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摘;要!目的;探讨 "9甲基9$9苯基吡啶离子!=>>

?

#诱导线粒体自噬在帕金森病!>@#发病机制中的作用% 方法;将细

胞分为 =>>

?

!% ++5.AB#对照组'=>>

?

!" ++5.AB#处理组和 =>>

?

!# ++5.AB#处理组$共同转染 *CD>9BE: 和 FD>9=G9

HI后加入 =>>

?处理 $! 6% JKL/KM8 N.5/检测细胞自噬水平的变化$甲丹磺酸尸胺!=@E#检测自噬空泡聚集$免疫荧光法

检测 *CD>9BE: 和 FD>9=GHI亚细胞共定位$流式技术检测线粒体膜电位及活性氧% 结果;=>>

?

" ++5.AB及 =>>

?

# ++5.AB组 BO=>#O'PK7.-8" 和 BE:9

!

ABE:9

"

的灰度值与对照组相比均上调$差异有统计学意义!!Q%2%< # % 与对照

组相比$=>>

?处理组自噬水平增加$自噬空泡增加$外源性 BE: 表达上调$*CD>9BE: 和 FD>9=GHI存在亚细胞共定位%

=>>

?

" ++5.AB及=>>

?

# ++5.AB组线粒体膜电位较对照组降低"=>>

?

" ++5.AB及=>>

?

# ++5.AB组线粒体活性氧较

对照组增加$差异均有统计学意义!!Q%2%<# % 结论;=>>

?通过调控线粒体自噬水平致线粒体氧化应激损伤%

关键词!帕金森病""9甲基9$9苯基吡啶离子"线粒体自噬"氧化应激"线粒体功能障碍
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:;8'05&'& <;9%&'17%;H5-8RKL/-S,/K/6KM5.K51"9+K/64.9$9TK684"9T4M-U-8K!=>>

?

# MKSV.,/KU +-/57658UM-,.,V/5T6,S4-8 /6KT,/659

SK8KL-L51>,MW-8L58(LU-LK,LK2=%'+(28;XV+,8 8KVM5N.,L/5+,7K...-8KL!YX9YZ<Z# [KMK/MK,/KU [-/6 =>>

?

!%$ " 5M# ++5.AB#

15M$! 6ML,8U /6K8 [KMK/M,8L1K7/KU [-/6 *CD>9BE: ,8U FD>9=GHI2*\TMKLL-58 51BO=>#O$ PK7.-8" ,8U BE:9GGABE9GTM5/K-8L-8

YX9YZ<Z7K..L[,LUK/K7/KU N4JKL/KM8 N.5/,1/KM=>>

?

/MK,/+K8/15M$! 6ML2EK..V.,M-++V8K1.V5MKL7K8/76K+-7,.+K/65U [,LVLKU /5

5NLKMRK/6K76,8SK51,V/5T6,S-7R,7V5.-],/-58 ,8U /6KL-S8,.L51*CD>9BE: ,8U FD>9=GHI$ ,8U /6K-MLVN7K..V.,M75.57,.-],/-582H6K

1.5[74/5+K/M4[,LVLKU /5UK/K7//6K+-/57658UM-,.+K+NM,8KT5/K8/-,.,8U MK,7/-RK5\4SK8 LTK7-KL758/K8/2>%84-'8;H6KSM,4R,.VKL

51BO=>#O$ PK7.-8" ,8U BE:9GGABE:9G-8 /6K" ++5.AB,8U # ++5.AB=>>

?

/MK,/+K8/SM5VTL[KMKL-S8-1-7,8/.4-87MK,LKU 75+9

T,MKU [-/6 /6K758/M5.SM5VT !% ++5.AB=>>

?

/MK,/9+K8/# !!Q%2%<#2H6K,V/5T6,S4.KRK.L-87MK,LKU$ /6K8V+NKM51,V/5T6,S-7

R,7V5.-],/-58 -87MK,LKU$ ,8U K\TMKLL-58 51K\5SK85VLBE: -87MK,LKU L-S8-1-7,8/.4-8 /6K/[5=>>

?

/MK,/+K8/SM5VTL75+T,MKU [-/6

/6K758/M5.SM5VT2*CD>9BE: ,8U FD>9=GHILVN7K..V.,M75.57,.-],/-58 [,L5NLKMRKU -8 /6K=>>

?

/MK,/+K8/SM5VTL2=-/57658UM-,.

MK,7/-RK5\4SK8 -87MK,LKU ,8U +-/57658UM-,.+K+NM,8KT5/K8/-,.UK7MK,LKU L-S8-1-7,8/.4-8 /6K/[5=>>

?

/MK,/+K8/SM5VTL75+T,MKU

[-/6 /6K758/M5.SM5VT2?(/&-481(/8;=>>

?

7,8 -8UV7K+-/57658UM-,.5\-U,/-RKL/MKLL-80VM4/6M5VS6 MKSV.,/-8S.KRK.L51+-/57658UM-,.

,V/5T6,S42
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@%, A(028& >,MW-8L58(LU-LK,LK" "9+K/64.9$9TK684"9T4M-U-8K" +-/57658UM-,.,V/5T6,S4" 5\-U,/-RKL/MKLL" +-/57658UM-,.U4L1V87/-58

;;线粒体功能障碍被认为是帕金森病 ! >,MW-8 ( L

U-LK,LK$ >@#发病的核心环节之一*"+

% 目前研究发

现自噬途径参与了 >@的发病过程$自噬功能的紊

乱所致的自噬应激和细胞死亡及神经变性密切相

关*#$ :+

% "9甲基9$9苯基吡啶离子 ! "9+K/64.9$9TK69

84"9T4M-U-8K$ =>>

?

#可诱导线粒体损伤$是经典的

>@细胞模型之一$它能否通过调控线粒体自噬途

径诱导细胞氧化应激损伤尚不明确% 本研究发现

=>>

?通过调控线粒体自噬水平导致了线粒体氧化

应激损伤$进一步阐明了 =>>

?的致病机制%

!B材料和方法

!2!B材料

所有仪器设备均由河南省临床重点学科开放

实验室提供%

YX9YZ<Z细胞由中南大学唐北沙教授馈赠"

*CD>9BE: 和 FD>9=GHI质粒由苏州大学药学院王

光辉教授馈赠"@=*=培养基及新生胎牛血清为美

国 CGPEI公司产品"=>>

?

'X576KL/::#<! 及 =@E

为美国 Y-S+,公司产品"B-T51K7/,+-8K#%%% 购自美

国 G8R-/M5SK8 公司"JKL/KM89N.5/的
"

抗为兔抗人 BE:

!*T/-+-7L# " BO=>#O' PK7.-89" 为 ON75+ ŶO的产

品"CO>@X抗体为 Y,8/,EMV] ŶO的产品"流式细

胞学检测试剂盒为杭州碧云天公司产品%

!2CB方法

"2#2";细胞培养和处理;YX9YZ<Z细胞用 "<_

的新鲜胎牛血清培养基$于 :)`$<_的 EI

#

孵箱

中培养$传代时取每孔 " a"%

< 个细胞接种于六孔

板中$取对数生长期细胞进行实验% 将细胞分为

=>>

?

! % ++5.AB#对照组'=>>

?

! " ++5.AB# 处理

组和 =>>

?

! # ++5.AB#处理组$对照组加入等体积

@=*=培养基$=>>

?处理细胞 $! 6 后收样%

"2#2# ; JKL/KM89N.5/检 测 BO=>#O" PK7.-8" 及

BE:9

"

和 BE:9

!

蛋白的表达;经 =>>

?处理 $! 6

后收集细胞$经细胞裂解液裂解% 各组样品中提取

总蛋白 #<

#

S$经十二烷基磺酸钠 (聚丙烯酰胺凝

胶! Y@Y9>OC*#电泳$分离蛋白样% 将分离胶上的

蛋白质转移至聚偏二氟乙烯!>b@D#膜$脱脂牛奶封

闭 " 6 后加入兔抗人 BO=>#9O! " c!%% # '兔抗人

BE:!"c"%%% # '兔抗人 PK7.-8 " ! " c!%% #和鼠抗人

CO>@X!"c<%%%# $$`孵育过夜$孵育二抗 # 6 后加

入 *EB发光底物$暗室下 d线胶片曝光% JKL/KM8

N.5/蛋白条带用 O.T6,*,LKDE! D.V5ME6K+!'%% # 软

件分析图像 $采用平均灰度值比较各组蛋白的表

达 %

"2#2:;甲丹磺酸尸胺#+585U,8L4.7,U,RKM-8K! =@E$

染色检测自噬水平的变化;经 =>>

?处理$! 6后$

去上清$磷酸盐缓冲液 ! " a>PY #洗 # 次"$_多聚

甲醛 " +.A每 孔 固 定 "% +-8$ 加 入 终 浓 度 为

<%

#

++5.AB的 =@E染色液$:)`温育 &% +-8 后加

入 " a>PY 洗 : 次$荧光显微镜下观察%

"2#2$;细胞免疫荧光化学检测自噬及线粒体损

伤;将 YX9YZ<Z细胞按 "c$ 比例接种至六孔板进

行培养$次日转染$转染具体操作参考脂质体 B-T59

1K7/,+-8K! #%%% #说明书进行% 共同转染 *CD>9BE:

和 FD>9=GHI$转染 "! 6 后加入 =>>

?

$$! 6 后行免

疫荧光化学法观察% 在荧光倒置显微镜下观察荧

光$各组细胞随即抽取 "% 个不相重复的视野观察

拍照%

"2#2<;细胞流氏技术检测线粒体膜电位及活性

氧;=>>

?处理 $! 6 后收集细胞!在冰上操作# $用

" a>PY 将六孔板的细胞吹打下来计数$调细胞浓

度为" a"%

&

++5.AB$取出 "%%

#

.$加入用无水乙醇

溶解的 @7DX9@O! # ( $ ) (9二氯荧光黄双乙酸盐# $

终浓度为 #%

#

+5.AB$ :)`避光负载 :% +-8$ " a

>PY 洗 # 次$流式细胞仪 ! P@$美国$激发光波长

$!! 8+#检测细胞活性氧$每个样品收集 " a"%

$

个细胞% 另取 "%%

#

B单细胞悬液$加入 F65U,9

+-8K"#: $终浓度为< +SAB$:)`避光负载 :% +-8$

用 " a>PY 洗 # 次$流式细胞仪检测线粒体膜电位$

每个样品收集 " a"%

$ 个细胞% 二者均用 7K..eVKL/

软件分析结果%

!2DB统计学处理

实验数据采用均值 f标准差!MfD#表示$所得

实验数据用 Y>YY ":2% 统计软件行方差分析及

YTK,M+,8 相关分析$多组间比较先进行方差齐性检

验$方差齐者进行方差分析$方差不齐者进行秩和

检验% 以 !Q%2%< 表示差异有统计学意义%

CB结果

CE!B=FF

G对 HI)HJKJ细胞自噬水平的调控

#2"2" ; =>>

?处理后 BO=>#O" PK7.-8 " 和 BE:9

!

ABE:9

"

的表达;与对照组相比$=>>

?处理组的

自噬相关蛋白 BO=>#O'PK7.-8" 及 BE:9

!

ABE:9

"

)%'$)
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的表达明显增高$且随着 =>>

?处理浓度的增加$

BO=>#O'PK7.-89" 及 BE:9

!

ABE:9

"

的表达进一

步增强% 见表 " '图 " %

!"#$%

!""#
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"
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图 !B=>>

?处理 $! 6 后 YX9YZ<Z细胞内 BO=>#O"

PK7.-89" 及 BE:9

!

ABE:9

"

比值的变化%

表 !B不同浓度 =>>

G对 YX9YZKZ细胞 BO=>CO$PK7.-9! 和 BED9

!

蛋白表达的影响 B%灰度比&MLD'

组别 BO=>#O PK7.-8" BE:9

!

ABE:9

"

对照组 %2"!$ f%2%#: %2#": f%2%#< %2#%& f%2%#"

=>>

?

#" ++5.AB$组 %2:!& f%2%:<

!

%2:<" f%2%"$

!

%2$%< f%2%<:

!

=>>

?

## ++5.AB$组 %2&<: f%2%$#

!"

%2)<) f%2%<#

!"

%2!<# f%2%&#

!"

注&

!为与对照组相比!!Q%2%<'

"

为与 =>>

?

#" ++5.AB$处理组相比!!

Q%2%<%

#2#2#;=@E荧光染色观察自噬空泡聚集;与对

照组相比$" ++5.AB及 # ++5.AB浓度 =>>

?处理

YX9YZ<Z细胞 $! 6 后$=@E荧光信号增强$提示

细胞出现大量自噬空泡聚集% 且随着 =>>

?浓度的

增加$自噬空泡聚集更加明显$自噬进一步激活%

见图 # %

!""#

!!

$%%&'()

"

!""#

!!

*%%&'()

""#$%!

图 CB=>>

?处理后细胞内 ObL#自噬空泡 $的变化!示

=>>

?处理后自噬空泡聚集明显增加 #白色箭头

所示为自噬空泡$ %

#2:2:;=>>

?处理后 *CD>9BE: 和 FD>9=GHI的免

疫荧光信号及共定位;与对照组相比$=>>

?处理

组 *CD>9BE: 的免疫荧光信号明显增强$外源性

BE9: 的表达明显上调$自噬水平上调"与对照组相

比$=>>

?处理组 FD>9=GHI表达减少$随着 =>>

?

浓度的增加$其表达进一步减少"且 *CD>9BE: 和

FD>9=GHI存在亚细胞共定位% 见图 : %

!"#$

%
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!

"
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图 D B共同转染 *CD>9BE: 和 FD>9=GHI"! 6 后加入

=>>

?处理!观察 *CD>9BE: 标记的自噬体的结构

和分布的改变及 *CD>9BE: 和 FD>9=GHI亚细胞

共定位情况 #红色箭头示 CD>9BE: 标记的自噬

体'蓝色箭头示 FD>9=GHI标记的线粒体'白色箭

头示 CD>9BE: 和 FD>9=GHI的亚细胞共定位$ %

CECB=FF

G对 HI)HJKJ细胞的线粒体损伤

#2#2";=>>

?对 YX9YZ<Z细胞线粒体膜电位的影

响;与对照组相比$加入 =>>

?后 YX9YZ<Z细胞的

线粒体膜电位差明显降低 ! !Q%2%< $且随 =>>

?

浓度的 增 加$ 线 粒 体 膜 电 位 进 一 步 降 低 ! !Q

%2%< # % 见表 # %

表 CB不同浓度=>>

?处理 YX9YZ<Z细胞后线粒体膜电位的比较;

%

"$

+&MfD'

组别 线粒体膜电位

对照组 &": f:!2!

=>>

?

#" ++5.AB$组 <"' f<"2#

!

=>>

?

## ++5.AB$组 $#& f)<2)

! "

注&

!为与对照组相比!!Q%2%<'

"

为与=>>

?

#" ++5.AB$处理组相

比!!Q%2%<%

#2#2#;=>>

?对 YX9YZ<Z细胞活性氧的影响;

与对照组相比$加入 =>>

?后 YX9YZ<Z细胞的活性

氧明显升高 ! !Q%2%< # $且随着 =>>

?浓度的增

加$细胞内活性氧含量进一步增高 ! !Q%2%< # %

见表 : %

)"'$)
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表 DB不同浓度=>>

?处理 YX9YZ<Z细胞后活性氧含量的比较;;

%@ED荧光强度&MfD'

组别 活性氧

对照组 &:2$: f!2"#

=>>

?

#" ++5.AB$组 !'2:: f"%2:#

!

=>>

?

## ++5.AB$组 ""#2$) f#"2"#

!"

注&

!为与对照组相比!!Q%2%<'

"

为与=>>

?

#" ++5.AB$处理组相

比!!Q%2%<%

DB讨论

近年研究证实自噬途径异常调控在 >@的发

生'发展过程起着重要的作用*$$ <+

% >@的发病与线

粒体功能障碍'氧化应激和异常蛋白质的聚集等相

关$而细胞自噬可能参与了以上病理过程*&+

% 经典

的自噬根据细胞底物运动到溶酶体腔方式的不同$

可以分为大自噬'小自噬和分子伴侣介导的自噬$

最近的研究发现还存在线粒体自噬'内质网自噬等

特殊类型*)$ !+

% BE: 蛋白是由哺乳动物中酵母 O/S!

基因的同源物编码的蛋白$参与自噬体的形成$分

为 BE:9

"

和 BE:9

!

% 当细胞内自噬被激活时$

BE:9

"

经泛素样加工修饰过程$与自噬膜表面的磷脂

酰乙醇胺结合$形成 BE:9

!

与 BE:9

!

结合体并定位

于自噬体膜上$其含量的多少与自噬空泡的数目成

正比$所以 BE:9

!

ABE:9

"

的比值常用来衡量细胞自

噬水平*'9"%+

% PK7.-8" 蛋白是最早发现的酵母菌 O/S&

在哺乳类的同源基因 PK7.-8" 编码的蛋白$可调控自

噬体的形成$引导相关蛋白定位于自噬体膜上$促进

自噬水平的上调*""+

% BO=>#O是参与分子伴侣介导

的自噬过程中的关键转膜蛋白$BO=>#O的表达升

高$分子伴侣介导的自噬水平随之增加*"#$ ":+

% 这三

种蛋白都常用来检测细胞内自噬水平高低%

线粒体自噬是一种选择性的自噬过程$最早由

BK+,/L/KML于 #%%< 年提出*"$+

$主要是指在 FIY'营

养缺乏'细胞衰老等刺激下$细胞内的线粒体发生

去极化损伤$损伤的线粒体被特异性的包裹进自噬

体中$并与溶酶体!.4L5L5+K#融合$从而完成线粒体

损伤的降解$维持细胞内环境的稳定%

以往研究已经证实线粒体功能障碍在 >@发病

机制起着重要的作用$在遗传性 >@患者的研究中

发现有两个基因发生突变$分别是编码线粒体外膜

激酶 >Ghi" 和 *: 泛素连接酶$在果蝇的研究中发

现这两个蛋白的突变可通过相同的途径导致线粒

体的损伤*"<9")+

% CK-L.KM等*"!+在 #%"% 年的一个研究

中完整的揭示了 >Ghi" A>,MW-8 介导的线粒体自噬

途径在 >@发生中的作用及其分子机制% >Ghi" A

>,MW-8 介导的自噬分为两个阶段$即 >,MW-8 向受损

的线粒体转移$形成线粒体聚集体和受损的线粒体

最终被自噬途径降解*"'+

% >Ghi" 或 >,MW-8 的基因

突变抑制了线粒体自噬的活性$导致损伤线粒体的

清除障碍$被认为是 >@的发病机制之一%

=>>

?是一种在 >@研究中广泛应用的神经毒

素$可致线粒体功能障碍'氧化应激等最终导致细

胞死 亡$ 常 用 来 制 备 >@细 胞 模 型*#%$ #"+

% 但 是

=>>

?导致线粒体氧化应激损伤的具体机制尚未完

全阐明$我们猜想 =>>

?是否通过线粒体自噬途径

导致细胞线粒体损伤及清除障碍% 实验结果发现

=>>

?可以诱导 YX9YZ<Z细胞自噬的发生$JKL/9

KM89N.5/发 现 自 噬 相 关 蛋 白 BO=>#O' PK7.-8" 及

BE:9

!

的表达均明显上调$且随着 =>>

?浓度的升

高$上调更加明显$呈现浓度相关性$=@E结果示

细胞内自噬空泡数目明显增加$上述免疫印迹及

=@E实验结果都验证了 =>>

?可以诱导细胞自噬

的发生*##$ #:+

% 进一步研究证实加入 =>>

?处理后

YX9YZ<Z细胞内的线粒体膜电位降低$活性氧含

量增加$线粒体结构形态紊乱$且与加入 =>>

?的

浓度成剂量依赖性"从而证实了 =>>

?导致了细胞

的线粒体氧化应激损伤%

=>>

?可以上调细胞自噬水平$导致线粒体的

靶向损害$两者有何关联, 为此我们进行了进一步

的研究& 共转染 *CD>9BE: 和 FD>9=GHI后加入

=>>

?处理$发现两者存在亚细胞共定位" 加入

=>>

?处理后发现 *CD>9BE: 融合蛋白转位至自噬

体膜$自噬被激活$同时发现 FD>9=GHI标记的线

粒体结构形态紊乱变小$线粒体发生损伤$而 CD>9

BE: 和 FD>9=GHI又存在亚细胞共定位% =>>

?通

过激活了细胞内线粒体自噬的水平导致了线粒体

氧化应激损伤% 细胞内上调线粒体自噬的水平$可

以帮助清除损伤的线粒体$维持细胞内环境的稳

定"但过度'持续的自噬激活可能导致自噬应激$

从而引起细胞的线粒体损伤甚至细胞凋亡*#$+

%

由于线粒体功能及结构的复杂性和自噬调控

机制的多样性$=>>

?通过怎样的具体分子机制调

控线粒体自噬水平仍待我们进行进一步的研究$从

而为寻找治疗 >@干预靶点提供新的理论依据%
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