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二氢杨梅素通过Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２增强血管内皮细胞线粒体自噬

胡　琴１，申　卉２，张　婷２，李亚斐１　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）军事预防医学系：军队流行病
学教研室１，营养与食品卫生学教研室２

　　［摘要］　目的　观察二氢杨梅素对血管内皮细胞线粒体自噬的影响，并探讨Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２在其中的
作用。方法　用不同浓度（０、０．１、１、１０、１００μｍｏｌ／Ｌ）二氢杨梅素处理人脐静脉血管内皮细胞（ｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）１２ｈ后，流式细胞术和荧光显微镜观测 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＤｅｅｐＲｅｄ
（ＭＴＤＲ）荧光强度，ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２ｍＲＮＡ及其蛋白表达。用氯喹预处理
ＨＵＶＥＣｓ１ｈ后，再用不同浓度二氢杨梅素处理１２ｈ或１０μｍｏｌ／Ｌ羰基氰化物间氯苯腙（线粒体自噬激
动剂）处理６ｈ，流式细胞术检测线粒体自噬。另用 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ或 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２ｓｉＲＮＡ转染 ＨＵＶＥＣｓ
后，再用二氢杨梅素处理１２ｈ，流式细胞术检测细胞线粒体自噬。结果　与无二氢杨梅素（０μｍｏｌ／Ｌ）
处理相比，≥０．１μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素处理显著降低血管内皮细胞ＭＴＤＲ荧光强度；同时，二氢杨梅素处
理可明显增加Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平（Ｐ＜０．０５）；当以氯喹预处理抑制溶酶体功能后，与无
二氢杨梅素处理相比，≥１０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素处理可以显著增加血管内皮细胞线粒体自噬，与羰基氰
化物间氯苯腙效应相一致（Ｐ＜０．０５）。与ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ处理组相比，以ｓｉＲＮＡ转染沉默Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２后二
氢杨梅素对线粒体自噬的诱导作用被明显抑制（Ｐ＜０．０５）。结论　二氢杨梅素可通过调控Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２增
强血管内皮细胞线粒体自噬。

　　［关键词］　血管内皮细胞；二氢杨梅素；Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２；线粒体自噬
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　　线粒体自噬（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｕｔｏｐｈａｇｙ，ｍｉｔｏｐｈａｇｙ）
是一种基于自噬体的线粒体降解过程，是目前唯一已

知的清除细胞应激（营养缺乏、活性氧、细胞衰老等）

后受损或功能失调线粒体的途径，以有效调节细胞内

线粒体数量和维持线粒体正常功能［１］。细胞具有多

种线粒体自噬调控机制，不同的刺激可以通过不同细

胞环境中的多个信号级联反应促进线粒体自噬，其调

控通路主要分为泛素依赖性或非依赖性［２］，前者如

ＰＩＮＫ１Ｐａｒｋｉｎ通路。近期研究发现位于线粒体内膜上
的一种蛋白受体———抗增殖蛋白 ２（Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２，
ＰＨＢ２）在线粒体外膜破裂时被暴露，随后与在自噬体
外部起监视作用的自噬蛋白 ＬＣ３Ⅱ相互作用，以此激
活线粒体自噬［３］。随着对线粒体自噬研究的深入，研

究者发现线粒体自噬与衰老以及大量的病理过程有

关，如神经退行性疾病、肌病、代谢疾病、炎症和癌

症［４］。因此，针对线粒体自噬的干预措施可能具有治

疗潜力，一些合成或天然的化合物已被证明可以调节线

粒体自噬［４－５］。二氢杨梅素（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ），又名双
氢杨梅树皮素、白蔹素，１９４０年由ＫＯＴＡＫＥ和ＫＵＢＯＴＡ
首次分离得到并命名为蛇葡萄素（ａｍｐｅｌｏｐｓｉｎ）［６］，是
显齿蛇葡萄茎叶（藤茶）中含量极高的一类黄酮类化

合物，在藤茶叶中含量可达３０％［７］。二氢杨梅素具有
明显的抗炎、抗氧化、抗菌、降脂、心血管保护等生物学

活性［８］，但其机制尚未明确。近年来，研究证实二氢

杨梅素可参与多种细胞自噬信号通路的调控［９－１１］，另

外，前期研究发现二氢杨梅素通过活化 ＡＭＰＫ通路激
活细胞自噬，上调ＬＣ３的表达，增加自噬体的形成，这
将有助于ＰＨＢ２暴露时与ＬＣ３相互作用激活线粒体自
噬［１２］。然而，二氢杨梅素能否通过 ＰＨＢ２调控血管内
皮的线粒体自噬活性，进而维持线粒体稳态有待进一

步研究。本研究以人脐静脉血管内皮细胞（ｈｕｍａｎ

ｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）为研究对象，
观察二氢杨梅素对线粒体自噬的影响，探讨 ＰＨＢ２在
其中的作用，从新的角度阐明二氢杨梅素的药理作用

机制，为心血管疾病防治研究提供新的证据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人脐静脉血管内皮细胞 ＨＵＶＥＣｓ和 ｉＣｅｌｌ原代内
皮细胞培养体系购自上海赛百慷生物技术股份有限

公司。二氢杨梅素（使用二甲基亚砜 ＤＭＳＯ配成
１００ｍｍｏｌ／Ｌ的储备液）、氯喹（溶酶体抑制剂）和
ＤＭＳＯ购自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。胎牛血清（ＦＢＳ）
购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司；胰蛋白酶购自以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ（ＢＩ）公司。Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２抗体、Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２
ｓｉＲＮＡ和ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。羰
基氰化物间氯苯腙（ｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅ３ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌ
ｈｙｄｒａｚｏｎｅ，ＣＣＣＰ，线粒体自噬激动剂）购自美国 Ｍｅｄ
ＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司。ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ ＤｅｅｐＲｅｄＦＭ（ＭＴ
ＤＲ）购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。Ｏｐｔｉ
ＭＥＭＴＭＩ减血清培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司。Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。βａｃｔｉｎ抗体
购自北京中杉金桥公司。

１．２　细胞培养与处理
　　ＨＵＶＥＣｓ用含体积分数 １０％ ＦＢＳ和 １％双抗的
ｉＣｅｌｌ培养基于 ３７℃、５％ＣＯ２、１００％湿度培养箱中培
养，当ＨＵＶＥＣｓ融合达８０％～９０％时，用胰蛋白酶消化
传代。为探索二氢杨梅素对血管内皮细胞线粒体自噬

的调控作用，根据文献［１３－１４］结果，以不同浓度（０、
０．１、１、１０、１００μｍｏｌ／Ｌ）二氢杨梅素处理ＨＵＶＥＣｓ１２ｈ，
另以氯喹（２５μｍｏｌ／Ｌ）预处理１ｈ后，再用不同浓度二
氢杨梅素处理１２ｈ或ＣＣＣＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理６ｈ。

７５３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（４）



１．３　ｓｉＲＮＡ转染
　　将 ＨＵＶＥＣｓ以１×１０５／孔接种于 １２孔板，细胞贴
壁且生长达５０％～７０％时根据ｓｉＲＮＡ转染说明书完成
转染。转染４～６ｈ后，更换为含１０％ＦＢＳ的 ｉＣｅｌｌ完
全培养基，继续培养２４ｈ后按分组进行处理。实验分
为４组：ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ＋氯喹组、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ＋氯喹＋二
氢杨梅素组、Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２ｓｉＲＮＡ＋氯喹组、Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２
ｓｉＲＮＡ＋氯喹＋二氢杨梅素组。
１．４　线粒体自噬检测
　　将对数增长期的 ＨＵＶＥＣｓ以 １×１０５／孔接种于
１２孔板。细胞贴壁且生长达７０％～８０％时，不同浓度
二氢杨梅素（０、０．１、１、１０、１００μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞或氯
喹（２５μｍｏｌ／Ｌ）预处理１２ｈ后，采用一种基于流式细
胞技术检测 ＭＴＤＲ荧光强度的方法评估线粒体自噬
水平［１５］。具体方法如下：用胰蛋白酶消化细胞５ｍｉｎ，
１２００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清，加入 ３７℃预热的
ＭＴＤＲ（一种广泛使用的线粒体特异性探针）染色工作
液（细胞完全培养基稀释至工作浓度 ２５ｎｍｏｌ／Ｌ），轻
吹重悬细胞，置于细胞培养箱中孵育１５ｍｉｎ。离心后
弃上清，ＰＢＳ洗涤细胞３次，最后每管用１５０μＬ３７℃
预热的 ＰＢＳ重悬混匀，过滤后运用流式细胞仪检测
ＭＴＤＲ荧光强度。ＭＴＤＲ的最大激发波长和最大发射
波长分别为６４４、６６５ｎｍ。
１．５　荧光显微镜检测ＭＴＤＲ水平
　　将ＨＵＶＥＣｓ按１×１０５／孔接种于１２孔板。细胞贴
壁生长达 ７０％～８０％后，以不同浓度二氢杨梅素处理
细胞。处理结束后，吸弃培养液，用３７℃预热的 ＰＢＳ
清洗１次，加入３７℃的 ＭＴＤＲ染色工作液，放置于细
胞培养箱中孵育２０ｍｉｎ。孵育结束后，吸弃染液，ＰＢＳ
清洗３次，最后每孔加入 １ｍＬＰＢＳ，置于倒置荧光显
微镜观察并拍照。

１．６　ｑＲＴＰＣＲ检测Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２ｍＲＮＡ表达
　　①设计 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２引物，正义链为５′ＣＴＡＣＧＧＴ
ＧＴＧＣＧＣＧＡＡＴＣＴＧＴＧＴＴ３′，反义链为 ５′ＣＡＣＣＡＣＡ
ＣＴＣＴＴＧＡＧＣＡＣＣＴＣＧＴＴ３′。②使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取
细胞总 ＲＮＡ。运用 ＮａｎｏＤｒｏｐＯｎｅ／ＯｎｅＣ微量核酸蛋
白浓度测定仪（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）检测各组ＲＮＡ
浓度和Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）比值。③逆转录合成 ｃＤＮＡ，
按照逆转录试剂盒ＲｅｖｅｒｔＡｉｄｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡｓｙｎｔｈｅ
ｓｉｓＫｉｔ说明书进行 ＲＮＡ逆转录，获得 ｃＤＮＡ，存于
－２０℃备用。④ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应，按照ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ说明书配制反应溶液，采用 ＣＦＸ９６ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄ）完成反应，条件：预变性
９５℃ ３０ｓ，９５℃ ５ｓ、６０℃ ３０ｓ，循环 ４０次，随后
９５℃ １ｍｉｎ，６０℃ ３０ｓ，９５℃ ３０ｓ。对所得结果运用
２－ΔΔＣｔ方法分析基因的相对表达量。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　以不同浓度二氢杨梅素处理细胞后，提取细胞总
蛋白，利用ＢＣＡ法检测蛋白浓度。根据蛋白浓度，以
４０μｇ蛋白置于９５℃中１０ｍｉｎ变性，配制１２％（质量
分数）聚丙烯酰胺凝胶，完成蛋白上样、电泳，用半干

式转膜法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜（０．２２μｍｏｌ／Ｌ）。以
ＴＢＳＴ漂洗后置于５％的脱脂奶粉（ＴＢＳＴ配制）中室温
封闭１～２ｈ，转于 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２、βａｃｔｉｎ一抗（一抗稀释
液１∶１０００稀释）中４℃孵育过夜，用 ＴＢＳＴ振摇洗膜
１０ｍｉｎ×３次；随后，将ＰＶＤＦ膜置于ＴＢＳＴ稀释的二抗
（１∶５０００）中，室温振荡孵育１ｈ，再用 ＴＢＳＴ振摇洗膜
３次后，加入化学发光液，运用 ＶＩＬＢＥＲＦＵＳＩＯＮＦＸ７
成像系统显影并拍照，利用 ＩｍａｇｅＪ软件进行条带
分析。

１．８　统计学分析
　　计量资料数据以 珋ｘ±ｓ表示，应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８
软件作图并进行统计分析，两组间比较采用ｔ检验，多
组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示差异具有
统计学意义。

２　结果

２．１　二氢杨梅素对血管内皮细胞线粒体自噬的影响
　　与对照组（０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素）相比，当二氢杨
梅素浓度≥０．１μｍｏｌ／Ｌ时，ＭＴＤＲ荧光强度明显降低
（Ｐ＜０．０５，图 １）。同时，流式细胞术检测证实二氢杨
梅素处理可以显著降低血管内皮细胞ＭＴＤＲ水平（Ｐ＜
０．０５，图 ２）。进一步以氯喹预处理抑制溶酶体功能
后，二氢杨梅素（≥１０μｍｏｌ／Ｌ）处理可以显著增加血
管内皮细胞ＭＴＤＲ荧光强度（Ｐ＜０．０５），与线粒体自噬
激动剂ＣＣＣＰ效应相一致（图３）。以上结果说明二氢
杨梅素能明显增强线粒体自噬。

２．２　二氢杨梅素对血管内皮细胞 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２的调控
作用

　　与对照组（０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素）相比，在较低浓
度（≤１０μｍｏｌ／Ｌ）二氢杨梅素处理时，Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２蛋
白表达变化不明显（Ｐ＞０．０５）。而当二氢杨梅素浓度
为１００μｍｏｌ／Ｌ时，Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２蛋白表达显著增加（Ｐ＜
０．０５，图４）。

８５３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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组别

Ａ～Ｅ：荧光显微镜观察各组ＭＴＤＲ荧光强度；Ｆ：半定量分析　１：对照组（０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素）；２：０．１μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅
素组；３：１μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素组；４：１０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素组；５：１００μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图１　二氢杨梅素对血管内皮细胞ＭＴＤＲ水平的影响
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１：对照组（０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素）；２：０．１μｍｏｌ／Ｌ二氢杨
梅素组；３：１μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素组；４：１０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅
素组；５：１００μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图２　流式细胞术检测二氢杨梅素对ＭＴＤＲ水平的影响
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１：氯喹组；２：氯喹＋０．１μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素组；３：氯喹＋

１μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素组；４：氯喹＋１０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素
组；５：氯喹＋１００μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素组；６：１０μｍｏｌ／ＬＣＣＣＰ
＋氯喹组；ａ：Ｐ＜０．０５，与氯喹（溶酶体抑制剂）组比较

图３　二氢杨梅素对线粒体自噬水平的影响

　　同样地，与对照组（０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素）相比，在
较低浓度（０．１μｍｏｌ／Ｌ）二氢杨梅素处理时，Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２
ｍＲＮＡ表达水平增加，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
当二氢杨梅素浓度≥１μｍｏｌ／Ｌ时，Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２ｍＲＮＡ
表达水平显著增加（Ｐ＜０．０５，图５）。

２．３　Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２在二氢杨梅素调控血管内皮细胞线
粒体自噬中的作用

　　如图６所示，与氯喹单独处理相比，氯喹＋二氢杨
梅素处理可显著增加ＭＴＤＲ荧光强度（Ｐ＜０．０５）；而以
ｓｉＲＮＡ转染沉默 Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２后，二氢杨梅素对线粒体
自噬的诱导被明显抑制（Ｐ＜０．０５）。

９５３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（４）
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１：对照组（０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素）；２：０．１μｍｏｌ／Ｌ二氢杨
梅素组；３：１μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素组；４：１０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅
素组；５：１００μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２蛋白表达；Ｂ：半定量分析

图４　二氢杨梅素对血管内皮细胞Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２蛋白表达的影响
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１：对照组（０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素）；２：０．１μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅
素组；３：１μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素组；４：１０μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素
组；５：１００μｍｏｌ／Ｌ二氢杨梅素组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图５　二氢杨梅素对血管内皮细胞Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２转录水平的影响
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１：ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ＋氯喹组；２：ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ＋氯喹＋二氢杨梅
素组；３：Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２ｓｉＲＮＡ＋氯喹组；４：Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２ｓｉＲＮＡ＋
氯喹＋二氢杨梅素组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ＋氯喹组
比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ＋氯喹＋二氢杨梅素组比较

图６　Ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ２基因沉默对二氢杨梅素诱导血管内皮
细胞线粒体自噬的影响

３　讨论

　　损伤的线粒体释放活性氧中间体，诱导炎性体活
化，进一步促使细胞发生焦亡［１３，１６］。线粒体自噬对于

减少损伤线粒体对细胞的不良影响以及真核生物的正

常发育至关重要，越来越多的研究发现，线粒体自噬障

碍与衰老和多种病理状况有关，例如神经退行性疾病、

异常的炎症性疾病、癌症以及代谢紊乱等［２］。相反

地，过表达自噬核心蛋白 ＬＣ３、ＡＴＧ５等能显著上调血
管内皮细胞的线粒体自噬水平，并可在一定程度上延

缓细胞衰老进程［１７］；另外，研究发现阿魏酸（Ｆｅｒｕｌｉｃ
ａｃｉｄ）能通过明显增强线粒体自噬逆转缺氧和葡萄糖
剥夺导致的脑微血管内皮细胞的氧化应激，减轻线粒

体功能障碍［１８］。因此，积极探寻有效促线粒体自噬的

药物或植物化合物具有重要的临床意义。近年来发

现，二氢杨梅素能促进人脐静脉内皮细胞自噬相关蛋

白ＬＣ３及 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达，诱导血管内皮细胞发生自
噬［１２］，进而抑制高糖诱导的动脉粥样硬化［１９］；另外，

二氢杨梅素可通过减少线粒体活性氧水平有效抑制血

管内皮细胞ＮＬＲＰ３炎性体活化［１３］，然而，二氢杨梅素

能否调控线粒体自噬及其机制尚不清楚。基于 ＭＡＵ
ＲＯＬＩＺＣＡＮＯ等［１５］开展的一项采用流式细胞技术检

测线粒体自噬水平的新技术，也被用于探讨肝细胞和

肾小管细胞线粒体自噬水平［２０－２１］。本研究首先通过

荧光显微镜和流式细胞技术发现二氢杨梅素可以明显

降低细胞 ＭＴＤＲ荧光强度。鉴于线粒体自噬是唯一
已知降解线粒体的途径［２２］，再结合前期研究证实二氢

杨梅素可以有效增强内皮细胞 ＬＣ３Ⅱ表达［１２］，提示

二氢杨梅素可能诱导了细胞线粒体自噬；随后，本研究

采用溶酶体抑制剂氯喹预处理后，观察到二氢杨梅素

干预的细胞ＭＴＤＲ荧光水平明显更高，与ＣＣＣＰ（线粒
体自噬激动剂）效应相一致，进一步证实二氢杨梅素

诱导了内皮细胞线粒体自噬的发生。

　　线粒体自噬是一种进化上保守的细胞过程，通过
选择性去除功能失调或多余的线粒体，微调线粒体数

量，保持能量代谢。线粒体自噬的选择性依赖于自噬

受体的介导，目前已报道的线粒体自噬受体包括

ＯＰＴＮ、ＤＮＰ５２、ＦＵＮＤＣ１、ＢＮＩＰ３等［２３］。这些受体主要

定位于或被募集到线粒体外膜上，而后与自噬体上的

ＬＣ３Ⅱ结合介导线粒体自噬。近年研究显示，在线粒
体发生去极化和蛋白酶体依赖性外膜破裂时，位于线

粒体内膜的蛋白受体 ＰＨＢ２暴露，与在自噬体外部起
监视作用的 ＬＣ３Ⅱ蛋白相互作用，激活线粒体自噬，

０６３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



并证实ＰＨＢ２是Ｐａｒｋｉｎ诱导哺乳动物细胞线粒体自噬
所必需的［３］。本课题组前期研究发现二氢杨梅素能

通过活化ＡＭＰＫ通路有效上调ＬＣ３的表达，增加自噬
体的形成［１１－１２］，这将有助于ＰＨＢ２暴露时与ＬＣ３相互
作用，激活线粒体自噬；另外，研究表明 ＡＭＰＫ对于
ＰＨＢ发挥效应具有调控作用［２４］，值得注意的是，另一

黄酮类化合物葡萄籽原花青素Ｂ２可通过上调ＰＨＢ有
效减少内皮细胞凋亡，以上研究提示二氢杨梅素可能

对ＰＨＢ２具有调控作用。本研究进一步证实二氢杨梅
素可显著增强 ＰＨＢ２的转录及蛋白表达，另外，通过
ｓｉＲＮＡ转染沉默 ＰＨＢ２后，二氢杨梅素对线粒体自噬
的诱导作用被明显抑制，表明 ＰＨＢ２在二氢杨梅素诱
导血管内皮细胞线粒体自噬中发挥了关键作用。

　　本研究存在一定的局限性和不足。首先，本研究
只初步阐明ＰＨＢ２在二氢杨梅素调控线粒体自噬中发
挥作用，其具体作用机制仍需深入研究。另外，目前针

对线粒体自噬水平多依赖于线粒体自噬体共定位的
荧光显微镜分析以及基于线粒体蛋白和自噬标志性蛋

白的蛋白质印迹进行评估，而本研究采用了一种基于

流式细胞术的新方法来定量检测线粒体自噬水平［１５］，

虽有相关研究陆续报道［２０－２１］，但此方法是以ＭＴＤＲ的
荧光强度表示线粒体数量，再联合溶酶体抑制剂处理，

来间接反映线粒体自噬的发生与否，尚需更直接定量

检测线粒体自噬水平的方法验证。即使如此，本研究

结果联合了荧光显微镜观察及溶酶体抑制剂的运用，

可为后续研究提供一些参考。下一步，我们将在此基

础上联合运用其他检测手段深入探讨，并将重点围绕

二氢杨梅素对ＰＨＢ２及其介导的线粒体自噬的具体调
控机制展开研究，为二氢杨梅素的心血管干预研究提

供新的实验依据。
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