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Homer1b/c 通过内质网功能调节由谷氨酸兴奋性毒性损伤诱发的小鼠
海马神经元 HT22 细胞自噬

张敏敏△，朱　宣△，沈红健，吕　楠，吴雄枫，徐小龙*，吴　涛

海军军医大学（第二军医大学）第一附属医院脑血管病中心，上海 200433

［摘要］ 目的　研究 Homer1b/c 蛋白在谷氨酸兴奋性毒性损伤诱发的细胞自噬中的作用及机制。方法　选用 
小鼠海马神经元 HT22 细胞，通过 500 μmol/L L- 谷氨酸处理建立细胞损伤模型。用 siRNA 慢病毒转染方式下调

Homer1b/c 表达，用 10 μmol/L 钙离子螯合剂 BAPTA-AM、10 mmol/L 内质网应激抑制剂 4-PBA 分别抑制细胞内钙离

子释放和内质网应激后，使用蛋白质印迹法检测细胞中 Homer1b/c 蛋白，自噬效应蛋白［beclin-1、微管相关蛋白 1 轻

链 3（LC3）］及内质网应激标志蛋白［C/EBP 同源蛋白（CHOP）、葡萄糖调节蛋白 78（GRP 78）］的表达水平。 

结果　L- 谷氨酸处理 HT22 细胞 12 h 后，细胞中 beclin-1 表达和 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ比值均较对照组升高（均 P＜0.05）；

与转染对照组相比，下调 Homer1b/c 表达可降低细胞中 beclin-1 表达和 LC3- Ⅱ /LC3- Ⅰ比值（均 P＜0.05）；抑制细

胞内钙离子释放和内质网应激均能降低细胞中 beclin-1 表达和 LC3- Ⅱ /LC3- Ⅰ比值（均 P＜0.05）；下调 Homer1b/c 
表达后，抑制细胞内钙离子释放和内质网应激未能进一步降低细胞中 beclin-1 表达和 LC3- Ⅱ /LC3- Ⅰ比值。 

结论　Homer1b/c 能够调节谷氨酸兴奋性毒性损伤诱发的细胞自噬，其调节作用可能与内质网功能有关。
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Homer1b/c regulates autophagy in mouse hippocampal neuronal HT22 cells induced by glutamate excitotoxic 
injury through endoplasmic reticulum function

ZHANG Minmin△, ZHU Xuan△, SHEN Hongjian, LÜ Nan, WU Xiongfeng, XU Xiaolong*, WU Tao 
Neurovascular Center, The First Affiliated Hospital of Naval Medical University (Second Military Medical University), Shanghai 200433, China

［ Abstract ］ Objective　To study the role of Homer1b/c in cell autophagy induced by glutamate excitotoxic injury 
and its mechanism. Methods　Mouse hippocampal neuronal HT22 cells were treated with 500 μmol/L L-glutamate to establish 
cell injury model. The expression of Homer1b/c in HT22 cells was down-regulated by small interfering RNA (siRNA) lentivirus 
transfection. 10 μmol/L 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid tetrakis (acetoxymethyl ester) (BAPTA-AM, a 
calcium ion chelating agent) and 10 mmol/L 4-phenylbutyric acid (4-PBA, an endoplasmic reticulum stress inhibitor) were used to 
inhibit intracellular calcium ion release and endoplasmic reticulum stress, respectively. Then, the expression levels of Homer1b/c,  
autophagy proteins (beclin-1 and microtubule-associated protein 1 light chain 3 ［LC3］) and endoplasmic reticulum stress 
marker proteins (C/EBP homologous protein ［CHOP］ and glucose regulated protein 78 ［GRP-78］) in cells were measured by 
Western blotting. Results　Compared with the control group, the expression of beclin-1 and the ratio of LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ were 
significantly increased after the HT22 cells were treated with L-glutamate for 12 h (both P＜0.05); down-regulation of Homer1b/c  
expression could reduce the expression of beclin-1 and the ratio of LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ (both P＜0.05). Inhibition of intracellular 
calcium release and endoplasmic reticulum stress could reduce the beclin-1 expression and LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ ratio (both P＜0.05). 
After down-regulation of Homer1b/c expression, inhibiting intracellular calcium release and endoplasmic reticulum stress failed to 
further reduce the beclin-1 expression and LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ ratio. Conclusion　Homer1b/c can regulate cell autophagy induced 
by glutamate excitotoxic injury, and its regulatory effects may be related to the function of endoplasmic reticulum.
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在脑外伤、中风、缺血和阿尔茨海默病等众

多中枢神经系统疾病中都有谷氨酸引起的神经兴奋

性毒性损伤参与［1-4］。研究证实兴奋性毒性能使内

质网功能失常，如钙离子释放和内质网应激，从而

加重细胞损伤［5-6］。在对兴奋性毒性损伤的研究中，

维持内质网功能一直是非常重要的研究方向。自噬

是细胞维持内稳态的重要机制，异常自噬与外伤、

肿瘤和神经退行性疾病等多种中枢神经系统疾病有

关［7-9］。异常升高的谷氨酸能够诱导细胞凋亡和自

噬［10-11］，但自噬和谷氨酸兴奋性毒性损伤的关系

仍需进一步厘清。

Homer1b/c 是突触后结构蛋白 Homer 蛋白家族

的一类，属于长链 Homer 蛋白［12-13］。长链 Homer
蛋白能够产生特殊的自缔合，并导致神经细胞内质

网钙释放。虽然兴奋性毒性损伤的具体机制未完全

明确，但研究表明细胞内钙释放是兴奋性毒性损伤

的关键机制之一［14-15］。同时 Homer1b/c 与自噬的

关系也未见研究报道。本研究探讨了 Homer1b/c 在

谷氨酸兴奋性毒性损伤诱发细胞自噬中的作用和机

制，旨在为相关神经系统疾病治疗提供新思路。

1　材料和方法

1.1　细胞与材料　小鼠海马神经元 HT22 细胞购自

武汉普诺赛生命科技有限公司。慢病毒载体制备

所用的人胚肾细胞系 293T 细胞由上海吉凯生物基

因技术有限公司提供。L- 谷氨酸、钙离子螯合剂

BAPTA-AM 和内质网应激抑制剂 4-PBA 购自美国

Sigma 公司；FBS、DMEM 购自美国 Gibco 公司；

MTT、细胞蛋白质裂解液、PMSF 购自上海碧云天

生物技术股份有限公司；SDS-PAGE 凝胶制备试剂

盒购自上海鼎国生物技术有限公司；β- 肌动蛋白、

自噬效应蛋白微管相关蛋白 1 轻链 3（microtubule-
associated protein 1 light chain 3，LC3）一抗购自美

国 Sigma 公司；Homer1b/c 一抗购自美国 Santa Cruz
公司；自噬效应蛋白 beclin-1、内质网应激标志蛋白 
C/EBP同源蛋白（C/EBP homologous protein，CHOP）
和葡萄糖调节蛋白 78（glucose regulated protein 78，
GRP-78）一抗购自美国 Cell Signaling Technology 公

司；HRP 山羊抗兔 IgG 购自美国 BioWorld 公司；

X-tremeGENE siRNA 转染液购自德国 Roche 公司；

乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）检测试

剂盒购自美国 BioVision 公司。

1.2　实验方法

1.2.1　细胞培养　HT22 细胞用含 10% FBS 及青霉

素和链霉素双抗的DMEM 于 5% CO2、37 ℃恒温细

胞培养箱中传代培养，隔天更换培养基，细胞密度达

80%～90% 时进行常规传代，细胞传代至第 5～8 代

用于实验。实验中细胞密度为 2×105/mL，MTT 细

胞活性检测实验和 LDH 细胞损伤检测实验以 96 孔

板进行，每孔接种 100 μL；蛋白质印迹法实验以 
6 孔板进行，每孔接种 2 mL。
1.2.2　细胞损伤模型建立　取适量 L- 谷氨酸用

PBS 溶解，配制成浓度为 10 mmol/L 的溶液。HT22
细胞以 6 孔板正常传代培养，每孔加入含 L- 谷氨

酸的培养基 20 mL，L- 谷氨酸终浓度分别为 10、
100、500 和 1 000 μmol/L，处理 12 h 进行造模［16-17］。

1.2.3　siRNA慢病毒载体制备　Homer1b/c siRNA序

列为 5'-GCATGCAGTTACTGTATCT-3'，对照 siRNA 
序列为 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGU-3'，均由上 
海吉凯生物基因技术有限公司构建并扩增。（1）慢 
病毒载体制备：首先合成含干扰序列的单链 DNA 
oligo，退火配对产生双链，然后通过其两端所含酶

切位点直接连入酶切后的 RNA 慢病毒载体上；将

连接产物转入制备好的细菌感受态细胞，经 PCR
鉴定阳性重组子后，通过基因测序进行验证，测序

结果经比对确认正确的克隆即为构建成功的目的基

因 RNA 干扰慢病毒载体。（2）滴度测定：对慢病

毒载体慢病毒颗粒的重组病毒质粒及其 2 种辅助包

装原件载体质粒分别进行高纯度无内毒素抽提。按

照 Lipofectamine 2000 试剂（美国 Invitrogen 公司）

说明书将质粒转染至 293T 细胞，转染后 8 h 更换

为完全培养基，继续培养 48 h 后收集富含慢病毒颗

粒的细胞上清液。对细胞上清液进行浓缩得到高滴

度的慢病毒浓缩液，在 293T 细胞中测定并标定病

毒滴度。

1.2.4　siRNA 干扰慢病毒转染　常规传代培养 HT22

［ Citation ］　ZHANG M, ZHU X, SHEN H, et al. Homer1b/c regulates autophagy in mouse hippocampal neuronal 
HT22 cells induced by glutamate excitotoxic injury through endoplasmic reticulum function［J］. Acad J Naval Med Univ, 2024, 
45(3): 277-283. DOI: 10.16781/j.CN31-2187/R.20230219.
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细胞，转染前换液并对培养基进行定量（6 孔板， 
1 mL/ 孔），然后按照 1×105 TU/mL（TU 为病毒的

滴度单位）的滴度加入相应的慢病毒载体。病毒转

染 48 h 后在荧光显微镜下观察转染情况，转染成功

后进行细胞建模。

1.2.5　MTT 法检测细胞存活率　空白对照组只加

入培养基，对照组与损伤组加入待建模细胞和正常

培养基，损伤组细胞进行常规建模。用 MTT 粉末

和 DMSO 配制 MTT 溶液（5 g/L），每孔各加入 
10 μL，在 37 ℃恒温箱中孵育 4 h，然后用移液枪吸

去培养基，再加入DMSO 后震荡溶解结晶。使用酶

标仪测定光密度值（D），设置波长为 570 nm。细

胞存活率计算公式：细胞存活率（%）＝（D损伤组－ 

D空白对照组）/（D对照组－D空白对照组）×100%。

1.2.6　LDH 法检测细胞损伤程度　分别取 0、2、4、
6、8、10 μL NADH 标准品（1.25 mmol/L）加入各

组细胞 96 孔板中，使用检测缓冲液定量终体积至

50 μL，根据实验需求在其余孔内加入 50 μL 细胞

上清液。按照 LDH 检测试剂盒说明书制备反应混

合液，每孔加入 50 μL。完成后把 96 孔板置于酶标

仪中，设置波长为 450 nm，测定 D1；然后将 96 孔

板在 37 ℃恒温箱中孵育 30 min，测定 D2，两者差

值即 D2－D1 为最终 D。根据标准曲线计算 LDH 水

平以评估细胞损伤程度。

1.2.7　BAPTA-AM 和 4-PBA 预处理细胞　HT22 细

胞用 6 孔板正常培养或经慢病毒转染后予 BAPTA-
AM 和 4-PBA 预 处 理。BAPTA-AM 和 4-PBA 用

DMSO 分别配成浓度为 50 mg/mL 和 100 mg/mL 的

溶液，并以无血清培养基稀释，BAPTA-AM 终浓

度为 10 μmol/L、4-PBA 为 10 mmol/L。吸取细胞

原培养基，对照组加入 2 mL 新鲜无血清培养基，

损伤组加入 2 mL 含 BAPTA-AM 或 4-PBA 的无血

清培养基，空白对照组加入损伤组同比例的 DMSO
和培养基，预处理 12 h 后建立细胞损伤模型。

1.2.8　蛋白质印迹法检测蛋白表达　常规 6 孔板

培养细胞后用 PBS 冲洗处理，使用蛋白酶抑制剂

PMSF 和细胞蛋白质裂解液裂解细胞。提取细胞裂

解液，加入 5×上样缓冲液，煮沸并离心后取上清

液。采用 BCA 法测定蛋白浓度。根据 SDS-PAGE 凝

胶制备试剂盒说明书配置相应浓度的上、下层 SDS-
PAGE 凝胶，采用上层胶电压 90 V、下层胶电压

120～180 V 进行电泳，转膜 1.5 h，再使用含 5% 脱

脂奶粉的 TBST 室温封闭 NC 膜 1 h。加入用 TBST
溶 解 的 Homer1b/c、LC3、beclin-1、CHOP、GRP-
78、β- 肌动蛋白一抗（稀释比例分别为 1 ∶ 1 500、
1 ∶ 1 500、1 ∶ 1 000、1 ∶ 1 000、1 ∶ 1 000、 
1 ∶ 2 500）孵育后，用 TBST 冲洗；然后加入 HRP
山羊抗兔 IgG 孵育后，用 TBST 清洗去除未结合的

抗体，显影曝光后采集图像信息。采用 Image Pro 
Plus 6.0 软件进行数据分析。

1.3　统计学处理　应用 SPSS 28.0 软件进行统计

学分析。所有实验至少重复 3 次。呈正态分布的

计量资料以 x±s 表示，两组间比较采用独立样本 t

检验，多组间比较采用单因素方差分析。检验水准

（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　谷氨酸兴奋性毒性损伤可诱发细胞自噬　MTT法

和 LDH 法检测结果显示，使用浓度为 10、100、
500 和 1 000 μmol/L L- 谷氨酸处理 HT22 细胞 12 h
后，细胞存活率逐渐降低，细胞损伤程度逐渐升高

（图 1A、1B）。蛋白质印迹法检测结果显示，与

对照组比较，上述浓度的 L- 谷氨酸处理细胞后都

能使 beclin-1 表达水平和 LC3- Ⅱ /LC3- Ⅰ比值升高

（均 P＜0.05，图 1C），表明谷氨酸兴奋性毒性损

伤能诱发细胞自噬产生。由于 500 μmol/L L- 谷氨

酸处理能在成功诱发自噬产生的同时，使细胞存活

率保持在约 80%，而使用 1 000 μmol/L L- 谷氨酸处

理后细胞存活率下跌至约 40%，因此后续实验采用

500 μmol/L L- 谷氨酸建模。

2.2　抑制Homer1b/c 表达能够减少由谷氨酸兴奋性

毒性损伤诱发的细胞自噬　蛋白质印迹法检测结果

显示，与转染对照 siRNA 慢病毒的细胞相比，转染

Homer1b/c siRNA慢病毒的HT22 细胞中Homer1b/c 
蛋白表达水平下降（P＜0.05，图 1D）；在用 
500 μmol/L L- 谷氨酸处理的细胞中，抑制 Homer1b/c
表达后 HT22 细胞中 beclin-1 表达水平和 LC3- Ⅱ /
LC3- Ⅰ比值均较转染对照组降低（均 P＜0.05， 
图 1E）。

2.3　细胞内钙离子和内质网应激在 Homer1b/c 
调节谷氨酸兴奋性毒性损伤诱发的细胞自噬中发挥 
作用　蛋白质印迹法检测结果显示，使用10 μmol/L 
钙离子螯合剂 BAPTA-AM 预处理降低了 HT22
细胞中 L- 谷氨酸引起的 beclin-1 表达和 LC3-Ⅱ /
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LC3-Ⅰ比值变化（均 P＜0.05，图 2A）。与对照组

相比，L- 谷氨酸处理后 HT22 细胞中内质网应激标

志蛋白CHOP 和GRP-78 表达增加，而经 10 mmol/L 
的 4-PBA 预 处 理 后 CHOP、GRP-78、beclin-1 表

达和 LC3- Ⅱ /LC3- Ⅰ比值均降低（均 P＜0.05，
图 2B）。在抑制 HT22 细胞中 Homer1b/c 表达后，

BAPTA-AM 和 4-PBA 预处理未能进一步影响谷氨

酸引起的 beclin-1 表达和 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ比值变化

（图 2C）。结果表明下调 Homer1b/c 可抑制谷氨

酸兴奋性毒性损伤诱发的 HT22 细胞自噬，在此基

础上抑制钙离子释放和内质网应激并不能进一步削

弱谷氨酸兴奋性毒性损伤诱发的细胞自噬。

图 1　Homer1b/c 调节谷氨酸兴奋性毒性损伤诱发的 HT22 细胞的自噬水平

Fig 1　Homer1b/c regulates autophagy of HT22 cells induced by glutamate excitotoxic injury
A-C: After HT22 cells were treated with different concentrations of L-glutamate for 12 h, cell viability was decreased as detected 

by MTT assay (A), cell damage was increased as detected by LDH method (B), and beclin-1 level and LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio were 

increased as detected by Western blotting (C). *P＜0.05 vs control group. n＝3, x±s. D: After Homer1b/c siRNA lentivirus (si-H1b/c)  

and control siRNA lentivirus (si-Con) infected HT22 cells, the Homer1b/c expression was detected by Western blotting. *P＜0.05 

vs si-Con group. n＝3, x±s. E: After HT22 cells infected with si-H1b/c and si-Con were treated with 500 μmol/L L-glutamate, the 

expression of beclin-1 and LC3 was detected by Western blotting. *P＜0.05 vs control group; △P＜0.05 vs si-Con group. n＝3, x±s. 

MTT: Methyl thiazolyl tetrazolium; LDH: Lactate dehydrogenase; LC3: Microtubule-associated protein 1 light chain 3; siRNA: Small 

interfering RNA.
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3　讨　论

谷氨酸作为中枢神经系统一种主要的兴奋性

递质，对兴奋性突触间的信号传递起到非常重要

的作用［18-19］。谷氨酸过度释放造成的兴奋性毒性

会引起谷氨酸受体信号传递过度活跃，还会影响

神经细胞最终的死亡转归方式。研究显示，降低

Homer1b/c 蛋白表达水平能够减少谷氨酸引起的细

胞凋亡［20-22］，表明 Homer1b/c 是兴奋性毒性的一种

重要调节因子，但是有关 Homer1b/c 在自噬中的作

A B

D E

C
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用并无相关研究。本研究使用小鼠海马神经元HT22
细胞作为实验载体，用 500 μmol/L L- 谷氨酸培养液

处理 12 h 进行造模，形成轻微细胞损伤模型的同时

也成功诱发细胞自噬产生。进一步在该模型上观察

到，抑制 Homer1b/c 表达能够减少由谷氨酸兴奋性

毒性损伤诱发的细胞自噬，表明 Homer1b/c 对兴奋

性毒性损伤造成的细胞自噬起重要调节作用。

图 2　细胞内钙离子和内质网应激参与 Homer1b/c 对谷氨酸兴奋性毒性损伤诱发的 HT22 细胞自噬的调控

Fig 2　Intracellular calcium ions and endoplasmic reticulum stress involved in Homer1b/c regulating autophagy of 

HT22 cells induced by glutamate excitotoxic injury 
The protein expression was detected by Western blotting. A: After HT22 cells were pretreated with calcium chelating agent BAPTA-AM 

(10 μmol/L) and then injured with 500 μmol/L L-glutamate for 12 h, the beclin-1 level and LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio were decreased. *P＜0.05 

vs control group; △P＜0.05 vs DMSO group. n＝3, x±s. B: After HT22 cells were pretreated with endoplasmic reticulum stress inhibitor 

4-PBA (10 mmol/L) and then injured with 500 μmol/L L-glutamate for 12 h, the levels of CHOP, GRP-78, beclin-1, and LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ  

ratio were decreased. *P＜0.05 vs control group; △P＜0.05 vs DMSO group. n＝3, x±s. C: After HT22 cells infected with Homer1b/c  

siRNA lentivirus (si-H1b/c) and control siRNA lentivirus (si-Con) were pretreated with BAPTA-AM (10 μmol/L) or 4-PBA  

(10 mmol/L), the beclin-1 level or LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio were not different from the si-H1b/c group. *P＜0.05 vs control group;  
△P＜0.05 vs si-Con group. n＝3, x±s. DMSO: Dimethyl sulfoxide; BAPTA-AM: 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic 

acid tetrakis (acetoxymethyl ester); LC3: Microtubule-associated protein 1 light chain 3; 4-PBA: 4-phenylbutyric acid; CHOP: C/EBP 

homologous protein; GRP-78: Glucose regulated protein 78; siRNA: Small interfering RNA.
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自噬是指机体在受到外界因素如饥饿、感染

等刺激后，细胞为了维持内稳态而进行的一个相对

有益的生理过程［23］。阻断自噬产生会提高细胞对

有害刺激的敏感程度，而自噬诱导剂能帮助细胞拮
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抗促细胞凋亡因子的刺激作用［24-25］。但有研究表

明，不受控制的自噬产生也能导致细胞死亡［26-27］，

维持自噬在正常水平是多种神经系统疾病的研究

热点。研究表明，细胞内钙稳态失衡在兴奋性毒性

损伤中起关键作用，而内质网释放的钙离子对自噬

有明显的调节作用［28］。本研究中，用钙离子螯合

剂 BAPTA-AM 抑制钙离子释放能减少自噬产生，

表明细胞内钙离子对于谷氨酸兴奋性毒性损伤诱发

的自噬起到重要调节作用。内质网应激和钙离子释

放密切相关，其能显著影响内质网功能，并使未折

叠和 / 或异常折叠的蛋白过度积累，若蛋白酶体无

法及时将之清除就会诱发自噬产生。本研究中，内

质网应激抑制剂 4-PBA 能够减少自噬产生，表明内

质网应激在谷氨酸兴奋性毒性损伤造成自噬的过程

中也有着非常重要的作用。Homer 蛋白相关研究表

明，其为内质网释放钙离子的重要调节因子，而且

降低 Homer1b/c 蛋白表达水平不仅能减少细胞内钙

离子释放，也能抑制内质网应激的产生［29］。本研

究结果表明，在抑制细胞内钙离子释放和内质网应

激的前提下，下调 Homer1b/c 蛋白表达对于谷氨酸

兴奋性毒性损伤诱发的自噬的阻断效果明显弱化，

表明 Homer1b/c 对谷氨酸兴奋性毒性损伤诱发自噬

的调节作用与其对细胞内钙离子释放和内质网应激

的调节作用密切相关。

综上所述，轻度的谷氨酸兴奋性毒性损伤能

够在 HT22 细胞中诱发自噬产生，而该效应在降低

Homer1b/c 表达后明显减弱，内质网功能失调在谷

氨酸兴奋性毒性损伤诱导自噬产生中起到重要参

与作用，且 Homer1b/c 对谷氨酸兴奋性毒性损伤诱

发自噬产生的调节作用和内质网功能密切相关。因

此，Homer1b/c 极有可能是自噬产生的调节因子，

且与内质网功能相关。未来或可在此基础上进一步

研究 Homer1b/c 调节自噬的机制，以期寻找神经系

统疾病的治疗新靶点。
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