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真菌细胞自噬的信号调节和检测策略研究进展
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摘要: 自噬是真核细胞内广泛存在且特有的降解过程, 当细胞处于营养不足、生长因子缺乏或缺氧等各种应激

状态时, 将启动自噬过程, 以维持自身内环境稳定, 确保自身进行正常的增殖和分化。目前, 国内外针对自噬相关靶

点的研究多集中于肿瘤细胞, 而与真菌细胞相关的自噬靶点尚处于起步阶段。研究表明, 自噬在真菌细胞的生长发

育过程及形态学改变方面具有重要作用, 提示开展与真菌自噬药靶相关的研究将具有重要意义。本文综述了真菌

细胞自噬的信号调节和检测策略, 为以自噬相关蛋白为靶点的抗真菌药物筛选提供研究基础。
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Abstract: Autophagy is a widespread and unique degradation process in eukaryotic cells. When cells are under

various stress conditions such as nutritional deficiencies, growth factor deficiencies or hypoxia, autophagy will be

initiated to maintain the stability of the internal environment and ensure normal proliferation and differentiation. At

present, research on autophagy-related targets is mostly focused on tumor cells. In contrast, research on fungal

autophagy targets is still limited. Autophagy plays an important role in growth, development and morphological

changes of fungal cells, suggesting that research on fungal autophagy as a drug target should be useful. This article

reviews the signal regulation and detection strategies for autophagy in fungal cells, and provides a research basis

for the screening of antifungal drugs targeting autophagy-related proteins.
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1 自噬概述

真核生物内物质的分解代谢主要有两条途径: 泛

素蛋白酶降解途径和自噬降解途径。细胞内短寿命蛋

白主要依赖泛素化降解途径, 长寿命蛋白的降解则主

要依赖于自噬降解途径, 更重要的是, 生物大分子和完

整的细胞器的降解只能通过自噬途径来完成[1,2]。

自噬是一种在进化中高度保守的过程, 是真核细

胞内广泛存在且特有的主要降解系统[3]。当细胞处于

营养不足、生长因子缺乏或缺氧等各种应激状态时, 会

将不需要的蛋白质或受损的细胞器运送到溶酶体 (动

物) 或液泡 (真菌和植物) 中进行降解和再循环[4]。自

噬不仅是细胞应对外界刺激的一种自我保护机制, 而

且在维持细胞内的正常生命活动、物质循环利用和内

环境的稳定等方面发挥着重要的作用[5,6]。自噬可分

为选择性自噬及非选择性自噬。选择性自噬主要用于
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保护细胞结构, 清除受损的细胞器和胞质物质[7], 如线

粒体自噬、过氧化物酶体自噬、内质网自噬及核糖体自

噬等[8]; 非选择性自噬则在细胞饥饿时发挥重要作用,

可为细胞提供氨基酸等营养物质, 如巨自噬和微自噬。

研究表明, 在哺乳动物细胞中, 自噬与胚胎发育、

细胞分化、免疫和炎症有关[9,10]; 在植物细胞中, 自噬对

于幼苗发育、植物生长、衰老、抗逆性、新陈代谢和繁殖

至关重要[11,12]; 在真菌细胞中, 自噬影响其生长、形态、

发育、脂质周转和繁殖[13-15]。目前, 真菌自噬在模式生

物酵母菌中已经得到较为深入的研究, 常用的模式菌

种主要为酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae)、巴斯德

毕赤酵母 (Komagataella pastoris) 和法夫酵母 (K.

phaffii)[16]。

近几十年来, 大量研究表明自噬在感染、癌症、心

脏病和神经退化等各种疾病的致病过程中起着重要作

用[3]。虽然自噬在真菌感染和抗真菌药物研发等方面

的相关研究尚处于起步阶段, 但已有研究表明自噬与

真菌细胞的分化、发育和毒力等密切相关。因此, 深入

了解真菌细胞的自噬过程, 并基于此开展相关药物研

发工作, 将为真菌感染的治疗提供一种新的思路。本

文综述了自噬和真菌细胞自噬的最新研究进展, 重点

讨论自噬与真菌致病性之间的联系。

2 自噬的发生途径

酵母的选择性自噬是由细胞质到液泡靶向

(cytoplasm-to-vacuole targeting, Cvt) 途径介导的, 胞质

内的物质被运送到液泡或溶酶体后进行降解, 酵母的

Cvt途径可作为一种模型便于开展其他生物体自噬的

相关研究[5,17]。根据包裹底物分子及运送至降解细胞

器方式的不同, 可以将自噬的发生途径分为 3类: 巨自

噬、微自噬和分子伴侣介导的自噬[3,18,19]。① 巨自噬

(macroautophagy): 在巨自噬过程中, 部分受损的细胞

质和细胞器被具有双层膜的分隔膜 (也称为吞噬泡)

包裹形成中间细胞器—自噬体, 这是巨自噬发生途径

的典型特征。自噬体可与溶酶体 (一种降解细胞器)

融合成为“自噬溶酶体”, 被吞噬的物质在自噬溶酶体

中降解, 降解产物被释放到细胞质中重新用于物质和

能量的合成, 以满足机体营养需要, 维持细胞稳态; ②

微自噬 (microautophagy): 在微自噬过程中, 溶酶体自

身通过内陷溶酶体膜来吞噬部分受损的细胞质和细胞

器, 被吞噬的物质直接在溶酶体中降解为小分子, 这一

过程在高等真核生物中的功能尚不清楚, 而在真菌中

参与了细胞器的选择性降解; ③ 分子伴侣介导的自噬

(chaperone-mediated autophagy, CMA): 此类自噬过程

不涉及膜重组, 底物蛋白在分子伴侣介导下, 可直接跨

溶酶体膜进行转运。伴侣蛋白如热休克蛋白 Hsc70

(heat shock cognate70) 和辅伴侣蛋白可特异性地识别

含有五肽 Lys-Phe-Glu-Arg-Gln (KFERQ) 样基序的可

溶性胞质蛋白底物, 使其与溶酶体上的受体跨膜蛋白

Lamp-2A (Lamp-2的一个异构体) 相结合, 通过多聚体

蛋白复合物被运送进入溶酶体内进行降解。与巨自噬

和微自噬相比, 分子伴侣介导的自噬降解途径在清除蛋

白时具有选择性, 其只能介导可溶性蛋白的降解。在自

噬的 3种发生途径中, 巨自噬是一个非选择性的过程,

是主要的自噬类型, 相关的研究也最为广泛。因此, 下

文简称巨自噬为“自噬”, 其发生过程如图 1所示。

3 真菌自噬相关基因

自噬在真菌细胞的生长、发育和致病过程中起着

重要的作用。在过去十多年中, 细胞生物学家以酿酒

酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 为模式生物展开自噬

相关基因 (autophagy-related genes, ATG) 的筛选和研

究, 用Atg表示其对应的自噬相关蛋白。ATG的发现

为探索自噬体形成提供了关键信息, 也给自噬的研究

带来了极大的便利。

自噬是一种动态的、高度诱导的降解系统, 能对环

境和生理变化做出反应, 涉及各种ATG[6], 研究其保守

和进化对于了解自噬的形成、进化和调控具有重要意

义。自1992年第一个自噬相关基因ATG1被发现以来,

已在酿酒酵母中鉴定出 42个驱动自噬过程的自噬相

关基因, 目前已经证实其中 18个核心基因对于自噬关

键步骤是必不可少的, 其他 24个ATG基因参与诱导特

定的自噬途径或选择性自噬[6,20]。Wang等[21]系统地鉴

定了 331个物种中已知的 41个ATG基因, 并分析了它

们在真菌细胞基因中的分布。经基因组学分析, 可将

ATG基因分为 3组: 第一组包括 20个高度保守的ATG

基因 , 分别是 ATG1～9、ATG11～13、ATG15、ATG18、

ATG20～22、ATG24和ATG26～27, 它们的同源基因出

现在超过 80%的已测序的真菌物种中。虽然大多数

(20个中的 14个) 是酵母核心自噬基因, 但其中 6个是

Figure 1 The process of autophagy
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选择性自噬的特异性基因; 第二组包括 7个ATG基因,

分别是 ATG10、ATG16、ATG17、ATG28、ATG29、ATG33

和ATG37, 这些基因仅在子囊菌门中存在, 在担子菌门

或基础真菌组中不存在; 第三组包括 14个 ATG基因,

分别是 ATG14、ATG19、ATG23、ATG25、ATG30～32、

ATG34～36和 ATG38～41, 它们只存在于酵母菌物种

中, 是酿酒酵母中的核心自噬基因。Parzych等[20]在酿

酒酵母中鉴定出 YBR139W 并将其命名为 ATG42。

Atg42 (Ybr139w) 是一种液泡丝氨酸羧肽酶, 在液泡蛋

白水解过程和自噬末端步骤中起重要作用。在酵母和

病原真菌中 , 缺乏 Atg42 (Ybr139w) 的细胞在蛋白质

合成、液泡酶原激活和自噬体形成等方面存在缺陷。

虽然自噬过程通常被认为是保守的, 事实上许多

真菌物种缺乏非保守组分, 却仍然具有自噬过程。并

且, 参与自噬体形成的重要功能基因包含保守和非保

守的ATG组分[22]。因此, 自噬相关基因在整个基因范

围内的保守和进化有待进一步探究。研究表明, 非保

守的ATG基因在特定物种中具有可替代性, 例如人类

病原体新生隐球菌中不存在ATG17, 需要在感染过程

中进行自噬 , 而哺乳动物细胞缺乏 ATG17 同源基因 ,

但有一个功能对等的基因[23,24]。

4 真菌自噬调控机制

自噬调控因子包括: 自噬诱导剂雷帕霉素 (rapa‐

mycin) 的靶标雷帕霉素靶蛋白 (target of rapamycin,

TOR), 是自噬的关键调控因子之一, 能在饥饿、缺氧、

伤害或活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 积累等

条件下诱导自噬; 5'-腺苷酸活化蛋白激酶 (adenosine

5'-monophosphate activated protein kinase, AMPK) 能监

测机体能量, 可对缺氧和低能量等应激状态做出反应;

真核翻译起始因子 2α (eukaryotic initiation factor 2α,

eIF2α) 可响应营养饥饿、双链 RNA 和内质网 (endo‐

plasmic reticulum, ER) 应激; BH3-only蛋白含有Bcl-2

同源-3结构域并干扰Bcl-2/Bcl-XL对Beclin 1/PI3K复

合物的抑制; 其他自噬调控因子还包括肿瘤抑制蛋白

p53 (tumor suppressor protein 53, p53)、死亡相关蛋白

激酶 (death-associated protein kinase, DAPK)、肌醇需

求激酶 1 (inositol requiring enzyme 1, IRE-1)、应激激活

激酶 c-Jun-N 端激酶、三磷酸肌醇受体 (inositol 1,4,5-

triphate receptor, IP3R)、鸟苷三磷酸酶 (guanosine tri‐

phosphatase, GTPases)、细胞外调节蛋白激酶1和2 (ex‐

tracellular regulated protein kinases 1/2, Erk1/2)、神经酰

胺和钙等[25-27]。

自噬过程所必需的蛋白质可分为以下几个核心功

能基团: 响应上游信号以启动自噬体形成的丝氨酸/苏

氨酸蛋白激酶复合物: Atg1、Atg13和Atg17; 介导囊泡

成核的 III类磷脂酰肌醇 3激酶 (phosphatidylinositol 3-

kinase, PI3K) 复合物: Atg6、Atg14、液泡分拣蛋白 (vac‐

uolar protein sorting, Vps) 15 和 Vps34; 介导自噬体扩

增和成熟的两个泛素样蛋白结合系统: Atg8泛素样蛋

白结合系统 (Atg3、Atg4、Atg7 和 Atg8) 和 Atg12 泛素

样蛋白结合系统 (Atg5、Atg7、Atg10、Atg12和 Atg16);

通过3-磷酸磷脂酰肌醇依赖的方式与Atg2-Atg18复合

体相互作用来调节自噬体形成的整合膜蛋白Atg9; 以

及介导Atg蛋白从成熟自噬体分解的循环系统: Atg2、

Atg9、Atg18和Atg41[28-30]。

目前, 大量真菌细胞发生自噬所需的Atg蛋白已

被发现, 但是对真菌自噬调控的分子机制的研究还处

于初级阶段。真菌自噬信号转导途径受 TOR 调控 ,

TOR是丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 属于 PI3K蛋白激酶

家族, 是PI3K/蛋白激酶B信号通路下游效应蛋白。在

多种生物中, TOR是自噬的负调节因子, 能够用于感

知营养, 调节蛋白质的转录、翻译及降解[31,32]。真菌在

营养饥饿条件下, 通过雷帕霉素处理后, TOR激酶的

活性受到抑制, 最终诱导真菌自噬。ATG1是第一个被

发现的ATG基因, 编码丝氨酸/苏氨酸激酶[33], 由Atg1、

Atg13 和 Atg17 蛋白结合所形成的 Atg1-Atg13-Atg17

复合物是诱导自噬所必需的。真菌在正常的生长条件

下, Atg1、Atg13和Atg17之间的这种联系被高度磷酸

化所抑制, 而当真菌受外界环境刺激 (如饥饿、缺氧、

伤害或ROS积累) 或经雷帕霉素处理后, 自噬上游调

控蛋白TOR的活性降低, 导致Atg13迅速去磷酸化, 随

后与 Atg17 结合并激活 Atg1, 形成 Atg1-Atg13-Atg17

复合物, 并定位于自噬起始位点 (又称自噬前体结构,

pre-autophagosomal, PAS), 从而诱导自噬发生 (图2)。

5 真菌中的自噬作用

自噬主要是一种分解代谢过程, 用于应对营养缺

乏和各种应激条件。自噬作为病原真菌致病机制的一

Figure 2 A simplified model of autophagy regulation. TOR:

Target of rapamycin; Atg: Autophagy-related protein; PAS: Pre-

autophagosomal
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个重要组成部分, 可在营养缺乏时被诱导[5]。事实上,

如果长时间处于营养饥饿状态, 将会导致真菌的一种

程序性细胞死亡, 这种死亡依赖于特定的自噬蛋白和

蛋白酶的表达[34]。

新生隐球菌是免疫受损宿主的主要真菌病原体,

人体环境可对新生隐球菌施加各种应激性压力。因

此, 新生隐球菌对这些压力的自噬反应往往决定其在

宿主中的生存。新生隐球菌感染通常是由肺部吸入酵

母态细胞或孢子, 引起肺部感染, 然后通过血管传播,

导致隐球菌脑膜炎[35]。最近的研究表明, ATG基因可

通过调节自噬功能对新生隐球菌的毒力产生一定影

响, 例如, Hu等[23]发现在 37 ℃营养条件下, Vps34虽然

对于新生隐球菌荚膜、黑素和尿素酶等毒力因子的表

达不是必需的, 但是对于新生隐球菌的生长是必不可

少的。在小鼠新生隐球菌感染模型中, Vps34缺失会

引起Atg8标记的囊泡的形成缺陷, 最终抑制自噬, 导

致新生隐球菌的毒力显著降低; 为了从分子角度分析

自噬在新生隐球菌感染期间对VPS34表型的影响, 构

建了一株通过 RNA干扰 (RNA interference, RNAi) 抑

制Atg8表达的新生隐球菌菌株, 发现Atg8的RNAi可

使自噬能力降低, 导致真菌对饥饿应激的敏感性增加、

毒力减弱[23]; 而 ATG7的缺失会导致感染小鼠的肺部

细胞体积增加、存活率下降[36]。最近发表的一项研究

发现 , 在氮饥饿条件下 , 新生隐球菌的 ATG1、ATG7、

ATG8和 ATG9基因中的任何一个基因的缺失都会破

坏其氨基酸动态平衡。虽然这 4 个基因的突变体

(atgΔ) 在体外没有对新生隐球菌的毒力因子产生明显

的影响, 但它们在小鼠新生隐球菌感染模型中对新生

隐球菌的毒力都有贡献[37]。

Zhao等[38]构建了22株ATG缺陷菌株, 研究其在新

生隐球菌毒力、致病机制、自噬通量、应激反应和耐饥

性等方面的作用。结果表明, 新生隐球菌的自噬通量

取决于 Atg11、Atg1-Atg13 复合物、Atg5-Atg12-Atg16

复合物和Atg2-Atg18复合物, 在 37 ℃时新生隐球菌的

生长和漆酶产量会受到Atg6和Atg14-03 (Atg14的同

源蛋白, CNAG_03608) 影响。另外, atg2∆ (ATG2基因

缺失突变体)和 atg6∆ (ATG6基因缺失突变体) 菌株会

对过氧化氢引起的氧化胁迫敏感。并且, 约有一半的

atg∆菌株对 1.5 mol·L-1 NaCl表现出较高的敏感性, 而

在梅隆氏菌 (Galleria mellonella) 模型中的毒力明显低

于野生型。上述研究证明, 新生隐球菌的自噬和其毒

力之间关系密切, 自噬相关基因的缺失会增加真菌对

应激反应的敏感性, 通过干扰应激反应通路、抑制真菌

细胞的自噬而减弱其毒力。自噬在真菌病原体的感染

过程中是一个与毒力相关的生存机制, 对真菌病原体

自噬进行分子层面的解析可能为抗真菌药物的研究找

到新的途径。

Atg10是Atg12-Atg5结合所需的一种重要而特异

的泛素结合酶 (E2)[39], 它在酿酒酵母自噬体的形成过

程中是不可或缺的, 目前还未在新生隐球菌中检测到

酿酒酵母Atg10的同源物。虽然已有报道在新生隐球

菌发现了Atg10类似物, 但它与已知的Atg10同源物的

相似性极低[38]。Atg17、19、21、23、29和 31的直系同源

基因在新生隐球菌中也未发现, 推测可能是因为新生

隐球菌的相关蛋白相似性很低, 或者没有这些蛋白。

与酿酒酵母相比, 这些ATG基因对新生隐球菌的碳氮

饥饿耐受性有不同的贡献。值得注意的是, 在新生隐

球菌中发现了哺乳动物 Atg101 (CNAG_07646) 的同

源蛋白, 这是酿酒酵母和高等真核生物之间的主要区

别之一。酿酒酵母中的Atg29和Atg31在哺乳动物中

已被Atg101取代[40,41], 这表明新生隐球菌更接近哺乳

动物, 而不是酿酒酵母。新生隐球菌作为一种人类病

原体, 发现其与哺乳动物Atg101的同源性具有重要的

意义。

6 自噬的检测策略

目前已有多个通过调节自噬达到治疗目的的候选

药物进入临床试验。自噬作为抗真菌药物研发的潜在

靶点, 其重要性日益凸显, 研究人员正在努力筛选作用

于自噬过程的新型抗真菌药物。为了确定这些药物是

否确实影响了自噬, 以及自噬过程中的哪些步骤受到

了影响, 需要选择适当的方法对自噬进行检测, 下面将

介绍几种主要的自噬检测方法。

6.1 透射电子显微镜 早在 20世纪 50年代, 研究人

员通过透射电子显微镜 (transmission electron micros‐

copy, TEM) 观察到了溶酶体引起的细胞质区域的局

灶性降解[42], 这是首次检测到自噬, 这一现象仍然是自

噬过程发生的标志。后来的分析表明, 局灶性降解现

象始于一种特殊的双膜结构 (现称为吞噬体) 对部分

细胞质的隔离, 该结构成熟后形成自噬体, 其边界仍然

是双膜, 随后自噬体与溶酶体融合形成自噬溶酶体, 并

对被吞噬的物质进行降解。

TEM在自噬研究中十分重要, 此类方法有以下几

大特点: 首先, TEM是目前唯一一种可在纳米分辨率

下揭示自噬结构形态的工具, 能够准确识别并清晰地

显示这些结构在其自然状态下的位置; 其次, 如果遵循

适当的采样规则, 可进行定量研究; 从自噬体到自噬溶

酶体的形成是一个动态、连续的过程, TEM可以用于

监测自噬过程中的形态变化; 此外, 该方法可以用来分

析自噬诱导或缺陷菌株中的空泡化和自噬体的存在,

并且还可以用来监测选择性自噬和非选择性自噬。但
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这种方法也存在一些弊端, 例如操作极其繁琐, 很难用

来评估不同类型细胞中的自噬活性。

6.2 自噬体标记蛋白 Atg8/LC3 的检测和定量分析

微管蛋白1轻链3 (Atg8/LC3) 是一种泛素样蛋白, 其作

为自噬体膜上的标记蛋白, 是检测自噬最常用的自噬

相关蛋白, 在真菌细胞中常称之为Atg8。在酵母和其他

几种生物中, Atg8通常与磷脂酰乙醇胺 (phosphatidyl

ethanolamine, PE) 结合形成Atg8-PE, 特定情况下, 也可

以与磷脂酰丝氨酸结合[43]。在哺乳动物细胞中, Atg8的

同源物分为两个蛋白亚家族: 微管蛋白 1轻链 3 (LC3)

和GABAA受体结合蛋白 (GABARAP)[44]。这两个蛋

白亚家族均有两种存在形式: 非脂化和脂化形式, 分别

称为 LC3-I和 LC3-II及 GABARAP和 GABARAP-PE。

LC3蛋白参与了吞噬泡的形成, GABARAP亚家族参

与了自噬体的形成[45]。LC3蛋白合成后在其C端即被

具有蛋白内切酶活性的Atg4剪切生成LC3-I, LC3-I散

在分布于细胞浆内。在自噬体形成过程中, LC3-I和

PE偶联形成自噬体的结构蛋白LC3-II, 并定位于自噬

体内膜和外膜[46]。Atg蛋白定位于自噬膜上后, 通常

仅在自噬过程中的某一阶段发挥作用, 而LC3-II则能

始终稳定地保留在自噬体膜上, 直到与液泡/溶酶体融

合。因此 LC3-II 可被用来作为自噬体的标志物 , 且

LC3-II的水平在某种程度上反映了自噬体的数量, 通

过蛋白质免疫印迹法 (Western blot) 可以对两种类型

不同大小的蛋白进行检测。

虽然 Atg8/LC3是自噬检测手段中使用最为广泛

的一种标记蛋白, 但要注意的一点是, 哺乳动物的LC3

存在不同亚型, 必须考虑其亲和力和特异性。除了自

噬体外 , 在一些非自噬体膜上也发现了 LC3-II, 故

LC3-II水平并不能量化实际的自噬活性。研究者要意

识到Atg8/LC3的稳态水平和自噬通量之间的区别, 目

前还没有任何证据表明 LC3-II (或自噬体) 的增加能

代表自噬通量的增加。因此, 在进行自噬通量分析时,

应当结合其他方法来分析自噬的变化。

6.3 应用苯甲基磺酰氟检测自噬 苯甲基磺酰氟

(phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF) 是一种液泡蛋

白酶抑制剂, 可以防止液泡内自噬体的降解, 可用于观

察液泡内自噬体的存在[47]。液泡中自噬体的积累可以

被认为是自噬的一个标志, 但液泡内自噬体降解发生

得相对较快, 因此必须使用 PMSF来观察自噬体。在

饥饿条件下, 用液泡蛋白酶抑制剂 PMSF处理酿酒酵

母 (BJ926、BJ2407和BJ3505等细胞) 野生型菌株和突

变型菌株 (缺乏液泡蛋白酶A、B及羧肽酶Y) 的培养

液, 所有野生型菌株均观察到液泡化现象, 但突变体菌

株在其液泡内没有表现出自噬体的积累[48]。

6.4 利 用 荧 光 探 针 检 测 自 噬 单 丹 磺 酰 尸 胺

(monodansylcadaverine, MDC) 是一种嗜酸性自体荧光

染料, 在荧光或共聚焦激光扫描显微镜下检测的激发/

发射波长为 355/512 nm, 能对酸性的溶酶体进行特异

性标记染色, 常被用作指示剂来检测哺乳动物细胞和

真菌细胞中自噬晚期阶段[49,50]。在真菌自噬检测实验

中, 自噬诱导突变体在 PMSF处理后的空泡中有MDC

的积累, 而自噬缺陷突变体则没有MDC的积累[51]。

自噬过程在细胞内是随时间不断变化的, 仅凭观

察到的自噬体出现无法说明自噬活性的改变, 要想准

确反映这种变化必须实现体内自噬活性的实时监测。

Liu等[52]报道了一种新型近红外荧光探针分子 HQO,

它是一种 pH敏感探针, 在不同 pH条件下具有不同的

荧光性质: HQO碱性形式 (酮结构) 在可见光区域表现

出吸收 (λmax = 475和 515 nm), 而酸性形式 (烯醇结构,

HQOH+) 在近红外区域表现出吸收 (λmax = 710 nm)。

HQO在生理 pH条件下, 会选择性地聚集在线粒体中,

激发/发射波长为530/650 nm。当受损的线粒体与溶酶

体融合形成自噬溶酶体时, 自噬溶酶体作为一种酸性细

胞器, 随着 pH的降低, 可使HQO向质子化的HQOH+

形式转化, 导致其波长红移到 710/750 nm。由于HQO

和HQOH+在低极性环境 (如胶束中) 表现出不同的吸

收和发射, 它们可以同时探测活细胞中的线粒体和自

噬溶酶体, 因此可以用于监测活细胞中的线粒体自噬

水平。

6.5 通过流式和多光谱成像细胞术进行中高通量自

噬分析 将荧光显微镜与新型自噬探针相结合虽然可

以实现对自噬的单细胞分析, 但实现自动化的中、高通

量分析仍具有一定的挑战性。目前, 研究人员已经建

立了多种新方法, 例如快速监测自噬的流式商业试剂

盒的出现及多光谱成像技术的优化, 使得利用流式细

胞技术来确定自噬通量成为可能 , 并且在具有异质

LC3 的细胞或微生物感染等非正常生理条件的情况

下, 也可以准确地定量分析自噬通量[53,54]。EGFP-LC3

是自噬降解的底物, EGFP-LC3的总荧光强度可以用

来指示活细胞中的自噬水平。当诱导自噬时, 细胞总

荧光的变化情况可以精确地量化[55]。

使用流式和多光谱成像细胞技术进行中、高通量

的自噬分析, 不仅可以分析更多数量细胞的自噬通量,

并且可以进行表面标记的检测, 提供更稳定的数据。

然而, 该方法也存在一定的缺点, 流式细胞技术仅测量

GFP-LC3总水平的变化, 而GFP-LC3总水平会伴随转

录、翻译或 pH值的改变而发生变化。因此, 在没有足

够的细胞通透性的情况下, 这种方法不能准确地评估

自噬体的定位或脂化LC3-II的产生。
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6.6 通过测量真菌菌丝强度检测自噬 菌丝是真菌

细胞的一种重要毒力因子, 菌丝强度对真菌细胞的生

物学行为具有重要意义。据Kim等[56]报道, 雷帕霉素

诱导的自噬在即使有充足外源性碳源的情况下, 也会

引起细胞壁成分的降解, 由于细胞壁强度的降低, 真菌

菌丝会发生一系列变化, 包括膨胀性和均匀性的丧失、

菌丝抗张强度的降低以及菌丝形态明显的破坏[57]。因

此, 雷帕霉素诱导的自噬效应能够降低菌丝强度。

Quintanilla 等[58]开发了一种快速、高效的新方法

来表征菌丝强度的大小 , 该研究通过对比构巢曲霉

(Aspergillus nidulans, 野生型) 和构巢曲霉突变体

(Anatg8∆, 缺失自噬核心基因 ATG8) 在经雷帕霉素诱

导和空白对照两种条件下的菌丝强度, 结果发现在对

照条件下, 突变菌株的菌丝强度比野生型的菌丝强度

弱; 在雷帕霉素诱导的条件下, 突变菌株的菌丝强度与

亲本菌株的菌丝强度相比也明显变弱。结果表明, 真

菌菌丝强度与自噬之间存在一定的联系, 构巢曲霉突

变体中自噬核心基因 ATG8 缺失导致自噬受到抑制 ,

菌丝强度相应减弱。因此, 测量真菌菌丝强度的大小

可作为检测真菌细胞自噬水平的一种有效手段。

7 真菌自噬药靶的研究

目前, 国内外关于自噬药靶的研究多集中在肿瘤细

胞自噬现象。大量的临床前研究证明, 抑制自噬可以改

善癌症的治疗效果, 在特定癌基因驱动的动物肿瘤模型

中, 肿瘤在使用自噬抑制剂的情况下会逐渐消退。氯

喹 (chloroquine, CQ) 和羟基氯喹 (hydroxychloroquine,

HCQ) 是美国食品和药物管理局 (FDA) 最初批准的 4-

氨基喹啉类抗疟药物, 主要用于治疗疟疾、类风湿性关

节炎和系统性红斑狼疮等疾病。此外, 氯喹和羟基氯喹

可以使溶酶体脱酸, 阻止自噬体与溶酶体的融合, 从而

抑制自噬[59], 因此它们还作为自噬抑制剂被广泛用于

癌症临床试验研究。Vps34-IN-1 (抑制Vps34)、Mdivi-1

(抑制线粒体自噬) 和 NSC185058 (抑制 ATG4B) 等自

噬抑制剂正处于临床前研究, 基于自噬相关靶点进行

抗肿瘤药物研发是一种很有前途的新策略。

目前, 国内外对于病原真菌细胞自噬的研究处于

起步阶段, 并且尚未有真菌中自噬药靶的相关研究报

道。虽然, 酿酒酵母中的自噬相关蛋白Atg在病原真

菌中大多存在同源蛋白, 但是, 目前还未发现针对Atg

蛋白的特异性抑制剂。在研究人员对真菌自噬调控机

制和自噬相关基因、自噬相关蛋白具有一定了解的基

础上, 如果设计一种能够选择性作用于真菌自噬某个

环节的荧光探针, 既能调控真菌细胞自噬又能监测活

细胞内的自噬水平, 或将发现一种以自噬为靶点的新

型抗真菌荧光探针。

Benhamou等[60]报道了两种基于唑类抗真菌药物

的荧光探针的设计、合成和表征, 并评价了它们在唑类

抗真菌药物研究中的适用性。尽管唑类抗真菌药物已

在临床广泛应用, 但关于其在真菌细胞内摄取和定位

的基本问题仍未得到解答。目前, 已知氟康唑、酮康唑

和伊曲康唑等唑类抗真菌药物都含有两个保守核心结

构: 一个间二卤化苯环和一个三唑或咪唑环, 文献[60]报

道的这两种唑类荧光探针则是将荧光染料片段丹磺酰

染料和Cyanine5 (Cy5) 染料与唑类保守核心结构连接

合成得到的。这两种唑类荧光探针均能够定位到白色

念珠菌 SC5314细胞的线粒体且均保持了一定的抗真

菌活性。此外, Liu等[52]发现了能够监测活细胞线粒体

自噬的新型近红外荧光探针HQO, 以上研究结果为真

菌自噬药靶的研究提供了新的思路。以自噬相关蛋白

Atg作为全新的潜在药物研发靶点, 设计并合成能够

选择性定位到真菌细胞并调控自噬、动态监测真菌细

胞自噬的全新分子探针, 对于抗真菌药物的研究将具

有深远的意义。

8 总结和展望

细胞通过自噬的精确调控, 可维持内环境的稳态,

从而免受外界应激及不利因素的损伤。自噬在真菌感

染的发生、发展和治疗过程中的作用是非常复杂的, 既

可能是抑制真菌生长的机制, 也可能是真菌细胞存活

的机制; 既可能提高抗真菌药物的疗效, 也可能以相反

的作用方式使真菌细胞产生耐药性及放疗抵抗效应,

影响抗真菌药物对真菌感染的治疗效果。因此, 监测

自噬在细胞中的发生过程是非常重要。自噬是一个动

态的、连续的过程, 不是单一的、静态的, 应结合自噬发

生时细胞所处的环境状态去选择合适的检测方法, 对

自噬进行实时监测。

目前, 自噬过程已经得到初步阐明, 自噬检测手段

也在不断发展, 但基于自噬进行抗真菌药物的研发仍

存在很大的挑战, 其关键在于如何精准调控病原真菌

在不同阶段的自噬。研究人员正利用代谢组学和蛋白

质组学的方法来研究自噬途径和代谢产物, 希望发现

新的途径或新的代谢产物, 这将有助于阐明自噬在病

原真菌中的过程和功能, 将为研发以自噬为靶点的抗

真菌候选药物奠定基础。
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