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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白协同诱导树鼩中脑神经元自噬的可能机制ꎮ 方法　 本文以树鼩

原代中脑神经元为模型ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 法测定 ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白治疗细胞后ꎬ细胞中

ＡＴＧ５ / ７ 蛋白和基因的表达ꎮ 结果　 ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白能够诱导树鼩原代中脑神经元自噬ꎬ两者具有协同效

应ꎬ且通过调节 ＡＴＧ５ / ７ 基因表达上调 ＡＴＧ５ / ７ 蛋白ꎬ进而调控自噬ꎮ 结论　 ＡＴＧ５ / ７ 基因参与了ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ
蛋白诱导的树鼩中脑神经元自噬ꎬ这一结论为研究艾滋病脑病和自噬之间的关系提供了新的理论依据ꎮ

【关键词】 　 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白ꎻ甲基苯丙胺ꎻ自噬ꎻ原代培养ꎻ树鼩

【中图分类号】 Ｒ－３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】１６７１￣７８５６(２０２０) ０３￣００２０￣０５

ＭＥＴＨ ａｎｄ ＨＩＶ￣１Ｔａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｖｉａ Ａｔｇ５ / ７
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｉｄｂｒａｉｎ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｃｅｌｌｓ

ＬＩ Ｊｕａｎ１ꎬ２ꎬ ＹＡＮ Ｈｅｘｉ１ꎬ ＬＩ Ｈｏｎｇｍｅｉ１ꎬ ＬＶ ｌｉｑｉｏｎｇ１ꎬ ＺＥＮＧ Ｘｉａｏｆｅｎｇ３∗ꎬ ＤＡＩ Ｊｉｅｊｉｅ２∗

(１.Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ ＭｅｄｉｃｉｎｅꎬＫｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＫｕｎｍｉｎｇ ６５０５００ꎬ Ｃｈｉｎａ.
２. Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ / Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ
Ｔｅａｍ ｏｆ Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｔｒｅｅ Ｓｈｒｅｗꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０１１８. ３. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｆｏｒｅｎｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ

Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０５００)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｒｅｔｒｏｖｉｒａｌ ｔｈｅｒａｐｙ (ｃＡＲＴ) ｈａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｔｈｅ ｌｉｆｅｔｉｍｅ ｏｆ ＡＩＤＳ ｐａｔｉｅｎｔｓꎬ ＨＩＶ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｎｅｕｒｏｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ (ＨＡＮＤｓ) ｒｅｍａｉｎ ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｃｏｎｃｅｒｎ ｉｎ ａ
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　 　 众所周知ꎬＨＩＶ 感染和毒品滥用是当今世界上

严重两大的社会和公共卫生问题ꎬ目前临床使用的

抗逆转录病毒疗法(ｃＡＲＴ)虽然改善了 ＨＩＶ 感染者

的健康状况ꎬ但是不能改善 ＨＩＶ 相关神经认知障碍

(ＨＡＮＤ)的症状ꎬ因此ꎬＨＡＮＤ 仍然是 ＨＩＶ 感染者面

临的主要问题之一[１]ꎬ而毒品的滥用增加了 ＨＡＮＤ
的风险ꎮ ＭＥＴＨ 即甲基苯丙胺(Ｍｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅꎬ
ＭＥＴＨ)也称为“冰毒”ꎬ会影响中枢神经系统功能的

正常发挥ꎮ 甲基苯丙胺滥用常常伴随 ＨＩＶ 病毒的

感染ꎬ而且甲基苯丙胺可以影响 ＨＩＶ 病毒的复制和

发病机制[２]ꎬ这些 ＨＩＶ 感染者也表现出更大的神经

损伤和更高的认知能力下降ꎮ
ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白是一种病毒蛋白ꎬ可以通过诱导

神经细胞凋亡、自噬以及神经突触的改变ꎬ产生神

经毒性ꎬ是 ＨＡＮＤ 的主要致病因子之一[３－４]ꎮ 而

ＭＥＴＨ 能够刺激多巴胺神经元产生活性氧分子

(ＲＯＳ)从而导致谷氨酸代谢异常[５]ꎬ因而产生神经

毒性ꎮ 之前我们报道ꎬＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白可以

显著增加神经细胞凋亡和自噬的风险ꎬ两者具有协

同作用[６－７]ꎬ然而这种协同作用的分子机制还不

清楚ꎮ
细胞死亡可以是偶然死亡ꎬ也可以是程序化死

亡ꎬ都是为了维持细胞内环境的稳定ꎮ 程序性细胞

死亡依赖于特定的信号通路ꎬ导致裂解或非裂解形

态ꎬ有凋亡(ａｐｏｐｔｏｓｉｓ)和自噬(ａｕｔｏｐｈａｇｙ)两种形式ꎮ
自噬意即细胞的自我吞噬ꎬ是通过降解和回收细胞

成分来维持细胞稳态ꎬ需要超过 ３０ 多种自噬相关蛋

白(ＡＴＧ) 来进行调节这个过程[８]ꎮ 树鼩 ( Ｔｕｐａｉａ
Ｂｅｌａｎｇｅｒｉ)虽然是一种小型哺乳动物ꎬ但是因为它与

人类的亲缘关系相近ꎬ一些研究人员甚至将树鼩归

类为一种独立的哺乳动物分类群[９]ꎬ而且树鼩大脑

较发达ꎬ因此很多研究者将树鼩作为研究人类神经

系统疾病的动物模型ꎮ
之前我们已经报道 ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白能

够协同诱导树鼩中脑神经元自噬ꎬ而 ＡＴＧ５ / ７ 蛋白

参与了两者诱导的自噬ꎬＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白诱

导的细胞氧化应激可能是引起自噬的基本原因[７]ꎮ

据研究应激诱导的细胞自噬初期可能会起到保护

细胞的作用ꎬ但应激状态持续ꎬ细胞无法适应这种

应激ꎬ则会引起细胞凋亡[１０]ꎮ ＡＴＧ５ 和 ＡＴＧ７ 作为

两种重要的自噬相关蛋白参与了 ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣Ｔａｔ
蛋白诱导的自噬ꎬ对于维持细胞的内环境有一定的

作用ꎬ然而氧化应激持续进行时ꎬ细胞是如何调节

自噬并不完全被了解ꎮ 而本研究则进一步证实

ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白通过增加 ＡＴＧ５ / ７ 基因的表

达上调 ＡＴＧ５ / ７ 蛋白ꎬ进而调控两者诱导的神经元

自噬ꎬ探讨自噬的潜在机制ꎬ揭示吸毒人员引起的

艾滋病脑病的发病机制ꎬ对于寻找合适的药物治疗

靶点有一定的临床意义ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

中缅 树 鼩 滇 西 亚 种 ( Ｔｒｅｅ Ｓｈｒｅｗꎬ Ｔｕｐａｉａ
Ｂｅｌａｎｇｅｒｉ Ｃｈｉｎｅｓｉｓ) (新生 ３ ｄ 内) １０ 只ꎬ普通级ꎬ雌
雄各半ꎬ体重 ９􀆰 １~ １６􀆰 ５ ｇꎬ平均(１３􀆰 １±１􀆰 ２) ｇꎬ选取

身体虚弱ꎬ母树鼩不给予哺乳、出生 ３ ｄ 内的乳树

鼩ꎬ由中国医学科学院医学生物学研究所树鼩种质

资源中心提供ꎬ实验动物生产许可证号[ＳＣＸＫ(滇)
Ｋ２０１８－０００２]ꎬ使用许可证号[ ＳＹＸＫ(滇) Ｋ２０１８ －
０００２]ꎮ 同时中国医学科学院医学生物学研究所实

验 动 物 福 利 伦 理 委 员 会 批 准 了 本 研 究

(ＤＷＳＰ２０１７０５３)ꎬ实验过程中按照实验动物使用的

３Ｒ 原则ꎬ所有树鼩给予人道主义关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＬＣ３Ｂ ｒａｂｂｉｔ Ａｂ ( ２７７５ｓ )ꎬ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ｒａｂｂｉｔ Ａｂ
(３７３８ｓ)ꎬ Ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ￣ＨＲＰ ( ７０７４ｓ)ꎬ Ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ￣ＨＲＰ(７０７６ｓ) 购于 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司ꎮ ＡＴＧ５ ｒａｂｂｉｔ Ａｂ ( ａｂ１０８３２７)ꎬ ＡＴＧ７ ｒａｂｂｉｔ Ａｂ
(ａｂ１３３５２８)购于 ａｂｃａｍ 公司ꎮ Ａｎｔｉ－β￣Ａｃｔｉｎ Ｍｏｕｓｅ
Ａｂ(Ａ１９７８)购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ胎牛血清(１７３９４６４)ꎬ
Ｂ２７ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ ( ５０Ｘ ) ( １７５０４ － ０４４ )ꎬ Ｐｅｎ Ｓｔｒｅｐ
(１５１４０－１２２)ꎬ０􀆰 ２５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ￣ＥＤＴＡ(２５２００－０５６)ꎬ
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ￣ａ 培养基(１０８８８－０２２)购于 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ
ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基( ＳＨ３００２３􀆰 ０１)购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公

１２中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ３



司ꎻＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 相关试剂购于上海碧云天生物技术

有限公司ꎻＨＩＶ￣Ｔａｔ 蛋白 Ｃｌａｄｅ￣Ｂ(ＨＩＶ￣１２９￣ｃ)购于

ＰＲＯＳＰＥＣ 公司ꎬ甲基苯丙胺(化学对照品ꎬ纯度 >
９９％ꎬＭｅｔｈｙｌａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ) (１７１２１２－２００６０３)购于中

国药品生物制品检定所ꎻ ＲＮＡｚｏｌ ＲＮＡ 提取试剂

(ＲＮ１９０)购于 ＭＲＣ 公司ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 一步法 ＲＴ￣ＰＣＲ
试剂盒 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料法 ( １７０８８９２) 购于 ＢＩＯ￣
ＲＡＤ 公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 树鼩中脑神经元分离、培养

树鼩 中 脑 神 经 元 分 离、 培 养 方 法 见 参 考

文献[７]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 引物设计、合成

从 ＮＣＢＩ 数据库中查找 ＡＴＧ５ 和 ＡＴＧ７ 的序列ꎬ
设计 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测引物ꎬ ＡＴＧ５ 引物序列正向:５’－
ＧＣＣＡＴＣＡＡＴＣＧＧＡＡＡＣＴＣＡＴ － ３ ’ꎬ 反 向: ５ ’￣
ＣＡＣＡＧＧＡＣＧＧＡＡＣＡＧＣＴＴＣＴ－ ３’ꎬＡＴＧ７ 引物序列

正向:５’￣ＧＣＣＣＴＧＴＧＴＣＴＴＣＣＡＧＡＧＡＧ－５’ꎬ反向:５’
－ ＡＧＴＧＣＣＧＴＧＡＣＴＣＣＴＴＣＴＧＴ－３’ꎻ同时以 ＧＡＤＰＨ
作为内参基因ꎬＧＡＰＤＨ 引物序列正向:５’￣ＣＡＴ ＧＧＣ
ＡＣＣ ＧＴＣ ＡＡＧ ＧＣＴ ＧＡＧ ＡＡ － ３’ꎬ反向:５’￣ＣＡＧ
ＴＧＧ ＡＣＴ ＣＣＡ ＣＧＡ ＣＧＴ ＡＣＴ ＣＡ－３’ꎬ引物均由上

海生工生物工程有限公司合成ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＲＮＡ 提取以及荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取树 鼩 中 脑 神 经 元 中 的

ｍＲＮＡꎬ并对其进行浓度和纯度的测定ꎮ 使用一步

法 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光 ＰＣＲ 进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 反应ꎬ所得

数据采用 ２－ΔΔＣＴ法进行计算分析ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ 和 ＩＰ 裂解液提取蛋白ꎬ经 ＢＣＡ 法测

定蛋白浓度ꎮ 取 ２５ μｇ 蛋白ꎬ经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白分

离后ꎬ转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 用 ５％脱脂牛奶封闭 １ ｈꎬ
随后加入一抗(ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＡＴＧ５、ＡＴＧ７ꎬ稀释比

例均为 １ ∶１０００ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 稀释比例为 １ ∶２０００)ꎬ４℃孵

育过夜ꎬ用 １×ＰＢＳＴ 清洗干净后ꎬ放入二抗中室温孵

育 ２ ｈꎬ用 ＥＣＬ 显色液显色ꎬ利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析

灰度值ꎬ每次实验重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

本实验数据分析使用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ６􀆰 ００ 软件ꎬ组间比较采用单因素方差分析

(ＡＮＯＶＡ)ꎬ结果以 Ｐ<０􀆰 ０５ 具有统计学意义ꎮ ＨＩＶ￣
１Ｔａｔ 蛋 白 和 /或 ＭＥＴＨ 诱 导 的 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、 ＬＣ３Ｂ、

ＡＴＧ５ / ７ 蛋 白 使 用 Ｂｌｉｓｓ 独 立 模 型 ( Ｂｌｉｓｓ
ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ ｍｏｄｅｌ)计算两者是否具有协同效应ꎬ
效应 值 < １ 为 协 同 ( ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ) ＝ １ 为 叠 加

(ａｄｄｉｔｉｖｅ)ꎬ> １ 为拮抗(ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ) [１１]ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白协同诱导树鼩中脑

神经元自噬

根据之前研究结果[７] 本文用 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白

(１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)单独 /联合 ＭＥＴＨ(０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)作

用细胞 ２４ ｈꎬ检测细胞中自噬蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 和

ＬＣ３Ｂ 蛋白的表达水平(图 １)ꎮ ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ
蛋白均可以提高细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 和 ＬＣ３Ｂ 蛋白的

表达ꎬ与 对 照 组 相 比ꎬ ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋 白 诱 导 细 胞

Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 和 ＬＣ３Ｂ 蛋白的表达分别上升了 ２􀆰 ２ 倍

(Ｐ<０􀆰 ０５)和 １􀆰 ８ 倍(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎻＭＥＴＨ 诱导细胞

Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 和 ＬＣ３Ｂ 蛋白表达分别上升了 ３􀆰 ４ 倍(Ｐ<
０􀆰 ０５)和 ２􀆰 ３ 倍(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋
白联合作用细胞后ꎬ细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 和 ＬＣ３Ｂ 蛋白

明 显 升 高ꎬ 高 于 其 余 组ꎬ 有 显 著 性 差 异 ( Ｐ <
０􀆰 ００１)ꎮ ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白两者联合诱导细

胞 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 和 ＬＣ３Ｂ 蛋白的效应值分别是 ０􀆰 ７７ 和

０􀆰 ７６ꎬ具有协同效应ꎮ
２􀆰 ２　 ＡＴＧ５ 和 ＡＴＧ７ 参与了两者诱导的细胞自噬

本文检测了细胞中自噬蛋白 ＡＴＧ５ / ７ 的表达水

平ꎬ如图 ２ 所示:给予细胞 ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白

治疗后ꎬ细胞中 ＡＴＧ５ / ７ 蛋白表达量升高ꎮ ＨＩＶ￣
１Ｔａｔ 蛋白单独作用细胞后ꎬ细胞中 ＡＴＧ５ / ７ 蛋白表

达比对照组分别上调了 １􀆰 １ 倍(Ｐ<０􀆰 ０５)和 １􀆰 ０ 倍

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬＭＥＴＨ 作用细胞后ꎬ细胞中 ＡＴＧ５ / ７ 蛋

白表达比对照组上调了 １􀆰 ２ 倍(Ｐ<０􀆰 ０５)和 １􀆰 ０ 倍

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而两者同时作用细胞后ꎬ细胞中 ＡＴＧ５ / ７
蛋白 表 达 量 明 显 上 升ꎬ 作 用 效 应 分 别 是 ０􀆰 ８４
(ＡＴＧ５)和 ０􀆰 ６４(ＡＴＧ７)ꎬ具有协同效应ꎮ 而 ＰＣＲ
结果显示(图 ３)ꎬ单独给予 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白治疗后ꎬ
ＡＴＧ５ / ７ 基因的表达量升高ꎬ分别是对照组的 ９９ 倍

(Ｐ<０􀆰 ０５)和 １２９ 倍(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ单独应用 ＭＥＴＨ 治

疗后 ＡＴＧ５ / ７ 基因的表达量也升高ꎬ分别是对照组

的 １１４ 倍(Ｐ<０􀆰 ０１)和 １２８ 倍(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻＨＩＶ￣１Ｔａｔ
蛋白和 ＭＥＴＨ 两者联合明显上调 ＡＴＧ５ / ７ 的表达

量ꎬ与单独药物组和对照组比ꎬ差异有显著性ꎬ具有

统计学意义ꎮ

２２ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ３



注: Ａ:ＷＢ 结果ꎻＢ: Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 蛋白灰度值与 β￣ａｃｔｉｏｎ 灰度值比值ꎻＣ: ＬＣ３Ｂ 蛋白灰度值与 β￣ａｃｔｉｏｎ 灰度值比值ꎮ 灰度值测定用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件ꎬ数

据分析及作图使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件ꎮ 与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 Ｍ＋Ｔ 组相比ꎬ＃ Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 １　 ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白诱导细胞后 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 和 ＬＣ３Ｂ 蛋白表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｂꎬ Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ / β￣ａｃｔｉｏｎ. Ｃꎬ Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＬＣ３Ｂ / β￣ａｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ
Ｉｍａｇｅ Ｊ ｓｏｆｔｗａｒｅꎬ ａｎｄ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔ ｗｉｔｈ ｂａｒｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅａｎｓ ａｎｄ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｄａｔａ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｌｕｍｎ ｂｙ Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ｓｏｆｔｗａｒｅ.

Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｂｌｏｔ ｉｍａｇｅｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ.Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ.∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ＋Ｔ. ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃＃ Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＨＩＶ￣１Ｔａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ / ｏｒ ＭＥＴＨ ｆｏｒ ２４ ｈ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ａｎｄ ＬＣ３Ｂ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ.

注: Ａ:ＷＢ 结果ꎻＢ:ＡＴＧ５ 蛋白灰度值与 β￣ａｃｔｉｏｎ 灰度值比值ꎻＣ:ＡＴＧ７ 蛋白灰度值与 β￣ａｃｔｉｏｎ 灰度值比值ꎮ 灰度值测定用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件ꎬ数据

分析及作图使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件ꎮ 与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 Ｍ＋Ｔ 组相比ꎬ＃ Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃＃Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ２　 ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白诱导细胞 ＡＴＧ５ 和 ＡＴＧ７ 蛋白表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｂꎬ Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＡＴＧ５ / β￣ａｃｔｉｏｎ. Ｃꎬ Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＡＴＧ７ / β￣ａｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ
Ｉｍａｇｅ Ｊ ｓｏｆｔｗａｒｅꎬ ａｎｄ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔ ｗｉｔｈ ｂａｒｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅａｎｓ ａｎｄ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｄａｔａ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｌｕｍｎ ｂｙ Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ｓｏｆｔｗａｒｅ.

Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｂｌｏｔ ｉｍａｇｅｓ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ.Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ.∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗ꎬＰ<０.０１ꎬ∗∗∗ꎬＰ<０.００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ＋Ｔꎬ＃Ｐ<０.０５ꎬ＃＃Ｐ<０.０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＨＩＶ￣１Ｔａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ / ｏｒ ＭＥＴＨ ｆｏｒ ２４ ｈ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＡＴＧ５ ａｎｄ ＡＴＧ７ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 Ｍ＋Ｔ 组相比ꎬ＃ Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ３　 ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白诱导细胞 ＡＴＧ５ 和 ＡＴＧ７ 基因表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍＲＮＡ ＡＴＧ５. Ｂꎬ Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍＲＮＡ ＡＴＧ７. Ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ２－ΔΔＣＴ

ｍｅｔｈｏｄꎬ ａｎｄ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔ ｗｉｔｈ ｂａｒｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅａｎｓ ａｎｄ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｄａｔａ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｌｕｍｎ ｂｙ Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ

ｓｏｆｔｗａｒｅ.Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ ∗∗ꎬＰ<０􀆰 ０１ ∗∗∗ꎬＰ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ＋Ｔꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＨＩＶ￣１Ｔａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ / ｏｒ ＭＥＴＨ ｆｏｒ ２４ ｈ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍＲＮＡ ＡＴＧ５ ａｎｄ ＡＴＧ７

３　 讨论

ＨＩＶ 感染者滥用 ＭＥＴＨ 增加了 ＨＡＮＤ 发生的

风险ꎮ 据研究ꎬＭＥＴＨ 通过下降神经突触前和突触

后蛋白降低 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 转基因(Ｔａｔ￣Ｔｇ)小鼠的工作

记忆和空间记忆ꎬ并且服用 ＭＥＴＨ 的 Ｔａｔ￣Ｔｇ 小鼠在

３２中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ３



空间记忆方面具有明显的缺陷[１２]ꎮ ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣
１Ｔａｔ 能协同增强大鼠和 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞(人神经母细

胞瘤细胞)的氧化应激反应ꎬ从而损伤大鼠的血脑

屏障ꎬ诱导细胞凋亡和自噬ꎬ增加神经毒性[１３－１４]ꎮ
哺乳动物的自噬可以在缺氧、饥饿、病毒侵入

等应激情况下增强ꎬ有利于细胞的存活ꎬ但是过度

自噬则会导致细胞死亡ꎮ 在酵母和哺乳动物中ꎬ有
两种泛素样(ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｌｉｋｅꎬ ＵＢＬ)蛋白的共轭系统

利于噬菌体扩大延伸[１５]ꎬ其中一个系统是 ＡＴＧ１２￣
ＡＴＧ５￣ＡＴＧ１６ 复合体ꎮ 在酵母中ꎬＡＴＧ５ 依赖 Ｅ１ 激

酶而激活ꎬ而 ＡＴＧ７ 作为一种独特的 Ｅ１ 酶ꎬ激活

ＡＴＧ１２ 并将其转化为不同的 Ｅ２ 酶[１６]ꎮ 研究发现

ＡＴＧ５ / ７ 依赖性自噬在吗啡成瘾以及神经元树突调

节中起着关键作用[１７]ꎮ Ｚｈｅｎｇ 等[１８]通过 Ａｄ￣ＡＴＧ５ /
７ 重组腺病毒转染小鼠软骨细胞后ꎬ发现 ＡＴＧ５ / ７
蛋白可以通过 ＰＥＲＫ 信号通路促进自噬ꎮ Ｙａｎｇ
等[１９]认为 ＭＥＴＨ 通过 ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路调控神

经细胞自噬ꎬ而天麻素能够减轻其诱导的自噬ꎬ从
而起到保护作用ꎮ 在本研究中ꎬＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ
蛋白协同可以显著上调 ＡＴＧ５ / ７ 基因的表达水平ꎬ
从而调控蛋白表达促进细胞自噬ꎬ增加细胞毒性ꎮ

本研究的结果揭示 ＭＥＴＨ 和 ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白通

过上调 ＡＴＧ５ / ７ 基因的表达ꎬ协同诱导树鼩中脑神

经元自噬ꎬ从而为了解 ＨＩＶ 感染的 ＭＥＴＨ 吸毒患者

神经认知障碍的分子机制提供了新的见解和理论

依据ꎮ 同时树鼩的原代中脑神经元可以作为研究

ＨＩＶ￣１Ｔａｔ 蛋白和 ＭＥＴＨ 自噬的一个模型ꎬ为进一步

的研究提供一个新的方向ꎮ
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[１４] 　 Ｚｅｎｇ ＸＦꎬ Ｌｉ Ｑꎬ Ｌｉ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ＨＩＶ￣１ Ｔａｔ ａｎｄ ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ ｃｏ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｓ ｍｉｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ
ａｍｉｄｅ (ＮＡＣＡ) ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｃｔｉｆｙｉｎｇ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [ Ｊ] . Ｔｏｘｉｃｏｌ
Ｌｅｔｔꎬ ２０１８ꎬ ２９９: １５９－１７１.

[１５] 　 Ｓｏｎｇ Ｓꎬ Ｔａｎ Ｊꎬ Ｍｉａｏ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ: ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｕａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｕｎｄｅｒ ＥＲ
ｓｔｒｅｓｓ [Ｊ] . Ｊ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２０１７ꎬ ２３２(１１): ２９７７－２９８４.

[１６] 　 Ｏｈｓｕｍｉ Ｙ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ: ｔｗｏ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｌｉｋｅ
ｓｙｓｔｅｍｓ [Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２００１ꎬ ２(３): ２１１－２１６.

[１７] 　 Ｓｕ ＬＹꎬ Ｌｕｏ Ｒꎬ Ｌｉｕ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｔｇ５￣ａｎｄ Ａｔｇ７￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ
ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｍｏｒｐｈｉｎｅ [ Ｊ] . Ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ ２０１７ꎬ １３
(９): １４９６－１５１１.

[１８] 　 Ｚｈｅｎｇ Ｗꎬ Ｘｉｅ Ｗꎬ Ｙｉｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＴＧ５ ａｎｄ ＡＴＧ７ ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｔｕｏｐｈａｇｙ ｉｎｔｅｒｐｌａｙｓ ｗｉｔｈ ＵＲＰ ｖｉａ ＰＥＲＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [ Ｊ] . Ｃｅｌｌ
Ｃｏｍｍｕｎ Ｓｉｇｎａｌꎬ ２０１９ꎬ １７(１): ４２.

[１９] 　 Ｙａｎｇ Ｇꎬ Ｚｅｎｇ Ｘꎬ Ｌｉ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇａｓｔｒｏｄｉｎ
ａｇａｉｎｓｔ ｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＡＫＴ / ｍＴＯＲ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｌｅｔｔꎬ ２０１９ꎬ ７０７: １３４２８７.

〔收稿日期〕２０１９－０９－２７

４２ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ３


