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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨分子伴侣介导的自噬调控结肠癌辐射敏感性的机制。 方法　 使用结肠

癌 ＳＷ４８０ 细胞系， 在 ８ Ｇｙ γ 射线照射 ４、 ８、 １２、 ２４、 ４８ ｈ 后， 利用免疫印迹法检测细胞中 ＣＭＡ
活性蛋白 ＬＡＭＰ２、 ＨＳＰＡ８ 的表达变化； 蛋白质谱分析筛选 ＣＭＡ 潜在的调控蛋白 ＫＲＴ６Ｂ； 分别转

染 ＬＡＭＰ２、 ＨＳＰＡ８ 及 ＫＲＴ６Ｂ 过表达质粒， 检测过表达对照 Ｖｅｃｔｏｒ 组、 过表达 ＬＡＭＰ２、 ＨＳＰＡ８ 组

后 ＫＲＴ６Ｂ 的表达水平； 台盼蓝染色法检测细胞死亡率； 采用克隆形成实验检测细胞辐射敏感性；
免疫共沉淀 （ＣＯ⁃ＩＰ） 检测 ＫＲＴ６Ｂ 与 ＨＳＰＡ８、 ＬＡＭＰ２ 的相互作用及结合位点。 结果　 ８ Ｇｙ 电离

辐射促进 ＳＷ４８０ 细胞中 ＣＭＡ 关键蛋白 ＬＡＭＰ２ 表达 （ ｔ ＝ ３􀆰 １５ ～ ３􀆰 ７２， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＨＳＰＡ８ 表达未

见显著变化； 蛋白质组学分析显示， ＫＲＴ６Ｂ 在沉默 ＬＡＭＰ２ 后表达上调最显著， 且在 ８ Ｇｙ 电离辐

射后表达降低； 与 ＮＣ 组 １５􀆰 ８％相比， 过表达 ＫＲＴ６Ｂ 显著增加电离辐射诱导的细胞死亡至 ３２􀆰 ５％
（ ｔ＝ ９􀆰 ４２， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 沉默 ＫＲＴ６Ｂ 则减少细胞死亡至 ９􀆰 ８６％ （ ｔ＝ ３􀆰 ７３， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 并被 ＬＡＭＰ２
的沉默部分逆转至 １６􀆰 ３９％ （ ｔ＝ ６􀆰 １８， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 克隆形成实验进一步证实， 过表达 ＫＲＴ６Ｂ 能够

显著提高细胞的辐射敏感性 （Ｆ ＝ １７９􀆰 ７０， Ｐ＜０􀆰 ００１）； 经 ＣＯ⁃ＩＰ 实验证实， ＫＲＴ６Ｂ 可与 ＬＡＭＰ２、
ＨＳＰＡ８ 发生直接相互作用， 且电离辐射进一步加强这种结合； 血清饥饿处理或过表达 ＬＡＭＰ２、
ＨＳＰＡ８ 均可显著抑制 ＫＲＴ６Ｂ 的蛋白表达。 此外， 构建 ＫＲＴ６Ｂ 与 ＨＳＰＡ８ 结合位点的突变体质粒并

进行 ＣＯ⁃ＩＰ 分析， 表明 ＨＳＰＡ８ 与 ＫＲＴ６Ｂ 的结合位点位于 ２０４～ ２０８ 位氨基酸残基区域。 结论　 电

离辐射促进结肠癌细胞中 ＣＭＡ 的活性增加， 导致 ＫＲＴ６Ｂ 蛋白被降解， 进而降低 ＳＷ４８０ 结肠癌细

胞的辐射敏感性。
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