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白藜芦醇介导ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路调控线粒体自噬缓解小鼠精原细
胞氧化应激损伤和凋亡
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摘要：目的　观察白藜芦醇（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，ＲＥＳ）是否通过腺苷酸活化蛋白激酶／哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ａｍｐａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅ／ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ）信号通路调控线粒体自噬缓解小鼠精原细胞（Ｇｃ１ｓｐｇ）氧化应激损伤。
方法　设置空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、过氧化氢组（Ｈ２Ｏ２）、Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组、Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ＋ＡＭＰＫ抑制剂（ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ，ＣＣ）组，各组
给予相应处理后。ＣＣＫ８检测细胞活力，试剂盒检测过氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）、谷胱甘肽过氧化物（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰＸ）、乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）和三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＧＳＨＰＸ、ＬＤＨ和ＡＴＰ水平，ＪＣ１检测线粒体膜电位，ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎＦＭ检测活细胞线粒体
形态，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色检测细胞核凋亡率，透射电镜观察细胞超微结构及线粒体自噬变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡蛋白Ｂｃｌ２
关联Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、Ｂ细胞淋巴瘤２蛋白（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂｃｌ２）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白
酶３（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ３），自噬蛋白微管相关蛋白轻链３（ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）、Ｐ６２，通路相关蛋白
ＡＭＰＫ、ｐＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ表达水平。结果　Ｈ２Ｏ２促进Ｇｃ１ｓｐｇ细胞氧化应激损伤，激活ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路和线粒
体自噬，提高ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ和ＬＣ３表达并降低ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ和Ｐ６２表达；ＲＥＳ能缓解Ｇｃ１ｓｐｇ细胞氧化应激损伤，进一步提
高ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ和ＬＣ３表达，降低ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ和Ｐ６２表达，促进Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒体自噬；ＡＭＰＫ抑制剂能逆转ＲＥＳ对
Ｇｃ１ｓｐｇ细胞氧化应激损伤的保护作用，抑制ＳＯＤ和ＧＳＨＰＸ活性并增加ＭＤＡ和ＬＤＨ水平，降低细胞线粒体膜电位，增加线粒
体损伤，破坏细胞核，增加 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｐ６２表达水平并降低 Ｂｃｌ２和 ＬＣ３表达水平，增加细胞凋亡率，降低线粒体自噬。
结论　ＲＥＳ可能通过ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路促进Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒体自噬缓解线粒体氧化应激损伤和细胞凋亡。
关键词：白藜芦醇；过氧化氢；小鼠精原细胞；腺苷酸活化蛋白激酶；哺乳动物雷帕霉素靶蛋白；线粒体自噬；凋亡
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　　随着社会发展，生活压力大及外界不利环境等
因素的出现，男性不育发病率逐年上升，给患者及家

庭造成极大心理和生活困扰。据统计，由男性因素

造成夫妇双方不育的占２０％，而由男女共同因素造
成的占３０％［１］，由此可见，男性不育症在全球呈高

发趋势。精子活力是衡量精子质量的重要标志，因

此，提高精子细胞活力并改善精子质量是治疗男性

不育的关键。精原细胞是精子的前体细胞，通过有

丝分裂增殖分化形成前精母细胞，精母细胞进一步

减数分裂形成圆形精子细胞，圆形精子细胞向成体

精子细胞转化后释放进入附睾储存［２］。由于精原

细胞在精子形成中存在重要作用，因此，提高精原细

胞活力、保护精原细胞免受损伤是形成良好精子的

第一步，对治疗男性不育意义重大。

氧化应激（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，ＯＳ）是过多活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）堆积的结果，线粒体
作为生殖细胞中一种重要的细胞器，也是 ＯＳ反应
的首要攻击目标。生殖细胞中线粒体损伤导致其结

构和功能异常，影响生育率［３］。在ＲＯＳ等因素的刺
激下，损伤的线粒体被特异性包裹进自噬体并与溶

酶体融合，从而完成损伤线粒体的降解称为线粒体

自噬［４］。白藜芦醇（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，ＲＥＳ）作为一种多酚
类化合物，具有显著抗炎、抗氧化、抗凋亡及改善微

循环等作用［５６］。研究表明，ＲＥＳ可激活腺苷酸活
化蛋白激酶（ａｍｐａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）而
影响哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）活性，调控线粒体自噬［７９］，在 ＯＳ
导致的生殖细胞损伤中可能存在一定的保护作

用。目前，ＲＥＳ的保护作用已在多数体内外实验
中得到验证，但在男性生殖细胞中研究较少，且作

用机制尚不明确。本研究采用小鼠精原细胞系

（Ｇｃ１ｓｐｇ）作为研究对象，通过体外细胞实验，探
索 ＲＥＳ对过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）损伤后小鼠 Ｇｃ１ｓｐｇ
的保护作用以及调控 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒体自噬的
作用机制，为临床治疗生殖细胞 ＯＳ损伤和线粒体

自噬相关疾病提供理论依据。

１　材料与方法
１１　材料

小鼠 Ｇｃ１ｓｐｇ原代细胞株（货号：ＣＭ００７４）、
ＤＭＥＭ（货号：Ｌ１１０ＫＪ）（上海语纯和源培生物科技
有限公司）；体积分数１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅ
ｒｕｍ，ＦＢＳ，货号：ＦＢＳ５００Ｓ，ＡｕｓＧｅｎｅＸ公司）；ＲＥＳ
（纯度＞９８％，用二甲基亚砜溶解配成１ｍｇ·ｍＬ－１

母液，过滤后备用，使用前用完全高糖培养基稀释到

所需浓度）（陕西嘉果肽生物工程有限公司），体积

分数３％ Ｈ２Ｏ２（上海信裕生物科技有限公司）；Ｄｏｒ
ｓｏｍｏｒｐｈｉｎ（ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ，ＣＣ，货号：ＨＹ１３４１８Ａ，美国
ＭＣＥ生物科技公司）；ＣＣＫ８细胞活性检测试剂盒
（货号：Ｃ００３７）、ＡＴＰ检测试剂盒（货号：Ｓ００２６）、线
粒体膜电位（ＪＣ１，货号：Ｃ２００６）检测试剂盒、Ｈｏ
ｅｃｈｓｔ３３３４２染色试剂盒（货号：Ｃ１０２６）（上海碧云天
生物技术有限公司）；ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＧｒｅｅｎＦＭ线粒
体绿色荧光探针试剂盒（货号：９０７４Ｓ）、一抗兔抗
ＬＣ３（货号：１２７４１Ｔ）（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司）；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ，货号：Ａ００１１２）、丙
二醛（ＭＤＡ，货号：Ａ００３１２）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ，货
号：Ａ０２０２）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰＸ，货号：
Ａ００５）测定试剂盒（南京建成生物工程研究所）；
０２５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ消化液（货号：Ｔ１３００）、１％
青链霉素（货号：Ｐ１４００）、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒
（货号：ＰＣ００２０）、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒（货
号：Ｐ１２００）、蛋白酶磷酸酶抑制剂（货号：Ｐ１２６１）、
５％ ＢＳＡ封闭液（货号：ＳＷ３０１５）（北京索莱宝生物
科技有限公司）；一抗兔抗 Ｂｃｌ２（货号：Ａ０００４０１）、
Ｂａｘ（货号：Ａ００１８３）、Ｃａｓｐａｓｅ３（货号：ＰＢ９１８８）多克
隆抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（货号：
ＢＡ１００５）（博士德生物工程有限公司）；内参 βｔｕｂｕ
ｌｉｎ（货号：Ａ０１８５７１）、βａｃｔｉｎ（货号：ＢＡ２３０５）和脱脂
牛奶（货号：ＧＣ３１０００１）（武汉塞维尔生物有限公
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司）；一抗兔抗 ＡＭＰＫ（货号：ＡＦ６４２３）、ｐＡＭＰＫ（货
号：ＡＦ３４２３）、ｍＴＯＲ（货号：ＡＦ６３０８）、ｐｍＴＯＲ（货
号：ＡＦ３３０８）、Ｐ６２（货号：ＡＦ５３８４）、内参 ＶＤＡＣ１（货
号：ＤＦ６１４０）多克隆抗体均（Ａｆｆｉｎｉｔｙ生物有限公
司）；电镜固定液（货号：Ｇ１１０２）（武汉谷歌生物）。
１２　仪器

ＣＯ２细胞培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；超净工作
台（江苏苏州净化设备公司）；细胞计数器（上海艾

力特生物科技公司）；荧光倒置相差显微镜（Ⅸ３
ＳＶＲ，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ）；免疫印迹分析仪（美国 Ｂｉｏ
Ｒａｄ公司，１７０３９３０）；全波长多功能微孔板分析系统
ｉｎｆｉｎｉｔｅ２００ｐｒｏ（瑞士ｔｅｃａｎ公司）；超薄切片机（德国
Ｌｅｉｃａ公司，ＬｅｉｃａＵＣ７）；钻石切片刀（瑞士 Ｄａｉｔｏｍｅ
公司，Ｕｌｔｒａ４５°）；透射电子显微镜（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公
司，ＨＴ７７００）。
１３　方法
１３１　细胞培养　Ｇｃ１ｓｐｇ细胞培养在含体积分
数１０％胎牛血清（血红蛋白含量 ＜２０ｍｇ·１００
ｍＬ－１；内毒素含量 ＜５ＥＵ·ｍＬ－１；总蛋白 ３０～５０
ｇ·Ｌ－１；免疫球蛋白Ｇ＜２５０μｇ·ｍＬ－１；无微生物存
在）和质量分数 １％青链霉素（青霉素的含量为
１０ｋｕ·ｍＬ－１，链霉素的含量为１０ｍｇ·ｍＬ－１）溶液
的高糖ＤＭＥＭ完全培养基中，并置于３７℃、５％二
氧化碳的培养箱中常规培养、传代。

１３２　实验分组　试验时将细胞分为４组，空白对
照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、Ｈ２Ｏ２组、Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组、Ｈ２Ｏ２＋
ＲＥＳ＋ＣＣ（ＡＭＰＫ抑制剂）组。Ｈ２Ｏ２组加入浓度为
８００μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｈ２Ｏ２（前期课题组确定的最佳
Ｈ２Ｏ２造模浓度）处理６ｈ，Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组先加入浓度
为１５μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＲＥＳ（前期课题组确定的最佳
ＲＥＳ保护浓度）预处理２４ｈ，再加入 Ｈ２Ｏ２处理６ｈ，
Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ＋ＣＣ（ＡＭＰＫ抑制剂）组加入对细胞活
力没有明显影响的浓度为１０μｍｏｌ·Ｌ－１的ＣＣ提前
预处理１ｈ，再加 ＲＥＳ处理２４ｈ，最后加 Ｈ２Ｏ２处理
６ｈ。关于具体Ｈ２Ｏ２和 ＲＥＳ浓度筛选试验参考课题
组前期试验结果［１０］。

１３３　细胞活力检测　取对数生长期的 Ｇｃ１ｓｐｇ
细胞，质量分数０２５％胰酶消化２ｍｉｎ，培养基终止
消化后反复吹打，制成细胞悬液，使细胞数达 ５×
１０３，将细胞均匀接种于９６孔板，每孔１００μＬ，细胞
周边的孔加ＰＢＳ，待细胞贴壁后按照实验设计处理细
胞，每组３个复孔，置于３７℃ ５％二氧化碳培养箱培
养２４ｈ后弃液，加入８００μｍｏｌ·Ｌ－１的Ｈ２Ｏ２继续培养
６ｈ后弃液，所有组均加入含有体积分数１０％ ＣＣＫ８

的完全培养基１００μＬ，继续孵育３０～６０ｍｉｎ，酶标仪
检测４５０ｎｍ波长处细胞活力见公式１。空白组只加
ＣＣＫ８的完全培养基，对照组为培养基和细胞，实验
组给予相应处理。

细胞活力（％）＝（ＯＤ实验组 －ＯＤ空白组）／（ＯＤ对照组 －
ＯＤ空白组）×１００％ 公式（１）
１３４　细胞氧化应激指标测定　取对数生长期的
Ｇｃ１ｓｐｇ细胞，制成细胞悬液，使细胞数达２×１０５，
将细胞均匀接种于６孔板，每孔２ｍＬ，待细胞贴壁
后各组同“１３２”方法处理，后弃液，冰冷 ＰＢＳ洗涤
３次，细胞刮收集细胞不少于每毫升 １×１０６个，
１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清，加入１ｍＬ预冷
的ＰＢＳ匀浆器匀浆，按照试剂盒测定 ＳＯＤ、ＭＤＡ、
ＧＳＨＰＸ、ＬＤＨ水平并计算。
１３５　细胞ＡＴＰ测定　前期试验处理同“１３４”，
细胞处理完成后弃液，冰冷ＰＢＳ洗涤３次，６孔板每
孔加入 ２００μＬＡＴＰ裂解液，冰上充分裂解细胞，
４℃ １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上清，按照试剂
盒检测ＡＴＰ水平并计算。
１３６　 细胞线粒体测定　前期试验处理同
“１３４”，根据样本按照 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＧｒｅｅｎＦＭ
试剂盒配制染色工作液，配好后放入３７℃温箱预温
备用，后弃液，ＰＢＳ洗涤３次，加入配好的 ＭｉｔｏＭｉｔｏ
ＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎＦＭ染色工作液１ｍＬ，细胞培养箱
孵育３０ｍｉｎ，结束后弃去工作液，加入预温的完全培
养基１ｍＬ，荧光显微镜下观察并拍照，ＩｍａｇｅＪ软件
进行荧光定量并分析。

１３７　细胞线粒体膜电位（ＪＣ１）测定　前期试验
处理同“１３４”，根据样本按照 ＪＣ１试剂盒配制染
色工作液和缓冲液，配好的缓冲液放于－２０℃冰箱
备用，后弃液，ＰＢＳ洗涤３次，加入配好的 ＪＣ１染色
工作液和完全培养基各１ｍＬ，充分混匀，细胞培养
箱孵育３０ｍｉｎ，结束后弃去培养液，ＪＣ１染色缓冲
液（１×）洗涤１次，加入２ｍＬＰＢＳ，荧光显微镜下观
察并拍照，ＩｍａｇｅＪ软件进行荧光定量并计算红／绿
荧光比值。

１３８　 细胞凋亡率检测　前期试验处理同
“１３４”，后弃液，ＰＢＳ洗涤 ３次，加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２染色工作液１ｍＬ，细胞培养箱孵育３０ｍｉｎ，结
束后弃去工作液，ＰＢＳ洗涤３次，荧光显微镜下观察
并拍照，手动计数（不少于１×１０３个细胞），按公式２
计算细胞凋亡率：

凋亡率（％）＝（凋亡细胞数／总细胞数）×
１００％ 公式（２）
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１３９　透射电镜检测细胞线粒体损伤及自噬情况
　前期试验处理同“１３４”，细胞收集后，固定液
（体积分数２５％的戊二醛）固定后离心弃上清，体
积分数１％琼脂糖包裹，０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液
（ＰＢ，ｐＨ７４）漂洗３次，每次１５ｍｉｎ，然后质量分数
２％锇酸中固定２ｈ，丙酮梯度脱水后，丙酮８１２包
埋剂＝２∶１渗透过夜，纯８１２包埋剂５～８ｈ，３７℃烤
箱过夜，６０℃烤箱聚合４８ｈ，超薄切片机切片６０～
８０ｎｍ超薄切片，质量分数２％醋酸铀饱和酒精溶液
和枸橼酸铅各染色１５ｍｉｎ，切片室温干燥过夜，最后
在透射电镜下拍照分析。

１３１０　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡、线粒体自噬及
ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ通路蛋白表达　前期试验处理同
“１３４”，后弃液，冰冷ＰＢＳ洗３次，吸水纸吸干残余
ＰＢＳ，加入配好的蛋白裂解液（ＲＩＰＡ裂解液蛋白酶／
蛋白酶磷酸酶抑制剂＝１００∶１）冰上裂解４０ｍｉｎ，４℃
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１１０ｍｉｎ，取上清，按照ＢＣＡ蛋白浓度
检测试剂盒提取总蛋白，按照线细胞总蛋白和粒体总

蛋白提取试剂盒提取总细胞蛋白和线粒体蛋白，计算

上样量，按照样本总体积加入４×蛋白上样缓冲液
（样本总体积／４），１００℃ 沸水煮样１５ｍｉｎ，－８０℃冰
箱备用。按照目标蛋白相对分子质量制胶，加样（按

之前算好的上样量），经过 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，免疫印
迹转膜，牛奶封闭，洗膜，一抗孵育（１∶１０００），洗
膜，二抗孵育（１∶５０００），洗膜，化学发光成像，
ＩｍａｇｅＪ软 件 分 析 各 组 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、
ＡＭＰＫ、ｐＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ蛋白和Ｐ６２、ＬＣ３
线粒体蛋白相对表达量，βｔｕｂｕｌｉｎ为细胞内参蛋
白，电压依赖性阴离子通道蛋白 １（ＶＤＡＣ１）为线
粒体内参蛋白。

１４　统计学方法
数据处理采用 ＳＰＳＳ２１和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８

统计软件，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，比较采用单因素方差分析，进一步两两比较

用 ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
所有实验至少重复３次。

２　结　果
２１　ＡＭＰＫ抑制剂对 ＲＥＳ在 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞活力
和 ＡＴＰ中的影响

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ２Ｏ２组细胞活力和 ＡＴＰ
明显降低，经 ＲＥＳ预处理后细胞活力和 ＡＴＰ部
分恢复，与 Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比较，ＡＭＰＫ抑制剂组
细胞活力和 ＡＴＰ降低，这说明 ＲＥＳ可能通过该
信号通路发挥细胞保护作用。见图１。

Ａ－不同组细胞活力；Ｂ－不同组细胞 ＡＴＰ水平；与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，
１）Ｐ＜００５；与 Ｈ２Ｏ２组 比 较，２）Ｐ＜００５；与 Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组 比 较，
３）Ｐ＜００５。

Ａ－ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ；Ｂ－ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＡＴＰｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓ；１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２＋ＲＥＳｇｒｏｕｐ．

图１　腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）抑制剂对白藜芦醇
（ＲＥＳ）在小鼠精原细胞（Ｇｃ１ｓｐｇ）细胞活力和三磷酸腺
苷（ＡＴＰ）中的影响．ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＡＭＰＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆＲＥＳ
ｉｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄＡＴＰｏｆＧｃ１ｓｐｇｃｅｌｌｓｎ＝３，ｘ±ｓ

２２　ＡＭＰＫ抑制剂对 ＲＥＳ在 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞氧化
应激损伤中的影响

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ２Ｏ２组 ＧＳＨＰＸ、ＳＯＤ水
平降低，ＭＤＡ、ＬＤＨ水平升高，经 ＲＥＳ预处理后
ＧＳＨＰＸ、ＳＯＤ水平升高，ＭＤＡ、ＬＤＨ水平降低，与
Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比较，ＡＭＰＫ抑制剂组脂质过氧化
物增多，抗氧化酶活性降低。这说明 ＲＥＳ通过该
信号通路发挥对 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞 ＯＳ损伤后的保护
作用。见表１。

表１　ＡＭＰＫ抑制剂对 ＲＥＳ在 Ｇｃ１ｓｐｇ中氧化应激指标影响．ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ．ｎ＝３，ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　　 ＧＳＨＰＸ／Ｕ·ｍｇ－１ ＳＯＤ／Ｕ·ｍｇ－１ ＭＤＡ／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１ ＬＤＨ／Ｕ·Ｌ－１

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９２７７±２５４ ８０６９±２４１ １５９±０５３ ４５２７±０８０
Ｈ２Ｏ２ １６８３±１４９１） ３９４７±２０５１） ７８９±０６０１） ８９９７±１２４１）

Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ １１４２６±４９２２） ８０７５±０９４２） ２８５±０５４２） ６１４０±１０１２）

Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ＋ＣＣ ８４０９±１４８０３） ４１３１±１４９３） ５８８±０５７３） ８７１６±０３１３）

注：与空白对照组比较，１）Ｐ＜００５；与 Ｈ２Ｏ２组比较，２）Ｐ＜００５；与 Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比较，３）Ｐ＜００５。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２＋ＲＥＳｇｒｏｕｐ．
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２３　ＡＭＰＫ抑制剂对 ＲＥＳ在 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒
体损伤中的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ２Ｏ２组线粒体严重损伤，荧光
染色弱，经ＲＥＳ预处理后线粒体损伤较轻，荧光染色

着色强，与Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比较，ＡＭＰＫ抑制剂组线粒
体荧光强度减弱，线粒体数也相对减少。这与 ＡＴＰ
结果一致，说明ＲＥＳ通过该信号通路发挥对Ｇｃ１ｓｐｇ
细胞线粒体损伤的保护作用。见图２。

Ａ－不同组细胞线粒体染色结果（２０×）；Ｂ－不同组细胞线粒体荧光强度；与空白对照组比较，１）Ｐ＜００５；与 Ｈ２Ｏ２组比较，２）Ｐ＜００５；与 Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比较，
３）Ｐ＜００５。

Ａ－ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ；１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２＋ＲＥＳｇｒｏｕｐ．

图２　ＡＭＰＫ抑制剂对ＲＥＳ在Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒体损伤中的影响．ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＡＭＰＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆＲＥＳｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎｉｎｊｕｒｅｏｆＧｃ１ｓｐｇｃｅｌｌｓｎ＝３，ｘ±ｓ

２４　ＡＭＰＫ抑制剂对 ＲＥＳ在 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒体
膜电位损伤中的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ２Ｏ２组细胞的 ＪＣ１不能聚
集在线粒体基质中，表现为 ＪＣ１单体（绿色荧光）、
红／绿荧光比值降低，提示线粒体膜电位明显降低，

标志着Ｇｃ１ｓｐｇ细胞发生早期凋亡，经 ＲＥＳ预处理
后线粒体膜电位部分恢复，红／绿荧光比值升高，与
Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比较，ＡＭＰＫ抑制剂组细胞线粒体膜
电位降低。这与上述结果一致，说明 ＲＥＳ通过该信
号通路保护Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒体损伤。见图３。

Ａ－不同组细胞ＪＣ１染色结果（１０×）；Ｂ－不同组细胞红／绿荧光强度比率；与空白对照组比较，１）Ｐ＜００５；与 Ｈ２Ｏ２组比较，２）Ｐ＜００５；与 Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比较，
３）Ｐ＜００５。

Ａ－ＪＣ１ｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｒｅｄ／ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｒａｔｉｏｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ；１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２＋ＲＥＳｇｒｏｕｐ．

图３　ＡＭＰＫ抑制剂对ＲＥＳ在Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒体膜电位损伤中的影响．ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＡＭＰＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆＲＥＳｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎｉｎｊｕｒｅｏｆＧｃ１ｓｐｇｃｅｌｌｓｎ＝３，ｘ±ｓ
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２５　ＡＭＰＫ抑制剂对 ＲＥＳ在 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞凋亡中
的影响

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ２Ｏ２组大量细胞核皱缩、碎
裂，染色程度明显增强（图４中黄色箭头处），表明

细胞凋亡严重，经 ＲＥＳ预处理后，细胞凋亡指数降
低，与Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比较，ＡＭＰＫ抑制剂组细胞凋
亡指数增加，这说明ＲＥＳ通过该信号通路缓解Ｇｃ１
ｓｐｇ细胞凋亡（图４）。

Ａ－不同组细胞Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色结果（１０×）；Ｂ－不同组细胞凋亡率；与空白对照组比较，１）Ｐ＜００５；与Ｈ２Ｏ２组比较，２）Ｐ＜００５；与Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比较，３）Ｐ＜００５。

Ａ－Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ；Ｂ－ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ；１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２＋ＲＥＳｇｒｏｕｐ．

图４　ＡＭＰＫ抑制剂对ＲＥＳ在Ｇｃ１ｓｐｇ细胞凋亡中的影响．ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＡＭＰＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆＲＥＳｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＧｃ１ｓｐｇｃｅｌｌｓｎ＝３，ｘ±ｓ

２６　ＡＭＰＫ抑制剂对 ＲＥＳ在 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞超微结
构损伤中的影响

各组细胞电镜下超微结构变化比较，Ｃｏｎｔｒｏｌ组
细胞整体损伤轻微，细胞膜完整，细胞核呈不规则

形，线粒体轻微肿胀，膜完整，嵴平行排列，自噬溶酶

体少量存在；Ｈ２Ｏ２组细胞损伤严重，存在凋亡征象，
未见凋亡小体，膜较完整，核固缩、崩解，核膜大面积

消失，线粒体大部分明显肿胀、变圆，膜内基质溶解，

嵴减少、消失，自噬溶酶体大量存在，可见自噬小体；

ＲＥＳ组细胞轻度水肿，膜完整，核呈不规则形，核膜
完整，线粒体轻度肿胀，膜完整，膜内基质局部变淡，

嵴减少，自噬溶酶体大量存在；ＡＭＰＫ抑制剂组细胞
中度水肿，膜较完整，表面微绒毛明显肿胀、变圆，核

呈不规则形，线粒体大部分明显肿胀、变圆，膜内基

质溶解，嵴减少、消失，自噬溶酶体少量存在。

见图５。

黄色箭头－自噬溶酶体；红色箭头－自噬小体；左２０００×；右７０００×。

Ｙｅｌｌｏｗａｒｒｏｗ－ａｕｔｏｐｈａｇｙｌｙｓｏｓｏｍｅ；Ｒｅｄａｒｒｏｗ－ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ；Ｌｅｆｔ２０００×；Ｒｉｇｈｔ７０００×．

图５　ＡＭＰＫ抑制剂对ＲＥＳ在Ｇｃ１ｓｐｇ细胞超微结构损伤中的影响
Ｆｉｇ５　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＡＭＰＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆＲＥＳｏｎｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄａｍａｇｅｏｆＧｃ１ｓｐｇｃｅｌｌｓ．

２７　ＡＭＰＫ抑制剂对 ＲＥＳ在 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞凋亡蛋
白表达中的影响

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ２Ｏ２组凋亡蛋白 Ｂａｘ和

Ｃａｓｐａｓｅ３相对表达量均增加，Ｂｃｌ２相对表达量减
少，经ＲＥＳ预处理后，Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３相对表达量
降低，Ｂｃｌ２相对表达量增加，与 Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比
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较，ＡＭＰＫ抑制剂能逆转凋亡蛋白表达量。这与凋
亡染色结果一致，进一步说明ＲＥＳ通过该信号通路
缓解Ｇｃ１ｓｐｇ细胞凋亡。见图６。
２８　ＡＭＰＫ抑制剂对 ＲＥＳ在 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞自噬蛋
白及相关通路蛋白表达中的影响

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｈ２Ｏ２组 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和
ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ表达量增高，Ｐ６２和 ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ

表达量下降，经 ＲＥＳ预处理后，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和 ｐ
ＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ表达量进一步增高，Ｐ６２和 ｐｍＴＯＲ／
ｍＴＯＲ表达量进一步下降，与 Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比较，
ＡＭＰＫ抑制剂能降低 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和 ｐＡＭＰＫ／
ＡＭＰＫ的表达，并提高Ｐ６２和ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ表达，
说明 ＲＥＳ通过该信号通路促进 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒
体自噬并缓解其氧化应激损伤和凋亡。见图７。

Ａ－不同组细胞凋亡蛋白表达；Ｂ－不同组细胞蛋白带光密度；与空白对照组比较，１）Ｐ＜００５；与Ｈ２Ｏ２组比较，２）Ｐ＜００５；与Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比较，３）Ｐ＜００５。

Ａ－ａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ；１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２＋ＲＥＳｇｒｏｕｐ．

图６　ＡＭＰＫ抑制剂对ＲＥＳ在Ｇｃ１ｓｐｇ细胞凋亡蛋白中的影响．ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＡＭＰＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆＲＥＳｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＧｃ１ｓｐｇｃｅｌｌｓｎ＝３，ｘ±ｓ

Ａ－不同组细胞通路蛋白表达；Ｂ－不同组细胞自噬蛋白表达；Ｃ－不同组细胞通路蛋白带光密度；Ｄ－不同组细胞自噬蛋白带光密度；与空白对照组组比较，
１）Ｐ＜００５；与Ｈ２Ｏ２组比较，２）Ｐ＜００５；与Ｈ２Ｏ２＋ＲＥＳ组比较，３）Ｐ＜００５。

Ａ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ；Ｂ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ；Ｃ－ｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ；Ｄ－ｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ；１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２ｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨ２Ｏ２＋ＲＥＳｇｒｏｕｐ．

图７　ＡＭＰＫ抑制剂对ＲＥＳ在Ｇｃ１ｓｐｇ自噬及相关通路蛋白表达中的影响．ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｆｉｇ７　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＡＭＰＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆＲＥＳｏｎＧｃ１ｓｐｇａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｒｅｌａｔｅｄｐａｔｈｗａｙｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｎ＝３，ｘ±ｓ

３　讨　论
本研究用Ｈ２Ｏ２诱导Ｇｃ１ｓｐｇ细胞ＯＳ损伤和凋

亡，探讨Ｇｃ１ｓｐｇ细胞 ＯＳ损伤和线粒体自噬的关

系以及ＲＥＳ在Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒体自噬中的作用，
进一步研究 ＲＥＳ是否通过 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路
调控线粒体自噬缓解Ｇｃ１ｓｐｇ细胞ＯＳ损伤。
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ＯＳ损伤是过量 ＲＯＳ堆积的结果，会对机体多
种细胞和组织产生毒害作用。其中，男性生殖细

胞—精子就对 ＲＯＳ极为敏感，过多的 ＲＯＳ可引起
精子结构与功能改变，影响精子活力［１１１２］，是造成

男性不育的重要病因之一。线粒体作为生殖细胞中

一种重要的细胞器，在细胞生理活动中起着非常重

要的作用，它不仅是细胞内氧化磷酸化、形成 ＡＴＰ
为细胞生命活动提供能量的主要场所，还是细胞内

产生ＲＯＳ的重要部位，容易受到 ＲＯＳ攻击导致细
胞线粒体损伤及凋亡［１３］。ＲＥＳ是一种广泛存在于
葡萄、花生、虎杖等植物中的活性物质，具有抗氧化、

抗炎、抗自由基及改善微循环等药理作用。近年研

究表明，ＲＥＳ能改善生殖功能损伤并提高生育率。
Ｗｕ等［１４１５］研究证实，ＲＥＳ通过抗氧化改善 Ｈ２Ｏ２诱
导的精子损伤，并通过增加 ＳＩＲＴ１表达改善环磷酰
胺诱导的人颗粒细胞损伤；Ｘｉｎｇ等［１６］研究也表明

５０μｍｏｌ·Ｌ－１浓度 ＲＥＳ通过增加 ＳＩＲＴ１活性，增强
卵泡颗粒细胞抗氧化及抗凋亡能力，改善卵泡颗粒

细胞功能。本研究结果显示，ＲＥＳ预处理对Ｈ２Ｏ２诱
导的Ｇｃ１ｓｐｇ细胞 ＯＳ及线粒体损伤、凋亡均有明
显的保护作用，ＲＥＳ能提高细胞活力以及 ＳＯＤ和
ＧＳＨＰＸ活性，降低ＭＤＡ和 ＬＤＨ水平，缓解细胞线
粒体损伤及凋亡、提高细胞中 ＡＴＰ产生及线粒体膜
电位，降低凋亡蛋白 Ｂａｘ和 Ｃａｓｐａｓｅ３表达，提高抗
凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达，ＡＭＰＫ抑制剂能显著逆转上述
ＲＥＳ的保护作用，这也进一步证实了既往的研究结
果，并拓展了ＲＥＳ在生殖细胞ＯＳ损伤中的作用，提
示ＲＥＳ可能通过ＡＭＰＫ信号通路发挥其保护作用。
也有研究表明，肠细胞内较高的 ＡＴＰ浓度可以抑制
ＡＭＰＫ信号转导［１７］，但本研究结果显示，Ｇｃ１ｓｐｇ细
胞内较高ＡＴＰ浓度并没有抑制ＡＭＰＫ的激活，且相
反，考虑是ＲＥＳ介导ＡＭＰＫ信号通路的激活并非细
胞内较高的ＡＴＰ浓度，这有待更多的研究证实。

当细胞内ＲＯＳ积累、线粒体总数过度、衰老及
存在缺陷时，主要通过细胞自噬的方式清除线粒体，

线粒体自噬可作为一种调控细胞线粒体质量的机

制，在维持生殖细胞内线粒体正常功能和基因组稳

定性上起着重要作用。ＬＣ３是自噬过程中的标志蛋
白，外源物质刺激细胞自噬启动时，胞浆型的ＬＣ３Ⅰ
分解掉一小段多肽，转化为ＬＣ３Ⅱ，参与自噬体膜形
成，因此ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ值的大小可估计自噬水平的
高低，Ｐ６２也是重要的自噬标记蛋白，其与ＬＣ３结合
诱导自噬体形成，从而吞噬并清除受损线粒体，Ｐ６２
水平与自噬通量成反比［１８］。有研究表明，镉通过增

加线粒体分裂蛋白（ＤＲＰ１和 ＦＩＳ１）的表达，减少线
粒体融合蛋白（ＯＰＡ１和ＭＦＮ１）的表达，并阻碍自噬
体和溶酶体的融合，诱导过度线粒体分裂和抑制线

粒体自噬导致小鼠睾丸间质细胞凋亡［１９］。也有研

究表明，自噬缺陷导致成肌细胞凋亡并损害肌管形

成，自噬和线粒体自噬是调节成肌细胞分化过程中

线粒体网络相关信号、线粒体氧化应激和线粒体相

关细胞死亡的重要机制［２０］。本研究结果显示，ＲＥＳ
组自噬蛋白 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达水平增加，Ｐ６２蛋白
表达水平降低，且电镜结果显示自噬溶酶体大量存

在，重要的是 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞 ＯＳ、线粒体损伤及凋亡
率均降低，这与既往研究结果一致，说明线粒体自噬

可能是缓解线粒体损伤和凋亡的关键。

ＡＭＰＫ是一种真核细胞内关键的能量和代谢感
受器，也是细胞和机体能量平衡的主要调节因子，其

活化促进能量分解代谢并抑制能量消耗合成代谢，

平衡能量的供应和需求，最终调节细胞和器官的生

长［２１］。当细胞缺乏葡萄糖时，细胞会启动依赖

ＡＭＰＫ的自噬过程［２２］。ｍＴＯＲ作为 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路
下游效应分子和氨基酸、ＡＴＰ和激素感受器，其活性
是形成成熟自噬体的关键［２３］。研究表明，ＲＥＳ不仅
能直接抑制ｍＴＯＲ的活性，启动肿瘤细胞 ＭＣＦ７自
噬，还可通过减少缺氧／复氧 Ｈ９ｃ２心肌细胞内 Ａｋｔ
的表达，进而抑制 ｍＴＯＲＣ１活性，激活细胞自
噬［２４２５］；另有研究表明，ＲＥＳ可抑制 ＡＭＰＫ对
ｍＴＯＲＣ１成员ＰＲＡＳ４０的磷酸化，而ＰＲＡＳ４０磷酸化
受阻将妨碍 ＰＲＡＳ４０从 ｍＴＯＲＣ１上解离，进而抑制
１４３３蛋白的活性，使得 ＭＣＦ７细胞自噬活性降
低［２６］。此外，ＲＥＳ可通过ＡＭＰＫｍＴＯＲ信号通路调
控自噬阻止棕榈酸诱导的人主动脉内皮细胞内 ＯＳ
损伤［２７］。本研究结果显示，Ｈ２Ｏ２能增加 ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ和 ｐＡＭＰＫ／ＡＭＰＫ蛋白表达量，降低 Ｐ６２和
ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ蛋白表达量，激活ＡＭＰＫ信号通路，
抑制ｍＴＯＲ信号通路促进 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒体自
噬，这可能是因为ＯＳ导致细胞损伤，细胞内ＡＴＰ水
平不足，激活能量感受器ＡＭＰＫ，启动线粒体自噬清
除胞内坏死物质并恢复细胞稳态；ＲＥＳ能进一步激
活该信号通路加强 Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒体自噬缓解
ＯＳ损伤，ＡＭＰＫ抑制剂组ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和ｐＡＭＰＫ／
ＡＭＰＫ蛋白表达量降低，Ｐ６２和 ｐｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ蛋
白表达量增加，线粒体自噬水平降低，这与 Ｌｉｕ
等［２８］的研究结果一致。说明 ＲＥＳ可通过 ＡＭＰＫ／
ｍＴＯＲ信号通路调控Ｇｃ１ｓｐｇ细胞线粒体自噬缓解
ＯＳ损伤。研究表明，溶酶体功能在自噬过程中发挥
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重要的作用，能够维持早、晚期自噬的正常进行，以

完全清除细胞内坏死物质［２９］。本研究结果表明，ＯＳ
损伤和ＲＥＳ均能激活线粒体自噬，我们推测 ＯＳ导
致的线粒体自噬是损伤引起的细胞早期代偿性保护

作用，当具有一定功能的溶酶体被完全利用，就会导

致细胞内自噬体的堆积且无法将坏死物质清除，而

ＲＥＳ诱导的线粒体自噬可能是保留了较多有功能的
溶酶体使自噬过程正常进行，清除更多的坏死物质，

在接下来的实验中，我们将进一步研究 ＲＥＳ对线粒
体自噬中溶酶体功能的影响。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＶＡＮＤＥＲＢＭ，ＷＹＮＳＣＦｅｒｔｉｌｉｔｙａｎｄｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ：ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎａｎｄ

ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＢｉｏｃｈｅｍ，２０１８，６２：２１０．
［２］　ＺＨＡＮＧＴＹ，ＹＵＥＬＸ，ＺＨＡＮＧＸＬ，ｅｔａｌ．Ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｓｉｇ

ｎａｌａｎｄｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪＡｇｒｉｃＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ（农业生物技术
学报），２０２３，３１（１）：１７２１８４．

［３］　ＬＩＸ，ＬＯＮＧＸＹ，ＸＩＥＹＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｓｏｆｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｉｎ
ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉａａｎｄｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｉｃｄｉｓｏｒｄｅｒｓ
［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｉｍＡｃｔａ，２０１９，４９７：５４６０．

［４］　ＮＩＣＯＬＡＳＡＶＩＬＡＪＡ，ＬＥＣＨＵＧＡＶＩＥＣＯＡＶ，ＥＳＴＥＢＡＮＭＡＲ
ＴＩＮＥＺＬ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｔｗｏｒｋｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｓｕｐｐｏｒｔｓｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
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［２９］　ＹＡＮＧＹ，ＷＡＮＧＱ，ＳＯＮＧＤ，ｅｔａｌ．Ｌｙｓｏｓｏｍａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｂｌｏｃｋａｄｅｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｃａｎｃｅｒ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｄｅａｔｈｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＡＭＰＫ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＥｘｐＣｌｉｎ
ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０２０，３９（１）：１９７ＤＯＩ：１０１１８６／ｓ１３０４６
０２００１７０１ｚ．

（收稿日期：２０２３０９２８）

·４２４· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｍａｒｃｈ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ５　　　　　　　　　　　　　 中国药学杂志２０２４年３月第５９卷第５期


