多

边形和梭形为主，经历多次传代，梭形细胞持续存在

是其特征之一，这与多数肝细胞癌细胞以方形为主

明显不同，可作为了解胆管细胞肝癌的生物学特性的理

想模型。因此，本研究选择 HCCC-9810 细胞，建立

HCCC-9810/5-FU耐药细胞模型，将siRNA转染到耐药

细胞中，探讨SIRT1 siRNA对自噬的影响，从而研究胆

管癌5-FU耐药的机制。

1 材料和方法

1.1 细胞株

胆管癌细胞HCCC-9810来源于西南医科大学附

属医院。HCCC-9810 细胞用含 100 μg/mL 链霉素、

100 U/mL青霉素及10%胎牛血清的DMEM培养基进

行常规培养，细胞板放置于37℃，5% CO2的细胞培养

箱，在细胞生长、融合至80%~90%时，使用胰蛋白酶消

化及分瓶传代，取对数生长期细胞用于后续实验。

1.2 试剂与仪器

RIPA裂解缓冲液、Bradford蛋白浓度测定试剂盒、

RapidStep™ ECL 试剂（中国成都里来佳诺生物科技

有 限公司）。 Anti-Beclin 1 antibody、Anti-LC3-Ⅰ/II

antibody、Anti-SIRT1 antibody、Goat Anti-Mouse IgG

H&L（Alexa Fluor® 647）、Anti-Rab7 antibody、Anti-

FOXO1 antibody、胎牛血清（中国成都睿琪生物科技有

限公司）。DMEM培养基、Trizol试剂、5-FU、实时荧光

定量PCR检测试剂盒、RNA提取试剂盒、反转录试剂

盒、CCK-8试剂盒、siRNA和NC siRNA（中国成都旭海

润东生物科技有限公司）。

1.3 HCCC-9810/5-FU耐药细胞模型

取对数生长期的HCCC-9810细胞接种于96孔板，

将不同浓度（0、50、100、150、200 μg/mL）的5-FU依次加

入96孔板，每孔设3个复孔，每孔加入含有FBS胎牛血

清的RPMI 1640培养基，置于37℃，5% CO2培养箱中

培养。24 h后，CCK-8法检测 IC50及癌细胞耐药指数

（判断造模是否成功），耐药指数≥2表明耐药细胞模型建

立成功。分组可标记为对照组（HCCC-9810细胞）和模

型组（HCCC-9810/5-FU耐药细胞）。

1.4 细胞转染

将HCCC-9810/5-FU耐药细胞接种于96孔板，每

孔2×105细胞，根据Lip3000转染试剂说明书将SIRT1

siRNA和NC siRNA分别转染HCCC-9810/5-FU耐药

细胞，培养24 h后，用于后续实验检测。转染分组为：

SIRT1 siRNA组和NC siRNA组。按实验分组处理细

胞48 h后，加入10 μL的CCK-8溶液，在37℃下再孵育

2 h，使用酶标仪测量450 nm处的吸光度值A，检测细胞

耐药性。

1.5 检测指标

1.5.1 划痕实验检测细胞迁移能力 将 HCCC-9810 细

胞接种于六孔板中，100 μL枪头垂直于孔板制作细胞划

痕，尽量保证各个划痕宽度一致。吸去细胞培养液，用

PBS冲洗孔板3次，洗去划痕产生的细胞碎片。加入无血

清培养基，拍照记录。将培养板放人培养箱培养，24 h

后再取出拍照，记录特定位置细胞的生长迁移能力。

1.5.2 Western blot检测SIRT1、FOXO1、Rab7、Beclin1、

LC3和p62蛋白表达 将HCCC-9810细胞接种于六孔

板中，按实验分组处理细胞24 h后收集细胞，然后加入

RIPA 裂解液在冰上裂解细胞，提取细胞蛋白，并用

Bradford蛋白浓度测定试剂盒对蛋白浓度进行测定。

每孔上样10 μg总蛋白，通过SDS-PAGE电泳分离，然后

转移到聚偏二氟乙烯膜（PVDF）膜上，再用Tris-buffer

稀释的5%的脱脂奶粉封闭2 h，随后，滴加50 μL的一

抗，4 ℃孵育过夜，PBS洗膜，滴加二抗山羊抗兔 IgG

（HRP）抗体，室温下与膜孵育 1 h。最后，采用Rapid-

Step™ ECL试剂显影目的条带。β-actin被用作内参。

采用 image J软件计算各组灰度值，并采用SPSS统计软

件分析结果的差异性。

1.5.3 实时定量 PCR 法检测相关 mRNA 将 HCCC-

9810细胞接种于六孔板中，按实验分组处理细胞24 h

后收集细胞，加入Trizol试剂提取总RNA提取，使用无

RNA酶水溶解后测定RNA纯度和浓度。使用TakaRa

反转录试剂盒将RNA反转录成cDNA，利用PCR仪扩

增cDNA进行实时定量聚合酶链反应。扩增cDNA反

应条件为：95℃预变性10 min，95℃变性20 s，58℃退火

30 s，72℃延伸45 s，一共40个循环。以GAPDH作为内

参，PCR仪中读取Ct值，采用 2-△△Ct法计算（Beclin 1、

LC3Ⅰ和LC3ⅡmRNA）相对表达量。引物序列见表1。

1.5.4 免疫荧光检测SIRT1表达 将HCCC-9810细胞

接种于六孔板中，2×105/孔，培养过夜。取出在培养板

中已爬好细胞的玻片，PBS浸洗3次，3 min/次；爬片在

4%多聚甲醛中固定30 min，0.2% Triton X-100室温通

透5 min，非特异性抗原（山羊血清）封闭20 min，加入

SIRT1 抗体 37 ℃下孵育 2 h，PBS 清洗，加 Goat Anti-

Mouse IgG H&L（Alexa Fluor® 647）二抗在 37 ℃孵育
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30 min，PBS清洗，滴加DAPI避光孵育5 min，用含抗荧

光淬灭剂的封片液封片，然后在荧光显微镜下观察采集

图像。

1.6 统计学分析

实验数据用 SPSS 17.0 统计软件和 GraphPad

Prism 5软件进行统计分析。所有的数据都以均数±标

准差表示。多组间比较采用单因素方差分析；当方差齐

时，采用LSD-t检验，当方差不齐时，采用Dunnett's-t检

验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CCK-8 检测 HCCC-9810 细胞增殖抑制率和耐药

指数

CCK-8检测结果显示，与对照组相比，不同浓度（50、

100、150、200 μg/mL）的5-FU均能抑制HCCC-9810细

胞增殖（图1）。随着5-FU浓度的增加，细胞抑制率随之

增加。 5-FU 诱导耐药 HCCC- 9810 细胞的 IC50 是

400.028 μg/mL，5-FU诱导前的HCCC-9810细胞IC50是

153.673 μg/mL，耐药指数是 400.028/153.673=2.60。

耐药指数≥2，耐药细胞模型（HCCC-9810/5-FU组）建立

成功。

2.2 耐药细胞 HCCC-9810/5-FU 中 SIRT1 及 FOXO1/

Rab7自噬通路表达情况

免疫荧光结果显示，与对照组相比，SIRT1在5-FU

诱导的HCCC-9810细胞核内表达稍有增加（图2A）。

Western blot结果显示，与对照组相比，模型组SIRT1和

Rab7 蛋白表达轻微增加（P<0.05），p62、FOXO1 和

Beclin1蛋白表达明显增加（P<0.001），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值

明显增加（P<0.001，图2B）。RT-qPCR显示，与对照组

相比，模型组SIRT1、FOXO1和Rab7 mRNA水平增加

（P<0.05，图2C）。

2.3 沉默SIRT1 mRNA对耐药细胞HCCC-9810/5-FU

中SIRT1及FOXO1/Rab7自噬通路表达情况的影响

CCK-8结果显示，SIRT1 siRNA组细胞对5-FU的

IC50值（199.712 μg/mL）较NC siRNA组细胞对5-FU的

IC50值（347.702μg/mL）降低。划痕实验显示，与NC siRNA

组相比，SIRT1 siRNA组细胞迁移能力下降（图3A）。

Western blot显示，与NC siRNA组相比，SIRT1 siRNA

组 SIRT1（P<0.05）、Rab7（P<0.05）、p62（P<0.05）、

FOXO1（P<0.01）和 Beclin1（P<0.01）蛋白表达降低，

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值降低（P<0.001，图 3B）。RT-qPCR显

示，与NC siRNA组相比，SIRT1 siRNA组 FOXO1和

Rab7 mRNA水平降低（P<0.05，图3C）。

3 讨论

CCA被普遍认为是难以诊断和治疗的疾病。尽管

治疗方法有所改进，但患者的生存率仍然很低，这归因

于早期广泛的局部肿瘤侵袭和远处转移，以及化疗

抵抗［11］。因此，探讨CCA患者5-FU耐药的分子机制，

对于提高患者预后具有十分重要的意义。研究表明，化

疗诱导的自噬水平增加有助于肿瘤多重耐药［12］。单独

使用5-FU处理诱导CCA细胞体外自噬，而自噬激活剂

雷帕霉素可以使CCA细胞对5-FU更具抗性［13］。辣椒

素抑制了5-FU诱导的自噬，增强了CCA细胞的药物敏

感性［14, 15］。由此可见，自噬失活可能有助于药物诱导的

细胞凋亡，增强化疗敏感性，因此阻断癌细胞自噬有望

成为提高癌症治疗中化疗效率的新方法［16］。本研究使

表1 引物序列
Tab.1 Primer sequences for RT-qPCR

Primer

SIRT1

FOXO1

Rab7

β-actin

Sequences

upstream 5'-CTACTGGTCTTACTTTGAGGG-3'

downstream 5'-CAAGGGATGGTATTTATGCT-3'

Upstream 5'-AAGGATAAGGGTGACAGCAACAG-3'

downstream 5'-TTGCTGTGTAGGGACAGATTATGAC-3'

upstream 5'-CTGTCCTGGAACTCACTCT-3'

downstream 5'-AACTCAGCCTACACCCTAG-3'

upstream 5'-ACAGAGCCTCGCCTTTGC-3'

downstream 5'-CCACCATCACGCCCTGG-3'

图1 CCK-8检测HCCC-9810细胞增殖抑制率
Fig.1 CCK-8 assay for assessing the inhibitory
effect of different concentrations of 5-FU on
HCCC-9810 cell proliferation. *P<0.05 vs 0 μg/mL.
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用5-FU耐药的胆管癌HCCC-9810，研究自噬在化疗药

物耐药中的作用和机制。

SIRT1是一种NAD依赖性蛋白脱乙酰酶，能够对

组蛋白和非组蛋白底物进行乙酰化，从而调节肿瘤发生

过程中的各种生理活动［17］。研究表明，SIRT1参与肿瘤

发生、转移、自噬调节和化疗耐药性，但在不同的致病过

程中发挥相反的作用，起着不同的作用［18］。研究表明

SIRT1调控叉头蛋白FOXK2的去乙酰化修饰降低肿瘤

细胞化疗敏感性［19］。FOXO1是重要的自噬诱导因子［9］。

Rab蛋白是一种小的GTP酶，调节囊泡运输过程［20］。许

多Rab蛋白已被证明参与自噬的各个阶段，其中Rab7

参与自噬体形成［21］。在口腔鳞状细胞癌患者中检测到

Rab5、Rab7 和 Rab11 基因和蛋白质的表达增加。在

CCA化疗过程中自噬被激活。Beclin 1是自噬关键调

控蛋白之一，参与自噬体膜形成［22-24］。LC3Ⅱ/ LC3Ⅰ比值

的大小可估计自噬水平的高低［25, 26］。p62作为重要的自

噬受体，参与多种细胞信号转导调控、氧化应激及自噬

过程［27, 28］。本研究中，5-FU诱导的HCCC-9810耐药细

胞中，Beclin 1、p62、SIRT1、FOXO1和Rab7表达上调，

LC3Ⅱ/ LC3Ⅰ比值增加。其中，SIRT1和Rab7的蛋白表

达和mRNA水平都是轻微增加，FOXO1的mRNA水平

变化不明显，但是蛋白水平改变比较大，这说明表达的

改变可能不是来自转录水平，可能是蛋白翻译水平或者

降解受到抑制。

SIRT1 在 5- FU 耐药胃癌细胞中高表达，干扰

SIRT1表达后可通过抑制细胞增殖与促进细胞凋亡来
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图2 耐药细胞HCCC-9810/5-FU中SIRT1及FOXO1/Rab7自噬通路表达情况
Fig.2 E xpressions of SIRT1 and the molecules of the FOXO1/Rab7 autophagy pathway in 5-FU-resistant HCCC-9810 cells.
A: SIRT1 expression detected by immunofluorescence assay (Original magnification: × 400). B: Protein expressions of
SIRT1, Rab7, p62, FOXO1, and Beclin1 and the LC3II/LC3I ratio determined by Western blotting. C: Expression levels of
SIRT1, FOXO1, and Rab7 mRNA determined by RT-qPCR. *P<0.05, ***P<0.001 vs control group.
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提高耐药胃癌细胞对5-FU的敏感性，这可能与细胞增

殖通路相关蛋白、凋亡以及细胞多药耐药性相关蛋白变

化相关。本研究中，沉默SIRT1的表达，HCCC-9810细

胞的5-FU耐药性降低，细胞迁移能力降低，提示抑制

SIRT1可作为降低胃癌多药耐药性及提高胃癌对化疗

药物敏感性研究的一个新思路［29］。目前已有研究表明，

SIRT1可能参与胰腺癌细胞自噬的调控，其机制可能与

FOXO1/RAB7信号通路有关［30］。在这项研究中，敲除

SIRT1抑制胰腺癌细胞自噬，过表达SIRT1能够增强

Panc-1细胞中FOXO1和RAB7的蛋白表达，而当敲除

SIRT1 时，SIRT1 与 FOXO1 蛋白可能有相互作用，

FOXO1和RAB7表达受到抑制。本研究也证明类似的

结果，沉默SIRT1的表达抑制HCCC-9810细胞自噬蛋

白Beclin1和P62表达下调，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值降低，Rab7

和FOXO1的表达均降低。

综上所述，敲低SIRT1的表达，FOXO1/Rab7信号

通路表达降低。要证明这个通路对于SIRT1耐药的影

响，还需进一步实验，需要抑制FOXO1/Rab7通路，然后

敲低 SIRT1，观察是否还能发挥作用。如果抑制

FOXO1/Rab7通路，SIRT1的敲低和过表达不再影响细

胞耐药，说明SIRT1确实通过这个通路发挥作用。
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图 3 沉默 SIRT1 mRNA 对耐药细胞 HCCC-9810/5-FU 中
SIRT1及FOXO1/Rab7自噬通路表达情况的影响
Fig.3 Effect of silencing SIRT1 on expressions of SIRT1 and
FOXO1/Rab7 autophagy pathway in 5- FU- resistant HCCC- 9810
cells. A: Wound-Healing assay for assessing migration ability of
the drug-resistant cells (× 100). B: Protein expressions of SIRT1,
Rab7, p62, FOXO1, and Beclin1 and the LC3II/LC3I ratio
determined by Western blotting. C: FOXO1 and Rab7 mRNA
levels detected by RT-qPCR. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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