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低糖低氧状态下AMPK通路通过PPARα调控CPT1c影响人甲状腺乳

头状癌B-CPAP细胞的凋亡
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[摘 要] 目的：探究在低糖低氧状态下通过磷酸腺苷活化蛋白激酶（AMP-dependent/activated protein kinase，AMPK）通路调控

肉碱脂酰转移酶1c（carnitine palmitoyltransferase 1c，CPT1c）的表达对甲状腺乳头状癌B-CPAP细胞增殖及凋亡的作用及其机制。

方法：对正常条件和低糖低氧条件下培养的人甲状腺乳头状癌细胞B-CPAP，分别给予AMPK抑制剂Compound C处理，使用

Western blotting 检测 AMPK、p-AMPK、过氧化物酶体增殖物激活受体 α（peroxisome proliferator-activated receptor α，PPARα）、

CPT1c 的表达，并利用 CCK-8 法及 FACS 检测各组细胞的增殖和凋亡情况。合成的 PPARα-siRNA 转染 B-CPAP 细胞以敲低

PPARα，分别在正常和低糖低氧环境下培养，同样检测上述指标，以验证PPARα对CPT1c的调控作用。构建人CPT1c基因启动子

荧光素酶报告质粒，利用免疫荧光法观察PPARα对CPT1c基因启动子荧光素酶活性的影响。结果：（1）低糖和低氧条件下培养

的B-CPAP细胞中，AMPK、p-AMPK、PPARα、CPT1c表达均显著增加（均 P<0.05 或 P<0.01），细胞增殖和凋亡率未有明显改变

（均P>0.05）；（2）应用AMPK抑制剂Compound C后，低糖低氧组p-AMPK、PPARα、CPT1c明显降低（P<0.05或P<0.01），细胞增殖

抑制率及凋亡率显著升高（均P<0.01），但升高幅度仍小于单独加抑制剂后高于正常对照的幅度（P<0.05）。（3）PPARα敲低后，正

常条件下培养的肿瘤细胞的AMPK、p-AMPK、PPARα、CPT1c 的表达显著减少（P<0.05或P<0.01），细胞增殖抑制率及凋亡率

均显著升高（均P<0.05）；低糖低氧培养条件下，转染后细胞CPT1c表达显著降低（P<0.05），细胞增殖抑制率及凋亡率有显著升高

（均P<0.05），但升高幅度仍低于转染后高于正常对照的幅度（P<0.05）。（4）转染过表达 PPARα后，空载组双荧光比值与

空白组无差异（P>0.05），PPARα过表达组双荧光比显著增高（P<0.05）。结论：甲状腺乳头状癌B-CPAP细胞在低糖低氧状态

下，AMPK通路能够通过上调PP ARα促进CPT1c的表达，从而抑制细胞凋亡和维持细胞增殖能力。
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Effect of AMPK pathway on apoptosis of human thyroid papillary cancer
B-CPAP cells under low glucose and hypoxia conditions through CPT1c regulated
by PPARα

SU Dongwei1, PI Hao1, FANG Guoen1, DOU Juan1, YAO Zhenzhen2 (1. Department of General surgery, Changhai Hospital Affiliated

to the Second Military Medical University, Shanghai 200433, China; 2. Department of Biochemistry, Changhai Hospital Affiliated to

the Second Military Medical University, Shanghai 200433, China)

[Abstract] Objective: To investigate the mechanisms of carnitine palmitoyltransferase 1c (CPT1c) expression to affect the prolifera‐

tion and apoptosis of human thyroid papillary cancer B-CPAP cells through the AMP-dependent/activated protein kinase (AMPK) path‐

way in the low glucose and hypoxic conditions. Methods: Firstly, human thyroid papillary carcinoma B-CPAP cells were cultured under

normal condition or low glucose and hypoxic condition respectively, followed with the treatment of AMPK inhibitor compound C.

Western blotting was used to detect the expressions of AMPK, p-AMPK, peroxisome proliferator-activated receptor α (PPARα) and
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CPT1c; the proliferation and apoptosis were detected by CCK-8 and Flow cytometry, respectively. Then PPARα -siRNA was synthe‐

sized and transfected into B-CPAP cells to knock down PPARα, and then the cells were cultured under normal or low glucose and hy‐

poxic condition respectively. Above indicators were also detected to verify the regulation of PPARα on CPT1c. Finally, the human lucif‐

erase reporter plasmid containing CPT1c gene promoter was constructed, and the effect of PPARα on the activity of CPT1c promoter lu‐

ciferase activity was observed by immunofluorescence. Results: The expressions of AMPK, p-AMPK, PPARα and CPT1c were signifi‐

cantly increased in B-CPAP cells under low glucose and hypoxia condition (P<0.05 or P<0.01), while cell proliferation and apoptosis

rate did not change significantly (P>0.05). After the treatment of AMPK inhibitor compound C, the expressions of p-AMPK, PPARα

and CPT1c in low glucose and hypoxia group were significantly decreased (P<0.05 or P<0.01), the inhibitory rate on cell proliferation

and apoptosis rate were significantly increased (P<0.05). However, the change range was smaller than that in the normal culture + com‐

pound C group (P<0.05). After PPARα knockdown, the expressions of AMPK, p-AMPK, PPARα and CPT1c in cancer cells cultured un‐

der normal conditions were significantly decreased (P<0.05 or P<0.01), and the inhibitory rate on cell proliferation and apoptosis rate

were significantly increased (P<0.05). While under low glucose and hypoxia condition, the expression of CPT1c in cells after transfec‐

tion was significantly decreased (P<0.05), and the inhibition rate on cell proliferation and the apoptosis rate were significantly increased

(P<0.05); However, the change range was still lower than that of normal condition group after transfection (P<0.05). After PPARα over-

expression, the ratio of fluorescence in the empty vector group was not significantly different from that of the blank group (P>0.05),

and the ratio of fluorescence was significantly increased in PPARα over-expression group (P<0.05). Conclusions: AMPK can increase

the expression of PPAR α to promote the expression of CPT1c in thyroid cancer B-CPAP cells under low glucose and hypoxia

conditions, thereby inhibiting cell apoptosis and maintaining cell proliferation ability.

[Key words] thyroid papillary cancer; B-CPAP cell; carnitine palmitoyltransferase 1(CPT1c); AMP-dependent/activated protein kinase

(AMPK); peroxisome proliferators-activated receptors α (PPARα)

[Chin J Cancer Biother, 2020, 27(5): 508-514. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2020.05.006]

甲状腺癌在世界范围内是内分泌系统最常见的

恶性肿瘤之一[1]，且发病率在头颈部恶性肿瘤中最

高，其所有病理分型中，以乳头状癌所占比例最高[2]。

实体肿瘤因血管的增生速度常常滞后于肿瘤细胞的

增殖速度，其微环境往往相对缺血、缺氧及低糖。为了

维持肿瘤的增殖和侵袭能力，肿瘤细胞会对其能量代谢过

程进行一系列调节，在这些过程中，腺苷酸活化蛋白激

酶（adenylate activated protein kinase，AMPK）发挥非

常重要的作用[3]。有研究[4]证实AMPK可促进过氧化

物酶体增殖物激活受体 α（peroxisome proliferator-

activated receptor-α，PPARα）的表达增加。肉毒碱棕

榈 酰基转移酶 1（carnitine palmitoyltransferase 1，

CPT1）是脂肪酸β-氧化过程中的限速酶，课题组前期

研究[5]已经发现CPT1在临床甲状腺乳头状癌组织中

显著高表达，干扰CPT1c表达能够抑制甲状腺乳头

状癌细胞的增殖、迁移能力，促进其凋亡，并且CPT1c

表达水平受到腺苷酸活化蛋白激酶AMPK的调控；

另有研究[6]发现在人间充质干细胞中，CPT1c能够调

控细胞增殖。因此，推测，AMPK可以通过PPARα调

控CPT1c的表达从而对细胞增殖起到调控作用。本

课题拟采用细胞实验，结合基因干扰、过表达等手

段，研究低氧低糖条件下甲状腺乳头状癌细胞是否

通过活化AMPK-PPARα通路而促进CPT1c表达和重

塑细胞代谢，调控细胞的增殖和凋亡，促进肿瘤发展；试

图进一步阐明甲状腺乳头状癌的发病机制，为其早期

诊断和治疗提供实验数据和潜在的治疗靶点。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和耗材

使用的乳头状甲状腺癌B-CPAP细胞株采购于

中科院细胞库。细胞培养胎牛血清、高糖DMEM培

养基、1640培养基、0.25%胰蛋白酶-EDTA消化液、青

霉素链霉素（双抗）、转染用OPTI-MEM购自Hyclone

公司，Lip2000购自 Invitrogen公司，RNA提取、逆转

录和扩增试剂盒购自TaKaRa公司，蛋白分析试剂盒

购自碧云天生物科技有限公司，CCK-8试剂盒、凋亡

检测试剂盒购自碧云天生物科技有限公司，AMPK、

p-AMPK、PPARα、CPT1C 等的一抗和二抗购自

Abcam公司，质粒抽提试剂盒购自OMEGA公司，转

染试剂购自Roche公司，Dual-Luciferase报告基因检

测系统检测试剂盒购自 Promega 公司，感受态细

胞 DH5a 购自 Transgene 公司 ，pCDNA3.1(+ )购自

Addgene公司。

1.2 低 糖 低氧条件细胞 模 型 实 验检测 AMPK

对 B-CPAP细胞增殖和凋亡及其PPARα和CPT1c表

达的影响

Control组：培养液采用含 10%胎牛血清、1%双

抗（青链霉素混合液）的DME/F:12，置于 37℃、95%

空气和 5% CO2的培养箱中进行培养。低糖和低氧

组：培养液采用含10％胎牛血清、1%双抗（青链霉素

混合液）的低糖DMEM中，置于37 ℃、无氧的培养箱

中进行培养。上述两组培养液中分别加入AMPK抑

·· 509



中国肿瘤生物治疗杂志, 2020, 27(5)

制剂Compound C构成Compound C组和低糖低氧+

Compound C 组。Western blotting 检测四组细胞中

AMPK、p-AMPK、PPARα、CPT1c 的表达情况，采用

Quantity One软件对Western blotting胶片条带灰度进

行定量分析；使用CCK-8法试剂盒对各组细胞进行

处理，用酶标仪测定450 nm波长处光密度（D）值，检

测肿瘤细胞的增殖能力；使用Annexin V-FITC细胞

凋亡检测试剂盒处理各组细胞后，利用流式细胞仪

检测肿瘤细胞的凋亡情况。

1.3 转染PPARα-siRNA后检测PPARα对B-CPAP细

胞增殖和凋亡的影响

PPARα -siRNA（Sense: 5’-GCCCGUUAUCUGA

AGAGUUUU-3’；Antisense: 5’-AACUCUUCAGAU‐

AACGGGCUU-3’）由基尔顿生物科技（上海）有限公

司合成。将PPARα-siRNA转染B-CPAP，转染48 h后

收集细胞进行后续实验。将B-CPAP和PPARα-siRNA

转染细胞分别在前述两种培养基和培养箱条件下培

养，构成Control组、低糖和低氧组、PPARα-siRNA组

和低糖低氧+PPARα -siRNA 组。分别使用 Western

blotting、CCK-8 法试剂盒以及 Annexin V-FITC 细胞

凋亡检测试剂盒检测四组肿瘤细胞，方法同上。

1.4 荧光素酶报告基因实验检测PPARα对CPT1c的

调控作用

1.4.1 构建过表达PPARα载体 选用质粒 pcDNA3.1

(+ ) 作为载体 ，通过 NCBI 查找到 PPAR α（NM_

001001928.3）序列，设计引物并选择上游Hind III、下

游EcoR I为酶切位点。合成好的质粒由上海美吉生

物有限公司进行DNA测序，证明PPARα重组真核过

表达载体构建成功。引物序列如下，下划线处为酶

切位点。PPARα -F：5’-CCCAAGCTTATGGTGGA‐

CACGGAAAGCC-3’（Hind III）；PPARα -R：5’-CG‐

GAATTCTCAGTACATGTCCCTGTAGATCTCC-3’

（EcoR I）。

1.4.2 构建人CPT1c基因启动子双荧光素酶报告质

粒 在 NCBI 中 找 到 目 的 基 因 CPT1c（NM_

001136052）序列，并查找到 CPT1c 启动子序列。选

用带有萤火虫萤光基因（luc2）和pRL-TK带有海肾萤

光基因（hRluc）的pGL3-Enhancer作为载体，将CPT1c

启动子插入到 pGL3-Enhancer 中 ，构建成 pGL3-

Enhancer-p CPT1c。

1.4.3 构建转染模型检测PPARα对CPT1c的作用 按

照 lip2000说明书制备各组转染液：（a）空白组：将

1.5 μg萤光素酶质粒溶于 245 µl Opti-mem无血清培

养基中；（b）空载组：将1.5 μg萤光素酶质粒和1 μg空

载质粒溶于 245 µl Opti-mem 无血清培养基中；

（c）oePPARα 组：将 1.5 μg 萤光素酶质粒和 1 μg

PPARα质粒溶于245 µl Opti-mem无血清培养基中（3

组均 3个重复）。再分别与稀释好的 lip2000试剂液

混合（1∶1）。使用含 10% 胎牛血清、1% 双抗的

DMEM培养液和37℃、5% CO2的培养箱培养B-CPAP

细胞，用上述 3组转染液分别转染 6 h。转染完成后

继续培养48 h，在96孔板中用裂解液裂解细胞，在裂

解液加入 100 μl LARII，检测萤火虫萤光素酶活性，

加入100 μl Stop&Glo试剂，检测海肾萤光素酶活性。

1.5 统计学处理

所有数据均使用SPSS 16.0软件进行统计分析，

正态分布的计量数据以均数±标准差表示，两组间比

较采用 t 检验，计数资料的组间比较采用χ2检验，以

P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 低糖和低氧条件下 AMPK 可促进 PPARα和

CPT1c表达并维持细胞增殖活性

图 1 显示的是低糖和低氧条件下 AMPK 对

PPARα、CPT1c表达以及细胞活性的作用。图 1A和

图 1B显示的是 4组细胞的Western blotting结果，其

中低糖和低氧条件下培养的 B-CPAP 中，AMPK、

p-AMPK、PPARα、CPT1c 表达均显著增加（P<0.05

或P<0.01），证明低糖和低氧条件可促进甲状腺癌细

胞的 CPT1c 的表达，且该结果提示这一过程中

AMPK和 PPARα两者存在正向变化；当加入AMPK

抑制剂Compound C后，低糖低氧组相应的p-AMPK、

PPARα、CPT1c 较加之前有着明显降低（P<0.05或

P<0.01）。图 1C和图 1D显示的是各组B-CPAP细胞

凋亡率的变化，低糖低氧加Compound C组比双低条

件组的细胞凋亡率显著增加 [（24.63±2.08）% vs

（6.52±1.12）%；t=3.982，P<0.01]，但其增加幅度仍小

于单独加 Compound C 组高于空白对照组的幅度

[（32.67±2.46）% vs（4.13±0.71）% ，t=4.973，P<0.01]。

同时，双低条件下加入AMPK抑制剂后细胞的增殖

情况明显减弱（P<0.01），见图 1E。以上结果表明在

低糖低氧条件下，AMPK对 PPARα和CPT1c表达起

促进作用，可促进肿瘤细胞的增殖。同时也表明低

糖低氧中AMPK并非唯一的调节通路，可能还有其

他的保护机制存在。

2.2 低糖低氧条件下PPARα可通过调控CPT1c表达

影响B-CPAP细胞的增殖和凋亡

为进一步探讨PPARα在人甲状腺乳头状癌细胞

中的作用，利用PPARα-siRNA转染B-CPAP细胞，转

染后两种条件下甲状腺肿瘤细胞的PPARα表达均有

显著降低（均 P<0.01）；同时CPT1c的表达相应也显

著减少(P<0.01)（图 2A、B），验证了AMPK/PPARα通

·· 510



苏东玮, 等 . 低糖低氧状态下AMPK通路通过PPARα调控CPT1c影响人甲状腺乳头状癌B-CPAP细胞的凋亡

路可以正向调控CPT1c；同时p-AMPK的表达也显著

减少（P<0.05），说明 PPARα不仅受到AMPK的正向

调控，同时可以反向调控AMPK通路。在PPARα敲

低的细胞模型中，低糖低氧环境+PPARα-siRNA组的

p-AMPK、PPARα、CPT1c表达均高于 PPARα -siRNA

组。图2C和2D显示转染PPARα-siRNA后各组细胞

凋亡率 ，低糖低氧 +PPARα -siRNA 组为（25.26±

2.02）%，低糖低氧组为（6.36±1.09）%，敲减PPARα后

的凋亡率显著升高（t=3.873，P<0.01），但其变化幅度

仍小于正常条件下的 Control 组 [（3.28±0.41）% ]和

PPARα-siRNA 组 [（30.17±2.26）%]间的 变 化 幅 度

（t=4.887，P<0.01）。同时，加入PPARα-siRNA后细胞

的增殖情况明显减弱，见图2E。结果说明，低糖低氧

条件下，PPARα可通过调控CPT1c的表达影响甲状

腺乳头状细胞B-CPAP的增殖和凋亡。另外还说明，

AMPK/PPARα/CPT1c轴并非是B-CPAP细胞的唯一

保护机制。

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group; ΔP<0.05, ΔΔP<0.01 vs Low glucose and hypoxia group; ▲P<0.05; ▲▲P<0.01 vs Compound C group

1: Control group ; 2: Low-glucose and hypoxic group; 3: Compound C group; 4: Low-glucose and hypoxic+Compound C group

A and B: Western blotting to detect the effect of Compound C on the expression of AMPK, p-AMPK, PPARα, and CPT1c in

B-CPAP cells cultured in normal environment and low-glucose and hypoxic environment; C and D: Apoptosis rate of

each group cells detected by FCM; E: CCK-8 detected the proliferation of B-CPAP cells

图1 低糖和低氧条件下AMPK对PPARα、CPT1c以及细胞活力的作用

Fig.1 The effect of AMPK on PPARα, CPT1c and cell viability under low glucose and hypoxia conditions

2.3 PPARα在转录水平上调控CPT1c的表达 在完成了双荧光素酶转染后，图3示空载组与空白
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组的双荧光比值相近，差异无统计学意义（P<0.05），

PPARα过表达组可明显增加CPT1c启动子表达荧光

素的水平（P<0.01），说明 PPARα可以直接作用于

CPT1c启动子，从转录水平上影响CPT1c的表达。

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group; ΔP<0.05, ΔΔP<0.01 vs Low glucose and hypoxia group; ▲P<0.05; ▲▲P<0.01 vs Compound C group

1: Control group; 2: Low-glucose and hypoxic group; 3: PPARα-siRNA group; 4: Low-glucose and hypoxic+PPARα-siRNA group

A and B: Western blotting to detect the effect of transfection of PPARα-siRNA on the expression of AMPK, p-AMPK, PPARα,

and CPT1c in B-CPAP cells cultured in normal environment and low glucose and hypoxia environment;

C and D: Aapoptosis rate of each group cells detected by FCM; E: CCK8 detected the proliferation of B-CPAP cells

图2 PPARα在人甲状腺乳头状癌B-CPAP细胞中的作用

Fig.2 The role of PPARα in human thyroid papillary carcinoma B-CPAP cells

**P<0.01 vs light group

图3 各组萤火虫萤光素酶值与海肾萤光素酶值的比值

Fig.3 The ratio of firefly luciferase value to renilla

luciferase value of each group

3 讨 论

甲状腺癌的 4种病理分型中乳头状甲状腺癌约

占总发病率的75%，而儿童甲状腺癌则全部为乳头状

甲状腺癌。该类型肿瘤虽然生长缓慢，但往往早期

即发生淋巴道转移；其病死率低于其他恶性肿瘤，但

术后远期复发率却较高[7-9]。因此研究PTC的发生发

展以及转移机制，对于肿瘤的早期发现和特异性治

疗具有极其重要的临床意义。

近年来，肿瘤细胞在代谢过程中的特殊途径引

起了越来越多科学家的注意。实体肿瘤因持续性分
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裂而经常处于过度增殖状态，这一过程需要大量的

营养物质、能量供应以及氧气[10-11]。但血管的增生速

度常常滞后于肿瘤细胞，肿瘤细胞所处的微环境大

多数处于相对缺血、缺氧及低糖等状态，因此肿瘤往

往处于代谢应激中。研究[12-13]发现，肿瘤细胞在有氧

和无氧环境中都以糖酵解作为主要能量代谢方式，

这一过程消耗大量的葡萄糖并产生乳酸，被称为

Warburg效应。肿瘤细胞中同时也存在其他能量代

谢替代通路，如谷氨酰胺代谢和异常脂肪酸代谢

等[14]，但这些替代通路的具体分子机制仍未有详细研

究。肿瘤细胞在代谢应激状态下保持存活和生长是

实现实体肿瘤生长和通过代谢转化实现转移的关

键，因此这些能量代谢替代通路就有可能成为潜在

的抗肿瘤靶点。在葡萄糖供应不足情况下，肿瘤细

胞也可以选择脂肪酸氧化(fatty acid oxidation,FAO;

也称为 β-oxidation)作为其能量供应的主要来源[15]。

CAMARDA等[16]研究发现，可以通过抑制Myc过表

达的乳腺癌细胞中的脂肪酸氧化以抑制肿瘤的生

长。而脂肪酸氧化抑制剂依托莫司也可通过降低成

胶质细胞瘤[17]的还原型辅酶Ⅱ(nicotinamide adenine

dinucleotide phosphate,NADPH)生成，耗竭 ATP 并促

进癌细胞死亡。此外，HOSSAIN等[18]研究发现，抑制

脂肪酸氧化代谢通路也可以调节骨髓来源抑制细胞

的免疫抑制功能，提高癌症治疗效率。CPT1作为脂

肪酸β-氧化过程中的限速酶，在多种实体肿瘤如乳腺

癌[19]、胃癌[20]、肝癌[21]和卵巢癌[22]中被证实均有明显

激活。

本课题组之前的研究[5]已证实人甲状腺乳头状

癌细胞在代谢应激状态下可过表达CPT1c，这一过程

与AMPK通路有关。本研究结果显示，低糖低氧条

件下B-CPAP细胞中AMPK、PPARα和CPT1c表达有

了显著提高，且凋亡率未有明显增加，而在阻断了

AMPK通路后 PPARα和CPT1c表达降低，相应的凋

亡率就有明显升高，说明CPT1c是肿瘤细胞在代谢

应激状态下一项非常重要的保护机制。而低糖低氧

条件下细胞通过AMPK调节PPARα发挥细胞保护作

用。进一步验证了 PPARα对 CPT1c 的正向调控作

用；而同时也发现，敲低PPARα可以使p-AMPK表达

减少，提示PPARα对AMPK通路也有反向调控作用。

荧光素报告基因检测表明，PPARα可以直接作用于

CPT1c启动子，在转录水平上影响CPT1c的表达。综

上所述，人甲状腺乳头状癌B-CPAP细胞在代谢应激

状态下，可以通过AMPK/ PPARα/CPT1c分子轴促进

脂肪氧化，以维持肿瘤增殖状态，提示联合抑制

AMPK通路和FAO过程可能是一种潜在的有效的癌

症治疗方法。
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