
"论
!!

著"

!!

()*

'

!$+&"#"

(

,

+*--.+!#/!01&21+3$!1+3"+$$&

晚期氧化蛋白产物通过内质网应激调节人肾小管上皮细胞自噬的研究$

李敏晖!

"汤
!

繤3

"姜婷婷3

"张雯英3

"谢
!

唯3

"章
!

俊3

%

!

!+

南方医科大学南海医院血液净化中心"广东佛山
'31322

-

3+

南方医科大学珠江医院肾内科"广州
'!$31$

#

!!

#摘要$

!

目的
!

探讨内质网应激!

J7K

#介导的晚期氧化蛋白产物!

8VXX-

#诱导肾小管上皮细胞!

EF03

#

的自噬抑制及其信号通路$方法
!

!

!

#

8VXX-

刺激
EF03

细胞"检测信号通路腺苷酸活化蛋白激酶+乳动物雷

帕霉素靶蛋白!

8[XF

+

TWV7

#的表达-!

3

#

8[XF

抑制剂
5)T

:

)@.5

和激活剂
84587

分别预处理细胞"并

予
8VXX-

刺激"检测自噬标志物
R5&

$

+

R5&

)

'

ZB>=*.!

'

X#3

及
8[XF

+

TWV7

蛋白的表达-!

&

#

J7K

激活剂

W9<

:

-*

I

<A

I

*.

与抑制剂
K<=@NA*.<=

分别预处理细胞"并予
8VXX-

刺激"检测
J7K

标志蛋白葡萄糖调节蛋白
/1

!

U7X/1

#'自噬及
8[XF

+

TWV7

蛋白的表达$结果
!

8VXX-

可抑制
8[XF

的磷酸化和诱导
TWV7

的磷酸

化!

$

&

$+$'

#$

5)T

:

)@.5

使
R5&

$

+

R5&

)

'

ZB>=*.!

表达下降"

:

#3

表达上升"同时抑制
8[XF

的磷酸化和诱

导
TWV7

的磷酸化!

$

&

$+$'

#"而
84587

表现出相反的效果$

W9<

:

-*

I

<A

I

*.

能抑制
8[XF

的磷酸化和诱导

TWV7

的磷酸化"

R5&

$

+

R5&

)

'

ZB>=*.!

表达下降"

:

#3

表达上升"而
K<=@NA*.<=

表现出相反的效果$结论
!

J7K

可能通过激活
8[XF

+

TWV7

信号通路介导
8VXX-

诱导的自噬抑制的发生$

#关键词$

!

晚期氧化蛋白产物-内质网应激-丝氨酸苏氨酸蛋白激酶+哺乳动物雷帕霉素靶蛋白通路-自噬

#中图法分类号$

!

7#"3+'

#文献标识码$

!

8

#文章编号$

!

!#/!01&21

!

3$!1

#

3"0&/&'0$2

1?*6)>'?+G(?6.(+)

7

:+.'()

7

:+?=>.4:'

5

=,6.'6=.+

7

&6

59

()&=-6):')6,.=;=,6:

'

7

(.&',(6,>',,4*(6')?+

7

,64-(>:'.(>=,=-4.:'44

$

56C)#34)

!

#

I%&'J4#

3

#

(6%&'I)#

2

0)#

2

3

#

K-%&'L+#

?

)#

2

3

#

J6.L+)

3

#

K-%&'(4#

3

%

!

!8M@77A$4;)

=

)D10)7#,+#0+;

#

&1#31)-7>

:

)01@7

=

B7403+;#C+A)D1@E#)F+;>)0

?

#

N7>31#

#

'41#

2

A7#

2

'31322

#

,3)#1

)

389+

:

1;0<+#07

=

&+

:

3;7@7

2?

#

K34

O

)1#

2

-7>

:

)01@7

=

B7403+;#C+A)D1@E#)F+;>)0

?

#

'41#

2

G374

#

'41#

2

A7#

2

'!$31$

#

,3)#1

"

!!

*

1;4.:6>.

+

!

@;

<

'>.(*'

!

W)*.QB-;*

I

<;B;9BBLLB>;-)LB.()

:

=<-T*>AB;*>@=@T-;AB--

!

J7K

"

).<(Q<.>B()\0

*(<;*).

:

A);B*.

:

A)(@>;-

!

8VXX-

"

0*.9*N*;B(<@;)

:

9<

ID

*.9@T<.AB.<=;@N@=<AB

:

*;9B=*<=>B==-

!

EF03

"

<.(*;-

:

)--*N=B-*

I

.<=*.

I:

<;9S<

D

+A'.&+?4

!

!

!

"

EF03>B==-SBAB-;*T@=<;B(N

D

8VXX-

#

<.(;9BB\

:

AB--*).)L8[X0

<>;*Q<;B(

:

A);B*.C*.<-B<.(T<TT<=*<.;<A

I

B;)LA<

:

<T

D

>*.

!

8[XF

(

TWV7

"

S<-(B;B>;B(N

D

]B-;BA.N=);+

!

3

"

EF03>B==-SBAB;AB<;B(S*;98[XF*.9*N*;)A

!

5)T

:

)@.5

"

)A8[XF<>;*Q<;)A

!

84587

"

AB-

:

B>;*QB=

D

#

<.(;9B.-;*T@=<;B(N

D

8VXX-+]B-;BA.N=);S<-@-B(;)(B;BAT*.B;9BB\

:

AB--*).)L<@;)

:

9<

ID

AB=<;B(

:

A)0

;B*.-

#

*.>=@(*.

I

R5&

$

(

R5&

)

#

ZB>=*.!

#

X#3<.(8[XF

(

TWV7-*

I

.<=*.

I:

<;9S<

D

AB=<;B(

:

A);B*.-+

!

&

"

EF03

>B==-SBAB;AB<;B(S*;9J7K<>;*Q<;)A

!

W9<

:

-*

I

<A

I

*.

"

)AJ7K*.9*N*;)A

!

K<=@NA*.<=

"#

<.(;9B.-;*T@=<;B(N

D

8VXX-+W9B=BQB=-)LJ7KAB=<;B(

:

A);B*.

#

U7X/1

#

<.(<@;)

:

<9

ID

AB=<;B(

:

A);B*.-<-SB==<-8[XF

(

TWV7

-*

I

.<=*.

I:

<;9S<

D

AB=<;B(

:

A);B*.-SBAB(B;B>;B(Q*<]B-;BA.N=);+B'4=,.4

!

8VXX-*.9*N*;B(;9B

:

9)-

:

9)A

D

=<0

;*).)L8[XF<.(*.(@>B(;9B

:

9)-

:

9)A

D

=<;*).)LTWV7

!

$

&

$+$'

"

+5)T

:

)@.5(B>AB<-B(;9B

:

A);B*.B\0

:

AB--*).=BQB=-)LR5&

$

(

R5&

)

<.(ZB>=*.!

#

*.>AB<-B(;9BB\

:

AB--*).=BQB=)L

:

#3

:

A);B*.

#

*.9*N*;B(;9B

:

9)-0

:

9)A

D

=<;*).)L8[XF

#

<.(*.(@>B(;9B

:

9)-

:

9)A

D

=<;*).)LTWV7

!

$

&

$+$'

"#

S9*=B;9B84587-9)SB(;9B

)

::

)-*;BBLLB>;-+W9<

:

-*

I

<A

I

*.*.9*N*;B(;9B

:

9)-

:

9)A

D

=<;*).)L8[XF<.(*.(@>B(;9B

:

9)-

:

9)A

D

=<;*).)L

TWV7

#

(B>AB<-B(;9B

:

A);B*.B\

:

AB--*).=BQB=-)LR5&

$

(

R5&

)

<.(ZB>=*.!

#

*.>AB<-B(;9B

:

#3

:

A);B*.=BQB=

!

$

&

$+$'

"#

S9*=B;9BK<=@NA*.<=-9)SB(;9B)

::

)-*;BAB-@=;-+D+)>,=4(+)

!

J7K>)@=(TB(*<;B8VXX-0*.(@>B(

<@;)

:

9<

ID

*.9*N*;*).N

D

<>;*Q<;*).)L;9B8[XF

(

TWV7-*

I

.<=*.

I:

<;9S<

D

*.EF03>B==-+

*

2'

9

8+:?4

+

!

<(Q<.>B()\*(<;*).

:

A);B*.

:

A)(@>;-

)

B.()

:

=<-T*>AB;*>@=@T-;AB--

)

-BA*.B

(

;9AB).*.B

:

A);B*.

C*.<-B

(

T<TT<=*<.;<A

I

B;)LA<

:

<T

D

>*.-*

I

.<=*.

I:

<;9S<

D

)

<@;)

:

9<

ID

'&/&

重庆医学
3$!1

年
!$

月第
2/

卷第
3"

期

$

基金项目'

3$!/

佛山市卫生和计划生育局科研课题立项项目!

3$!/$3!2

"$

!

作者简介'李敏晖!

!"13%

"#主治医师#硕士#主要从事慢性

肾脏病机制与治疗的研究$

!

%

!

通信作者#

J0T<*=

'

I

b9

-

b

,'??

+>)T

$



!!

晚期氧化蛋白产物!
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"是一类尿毒症毒素#近年来#大量
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"是细胞

损伤的早期应激事件$本课题组在新近的研究中发
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可诱导肾小管上皮细胞!
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细胞"发生
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是否可导致
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细胞出现代谢
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$本课题组前期研究表明
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能抑制
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细胞的自噬活性#而其具体机制仍有待阐述*
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和自噬之间的直接联系在近年被相继报道$但是
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与自噬活性降低之间是否存在联

系及其具体关联机制尚不清楚$本文主要探讨
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诱导的
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是否介导了自噬活性降低的过程

及其机制#旨在进一步阐明
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细胞在应对外界应

激时内环境与代谢活性改变的机制$
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#作用
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后#

74X8

裂解细胞后提

取细胞总蛋白#随后采用二喹啉甲酸!

Z58

"法测定蛋

白浓度$聚丙烯酰胺凝胶电泳后转膜至聚偏氟乙烯
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检测自噬标志物
R5&

,

ZB>=*.!

和
:

#3

#以及
8[XF

,

TWV7

的磷酸化水平$结果显

示'

5)T

:

)@.5

单独处理细胞后#表现出与
8VXX-

相似的效应#表现为
R5&

)

向
R5&

$

转换减少#

ZB>0

=*.!

表达下降#

:

#3

表达上升#同时抑制
8[XF

的磷

酸化#增加
TWV7

的磷酸化)而
8[XF

激活剂
8450

87

与
8VXX-

共同作用于
EF03

细胞后#可部分逆转

8VXX-

的作用#表现为激活
8VXX-

抑制的
8[XF

的磷酸化及抑制
8VXX-

诱导的
TWV7

的磷酸化#同

时能使自噬活性升高#即
R5&

)

向
R5&

$

转换增加#

ZB>=*.!

上调#而
:

#3

表达下降!

$

&

$+$'

"#见图
3

,

&

$

图
3

!!

自噬标志物蛋白
]B-;BA.N=);

条带

!!

8

'

R5&

$

(

R5&

)

,

ZB>=*.!

,

:

#3

蛋白表达分析图)

Z

'

:

08[XF

与
8[XF

蛋白表达分析图)

5

'

:

0TWV7

与
TWV7

蛋白表达分析图)

$

'

$

&

$+$'

#

与正常组比较)

%

'

$

&

$+$'

#与
8VXX-

组比较)

!

'正常组)

3

'

ZK8

组)

&

'

8VXX-

组)

2

'

5)T

:

)@.5

组)

'

'

84587

组

图
&

!!

8[XF

%

TWV7

信号通路介导
8VXX-

抑制
EF03

细胞的自噬活性

"+#

!

J7K

对
8[XF

(

TWV7

信号通路的影响
!

为了

明确
J7K

在
8VXX-

调节
8[XF

(

TWV7

信号通路中

的作用#本研究予
J7K

激动剂
W9<

:

-*

I

<A

I

*.

及抑制剂

K<=@NA*.<=

分别处理
EF03

细胞
219

#检测
J7K

激活

的标志性蛋白
U7X/1

,

:

08[XF

,

8[XF

,

:

0TWV7

,

TWV7

的蛋白表达水平$

]B-;BA.N=);

结果显示#加

入
K<=@NA*.<=

后#

8VXX-

抑制
8[XF

的磷酸化和诱导

TWV7

的磷酸化效应可被部分逆转#表现为
8[XF

磷

酸化增加#

TWV7

磷酸化降低#而
W9<

:

-*

I

<A

I

*.

能抑

制
8[XF

的磷酸化#同时诱导
TWV7

的磷酸化#激活

8[XF

(

TWV7

信号通路#与
8VXX-

作用相似!

$

&

$+$'

"#见图
2

,

'

$

图
2

!!

J7K

激活的标志性蛋白
]B-;BA.N=);

条带

!!

8

'

U7X/1

蛋白表达分析图)

Z

'

:

08[XF

与
8[XF

蛋白表达分析图)

5

'

:

0TWV7

与
TWV7

蛋白表达分析图)

$

'

$

&

$+$'

#与正常组比较)

%

'

$

&

$+$'

#与
8VXX-

组比较)

!

'正常组)

3

'

ZK8

组)

&

'

8VXX-

组)

2

'

W<

I

组)

'

'

K<=

组

图
'

!!

J7K

参与
8VXX-

激活
EF03

细胞
8[XF

%

TWV7

信号通路的过程
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"+$

!

J7K

,

8[XF

(

TWV7

信号通路与自噬活性的关

系
!

分别采用
J7K

抑制剂
K<=@NA*.<=

和激活剂

W9<

:

-*

I

<A

I

*.

处理
EF03

细胞#检测自噬标志物的蛋

白水平$结果显示'加入
J7K

激活剂后#

R5&

$

及
ZB0

>=*.!

降低#

:

#3

升高#即自噬活性降低$而
8VXX-

与

J7K

抑制剂共同作用于细胞后#

8VXX-

抑制的自噬

被部分逆转#表现为
R5&

$

和
ZB>=*.!

升高#

:

#3

降低#

即自噬水平上升!

$

&

$+$'

"#见图
#

$

!!

8

'

R5&

$

(

R5&

)

,

ZB>=*.!

,

:

#3

蛋白
]B-;BA.N=);

条带)

R5&

$

(

R5&

)

,

ZB>=*.!

,

:

#3

蛋白表达分析图)

$

'

$

&

$+$'

#与正常组比较)

%

'

$

&

$+$'

#与
8VXX-

组比较)

!

'正常组)

3

'

ZK8

组)

&

'

8VXX-

组)

2

'

W<

I

组)

'

'

K<==

组

图
#

!!

J7K

通过激活
8[XF

%

TWV7

信号通路介导

!

8VXX-

诱导的自噬抑制

#

!

讨
!!

论

!!

肾脏纤维化是慢性肾脏病!

5FH

"进展至终末期

肾脏病的共同通路#近年来研究表明#肾小管间质病

变程度与肾功能关系较肾小球病变更为密切*

'

+

$大

量研究表明#自噬与多种肾脏疾病的发生,发展有着

密切的关系#如足细胞病*

#

+

,糖尿病肾病*

/

+

,急性肾缺

血
0

再灌注损伤*

1

+等$有研究表明#糖尿病肾病中肾小

管上皮细胞自噬活性降低*

"

+

#而自噬活性上调可抵抗

多种物质对肾小管上皮细胞的损伤作用#如尿蛋白*

!$

+

和糖基化终产物!

8UJ-

"

*

!!

+等$本课题组前期研究发

现
8VXX-

可降低
EF03

细胞的自噬活性*

2

+

#但是其

诱导机制尚未明确$

近年来#大量证据表明
8VXX-

与肾脏疾病的发

生,发展密切相关*

!

+

$本课题组前期已经证明了

8VXX-

可通过调节
:

&1[8XF

信号通路抑制
EF03

细胞的自噬活性*

2

+

$在此#本研究证明了
8[XF

(

TWV7

信号途径可能参与了
8VXX-

诱导肾小管上皮

细胞发生自噬抑制的过程$主要依据如下'!

!

"本实

验显示#

8VXX-

可抑制
8[XF

的磷酸化和诱导
TWV7

的磷酸化#提示
8VXX-

可激活
8[XF

(

TWV7

信号通

路$!

3

"

8VXX-

和
8[XF

蛋白抑制剂
5)T

:

)@.5

均能

抑制
EF03

细胞的自噬活性#而
8[XF

激活剂
8450

87

能增加
EF03

细胞的自噬活性$既往研究表明#

8UJ-

能抑制
EF03

细胞的自噬活性*

!!

+

#本课题组前

期研究也表明#与
8UJ-

同属代谢产物的
8VXX-

也

能抑制
EF03

细胞的自噬活性*

2

+

#本研究更是首次提

出了
8[XF

(

TWV7

信号通路的激活介导了
8VXX-

诱导肾小管上皮细胞自噬活性降低的过程$

在氧化应激的病理条件下#

8[XF

激活能增加

8WX

生成并减少
8WX

消耗#维持机体能量平衡*

!3

+

#

而氧化应激与
J7K

又密切相关*

!&

+

$故本研究继续探

讨在
8VXX-

诱导
EF03

细胞发生自噬活性抑制的过

程中#

8[XF

(

TWV7

信号通路与
J7K

在其中的关

系$本研究结果提示#在
8VXX-

抑制
EF03

细胞的

自噬活性过程中#

8[XF

(

TWV7

信号通路与
J7K

密

切相关$主要依据如下'!

!

"

J7K

能调节
8[XF

(

TWV7

信号通路的蛋白活性$结果显示#加入
J7K

激活剂
W9<

:

-*

I

<A

I

*.

之后#

8[XF

(

TWV7

信号通路

激活#相反#

J7K

抑制剂
K<=@NA*.<=

增加
8[XF

的磷

酸化和抑制
TWV7

的磷酸化#提示
J7K

能激活

8[XF

(

TWV7

信号通路$!

3

"加入
W9<

:

-*

I

<A

I

*.

之

后#

EF03

细胞的自噬活性受到抑制#而加入
K<=@0

NA*.<=

之后
8VXX-

的效应部分被逆转#表现为自噬水

平有所上升$结合前述
8[XF

(

TWV7

介导了
8VXX-

引发的自噬抑制#可以推测
J7K

可能通过激活
8[XF

(

TWV7

信号通路来诱导
8VXX-

对
EF03

细胞自噬活性

的抑制作用$此前#大量研究均提示
J7K

的发生能诱

发自噬水平的上调*

!2

+

#而在本研究中#

J7K

的存在对

自噬水平的调控发挥了抑制作用#这可能与
J7K

与

自噬所处的环境及作用的时间差异有关$在细胞受

到外界刺激的初始阶段#

J7K

的发生与自噬水平的上

调都是对细胞具有应对外界刺激的保护及适应作用#

有助于恢复内环境的稳态#而持续存在的
J7K

会产

生警戒信号#最终使内质网损伤变为不可逆#此时可

能抑制自噬水平#对细胞造成级联式的损伤$

综上所述#本研究首次提出
J7K

通过激活

8[XF

(

TWV7

信号通路参与了
8VXX-

诱导
EF03

细胞自噬活性的抑制过程$本研究提出了
EF03

细

胞自噬活性调节的新机制#抑制或阻断
J7K

及

8[XF

(

TWV7

信号通路#对增加肾小管上皮细胞自

噬活性,防治肾间质纤维化具有重要意义#为研究肾

间质纤维化提供了新的方向$
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