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ＺＫＳＣＡＮ３介导的自噬在急性镉暴露肝毒性中的作用
陈梦妍，谢　佳，田　丽，皮会丰　（陆军军医大学军事预防医学系军队劳动卫生学教研室／电磁辐射医学防护教育部重点实
验室，重庆 ４０００３８）

［摘　要］　目的　探讨ＺＫＳＣＡＮ３介导的自噬在急性镉暴露肝损伤中的作用。方法　取１６只ＳＰＦ级雄性小鼠（用于镉暴露实
验），随机分成生理盐水组和镉暴露组，每组８只。镉暴露组小鼠腹腔注射氯化镉７ｄ，染毒剂量为２ｍｇ·ｋｇ１·ｂｗ１，染毒方式为每天
腹腔注射１次；生理盐水对照组小鼠每日腹腔注射等量生理盐水１次，连续注射７ｄ。另取２４只 ＳＰＦ级雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（用于
ＡＡＶＴＢＧＺＫＳＣＡＮ３干预实验），随机分为对照组、镉组、镉＋ＺＫＳＣＡＮ３组，每组８只。对照组尾静脉注射 ＡＡＶＴＢＧｃｏｎｔｒｏｌ，１周后
连续腹腔注射等量生理盐水７ｄ；镉组尾静脉注射ＡＡＶＴＢＧｃｏｎｔｒｏｌ，１周后连续腹腔注射２ｍｇ·ｋｇ１·ｂｗ１氯化镉７ｄ；镉 ＋ＺＫＳＣＡＮ３
组尾静脉注射ＡＡＶＴＢＧＺＫＳＣＡＮ３，１周后连续腹腔注射２ｍｇ·ｋｇ１·ｂｗ１氯化镉７ｄ。采集小鼠血清并摘取肝，苏木素－伊红（ＨＥ）染
色观察小鼠肝组织病理变化，生化分析仪检测血清中丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）含量，ＲＴＰＣＲ检测自噬相关基
因及ＺＫＳＣＡＮ３基因的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＺＫＳＣＡＮ３蛋白细胞质转位情况。结果　与对照组比较，急性镉暴露会导致小鼠肝细
胞气球样变，炎症细胞浸润、坏死，ＡＬＴ和ＡＳＴ表达显著增高（Ｐ＜０．０１），镉暴露后肝组织中自噬溶酶体相关基因Ｍａｐ１ｌｃ３ｂ、Ｒａｂ５ａ、
Ａｔｐ６ｖ０ｄ１、Ｌａｍｐ１、Ｃｔｓｂ表达增多（Ｐ＜０．０１），ＺＫＳＣＡＮ３基因表达较少（Ｐ＜０．０１）。镉暴露仅降低了细胞核 ＺＫＳＣＡＮ３蛋白的表达
（Ｐ＜０．０１），并未引起其细胞质转位（Ｐ＞０．０５）。与镉组比较，ＺＫＳＣＡＮ３过表达可以显著抑制镉暴露诱导的肝细胞自噬及肝细胞损
伤（Ｐ＜０．０１）。结论　急性镉暴露显著抑制肝细胞中ＺＫＳＣＡＮ３蛋白的表达，从而诱导肝细胞自噬性死亡。
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ａｓｏｂｖｉｏｕｓｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｓｅｒｕｍＡＳＴａｎｄＡＬＴ（Ｐ＜０．０１）．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＭａｐ１ｌｃ３ｂ，Ｒａｂ５ａ，Ａｔｐ６ｖ０ｄ１，
Ｌａｍｐ１，Ｃｔｓｂ）ｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄＺＫＳＣＡＮ３ｇｅｎｅｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｏｆｃａｄｍｉｕｍｅｘｐｏｓｕｒｅｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０１）．Ａｃｕｔｅｃａｄｍｉｕｍｅｘｐｏｓｕｒｅ
ｏｎｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｎｕｃｌｅａｒＺＫＳＣＡＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）ｂｕｔｄｉｄｎｏｔａｃｔｉｖａｔｅｄＺＫＳＣＡＮ３ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅｃａｄｍｉｕｍｇｒｏｕｐ，ＺＫＳＣＡＮ３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｃａｄｍｉｕｍｉｎｄｕｃｅｄｈｅｐａｔｏｃｙｔｅａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｉｎｊｕｒｙ（Ｐ＜０．０１）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡｃｕｔｅｃａｄｍｉｕｍｅｘｐｏｓｕｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＫＳＣＡＮ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ，ｔｈｅｒｅｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｉｃ
ｄｅａｔｈｏｆｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃａｄｍｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ；ｍｉｃｅ；ｈｅｐａｔｏｘｉｃｉｔｙ；ＺＫＳＣＡＮ３；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｃａｄｍｉｕｍｅｘｐｏｓｕｒｅｉｎｔｒａｄｕｃｅｄｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ

　　镉被广泛应用于多个领域，包括冶炼、采矿、电镀、
油漆颜料生产以及合金制造等［１］。但镉是一种对人

体多个器官具有危害的重金属，“湖南镉大米事件”

“河南镉小麦事件”等重大公共卫生事件的披露揭示

了镉污染的严峻现实及其对公众健康的巨大威胁［２］。

肝是镉毒理作用的主要靶器官之一，导致肝功能异常

的人群镉暴露主要是急性暴露［３］。在镉的急性中毒

事件中，患者会出现倦怠、恶心等症状和天冬氨酸转氨

酶（ａｓｐａｒｔａｔｅｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＳＴ）、丙氨酸转氨酶（ａｌａ
ｎｉｎｅｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＬＴ）等酶谱异常［４］。因此，探究镉

诱导的肝损伤分子机制，可以为镉导致的肝损伤防护

提供新线索。

自噬是细胞内物质代谢的重要过程，某些衰老细胞

器和生物大分子等由双层膜包裹后陷入溶酶体内并被

消化掉是维持细胞稳态的关键因素之一［５］。自噬 －溶
酶体途径受损会导致细胞凋亡因子的释放和坏死信号

的启动，造成细胞的损伤或死亡。然而，细胞自噬过度

活化会导致细胞内正常的线粒体被吞噬降解，引起细

胞能量代谢障碍，从而刺激细胞自噬性死亡［６］。本课

题组前期研究结果表明，肝细胞（Ｌ０２细胞和 ＨｅｐＧ２
细胞）在镉暴露后会出现 ＳＱＳＴＭ１蛋白减少和 ＬＣ３蛋
白翻转实验阳性，敲除自噬关键基因 ＡＴＧ５和利用自
噬抑制剂３ＭＡ可以显著减少镉暴露诱导的线粒体降
解、能量代谢障碍及肝细胞死亡，提示镉暴露造成了肝

细胞自噬过度活化，抑制自噬能显著拮抗镉肝毒

性［７８］。然而，镉是通过何种信号通路诱导自噬还有待

进一步阐明。

ＺＫＳＣＡＮ３是控制细胞自噬 －溶酶体途径的关键
分子之一，主要通过调控自噬 －溶酶体途径相关基因
表达从而控制自噬流［９１０］。有研究发现，ＺＫＳＣＡＮ３位

于细胞核中，但在饥饿或者运动等应激情况下，细胞核

内的ＺＫＳＣＡＮ３会减少或向细胞质转位，从而丧失对
ＤＮＡ转录的抑制作用，进而启动自噬 －溶酶体途径相
关基因的转录［９１０］。基于以上情况，本研究通过体内

实验，建立急性镉暴露小鼠模型，初步探究ＺＫＳＣＡＮ３
介导的自噬在急性镉暴露肝损伤中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物及试剂
ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠，７～８周龄，由陆军军

医大学实验动物中心提供，生产许可证号：ＳＣＸＫ（渝）
２０１７０００２，使用许可证号：ＳＹＸＫ（渝）２０１７０００２。所有
动物实验的开展均获得陆军军医大学实验动物伦理审

查委员会批准。氯化镉购自西格玛奥德里奇公司，纯

度大于９９．９９％。建立镉暴露小鼠模型前，以生理盐
水配制氯化镉溶液，质量体积比为１∶２．５。
１．２　小鼠急性氯化镉暴露实验

将１６只８周龄ＳＰＦ级雄性小鼠随机分成生理盐
水对照组及镉暴露组，每组８只。生理盐水对照组小
鼠每日腹腔注射等量生理盐水１次，７ｄ后取材进行后
续实验；镉暴露组小鼠腹腔注射氯化镉，染毒剂量为

２ｍｇ·ｋｇ１·ｂｗ１，染毒方式为每天腹腔注射１次，７ｄ后
取材进行后续实验［１１］。

１．３　ＡＡＶＴＢＧＺＫＳＣＡＮ３干预实验
ＡＡＶＴＢＧＺＫＳＣＡＮ３及ＡＡＶＴＢＧｃｏｎｔｒｏｌ两种腺相

关病毒由和元生物设计合成，该病毒含有ＴＢＧ启动子，
可以在肝中特异性过表达 ＺＫＳＣＡＮ３［１２］。２４只７周龄
ＳＰＦ级雄性小鼠随机分成镉组、镉＋ＺＫＳＣＡＮ３组、对照
组，每组８只：镉组尾静脉注射ＡＡＶＴＢＧｃｏｎｔｒｏｌ，１周后
连续腹腔注射氯化镉７ｄ；镉 ＋ＺＫＳＣＡＮ３组尾静脉注
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射 ＡＡＶＴＢＧＺＫＳＣＡＮ３，１周后连续腹腔注射氯化镉
７ｄ；对照组尾静脉注射 ＡＡＶＴＢＧｃｏｎｔｒｏｌ，１周后连续
腹腔注射生理盐水７ｄ。２×１０１１拷贝数 ＡＡＶ溶解在
１００μＬ生理盐水后进行尾静脉注射。氯化镉染毒剂
量为２ｍｇ·ｋｇ－１·ｂｗ－１，染毒方式为每天腹腔注射１次，
７ｄ后取材进行后续实验。
１．４　血清生化指标检测

镉暴露实验及干预实验完成后，小鼠以２５％乌拉
坦麻醉，心脏取血，１０００ｇ离心１０ｍｉｎ，制备血清，于
－８０℃冻存。干冰运输送至武汉赛维尔生物科技有限
公司以全自动生化分析仪检测血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ含量。
１．５　肝组织病理形态学检查

镉暴露实验及干预实验完成后，小鼠以２５％乌拉
坦麻醉，取肝组织，大小为０．５ｃｍ×１ｃｍ×１．５ｃｍ，４％
多聚甲醛固定，送至武汉赛维尔生物科技有限公司进

行肝组织常规病理切片，苏木素 －伊红（ＨＥ）染色，应
用ＰａｎｎｏｒａｍｉｃＭＩＤＩ病理切片扫描仪进行记录。
１．６　肝组织的细胞核与细胞质蛋白分离

采用碧云天的细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂

盒进行蛋白的核质分离。镉暴露实验结束后采集小

鼠肝组织，用剪刀将组织尽可能剪小，按照２０∶１的比
例混合适量的细胞浆蛋白抽提试剂 Ａ和 Ｂ。每
６０ｍｇ组织加入 ２００μＬ组织匀浆液后，在玻璃匀浆
器内充分匀浆。随后按照说明书分别提取细胞质蛋

白及细胞核蛋白。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＺＫＳＣＡＮ３蛋白表达
将细胞核蛋白与细胞质蛋白分别上样，上样量为

５０μｇ，用１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，湿转至ＰＶＤＦ膜，
然后用１０％脱脂奶粉溶液封闭１ｈ，ＴＢＳＴ液清洗，然
后加入一抗（ＺＫＳＣＡＮ３，１∶１０００；ＧＡＰＤＨ，１∶５０００；
Ｈ３，１∶５０００）。孵育过夜后加入相应二抗。使用 ＥＣＬ
显色，在凝胶成像系统中曝光，观测结果，用ＩｍａｇｅＪ软
件分析条带图。

１．８　实时荧光定量ＰＣＲ检测自噬相关基因ｍＲＮＡ表达
以总ＲＮＡ提取试剂 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（宝生物，日本）

溶解小于１００ｍｇ的肝组织，按说明书步骤提取样本总
ＲＮＡ。取等量总ＲＮＡ按反转录试剂盒ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（宝生物，日本）说明书步骤将总 ＲＮＡ转录
为ｃＤＮＡ以进行后续实验。使用荧光定量检测试剂
ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（宝生物，日本）及荧光定量 ＰＣＲ仪
（ＣＦＸ９６，美国伯乐）进行基因实时定量荧光ＰＣＲ实验，
检测自噬成膜、发生、延伸等过程的基因Ｍａｐ１ｌｃ３ｂ，控制
自噬小体与溶酶体融合的基因Ｒａｂ５ａ，溶酶体ｖＡＴＰａｓｅ
酶基因Ａｔｐ６ｖ０ｄ１，溶酶体膜蛋白酶基因 Ｌａｍｐ１和溶酶
体水解酶基因 Ｃｔｓｂ的表达。以 βａｃｔｉｎ为内参，以
２－ΔΔＣＴ方法计算ｍＲＮＡ表达量［１３］，参照对照组计算相

关基因 ｍＲＮＡ相对表达水平。特异性引物序列
见表１。

表１　基因引物列表

基因名称 上游引物　　　　　　　 　　　　　　下游引物
Ｍａｐ１ｌｃ３ｂ ５’ＡＧＣＡＧＣＡＴＣＣＡＡＣＣＡＡＡＡＴＣ３’ ５’ＣＴＧＴＧＴＣＣＧＴＴＣＡＣＣＡＡＣＡＧ３’
Ｒａｂ５ａ ５’ＧＣＴＡＡＴＣＧＡＧＧＡＧＣＡＡＣＡＡＧＡＣ３’ ５’ＣＣＡＧＧＣＴＴＧＡＴＴＴＧＣＣＡＡＣＡＧ３’
Ｌａｍｐ１ ５’ＣＡＧＣＡＣＴＣＴＴＴＧＡＧＧＴＧＡＡＡＡＡＣ３’ ５’ＣＣＡＴＴＣＧＣＡＧＴＣＴＣＧＴＡＧＧＴＧ３’
Ｃｔｓｂ ５’ＣＡＧＧＣＴＧＧＡＣＧＣＡＡＣＴＴＣＴＡＣ３’ ５’ＴＣＡＣＣＧＡＡＣＧＣＡＡＣＣＣＴＴＣ３’
Ａｔｐ６ｖ０ｄ１ ５’ＡＧＴＴＣＣＧＣＣＡＣＡＴＧＡＧＡＡＡＣＣ３’ ５’ＴＧＴＧＣＣＴＧＴＧＡＴＴＡＧＣＡＧＧＡＴ３’
ＺＫＳＣＡＮ３ ５’ＣＡＧＡＡＧＣＣＡＧＴＧＡＧＣＡＧＧＡＡ３’ ５’ＴＣＴＴＣＣＣＡＣＡＴＴＣＡＣＧＧＣＡＡ３’
βａｃｔｉｎ ５’ＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＡＧＡＧＡＡＧ３’ ５’ＣＡＡＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＡＡＧＡ３’

１．９　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行分析，实验数据以

样本均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。生理盐水对照组与镉
暴露组组间比较采用 ｔ检验。对照组、镉组及镉 ＋
ＺＫＳＣＡＮ３组组间比较采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异具有极显著
性统计学意义。

２　结果

２．１　急性镉暴露诱导小鼠肝损伤
ＨＥ染色结果显示，与生理盐水对照组比较，镉暴

露组小鼠肝细胞局部出现气球样变，炎症细胞浸润、坏

死（图１ａ）；与生理盐水对照组比较，镉暴露组小鼠血
清中肝功能生化指标ＡＬＴ、ＡＳＴ显著较高（Ｐ＜０．０１），
见图１ｂ、ｃ，表明２ｍｇ·ｋｇ－１·ｂｗ－１急性镉暴露可造成小
鼠肝损伤。

２．２　镉暴露后肝自噬相关基因ｍＲＮＡ表达显著增高
实时荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，与生理盐水对

照组比较，镉暴露组肝组织中 Ｍａｐ１ｌｃ３ｂ、Ｒａｂ５ａ、
Ａｔｐ６ｖ０ｄ１、Ｌａｍｐ１、Ｃｔｓｂ的 ｍＲＮＡ表达均显著较高，差
异有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１），见图２。
２．３　镉暴露抑制ＺＫＳＣＡＮ３ｍＲＮＡ和蛋白的表达

本研究检测发现，与生理盐水对照组比较，镉暴露

组ＺＫＳＣＡＮ３基因表达显著较少（Ｐ＜０．０１），见图３ａ。
同时，本课题组进一步检测 ＺＫＳＣＡＮ３蛋白在镉暴露
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后是否发生细胞质转位，结果显示，镉暴露降低了细胞

核内ＺＫＳＣＡＮ３蛋白的表达（Ｐ＜０．０１），却并未引起其
明显的细胞质转位（Ｐ＞０．０５），见图３ｂ。
２．４　过表达 ＺＫＳＣＡＮ３可抑制镉诱导的肝细胞自噬

相关基因ｍＲＮＡ的表达
本研究检测发现，过表达 ＺＫＳＣＡＮ３可以扭转镉

对ＺＫＳＣＡＮ３基因ｍＲＮＡ的抑制（Ｐ＜０．０５），见图４ａ；

ａ：小鼠肝组织ＨＥ染色图；ｂ：ＡＳＴ水平；ｃ：ＡＬＴ水平　：与生
理盐水对照组相比，Ｐ＜０．０１
图１　急性镉暴露对小鼠肝组织形态的影响及血清生化指标分析

过表达ＺＫＳＣＡＮ３可以显著抑制镉诱导的 Ｍａｐ１ｌｃ３ｂ、
Ｒａｂ５ａ、Ａｔｐ６ｖ０ｄ１、Ｌａｍｐ１、Ｃｔｓｂ等自噬相关基因 ｍＲＮＡ
的表达（Ｐ＜０．０１），见图４ｂ～ｅ。

ａ：Ｍａｐ１ｌｃ３ｂ；ｂ：Ｒａｂ５ａ；ｃ：Ａｔｐ６ｖ０ｄ１；ｄ：Ｌａｍｐ１；ｅ：Ｃｔｓｂ　：与生
理盐水对照组比较，Ｐ＜０．０１
图２　急性镉暴露肝组织中自噬相关基因ｍＲＮＡ表达

ａ：ＺＫＳＣＡＮ３基因表达；ｂ：ＺＫＳＣＡＮ３蛋白的核质分布　：与生理盐水对照组比较，Ｐ＜０．０１
图３　镉暴露抑制ＺＫＳＣＡＮ３蛋白的表达

ａ：ＺＫＳＣＡＮ３；ｂ：Ｍａｐ１ｌｃ３ｂ；ｃ：Ｒａｂ５ａ；ｄ：Ａｔｐ６ｖ０ｄ１；ｅ：Ｌａｍｐ１；ｆ：Ｃｔｓｂ　：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与镉组比较，Ｐ＜０．０５；△：与镉组
比较，Ｐ＜０．０１

图４　过表达ＺＫＳＣＡＮ３对自噬相关基因ｍＲＮＡ表达影响
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２．５　过表达ＺＫＳＣＡＮ３可以抑制镉诱导的肝损伤
ＨＥ染色结果显示，过表达ＺＫＳＣＡＮ３可显著减少镉

组小鼠肝组织炎症细胞浸润，减轻局部肝细胞气球样

变、坏死（图５ａ）；与镉组比较，镉＋ＺＫＳＣＡＮ３组小鼠血
清中肝功能生化指标 ＡＬＴ、ＡＳＴ显著较低（Ｐ＜０．０１），
见图５ｂ、ｃ。

ａ：小鼠肝组织形态学；ｂ：血清生化指标 ＡＳＴ水平；ｃ：血清生化
指标ＡＬＴ水平　：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与镉组比较，

Ｐ＜０．０１
图５　过表达ＺＫＳＣＡＮ３对急性镉暴露诱导的小鼠肝损伤的影响

３　讨论

肝是镉中毒的主要靶器官之一，目前国内外研究

表明，镉导致的肝毒性主要机制包括：改变维持内环境

稳定相关的某些基因表达；竞争性地抑制细胞膜上的各

种离子通道，导致细胞内离子代谢特别是铁代谢的紊

乱；改变线粒体膜通透性，诱导内质网应激及活性氧产

生，促进凋亡及坏死［１４１５］。尽管镉肝毒理机制已经有了

一定进展，但是其作用机制依然缺乏系统的研究。本研

究建立急性镉暴露小鼠模型，发现２ｍｇ·ｋｇ－１·ｂｗ－１镉暴
露 ７ｄ可显著诱导小鼠肝损伤，且 ＺＫＳＣＡＮ３介导的自
噬与镉肝毒性密切相关。

自噬－溶酶体途径是细胞维持稳态的重要生命过
程，其基本过程包括自噬小泡的形成，自噬小体的组

装、延伸和闭合，自噬小体与溶酶体的融合，及随后的

包裹物在溶酶体水解酶的作用下降解，从而为细胞重

新合成细胞器提供氨基酸等小分子原料［１６］。在正常

生理条件下，自噬可维持肝细胞内环境的稳定，自噬过

度活化可导致肝细胞内细胞器损伤及肝细胞死亡［１７］。

细胞自噬性死亡与很多化合物的毒理机制密切相

关［１８］。Ｆｅｎｇ等［１９］研究发现，吗啡能够显著诱导大鼠

原代神经元自噬过度活化，导致神经元线粒体拷贝数

下降、线粒体供能障碍、ＡＴＰ水平下降，从而产生神经
毒性。Ｓｕ等［２０］研究发现，自噬关键基因 ＡＴＧ７ｓｉＲＮＡ
通过抑制过度活化的自噬可以显著拮抗１甲基４苯
基１，２，３，６四氢吡啶引起的神经细胞死亡。本课题组
前期研究结果已经在细胞层面证实了镉可以诱导肝细

胞自噬过度活化。同时，Ｈａｏ等［２１］报道了镉暴露可以

诱导ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４０７６８介导的肝细胞自噬性死亡。
Ｚｈａｎｇ等［２２］研究发现，钙紊乱介导肝细胞自噬性死亡

是镉肝毒性的重要靶点。本课题组前期研究也证明了

镉暴露通过激活 Ｃａ２＋ＤＮＭ１ｌＬ通路和抑制 ＳＩＲＴ１
ＳＩＲＴ３ＳＯＤ２通路诱导肝细胞自噬性死亡［７８］。本研究

结果表明，镉暴露可以激活肝细胞自噬 －溶酶体相关
基因的表达，为镉诱导肝细胞自噬活化增添了体内研

究证据。

ＺＫＳＣＡＮ３是一个具有 ＫＲＡＢ与 ＳＣＡＮ结构域的
锌指蛋白，ＫＲＡＢ结构域结合到 ＤＮＡ模板时可起到转
录抑制的作用，ＳＣＡＮ结构域在Ｃ２Ｈ２锌指蛋白的组装
与功能发挥上起到重要作用，而 Ｃ２Ｈ２锌指结构域可
结合ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白及小分子物质，且不同的锌指序
列及锌指间连接序列决定了该锌指蛋白的结合特异

性［２３］。细胞核 ＺＫＳＣＡＮ３减少会启动包括自噬成膜、
自噬小体发生及成熟、自噬小体与溶酶体融合、溶酶体

生成等一系列基因的表达，几乎涵盖了对整个自噬 －
溶酶体途径的调控［２４］。Ｌｅｉ等［２５］报道了 Ａ３０Ｐ突变的
α突触核蛋白通过增加 ＺＫＳＣＡＮ３蛋白的表达抑制神
经细胞的自噬流。同样有研究表明，ＨＥＰ１４化合物能
诱导ＺＫＳＣＡＮ３细胞质转位，促进细胞自噬，加强蛋白
的降解和脂滴的代谢［１０］。目前有研究显示 ＺＫＳＣＡＮ３
的细胞质转位与其磷酸化水平密切相关［２６］。本研究

发现镉暴露抑制了ＺＫＳＣＡＮ３蛋白的表达，但未引起其
细胞质转位，可能与其磷酸化水平没有发生改变有关。

然而过表达ＺＫＳＣＡＮ３显著抑制了自噬 －溶酶体基因
的表达，这也证实了是ＺＫＳＣＡＮ３的表达而不是其细胞
质转位参与了镉诱导的急性肝损伤和细胞自噬性死

亡。此外，最近有研究发现ＺＫＳＣＡＮ３还可以通过保持
异染色质的稳定性来拮抗细胞的衰老与死亡，而且这

种功能并不依赖于对自噬的调控［２７］。因此，ＺＫＳＣＡＮ３
在镉肝毒性中的作用值得进一步的探讨与研究。

综上所述，急性镉暴露可诱导小鼠肝细胞自噬性

死亡，ＺＫＳＣＡＮ３可能是镉诱导肝细胞自噬性死亡的重
要靶点。本研究探讨了镉肝毒理作用的细胞靶点及分
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子机制，为开展镉肝毒性治疗和药物的研究提供了实

验依据。
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