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S100A8通过自噬促进B细胞淋巴瘤耐药性的机制研究
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摘要      B细胞淋巴瘤是起源于淋巴造血系统的恶性肿瘤, 是由分化过程中淋巴细胞恶性转化

的复杂过程引起的。B细胞淋巴瘤细胞的耐药性是制约B细胞淋巴瘤治疗的关键因素。自噬是细

胞成分降解和再循环的重要细胞生物学过程, 近年来其与肿瘤耐药性的相关性受到越来越多的关

注。S100A8是钙结合蛋白S100家族的重要成员, 其在淋巴瘤的的耐药调控中发挥重要作用, 但具体

机制尚不清楚。在该研究中, 以人Burkitt淋巴瘤细胞Daudi、人B淋巴瘤细胞SUDHL-4和人套细胞淋

巴瘤细胞JeKo-1为研究对象, 揭示了B细胞淋巴瘤细胞的耐药性与S100A8的表达水平密切相关, 且
S100A8可以显著激活淋巴瘤细胞的自噬进程。慢病毒感染稳定敲低S100A8的表达后, 一方面, 淋巴

瘤细胞内质网和线粒体内的BNIP3蛋白的表达水平显著降低, 自噬受到抑制; 另一方面, 自噬起始复

合物BECN1-PI3KC3的表达显著降低, 而BCL2与BECN1的结合显著增多, 进而抑制细胞自噬。
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Abstract       BCLs (B-cell lymphomas) are malignant tumors that originate from the lymphoid hematopoietic 
system, resulting from the complex process of malignant transformation of lymphocytes during various stages of 
differentiation. The efforts to control or even eradicate BCLs are frequently hampered by the development of drug 
resistance. Autophagy is a regulated process of degradation and recycling of cellular constituents, which recently 
received increasing attention for its roles in conferring resistance to various commonly used anticancer therapies. 
S100A8 is a member of the S100 calcium-binding protein family and plays an important role in the drug resistance 
of lymphoid tumors, while the mechanisms are particular unclear. In the present study, by employing three BCL 
cell lines (Daudi, SUDHL-4 and JeKo-1), S100A8 was found to be crucial in regulating drug resistance and activat-
ing autophagy in BCL cells. Interference of S100A8 could significantly down-regulate BNIP3 expression located 
in mitochondrial and endoplasmic reticulum to further inhibit autophagy. In addition, S100A8 interference notably 
inhibited the formation of BECN1-PI3KC3 complex and promoted BCL2 expression, which collectively inhibited 
autophagy.
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B细胞淋巴瘤是一种高度侵袭性的临床异质性

肿瘤 , 具有较高的疾病特异性死亡率 [1], 尤其对于弥

漫性大B细胞淋巴瘤等非霍奇金淋巴瘤来说, 疾病致

死率更是居高不下 [2]。对于晚期B细胞淋巴瘤患者 , 
使用多种化疗药物的联合化疗方案加重组抗CD20
抗体利妥昔单抗是最佳治疗选择 [3], 单克隆抗体靶向

药物的临床运用可以提高B细胞淋巴瘤的治愈率和

淋巴瘤患者的5年生存率[4-5]。但是, 淋巴瘤细胞的耐

药性会严重阻碍淋巴瘤的成功治疗 , 并导致淋巴瘤

的复发 , 例如弥漫性大B细胞淋巴瘤患者中大约50%
的患者出现疾病复发或对药物产生耐药性 , 而最终

有1/3的患者死于具体机制尚不清楚的淋巴瘤细胞耐

药性 [6-7]。因此 , 研究并阐明淋巴瘤细胞的耐药机制

对于改善当前淋巴瘤治疗方法具有重大意义。

自噬在进化上呈现高保守性, 是一种非常重要

的细胞代谢机制。在环境压力条件下, 细胞将细胞

质内的蛋白质或细胞器以囊泡的形式包裹形成自噬

小体, 然后与溶酶体结合形成自噬溶酶体, 降解包裹

的蛋白质与细胞器, 为细胞代谢提供生化反应的底

物。同样, 在正常生理条件下, 细胞也会利用自噬清

除损伤的细胞器。自噬概念最早是由比利时科学家

DUVE在1963年提出的, DUVE在对哺乳动物细胞进

行高分辨透射电子显微镜(transmission electron mi-
croscope, TEM)观察之后, 将自噬定义为溶酶体降解

细胞质的过程。但真正深入认识自噬是90年代日本

科学家OHSUMI在酵母中的相关研究, 并且2016年
OHSUMI因发现了自噬机制而被授予诺贝尔生理学

或医学奖[8-9]。自噬可以分为: 巨自噬(macroautopha-
gy), 细胞内形成脂质双分子层结构的自噬小体包裹

内容物, 并与溶酶体结合; 微自噬(microautophagy), 
溶酶体通过表面膜的内陷, 直接吞入并降解细胞质

中的组分; 分子伴侣介导的自噬(chaperone-mediated 
autophagy, CMA), 分子伴侣将靶蛋白运送至溶酶体

进行降解[10-11]。自噬与多种代谢性疾病、感染性疾

病、心血管疾病及神经退行性疾病密切相关, 目前

研究较深入的是自噬与糖尿病和阿尔茨海默病的相

关性[12]。除此之外, 自噬与淋巴瘤的耐药机制密切

相关, 值得深入探究。

S100A8也被称为髓样相关蛋白8(myeloid-related 
protein 8, MRP8), 是一种细胞内钙结合蛋白 , 在基质

细胞、单核细胞以及嗜酸性粒细胞和嗜中性粒细胞

中均有表达 [13]。S100A8属于包含22个成员的S100蛋
白超家族, 主要在先天免疫系统中起作用[14]。S100A8
在多种细胞类型中的表达水平具有明显差异, 且在髓

样细胞中表达丰富。据报道 , S100A8可以调节细胞

增殖和转移过程, 诱导细胞凋亡并参与各种癌症的发

展 , 已经证明S100A8与髓系细胞分化、自噬、细胞

凋亡和化疗耐药有关 [15]。Bcl-2/腺病毒E1B相互作用

蛋白3(Bcl-2/E1B 19 kDa-interacting protein 3, BNIP3), 
主要定位于线粒体和内质网 , BNIP3通过其C-端跨膜

结构域锚定到外部线粒体和内质网膜上, 而其N-端面

对细胞质。BNIP3通过干扰线粒体功能诱导细胞死

亡[16-17]。此外, BNIP3特异性靶向内质网会干扰Ca2+稳

态并促进细胞死亡 , BNIP3还是许多不同类型细胞中

自噬的有效诱导剂[18-19]。

在这项研究中 , 我们揭示了B细胞淋巴瘤细胞

对阿霉素 (adriamycin, ADR)和长春新碱 (vincristine, 
VCR)的耐药性与S100A8相关。S100A8通过促进

BNIP3、BECN1和 III类磷脂酰肌醇激酶复合物

(phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3, 
PI3KC3)的表达激活淋巴瘤细胞的自噬 , 进而促进淋

巴瘤细胞的耐药性, 这可能为B细胞淋巴瘤的治疗提

供新的潜在靶点。

1   材料与方法
1.1   细胞株

人Burkitt淋巴瘤细胞Daudi、人B淋巴瘤细胞

SUDHL-4和人套细胞淋巴瘤细胞JeKo-1均购于中国

科学院上海细胞库。

1.2   慢病毒

S100A8稳定干扰慢病毒 (LV-shS100A8)及通用

阴性对照慢病毒 (LV-shNC)由上海吉玛制药技术有

限公司提供。LV-shS100A8正义链序列为 : 5ʹ-CCU 
GAA GAA AUU GCU AGA GTT-3ʹ; 反义链序列为 : 
5ʹ-GGA CTT CTT TAA CGA TCT CAA-3ʹ。阴性对

照病毒LV-shNC正义链序列为 : 5ʹ-TTC TCC GAA 
CGT GTC ACG T-3ʹ; 反义链序列为 : 5ʹ-AAG AGG 
CTT GCA CAG TGC A-3ʹ。
1.3   主要试剂

细胞培养基RPMI-1640和胎牛血清 (fetal bovine 
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serum, FBS)购于Gibco公司; 细胞裂解液等蛋白提取相

关试剂和Ad-mCherry-GFP-LC3腺病毒购于上海碧云

天生物技术有限公司; ADR和VCR购自北京索莱宝科

技有限公司 ; 兔抗人LC3-I/II单克隆抗体、兔抗人P62
单克隆抗体、兔抗人TUBULIN单克隆抗体、兔抗人

BCL2单克隆抗体、兔抗人BECLIN1单克隆抗体和兔

抗人PI3KC3单克隆抗体均购于武汉三鹰生物技术有

限公司; 兔抗人S100A8单克隆抗体购于Sigma-Aldrich
公司 ; 鼠抗人BNIP3单克隆抗体购于R&D公司 ; 兔抗

人Calnexin单克隆抗体和兔抗人MnSOD2单克隆抗体

购于Abcam公司。自噬抑制剂3-MA(3-methyladenine)
和CQ(chloroquine)购于MCE生命科学试剂服务商。

1.4   实验方法

1.4.1   细胞培养      Daudi细胞和SUDHL-4细胞常规

培养于含10% FBS的RPMI-1640培养基中, JeKo-1细
胞常规培养于含20% FBS的RPMI-1640培养基中, 细
胞均置于37 °C、5% CO2、95%湿度的培养箱中进

行培养。细胞呈单个悬浮生长。

1.4.2   细胞活性实验      使用CCK-8试剂盒进行细

胞活性检测。Daudi、SUDHL-4和 JeKo-1细胞种植

在96孔板中, 每孔均含100 μL细胞培养基和2 000个
细胞 , 并设置仅含 100 μL/孔细胞培养基的空白对

照孔。实验孔中分别加入1 μg/mL ADR或1 μg/mL 
VCR, ADR和VCR均使用二甲基亚砜(dimethyl sulf-
oxide, DMSO)溶解, 对照孔中加入等体积的DMSO。

培养箱内孵育72 h后 , 向实验孔、对照孔和空白孔

中分别加入10 μL的CCK-8试剂, 摇匀后在37 °C培养

箱内孵育1.5 h, 然后测定各孔在450 mm波长处的吸

光度 (D)值。按照D真实=D测定–D空白计算出实验孔和

对照孔的D值, 相对细胞活性=实验孔平均D值/对照

组平均D值。

1.4.3   总RNA提取与cDNA合成      用Trizol法提取

细胞总RNA, 具体步骤如下 : 收集细胞离心后 , 向细

胞沉淀中加入1 mL Trizol, 剧烈振荡以裂解细胞 , 于
室温静置5 min。向Trizol裂解液中加入200 μL氯仿 , 
振荡混匀 , 室温静置5 min, 12 000 r/min、4 °C离心

15 min。移液器收集上清液 , 切记不要吸到白色和

红色液体。室温静置10 min, 12 000 r/min、4 °C离
心10 min。离心后移除上清液, 按照每1 mL Trizol加
入1 mL 75%乙醇的比例加入适量75%乙醇 , 上下颠

倒洗涤RNA沉淀 , 12 000 r/min、4 °C离心5 min。离

心后去除乙醇 , 室温干燥5~10 min, 待乙醇完全挥发

后, 加入RNAase-free水溶解RNA沉淀, 置于–80 °C冰
箱保存备用。使用紫外分光光度计进行RNA浓度

与纯度检测。通过RNA溶液的A260/A280来检测RNA
纯度 , 将比值范围1.9~2.1视为RNA纯度较好。按照

PrimeScriptTM RT Master Mix Kit试剂盒说明书配制逆

转录反应体系, 加样完成后在PCR仪上完成逆转录反

应, 逆转录反应条件: 37 °C, 15 min; 85 °C, 5 s。合成

的cDNA用于后续qRT-PCR反应或放置于–20 °C保存

备用。

1.4.4   qRT-PCR检测基因的mRNA表达水平      扩
增S100A8的引物序列为: F: 5ʹ-CCG AGC TGG AGA 
AAG CCT TG-3ʹ; R: 5ʹ-AGG TCA TCC CTG TAG 
ACG GC-3ʹ。内参基因为GAPDH, 引物序列为 : F: 
5ʹ-AGA AGG CTG GGG CTC ATT TG-3ʹ; R: 5ʹ-AGG 
GGC CAT  CCA CAG TCT TC-3ʹ。引物由生物工程

(上海)有限公司合成。qRT-PCR实验使用TB Green® 
Premix Ex Taq™ II(TliRNaseH Plus)试剂盒。配制

20 μL反应体系 : 10 μL Premix Ex Taq™ II, 0.4 μL
上游引物(10 μmol), 0.4 μL下游引物(10 μmol), 2 μL 
cDNA, 7.2 μL Nuclease-free水。qRT-PCR反应条件 : 
95 °C 5 min; 95 °C 15 s, 58 °C 30 s, 72 °C 60 s, 循环

39次, 使用2–ΔΔCt法计算基因的相对表达水平。

1.4.5   Western blot检测细胞中蛋白质水平      样品

处理 : 将蛋白样品和加样缓冲液按照4:1加入并混合

摇匀 , 100 °C恒温变性5 min, 冰上冷却。SDS-PAGE
凝胶电泳: 根据待测样本蛋白分子量需求 , 配制SDS-
PAGE凝胶 (8%~12%分离胶 , 5%浓缩胶 )。上样总蛋

白为 20 μg, 空置的泳道用等体积 1×加样缓冲液补

齐。电泳条件: 80 V 20 min; 120 V 60 min。转膜: 按
照Marker使用切胶板切取目的条带, 裁剪大小适宜的

PVDF膜 , 从下到上依次放置硬质海绵 -PVDF膜–胶–
硬质海绵, 设置电转仪参数: 恒流 300 mA, 80 min。封

闭 : 用脱脂奶粉和TBST配制5%封闭液 , 待电转完成

后 , 浸泡PVDF膜于封闭液中 , 室温封闭1 h。免疫反

应: 弃掉封闭液, 加入1:1 000稀释后的一抗, 4 °C摇床

孵育过夜。使用TBST按照1:2 000稀释二抗 , 室温下

在摇床上孵育2 h。化学发光及结果处理: 用ECL化学

发光法进行显影 , 凝胶成像系统扫描后使用Quantity 
One软件计算灰度值。

1.4.6   慢病毒感染细胞      收集细胞并进行细胞计

数, 将细胞悬液按2×105个/孔接种于6孔板, 常规培养

至细胞融合度达20%左右, 设置感染复数MOI分别为
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10、50和100, 根据MOI值, 加入相应的病毒液。感染

24 h后, 观察细胞状态, 弃掉含慢病毒的细胞培养液, 
更换新鲜细胞完全培养液。感染72 h后, 在荧光显微

镜下观察细胞, 确定细胞内荧光蛋白, 根据细胞荧光

蛋白的表达, 进行流式筛选, 富集阳性感染细胞。

1.4.7   自噬流(autophagy flux)实验      感染前在6孔
板中接种细胞, 每孔加入1.5 mL培养液、1×105个细胞。

待细胞融合度达到50%左右时准备进行感染, 取6孔板

中的1孔收集细胞并计数, 按照MOI分别为0、10、20、
40、100, 计算所需病毒量 , 通过最终荧光观察确定最

佳MOI值。使用与24孔板配套的细胞爬片, 置于24孔
板内 , 向装有细胞爬片的24孔板内加入多聚赖氨酸 , 
在37 °C培养箱内处理30 min, PBS清洗含有细胞爬片

的24孔板, 在24孔板内接种细胞, 孔内加入500 μL完全

培养基。待贴壁细胞融合度达到50%左右时 , 按照最

佳MOI加入适当Ad-mCherry-GFP-LC3腺病毒溶液和

新鲜不含双抗的完全培养基。感染24~48 h后, 取出细

胞爬片 , PBS清洗后 , 使用防荧光猝灭剂封片 , 在荧光

显微镜下观察LC3荧光蛋白的形态。

1.4.8   透射电镜观察细胞自噬溶酶体      细胞取材: 
收集106数量级的细胞, 1 200 r/min离心10 min, 使细胞

沉淀于1 mL EP管底部。固定 : 使用2.5%戊二醛固定

细胞沉淀, 固定时间为24 h以上, 用0.1 mol磷酸漂洗液

漂洗3~5次, 每次15 min, 然后使用1%锇酸固定液固定

3 h, 用0.1 mol磷酸漂洗液漂洗3~5次, 每次15 min。脱

水 : 使用50%乙醇、70%乙醇、90%乙醇和90%丙酮

依次进行梯度脱水, 每次15 min, 且在4 °C环境下进行, 
最后使用100%丙酮在常温下脱水3次 , 每次15 min。
包埋: 使用纯丙酮+包埋液(2:1)于室温下包埋3~4 h, 然
后使用纯丙酮+包埋液(1:2)于室温下包埋12 h, 最后使

用纯包埋液在37 °C环境下包埋2 h。固化: 在37 °C温
度条件下固化6 h, 45 °C温度条件下固化12 h, 60 °C温
度条件下固化48 h。切片: 使用超薄切片机切片, 厚度

约为70 nm。染色: 3%醋酸铀–枸橼酸铅染色6 h。观察: 
在透射电镜下 , 细胞内自噬溶酶体呈双层膜结构 , 且
自噬溶酶体内可见或多或少的颗粒状内容物。

1.4.9   免疫共沉淀 (co-immunoprecipitation, Co-IP)实
验      离心收集细胞后加入细胞裂解液裂解细胞, 提
取蛋白并定量, 取200 μL至1 mL蛋白样品, 蛋白量约

为200 μg至1 mg, 加入约1 μg和免疫沉淀时使用的

IgG种属相同的普通 IgG和20 μL充分重悬的Protein 
A+G Agarose, 4 °C缓慢摇动30 min至2 h。2 500 r/min

离心5 min, 取上清用于后续的免疫沉淀 , 加入按照

1:1 000比例稀释的一抗 , 4 °C缓慢摇动过夜。加入

20 μL充分重悬的Protein A+G Agarose, 4 °C缓慢摇动

1~3 h, 2 500 r/min离心5 min, 或瞬时高速离心, 小心

吸除上清, 注意宁可留下少量上清也不能吸掉Protein 
A+G Agarose, 用准备蛋白样品时的裂解液或PBS洗
涤沉淀5次, 裂解液或PBS的用量每次为0.5~1 mL, 洗
涤时离心条件和吸除上清的要求同上面的步骤。完

成最后1次洗涤后, 去除上清, 加入20~40 μL 1× SDS-
PAGE电泳上样缓冲液Vortex重悬沉淀，瞬时高速离

心把样品离心至管底 , 100 °C或沸水浴处理3~5 min, 
取部分或全部样品用于SDS-PAGE电泳, 剩余过程同

1.4.5。
1.4.10   统计学分析      采用SPSS 19.0软件进行数据

分析 , 两组独立数据比较时采用独立样本 t检验 , 多
组独立数据比较时采用单因素方差分析 , 数据用平

均值±标准误(x
_
±s)表示, P<0.05表示有统计学差异。

2   结果
2.1   不同B细胞淋巴瘤细胞对ADR和VCR的耐药

性差异

细胞活性实验检测结果显示, 人Burkitt淋巴瘤

细胞Daudi、人B淋巴瘤细胞SUDHL-4和人套细胞

淋巴瘤细胞JeKo-1对ADR和VCR均有一定的耐药

性, 其中, ADR处理细胞后, Daudi细胞、SUDHL-4
细胞和JeKo-1细胞的相对活性分别为0.50、0.61和
0.69(P<0.001, 图1A); VCR处理细胞后, Daudi细胞、

SUDHL-4细胞和JeKo-1细胞的相对活性分别为0.40、
0.57和0.68(P<0.001, 图1B)。结果表明, JeKo-1细胞

对ADR和VCR具有较高的耐药性, SUDHL-4细胞次

之, Daudi细胞对ADR和VCR的耐药性最弱。

2.2   不同B细胞淋巴瘤细胞S100A8表达水平的差异

细胞活性实验确定了 Daudi、SUDHL-4和
JeKo-1细胞对ADR和VCR具有不同的耐药性之后 , 
我们接下来检测了S100A8基因在三种细胞中的表达

差异。首先 , qRT-PCR结果表明 , Daudi、SUDHL-4
和JeKo-1细胞中S100A8基因的mRNA转录水平各不

相同, Daudi细胞中S100A8基因的mRNA表达水平最

低 , SUDHL-4和 JeKo-1细胞中S100A8基因的mRNA
表达水平分别是Daudi细胞中的 1.4倍 (P<0.05)和
2.5倍 (P<0.01)(图 2A)。为了验证 S100A8的蛋白

质翻译水平 , 我们进行了Western blot实验 , 结果显
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示 , SUDHL-4(P<0.01)和 JeKo-1(P<0.001)细胞中

S100A8的蛋白质翻译水平显著高于Daudi细胞 (图
2B和图2C)。这些结果表明 , 对ADR和VCR具有不

同耐药性的三种细胞Daudi、SUDHL-4和 JeKo-1中
S100A8基因的表达水平也各不相同 , 对ADR和VCR
具有最弱耐药性的Daudi细胞 , 其S100A8表达水平

最低; 对ADR和VCR具有最强耐药性的JeKo-1细胞, 

其S100A8表达水平最高。

2.3   干扰S100A8对B细胞淋巴瘤细胞耐药性的影响

为了进一步研究S100A8对不同B细胞淋巴瘤细

胞耐药性的影响 , 我们利用慢病毒稳定感染的方法 , 
在Daudi、SUDHL-4和JeKo-1细胞中稳定干扰S100A8
基因的表达水平。qRT-PCR结果表明 , 慢病毒感染

后 , Daudi-shS100A8、SUDHL-4-shS100A8和 JeKo-

A: Daudi、SUDHL-4和JeKo-1细胞对ADR的耐药性; B: Daudi、SUDHL-4和JeKo-1细胞对VCR的耐药性。***P<0.001。
A: resistance of Daudi, SUDHL-4 and JeKo-1 cells to ADR; B: resistance of Daudi, SUDHL-4 and JeKo-1 cells to VCR. ***P<0.001.

图1   不同淋巴瘤细胞对ADR和VCR的耐药性

Fig.1   Resistance of different lymphoma cells to ADR and VCR
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图2   不同淋巴瘤细胞S100A8表达水平的差异

Fig.2   S100A8 expression differences in different lymphoma cells
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1-shS100A8细胞中S100A8的mRNA表达水平相对于

其各自的阴性对照细胞分别降低了 70%(P<0.01)、
75%(P<0.001)和 73%(P<0.01)(图3A), 说明慢病毒

感染稳定干扰了Daudi、SUDHL-4和 JeKo-1细胞

中 S100A8基因的mRNA表达水平。细胞活性实验

检测结果显示 , 用慢病毒感染稳定干扰 S100A8基
因 , ADR处理细胞后 , 与其各自阴性对照细胞相比 , 
Daudi-shS100A8、SUDHL-4-shS100A8和 JeKo-1-
shS100A8细胞的相对细胞活性分别为0.42(P<0.01)、
0.40(P<0.001)和0.26(P<0.01)(图3B), VCR处理细胞

后 , 与其各自阴性对照细胞相比 , Daudi-shS100A8、
SUDHL-4-shS100A8和 JeKo-1-shS100A8细胞的相

对细胞活性分别为 0.39(P<0.01)、0.37(P<0.01)和
0.28(P<0.01)(图3C)。这些结果表明 , 干扰S100A8基
因的表达后 , 淋巴瘤细胞对ADR和VCR的耐药性显

著降低 , 结合S100A8表达水平与淋巴瘤细胞对ADR
和VCR的耐药性呈正相关的实验结果 , 充分说明

S100A8可以促进B细胞淋巴瘤细胞对ADR和VCR的
耐药性。

2.4   干扰S100A8后B细胞淋巴瘤细胞中自噬活性

的变化

Western blot结果显示 , 慢病毒感染稳定干扰

S100A8基因后 , Daudi、SUDHL-4和 JeKo-1细胞中

S100A8蛋白的表达水平显著降低, 同时, LC3-II蛋白

水平显著降低 , 而且P62蛋白水平显著增高 , 这表明

干扰S100A8基因后 , 淋巴瘤细胞的自噬活性受到明

显抑制 (图4A)。自噬流实验结果显示 , 干扰S100A8
基因的表达后 , 淋巴瘤细胞内的LC3蛋白斑块显著

减少 (图4B)。最后 , 透射电镜观察淋巴瘤细胞内的

自噬溶酶体结果显示, 干扰S100A8基因的表达后, 淋
巴瘤细胞内的自噬溶酶体数量显著减少 (SUDHL-4, 
P<0.05; JeKo-1, P<0.01)(图4C和图4D)。这些结果

说明, 慢病毒感染稳定干扰S100A8基因的表达后, 淋
巴瘤细胞内的自噬活性显著降低。

2.5   自噬抑制剂处理对不同B细胞淋巴瘤细胞耐

药性的影响

使用自噬抑制剂 3-MA或者CQ处理不同淋巴

瘤细胞后 ,  细胞活性实验检测结果显示 ,  与单独

A: 感染shS100A8慢病毒后淋巴瘤细胞中S100A8基因的mRNA表达水平; B: 感染shS100A8慢病毒后淋巴瘤细胞对ADR的耐药性变化; C: 感染

shS100A8慢病毒后淋巴瘤细胞对VCR的耐药性变化。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: the mRNA expression level of S100A8 gene in lymphoma cells infected by LV-shS100A8; B: effects of interference with LV-shS100A8 on the 
resistance of lymphoma cells to ADR; C: effects of interference with LV-shS100A8 on the resistance of lymphoma cells to VCR. *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001.

图3   干扰S100A8对淋巴瘤细胞耐药性的影响

Fig.3   Effects of S100A8 interference on the drug resistance of lymphoma cells
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进行ADR处理细胞相比 , 结合使用 3-MA或者CQ
处理细胞后 , Daudi细胞、SUDHL-4细胞和 JeKo-1

细胞的相对活性分别为 0.44/0.43、0.37/0.36和
0.23/0.22(P<0.001, 图5A), 与单独进行VCR处理细

A: 感染shS100A8慢病毒后Daudi、SUDHL-4和JeKo-1细胞中S100A8、LC3-I/II和P62蛋白的表达水平; B: 自噬流实验观察感染shS100A8慢病

毒后SUDHL-4和JeKo-1细胞中LC3蛋白形态; C: 透射电镜观察感染shS100A8慢病毒后SUDHL-4和JeKo-1细胞中自噬溶酶体; D: 自噬溶酶体数

量的统计。*P<0.05, **P<0.01。
A: expression levels of S100A8, LC3-I/II and P62 proteins in Daudi, SUDHL-4 and JeKo-1 cells infected by LV-shS100A8; B: observation of LC3 
protein morphology in SUDHL-4 and JeKo-1 cells infected by LV-shS100A8 by autophagy flow assay; C: observation of autolysosomes in SUDHL-4 
and JeKo-1 cells infected by LV-shS100A8 by transmission electron microscope; D: statistics of autolysosomes. *P<0.05, **P<0.01.

图4   感染shS100A8慢病毒后淋巴瘤细胞中自噬活性的变化

Fig.4   Changes of autophagy activity in lymphoma cells after interference with LV-shS100A8

A: 3-MA和CQ处理后淋巴瘤细胞对ADR的耐药性变化; B: 3-MA和CQ处理后淋巴瘤细胞对VCR的耐药性变化。***P<0.001。
A: effects of 3-MA and CQ treatments on the resistance of lymphoma cells to ADR; B: effects of 3-MA and CQ treatments on the resistance of 
lymphoma cells to VCR. ***P<0.001.

图5   自噬抑制剂处理对B细胞淋巴瘤细胞耐药性的影响

Fig.5   Effects of autophagy inhibitor treatment on the resistance of B-cell lymphoma cells to ADR and VCR

Daudi SUDHL-4 SUDHL-4

SUDHL-4

JeKo-1 JeKo-1

JeKo-1

(A) (B)

(C) (D)

shS100A8

shS100A8

N
um

be
r o

f a
ut

op
ha

go
so

m
es

/c
el

l

**

*

NC

NC

shS100A8NC

SUDHL-4-shS100A8SUDHL-4-NC

JeKo-1-shS100A8JeKo-1-NC

shS100A8NC shS100A8

  S100A8

   LC3-II

 LC3B

5

4

3

2

1

0

 DAPI

Merge

       P62

TUBULIN

11 kDa

14 kDa

62 kDa

55 kDa

NC shS100A8NC

5 µm5 µm5 µm5 µm

5 µm 5 µm 5 µm 5 µm

20 µm 20 µm 20 µm 20 µm

20 µm 20 µm 20 µm 20 µm

20 µm 20 µm 20 µm 20 µm

DMSO+ADR
3-MA+ADR
CQ+ADR

DMSO+VCR

***
******

******
***

***
***

***
***

***
***

3-MA+VCR
CQ+VCR

(A) (B)

Daudi SUDHL-4 JeKo-1 Daudi SUDHL-4 JeKo-1

R
el

at
iv

e 
ce

ll 
vi

ab
ili

ty

R
el

at
iv

e 
ce

ll 
vi

ab
ili

ty

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

   0

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

  0



周仕霞等: S100A8通过自噬促进B细胞淋巴瘤耐药性的机制研究 401

胞相比 , 结合使用3-MA或者CQ处理细胞后 , Daudi
细胞、SUDHL-4细胞和JeKo-1细胞的相对活性分别

为0.37/0.42、0.34/0.37和0.15/0.16(P<0.001, 图5B)。
这些实验结果表明 , 使用自噬抑制剂抑制细胞自噬

后 , Daudi细胞、SUDHL-4细胞和 JeKo-1细胞对于

ADR和VCR的耐药性显著降低 , 且对于自噬活性越

高的细胞来说 , 自噬抑制剂处理细胞后 , 细胞对于

ADR和VCR的耐药性的降低程度也越大。

2.6   S100A8促进细胞自噬的机制研究

为了深入研究 S100A8促进细胞自噬的分子

机制 , 我们首先分离并提取了Daudi、SUDHL-4和
JeKo-1细胞内质网蛋白和线粒体蛋白 , 并通过West-
ern blot实验检测了BNIP3蛋白在内质网和线粒体中

的表达水平。实验结果显示, 以钙连蛋白Calnexin作
为内质网蛋白内参, 敲低S100A8后, 与其各自阴性对

照细胞相比, Daudi-shS100A8、SUDHL-4-shS100A8
和 JeKo-1-shS100A8细胞中内质网内BNIP3蛋白的

表达水平显著降低(图6A); 同时, 以锰超氧化物歧化

酶蛋白MnSOD2作为线粒体蛋白内参 , 敲低S100A8
后 , 与其各自阴性对照细胞相比 , Daudi-shS100A8、
SUDHL-4-shS100A8和JeKo-1-shS100A8细胞中线粒

体内BNIP3蛋白的表达水平也显著降低 (图6B)。接

下来 , 我们利用免疫共沉淀实验检测了S100A8对自

噬起始复合物的影响 , 实验结果显示 , 敲低S100A8
后 , JeKo-1细胞中BECN1蛋白和BECN1-PI3KC3复
合物的表达量显著降低 (图6C); 同时 , 敲低S100A8
后, BECN1-BCL2复合物的表达量显著提高(图6D)。
这些实验结果表明 , S100A8一方面可以通过促进

BNIP3蛋白在内质网和线粒体内的表达进而促进细

胞自噬 , 另一方面可以通过促进BECN1-PI3KC3复
合物的表达、抑制BECN1-BCL2复合物的表达进而

促进细胞自噬。

3   讨论
我们对B细胞淋巴瘤生物学的了解已大大增加, 

对淋巴恶性肿瘤患者的治疗方案也已大大改进[20]。

化学疗法是几乎所有类型淋巴瘤的主要治疗策略。

但是, 耐药性通常使化疗无效, 并对患者的长期无疾

病生存产生负面影响。因此, 降低耐药性是目前治

疗淋巴瘤的挑战[21]。

自噬是进化上保守的溶酶体自我消化过程, 对
细胞稳态和生存至关重要。癌细胞对化学疗法有多

A: Western blot检测感染shS100A8慢病毒后Daudi、SUDHL-4和JeKo-1细胞中内质网BNIP3蛋白的表达; B: Western blot检测感染shS100A8慢病

毒后Daudi、SUDHL-4和JeKo-1细胞中线粒体BNIP3蛋白的表达; C: 免疫共沉淀实验检测感染shS100A8慢病毒后JeKo-1细胞中BECN1-PI3KC3
复合物的表达; D: 免疫共沉淀实验检测感染shS100A8慢病毒后JeKo-1细胞中BECN1-BCL2复合物的表达。

A: Western blot analysis for BNIP3 in ER of Daudi, SUDHL-4 and JeKo-1 cells infected by LV-shS100A8; B: Western blot analysis for BNIP3 in mi-
tochondria of Daudi, SUDHL-4 and JeKo-1 cells infected by LV-shS100A8; C: co-immunoprecipitation assay for BECN1-PI3KC3 complex in JeKo-
1 cells after infection with shS100A8 lentivirus; D: co-immunoprecipitation assay for BECN1-BCL2 complex in JeKo-1 cells after infection with 
shS100A8 lentivirus.

图6   S100A8促进细胞自噬的机制研究

Fig.6   Study on the mechanisms of S100A8 promoting autophagy
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种反应, 从激活生存途径到引发细胞死亡[22]。接触

化疗药物后, 淋巴瘤细胞的自噬增加[23]。许多研究

表明, 抑制自噬增强了化疗诱导的淋巴瘤细胞死亡, 
然而, 在淋巴瘤细胞中S100A8对自噬和化学耐药性

的调控机制尚不清楚[24]。我们的研究表明, B细胞淋

巴瘤细胞的耐药性与自噬活性呈正相关, 而S100A8
通过激活自噬而与B细胞淋巴瘤细胞的耐药性密切

相关。

在此研究之前 , 已有报道称S100A8通过活性

氧(reactive oxygen species, ROS)作用途径, 介导线粒

体与溶酶体之间的相互作用进而促进癌细胞的自

噬 [18], 或通过自噬起始复合物BECN1-PI3KC3的活

化来促进癌细胞自噬 [25]。在这项研究中 , 我们证实

了S100A8可以通过促进BECN1-PI3KC3复合物的

形成、抑制BECN1-BCL2复合物的形成而促进细胞

自噬。BECN1-PI3KC3复合物形成 , 这是早期自噬

信号事件 , 可显著促进自噬 , 而S100A8促进BECN1-
PI3KC3复合物的形成, 正是其促进自噬的重要机制。

BCL2与BECN1结合形成BECN1-BCL2复合物 , 是抑

制自噬的重要途径, S100A8通过促进BCL2与BECN1
的解离可以显著激活自噬。

LC3B在细胞内加工成其胞质形式LC3B-I, 然后

与脂质磷脂酰乙醇胺结合, 生成LC3B-II形式, 这是细

胞自噬的核心分子生物学过程[26]。BNIP3是细胞死亡

诱导因子 , 是BCL-2家族蛋白仅含BH3结构域的亚家

族的成员。该亚家族中的蛋白质不像其他BCL-2家
族成员那样具有BH1和BH2结构域 , 而是通过共同的

BH3结构域结合相应配体 [27]。BNIP3与LC3B的结合

对于自噬小体的形成、自噬小体对目标内质网和线

粒体部位的包裹至关重要 , 尤其对于内质网特异性自

噬和线粒体特异性自噬更为重要[28]。我们的研究表明, 
S100A8促进了内质网和线粒体中BNIP3的表达, 从而

促进自噬。

总的来说, 我们的研究阐明了S100A8促进自

噬的分子机制和通过自噬提高B细胞淋巴瘤细胞耐

药性的作用原理, 确定了“S100A8-BNIP3/BECN1-
PI3KC3复合物–自噬–耐药性”分子机制在自噬调节

淋巴瘤细胞耐药性中的作用。这些发现可以为研究

B细胞淋巴瘤的耐药性提供新的实验证据。
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