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孵育过夜)

Q_5

冲洗后#加入荧光二抗#

&%d

避光孵育
!S

#

?'QA

染色后荧光显微镜下观察)

#<$

!

透射电镜法观察自噬体的形成
!

细胞经药物

处理后#用胰酶消化并收集细胞#于
Hd

离心
D,-2

#

弃上清#将标本经
!<Dc

戊二醛固定过夜#加入
#c

四氧化锇后再次固定
!S

)乙醇逐级脱水#环氧树脂

-

&DB

-
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包埋)应用切片机切成超薄切片#

#c

水化醋酸铀和

枸橼酸铅染色)于
T-7)(S-E%D""

透射电镜下观察细

胞内自噬体的形成及分布)

#<%

!

统计学处理
!

所有数据采用
5Q55#%<"

软件

进行统计分析#数据以
%

5j(

表示#组间比较采用

W5?

法)检验水准$

%

%为
"<"D

)

:

!

结
!

果

!<#

!

>)T5

对
'

&

!DE&D

处理后细胞存活率的影

响
!

细胞活力检测结果$图
#

%显示#与空白对照组

相比#

'

&

!DE&D

组细胞存活率降低$

3

$

"<"D

%*而经自

噬抑制剂
&E6'

处理后#细胞存活率增加$

3

$

"<"D

%#说明自噬可能是
'

&

!DE&D

引起细胞损伤的原因

之一)

>)T5

组细胞存活率与空白对照组相比未见

明显差异#而
'

&

!DE&D

n>)T5

组细胞存活率与
'

&

!DE&D

组相比升高$

3

$

"<"D

%)表明
#""

$

,/3

"

W>)T5

无细胞毒作用#且可以改善
'

&

!DE&D

引起的细胞损伤)

图
4

!

IPP

法检测
A+'&3C:$

细胞活性

5"

6

4

!

T"$-"F".

1

39A+'&3C:$/+FF(2$(

*+.+/.+*-

1

IPP$(($

1

")+$/G

6

&3'

L

>)T5

!

5/*-0,S

8

*1/;034-*+

*

'

&

!DE&D

!

&

E',

8

3/-*!DE&D

*

&E6'

!

&E

6+7S

8

3)*+2-2+<

"

3

$

"<"D:;(/271/3

R

1/0

O

*

#

3

$

"<"D:;'

&

!DE&D

R

1/0

O

<,m&

#

%

5j(

!<!

!

>)T5

对
'

&

!DE&D

引起的自噬的影响
!

!"

$

,/3

"

W

'

&

!DE&D

作用细胞
!HS

后#

_+(3-2E#

的表达及
WN&E

#

"

WN&E

+

比值均高于空白对照组#

Q$!

表达低于空白对照

组$

3

$

"<"D

%*加入
&E6'

后
_+(3-2E#

及
WN&E

#

的表达

被抑制#表明
'

&

!DE&D

能诱导自噬发生*而
>)T5

组与

正常对照组相比无明显改变)与
'

&

!DE&D

组相比#

'

&

!DE&D

n>)T5

组
_+(3-2E#

表达及
WN&E

#

"

WN&E

+

比值

降低#

Q$!

表达增高$

3

$

"<"D

#图
!

%)上述结果表明

外源性
T

!

5

可以降低
'

&

!DE&D

引起的自噬活性#但其对

自噬的抑制强度弱于
&E6'

)

图
:

!

蛋白质印迹法检测
\+/F")C4

&

VJ;

及
N>:

的表达

5"

6

:

!

EK

L

&+(("3)39\+/F")C4

(

VJ;$)*N>:

L

&3.+")

2$(*+.+&8")+*-

1

X+(.+&)-F3..")

6

$)$F

1

("(")+$/G

6

&3'

L

WN&

!

6-(1/70P03+E);;/(-)7+*

O

1/7+-23-

R

S7(S)-2&

*

'

&

!DE&D

!

&

E

',

8

3/-*!DE&D

*

&E6'

!

&E6+7S

8

3)*+2-2+<

"

3

$

"<"D:;(/271/3

R

1/0

O

*

#

3

$

"<"D:;'

&

!DE&D

R

1/0

O

<,m&

#

%

5j(

!<&

!

细胞免疫荧光观察
WN&

的表达和分布
!

用荧

光标记的抗
WN&

抗体染色后#在荧光显微镜下观察

代表自噬体的荧光斑点#结果在空白对照组细胞质

内可观察到散在斑点状结构$图
&'

%*

'

&

!DE&D

作用细

胞后#胞质内斑点状结构明显增多#且簇集融合呈斑

块状$图
&_

%#表明自噬体增多*

&E6'

抑制自噬后自

噬斑点明显减少$图
&N

%)而经
>)T5

干预后#胞质

中荧光斑点较
'

&

!DE&D

组减少$图
&?

%#说明外源性

T

!

5

能抑制
'

&

!DE&D

引起的自噬活化)

图
;

!

免疫荧光法观察细胞内
VJ;

的表达和分布

5"

6

;

!

EK

L

&+(("3)$)**"(.&"-'."3)39VJ;-

1

"88')39F'3&+)/+")/+FF(39+$/G

6

&3'

L

'

!

N/271/3

R

1/0

O

*

_

!

'

&

!DE&D

R

1/0

O

*

N

!

'

&

!DE&D

n&E6'

R

1/0

O

*

?

!

'

&

!DE&D

n>)T5

R

1/0

O

<WN&

!

6-(1/70P03+E);;/(-)7+*

O

1/7+-23-

R

S7

(S)-2 &

*

'

&

!DE&D

!

&

E',

8

3/-* !DE&D

*

&E6'

!

&E6+7S

8

3)*+2-2+<

@1-

R

-2)3,)

R

2-4-()7-/2

!

lH""

-

HDB

-
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第
%

期
<

高
!

丹#等
<

硫化氢对
'

&

!DE&D

诱导的小鼠
>+01/E!)

细胞自噬的影响

!<H

!

透射电镜下观察自噬体的变化
!

透射电镜

下空白对照组细胞中可见细胞核(线粒体等正常

细胞器形态#未见自噬体$图
H'

%)

'

&

!DE&D

组细胞

内可见特征性的双层膜结构自噬体#内含待降解

细胞器成分$图
H_

%*而
'

&

!DE&D

n&E6'

组及

'

&

!DE&D

n>)T5

组细胞内自噬体数量较
'

&

!DE&D

组

明显减少$图
HN

(

H?

%)

图
<

!

透射电镜下观察自噬体的形成

5"

6

<

!

,'.3

L

G$

6

3(38+93&8$."3)')*+&

.&$)(8"(("3)+F+/.&3)8"/&3(/3

L

+

'

!

N/271/3

R

1/0

O

*

_

!

'

&

!DE&D

R

1/0

O

*

N

!

'

&

!DE&D

n&E6'

R

1/0

O

*

?

!

'

&

!DE&D

n >)T5

R

1/0

O

<'

&

!DE&D

!

&

E',

8

3/-*!DE&D

*

&E6'

!

&E

6+7S

8

3)*+2-2+<VS+ )11/];-2*-()7+ )07/

O

S)

R

/;/,+;< @1-

R

-2)3

,)

R

2-4-()7-/2

!

l#D"""

!<D

!

>)T5

对
QA&M

#

'̀7

#

,V@[

通 路 的 影

响
!

蛋白质印迹结果表明#与空白对照组相比#

'

&

!DE&D

组细胞中
O

E'̀7

"

'̀7

及
O

E,V@[

"

,V@[

比

值降低#

O

E'̀7

及
O

E,V@[

的表达减少$

3

$

"<"D

%*而
'

&

!DE&D

n >)T5

组细胞
O

E'̀7

"

'̀7

及
O

E

,V@[

"

,V@[

比 值 较
'

&

!DE&D

组 均 升 高 $

3

$

"<"D

%#但 仍 未 恢 复 到 正 常 水 平 $图
D

%)当

'

&

!DE&D

(

>)T5

与
QA&M

"

'̀7

通 路 特 异 抑 制 剂

WI!FH""!

共孵育细胞时#

>)T5

对
O

E'̀7

及
O

E

,V@[

的活化作用被
WI!FH""!

抑制$

3

$

"<"D

#

图
D

%*而
>)T5

对
WN&E

#

表达的降低作用也受

到
WI!FH""!

抑制$

3

$

"<"D

#图
$

%)上述结果

提示外源性
T

!

5

可能通过活化
QA&M

"

'̀7

"

,V@[

通路来抑制
'

&

!DE&D

引起的自噬)

;

!

讨
!

论

'

&

!DE&D

是
'

&

EH"

和
'

&

#EH!

的核心片段#具有片段

小(易合成(毒性强(更容易透过细胞膜等特点+

F

,

#是

研究
'

&

毒性作用的常用片段)既往研究通过免疫

染色法发现#

'

&

及其产生途径中的关键酶和肽段存

在于神经元自噬溶酶体中#提示自噬体可能是
'

&

产生的场所+

#"

,

)此外#在早期阿尔茨海默病患者的

脑组织中发现
_+(3-2E#

蛋白的表达是降低的#在体

外培养的神经元和小鼠在体实验中#过表达或沉默

_+(3-2E#

也可引起
'

&

表达水平的改变+

##

,

)这些研

究表明#自噬与
'

&

的病理作用密切相关)

图
=

!

蛋白质印迹法检测
L

C,#.

及
L

C8PD@

的表达

5"

6

=

!

EK

L

&+(("3)39

L

C,#.$)*

L

C8PD@

2$(8+$('&+*-

1

X+(.+&)-F3..")

6

$)$F

1

("(")+$/G

6

&3'

L

'

&

!DE&D

!

&

E',

8

3/-* !DE&D

*

&E6'

!

&E6+7S

8

3)*+2-2+

*

O

E'̀7

!

QS/;

O

S/E

O

1/7+-2 -̀2);+_

*

O

E,V@[

!

QS/;

O

S/E,),,)3-)27)1

R

+7

1)

O

),

8

(-2

*

WI

!

WI!FH""!<

"

3

$

"<"D:;'

&

!DE&D

R

1/0

O

*

#

3

$

"<"D

:;'

&

!DE&D

n>)T5

R

1/0

O

<,m&

#

%

5j(

图
>

!

蛋白质印迹法检测
VJ;

的表达

5"

6

>

!

EK

L

&+(("3)39VJ;2$(8+$('&+*-

1

X+(.+&)-F3..")

6

$)$F

1

("(")+$/G

6

&3'

L

WN&

!

6-(1/70P03+E);;/(-)7+*

O

1/7+-23-

R

S7(S)-2&

*

'

&

!DE&D

!

&

E',

8

3/-*

!DE&D

*

&E6'

!

&E6+7S

8

3)*+2-2+

*

WI

!

WI!FH""!<

"

3

$

"<"D:;'

&

!DE&D

R

1/0

O

*

#

3

$

"<"D:;'

&

!DE&D

n>)T5

R

1/0

O

<,m&

#

%

5j(

!!

本实验结果显示#

'

&

!DE&D

降低了细胞存活率#同

时诱导自噬蛋白表达增加*而自噬抑制剂
&E6'

能

降低自噬活性#并改善细胞活力#说明
'

&

!DE&D

诱导的

自噬介导了细胞损伤)有研究者通过向正常小鼠海

马中注入
'

&

!DE&D

#

!

周后通过透射电镜发现大量堆积

的自噬囊泡#表明毒性
'

&

蛋白可以过度活化自

-

DDB

-



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
%

月#第
&%

卷

噬+

#!E#&

,

#而自噬活性的改变可以损伤溶酶体中底物

的降解#引起溶酶体膜通透性增加#组织蛋白酶释

放*也可损伤线粒体自噬引起坏死线粒体堆积#线粒

体膜通透性增加#最终致神经细胞死亡+

#H

,

)

T

!

5

具有重要的生物活性#在体内主要以
T

!

5

气体形式和
>)T5

形式存在#并形成动态平衡)而

>)T5

溶液较气体
T

!

5

更容易确定浓度#方便实验

操作#常作为
T

!

5

的供体应用于实验+

#D

,

)体内外研

究证实#

T

!

5

对细胞凋亡+

#$

,

(炎性损伤+

#%E#B

,

(氧化应

激+

B

,等均有调节作用)在一项心肌缺血再灌注损伤

的动物模型研究中#研究者发现
T

!

5

可以通过重建

自噬流保护心肌缺血再灌注损伤+

#F

,

)

LS)2

R

等+

!"

,

研究发现
T

!

5

可以抑制自噬活性从而对创伤后的

脑损伤起到保护作用#表明
T

!

5

可能对自噬具有调

节作用)自噬是将细胞内长寿命蛋白(受损细胞器

等物质转运到溶酶体进行降解并重新利用的生物过

程#它区别于蛋白酶体#后者只能降解蛋白质+

!#

,

)

自噬发生时#

_+(3-2E#

(

WN&

及
Q$!

蛋白分别参与了

自噬的起始(延长(降解等阶段)其中#

WN&

是自噬

活性的标志蛋白#胞质型
WN&E

+

经酶解转化为膜型

WN&E

#

#其转化比值可反映自噬水平)

Q$!

是一种

受体蛋白#介导细胞选择性自噬#其表达水平与自噬

活性呈负相关+

!!

,

)我们前期实验发现#

#""

$

,/3

"

W

的外源性
T

!

5

对细胞保护作用最为明显#这与既往

研究报道哺乳动物脑内
T

!

5

的生理浓度约为
D"

"

#$"

$

,/3

"

W

相一致+

!&

,

)本实验用
#""

$

,/3

"

W

>)T5

预处理细胞后#

_+(3-2E#

表达及
WN&E

#

"

WN&E

+

比值降低#

Q$!

表达增高#说明
'

&

!DE&D

引起的

自噬活化被抑制)

既往实验发现#

'

&

!DE&D

可以下调
QA&M

"

'̀7

"

,V@[

信号通路+

!H

,

#而
T

!

5

可以通过活化
QA&M

"

'̀7

通路减少
'

&

的产生+

!D

,

)

QA&M

"

'̀7

被认为是

细胞内最重要的抗凋亡(促存活的信号转导通路)

QA&M

家族包括
QA&ME

+

(

E

#

和
E

,

#其中
QA&ME

+

和

QA&ME

,

分别参与了抑制和促进自噬+

!$

,

*

,V@[

是

自噬调控的关键蛋白#其活化后可以抑制自噬起始

分子的功能#从而负性调节自噬的活性*

'̀7

是

QA&M

的下游效应分子#它的激活可促使
,V@[

活

化#可能是联系促细胞生存信号通路与自噬抑制通

路的关键蛋白+

!%

,

)

'

&

!DE&D

导致
QA&M

"

'̀7

"

,V@[

通路失活#从而启动自噬过程#改变细胞内的各种能

量代谢过程+

##

,

)本研究显示外源性
T

!

5

能具有上

调
O

E'̀7

和
O

E,V@[

的表达#改善
'

&

!DE&D

对
QA&M

"

'̀7

"

,V@[

通路的抑制作用#而
QA&M

"

'̀7

"

,V@[

特异抑制剂
WI!FH""!

可以部分地阻断外源性
T

!

5

对该通路及自噬活性的调节作用#表明外源性
T

!

5

抑制
'

&

!DE&D

引起的自噬性死亡可能与活化
QA&M

"

'̀7

"

,V@[

信号转导通路有关)近期一项针对心

肌纤维化的动物实验也证实了
T

!

5

具有上调

QA&M

"

'̀7

通路抑制自噬的作用+

!B

,

)

本实验探讨了外源性
T

!

5

对
'

&

!DE&D

诱导的自噬

性细胞死亡的影响#结果发现
'

&

!DE&D

下调
QA&M

"
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Â\

#

K'>J 6

#

+7)3<T

8

*1/

R

+2;034-*+

O

1/7+(7;)

R

)-2;7

),

8

3/-*

&

E

O

+

O

7-*+ -2*0(+* 2+01/2)3 -2

C

01

8

:-)

)77+20)7-2

R

-243),,)7/1

8

1+;

O

/2;+;-2)1)7,/*+3

+

.

,

<

._-/,+*[+;

#

!"#&

#

!%

!

!F$E&"H<

+

#F

,

\AXT

#

\9^

#

.A'.

#

'@J

#

59>I

#

T9W

#

+7)3<

T

8

*1/

R

+2;034-*+

O

1/7+(7;)

R

)-2;7,

8

/()1*-)3-;(S+,-)

)2*1+

O

+140;-/2-2

C

01

8

P

8

)(7-:)7-2

R

'6QE)(7-:)7+*

O

1/7+-2 -̀2);+7/1+;7/1+)07/

O

S)

R

-(430G

+

.

,

<_-/(S+,

_-/

O

S

8

;[+;N/,,02

#

!"#D

#

HDB

!

$&!E$&B<

+

!"

,

LT'>J 6

#

5T'> T

#

NT'>J Q

#

K'>J V

#

?@>JK

#

NTX>\

#

+7)3<T

8

*1/

R

+2;034-*+/44+1;

2+01/

O

1/7+(7-/2/271)0,)7-(P1)-2-2

C

01

8

-2

O

)1)33+3

]-7S1+*0(+*)

O

/

O

7/;-;)2*)07/

O

S)

R8

-2 ,-(+

+

.

,

<

QW/5@2+

#

!"#H

#

F

!

+B%!H#<

+

!#

,

M[@X6X[J

#

WX=A>X_<'07/

O

S)

R

-((+33*+)7S

!

7S+;7/1

8

/4),-;2/,+1

+

.

,

<>)7[+:6/3N+33_-/3

#

!""B

#

F

!

#""HE#"#"<

+

!!

,

X5VX_'>E6'[VA>XLW

#

_@I'Q<'07/

O

S)

R

-(430G

*+7+1,-2)7-/2

2,:2:;)2*.5:2:;

+

.

,

<6+7S/*;

#

!"#D

#

%D

!

%FEB$<

+

!&

,

T@5@MA [

#

6'V59MA >

#

MA69[' T<VS+

O

/;;-P3+1/3+/4S

8

*1/

R

+2;034-*+);)2+2*/

R

+2/0;

;,//7S,0;(3+1+3)G)27-2;

8

2+1

R8

]-7S2-71-(/G-*+

+

.

,

<_-/(S+,_-/

O

S

8

;[+;N/,,02

#

#FF%

#

!&%

!

D!%E

D&#<

+

!H

,

.A>I

#

U'>I

#

I'>XL

#

I'>J.

#

L@>JLT

#

Â
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