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巨自噬和分子伴侣介导自噬在内皮细胞氧化应激损伤中的特点
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　　［摘要］　目的　探究巨自噬和分子伴侣介导自噬（ｃｈａｐｅｒｏｎｅｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ，ＣＭＡ）这两种自
噬途径在人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）氧化应激损伤中特点。
方法　通过不同浓度（０、２０、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ）氧化低密度脂蛋白（ｏｘｉｄａｔｉｏｎｌｏｗｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＯＸＬＤＬ）
作用ＨＵＶＥＣｓ后产生的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平筛选诱导ＨＵＶＥＣｓ氧化应激的适宜浓
度。设立空白对照组（不做任何处理）、单纯抑制巨自噬组（１０ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ）、氧化应激组（５０μｇ／ｍＬ
ＯＸＬＤＬ）和抑制巨自噬氧化应激组（１０ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ＋５０μｇ／ｍＬＯＸＬＤＬ），检测各组细胞增殖标志蛋
白ＰＣＮＡ、凋亡标志蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３、巨自噬标志蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、分子伴侣介导自噬两种标志蛋白Ｈｓｃ７０和
Ｌａｍｐ２蛋白表达，评估不同处理下ＨＵＶＥＣｓ增殖、凋亡及两种自噬的变化。其中氧化应激组和抑制巨
自噬氧化应激组处理不同时间（１、３、６、１２、４８ｈ）后，采用ＣＣＫ８检测细胞增殖抑制率，ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双
染检测凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两种自噬途径蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｈｓｃ７０、Ｌａｍｐ２表达，评估巨自噬抑制前后氧
化应激下ＨＵＶＥＣｓ的增殖、凋亡及两种自噬的时间调控特点。结果　ＯＸＬＤＬ诱导氧化应激下 ＲＯＳ浓
度呈递增关系，选择５０μｇ／ｍＬ为适宜浓度进行后续实验。与空白对照组比较，氧化应激组 ＨＵＶＥＣｓ
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｈｓｃ７０、Ｌａｍｐ２上调，ＰＣＮＡ下调（Ｐ＜０．０５），同时随处理时间延长，４８ｈ内细胞增殖
抑制率、全期凋亡率及Ｌａｍｐ２递增，Ｈｓｃ７０在６ｈ后递增，１２ｈ内 Ｂｅｃｌｉｎ１水平递增（Ｐ＜０．０５）；与氧化
应激组比较，抑制巨自噬氧化应激组 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｈｓｃ７０、Ｌａｍｐ２上调，ＰＣＮＡ下调（Ｐ＜０．０５），随处理时
间延长，同时段Ｈｓｃ７０、Ｌａｍｐ２上调，且Ｈｓｃ７０在３ｈ后递增（Ｐ＜０．０５）。结论　巨自噬和分子伴侣介导
自噬在内皮细胞氧化应激过程中先后激活，巨自噬抑制后提高分子伴侣介导自噬水平，并提前激活时

间，减轻氧化应激对内皮细胞的损伤。

　　［关键词］　分子伴侣介导自噬；巨自噬；氧化应激；人脐静脉内皮细胞
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｈａｐｅｒｏｎｅｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｍａｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌ

ｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＡＮＧＸｕｅｈｕ，Ｅｍａｉｌ：１８４０３８６９６＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　内膜增生是导致多种血管疾病的病理基础。原因
为多种刺激因素导致内皮细胞损伤并发生凋亡坏死，

同时肌成纤维细胞向损伤处迁移并增殖［１］。内皮细

胞损伤不仅是内膜增生的始动因素，更在整个病理过

程中具有重要作用［２］，而氧化应激是作为内皮细胞损

伤的重要因素［３］，主要通过升高细胞内活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平产生病理的损伤。
过量ＲＯＳ可经 ＮＡＤＰＨ氧化酶（ＮＯＸ）等多种途径调
控蛋白表达及造成细胞器的损伤［４］。其中氧化低密

度脂蛋白（ｏｘｉｄａｔｉｏｎｌｏｗｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＯＸＬＤＬ）不仅是
ＲＯＳ作用细胞的产物，同时还对细胞内的ＲＯＳ水平有
反向调控作用。

　　自噬是一种广泛存在于真核生物体内的生命活
动，是细胞在饥饿、应激、毒物损伤等条件下加速代谢

和获得能量的重要方式［５］，既可维持正常的细胞生理

状态，也可在病理状态下发挥作用［６］。细胞自噬目前

分为３种：巨自噬、分子伴侣介导的自噬（ｃｈａｐｅｒｏｎｅ
ｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ，ＣＭＡ）和微自噬。其中巨自噬标志
蛋白包括Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３蛋白［７－８］，而３ＭＡ是靶向阻断
Ⅲ型Ｐ１３Ｋ路径的特异性巨自噬抑制剂［９］。ＣＭＡ是
分子伴侣介导识别具备特定氨基酸序列的底物蛋白转

运入自噬溶酶体降解的自噬方式，热休克蛋白家族

Ｈｓｃ７０及Ｌａｍｐ－２ａ蛋白参与识别过程［１０－１１］。微自噬

由溶酶体膜杯状凹陷内表面包裹吞噬物后形成小泡进

入溶酶体降解。在哺乳动物中主要发生的是巨自噬和

ＣＭＡ。有研究发现自噬参与内皮细胞损伤导致的内
膜增生过程［１２］，然而，关于两种自噬方式在氧化应激

导致内皮细胞损伤中的作用特点尚不清楚。因此，本

研究通过观测氧化应激条件下抑制巨自噬途径前后在

时间层面内皮细胞巨自噬和分子伴侣介导自噬与细胞

增殖凋亡水平，探究两种自噬途径在内皮细胞氧化应

激损伤中的作用特点，阐明巨自噬和分子伴侣介导自

噬对氧化应激内皮细胞损伤具有保护作用。

１　材料与方法

１．１　主要材料及分组
１．１．１　试剂与设备　　活性氧检测试剂盒（碧云天生
物技术研究所），３ＭＡ（ＭＣＥ）、ＢＣＡ快速蛋白定量试剂
盒（贝博生物），各种兔源性一抗均来至于美国 ＣＳＴ公
司。全自动细胞计数仪、酶标仪（ＢｉｏＲａｄ），超净工作台
（苏州净化），ＣＣＫ８检测试剂盒（碧云天），ＡｎｎｅｘｉｎＶ／
ＰＩ凋亡双染试剂盒（贝博生物），氧化性低密度脂蛋白
（奕源生物），ＨＲＰ标记山羊抗兔二抗（碧云天）。

２２２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．１．２　细胞分组及处理　　人脐静脉内皮细胞
（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）原代
细胞株购自深圳豪地华拓生物。ＨＵＶＥＣｓ细胞株传代
培养，取对数生长期细胞分为４组，空白对照组（Ｃｔｌ）：
不做其他处理；单纯抑制巨自噬组（３ＭＡ）：１０ｍｍｏｌ／Ｌ
３ＭＡ处理细胞；氧化应激组（ＯＸＬＤＬ）：５０μｇ／ｍＬ
ＯＸＬＤＬ处理细胞；抑制巨自噬氧化应激组（３ＭＡ＋
ＯＸＬＤＬ）：１０ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ和 ５０μｇ／ｍＬＯＸＬＤＬ处
理细胞。各组均处理６ｈ；另外，氧化应激组和抑制巨
自噬氧化应激组每组各处理１、３、６、１２、４８ｈ。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及不同浓度 ＯＸＬＤＬ对 ＲＯＳ水平影
响的测定　　ＨＵＶＥＣｓ细胞用含 １０％胎牛血清的
ＨＤＭＥＭ培养基在恒温３７℃、含 ５％二氧化碳细胞孵
箱中培养。将不同浓度（０、２０、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ）
ＯＸＬＤＬ加入 ＨＵＶＥＣｓ作用６ｈ后，行 ＲＯＳ检测。带
ＤＣＦＨＤＡ探针的ＲＯＳ检测剂与细胞共培养２ｈ后，进
行流式细胞仪检测。

１．２．２　流式细胞仪检测细胞凋亡　　ＨＵＶＥＣｓ细胞
在含１０％血清的完全培养基培养，根据分组分别加入
ＰＢＳ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ及５０μｇ／ｍＬＯＸＬＤＬ继续培养
１、３、６、１２、４８ｈ。胰酶消化获取细胞悬液，采用
ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法，进行流式细胞仪凋亡检测。
１．２．３　ＣＣＫ８检测细胞增殖和细胞毒性　　取对数
生长期细胞按照５０００／孔种入９６孔板，根据分组分别
加入１０ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ及５０μｇ／ｍＬＯＸＬＤＬ继续培养
１、３、６、１２、４８ｈ。细胞去除培养液使用ＰＢＳ缓冲液清洗
后加入１０μＬ／孔ＣＣＫ８溶液孵育，使用酶标仪在４５０ｎｍ

检测波长下检测光密度值［Ｄ（４５０）］。计算细胞增殖
抑制率＝１－｛［实验组 Ｄ（４５０）－空白对照组Ｄ（４５０）］／
［对照组Ｄ（４５０）－空白对照组Ｄ（４５０）］｝×１００％。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　ＲＩＰＡ裂解液裂
解细胞提取蛋白，ＢＣＡ蛋白定量后，酶标仪在５６２ｎｍ波
长下测定，根据标准曲线得出目的蛋白浓度。采用ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳分离蛋白后转至ＰＶＤＦ膜。采用２５０ｍＡ恒流
转膜。将各个 ＰＶＤＦ膜条带分别对应浸入 ｂｅｃｌｉｎ１
（１∶１０００）、Ｈｓｃ７０（１∶１０００）、Ｌａｍｐ２ａ（１∶１０００）、
ＰＣＮＡ（１∶１０００）、Ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１０００）的一抗孵育。
ＨＲＰ标记二抗处理后，ＥＣＬ显影及采集图形和数据
分析。

１．３　统计学分析
　　每组实验均重复至少３次，计量数据以 珋ｘ±ｓ表示。
流式检测结果使用 ＦｌｏｗＪｏｖ１０软件编辑分析，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ条带使用 ＩｍａｇｅＪ软件进行量化分析。采用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行统计分析及制图。两组间比较
采用独立样本ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分
析Ｄｕｎｎｅｔｔ检验。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＯＸＬＤＬ诱导ＨＵＶＥＣｓ细胞 ＲＯＳ水平变化
　　不同浓度ＯＸＬＤＬ作用后均引起ＨＵＶＥＣｓ细胞内
ＲＯＳ水平上调，并且上调水平随ＯＸＬＤＬ浓度升高而升
高，浓度在２０～１００μｇ／ｍＬ上升趋势明显，提示此区间
浓度诱导最为灵敏（图１）。取趋势明显区间的中间值
为诱导最佳浓度，后续实验采取５０μｇ／ｍＬ为适宜浓度。
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图１　不同浓度ＯＸＬＤＬ作用ＨＵＶＥＣｓ６ｈＲＯＳ水平的变化　（ｎ＝３）
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２．２　使用３ＭＡ抑制巨自噬前后 ＯＸ＿ＬＤＬ诱导氧化
应激ＨＵＶＥＣｓ不同时间内细胞增殖和凋亡情况

　　氧化应激组及抑制巨自噬氧化应激组分别作用
不同时间（１、３、６、１２、４８ｈ）后行 ＣＣＫ８细胞增殖及流
式凋亡检测。结果显示（图 ２）：不同时间对 ＨＵＶＥＣｓ
细胞增殖抑制率和凋亡率均有显著影响（Ｐ＜０．０５），随

时间延长，增殖抑制率上升，凋亡率上升。与氧化应激

组比较，同时段抑制巨自噬氧化应激组增殖抑制率水
平更高（Ｐ＜０．０５），凋亡率更高（Ｐ＜０．０５）。表明
ＨＵＶＥＶＣｓ细胞在ＯＸ＿ＬＤＬ诱导氧化应激４８ｈ内随时
间延长细胞增殖率下降，凋亡率上升，抑制巨自噬可以

进一步抑制细胞的增殖并促进凋亡。
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Ａ：氧化应激组不同时间ＨＵＶＥＣｓ凋亡流式图；Ｂ：抑制巨自噬氧化应激组不同时间ＨＵＶＥＣｓ凋亡流式图；Ｃ：氧化应激组及抑制
巨自噬氧化应激组不同时间ＨＵＶＥＣｓ全期凋亡率比较　 ａ：Ｐ＜０．０５，与同时间点氧化应激组比较；Ｄ：氧化应激组及抑制巨自
噬氧化应激组不同时间ＨＵＶＥＣｓ增殖抑制率比较　ａ：Ｐ＜０．０５，与同时间点氧化应激组比较

图２　氧化应激组及抑制巨自噬氧化应激组ＨＵＶＥＣｓ凋亡率和增殖抑制率　（ｎ＝３）
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２．３　不同处理下 ＨＵＶＥＣｓ两种自噬、增殖及凋亡相
关蛋白的表达

　　将 ４组细胞作用 ６ｈ后，行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测增
殖、凋亡和两种自噬相关蛋白表达。结果显示（图３）：
与空白对照组比较，ＯＸＬＤＬ诱导氧化应激可以提高
ＨＵＶＥＣｓ细胞 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｈｓｃ７０、Ｌａｍｐ２水平
（Ｐ＜０．０５），同时降低 ＰＣＮＡ水平（Ｐ＜０．０５）；与氧化应
激组比较，抑制巨自噬氧化应激组ＨＵＶＥＣｓＣａｓｐａｓｅ３、
Ｈｓｃ７０、Ｌａｍｐ２水平上升，同时 ＰＣＮＡ下降（Ｐ＜０．０５），
３ＭＡ可以显著抑制 ＯＸＬＤＬ对 ＨＵＶＥＣｓ细胞巨自噬
的升高作用（Ｐ＜０．０５）。表明氧化应激本身可促进内
皮细胞凋亡和自噬并抑制增殖，氧化应激下抑制巨自

噬进一步增加内皮细胞凋亡，减少增殖活性，并伴随有

ＣＭＡ途径的强化激活。
２．４　ＯＸ＿ＬＤＬ诱导 ＨＵＶＥＣｓ氧化应激下细胞两种自

噬途径蛋白的时间表达特点

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测氧化应激组和抑制巨自噬氧化
应激组在不同时间点（１、３、６、１２、４８ｈ）巨自噬途径标
志蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１及分子伴侣介导自噬途径重要参与蛋
白 Ｈｓｃ７０和 Ｌａｍｐ２的表达。结果显示（图 ４）：ＯＸ＿
ＬＤＬ诱导氧化应激 ＨＵＶＥＣｓ细胞时间在 １２ｈ内

Ｂｅｃｌｉｎ１水平升高（Ｐ＜０．０５），１２ｈ后有所下降，巨自
噬抑制剂 ３ＭＡ可以全时段抑制 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达。
４８ｈ内氧化应激组 Ｌａｍｐ２蛋白表达水平上升（Ｐ＜
０．０５），且同时段抑制巨自噬氧化应激组Ｌａｍｐ２蛋白
水平更高（Ｐ＜０．０５）。氧化应激组 Ｈｓｃ７０蛋白 １ｈ和
３ｈ内表达无明显差异，在６ｈ后开始升高（Ｐ＜０．０５），
抑制巨自噬后Ｈｓｃ７０蛋白表达在３ｈ后开始升高（Ｐ＜
０．０５）。表明内皮细胞巨自噬在氧化应激早期即开始
激活，随时间延长降低，分子伴侣介导自噬两种标志蛋

白略有差异，其中Ｈｓｃ７０在氧化应激中后期开始升高，
Ｌａｍｐ２则随时间缓慢增加，氧化应激下抑制巨自噬后
均可见两种标志蛋白水平上升，同时有 Ｈｓｃ７０蛋白激
活时间的提前。

３　讨论

　　氧化应激所致的内皮细胞损伤是引起多种血管疾
病内膜增生的重要因素之一［１３］，其对内皮细胞的损伤

以ＲＯＳ的产生活化对胞内蛋白核酸等大分子的氧化
以及特定通路的激活为主要途径［１４］。ＯＸＬＤＬ可通过
内皮细胞表面的ＯＸＬＤＬ依赖的类凝集素受体（ＬＯＸ１）
进入细胞内［１５］，激活细胞内ＮＡＤＰＨ氧化酶升高进而
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＨＵＶＥＣｓＰＣＮＡ、Ｈｓｃ７０、Ｌａｍｐ２、Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达；Ｂ：各组 ＰＣＮＡ蛋白相对表达量；Ｃ：各组
Ｈｓｃ７０蛋白相对表达量；Ｄ：各组Ｌａｍｐ２蛋白相对表达量；Ｅ：各组Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白相对表达量；Ｆ：各组Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对表达量

图３　各组ＨＵＶＥＣｓＰＣＮＡ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｈｓｃ７０、Ｌａｍｐ２、Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达分析　（ｎ＝３）

５２２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测氧化应激组和抑制巨自噬氧化应激组ＨＵＶＥＣｓ不同时间Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｌａｍｐ２、Ｈｓｃ７０蛋白表达；Ｂ～Ｄ：分别为
Ｂｅｃｌｉｎ１、Ｈｓｃ７０、Ｌａｍｐ２蛋白相对表达量　ａ：Ｐ＜０．０５，与同时间点氧化应激组比较

图４　氧化应激组和抑制巨自噬氧化应激组不同时间ＨＵＶＥＣｓＢｅｃｌｉｎ１、Ｌａｍｐ２、Ｈｓｃ７０表达分析　（ｎ＝３）

引起 ＨＵＶＥＣｓ细胞内 ＲＯＳ升高，本研究即利用 ＯＸ
ＬＤＬ可调控内皮细胞ＲＯＳ模拟氧化应激，流式检测结
果显示ＯＸＬＤＬ可以在实验浓度下诱导内皮细胞ＲＯＳ
水平的升高，并且不同浓度 ＯＸＬＤＬ诱导相同时间
ＲＯＳ水平呈现低浓度高敏感、高浓度低敏感的特点，
实验采取中间浓度诱导构建出内皮细胞氧化应激模

型，可很好模拟内皮细胞氧化应激的特点。

　　自噬是真核细胞内广泛存在的一种重要的生命活
动，经典自噬即巨自噬主要特征为自噬小体形成，最终

形成自噬溶酶体并在溶酶体内完成对小体内包裹底物

的消化和降解，涉及多个ＡＴＧ基因调控不同蛋白结合
形成自噬前体，其中 ＡＴＧ基因调控的Ⅲ型 Ｐ１３Ｋ路径
与ＡＴＧ１４Ｌ形成的复合体参与自噬前体形成［１６］，Ⅲ型
Ｐ１３Ｋ路径与 ＡＴＧ１４Ｌ形成的复合体再结合被 ＵＬＫ１
磷酸化的Ｂｅｃｌｉｎ１参与到自噬前体的延伸及定位［１７］，

自噬前体延伸结合磷脂双分子膜包裹底物形成经典大

自噬特征结构自噬小体［１８］，其中３－ＭＡ可特异性靶向
阻断Ⅲ型Ｐ１３Ｋ路径从而抑制自噬前体形成使细胞应
对刺激维持生理功能出现障碍，同时，自噬小体通过微

丝蛋白、小体膜蛋白和溶酶体膜蛋白的引导与溶酶体

结合形成自噬溶酶体，从而完成底物蛋白的降解。分

子伴侣介导自噬主要特征为分子伴侣蛋白Ｈｓｃ７０识别
特定氨基酸基序ＫＦＥＲＱ介导底物蛋白转运进入溶酶

体，其过程涉及Ｌａｍｐ蛋白。Ｌａｍｐ－２蛋白定位于溶酶
体膜，是一种单次跨膜蛋白，识别 Ｈｓｃ７０－底物复合体
蛋白并转运底物进入溶酶体内降解同时释放

Ｈｓｃ７０［１９］，ＣＭＡ途径没有自噬小体形成，底物以细胞
内长寿蛋白质为主［２０］。作为两种不同的细胞自噬方

式，尽管在底物选择、调控机制等多方面存在不同，在

细胞面对各种外在刺激情况时，二者共同参与维持细

胞内微环境的稳定。目前关于巨自噬的研究较多，但

ＣＭＡ相关功能及两种自噬途径间关系的研究则相对
较少。有研究发现：在饥饿诱导的肿瘤细胞中，巨自噬

活性下降后，分子伴侣介导自噬会开始活化增强细胞

的自噬功能从而为细胞的生存提供必需的能源物

质［２１］，这说明在肿瘤细胞中两种自噬途径间相互关

联。然而，在内皮细胞尤其氧化应激引起内皮细胞的

损伤中，这两种自噬途径的表现特点目前尚不清楚，因

此，本研究探究了氧化应激两种自噬途径在内皮细胞

损伤中特点。本研究采用抑制巨自噬观测分子伴侣介

导自噬方式试图阐明二者表现特点。基于巨自噬早期

激活的Ⅲ型 Ｐ１３Ｋ路径涉及 Ｂｅｃｌｉｎ１的复合体形成，
本研究使用３ＭＡ作为巨自噬早期激活的特异性抑制
剂，Ｂｅｃｌｉｎ１作为巨自噬特异性标志蛋白分子。ＣＭＡ
途径以涉及底物蛋白识别及转运的 Ｈｓｃ７０及 Ｌａｍｐ２
蛋白作为分子伴侣介导自噬的标志蛋白。

６２２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



　　氧化应激可通过多种方式引起内皮细胞的损伤，
其中最直接可引起内皮细胞形态及功能变化的指标包

括细胞的增殖和凋亡水平。本研究采用经典 ＣＣＫ８
细胞增殖毒性实验检测内皮细胞增殖以及ＡｎｎｅｘｉｎＶ／
ＰＩ双染法检测凋亡，同时配合免疫印迹检测增殖相关
蛋白ＰＣＮＡ及凋亡蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３评估细胞损伤水平。
发现诱导氧化应激后内皮细胞巨自噬和分子伴侣介导

自噬相关蛋白表达均增加，同时伴随细胞增殖抑制率

及凋亡增加，在抑制巨自噬后 Ｂｅｃｌｉｎ１水平明显抑制，
细胞凋亡率及增殖抑制率进一步上升，同时观察到抑

制巨自噬后分子伴侣介导自噬水平升高。ＣＭＡ途径
重要参与蛋白Ｈｓｃ７０和Ｌａｍｐ２水平提高，提示巨自噬
和分子伴侣介导自噬间存在关联，当巨自噬途径受阻

后，分子伴侣介导自噬水平会有明显提高，以增强细胞

自噬水平减轻细胞氧化应激损伤。

　　进一步在时间层面上阻断巨自噬途径研究两种自
噬水平变化发现：巨自噬在细胞氧化应激状态的１、３、
６、１２ｈ内水平随时间推迟升高，作用１２ｈ开始下降。
其在１２ｈ内水平持续升高与 ＯＸＬＤＬ依赖 ＬＯＸ１受
体缓慢进入细胞以及细胞内 ＡＴＰ能量供应有关，１２ｈ
后Ｂｅｃｌｉｎ１水平有所下降，提示细胞内巨自噬水平开
始降低，可能与细胞内能量耗竭及ＲＯＳ对内皮细胞线
粒体损伤有所关联，巨自噬涉及细胞内吞转运、细胞器

膜流动重利用等需要大量耗能运动因而不能持久发

生。Ｈｓｃ７０属于热休克同源蛋白，介导识别含特定氨
基酸基序（ＫＦＥＲＱ）的底物蛋白并转运进入自噬溶酶
体，完成包括部分长寿蛋白质在内的蛋白降解［２２］。

Ｌａｍｐ２蛋白定位于溶酶体膜，是一种单次跨膜蛋白，
参与Ｈｓｃ７０结合的底物蛋白形成的复合体蛋白结合，
从而转运底物蛋白进入溶酶体内降解，因此，Ｌａｍｐ２
也可以作为一种重要的溶酶体膜蛋白。作为分子伴侣

介导自噬途径重要的两种参与蛋白，本研究中发现两

者的作用方式仍有所不同。在 ＨＵＶＥＣｓ细胞氧化应
激状态下，Ｈｓｃ７０蛋白在作用时间１、３ｈ内未见明显升
高，在６ｈ后蛋白表达量开始上升，且在作用４８ｈ仍有
提高，可能与细胞内长寿蛋白质不易发生损伤有关。

长寿蛋白质性质较稳定，而细胞内 ＲＯＳ水平依赖 ＯＸ
ＬＤＬ转运进入细胞内。Ｌａｍｐ２蛋白则在作用时间内
其水平与作用时间呈正比，没有类似 Ｈｓｃ７０蛋白的窗
口反应期，可能与 Ｌａｍｐ２蛋白本身是溶酶体膜蛋白，
随着巨自噬的激活，自噬小体形成，自噬溶酶体活化水

平增高伴随溶酶体蛋白增加有关联［２３］。在巨自噬抑

制后，两种 ＣＭＡ标志蛋白均呈现时间相关性水平增
加，说明在抑制巨自噬后分子伴侣介导自噬可以激活

某些特定的途径从而增加 ＣＭＡ途径自噬水平，其中

Ｈｓｃ７０蛋白可以在巨自噬抑制后早期就开始激活，时
间由６ｈ提前到３ｈ，具体方式有待继续探究。
　　本研究在分子层面上抑制了巨自噬的表达，如果
同时抑制ＣＭＡ途径，观测氧化应激下内皮细胞相关增
殖凋亡以及两种自噬水平与时间的关系，可以从另一

方面阐明自噬在内皮氧化应激损伤中的特点。有学者

研究发现，使用ＳＢ２０３５８０（吡啶异咪哒化合物）抑制内
皮祖细胞（ＥＰＣｓ）ＣＭＡ途径后可以观测到 ＥＰＣｓ巨自
噬的增强及凋亡增加、增殖抑制［２４］。提示两种自噬途

径在细胞内相互关联，均可通过减轻内皮细胞损伤发

挥保护作用。

　　综上所述，本研究结果显示：巨自噬和分子伴侣介
导自噬在内皮细胞氧化应激中先后激活，巨自噬抑制

后可提高分子伴侣介导自噬水平，提前激活时间以减

轻氧化应激对内皮细胞的损伤。

作者贡献声明　　王正力负责内容构思和实验方法设计、实验
数据分析和撰写初稿；訾亚飞负责内容整理，参与实验研究及

数据采集，参与文章内容撰写指导及提供实验技术材料支持；

刘杨东参与酝酿和设计实验，核对实验进展及指导实验进行，

并给予研究经费支持；傅麒宁参与选题方向确定及指导实验方

案的设计；王学虎负责实验工作支持，全程参与论文内容修改

指导并审核全文

参考文献：

［１］靖永胜，王小平，刘芳，等．动静脉内瘘功能障碍病理及
发病机制的研究进展［Ｊ］．中华肾脏病杂志，２０１７，３３
（４）：３１８－３２０．ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１００１７０９７．
２０１７．０４．０１５．
ＪＩＮＧＹＳ，ＷＡＮＧＸＰ，ＬＩＵＦ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆａｒｔｅｒｉｏｖｅｎｏｕｓｆｉｓｔｕｌａ［Ｊ］．
ＣｈｉｎＪＮｅｐｈｒｏｌ，２０１７，３３（４）：３１８－３２０．ＤＯＩ：１０．３７６０／
ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１００１７０９７．２０１７．０４．０１５．

［２］ＯＷＥＮＳＣＤ，ＷＡＫＥＮ，ＫＩＭＪＭ，ｅｔａｌ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｒｅｄｉｃｔｓｐｏｓｉｔｉｖｅａｒｔｅｒｉａｌｖｅｎｏｕｓｆｉｓｔｕｌａｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｉｎｓｕｂｊｅｃｔｓ
ｗｉｔｈｓｔａｇｅⅣａｎｄⅤｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＶａｓｃＡｃｃｅｓｓ，
２０１０，１１（４）：３２９－３３４．ＤＯＩ：１０．５３０１／ｊｖａ．２０１０．５８３３．

［３］ＥＧＯＲＯＶＡＡＤ，ＶＡＮＤＥＲＨＥＩＤＥＮＫ，ＰＯＥＬＭＡＮＮＲＥ，
ｅｔａｌ．ＰｒｉｍａｒｙＣｉｌｉａａｓｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌｓｅｎｓｏｒｓｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｅｎ
ｄｏｔｈｅｌｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，２０１２，８３（２）：Ｓ５６－
Ｓ６１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｄｉｆｆ．２０１１．１１．００７．

［４］ＤＵＮＮＳ，ＶＯＨＲＡＲＳ，ＭＵＲＰＨＹＪＥ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｌｅｃｔｉｎｌｉｋｅ
ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ：ａｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｉｎｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＪ，２００８，４０９（２）：
３４９－３５５．ＤＯＩ：１０．１０４２／ＢＪ２００７１１９６．

［５］ＦＵＲＬＯＮＧＫ，ＨＷＡＮＧＳ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｎｏｒｏｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．
Ｖｉｒｕｓｅｓ，２０１９，１１（３）：２４４．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｖ１１０３０２４４．

［６］ＭＩＡＬＥＴＰＥＲＥＺＪ，ＶＩＮＤＩＳＣ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｅａｌｔｈａｎｄｄｉｓ
ｅａｓｅ：ｆｏｃｕｓｏｎｔｈｅｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＥｓｓａｙｓＢｉｏ

７２２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）



ｃｈｅｍ，２０１７，６１（６）：７２１－７３２．ＤＯＩ：１０．１０４２／ＥＢＣ２０１７００２２．
［７］蒋琦炜，张德宇，石烟祝，等．细胞自噬与肿瘤发生发展

［Ｊ］．军事医学，２０２１，４５（３）：２３４－２４１．
ＪＩＡＮＧＱＷ，ＺＨＡＮＧＤＹ，ＳＨＩＹＺ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄ
ｔｕｍｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＭｉｌＭｅｄＳｃｉ，２０２１，
４５（３）：２３４－２４１．

［８］ＤＡＮＣＯＵＲＴＪ，ＭＥＬＩＡＴＪ．Ｌｉｐｉｄａｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙｐｒｏ
ｔｅｉｎｓＬＣ３ａｎｄＧＡＢＡＲＡＰｉｓａｍｅｍｂｒａｎｅｃｕｒｖａｔｕｒｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐｒｏｃｅｓｓ［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０１４，１０（８）：１４７０－１４７１．ＤＯＩ：
１０．４１６１／ａｕｔｏ．２９４６８．

［９］ＭＩＺＵＳＨＩＭＡＮ，ＹＯＳＨＩＭＯＲＩＴ，ＬＥＶＩＮＥＢ．Ｍｅｔｈｏｄｓｉｎ
ｍａｍｍａｌｉａｎａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｓｅａｒｃｈ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１０，１４０（３）：
３１３－３２６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１０．０１．０２８．

［１０］李钰．分子伴侣介导自噬［Ｊ］．临床医药文献电子杂志，
２０１７，４（Ａ３）：２０３６４－２０３６５．
ＬＩＹ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｐｅｒｏｎｅｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ
ＭｅｄＬｉｔ，２０１７，４（Ａ３）：２０３６４－２０３６５．

［１１］ＡＲＩＡＳＥ，ＣＵＥＲＶＯＡＭ．Ｃｈａｐｅｒｏｎｅｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｉｎｐｒｏｔｅｉｎｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１１，
２３（２）：１８４－１８９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｂ．２０１０．１０．００９．

［１２］杨雄．兔自体动静脉瘘术后内膜增生中的自噬现象
［Ｄ］．南宁：广西医科大学，２０１９．
ＹＡＮＧＸ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａａｆｔｅｒａｕｔｏ
ｇｅｎｏｕｓａｒｔｅｒｉｏｖｅｎｏｕｓｆｉｓｔｕｌａｓｕｒｇｅｒｙｉｎｒａｂｂｉｔｓ［Ｄ］．Ｎａｎ
ｎｉｎｇ：ＧｕａｎｇｘｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１９．

［１３］孔淑君，陈卫东．慢性肾脏病氧化应激的研究进展［Ｊ］．
国际泌尿系统杂志，２０２０，４０（４）：７５９－７６２．
ＫＯＮＧＳＪ，ＣＨＥＮＷ Ｄ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓｉｎｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＵｒｏｌＮｅｐｈｒｏｌ，
２０２０，４０（４）：７５９－７６２．

［１４］ＫＩＨＡＲＡ Ａ，ＫＡＢＥＹＡ Ｙ，ＯＨＳＵＭＩＹ，ｅｔａｌ．Ｂｅｃｌｉｎ
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅｃｏｍｐｌｅｘｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｔｔｈｅｔｒａｎｓ
Ｇｏｌｇｉｎｅｔｗｏｒｋ［Ｊ］．ＥＭＢＯＲｅｐ，２００１，２（４）：３３０－３３５．
ＤＯＩ：１０．１０９３／ｅｍｂｏｒｅｐｏｒｔｓ／ｋｖｅ０６１．

［１５］和晓莹，秦智琦，段琦，等．氧化低密度脂蛋白激活ＰＹ
ＨＩＮ１／Ｃａｓｐａｓｅ１炎症复合体信号通路增强主动脉内皮细
胞黏附的机制研究［Ｊ］．中国分子心脏病学杂志，２０２１，
２１（５）：４２４８－４２５２．ＤＯＩ：１０．１６５６３／ｊ．ｃｎｋｉ．１６７１６２７２．
２０２１．１０．０２１．
ＨＥＸＹ，ＱＩＮＺＱ，ＤＵＡＮＱ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｏｘｉｄｉｚｅｄ
ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｍｏｔｅｓＰＹＨＩＮ１／ｃａｓｐａｓｅ１ｉｎｆｌａｍ
ｍａｔｏｒｙｃｏｍｐｌｅｘｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄｅｎｈａｎｃｅｓａｏｒｔｉｃｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｒｄｉｏｌＣｈｉｎａ，２０２１，２１（５）：
４２４８－４２５２．ＤＯＩ：１０．１６５６３／ｊ．ｃｎｋｉ．１６７１６２７２．２０２１．１０．０２１．

［１６］ＺＡＢＩＲＮＹＫＯ，ＬＩＵＷ，ＫＨＡＬＩＬＳ，ｅｔａｌ．Ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｐｒｏｌｉｎｅｏｘｉｄａｓｅｔｏｉｎｉｔｉａｔｅ
ＲＯＳｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，２０１０，３１

（３）：４４６－４５４．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｃａｒｃｉｎ／ｂｇｐ２９９．
［１７］ＺＨＡＮＧＹＬ，ＣＡＯＹＪ，ＺＨＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙ

ｌｙｓｏｓｏｍｅｐａｔｈｗａｙ：ａｎｏｖｅｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｐｒｏ
ｃｅｓｓｉｎｇｏｆｏｘｉｄｉｚｅｄＬＤＬｉｎｈｕｍａｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１０，３９４（２）：３７７－
３８２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．２０１０．０３．０２６．

［１８］朱琪，林芳．自噬的分子标志物［Ｊ］．药学学报，２０１６，
５１（１）：３３－３８．ＤＯＩ：１０．１６４３８／ｊ．０５１３４８７０．２０１５０６３４．
ＺＨＵＱ，ＬＩＮＦ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．Ａｃｔａ
ＰｈａｒｍＳｉｎ，２０１６，５１（１）：３３－３８．ＤＯＩ：１０．１６４３８／ｊ．
０５１３４８７０．２０１５０６３４．

［１９］ＮＡＺＩＯＦ，ＢＯＲＤＩＭ，ＣＩＡＮＦＡＮＥＬＬＩＶ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ａｎｄｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕ
ｔｉｃａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｆｆｅｒ，２０１９，２６（４）：６９０－
７０２．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４１８０１９０２９２ｙ．

［２０］王海杰，谭玉珍．细胞自噬的形态学特征和功能意义
［Ｊ］．解剖学报，２００９，４０（５）：８４４－８４９．
ＷＡＮＧＨＪ，ＴＡＮＹＺ．Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｌｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＡｃｔａＡｎａｔＳｉｎ，２００９，４０
（５）：８４４－８４９．

［２１］李彩丽，辛英，魏虎来，等．巨自噬与分子伴侣介导的
自噬在饥饿诱导的 Ｒａｊｉ细胞中相继顺序被激活［Ｊ］．中
国药理学通报，２０１９，３５（７）：９５８－９６１．ＤＯＩ：１０．３９６９／
ｊ．ｉｓｓｎ．１００１１９７８．２０１９．０７．０１４．
ＬＩＣＬ，ＸＩＮＹ，ＷＥＩＨＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｓｗｉｔｃｈ
ｆｒｏｍｍａｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙｔｏｃｈａｐｅｒｏｎｅｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎ
Ｒａｊｉｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｔａｒｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌＢｕｌｌ，
２０１９，３５（７）：９５８－９６１．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１
１９７８．２０１９．０７．０１４．

［２２］曾欣程．二甲双胍诱导分子伴侣介导自噬的功能研究
［Ｄ］．杭州：浙江大学，２０１８．
ＺＥＮＧＸＣ．Ｓｔｕｄｙｏｆｍｅｔｆｏｒｍｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃｈａｐｅｒｏｎｅｍｅｄｉａｔｅｄ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｄ］．Ｈａｎｇｚｈｏｕ：ＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１８．

［２３］孙乐平．分子伴侣介导自噬在甲基苯丙胺诱导的α突触
核蛋白相关神经毒性中的作用［Ｄ］．广州：南方医科大
学，２０１９．
ＳＵＮＬＰ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｃｈａｐｅｒｏｎｅｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｎｅｕ
ｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｌｐｈａｓｙｎｕｃｌｅｉｎａｆｔｅｒＭＥＴＨｅｘｐｏｓｕｒｅ
［Ｄ］．Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ：ＳｏｕｔｈｅｒｎＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１９．

［２４］赵彬．通过激活和抑制 ＥＰＣｓ的 ＣＭＡ探讨 ＣＭＡ和大自
噬相互关系的实验研究［Ｄ］．苏州：苏州大学，２０１２．
ＺＨＡＯＢ．ＲｅｓｅａｒｃｈｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆＣＭＡａｎｄｍａｃｒｏａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎＣＭＡ ｉｎＥＰＣｓ［Ｄ］．
Ｓｕｚｈｏｕ：ＳｏｏｃｈｏｗＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１２．

（收稿：２０２１１２１３；修回：２０２２０１２８）

（编辑　汪勤俭）

８２２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　




