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阿司咪唑对宫颈癌细胞HeLa自噬的影响
赵  菲  徐  广  陈佳意  李  婷  韩秋影  张学敏  潘  欣*  

(国家生物医学分析中心, 北京 100850)

摘要      该研究利用蛋白质免疫印迹法(Western blot)、稳定表达mCherry-EGFP-LC3B(microtubule-
associated proteins 1A/1B light chain 3B, LC3)自噬双标荧光细胞、mt-Keima荧光探针活细胞扫描技

术在人宫颈癌细胞HeLa中检测了多种自噬相关标志物, 探究了阿司咪唑(astemizole, AST)对HeLa
细胞自噬的影响。结果表明, 阿司咪唑在HeLa细胞中引起自噬标志蛋白质LC3-II与SQSTM1/p62的
显著累积, 并存在剂量和时间依赖性效应; 阿司咪唑导致HeLa细胞存活率显著降低; 用自噬抑制剂

Bafilomycin A1(Baf-A1)阻断自噬流(autophagic flux)后, 再加入阿司咪唑不能促进LC3-II进一步累

积; 阿司咪唑处理细胞后自噬体与自噬溶酶体的数量均显著增加; 此外, 阿司咪唑显著抑制了线粒

体氧化磷酸化解偶联剂羰基氰化物间氯苯腙(carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone, CCCP)导致

的线粒体标志蛋白质TOMM20(translocase of outer mitochondrial membrane 20)的降解, 其线粒体自

噬水平显著低于对照组。以上结果证明了阿司咪唑有抑制自噬流的作用, 导致损伤的线粒体不能

被顺利降解, 并且提示该作用可能是通过抑制溶酶体功能实现的。
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The Effect of Astemizole on Autophagy of HeLa Cells
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Abstract       To investigate the effects of Astemizole (AST) on regulating autophagy in HeLa cells, we used 
Western blot, mCherry-EGFP tandem fluorescent-tagged LC3B (microtubule-associated proteins 1A/1B light 
chain 3B, LC3) stable expression system, mt-Keima based living cell fluorescence imaging method in this study. 
The results of Western blot showed that AST resulted in dose- and time-dependent accumulation of LC3-II and 
SQSTM1/p62 in HeLa cells. And AST could not facilitate the further accumulation of LC3-II in combination 
with Bafilomycin A1 (Baf-A1), a blocker of autophagic flux. MTS assay presented that AST promoted cell death. 
The mCherry-EGFP-LC3B fluorescence system indicated that HeLa cells exposed to AST displayed greatly 
accumulation of autophagosomes as well as autolysosomes. Furthermore, the generic mitochondrial uncoupling 
agent CCCP (carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone) could induce mitochondrial autophagy, or mitophagy, 
which accompanied by the rapid degradation of mitochondrial outer membrane marker TOMM20 (translocase of 
outer mitochondrial membrane 20). Western blot showed that AST inhibited CCCP-induced TOMM20 degradation 
as chloroquine (CQ) and Baf-A1 did. In addition, the mitochondrial autophagy was obviously reduced in cells 
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treated with AST detected by mt-Keima. These results implied that AST could significantly inhibit autophagic flux 
and the clearance of damaged mitochondria in HeLa cells.

Keywords       autophagy; Astemizole; mt-Keima; mitochondria

自噬是一个基本的代谢机制, 是广泛存在的细

胞内降解途径之一, 主要参与受损细胞器和大分子

量蛋白质的清理和回收过程[1]。自噬(本文指巨自噬)
过程连续有序, 当自噬开始时, 首先形成双层的隔离

膜, 进而底物被膜包裹成为自噬体, 然后再与溶酶体

融合成为自噬溶酶体进行底物的降解作用[2]。大多

数观点认为, 自噬是一种防御和保护性机制, 参与多

种疾病的调控, 如肿瘤、代谢疾病及神经退行性疾

病等[3-4]。适度的自噬可以确保细胞各组分的循环利

用, 维持细胞稳态与生存, 保证机体健康[5]。随着自

噬在生物体内的重要性被逐渐揭示, 调控自噬的化

合物在疾病药物治疗方面的研究更是日益增多, 老
药新用的研究也在持续进行, 如经典的抗疟疾药物

氯喹(chloroquine, CQ)和大环内酯类免疫抑制药物

雷帕霉素(rapamycin, RAPA)[6-7], 由于它们对于自噬

的特殊调控作用而拓展了新的治疗用途。

阿司咪唑(astemizole, AST)是一种长效的组胺

H1受体拮抗剂, 作为第2代抗组胺类药物, 经过美

国食品药物管理局(Food and Drug Administration, 
FDA)批准上市, 具有能够被机体快速吸收并且无中

枢镇静作用的优点, 临床上被广泛用于过敏性鼻炎

等各种过敏性症状与疾病的治疗[8-9]。但是由于随后

发现阿司咪唑可能致死的严重副作用, 如引起心脏

毒性反应等[10-12], 目前已经在美国等大多数国家撤

市。

虽然阿司咪唑在抗过敏药的道路上停滞, 但是

仍不断有更多研究发现了阿司咪唑新的疾病治疗作

用。在2006年就有针对于疟疾的药物筛选研究发现

阿司咪唑可能具有类似于氯喹的抗疟疾作用[9]。在

朊病毒(prion)感染的小鼠模型中, 阿司咪唑能够抑

制朊病毒的复制, 显著提高小鼠的存活率, 这说明

阿司咪唑可能是具有治疗朊病毒感染作用的潜在

药物[13]。而在果蝇模型中, 阿司咪唑还有治疗帕金

森疾病的作用[14]。还有许多研究发现了阿司咪唑可

能的抗肿瘤作用, 其对于多种肿瘤都有显著的杀伤

作用[15-18]。如在人肺癌细胞系中，联合应用阿司咪

唑与吉非替尼(gefitinib)可以提升吉非替尼的药效, 
显著抑制肺癌细胞的增殖, 降低细胞生存率[19]; 在

大鼠肝癌模型中, 应用阿司咪唑能够显著抑制肝癌

进展[20]。多数研究认为, 阿司咪唑的抗肿瘤作用是

通过其靶点蛋白Eag1和hERG实现的, Eag1和hERG
蛋白在多种肿瘤细胞中高表达, 是肿瘤治疗潜在的

新靶标[21], 阿司咪唑可以抑制Eag1和hERG蛋白活

性, 并且在体外和体内实验中应用阿司咪唑可以抑

制Eag1和hERG蛋白高表达肿瘤的增殖[16, 22-23]。但是

在大部分研究中, 阿司咪唑有效杀伤肿瘤的具体机

制还尚未明确。

此外, 有研究发现, 阿司咪唑能够引起自噬的

发生, 表现在阿司咪唑处理后能够看到细胞内LC3
的点状聚集以及II型LC3蛋白质累积[24]。随后, 更多

研究确认了阿司咪唑能够导致LC3的变化[13,25], 2016
年, Jakhar等[26]发现, 阿司咪唑与组胺联用能够促进

p53的磷酸化, 并且诱导自噬, 促进肿瘤细胞发生凋

亡。但是, 阿司咪唑对自噬进程即自噬流是否有影响, 
目前还尚未明确。为了进一步探讨阿司咪唑在肿瘤

细胞自噬中的作用, 本文研究了阿司咪唑对于宫颈

癌细胞HeLa自噬流(autophagic flux)的影响, 并且发

现了阿司咪唑能抑制细胞内损伤线粒体的降解。

1   材料与方法
1.1   材料

人宫颈癌HeLa细胞购自中国科学院上海细胞

库, 阿司咪唑粉末购自Sigma-Aldrich公司, 由二甲基

亚砜(DMSO)溶解并配置成储液。

1.2   试剂及仪器

线粒体解偶联剂CCCP、TRITON X-100、蛋

白酶抑制剂cocktail、LC3B、α-tubulin、GAPDH蛋

白质抗体等购自Sigma-Aldrich公司; mCherry-EGFP-
LC3B(Human)慢病毒滴度液由PPL质粒与蛋白共

享库提供; MTS细胞增殖检测试剂盒CellTiter 96® 
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay购 自

Promega公司; DMEM培养基购自迈晨科技有限公

司; 胎牛血清和胰蛋白酶购自Gibco公司; TOMM20
蛋白质抗体购自Santa Cruz公司; SQSTM1/p62蛋白

质抗体购自MBL公司; 0.45 μmol/L聚偏二氟乙烯

(PVDF)膜购自GE Healthcare公司; Hoechst 33342染
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液购自Invitrogen公司; 其他试剂均为国产分析纯。

所有设备包括: 恒温培养箱(Thermo Fisher 
Scientific公司), 水浴锅(北京市长风仪器仪表公

司), 金属浴(金银杏生物科技有限公司), 移液枪、

低温高速离心机、常温高速离心机(Eppendorf公
司), Western blot电泳槽、电泳仪(Bio-Rad公司, 
倒置显微镜(Olympus公司), 荧光共聚焦显微成

像系统LSM 510/880 Confocal Microscope (德国

蔡司光学仪器公司), 流式细胞分选仪(Beckman 
Coulter公司)。
1.3   蛋白质免疫印迹法(Western blot)检测蛋白质

水平

收集细胞样品: 细胞加药处理至预定时间

后, 加入RIPA细胞裂解液, 收集至EP管, 冰上裂

解30 min。4 °C、12 000 r/min离心后收集上清, 
Bradford法检测蛋白质浓度。确定浓度与上样量后, 
取出合适体积的裂解液上清加入5×SDS上样缓冲液

混匀, 100 °C金属浴煮沸。Western blot: 将等量的蛋

白质样品上样到SDS-PAGE凝胶孔中进行电泳, 转
印至PVDF膜上, 得到的膜利用5%脱脂牛奶封闭后

分别孵育一抗、二抗还有ECL化学发光试剂, 最后

利用暗室显影技术获得原始胶片。

1.4   MTS法检测细胞存活率

5×103个/孔HeLa细胞接种于96孔板中, 待细

胞贴壁后每孔换液加入配好的带阿司咪唑等化合

物的DMEM培养基。在细胞培养箱中培养72 h后, 
每孔换液0.1 mL, 加含有10 μL MTS试剂的培养

基, 置细胞培养箱避光孵育2 h, 在490 nm检测吸

光度值。

1.5   病毒感染构建稳定表达mCherry-EGFP-
LC3B的HeLa细胞系

将2.5×105个HeLa细胞接种于6孔板中, 每孔加

入2 mL含10% FBS的DMEM培养基, 再加入50 μL浓
缩病毒液与终浓度为8 μg/mL的多聚赖氨酸, 置于细

胞培养箱中培养, 16 h后更换新鲜培养基, 继续培养

与传代扩增。

1.6   流式细胞术分选HeLa-mCherry-EGFP-
LC3B细胞

将贴壁的HeLa细胞用胰蛋白酶消化收集至离

心管, 1×PBS清洗2次, 离心后重悬至1×PBS中, 吸
取细胞悬液过流式管筛至流式管中, 上机分选出

mCherry与GFP荧光通道光强一致且发光较强的细

胞, 回收到收集管中, 离心重悬至大小合适的培养皿

于培养箱中培养扩增。

1.7   HeLa-mCherry-EGFP-LC3B细胞荧光检测

种在玻片上的细胞用4%多聚甲醛于37 °C固定

10~15 min, 用1×PBS清洗后加入含0.3% Triton X-100
与3% BSA的1×PBS处理10 min, 再用1×PBS配置的

Hoechst 33342(1000 10׃)避光染核5~10 min, 1×PBS
避光清洗后用封片剂封片, 室温避光晾干, 4 °C保存

或马上用于荧光共聚焦显微成像系统扫描。

1.8   mt-Keima探针的活细胞检测

将实验室保存的稳定表达有mt-Keima与GFP-
Parkin的HeLa细胞种于8腔室细胞培养玻片上, 待细

胞贴壁后换液加入配好的含阿司咪唑等化合物的培

养基, 预处理2 h后同时再加入解偶联剂CCCP处理: 
以DMSO为对照, 将CCCP由10 mmol/L的储备液稀

释为终浓度10 μmol/L, 待处理的细胞同时换入含阿

司咪唑等化合物与DMSO或CCCP的无酚红培养基。

CCCP刺激6 h后利用荧光共聚焦显微成像系统直接

进行活细胞扫描。

1.9   数据处理与统计

利用ImageJ与Volocity软件对图像进行后期

处理及分析, 使用Excel与GraphPad Prism软件进行

数据分析和作图。数据统计结果以算术平均数与

标准误(mean±S.E.M.)展示, 多组独立样本平均数

差异显著性的比较采用单因素方差分析(One-Way 
ANOVA), P<0.05视为存在显著性差异。

2   结果
2.1   阿司咪唑促进HeLa细胞的自噬体累积

评价自噬发生最经典的标志蛋白质是LC3。
pro-LC3经过剪切后形成的LC3通常有LC3-I和LC3-
II两种形式, LC3-I在自噬发生时会被磷脂酰乙醇

胺(PE)酯化, 转变为LC3-II, LC3-II再结合到自噬体

前体吞噬泡(phagophore)的膜结构上, 成为自噬体

的标志物[27-28]。所以, 为了检测HeLa细胞中自噬发

生情况随加入不同剂量阿司咪唑的变化, 可以利用

Western blot技术检测加药12 h后LC3-II蛋白质量的

累积, 以α-tubulin作为内参以校正总上样量。图1A
的结果显示, 在未加阿司咪唑时LC3-II的累积很少, 
说明自噬未发生。随着阿司咪唑加药剂量的逐渐上

升, LC3-II的累积也逐渐增加, 至5.0 μmol/L时LC3-II
的累积已非常显著, 证明此时细胞内有大量的自噬
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体或自噬溶酶体存在。

同时, 为了检测HeLa细胞加入阿司咪唑不同

时间长度后自噬发生情况的变化, 同样利用Western 
blot技术检测加入10.0 μmol/L的阿司咪唑后LC3-II
蛋白质量的累积, 以α-tubulin作为内参。根据图1B
的结果来看, 首先加药0 h组的LC3-II较少, 此时细胞

中仅有较少量的自噬体。在加入阿司咪唑3 h后即

观察到了LC3-II的显著累积。随着阿司咪唑加药时

间逐渐延长, LC3-II的累积增加, 12 h之后LC3-II的
累积变化进入平台期, 证明HeLa细胞在加入阿司咪

唑后细胞内很快就累积了大量的自噬体或自噬溶酶

体。

另一方面, 在哺乳动物中, SQSTM1/p62作为

LC3与泛素化底物的连接蛋白, 可以用来评价自噬

流, SQSTM1/p62的累积往往提示了自噬流可能被抑

制[29]。由图1结果显示, 在HeLa细胞中加入阿司咪

唑能导致SQSTM1/p62的蛋白质水平呈剂量依赖性

与时间依赖性增加, 提示阿司咪唑可能具有抑制自

噬流的作用。

2.2   阿司咪唑促进HeLa细胞死亡

根据文献中的描述, 阿司咪唑能够促进肿瘤细胞

的死亡[15-16], 在HeLa细胞中也发现了阿司咪唑抑制增

殖与促进凋亡的作用[22]。为了在本研究体系中验证

阿司咪唑的作用, 利用MTS法分别检测了HeLa细胞在

加入DMSO、10.0 μmol/L阿司咪唑、20.0 μmol/L阿司

咪唑、25.0 μmol/L氯喹72 h之后细胞的存活情况。根

据图2的结果, 10.0 μmol/L阿司咪唑与25.0 μmol/L
氯喹能导致HeLa细胞10%~20%的死亡率, 而加入

20.0 μmol/L阿司咪唑后, HeLa细胞几乎完全不能存

活, 死亡率为97%~98%。该结果验证了阿司咪唑具

有促进HeLa细胞死亡的作用。

2.3   阿司咪唑抑制HeLa细胞的自噬流

细胞中自噬体数量增多有两种可能的原因: 一
是自噬被诱导发生, 二是自噬体的降解被抑制, 即
自噬流被抑制。为了明确阿司咪唑导致自噬体数

量增多的机制, 通过加入100 nmol/L自噬抑制剂Baf-

A: Western blot分析不同剂量阿司咪唑处理12 h后对自噬相关蛋白质(LC3B-I/LC3B-II、SQSTM1)水平影响; B: Western blot分析10.0 μmol/L阿
司咪唑不同时长处理对LC3-II蛋白质水平影响。

A: HeLa cells were exposed to various concentrations of AST for 12 h. The levels of autophagy-related proteins (LC3B-I/LC3B-II, SQSTM1) were 
detected by Western blot analysis; B: 10.0 μmol/L AST affected the protein level of LC3-II at different time points.

图1   阿司咪唑使HeLa细胞的LC3-II与SQSTM1呈剂量与时间依赖性增加

Fig.1   Astemizole increased the protein levels of LC3-II and SQSTM1 in HeLa cells in a dose- and time-dependent manner
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MTS法检测不同剂量阿司咪唑处理72 h对HeLa细胞存活的影响。实验独立重复3次, 每次实验DMSO组的值标准化为100%, One-Way ANOVA。

**P<0.01, ***P<0.001。
HeLa cells were treated with various concentrations of AST or chloroquine for 72 h. MTS assays were performed to assess cell survive. The experiment 
was repeated three times independently, the value of DMSO group was normalized to 100%, One-Way ANOVA. **P<0.01, ***P<0.001. 

图2   阿司咪唑促进HeLa细胞死亡

Fig.2   Astemizole promotes cell death in HeLa cells
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A: Western blot分析细胞加入10.0 μmol/L阿司咪唑与100 nmol/L Baf-A1 12 h后LC3-II蛋白质水平; B: 4次独立重复实验的半定量结果统计, One-
Way ANOVA。**P<0.01; ns: 无显著差异。

A: HeLa cells were treated with 10.0 μmol/L AST and 100 nmol/L Baf-A1 for 12 h as indicated, the lysate was analyzed by Western blot; B: the semi-
quantitative results of LC3-II proteins in four independent experiments, One-Way ANOVA. **P<0.01; ns: not significant.

图3   阿司咪唑在HeLa细胞中抑制自噬流

Fig.3   Astemizole inhibits autophagic flux in HeLa cells
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A1(Bafilomycin A1)阻断自噬流, 抑制自噬体的降

解, 同时再加入10.0 μmol/L阿司咪唑, 12 h后检测自

噬体标志蛋白质LC3-II是否进一步累积来判断阿

司咪唑对于自噬体形成或降解的作用。根据图3的
结果分析, DMSO对照组LC3-II的累积较少, 不影响

自噬; 单加阿司咪唑或Baf-A1组的LC3-II都发生了

累积, 说明它们都能影响自噬进程。最后一组在加

入Baf-A1后, 阻断了自噬体降解, 再加入阿司咪唑, 
LC3-II并没有发生进一步累积, 说明阿司咪唑并不

促进自噬体形成, 而是与Baf-A1的功能类似, 抑制了

自噬流。

2.4   阿司咪唑使HeLa细胞内的自噬体与自噬溶

酶体累积

为了更进一步揭示阿司咪唑对于宫颈癌细胞

HeLa自噬流的影响, 利用mCherry-EGFP-LC3B串联

荧光蛋白自噬双标系统检测自噬体与自噬溶酶体的

数量变化(图4)。用mCherry-EGFP-LC3B(Human)慢
病毒滴度液构建稳定表达mCherry-EGFP-LC3B的

A: 细胞加入10.0 μmol/L阿司咪唑或100 nmol/L Baf-A1或饥饿处理(EBSS) 9 h后, mCherry-EGFP-LC3B荧光表示的自噬流变化情况, 标尺=10 μm; B: 
根据A图图像的定量统计结果, 统计每个细胞LC3强光点的面积总和, 以0.05 μm2计为一个LC3 puncta, 每组统计细胞数n>50, One-Way ANOVA。

***P<0.001。
A: HeLa cells were exposed to 10.0 μmol/L AST, 100 nmol/L Baf-A1 and EBSS for 9 h as indicated. Autophagic flux indicated by mCherry-EGFP-
LC3B fluorescence, Scale bars=10 μm; B: the number of LC3 puncta per cell in each group, n>50. One-Way ANOVA. ***P<0.001.

图4   阿司咪唑使HeLa细胞的自噬体与自噬溶酶体显著增多

Fig.4   Astemizole resulted in the accumulation of autophagosomes and autolysosomes in HeLa cells
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HeLa细胞, 荧光显微镜观察细胞可以分别看到红色

荧光与绿色荧光, 说明稳定表达细胞构建成功。由

于mCherry与GFP共同表达, 自噬体上的LC3呈现黄

色荧光(红光和绿光同时存在)。酸敏感的GFP荧光

在进入酸性的溶酶体环境后会发生淬灭, mCherry继
续发光, 所以自噬体与功能正常溶酶体融合形成的

自噬溶酶体上的LC3点发红光。自噬发生后, 通过

统计红点和黄点个数可以指示自噬体与自噬溶酶体

的数量, 自噬溶酶体比自噬体数量的比值越高, 说明

自噬流越顺畅, 反之表示自噬流受阻[30-31]。为便于

统计, 利用软件分别计算出mCherry或GFP荧光通道

下每个细胞的LC3强光点的面积总和, 以0.05 μm2计

为一个LC3 puncta。
根据图4的结果, 在处理9 h后, DMSO对照组细

胞不发生自噬, 呈现均匀的黄光; 以Baf-A1作为抑制

自噬流的对照, 细胞中出现了大量的黄色自噬体, 红
色的自噬溶酶体偏少; 以饥饿处理(EBSS)作为促进

自噬且自噬流顺畅的对照, 细胞的黄色自噬体很少, 
而红色的自噬溶酶体较多; 加入阿司咪唑的实验组

出现了大量的黄色自噬体, 也有大量红色的自噬溶

酶体, 且自噬体与自噬溶酶体在该焦面的面积较大。

对于大量红色的自噬溶酶体的出现有两种解释: 一
是阿司咪唑促进了自噬的发生, 二是阿司咪唑可能

抑制了自噬流过程中自噬体和溶酶体融合之后的阶

段, 即抑制了溶酶体的降解功能, 造成了自噬溶酶体

大量累积[32]。结合图3的结果, 自噬流被Baf-A1阻断

后加入AST并不能使LC3-II指示的自噬体累积有进

一步的增加, 并且大量黄色自噬体的累积说明自噬

体的降解确实出现了障碍, 所以第二种解释较为合

理。最终, 该现象证明了阿司咪唑抑制了自噬流, 并
且很可能是通过抑制溶酶体的功能而抑制自噬溶酶

体对于其内容物的有效降解。

2.5   阿司咪唑抑制HeLa细胞受损线粒体的清除    
自噬是肿瘤细胞抵抗外界恶劣环境从而存活

的机制。目前已有大量自噬流抑制剂被报道具有促

进肿瘤细胞死亡、促进化疗效果的作用[33], 而线粒

体在该过程中扮演着十分重要的角色[34-35]。若自噬

被抑制, 细胞内受损的线粒体无法及时被清除, 会释

放凋亡因子, 从而促进细胞凋亡过程激活[36]。而阿

司咪唑抑制自噬流的作用很有可能是其促进肿瘤细

胞凋亡的主要原因之一。为了确认阿司咪唑对于宫

颈癌细胞HeLa受损线粒体降解过程的影响, 利用线

粒体解偶联剂CCCP模拟线粒体损伤, 诱导线粒体

自噬的发生, 根据线粒体外膜标志蛋白质TOMM20
的降解情况指示受损线粒体的降解。图5的Western 
blot结果显示, DMSO组的自噬流顺畅, TOMM20能
够顺利发生降解; 作为抑制线粒体降解的对照, 自
噬抑制剂Baf-A1与氯喹显著抑制了CCCP刺激下

TOMM20的降解。阿司咪唑与Baf-A1和氯喹的作用

相同, 显著抑制了TOMM20的降解, 证明了其具有抑

制受损线粒体降解的作用。

Keima是一种来源于珊瑚虫的荧光蛋白, 能在

进入溶酶体后不被降解, 是近年来兴起的用于检测

自噬的一项新技术。Keima的发射峰在620 nm, 双激

发峰为440和586 nm, 当Keima蛋白质存在于pH值较

高的胞质中时中性状态占主导地位, 激发峰主要在

440 nm, 图中标记为绿光; 当自噬发生后, 胞质中的

Keima随自噬体进入溶酶体, 在酸性溶酶体环境中, 
pH值较低, Keima发生电离, 激发峰变为以586 nm为

主, 图中标记为红光。Keima的双激发峰随自噬进程

发生动态变化, 因此, Keima能够在活细胞中实时动

态地指示自噬流进程[37-38]。为了更好地观察线粒体

自噬的情况, 2011年的另一项研究将COXVIII的线

粒体定位序列与Keima进行融合表达, 得到了线粒

体定位的mt-Keima, 可以指示线粒体的降解过程[39]。

为了验证阿司咪唑对受损线粒体清除的抑制

作用, 利用CCCP刺激稳定表达mt-Keima与Parkin的
HeLa细胞模拟线粒体损伤的发生, 根据mt-Keima荧
光由绿转红的情况来指示受损线粒体是否进入功能

正常的溶酶体中, 根据图6的活细胞荧光扫描结果, 
DMSO组在未加刺激的情况下, mt-Keima显示绿光

并且有良好的线粒体定位, 加入CCCP后mt-Keima标
记的丝状线粒体变成了大量点状聚集, 并且许多点

状聚集显示红光, 说明线粒体受损后能很快形成自

噬体并且运输进入酸化的溶酶体进行降解。抑制自

噬流的对照Baf-A1组在加入CCCP后mt-Keima标记

的线粒体出现大量点状聚集, 但是未有红光出现, 说
明受损线粒体可能进入自噬体, 但是自噬体不能正

常与溶酶体融合或者溶酶体功能受到了抑制。抑制

溶酶体功能的对照氯喹组在加入CCCP后mt-Keima
标记的线粒体也呈现大量点状聚集, 并且只有些许

红光出现, 说明受损线粒体发生自噬进入了溶酶体, 
但是大部分溶酶体的功能都受到了抑制。在阿司咪

唑组, 可以看到与氯喹组类似的现象, 并且CCCP刺
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HeLa细胞用10.0 μmol/L阿司咪唑、100 nmol/L Baf-A1或25 μmol/L氯喹预处理2 h后再加入10 μmol/L CCCP处理18 h, Western blot检测TOMM20
蛋白质水平变化情况。

HeLa cells were pretreated with AST (10.0 μmol/L), or Baf-A1 (100 nmol/L), or CQ (25 μmol/L) for 2 h, then exposed to CCCP (10 μmol/L) for 18 h. 
The protein level of TOMM20 was detected by Western blot.

图5   阿司咪唑抑制HeLa细胞受损线粒体的清除

Fig.5   Astemizole inhibits clearance of damaged mitochondria through autophagy
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TOMM20
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Baf-A1AST CQ

A: HeLa细胞用10.0 μmol/L阿司咪唑、100 nmol/L Baf-A1或25 μmol/L氯喹预处理2 h再加入10 μmol/L CCCP处理6 h后, mt-Keima荧光表示的线

粒体自噬情况, 标尺=10 μm; B: 根据A图图像的荧光定量统计结果(543 nm/458 nm), DMSO加CCCP刺激组的值标准化为100%, 每组统计细胞

数n>50, One-Way ANOVA。***P<0.001。
A: HeLa cells were pretreated with AST (10.0 μmol/L), or Baf-A1 (100 nmol/L), or CQ (25 μmol/L) for 2 h, then exposed to CCCP (10 μmol/L) for 6 h. 
Mitochondria autophagy indicated by mt-Keima fluorescence, Scale bars=10 μm; B: fluorescence quantitative results of mt-Keima per cells in each 
group (543 nm/458 nm), the value of DMSO group with CCCP was normalized to 100%, n>50, One-Way ANOVA. ***P<0.001.

图6   mt-Keima验证阿司咪唑抑制HeLa细胞受损线粒体的清除

Fig.6   Astemizole inhibits clearance of damaged mitochondria through autophagy detected by mt-Keima fluorescence
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激后出现的mt-Keima红点较氯喹组更少, 证明阿司

咪唑能显著抑制受损线粒体的降解。

3   讨论
自噬作为一种进化上高度保守的细胞内物质

清理和更新的机制, 能够维持细胞能量与物质的稳

态, 多数观点认为, 抑制自噬流的正常进程会导致细

胞内稳态的破坏, 从而使机体发生异常, 如在衰老个

体以及神经退行性疾病中常能观察到受损细胞成分

的累积[40-41]。此外, 自噬在肿瘤细胞的生存中也起

着至关重要的作用, 肿瘤细胞通过激活自噬可以耐

受营养及能量的缺乏、抵抗放化疗治疗, 在恶劣的

生存环境中更好地存活并增殖扩散[42], 抑制自噬流

能够促进肿瘤细胞凋亡, 所以抑制自噬流也已经成

为目前抗肿瘤以及肿瘤治疗联合用药的研究热点, 
如经典的自噬流抑制剂氯喹就被发现能够逆转乳腺

癌对他莫昔芬的耐药[43-44]。

线粒体作为细胞能量代谢的中心站点, 在细胞

自噬与凋亡的交互作用中也占据着相当重要的地

位。一方面, 线粒体容易受到多种外界因素的影响

而发生损伤, 损伤的线粒体能够进行分裂融合以及

诱导自噬发生从而维持细胞内线粒体的平衡与稳

态, 而且损伤线粒体释放的细胞色素c能够在促进细

胞发生凋亡的同时促进细胞启动保护性的自噬, 保
护细胞抵抗凋亡[45-46]。另一方面, 如果细胞自噬流

被异常阻断, 会导致损伤的线粒体不能被正常清除

而发生大量累积, 线粒体功能障碍以及损伤线粒体

的外膜通透性发生改变, 释放促凋亡蛋白质细胞色

素c, 能够促进线粒体相关的凋亡发生[36,47]。许多化

疗药可以导致肿瘤细胞的线粒体损伤, 同时联用抑

制自噬流的药物能够进一步促进肿瘤细胞的死亡, 
从而达到更好的肿瘤治疗效果[34]。

目前, 越来越多类似氯喹的阳离子双亲化合物

被报道具有影响溶酶体功能而抑制自噬流的作用, 
如siramesine[48-49]。2016年, 据文献报导, 阿司咪唑即

属于该类化合物中的一种, 高剂量的阿司咪唑可能

导致溶酶体膜不稳定的细胞死亡, 其与化疗药联用

时可以增强肿瘤细胞对化疗的敏感性, 进一步促进

肿瘤细胞的死亡, 从而可以起到治疗肿瘤的作用[50]。

根据我们研究中的发现可以解释阿司咪唑对宫颈癌

细胞HeLa的杀伤作用, 阿司咪唑可能通过对溶酶体

的影响抑制了自噬流, 并且通过抑制受损线粒体的

降解促进了宫颈癌细胞HeLa凋亡。有研究在大鼠

的肝细胞中发现, 阿司咪唑更倾向于分布在膜结构

上, 还有一部分聚集在溶酶体中[51]。所以, 对于阿司

咪唑通过影响溶酶体的功能来影响自噬体的正常清

除的推测也有了空间分布上的基础。当然, 这些假

设还有待进一步通过实验来验证。

综上所述, 阿司咪唑在宫颈癌细胞HeLa中抑制

自噬流与抑制损伤线粒体正常清除的功能可能在肿

瘤细胞中具有普遍性, 并且可能是其能够杀伤肿瘤

细胞并且促进化疗药物杀伤肿瘤细胞的原因之一。

作为一个曾经上市的FDA药物, 人们对其安全性的

研究也较其他新开发的化合物透彻, 阿司咪唑虽然

有潜在的副作用, 但是其在治疗致死率高的癌症中

仍可能发挥作用, 这也为肿瘤的治疗提供了一个新

的思路与手段。
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