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摘要：【目的】明确真菌次级代谢产物 rasfonin 影响舒尼替尼(Sunitinib，ST)诱导的肾癌细胞自噬和凋亡作

用机理。【方法】应用 MTS (Methanethiosulfonate assay)和克隆形成实验检测 rasfonin 和舒尼替尼对肾癌细

胞 ACHN 活性和增殖的影响，通过透射电子显微镜、荧光显微镜、蛋白免疫印迹、免疫荧光方法检测

rasfonin 和舒尼替尼处理的 ACHN 细胞自噬、凋亡情况和相关信号通路的变化。【结果】Rasfonin 和舒尼

替尼能够抑制肾癌细胞 ACHN 活性和细胞增殖；免疫印迹结果表明，两者均可以引起 caspase 依赖的凋

亡。在 rasfonin 存在的情况下，不仅舒尼替尼所引起的凋亡和细胞活性丢失明显增加，而且其诱导的自噬

流显著提高。无论是 rasfonin 还是舒尼替尼均明显地抑制哺乳雷帕霉素靶蛋白 mTOR (Mammal target of 

rapamycin)磷酸化，而两者均能促进细胞外调节蛋白激酶(Extracellular regulated protein kinases，ERK)活性增

加。【结论】rasfonin 促进了舒尼替尼诱导的细胞自噬和凋亡，提高了舒尼替尼抑制肾癌细胞增殖的活性。 
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肾癌是泌尿系统常见的疾病[1]。由于肾脏位于

腹膜后，所以早期发现肾癌一直是泌尿外科的难

题之一。因其邻近大血管，使得肾癌更容易发生

早期转移，且该肿瘤对放、化疗均不敏感，从而

导致其术后五年存活率很低[2]。针对肾癌开展靶向

治疗以及寻找新的靶向治疗药物一直是临床上的

研究热点之一。 

舒尼替尼是多靶点受体酪氨酸激酶抑制剂，

在欧洲泌尿外科学会颁布的肾癌诊疗指南中被认

证为晚期肾癌的一线治疗药物[3]，通过拮抗肾癌细

胞内血管内皮生长因子受体和血小板衍生内皮生

长因子受体等多种受体酪氨酸激酶活性，同时抑

制肿瘤和肿瘤内新生血管生长[4]。目前有关舒尼替

尼调节细胞自噬存在着相互矛盾的地方，如在膀

胱肿瘤中，舒尼替尼处理 24 h 引起自噬依赖性细

胞坏死[5]，而在肾癌中自噬抑制剂氯喹促进舒尼替



徐姗姗等 | 微生物学报, 2018, 58(2) 325 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

尼诱导细胞死亡[6]，还有其他肿瘤细胞中，抑制自

噬增强舒尼替尼的细胞毒性作用[7]。因此舒尼替尼

对自噬的调节还有很多不明之处。 

细胞自噬是真核生物中普遍存在的现象，用

于降解长寿命蛋白和细胞器[8]。其参与多种生理、

病理过程，在肿瘤细胞中也存在着双向作用。根

据降解底物转运至溶酶体的方式不同，细胞自噬

可分为大自噬、小自噬和分子伴侣型自噬[9]。通常

意义上讲的自噬是指的细胞大自噬。尽管最初发

现自噬有利于细胞在应急状态下的存活，但是过

度的自噬会导致自噬性细胞死亡，也称其为二类

程序性细胞死亡。目前普遍认为程序性细胞死亡

(Programmed cell death，PCD)可分为 3 类：细胞

凋亡、自噬性细胞死亡和程序性坏死[10–11]。细胞

凋亡，又称 I 型程序性细胞死亡，由内源途径和

外源途径通过激活半胱天冬酶(Caspase)蛋白家族

级联反应诱导发生，形态学特征表现为染色质浓

缩、细胞皱缩、与邻近细胞脱离、晚期可见凋亡

小体[12]。自噬与凋亡的形态学特征和调控方式具

有显著的区别，但是越来越多的研究发现，自噬

和凋亡具有密切联系[13–14]。一方面，自噬为凋亡

过程提供能量，保障凋亡顺利进行[15–16]；另一方

面，自噬又可作为保护机制，抑制细胞凋亡[17]。 

细胞自噬受多条信号通路严格调控。mTOR

是丝氨酸/酪氨酸蛋白激酶，属于磷脂酰肌醇激酶

相关激酶(Phosphatidylinositol kinase-related kinase，

PIKK)蛋白家族[18–19]。一般认为，mTOR 通过抑制

ULK1 (Unc-51-like kinase)的激酶活性，负调控细

胞自噬[20]。胞外信号调节激酶是促分裂原活化蛋

白激酶(Mitogen activated protein kinase，MAPK)

家族成员。在多种细胞系中，激活的 ERK 诱导自

噬发生。K562 细胞中 ERK 通过自噬相关蛋白

Beclin 1 (Atg6)正调控自噬[21]。此外，有研究报道

在 宫 颈 癌 细 胞 HeLa 中 ， 伴 刀 豆 球 蛋 白 A 

(Concanavalin A，Con A)通过抑制 mTOR 和上调

ERK 信号通路诱导自噬[22]。 

Rasfonin 是从 Talaromyces sp. 3656-A1 发酵液

分离得到的真菌次级代谢产物，属于 2-吡喃酮类

化合物，因其抑制小 G 蛋白 Ras 的活性而得名。

有研究报道称，rasfonin 能够诱导 Ras 突变的胰腺

肿瘤细胞死亡[23]。我们之前的研究表明，rasfonin

可以诱导肾癌细胞的多种死亡方式，而抑制自噬

减少了 rasfonin 诱导的细胞凋亡[24]。尽管如此，

有关 rasfonin 联合应用舒尼替尼影响肾癌细胞增

殖、自噬以及凋亡的研究还未见报道。本研究联

合 rasfonin 和舒尼替尼处理肾癌细胞系 ACHN，

观察其发生自噬、凋亡以及自身的增殖情况，以

期通过此项研究更好地了解自噬诱导的分子机

制，并为今后可能的临床应用提供理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  细胞系：ACHN 细胞为本实验室保存。 

1.1.2  药品和抗体：Rasfonin 由军事医学科学院

车永胜研究员提供。舒尼替尼购自美国辉瑞公司；

氯喹(Chloroquine diphosphate salt，CQ)和多克隆抗

体 LC3B 购自 Sigma 公司；actin 抗体购自北京中

杉金桥公司；p62/SQSTM1 (Sequestosome 1，p62)

抗体购自 Santa Cruz 公司；pmTOR (S2448)、

mTOR、pErk1/2 (T202/Y204)和 tErk1/2 抗体购自

Cell Signaling Technology 公司。 

1.1.3  试剂和耗材：DMEM 培养基和胎牛血清购

自 Gibco 公司；青链霉素混合液和胰蛋白酶消化

液购自南京凯基生物科技发展有限公司；PVDF

膜购于 Amersham 公司；发光液购自 Thermo 公司。 
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1.1.4  仪 器 设 备 ： CO2 细 胞 培 养 箱 (Panasonic 

SANYO 公司)、台式高速离心机(Sigma 公司)、

–20 °C 低温冰箱(海尔公司)、–80 °C 低温冰箱

(Heraeus 公司)、Trans-Blot 电转仪(Bio-RAD 公司)、

AE-6500 型电泳槽(ATTO 公司)、JY600C 恒压恒

流电泳仪(JUNYI 公司)、MilliQ plus 超纯水系统

(Millipore 公司)、Biospec-nano UV-VIS 分光光度

计(日本岛津公司)、化学发光成像仪 Tanon 5200 

(天能公司)。 

1.2  细胞培养 

ACHN 细胞系使用 DMEM High Glucose (含

10%的 胎 牛血 清 、 1%的 青 链 双抗 )培 养 ， 置 于

37 °C、5% CO2 细胞培养箱中培养，当细胞密度达

到完全汇合的 70%时传代。 

1.3  药物处理和细胞收集 

将细胞接种到 6 孔板内，37 °C、5% CO2 细胞

培养箱中培养过夜，至细胞汇合度达到 60%–70%

时加入药物进行刺激，待指定时间后收集细胞。 

待细胞到指定处理时间后，用冷的 PBS 漂洗

细胞 1 次，弃去 PBS，用 TGH 裂解液刮取细胞

[TGH 的组成：1 mL 母液(1% Triton X-100，10%

甘油，50 mmol/L Hepes，pH 7.4)，5 mol/L NaCl 

20 μL，0.5 mol/L EGTA/EDTA 10 μL，0.1 mol/L 

NaF 10 μL，0.1 mol/L PMSF 20 μL，1 mol/L DTT 

2 μL，0.5 mol/L Na3VO4 2 μL，Protease inhibitor 

1 μL。加入一半体积的 3×loading buffer，96 °C 加

热 30 min 后，室温离心(13000 r/min，15 min)，上

清即为全细胞裂解液。 

1.4  免疫荧光 

ACHN 细胞接种于放有盖玻片的 6 孔板中，

37 °C、5% CO2 细胞培养箱中培养过夜。药物处理

预定时间后，预冷的 PBS 洗去残余培养基。4%多

聚甲醛溶液固定 15 min，预冷 PBS 洗 3 遍，每次

5 min。一抗以 1:100 稀释于含 0.1% Triton X-100

和 0.5% BSA 的 PBS，盖玻片浸润一抗溶液，孵育

1 h。孵育结束后，预冷 PBS 洗 3 遍，每次 5 min。

二抗(Alexa Fluor® 594 Goat anti-Rabbit)以 1∶100

稀释于含 0.5% BSA 的 PBS，盖玻片浸润二抗溶

液，孵育 1 h。预冷 PBS 洗涤 3 遍。盖玻片浸润

VECTASHIELD with DAPI 核酸染料染色，封片后

在荧光显微镜下观察。 

1.5  电镜样品的制备 

将 ACHN 细胞接种 6 cm 培养皿中，37 °C、

5% CO2 细胞培养箱中培养过夜，至细胞汇合度达

到 60%–70%。药物处理指定时间后，胰酶消化细

胞，4 °C、1000×g 离心 5 min 收集细胞，冷 PBS

洗涤 2 遍。缓慢加入 3%戊二醛，4 °C 固定过夜，

使用二甲基胂酸盐缓冲液配制的 1% OsO4 室温固

定 1 h，随后用乙醇做脱水处理，之后用环氧丙烷

漂洗，最后将样品包埋于树脂中，切片观察。 

1.6  免疫印迹检测 

相同生长密度细胞经目的药物处理，待指定

处理时间后，制备全细胞裂解液电泳样品。等量

全细胞裂解液样品经过 8%–15% SDS-PAGE 分离

蛋白，转膜至 PVDF 膜上，PVDF 膜用 5%脱脂奶

粉封闭液室温封闭 1 h，加入相应要检测的蛋白一

抗 4 °C 孵育过夜，回收一抗后适当 TBST 漂洗，

二抗(一抗相对应的鼠抗或者兔抗)室温孵育 1 h，

将漂洗后的 PVDF 膜放在大小合适的保鲜膜上，

在膜上加发光液，放入暗盒中，将 X 光片压于膜

上，适当时间后洗片，或直接在化学成像仪中曝

光获取图像。根据记录结果，进行灰度值计算。 

1.7  MTS 细胞活性检测实验 

将 5000–10000 个细胞分至 96 孔板中，每孔
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体积为 100 μL。过夜后换为新鲜的无酚红 DMEM

培养基(含 10%胎牛血清)，并加入不同浓度的药物

处理。加入 20 μL MTS/PMS (MTS∶PMS=20∶1)，

37 °C、5% CO2 条件下持续培养，4 h 内检测，酶

标仪测定波长 490 nm 处的吸光度值，每个样品设

置 3 次平行重复。 

2  结果和分析 

2.1  Rasfonin 抑制肾癌细胞活性并诱导细胞自噬 

Rasfonin 是从 Talaromyces sp. 3656-A1 发酵液

中分离得到的真菌次级代谢产物(图 1-A)。MTS

是常用的检测细胞活性的方法。利用 MTS 我们发

现，rasfonin 处理 ACHN 细胞 24 h 和 48 h，细胞

活性随着浓度增加而减少(图 1-B)。克隆形成实验

能直观反映细胞增殖能力，常用于检测化合物对

肿瘤的抑制。从图 1-C 中可以看出，rasfonin 能明

显地抑制 ACHN 细胞的克隆形成，说明该化合物

具有较强的抑制肿瘤细胞增殖的能力(图 1-C)。多

聚 ADP 核糖聚合酶(Poly ADP-ribose polymerase，

PARP-1)是真核细胞中普遍存在的多功能蛋白质

翻译后修饰酶，在细胞凋亡发生时，核心成员半

胱天冬酶(Caspase)可以使 PARP-1 片段化，使其失

去酶活性，因此 PARP-1 作为标记蛋白被广泛应用

于检测 caspase 依赖性的细胞凋亡。免疫印迹检测

结果表明，rasfonin 处理能引起 PARP-1 切割，说

明该化合物诱导 ACHN 细胞发生 caspase 依赖性

细胞凋亡(图 1-D)。通常情况下，细胞自噬发生时

间早于细胞凋亡，且在细胞凋亡过程中发挥促进

作用。因此我们检测了 rasfonin 短时间刺激时

ACHN 细胞内自噬发生情况。透射电子显微镜是

检测自噬体最直观的方法。电镜结果显示，rasfonin

刺激 30 min、1 h 和 2 h 后，ACHN 细胞中泡状结 

构(自噬体/自噬溶酶体)的数量明显增加。而处理

12 h，图 1-E 中虽然自噬体/自噬溶酶体的数量略

有下降，但我们观察到 ACHN 细胞发生凋亡，说

明 rasfonin 诱导的自噬早于凋亡的发生。微管相关

蛋白 1 轻链 3 (Microtubule-associated protein 1 light 

chain 3，LC3)脂化后结合自噬体膜，与底物一起

被溶酶体降解，是普遍使用的自噬标记蛋白[25]。

氯喹(Chloroquine，CQ)因其改变溶酶体 pH 值从而

阻断自噬体和溶酶体结合，是常用的检测自噬流

的化合物[26]。LC3 通常情况下呈弥散分布，当受

到自噬刺激时，其发生聚集并呈点状，可以反映

LC3-II 和自噬体的量。通过免疫荧光我们发现，

对照组 LC3 点数较少，说明基础自噬水平较低。

尽管 rasfonin 单独处理后 LC3 点数减少，但是 CQ

存在明显增加了 LC3 点数，说明 rasfonin 促进自

噬流(图 1-F)。免疫杂交结果表明，CQ 能阻断

rasfonin 处理后 LC3-II 的降低。相比较单独 rasfonin

处理，rasfonin 和 CQ 共同处理使 LC3-II 的量明

显上升。由于自噬是动态变化过程，自噬体膜上

结合的 LC3-II 被不断降解，因此单独 rasfonin 处

理时 LC3-II 的降解加速，含量降低。SQSTM 1 

(Sequestosome 1，p62)是多功能泛素结合蛋白，可

以与 LC3 直接结合，常被作为自噬底物和自噬流

的标记进行检测[27]。在自噬发生时，其含量会减

少。与 LC3-II 的变化类似，rasfonin 处理降低了

p62 含量，而 CQ 能抑制 p62 的降解(图 1-G)。上

述结果表明 rasfonin 确能诱导肾癌细胞发生自噬。 

2.2  舒尼替尼抑制 ACHN 细胞活性并诱导自噬 

舒尼替尼是临床治疗晚期肾癌的一线药物。

MTS 实验结果表明，肾癌细胞 ACHN 经舒尼替尼

处理 24 h 和 48 h 后，细胞活性明显下降，且舒尼

替尼抑制作用具有浓度依赖性(图 2-A)。克隆形成

实验证实，舒尼替尼刺激导致 ACHN 细胞克隆数 
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图 1.  Rasfonin 诱导 ACHN 细胞活性丢失和自噬 

Figure 1.  Rasfonin induces autophagy and decreases cell viability in ACHN cells. A: The chemical structure of 
rasfonin. B: ACHN cells were treated with rasfonin (2–6 μmol/L) upon to 48 h. Cell viability was analysed by 
methanethiosulfonate (MTS) assay as described in Materials and Methods. C: Colony growth assays were 
performed following the treatment with rasfonin (1 μmol/L) for 14 d. Data represent the mean±SD of three 
experiments, each performed in triplicate. D: ACHN cells were treated with rasfonin (6 μmol) for 12 h and cell 
lysates were prepared and analysed by immunoblotting using the indicated antibodies, tErk1/2 (total Erk1/2) was 
used as loading control. Densitometry was performed for quantification and relative ratios of cleaved PARP (cPARP) 
were shown below the blots. E: Electron microscopy was utilized to detect the vacuoles in ACHN cells following 
challenge rasfonin (6 μmol/L) for indicated time. F: Immunofluorescence was performed using the LC3 antibody 
following rasfonin (6 μmol/L) in the presence or absence of CQ (15 μmol/L) for 2 h. G: ACHN cells were treated 
with rasfonin (3 μmol/L or 6 μmol/L) for 2 h in the presence or absence of CQ (15 μmol/L). The lysates of the cells 
were analysed by immunoblotting with the indicated antibodies. Actin (A) was used as loading control. The ratio of 
LC3 and p62 to actin were showed below the blots. Similar experiments repeated three times. For histogram results, 
the data were presented as mean±S.D. and analyzed by T-test. *: P<0.05 vs. control; **: P<0.01 vs. control. 
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图 2.  舒尼替尼诱导 ACHN 细胞活性丢失和自噬 

Figure 2.  ST activates autophagy and inhibits cell viability in ACHN cells. A: ACHN cells were treated with ST 
with the concentration from 2 μmol/L to 8 μmol/L for 24 h and 48 h. Cell viability was analysed by 
methanethiosulfonate (MTS) assay as described in Materials and Methods. B: Colony survival assays in ACHN 
cells were performed following the treatment with 2 μmol/L ST for 14 d. Data represent the mean±SD of three 
experiments, each performed in triplicate. C: ACHN cells were treated with ST (8 μmol/L) for 12 h and cell lysates 
were prepared and analysed by immunoblotting using the indicated antibodies, tERK1/2 was used as loading 
control. Densitometry was performed for quantification and relative ratios of cleaved PARP (cPARP) were 
shown below the blots. D: Electron microscopy was used to detect the vacuoles in ACHN cells in the medium of 
ST (8 μmol/L) for indicated time. E: Immunofluorescence was performed using the LC3 antibody in ACHN cells 
following ST (8 μmol/L) with or without CQ (15 μmol/L) for 2 h. F: ACHN cells were treated with ST (2 μmol/L or 
8 μmol/L) for 2 h in the presence or absence of CQ (15 μmol/L). The lysates of the cells were analysed by western 
blotting with the indicated antibodies. Actin (A) was used as loading control. The ratio of LC3 and p62 to Actin 
were showed under the blots. Similar experiments repeated three times. For histogram results, the data were 
presented as mean±S.D. and analyzed by T-test. *: P<0.05 vs. control; **: P<0.01 vs. control. 
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目明显减少，细胞增殖被抑制(图 2-B)。免疫印迹

结果显示，舒尼替尼诱导 ACHN 细胞中 PARP-1

切割，说明舒尼替尼能诱导细胞发生 caspase 依赖

性的凋亡(图 2-C)。利用透射电子显微镜我们观察

到舒尼替尼处理后，与对照组相比，ACHN 细胞

自噬体/自噬溶酶体明显增加(图 2-D)。免疫荧光结

果也显示，舒尼替尼刺激后 LC3 点数染色增加，

舒尼替尼与 CQ 共同处理时 LC3 点数进一步增加

(图 2-E)。通过免疫印迹我们观察到，与 rasfonin

刺激不同，舒尼替尼处理增加 LC3-II 蛋白含量，

而减少 p62 蛋白水平。在 CQ 存在的情况下，舒

尼替尼引起的 LC3-II 和 p62 含量进一步增加(图

2-F)。这些结果表明，舒尼替尼能增加肾癌细胞的

自噬水平和引起 caspase 依赖性细胞凋亡并抑制细

胞增殖。 

2.3  Rasfonin 促进舒尼替尼诱导的自噬和凋亡 

Rasfonin 和舒尼替尼均能诱导 ACHN 细胞中

自噬发生，为了验证二者是否具有协同作用，我们

利用免疫杂交检测了 rasfonin 与舒尼替尼共同处理

时 ACHN 细胞中自噬流的变化情况。从图 3-A 可

以看出，rasfonin 与舒尼替尼共同处理时的 LC3-II

的蛋白含量明显高于单独舒尼替尼处理组，CQ 存

在情况下，LC3-II 蛋白含量进一步增加，因此

rasfonin 明显上调舒尼替尼诱导的自噬流(图 3-A)。

同时，rasfonin 能明显增强舒尼替尼引起的 PARP-1

切割(图 3-B)。此外，MTS 检测细胞活性发现，

rasfonin 与舒尼替尼共同处理组的 ACHN 细胞活性

明显低于单独舒尼替尼处理组(图 3-C)。上述结果

表明，rasfonin 增强舒尼替尼诱导的自噬和 caspase

依赖性细胞凋亡，促进舒尼替尼引起的活性丢失。 

 

 
 

图 3.  Rasfonin 促进舒尼替尼诱导的 ACHN 细胞自噬和活性丢失 

Figure 3.  Rasfonin promotes ST-induced autophagy and apoptosis concurring with an increased inhibiiton on cell 
viability. A: ACHN cells were treated with rasfonin (6 μmol/L) plus ST (8 μmol/L) for 2 h in the presence or 
absence of CQ (15 μmol/L). The lysates of the cells were analysed by Western blotting with the indicated antibodies. 
Actin (A) was used as loading control. The ratio of LC3 and p62 to actin were showed under the blots. B: ACHN 
cells were treated with ST (8 μmol/L) in the presence or absence of rasfonin (6 μmol/L) for 12 h and cell lysates 
were prepared and analysed by immunoblotting using the indicated antibodies, tERK1/2 (total Erk1/2) was used as 
loading control. Densitometry was performed for quantification and relative ratios of cleaved PARP (cPARP) were 
shown below the blots. C: ACHN cells were treated with ST (8 μmol/L) with or without rasfonin the concentration 
(6 μmol/L) upon to 48 h. Cell viability was analysed by methanethiosulfonate (MTS) assay as described in 
Materials and Methods. Similar experiments repeated three times. For histogram results, the data were presented as 
mean±S.D. and analyzed by T-test. *: P<0.05 vs. control; **: P<0.01 vs. control. 
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2.4  Rasfonin 抑制 mTOR 磷酸化并促进 ERK 磷

酸化 

为了研究 rasfonin 和舒尼替尼诱导 ACHN 细

胞自噬的机理，我们通过免疫杂交实验检测了细

胞自噬相关信号通路蛋白的含量(图 4-A 和 4-B)。

结果显示，不同浓度 rasfonin 和舒尼替尼处理后，

mTOR 磷酸化水平被抑制(图 4-C 和 4-D)，而 Erk1/2

磷酸化水平明显上升(图 4-E 和 4-F)。并且 rasfonin

和舒尼替尼对信号蛋白磷酸化水平的影响，也具

有浓度依赖性。因此我们推测，rasfonin 和舒尼替

尼通过抑制 mTOR 信号通路并促进 Erk1/2 信号通

路诱导自噬。 

3  讨论 

在该研究中，我们首次将真菌次级代谢产物

rasfonin 与临床治疗肾癌药物舒尼替尼联合使用

并进行有关细胞自噬和凋亡的研究工作，并发现

rasfonin 不仅能促进舒尼替尼诱导的细胞自噬，而

且能增加后者诱导的细胞凋亡。我们之前的研究

发现 rasfonin 诱导肾癌细胞发生多种死亡方式[24]， 

 
 

 
 

图 4.  Rasfonin 和舒尼替尼抑制 mTOR 磷酸化并上调 ERK 磷酸化 

Figure 4.  Rasfonin and ST inhibit the phosphorylation of mTOR and increase the level of phosphorylated Erk1/2. 
A: ACHN cells were treated with rasfonin (3 μmol/L or 6 μmol/L) for 2 h. The lysates of the cells were analyzed by 
immunoblotting with the indicated antibodies. C and E: Densitometry was performed for quantification and relative 
ratios of phosphorylated mTOR and Erk1/2 were shown in graphs. Similar experiments repeated three times. B: 
ACHN cells were treated with ST (2 μmol/L or 8 μmol/L) for 2 h. The lysates of the cells were analysed by Western 
blotting with the indicated antibodies. D and F: Densitometry was performed for quantification and relative ratios 
of phosphorylated mTOR and Erk1/2 were shown in graphs. Similar experiments repeated three times. For 
histogram results, the data were presented as mean±S.D. and analyzed by T-test. *: P < 0.05 vs. control; **: P < 0.01 
vs. control. 
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但 rasfonin 和舒尼替尼共同处理对肾癌细胞活性、

自 噬 及 凋 亡 的 影 响 还 未 见 报 道 。 本 研 究 发 现

rasfonin 和舒尼替尼通过抑制 mTOR 和激活 ERK

信号通路来诱导肾癌细胞自噬。由于舒尼替尼在

临床应用过程中会发生抗药性和毒副作用，因此，

我们期望通过此类研究能改善舒尼替尼类药物的

临床应用效果，也为从真菌次级代谢产物中筛选

可用于临床治疗的药物提供理论基础。 

自噬是动态变化过程，不仅仅是自噬体的形

成，还包括自噬体的降解及底物分子在自噬过程

中的传递。自噬体降解过程的减慢与自噬过程的

诱导一样，也能引起 LC3-II 的积累，而在这种情

况下，底物分子不能正常降解，反映的是自噬被

抑制的过程。而 LC3-II 水平的降低可能是由于自

噬流的增加，从而导致形成的 LC3-II 被快速降解，

但这并不能代表自噬的减少。所以不能仅凭加药

处理后 LC3-II 的增减来判断自噬的发生水平[28]，

目前普遍通过检测自噬流研究细胞内自噬发生情

况[29]。氯喹(CQ)等自噬-溶酶体融合的抑制剂可以

阻断 LC3-II 降解，从而提高 LC3-II 的水平。此时

LC3-II 相比于单独处理时 LC3-II 的增加倍数(Fold

值)能很好地反映细胞中的自噬流[30]。本研究中，

虽然在单独加 rasfonin 时 LC3-II 蛋白水平下降而

单独加舒尼替尼 LC3-II 水平上升，但是在 CQ 存

在情况下，两种处理均导致 LC3-II 的水平均明显

进一步上升，说明在 rasfonin 处理的细胞中，自噬

流的加快使得 LC3-II 的水平没有升高，反映的仍

是一个诱发自噬的过程。舒尼替尼处理后的细胞

中，自噬体形成和自噬流均增加。另一方面，自

噬的底物 p62 在 rasfonin 和舒尼替尼处理后，含量

均明显下降。而自噬被 CQ 阻断后，p62 含量上升，

说明两种药物都能引起 p62 的自噬性降解。因此

rasfonin 和舒尼替尼均诱导自噬发生。而单独

rasfonin 和舒尼替尼处理后，LC3-II 蛋白水平变化

不一致，可能是由于自噬体降解速率不相同导致。 

舒尼替尼在临床肾癌靶向治疗中具有重要地

位，治疗效果优于其他抗肿瘤药物如干扰素 α 和

帕唑帕尼[31–32]。舒尼替尼不仅抑制肾癌细胞生长，

还能诱导肾癌细胞凋亡[33]。但也有研究报道，转

移性肾细胞瘤对舒尼替尼具有耐药性，耐药性与

舒尼替尼诱导的细胞自噬有关[34]。抑制 Akt/mTOR

信号通路抑制自噬后，肾癌细胞和前列腺癌细胞

对舒尼替尼处理更敏感，耐受性降低[35]。本研究

发现，舒尼替尼上调 ACHN 细胞中 ERK 磷酸化水

平，而活化的 ERK 信号通路正调控细胞生长增殖。

因此我们推测，舒尼替尼诱导细胞自噬和 ERK 信

号通路激活是肾癌细胞产生耐药性的原因。 

近年来多项研究报道，联合用药可增强舒尼

替尼对肿瘤细胞活性的抑制作用。对肾癌病人的

治疗研究发现，贝伐单抗增强舒尼替尼的治疗效

果，但药理学原理并不清楚[36]。舒尼替尼和紫杉

醇治疗晚期乳腺癌预后效果良好，且没有药物-药

物联合反应[37]。特定剂量的舒尼替尼和埃罗替尼

对非小细胞肺癌的治疗效果较好[38]。这些研究结

果提示我们，其他化合物可以增强舒尼替尼的肿

瘤 治 疗 效 果 。 本 研 究 发 现 真 菌 次 级 代 谢 产 物

rasfonin 通过增强舒尼替尼诱导的肾癌细胞自噬

和凋亡，增强其对肿瘤活性的抑制作用。这既是

对联合用药效果增强机制的探讨，也可为从真菌

次级代谢产物库中筛选具有抗肿瘤活性的化合物

提供新思路。 

Rasfonin 诱导 ACHN 细胞自噬的机理研究已

有报道，与之不同的是本研究新发现了 rasfonin

通过促进 ERK 磷酸化来诱导自噬，因此，我们推



徐姗姗等 | 微生物学报, 2018, 58(2) 333 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

测该化合物能影响多种信号通路。由于其能抑制

mTOR 信号通路，而后者的抑制剂雷帕霉素也已

经用于临床肾癌的治疗[39]。这样有理由相信，对

rasfonin 的深入研究，不仅能更好地认识自噬调节

机制以及不同死亡方式之间的内在联系，也能为

临床筛选新的药物进行肿瘤治疗提供新靶点。 
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Fungal secondary metabolite rasfonin enhances sunitinib-induced 
autophagy and apoptosis in renal carcinoma cells 

Shanshan Xu1,2, Siyuan Yan1,2, Quan Gao1,2, Xuejun Jiang1* 
1 State Key Laboratory of Mycology, Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 
2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100039, China 

Abstract: [Objective] We studied the regulatory role of rasfonin in mediating sunitinib induced autophagy and 

apoptosis. [Methods] We used both methanethiosulfonate assay and colony growth assay to detect the cell viability 

and proliferation. In addition, we used electronic and fluorescence microscopy to examine the formation of 

autophagosome, as well as carried out immunofluorescence or immunoblotting to determine autophagy and 

apoptosis. [Results] Both rasfonin and sunitinib could induce autophagy and caspase-dependent apoptosis in renal 

carcinoma cells. Notably, low dose of rasfonin enhanced sunitinib-dependent autophagy and apoptosis, meanwhile 

sunitinib and rasfonin synergistically inhibited cell viability. In addition, both sunitinib and rasfonin inhibited the 

phosphorylation of mammal target of rapamycin and increased the activity of extracellular regulated protein 

kinases. [Conclusion] Rasfonin promotes sunitinib-induced autophagy and caspase dependent apoptosis, and 

strengthens the cytotoxic effect of sunitinib in renal carcinoma cells. 
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