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缺氧后活化Ｄｒｐ１通过偶联ＬＲＲＫ２影响多组织细胞线粒体功能的机制研究
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　　［摘要］　目的　探究缺氧后活化Ｄｒｐ１对线粒体能量代谢和有氧呼吸的调控机制。方法　在心肌
细胞（Ｈ９Ｃ２）、血管平滑肌细胞系（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣ）、肠上皮细胞系（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＩＥＣ）中通过免疫共沉淀、免疫荧光方法观察多种细胞类型缺氧后 Ｄｒｐ１活性变化及与线
粒体损伤的关系；利用 ＺＤＯＣＫ方法建立 Ｄｒｐ１与同源激酶 ＬＲＲＫ２蛋白互作模型，验证缺氧后 Ｄｒｐ１
ＬＲＲＫ２偶联情况；以ＶＳＭＣ细胞为代表，通过 Ｄｒｐ１点突变 Ｔ５９５Ａ破坏缺氧后 Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２的偶联，分
别检测了培养基酸化程度、细胞外乳酸含量等反映无氧呼吸的指标和线粒体膜电位、ＡＴＰ生成量等反
映有氧呼吸的指标。结果　缺氧后Ｄｒｐ１的Ｔｈｒ磷酸化水平增高、线粒体损伤明显。进一步研究发现缺
氧后Ｄｒｐ１蛋白与ＬＲＲＫ２蛋白界面残基间存在大量氢键，导致缺氧后 Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２偶联从而影响线粒
体功能。具体表现为糖酵解过程中乳酸生成的增多和线粒体有氧呼吸过程中膜电位的减低。结论　缺
氧后活化Ｄｒｐ１可通过偶联ＬＲＲＫ２破坏线粒体能量代谢和有氧呼吸，加重多器官组织线粒体损伤。
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　　缺氧是多种心脑血管疾病（如心肌缺血［１］、脑出

血［２］、失血性休克［３］等）和肠道疾病（如肠系膜缺

血［４］、结肠癌［５］、肠扭转等）病程发生、发展的共同通

路。严重缺氧和持续缺氧会引起器官功能紊乱或障

碍，甚至危及生命。在缺氧状态下，细胞的生物合成、

生物降解、氧化还原等一系列需氧生化过程都会受到

影响，严重时可造成细胞水肿、结构破坏，甚至变性坏

死。线粒体作为对氧浓度变化最敏感的细胞器，在线

粒体部位氧分压降到临界点０．１ｋＰａ时，可出现肿胀、
嵴崩解、外膜破裂等病变［６］。而 Ｄｒｐ１（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄｙｎａｍｉｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１）作为重要的线粒体动力相关
蛋白，其活性改变在缺氧后线粒体功能调节中具有重

要意义［７］。近年研究显示：在神经退行性变和心肌梗

死等疾病中，Ｄｒｐ１可以与多种蛋白（如 ＬＲＲＫ２、
ＦｉｌａｍｉｎＡ等）通过蛋白互作的方式影响神经元的发育
以及心肌细胞的衰老［８－９］。但是，这种 Ｄｒｐ１蛋白互作
模式是否参与了缺氧后多器官线粒体功能障碍的调

节，目前尚不清楚。为此，本研究通过观察缺氧后多种

细胞类型中 Ｄｒｐ１活性变化、Ｄｒｐ１蛋白互作情况以及
线粒体损伤情况，初步探究Ｄｒｐ１蛋白互作是否参与缺
氧，多器官线粒体损伤过程；同时，利用点突变干预

Ｄｒｐ１蛋白互作后观察缺氧后线粒体呼吸等功能指标，
深入探究其调控机制，为探讨缺氧后线粒体损伤提供

实验数据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　心肌细胞系（Ｈ９Ｃ２）、血管平滑肌细胞系（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣ）、肠上皮细胞系（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＩＥＣ）来源于中国科学院上海细胞库，传
代并液氮保存于本室。Ｄｒｐ１抗体、ＬＲＲＫ２抗体、ＪＣ１
荧光探针检测试剂盒均购于美国 Ａｂｃａｍ公司；Ｔｈｒ磷
酸化（ｐＴｈｒ）修饰抗体、线粒体染料（ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＤｅｅｐ
ＲｅｄＦＭ）均购于美国 Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司；免疫共沉淀
试剂盒购于美国ＳｉｎｏＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司；乳酸含量检测试
剂盒、ＡＴＰ含量检测试剂盒均购于北京索莱宝公司。
Ｄｒｐ１点突变质粒（Ｄｒｐ１Ｔ５９５Ａ）由上海和元生物科技
有限公司协助设计包装。Ｄｒｐ１蛋白互作模型建立由
广州殷赋信息科技有限公司和天津智盖生物科技有限

公司协助完成。共聚焦显微镜（ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ５，美
国）；双色红外荧光成像系统（Ｏｄｙｓｓｅｙ，美国）。
１．２　细胞缺氧处理
　　将细胞接种在培养皿中，待贴壁完全、细胞覆盖率
在７０％以上后，置于 ３７℃密封罐中，进行缺氧处理。
缺氧步骤为先通入缺氧气体（９５％氮气和 ５％二氧化
碳）１５ｍｉｎ后，关闭通气阀，１０ｍｉｎ后重新开启通入缺
氧气体，重复４次直到密封罐内氧气浓度低于０．２％，并
维持缺氧状态４ｈ后取出进行观察或处理。
１．３　免疫共沉淀实验
　　取５０μＬｐｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇ免疫磁珠加入１．５ｍＬ离心
管，置于磁力架上，待磁珠贴壁后吸去上清。用２００μＬ
ＰＢＳＴ稀释１０μｇ的Ｄｒｐ１抗体装入带有免疫磁珠的离
心管中，室温孵育 １０ｍｉｎ后，置于磁力架上待磁珠贴
壁后吸去上清。再用２００μＬＰＢＳＴ洗涤磁珠３次。然
后加入１０００μＬ的含有细胞裂解液的细胞悬液，用移
液器吹打混匀。３７℃孵育１５ｍｉｎ使抗原和结合有抗
体的免疫磁珠结合后置于磁力架上待磁珠贴壁后吸去

上清。用２００μＬＰＢＳ洗涤免疫磁珠抗体抗原复合
物３次。洗涤完后用１００μＬＰＢＳ重悬磁珠，进行后续
的免疫印迹验证与Ｄｒｐ１结合的 ｐＴｈｒ或者 ＬＲＲＫ２的
表达量。

１．４　免疫荧光观察线粒体形态
　　将细胞接种在共聚焦培养皿中，待贴壁完全细胞
覆盖率在５０％左右时，用 ＰＢＳ清洗３次后，加入用无
血清培养基稀释 ＭｉｔｏｔｒａｃｋｅｒＤｅｅｐＲｅｄＦＭ 染料
（１∶１００００），３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，然后用无钙台式液清
洗３次后，在共聚焦显微镜下观察细胞中线粒体形态。
红色荧光激发波为６３３ｎｍ，可见范围为６５５～６７０ｎｍ。
１．５　ＺＤＯＣＫ蛋白互作建模
　　采用 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ服务器（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）的同源模建方法构建 ＬＲＲＫ２（１９００
２０９０）和Ｄｒｐ１蛋白的三维结构。通过序列比对，分别
为ＬＲＲＫ２和Ｄｒｐ１找到模板蛋白１ＦＶＲ（同源性３７．０８％）
和４ＢＥＪ（同源性 ９８．６９％）。两蛋白均选择 Ａ链进行
建模，构建了目标蛋白的三维结构。采用 ＺＤＯＣＫ
３．０．２预测ＬＲＲＫ２和 ＤＲＰ１蛋白复合物结构。ＬＲＲＫ２
定义为配体，Ｄｒｐ１定义为受体，输出最多 ５０个模型。
根据能量打分，选取第１个模型在ＵＣＳＦＣｈｉｍｅｒａ中进

７２３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（４）



行进一步能量优化。最后采用 ＰｙＭＯＬ程序作图分
析［１０－１１］。

１．６　线粒体膜电位检测
　　将细胞接种在共聚焦培养皿中，贴壁后干预处理。
ＰＢＳ洗涤后，加入 ０．１％的 ＪＣ１染色工作液，３７℃孵
育３０ｍｉｎ。孵育结束后用ＰＢＳ重复洗涤３次后，将培
养皿置于共聚焦显微镜下观察。正常情况下 ＪＣ１多
以复合体形式存在呈现红色荧光，激发波为 ６３３ｎｍ；
ＪＣ１单体形式呈现绿色荧光，激发波为４８８ｎｍ。
１．７　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ１７．０统计软件。定量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，两组间均数比较采用独立样本ｔ检验，多组间均数
比较采用单因素方差分析，当方差分析结果有统计学

意义时，再采用 ＳＮＫ法或者 ＬＳＤ法进行多重比较。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　缺氧后Ｄｒｐ１的Ｔｈｒ活性变化与线粒体损伤的关系
　　对多种组织类型细胞进行缺氧处理后，利用免疫
共沉淀将Ｄｒｐ１蛋白抽提取出来，观察其活性改变，主
要关注ｐＴｈｒ修饰变化（图１Ａ）。结果显示：缺氧后心
肌细胞中 Ｄｒｐ１的 Ｔｈｒ磷酸化水平提高了 ８０％（Ｐ＜
０．０５），血管平滑肌细胞中 Ｄｒｐ１的 Ｔｈｒ磷酸化水平提
高３倍（Ｐ＜０．０５），肠上皮细胞中 Ｄｒｐ１的 Ｔｈｒ磷酸化
水平提高近２倍（Ｐ＜０．０５），提示缺氧会引起多种器官
中线粒体Ｄｒｐ１的Ｔｈｒ磷酸化水平明显增高（图１Ｂ）。利
用共聚焦显微镜观察缺氧后多种细胞类型中线粒体形

态变化，发现缺氧后线粒体损伤明显，线粒体碎片化程

度与Ｄｒｐ１的 Ｔｈｒ活化程度呈正相关（Ｒ２＝０．９４１，Ｐ＜
０．０５），提示缺氧后 Ｄｒｐ１的 Ｔｈｒ磷酸化水平增高可能
参与了缺氧后多器官线粒体损伤（图１Ｃ）。
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Ａ：免疫共沉淀检测缺氧后多种细胞类型线粒体Ｄｒｐ１的Ｔｈｒ磷酸化水平；Ｂ：Ａ图灰度扫描统计分析（ｎ＝３）　ａ：Ｐ＜０．０５，与正
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图１　缺氧后多种细胞类型中Ｄｒｐ１的Ｔｈｒ活性变化和线粒体损伤情况
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２．２　缺氧后活化Ｄｒｐ１与ＬＲＲＫ２的偶联情况
　　利用ＺＤＯＣＫ技术对缺氧情况下Ｄｒｐ１与其他蛋白
如ＬＲＲＫ２的蛋白互作情况进行建模（图２Ａ）。从程序
输出的前１０个模型中选取第１个（即打分最好的）模
型进行分析研究（表１）。结果表明：缺氧后Ｄｒｐ１蛋白
和ＬＲＲＫ２蛋白正面区域残基间存在大量氢键结合，其
中Ｄｒｐ１Ｔ５９５位点和 ＬＲＲＫ２Ｇ２０１９位点的结合最为
显著。邻近界面的残基间也存在氢键相互作用，如

Ｌｙｓ５９４ＤＧｌｕ２０３３Ｌ、Ｌｙｓ５９４ＤＳｅｒ２０３２Ｌ、Ｍｅｔ５９２ＤＴｈｒ２０３５Ｌ、
Ａｌａ５９８ＤＬｙｓ１９０６Ｌ和 Ｇｌｕ５９９ＤＬｙｓ１９０６Ｌ。这些残基大
部分位于环区，很好地相互契合（图 ２Ｂ）。在背面区
域，两蛋白间也存在大量氢键，包括 Ｐｈｅ２００３Ｌ 与
Ｌｙｓ６３５Ｄ、Ｇｌｕ１９０２Ｌ与 Ａｒｇ６３４Ｄ和 Ｌｙｓ６３５Ｄ、Ｓｅｒ１９５１Ｌ与
Ａｒｇ６３４Ｄ、Ｌｙｓ６３５Ｄ 和 Ａｓｎ６２４Ｄ、Ｌｙｓ１９５２Ｌ 与 Ｓｅｒ６１６Ｄ、
Ｌｅｕ６２６Ｄ和Ａｓｐ６２７Ｄ等（图２Ｃ），提示缺氧后活化Ｄｒｐ１
与ＬＲＲＫ２存在偶联。以血管平滑肌细胞为代表，进一

步通过免疫共沉淀方法验证缺氧后Ｄｒｐ１与ＬＲＲＫ２的
结合情况，结果显示：缺氧后Ｄｒｐ１与ＬＲＲＫ２的结合力
是正常情况的１０倍（Ｐ＜０．０５，图２Ｄ、Ｅ），提示缺氧后
活化Ｄｒｐ１与ＬＲＲＫ２的蛋白互作可能参与了缺氧后多
器官线粒体损伤调节。

表１　ＺＤＯＣＫ蛋白对接输出模型的打分情况

模型 ＺＤＯＣＫ打分
１ １３３０．９６３
２ １３１３．１０７
３ １３０６．９８６
４ １３０３．９１０
５ １３０２．７７１
６ １２９２．２９８
７ １２８５．４２６
８ １２８１．６０５
９ １２４１．６１０
１０ １２３９．０９５
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蛋白界面残基间氢键结合背面图；Ｄ：免疫共沉淀检测缺氧后 Ｄｒｐ１与 ＬＲＲＫ２结合情况；Ｅ：Ｄ图灰度扫描统计结果（ｎ＝３）　
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图２　缺氧后活化Ｄｒｐ１与ＬＲＲＫ２的蛋白互作情况
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２．３　缺氧后 Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２偶联对线粒体能量代谢的
影响

　　为了探究缺氧后活化Ｄｒｐ１与ＬＲＲＫ２的结合对于
线粒体损伤的具体影响，通过点突变 Ｄｒｐ１与 ＬＲＲＫ２
的结合位点（Ｄｒｐ１Ｔ５９５Ａ），破坏缺氧后活化 Ｄｒｐ１与
ＬＲＲＫ２的偶联（图 ３Ａ）。免疫共沉淀结果显示：与野
生型对照组（Ｄｒｐ１ＷＴ）相比，点突变 Ｄｒｐ１Ｔ５９５Ａ会导
致缺氧后Ｄｒｐ１与ＬＲＲＫ２结合力减少７５％（Ｐ＜０．０５），
证实了点突变 Ｄｒｐ１对于缺氧后 Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２偶联的
破坏作用（图３Ｂ）。同时，在缺氧过程中发现：在缺氧
组和野生型对照组的细胞培养基中，观察到培养基的强

酸化（呈黄色），但是正常组和点突变 Ｄｒｐ１组
（Ｄｒｐ１Ｔ５９５Ａ）并未出现同等情况（图３Ｃ）。进一步对细胞
外的乳酸生成进行了定量测定，结果表明：正常情况下

检测细胞外乳酸含量为（１４．１３±６．０２）ｎｍｏｌ／ｍＬ，缺氧后
细胞外乳酸含量明显升高［（３２．１４±９．８３）ｎｍｏｌ／ｍＬ，
Ｐ＜０．０５］，野生型对照组乳酸生成量与缺氧组比较差异
无统计学意义，而点突变Ｄｒｐ１组细胞外乳酸含量明显
改善［（１９．１４±６．６４）ｎｍｏｌ／ｍＬ，Ｐ＜０．０５，图３Ｄ］。上述

结果表明：缺氧后Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２偶联可加速缺氧后糖酵
解的乳酸生成过程。

２．４　缺氧后 Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２偶联对线粒体有氧呼吸的
影响

　　利用ＪＣ１荧光复合探针检测点突变Ｄｒｐ１后线粒
体膜电位变化（图４Ａ），结果显示：正常情况下ＪＣ１多
以复合体形式存在，而缺氧后 ＪＣ１多以单体形式存
在，提示缺氧后线粒体膜电位明显减低（Ｐ＜０．０５）。野
生型对照组（Ｄｒｐ１ＷＴ）乳酸生成量与缺氧组比较差异
无统计学意义，而点突变 Ｄｒｐ１组（Ｄｒｐ１Ｔ５９５Ａ）的 ＪＣ１
复合体／单体的比例是缺氧组的 ２．５倍（Ｐ＜０．０５，图
４Ｂ），提示破坏缺氧后Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２的偶联可明显改善
缺氧后线粒体膜电位。进一步对细胞有氧呼吸指标进

行测定，结果显示：缺氧后ＡＴＰ生成减少了５３％，而点
突变Ｄｒｐ１破坏Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２偶联后，ＡＴＰ产生量提高
４３％（图４Ｃ）。上述结果表明缺氧后 Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２的
偶联降低了线粒体氧化磷酸化水平、抑制了线粒体的

有氧呼吸。
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图３　破坏缺氧后Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２偶联可抑制缺氧后糖酵解的乳酸生成
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图４　破坏缺氧后Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２偶联可改善缺氧后线粒体有氧呼吸

３　讨论

　　缺氧是多种危重症的共同通路，与肿瘤、糖尿病、
炎症和多器官功能障碍等多种疾病的发生、发展密切

相关。破坏缺氧后Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２的偶联会导致糖酵解
过程受抑制，这可能与细胞有氧呼吸过程受到保护有

关［１２］，而线粒体膜电位（ΔΨｍ）是细胞进行正常能量
代谢、产生ＡＴＰ、维持氧化磷酸化的重要基础［１３］。过

去几十年的研究强调了缺氧对线粒体和线粒体代谢的

影响［１４］，包括线粒体分裂和融合、线粒体自噬［１５］、线

粒体氧化磷酸化（ＯＸＰＨＯＳ）以及相关的信号转导机
制。但是对于“线粒体在功能、结构和代谢等方面如

何应对急性和／或慢性缺氧”及“如何通过替换呼吸
链复合体上不同蛋白质产生适应性调节的机制［６］”

方面还需要深入探究。本研究发现缺氧后线粒体相

关蛋白 Ｄｒｐ１发生 Ｔｈｒ活化，并通过与 ＬＲＲＫ２激酶的
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蛋白互作效应抑制线粒体的有氧呼吸功能，加速糖

酵解过程中乳酸的生成，进而加重多器官线粒体功

能损伤。

　　以往研究显示Ｄｒｐ１的活性改变在多种细胞类型
的线粒体功能调节中具有重要意义。在缺血再灌注

损伤的心肌细胞中，Ｄｒｐ１Ｓｅｒ６１６磷酸化水平的上调
和 Ｓｅｒ６３７磷酸化水平的减低会引起 ＲＯＳ产生增加
和线粒体过度分裂［１６］。在高血糖（ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ）刺
激下的内皮细胞中，Ｄｒｐ１Ｓｅｒ６００磷酸化水平上调会
引起 Ｄｒｐ１的线粒体转位［１７］。此外，Ｄｒｐ１的其他修
饰变化还包括：亚硝基化（Ｓｎｉｔｒｏｓｙｌａｔｉｏｎ）、苏木化
（ＳＵＭＯｙｌａｔｉｏｎ）、泛素化（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ）、糖基化（Ｏ
ＧｌｃＮＡｃｙｌａｔｉｏｎ）［１８］。研究显示 Ｄｒｐ１泛素化可以促进
细胞分裂后的线粒体网的重建，当泛素化受到抑制时，

细胞因子合成减少，线粒体分布迅速不均匀［１９］。Ｄｒｐ１
苏木化（ＳＵＭＯｙｌａｔｉｏｎ）可以促进Ｄｒｐ１与线粒体外膜的
结合，同时影响线粒体与内质网之间的钙交换、线粒体

嵴的重构以及细胞色素 Ｃ的释放［２０］。本研究发现缺

氧后Ｄｒｐ１的Ｔｈｒ磷酸化修饰可以调节线粒体呼吸功
能，这可能与 Ｄｒｐ１可以受多种 Ｓｅｒ／Ｔｈｒ激酶调控有
关。ＺＨＡＮＧ等［２１］在神经退行性变的研究中发现：

ＰＫＡ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＡ）作为一种 Ｓｅｒ／Ｔｈｒ激酶可以通
过与线粒体支架锚定蛋白 ＡＰＡＰ１２１形成复合物导致
Ｄｒｐ１磷酸化，对维持线粒体稳态和神经元的发育至关
重要。ＪＩＮ等［２２］在前列腺癌的研究中发现：干预 Ｄｒｐ１
招募蛋白ＩＮＦ２的Ｔｈｒ序列可以影响Ｄｒｐ１到线粒体和
内质网的定植。ＬＩＵ等［２３］在帕金森疾病中的研究发

现：同样作为线粒体 Ｓｅｒ／Ｔｈｒ激酶的 ＰＩＮＫ１可以通过
调节Ｄｒｐ１导致线粒体呼吸链组装异常，影响能量代
谢。本研究进一步证实了 Ｄｒｐ１的活性改变在线粒体
功能调控中的重要作用，同时对于缺氧后Ｄｒｐ１发生转
录后修饰变化的磷酸化位点提供了更多的实验依据。

　　此外，本研究还发现缺氧后Ｄｒｐ１的Ｔｈｒ位点不仅
发生磷酸化，可以在 Ｔｈｒ５９５位点与同样含有 ＧＴＰａｓｅ
结构域的同源激酶 ＬＲＲＫ２产生偶联反应，形成 Ｄｒｐ１
ＬＲＲＫ２蛋白互作。对于 Ｄｒｐ１与其他蛋白的结合情
况，以往也有一定研究。ＮＩＳＨＩＭＵＲＡ等［８］在心肌梗

死的研究中发现：缺氧后 Ｄｒｐ１的 ＧＴＰａｓｅ结构域可以
与肌动蛋白细胞骨架ＦｉｌａｍｉｎＡ相互作用，并以肌动蛋
白结合依赖的方式增加Ｄｒｐ１的活性，加速了心肌梗死
后心脏的脆弱性和心肌细胞的衰老。ＷＡＮＧ等［９］在

帕金森疾病中同样发现了 Ｄｒｐ１与 ＬＲＲＫ２的结合作
用，并且使用线粒体分裂抑制剂 Ｐ１１０可以阻断
ＬＲＲＫ２诱导的线粒体碎片化、线粒体功能障碍以及神
经元毒性。与本研究在缺氧模型中点突变 Ｄｒｐ１蛋白

互作位点后观察到的现象一致。

　　线粒体膜电位是维持线粒体进行氧化磷酸化和产
生ＡＴＰ的先决条件，膜电位的稳定有利于维持细胞的
正常生理功能［２４］。细胞在不同刺激作用下导致线粒

体电子传递链组装异常时，线粒体膜电位也会出现不

同程度的下降，因此，线粒体膜电位常被作为反映线粒

体有氧呼吸功能的指标之一［２５］。本研究发现缺氧后

Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２的偶联会影响线粒体复合体的组装、改
变氧化磷酸化过程中电子传递的速率，线粒体膜电位

和ＡＴＰ生成都明显降低，说明细胞有氧呼吸受到了极
大的破坏。而与此同时，细胞外培养基酸化程度明显，

乳酸含量显著升高，提示缺氧后 Ｄｒｐ１ＬＲＲＫ２的偶联
反应可能会通过影响复合体组装和氧化磷酸化系统使

得细胞能量代谢从ＯＸＰＨＯＳ转向糖酵解。
　　综上所述，本研究发现缺氧后Ｄｒｐ１的Ｔｈｒ活化位
点可以与ＬＲＲＫ２发生偶联反应，通过影响线粒体电子
传递链复合体的组成，使得细胞能量代谢从 ＯＸＰＨＯＳ
转向糖酵解，乳酸生成增高，破坏线粒体能量代谢，加

重多器官组织线粒体损伤。本研究进一步证实了缺氧

条件下线粒体动力相关蛋白Ｄｒｐ１会发生明显改变，同
时初步阐明了Ｄｒｐ１调控线粒体功能尤其是线粒体呼
吸过程的相关机制。至于缺氧后活化 Ｄｒｐ１如何调节
电子传递链复合体组成和影响线粒体代谢变化，还需

要后续深入研究。
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