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【摘要】 目的  探讨GLT25D2基因在对乙酰氨基酚（APAP）诱导的肝毒性损伤中是否对自噬有调控作用。

方法  选择GLT25D2+/+ 野生型C57BL/6J小鼠和GLT25D2-/-基因敲除C57BL/6J小鼠为研究对象。① 体内实验：

将 20 只野生型小鼠和 20 只 GLT25D2-/- 小鼠分别按随机数字表法分为磷酸盐缓冲液（PBS）对照组和 APAP 干

预组，每组 10 只。腹腔注射 25 g/L 的 APAP 溶液 500 mg/kg 建立小鼠肝毒性损伤模型；PBS 对照组腹腔注射

等量 PBS。制模成功后立即处死小鼠取肝组织，采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测肝组织自噬相关

蛋白 ATG5、ATG7、微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）、P62 的表达；电镜下观察肝组织超微结构改变，评估自噬水

平。② 体外实验：另取野生型小鼠和 GLT25D2-/- 小鼠各 1 只，采用两步胶原灌注法提取原代肝细胞并分为两

部分：一部分以 5 mmol/L APAP 溶液干预 0、8、12 h 后收集细胞，采用 Western Blot 试验检测肝细胞自噬相关

蛋白 ATG5、ATG7、LC3、P62 的表达；另一部分用绿色荧光蛋白-LC3 质粒（GFP-LC3）转染 24 h，分别给予 PBS

（PBS 对照组）和 5 mmol/L APAP（APAP 干预组）温育 12 h，荧光显微镜下观察 GFP-LC3 阳性表达以反映自噬

体的形成情况。结果  ① 体内实验结果显示：与相应 PBS 对照组相比，经 APAP 干预后，野生型及 GLT25D2-/-

小鼠肝组织中自噬正性相关蛋白 ATG5、ATG7、LC3 -Ⅱ表达下调，而负性相关蛋白 P62 表达上调，说明 APAP

处理后自噬整体水平降低。与野生型小鼠相比，GLT25D2-/- 小鼠肝组织自噬正性相关蛋白 ATG7、ATG5 表达 

上调（ATG5/β-actin：1.21±0.29 比 0.84±0.19，ATG7/β-actin：1.29±0.14 比 1.54±0.40，均 P＞0.05），LC3 -Ⅱ

表达略下调（LC3 -Ⅱ/β-actin：0.52±0.06 比 0.58±0.06，P＞0.05），而负性相关蛋白 P62 表达下调（P62/β-actin：

1.13±0.94 比 1.54±0.40，P＞0.05），说明基因敲除后小鼠自噬表达水平高于野生型小鼠。电镜下观察超微结构

显示，与相应 PBS 对照组相比，经 APAP 干预后，野生型小鼠肝组织自噬体数量无明显变化，但 GLT25D2-/- 小鼠

自噬体数量增多。② 体外实验结果显示：随 APAP 干预时间延长，野生型及 GLT25D2-/- 小鼠原代肝细胞自噬

正性相关蛋白 ATG5、ATG7 表达逐渐上调，LC3 略有波动，而负性相关蛋白 P62 表达逐渐下调，12 h 分别达峰

值或谷值，说明 APAP 刺激细胞自噬表达增强，并呈一定时间依赖性；与野生型小鼠相比，GLT25D2-/- 小鼠 12 h

原代肝细胞自噬正性相关蛋白ATG5、ATG7、LC3 -Ⅱ及负性相关蛋白P62表达上调（ATG5/β-actin：0.93±0.09比

0.74±0.06，ATG7/β-actin：0.80±0.09 比 0.65±0.10，LC3 -Ⅱ/β-actin：1.35±0.30 比 1.15±0.20，P62/β-actin： 

0.36±0.02比0.31±0.03，均P＞0.05），说明基因敲除后自噬水平增强。荧光显微镜下观察显示，经APAP干预后，

野生型及GLT25D2-/- 小鼠原代肝细胞GFP-LC3阳性细胞均较PBS对照组明显增加；GLT25D2-/- 小鼠GFP-LC3 

阳性细胞比例明显高于野生型小鼠（0.64±0.08比0.36±0.05，P＜0.05）。结论  GLT25D2是自噬负性调控因子，

敲除 GLT25D2 基因能够增强 APAP 诱导肝毒性损伤小鼠的自噬水平。
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【Abstract】 Objective  To investigate whether GLT25D2 gene regulates autophagy in acetaminophen (APAP)-
induced  hepatotoxicity  injury.  Methods  GLT25D2+/+  wild-type  C57BL/6J  mice  and  GLT25D2-/-  C57BL/6J  mice 
were selected as subjects. ① In vivo experiment: 20 for wild-type mice and 20 for GLT25D2-/- mice were respectively 
divided into phosphate buffer (PBS) control group and APAP intervention group according to random number table, with 
10 mice  in each group. The hepatotoxicity  injury model of mice was  reproduced by  intraperitoneal  injection of 25 g/L  
APAP solution 500 mg/kg. The PBS control group was intraperitoneally injected with the same amount of PBS. The mice 
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were  sacrificed  immediately  after model  reproduction,  and  the  liver  tissues were harvested. Western Blot was used  to 
detect the expressions of autophagy-related proteins ATG5, ATG7, microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) 
and P62. The  ultrastructural  changes  in  liver  tissue were  observed  under  electron microscope  to  observe  the  level  of 
autophagy. ② In vitro experiment: primary hepatocytes extracted by two-step collagen perfusion from one GLT25D2+/+ 
wild-type mouse and one GLT25D2-/- mouse were divided into two parts respectively. One part was treated with 5 mmol/L  
APAP solution. The cells were harvested at 0, 8, and 12 hours, and the expressions of autophagy-related proteins ATG5, 
ATG7,  LC3,  and  P62  were  determined  by  Western  Blot.  The  other  part  was  transfected  with  the  green  fluorescent 
protein-LC3 plasmid (GFP-LC3) for 24 hours. The cells were cultured with PBS (PBS control group) or 5 mmol/L APAP 
(APAP intervention group) for 12 hours, and the positive expression of GFP-LC3 was observed under the fluorescence 
microscope, thereby reflecting the expression of autophagosomes.  Results  ① In vivo experiment: compared with the 
corresponding PBS control group, the expressions of the positive-associated proteins ATG5, ATG7 and LC3-Ⅱ in liver 
tissue of the APAP intervention group were down-regulated in the wild-type and GLT25D2-/- mice, while the expression 
of  the  negative  correlation  protein  P62  was  up-regulated,  indicating  that  the  overall  level  of  autophagy  decreased 
after  treatment with APAP. Compared with wild-type mice,  the  expressions  of  autophagy positive  correlation proteins 
ATG5 and ATG7 were up-regulated  in GLT25D2-/- mice  (ATG5/β-actin: 1.21±0.29 vs. 0.84±0.19, ATG7/β-actin: 
1.29±0.14 vs. 1.54±0.40, both P > 0.05), LC3-Ⅱ expression was slightly down-regulated (LC3-Ⅱ/β-actin: 0.52±0.06 
vs.  0.58±0.06, P  >  0.05),  while  negative  correlation  protein  P62  was  down-regulated  (P62/β-actin:  1.13±0.94  vs. 
1.54±0.40, P > 0.05), indicating that the expression of autophagy in GLT25D2-/- mice was higher than that in wild-type  
mice.  Ultrastructural  observation  under  electron  microscope  showed  that  the  number  of  autophagosomes  in  the  liver 
tissue of wild-type mice did not change significantly after APAP intervention as compared with that in PBS control group, 
but  the  number  of  autophagosomes  in GLT25D2-/- mice was  increased. ②  In vitro  experiment: with  the  prolongation 
of  APAP  intervention,  the  expressions  of  ATG5  and ATG7  in  the  primary  hepatocytes  of  wild-type  and GLT25D2-/- 
mice were up-regulated, LC3 was slightly fluctuated, and the expression of negative-related protein P62 was gradually  
down-regulated.  The  peak  value  or  the  trough  value  reached  at  12  hours.  It  was  indicated  that  the  expression  of 
autophagy in APAP-stimulated cells was enhanced with a time-dependent manner. Compared with wild-type mice, the 
expressions  of  autophagy  correlation  proteins ATG5, ATG7, LC3-Ⅱ and P62 were  up-regulated  in GLT25D2-/- mice 
at 12 hours (ATG5/β-actin: 0.93±0.09 vs. 0.74±0.06, ATG7/β-actin: 0.80±0.09 vs. 0.65±0.10, LC3-Ⅱ/β-actin: 
1.35±0.30  vs.  1.15±0.20, P62/β-actin:  0.36±0.02  vs.  0.31±0.03,  all P  >  0.05),  indicating  that  the  expression  of 
autophagy  was  enhanced  after  gene  knockout.  Fluorescence microscopy  showed  that  GFP-LC3  positive  cells  in  both 
wild-type  and  GLT25D2-/-  mice  hepatocytes  were  significantly  increased  after  APAP  intervention  as  compared  with 
those of PBS control group, and the proportion of GFP-LC3 positive cells in GLT25D2-/- mice was significantly higher 
than that in wild-type mice (0.64±0.08 vs. 0.36±0.05, P < 0.05).  Conclusions  GLT25D2 is a negative regulator of 
autophagy. Knockout of GLT25D2 gene can enhance the autophagy level of APAP-induced hepatotoxicity injury in mice.
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  自噬是在饥饿、压力或感染条件下细胞存活

的重要溶酶体降解机制，该机制可演变为从细胞内

物质（细胞质、细胞器、蛋白质聚集体等）再生能量

以满足低营养条件下的能量需求［1］。近年来，大

量文献显示自噬参与到肝脏疾病的多个领域［2-5］， 

适度自噬是细胞完成自身代谢和细胞器更新的重要

方式，对维持机体内环境稳定及调控细胞损伤和老

化具有重要意义。药物性肝损伤已成为急性肝衰竭

的主要原因，其中对乙酰氨基酚（APAP）是最主要

的致病因子［6］。研究显示，APAP 过量可引起自噬，

通过自噬清除损伤的线粒体以减轻 APAP 导致的肝

细胞坏死，阐明了自噬在 APAP 诱导的药物性肝损

伤中的保护性作用［7-8］。还有研究表明，GLT25D2

基因对肝细胞再生有调控作用［9］，而 GLT25D2 基

因能否调控自噬，进而影响 APAP 诱导的药物性

肝损伤，目前尚未见报道。本研究旨在初步探讨

GLT25D2 基因是否在 APAP 诱导的肝毒性损伤中

对自噬有调控作用。

1 材料与方法 

1.1  实验动物：SPF级GLT25D2+/+ 野生型C57BL/6J 

小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公司，许

可证号：SCXK（京）2016-0006，在首都医科大学附属

北京佑安医院动物中心饲养；SPF 级 GLT25D2-/- 基

因敲除小鼠亲代由首都医科大学附属北京地坛医院

魏红山教授提供，许可证号：SCXK（京）2011-0012， 

经鉴定后于首都医科大学动物饲养中心繁殖，之后

在首都医科大学附属北京佑安医院动物中心饲养 

1 周进行实验， 自由进水与饮食。所有小鼠均为雄

性，6～8 周龄，体重 18～23 g。

1.2  主要试剂：APAP、胶原酶、10×Hanks 缓冲液购

于美国Sigma公司；自噬调控相关蛋白ATG5、ATG7、 

微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）、P62 和兔抗 β-肌动



·  884  · 中华危重病急救医学  2018 年 9 月第 30 卷第 9 期  Chin Crit Care Med，September   2018，Vol.30，No.9

蛋白（β-actin）抗体及辣根过氧化物酶（HRP）标记

的山羊抗兔IgG抗体均购自美国Cell Signaling 公司；

质粒转染试剂 lipofectamine 3000、DMEM 培养基购

于美国 Thermo Fisher 公司；目的克隆绿色荧光蛋

白-LC3 质粒（GFP-LC3）由北京市肝病研究所任峰

教授提供；胶原包被板购于美国 BD 公司；胎牛血清

购于美国 Hyclone 公司；增强化学发光（ECL）试剂

盒购自美国 Thermo Scientific 公司。主要试剂配制： 

将 APAP 溶于无菌磷酸盐缓冲液（PBS）中，浓度为

25 g/L（体内）和 200 mmol/L（体外），55 ℃水浴锅加

热至完全溶解，现用现配。

1.3  模型制备

1.3.1  APAP 体内诱导动物损伤模型制备及处理：

将20只GLT25D2+/+ 野生型小鼠和20只GLT25D2-/- 

基因敲除小鼠分别按随机数字表法分为 PBS 对照

组和 APAP 干预组，每组 10 只。所有小鼠均禁食、

不禁水 12 h（20：00 至次日 08：00）。APAP 干预组

小鼠均腹腔注射 25 g/L 的 APAP 溶液，注射剂量为

500 mg/kg；PBS 对照组腹腔注射等量 PBS。然后继

续禁食、不禁水，8 h后肝毒性损伤模型制备成功，取 

肝脏组织用于蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）。

1.3.2  APAP 体外诱导细胞损伤模型制备及处理：

另取 GLT25D2+/+ 小鼠和 GLT25D2-/- 小鼠各 1 只，禁 

食、不禁水 12 h（20：00 至次日 08：00），采用两步

胶原灌注法提取原代肝细胞，用含 10% 胎牛血清的

DMEM 培养基培养细胞，以 2×105 / 孔铺于胶原包

被 12 孔板，4 h 后换液去除未贴壁细胞，12 h 后将 

200 mmol/L APAP 溶液稀释成 5 mmol/L 干预，分别

于 0、8、12 h 后收集细胞用于 Western Blot 检测。采

用同样的方式提取原代肝细胞，以 4×105/ 孔铺于胶

原包被6孔板，用GFP-LC3质粒转染24 h，分别给予

PBS（PBS 对照组）和 5 mmol/L APAP（APAP 干预组） 

温育，12 h 后观察自噬体的形成情况。

1.4  伦理学：本实验中动物处置方法均符合动物伦

理学标准，并通过首都医科大学动物实验及实验动

物福利委员会审批（审批号：AEEI-2015-126）。

1.5  模型评价

1.5.1  Western Blot 测定自噬相关蛋白的表达：体内

实验取小鼠肝组织约 30 mg，立即置于 0.5 mL 预冷

的组织裂解液中，冰浴下充分匀浆，然后于冰上静置

30 min；体外实验取小鼠原代肝细胞，去上清，用预

冷的 PBS 洗涤 3 次，加入 100 μL 细胞裂解液后将细

胞刮下，收集细胞，反复冻融 3 次。4 ℃下 12 000×g

离心 5 min，收集上清（肝组织），用 Bio-RadDc 蛋白

分析微孔板法测定上清液中蛋白浓度。取 50 μg 肝

组织蛋白或 20 μg 细胞蛋白上样，并进行电泳（开始 

80 V，蛋白标记Marker电泳至分离胶后调整为120 V， 

直至蛋白充分分离）、转至聚偏氟乙烯膜（300 mA 转

膜），加一抗4 ℃孵育过夜（1：1 000稀释），加二抗室温

孵育 1 h（1：2 000 稀释），用含吐温 20 的 Tris-HCl 缓

冲液（TBST）漂洗 3 次，取等量 ECL 试剂 A 液和 B 液 

混匀后，孵育聚偏氟乙烯膜，压片曝光，用 Image J 

软件评估定量结果，以 β-actin 为内参，表达量以目

标蛋白与内参的灰度值比值表示。

1.5.2  体内自噬水平评估：取小鼠肝脏，滴加冷却

的 0.1 mmol 磷酸缓冲戊二醛固定液，切成 3 个约 

1 mm×1 mm×1 mm 的小块，放入盛有冷的新鲜固

定液的加盖青霉素小瓶中，置冰箱冷藏室低温固定

（4 ℃）过夜。之后送首都医科大学附属北京天坛医

院电子显微镜实验室，电镜下观察自噬体形成情况。

1.5.3  体外自噬水平评估：倒置荧光显微镜下观察

肝细胞中 GFP-LC3 绿色荧光表达情况。阳性细胞

定义为显示明亮点状染色的细胞。计数约 50 个细

胞，重复实验至少 3 次。

1.6  统计学分析：采用 SPSS 16.0 软件进行统计

处理。符合正态分布的计量资料以均数 ± 标准差

（x±s）表示，两组样本均数之间比较采用两独立样

本 t 检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  体内实验结果

2.1.1  敲除 GLT25D2 基因可促进 APAP 干预后肝

组织自噬相关蛋白表达（图 1；表 1）：与相应 PBS

对照组相比，野生型及 GLT25D2-/- 小鼠经 APAP 干

预后，肝组织中自噬正性相关蛋白 ATG5、ATG7、

LC3-Ⅱ表达下调，而负性相关蛋白 P62 表达上调，说

明APAP干预后自噬整体水平降低；与野生型APAP

干预组相比，GLT25D2-/- APAP 干预组小鼠肝组织

中自噬正性相关蛋白 ATG5、ATG7 上调，LC3-Ⅱ略 

下调，而负性相关蛋白 P62 表达下调，说明基因敲除

后自噬表达水平高于野生型小鼠。

2.1.2  敲除 GLT25D2 基因可促进 APAP 干预后肝

组织自噬体形成（图 2）：电镜下观察肝组织超微结

构显示，野生型与 GLT26D2-/- PBS 对照组可见自噬

体；APAP 干预后，野生型小鼠自噬体与 PBS 对照组

无明显变化，但数量明显少于GLT25D2-/-小鼠，可见 

自噬体包裹或正在包裹错误折叠蛋白或细胞器等。
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Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，APAP 为对乙酰氨基酚， 
PBS 为磷酸盐缓冲液，ATG5、ATG7 为自噬正性相关蛋白， 
P62 为自噬负性相关蛋白，LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3， 

β-actin 为 β- 肌动蛋白

图 1  Western Blot 检测 GLT25D2 基因敲除对 APAP 诱导 
肝毒性损伤小鼠肝组织自噬相关蛋白表达的影响

Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，APAP 为对乙酰氨基酚，
ATG5、ATG7 为自噬正性相关蛋白，P62 为自噬负性相关蛋白， 

LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3，β-actin 为 β- 肌动蛋白

图 3  Western Blot 检测 GLT25D2 基因敲除对 APAP 诱导 
肝毒性损伤小鼠原代肝细胞各时间点自噬相关蛋白表达的影响

表 1 GLT25D2 基因敲除对 APAP 诱导肝毒性损伤小鼠
肝组织自噬相关蛋白表达的影响（x±s）

组别
动物数

（只）

ATG5/

β-actin

ATG7/

β-actin

P62/

β-actin

LC3-Ⅱ /

β-actin

野生型 PBS 对照组 10 1.32±0.08 1.37±0.07 1.30±0.14 0.92±0.29
野生型 APAP 干预组 10 0.84±0.19 1.54±0.40 1.54±0.40 0.58±0.06

GLT25D2-/- 

　PBS 对照组
10 1.31±0.11 1.47±0.27 0.80±0.33 0.64±0.08

GLT25D2-/- 

　APAP 干预组
10 1.21±0.29 1.29±0.14 1.13±0.94 0.52±0.06

注：APAP 为对乙酰氨基酚，PBS 为磷酸盐缓冲液，ATG5、ATG7 

为自噬正性相关蛋白，P62 为自噬负性相关蛋白，LC3-Ⅱ为微管相

关蛋白 1 轻链 3-Ⅱ，β-actin 为 β- 肌动蛋白

2.2  体外实验结果

2.2.1  敲除 GLT25D2 基因可促进 APAP 干预后原

代肝细胞自噬相关蛋白表达（图 3；表 2）：野生型

与 GLT25D2-/- 小鼠原代肝细胞在 0 h 自噬相关蛋白

表达基本一致，ATG5 及 ATG7 的表达在 GLT25D2-/-

小鼠稍高；随 APAP 干预时间延长，自噬正性相关

蛋白 ATG5、ATG7 逐渐上调，而 LC3-Ⅱ略下调，自

噬负性相关蛋白 P62 表达逐渐下调，说明 APAP 促

进自噬表达。与野生型小鼠相比，GLT25D2-/- 小鼠

的自噬正性相关蛋白 ATG5、ATG7、LC3-Ⅱ及负性

相关蛋白P62表达稍高，说明GLT25D2基因敲除后，

自噬的整体水平稍高于野生型小鼠。

图 2  电镜下观察 GLT25D2 基因敲除在对乙酰氨基酚（APAP）诱导小鼠肝毒性损伤时对肝组织自噬体形成的影响　GLT25D2+/+ 野生型和
GLT25D2-/- 基因敲除磷酸盐缓冲液（PBS）对照组均可见丰富的细胞器，线粒体多见，形态完整，自噬体包裹内质网及线粒体。给予 APAP
干预后，野生型小鼠肝组织可见大小不等的脂滴，线粒体肿胀，形态各异，嵴断裂甚至消失，细胞核不规则，染色质分布不均，自噬体包裹
线粒体等；GLT25D2-/- 小鼠肝组织亦可见大小不等的脂滴、变形线粒体及细胞核，但程度较野生型小鼠轻，自噬体包裹线粒体及错误折叠
蛋白质等明显增多。A 为自噬体，M 为线粒体，ER 为内质网，N 为细胞核，LCD 为胆固醇脂滴，TLD 为三酰甘油脂滴　乙酸双氧铀- 柠 
檬酸铅双染
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3 讨 论 

  APAP 在治疗剂量下是安全有效的镇痛药。然

而，APAP 过量可导致动物［10］和人类［11］肝脏损伤，

甚至发生肝衰竭。APAP 诱导肝损伤的机制之一为

活性代谢产物N-乙酸-对苯醌亚胺（NAPQI）的形成，

其消耗谷胱甘肽并结合细胞内蛋白质，造成细胞功

能障碍。对此，临床唯一使用的解毒剂是 N-乙酰半

胱氨酸（NAC），作为谷胱甘肽合成的前体药物，NAC

在 APAP 过量 8 h 内给药效果显著，而在 12 h 内给

药效力则明显降低［12-13］。NAC 延迟治疗可以增加

急性肝衰竭的风险，提示我们必须要发展其他的治

疗方向。

  近年来有大量文献显示自噬参与到肝脏疾病

的多个领域［2-5，14-15］。研究表明，血红素加氧酶-1

（HO-1）可以调控肝缺血 / 再灌注（I/R）时自噬的表

达，而自噬可能介导了 HO-1 减轻肝脏 I/R 损伤的作

用［14］。于瑶等［15］应用牡荆素能够减轻肝 I/R 损伤，

其机制也与抑制肝细胞自噬有关。近年来有关自噬

的研究逐渐成为热点［16］。自噬的发生受到多种自

噬相关蛋白的调控，如 ATG7、LC3、ATG5、P62 等。

在哺乳动物细胞中，ATG12 经 ATG7 活化后，与

ATG5 结合，形成前自噬体，存在于胞质中。随后，在

自噬泡的不断伸张扩张过程中，孤立的前自噬体膜

连接在一起，形成了成熟的自噬体［17］。同时，ATG7

可以催化 LC3-Ⅰ与自噬体膜表面的磷脂酰乙醇胺

（PE）结合形成 LC3-Ⅱ，使之成为自噬体的标志分

子，在自噬体的形成中起重要作用［7］。LC3-PE 位于

自噬体的内膜和外膜，在伸长期间，自噬体上的 LC3 

蛋白可以通过自噬受体蛋白 P62 与错误折叠和多聚

泛素化蛋白质相互接触［18-19］。LC3 修饰靶蛋白质以

递送至溶酶体，形成自噬溶酶体后降解。由于溶酶

体在降解过程中与底物结合的 P62被蛋白水解酶降

解，故自噬的水平与P62水平呈负相关，而与ATG5、 

ATG7、LC3-Ⅱ呈正相关。

  有研究表明，APAP 过量可引起肝自噬被激活，

从而缓解肝损伤［7-8，20］。为此，本研究通过 Western 

Blot 试验检测了 APAP 干预后小鼠肝组织与原代肝

细胞中自噬相关蛋白 ATG5、ATG7、LC3、P62 的表

达情况。结果显示，与野生型小鼠相比，GLT25D2-/-

小鼠的自噬正性相关蛋白 ATG5、ATG7 表达上调，

LC3-Ⅱ略下调，而负性相关蛋白 P62 表达下调，说

明 GLT25D2 基因敲除后自噬水平升高。一般认为，

电镜下直接观察自噬体的形成情况是评估自噬的最

表 2 GLT25D2 基因敲除对 APAP 诱导肝毒性损伤小鼠
原代肝细胞各时间点自噬相关蛋白表达的影响（x±s）

组别 时间
样本数

（孔）

ATG5/

β-actin

ATG7/

β-actin

P62/

β-actin

LC3-Ⅱ /

β-actin

野生型组   0 h 4 0.03±0.01 0.19±0.02 1.00±0.11 1.50±0.20
  8 h 4 0.37±0.03 0.37±0.01 0.60±0.07 1.19±0.10
12 h 4 0.74±0.06 0.65±0.10 0.31±0.03 1.15±0.20

GLT25D2-/- 组   0 h 4 0.34±0.04 0.71±0.05 1.01±0.08 1.52±0.20
  8 h 4 0.74±0.10 0.82±0.10 0.51±0.05 1.57±0.12
12 h 4 0.93±0.09 0.80±0.09 0.36±0.02 1.35±0.30

注：APAP 为对乙酰氨基酚，ATG5、ATG7 为自噬正性相关蛋
白，P62 为自噬负性相关蛋白，LC3-Ⅱ为微管相关蛋白 1 轻链 3-Ⅱ，
β-actin 为 β- 肌动蛋白

图 4  荧光显微镜下观察GLT25D2基因敲除在对乙酰氨基酚
（APAP）诱导小鼠肝毒性损伤时对自噬蛋白微管相关蛋白 1 
轻链 3（LC3）表达的影响　LC3 阳性细胞为明亮点状染色的
细胞。GLT25D2+/+ 野生型和GLT25D2-/- 基因敲除小鼠原代肝
细胞在磷酸盐缓冲液（PBS）对照组可见少量 LC3 荧光斑点；
而 APAP 干预后 LC3 阳性斑点数量明显增多，以 GLT25D2-/- 

小鼠更为显著　绿色荧光蛋白（GFP）染色　高倍放大

注：APAP 为对乙酰氨基酚，LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3，GFP 为 
绿色荧光蛋白，PBS 为磷酸盐缓冲液；与野生型 PBS 对照组比较，

aP＜0.01；与 GLT25D2-/-  PBS 对照组比较，bP＜0.01； 
与野生型 APAP 干预组比较，cP＜0.05

图 5  GLT25D2 基因敲除对 APAP 诱导肝毒性损伤小鼠 
原代肝细胞自噬相关蛋白 LC3 表达的影响

2.2.2  敲除 GLT25D2 基因可促进 APAP 干预后原

代肝细胞自噬相关蛋白 LC3 表达（图 4～5）：质粒转

染后，野生型和 GLT25D2-/- 小鼠在 PBS 对照组 LC3 

斑点均较少；经 APAP 干预后，LC3 斑点较 PBS 对

照组增加，以 GLT25D2-/- 小鼠数量更多（P＜0.05）。
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可靠方法，本研究中从电镜下超微结构可以看到，

APAP 干预后 GLT25D2-/- 小鼠自噬体数量多于野生

型小鼠，进一步说明了 GLT25D2 基因敲除后自噬的

表达是增强的。

  LC3 是自噬的标志性蛋白，在自噬体形成中发

挥重要作用。LC3-Ⅱ定位于前自噬体和自噬体膜表

面，是细胞自噬体膜的特异性标志物，其含量可以反

映细胞的自噬活性［21-22］。以荧光标记的 LC3 为指

标结合荧光显微镜观察，能够在活细胞中动态研究

自噬过程，将 LC3 与 GFP 融合，应用荧光检测方法

可以更简单直观地观察自噬的发生和定位。本实验

结果显示，GLT25D2 基因敲除增加了 GFP-LC3 斑

点数量，进一步验证了 Western Blot 试验和电镜下

的观察结果。

  综上所述，与野生型小鼠相比，GLT25D2 基因

敲除小鼠自噬体聚集，且 ATG5、ATG7 水平增加，并

促进了 P62 的降解。原代培养小鼠肝细胞自噬观

察结果与体内实验结果一致，与野生型小鼠相比，

GLT25D2 基因敲除增加了 GFP-LC3 斑点和 ATG5、

ATG7 的水平，且促进了 APAP 诱导的原代培养小

鼠肝细胞中 P62 的降解。尽管结果未出现统计学差

异，但仍可以看出基因敲除后自噬水平有一定程度

升高，且肝组织电镜下观察及质粒转染的结果也验

证了基因对自噬有一定调控作用。因此，在 APAP

诱导肝毒性损伤期间，敲除 GLT25D2 基因可一定程

度促进自噬，从而推测 GLT25D2 基因可能是 APAP

自噬反应的负调节器，增加了对 APAP 诱导肝毒性

损伤机制的进一步认识，并提供了 GLT25D2 基因在

调节肝损伤中的新发现，即部分由 GLT25D2 自噬途

径介导。GLT25D2 可能成为缓解 APAP 过量诱导

肝损伤的另一个有效靶点。
志谢  感谢首都医科大学附属北京地坛医院魏红山教授提供
GLT25D2 基因敲除小鼠
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