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抑制 PI3K / Akt / mTOR 信号通路对兔原代巨噬细胞
自体吞噬的影响及机制
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨抑制 PI3K / Akt / mTOR 信号通路对兔原代巨噬细胞自体吞噬中的影响。 方法摇 分离培养纯

种新西兰兔腹腔原代巨噬细胞并分为 4 组,加入磷脂酰肌醇 3 激酶(PI3K)抑制剂 LY294002(10 滋mol / L)组、哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)抑制剂雷帕霉素(10 nmol / L)组、蛋白激酶 B(Akt)抑制剂曲西立滨组(20 滋mol / L)以

及空白对照组。 共培养 4 h、12 h 后分别收集细胞,运用透射电镜观察巨噬细胞自噬体的变化,细胞免疫荧光法检

测微管相关蛋白轻链 3域(LC3域)分子的表达,Western blot 检测 Akt、mTOR、磷酸化 Akt(p鄄Akt)、磷酸化 mTOR(p鄄
mTOR)及自噬相关蛋白 Beclin鄄1 和自噬蛋白 Atg5鄄Atg12 连接体的表达,单丹酰尸胺(MDC)染色法观察自噬溶酶体

的变化。 结果摇 与空白对照组相比,透射电镜下 LY294002 组自噬体、自噬空泡、髓磷脂图像等自噬标记物明显减

少,雷帕霉素组、曲西立滨组明显增多;激光共聚焦显微镜下 LY294002 组 LC3域表达显著减少,雷帕霉素组、曲西

立滨组表达显著增多;Western blot 结果显示 LY294002 组 Beclin鄄1 及 Atg5鄄Atg12 蛋白表达水平显著下降,p鄄mTOR、
p鄄Akt 蛋白表达显著减少;雷帕霉素组、曲西立滨组 Beclin鄄1 及 Atg5鄄Atg12 蛋白表达水平明显上调,共培养 4 h 后 p鄄
Akt 表达增多,雷帕霉素组 p鄄mTOR 表达增多,曲西立滨组减少;共培养 12 h 后雷帕霉素组、曲西立滨组 p鄄mTOR 表

达显著减少,雷帕霉素组 p鄄Akt 表达显著增多,曲西立滨组显著减少;MDC 染色显示 LY294002 组自噬溶酶体明显

减少,雷帕霉素组、曲西立滨组明显增多。 结论摇 抑制 PI3K / Akt / mTOR 信号通路能促进兔原代巨噬细胞自体吞

噬,抑制 PI3K 能减少兔原代巨噬细胞自体吞噬,可能是不同类型的 PI3K 分子通过其他通路起作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the role of selective inhibition of the PI3K / Akt / mTOR signaling pathway on
prompting rabbit primary macrophage autophagy. 摇 摇 Methods摇 Primary macrophages were obtained intraperitoneally from
the New Zealand rabbits and then were co鄄cultured with the phosphatidylinositol 3鄄kinase (PI3K) inhibitor LY294002 (10
滋mol / L), protein kinase B (Akt) inhibitor triciribine (20 滋mol / L), mammalian target of rapamycin (mTOR) inhibitor
rapamycin (10 nmol / L) and no drugs respectively for 12 hours. 摇 Ultrastructural changes of macrophages were examined
by transmission electron microscopy. 摇 The expression level of microtubule鄄associated protein light chain 3域(LC3域) was
assayed by immunofluorescence. 摇 Protein expression levels of Akt, mTOR, phosphorylation of protein kinase B (p鄄Akt),
phosphorylation of mammalian target of rapamycin (p鄄mTOR) and autophage related protein Beclin鄄1 and autophagy protein
5 and 12 conjugated form (Atg5鄄Atg12) were measured by Western blot. 摇 Mondansylcadaverine (MDC) staining was used
to see autophagy lysosome changes. 摇 摇 Results摇 Compared with the control group, few autophagosomes and vacuoles were
detected in group LY294002 while plenty of typical autophagosomes were detected in group rapamcin and triciribine. 摇 The
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expression levels of Beclin鄄1 and Atg5鄄Atg12 decreased significantly in group rapamcin, while increased significantly in
group rapamcin and triciribine. 摇 The fluorescence microscope showed few dots of LC3域 in group LY294002 and many in
group rapamcin and triciribine. 摇 The expression of p鄄Akt and p鄄mTOR increased obviously in group rapamcin while the
former increased a lot and the latter decreased in group rapacin after co鄄culturing of 4 hours. 摇 The expression of p鄄mTOR
decreased significantly in the treated groups, however, p鄄Akt decreased significantly in group rapamcin and triciribine but
increased obviously in group rapamci after 12 hours爷 co鄄culture. 摇 There were no significant differences on the total AKT
and mTOR levels among the treated groups. 摇 MDC staining showed decreased autophagic lysosomes in group LY294002
and increased autophagic lysosomes in group rapamcin and triciribine. 摇 摇 Conclusion摇 Selective inhibition of PI3K / Akt /
mTOR signaling pathway can promote rabbit primary macrophage autophagy while inhibition of PI3K suppress macrophage
autophagy by other signaling pathway.

摇 摇 巨噬细胞作为体内最强大的吞噬细胞在维护

机体内环境稳态方面具有十分重要的作用。 除吞

噬作用外,巨噬细胞还有趋化功能、分泌功能以及

抗原呈递功能,因此巨噬细胞成为许多领域的研究

对象。 在动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)斑块病

理生理进程中,巨噬细胞由于分泌基质金属蛋白酶

(MMP)降解细胞外基质导致纤维帽变薄以及分泌

多种细胞因子促进斑块向不稳定方向发展而受到

人们重视。 如何减少 As 斑块中的巨噬细胞浸润进

而稳定易损斑块已成为 As 研究的热点。
自体吞噬是近年来发现的不同于凋亡和坏死的

一种形式,简称自噬。 自体吞噬参与了 As 的发生发

展过程[1],通过自体吞噬作用能够减少泡沫细胞的积

聚和斑块中的炎症反应,起到稳定斑块的作用。 如何

利用巨噬细胞的自体吞噬作用稳定易损斑块具有十

分重要的意义。 利用 RAW264郾 7 细胞系的研究发现

PI3K / Akt / mTOR 信号通路能够调节巨噬细胞自体吞

噬[2],然而由于细胞系的肿瘤性,是否在原代巨噬细

胞中也有相同结论尚有待验证,同时,抑制 PI3K 分子

是否也能促进自噬尚不明确。 本研究拟采用兔原代

巨噬细胞作为研究对象,分别利用 PI3K 抑制剂

LY294002、Akt 抑制剂曲西立滨、mTOR 抑制剂雷帕霉

素选择性抑制 PI3K / Akt / mTOR 信号通路,以观察其

对原代巨噬细胞自体吞噬的影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验动物

摇 摇 纯种新西兰大白兔,购自山东省农业科学院。
1郾 2摇 试剂和药品

药物 LY294002 ( Cat: 9901 )、 抗 体 p鄄mTOR
(Cat:2974)、mTOR (Cat:2983)、Akt (Cat:9272)、
LC3域 (Cat: 3868)购自 Cell Signaling,抗体 p鄄Akt
( Cat: ab23509 ) 购 自 Abcam, 抗 体 Atg5 ( Cat:

ABC14) 购自 Merck Millipore,抗体 Beclin鄄1 ( cat:
PL031353R)购自 PL laboratories,抗体 茁鄄actin 购自

中杉金桥,雷帕霉素 (Cat:553210)、曲西立滨 (Cat:
124012)购自 Calbiochem,MDC (Cat:D4008)、巯基

乙酸盐肉汤( thioglycollate broth,Cat: 70157) 购自

Sigma 公司,蛋白提取试剂盒及 BCA 蛋白浓度测定

试剂盒购自碧云天生物技术研究所。
1郾 3摇 仪器

日本 JEM鄄1200 透射电子显微镜,德国蔡司

LSM710 共聚焦显微镜,通用电气公司 imagequant
LAS 4000mini 超灵敏化学发光成像仪。
1郾 4摇 家兔原代巨噬细胞培养及分组

新西兰家兔麻醉后腹腔注射 200 mL(2郾 9 g / 100
mL)无菌巯基乙酸肉汤,3 ~ 4 天后麻醉处死家兔,
无菌条件下开腹注入 60 mL 培养基,按摩 5 min 后

吸出,重复 3 次。 吸取的培养基离心后按 106 种入 6
孔板中,2 h 后换液,无菌 PBS 冲洗两遍,贴壁细胞

95%为巨噬细胞。 随即分为 4 组,加入 PI3K 抑制剂

LY294002(10 滋mol / L)组、Akt 抑制剂曲西立滨(20
滋mol / L)组、mTOR 抑制剂雷帕霉素(10 nmol / L)组
共培养细胞 12 h,第 4 组为空白对照组。
1郾 5摇 透射电镜观察超微结构

药物共培养巨噬细胞 12 h 后,收取各组细胞置

于 3%戊二醛中固定、PBS 洗涤、1%饿酸固定、梯度

乙醇丙酮脱水、包埋、聚合、超薄切片、铅染后观察。
1郾 6摇 细胞免疫荧光标记

24 孔板细胞爬片,各组加入相应药物共培养 12
h,PBS 洗涤,2% 多聚甲醛固定细胞,PBS 冲洗后,
1译的 Triton X鄄100 细胞透入,5% 牛血清白蛋白

(BSA)封闭,加入 LC3域后 4益孵育过夜。 PBS 冲洗

后,加入荧光二抗,室温避光孵育 2 h,DAPI 染细胞

核后,防荧光淬灭剂封片,激光共聚焦显微镜下

观察。
1郾 7摇 单丹磺酰尸胺(MDC)染色

24 孔板细胞爬片,各组加入相应药物共培养 12
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h,PBS 洗涤后加入终浓度为 50 滋mol / L MDC,37益、
5%CO2 孵箱孵育 1 h,PBS 洗涤,2% 多聚甲醛固定

细胞,PBS 冲洗后,1译的 Triton X鄄100 细胞透入,
DAPI 染细胞核,防荧光淬灭剂封片,激光共聚焦显

微镜下观察。
1郾 8摇 Western blot 检测细胞中 mTOR、p鄄mTOR、Akt、
p鄄Akt、Beclin鄄1 及 Atg5鄄Atg12 蛋白的表达

分别收集药物共培养 4 h、12 h 及空白对照组

巨噬细胞,PBS 洗涤 3 次,用试剂盒提取蛋白后,采
用 BCA 蛋白定量法测定蛋白浓度。 6% ~ 10% SDS
聚丙烯酰胺凝胶进行蛋白电泳,蛋白分离后 200 mA
转至硝酰膜上。 室温下 5%脱脂奶粉封闭 2 h,用相

应的一抗 4益孵育过夜,洗涤后换相应二抗室温孵

育 2 h。 洗涤后采用化学发光试剂盒用 imagequant
LAS 4000 mini 超灵敏化学发光成像仪显影,使用

Photoshop 分析条带灰度值。
1郾 9摇 统计学处理

计量数据用x 依 s 表示,应用 SPSS 17郾 0 软件处

理,采用单因素方差分析,并进行 LSD 检验,方差不

齐时运用 Dunnett爷s T3 检验,以 P < 0郾 05 为差异有

统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 透射电镜观察细胞自噬体

摇 摇 药物与兔原代巨噬细胞共培养 12 h 后,与空白

对照组相比, LY294002 组自噬标记物如自噬体、自
噬空泡、髓磷脂图像明显减少,而雷帕霉素组、曲西

立滨组明显增多(图 1)。

图 1. 电子显微镜观察不同处理对兔原代巨噬细胞形态学的影响摇 摇 箭头所指为自噬体,蓝色箭头为细胞的吞噬作用(A、C 组 伊
12000,B、D 组 伊 10000);A 为 LY294002 组,B 为雷帕霉素组,C 为曲西立滨组,D 为空白对照组。

Figure 1. Ultrastructural features of primary macrophage treated with different conditions

2郾 2摇 细胞免疫荧光标记情况

药物与兔原代巨噬细胞共培养 12 h 后,与空白

对 照 组 相 比 ( IOD / Area 值 为 0郾 265 依 0郾 089 ),
LY294002 组 LC3域荧光亮点表达明显减少(IOD / Area

值为 0郾 031 依0郾 018),差异有统计学意义(P < 0郾 05);
雷帕霉素组(IOD / Area 值为 0郾 620 依 0郾 152)、曲西立

滨组(IOD / Area 值为 0郾 752 依 0郾 086)表达显著增多,
差异有统计学意义(P <0郾 01;图 2)。

图 2. 免疫荧光检测各组 LC3域的含量( 伊 400)摇 摇 A 为 LY294002 组,B 为雷帕霉素组,C 为曲西立滨组,D 为空白对照组。 a 为 P <
0郾 05,b 为 P < 0. 01,与空白对照组比较。

Figure 2 . The expression of LC3域 among different groups detected by immunofluorescence( 伊 400)
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2郾 3摇 自噬溶酶体的表达

与空白对照组相比 ( IOD/ Area 值为 0郾 317 依
0郾 074),LY294002 组自噬溶酶体表达显著减少(IOD/
Area 值为 0郾 044 依 0郾 018),差异有统计学意义(P <
0郾 01);雷帕霉素组(IOD/ Area 值为 0郾 772 依0郾 077)、曲
西立滨组(IOD/ Area 值为0郾 715 依0郾 065)自噬溶酶体表

达明显增多,差异有统计学意义(P <0郾 01;图 3)。
2郾 4摇 蛋白表达情况

与空白对照组相比,LY294002 组自噬蛋白 Atg5鄄
Atg12 连接体及 Beclin鄄1 表达显著减少(P < 0郾 01),雷
帕霉素、曲西立滨组表达均显著增多(P < 0郾 01, P <

0郾 05;图4)。 与药物共培养4 h 后,与空白对照组相比,
LY294002 组及曲西立滨组 p鄄mTOR 表达明显减少(P
<0郾 01),雷帕霉素组 p鄄mTOR 表达显著增多(P <
0郾 01)。 处理12 h 后,与空白对照组相比,LY294002 组、
雷帕霉素组和曲西立滨组 p鄄mTOR 表达均显著减少(P
<0郾 01;图5)。 处理4 h 后,与空白对照组相比,雷帕霉

素组、曲西立滨组 p鄄Akt 表达显著增多(P < 0郾 01),
LY294002 组 p鄄Akt 表达显著减少(P <0郾 01)。 处理 12
h 后,与空白对照组相比,LY294002 组、曲西立滨组 p鄄
Akt 表达均显著减少(P <0郾 01),雷帕霉素组 p鄄Akt 表
达增多(P <0郾 05;图 6)。

图 3. MDC 染色显示不同处理对兔原代巨噬细胞自噬溶酶体的影响( 伊 400) 摇 摇 A 为 LY294002 组,B 为雷帕霉素组,C 为曲西立

滨组,D 为空白对照组。 a 为 P < 0郾 01,与空白对照组比较。

Figure 3. The MDC staining of lysosome among different groups detected by laser confocal microscopy( 伊 400)

图 4. 不同处理对兔原代巨噬细胞自噬蛋白 Atg5鄄Atg12 连接体、Beclin鄄1 表达量的影响摇 摇 A 为 LY294002 组,B 为雷帕霉素组,C
为曲西立滨组,D 为空白对照组。 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与空白对照组比较。

Figure 4. Different conditions on the expression of autophagy protein Atg5鄄Atg12 conjugated form and Beclin鄄1

图 5. 不同药物与兔原代巨噬细胞共培养 4h、12h 对 p鄄mTOR 表达的影响摇 摇 A 为 LY294002 组,B 为雷帕霉素组,C 为曲西立滨

组,D 为空白对照组。 a 为 P < 0郾 01,与空白对照组比较。

Figure 5. Different drugs after co鄄culture with rabbit primaray macrophage for the expression of p鄄mTOR
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图 6. 不同药物与兔原代巨噬细胞共培养 4 h、12 h 对 p鄄Akt 表达的影响摇 摇 A 为 LY294002 组,B 为雷帕霉素组,C 为曲西立滨组,
D 为空白对照组。 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与空白对照组比较。

Figure 6. Different drugs after co鄄culture with rabbit primary macrophage for the expression of p鄄Akt

3摇 讨摇 论

巨噬细胞富集是动脉粥样硬化易损斑块的重

要特征,斑块纤维帽中侵入的巨噬细胞越多,斑块

就越脆弱,此外,巨噬细胞还可以分泌多种细胞因

子例如 IL鄄1、IL鄄6、IL鄄8、TNF鄄琢、IFN鄄酌 以及细胞黏附

分子 ICAM鄄1、VCAM鄄1、P鄄选择素、E鄄选择素、NF鄄资B、
CD40L鄄CD40 等,促进斑块向不稳定方向转化。 因

此选择性减少 As 斑块中的巨噬细胞浸润能够促进

易损斑块稳定。
研究发现自体吞噬参与了 As 的发生发展过程,

斑块细胞存在不同程度的自噬现象,巨噬细胞也不

例外。 自体吞噬是细胞中的一种补救性生命支持

进程,通过形成椭圆形的双层膜结构来隔绝一定的

细胞质成分,进而利用溶酶体组分降解这些成

分[3]。 已有研究表明自体吞噬在神经系统疾病以

及肿瘤、心力衰竭中具有重要作用[4]。 自体吞噬在

生物进化中高度保守,能够产生游离脂肪酸、氨基

酸和核苷酸供细胞重新利用。 自体吞噬由生物体

精细调节,研究发现 Akt / mTOR 信号通路、MAPK /
Erk1 / 2 信号通路以及 AMPK 等信号通路都与之相

关[5],尤其是 Akt / mTOR 信号通路起到关键的调节

作用。 Akt / mTOR 被认为是蛋白质合成的主要信号

调节通路,参与细胞增殖、分化迁移等的调节,活化

时可以抑制多种刺激诱发的细胞凋亡以及细胞自

我吞噬,促进细胞周期进展。 活化的 mTOR 可以调

节两条下游通路:核糖体 S6 蛋白激酶 1(S6 kinase
1, S6K1)和真核细胞起动因子 4E 结合蛋白 1(4E
binding protein, 4EBP1) [6]。 mTOR 通过磷酸化使

S6K1 活化,进而磷酸化核糖体蛋白 S6(p70S6)来促

进 mRNA 翻译,同时促使核糖体与内质网的黏附而

抑制内质网膜脱落形成自噬体膜;mTOR 也可以通

过磷酸化抑制 4EBP1 活性,解除其对真核细胞翻译

起始因子 eIF4E 的抑制。 最近研究发现利用药物依

维莫司、雷帕霉素抑制 mTOR,通过促进肿瘤细胞的

自体吞噬而抑制肿瘤的发生发展[7], 更直接的证据

来自于高脂饲养的家兔斑块中放置的依维莫司药

物涂层支架,可以看到巨噬细胞显著减少而血管平

滑肌细胞不受影响[8],甚至口服雷帕霉素也能达到

抑制斑块生长的作用[9]。
PI3K 是 Akt / mTOR 信号通路的上游分子,可以

分为两种类型, I 型 PI3K 活化时通过激活 Akt /
mTOR 信号通路,负性调节自体吞噬,芋型 PI3K 活

化时激活 Beclin鄄1,启动自噬进程[10]。 Beclin鄄1 是酵

母自噬基因 Atg6 的哺乳细胞同源基因,大部分观点

认为其表达增多代表自噬水平增强,例如用 siRNA
沉默 Beclin鄄1 基因使得饥饿诱导的细胞自噬并没有

增强[11]。 而 Wang 等[12] 研究发现,Beclin鄄1 是 Akt
的作用靶点之一,对 Akt 抵抗的 Beclin鄄1 突变体能

够增加自噬。 由于 Beclin鄄1 被 Akt 磷酸化后能够增

强其与波形蛋白的联系,而清除后者能够增强自噬

水平,由此认为 Beclin鄄1 被 Akt 磷酸化后自噬减弱。
我们的研究发现应用 PI3K 抑制剂 LY294002 后 p鄄
Akt、p鄄mTOR 均有大幅下降,说明 LY294002 可以抑

制玉型 PI3K / Akt / mTOR 通路,然而自噬标志物是

降低的,可能的机制是 LY294002 对于芋型 PI3K 的

抑制作用更为主要,因此更加特异的抑制剂有待开

发,对 Beclin鄄1 的深入研究也将更加阐明这一现象。
我们还发现应用 Akt、mTOR 特异性抑制剂曲西

立滨、雷帕霉素与兔原代巨噬细胞共培养 12 h 后,
p鄄Akt、p鄄mTOR 表达量下降而总 Akt、mTOR 表达量

不变,说明可以有效阻断 PI3K / Akt / mTOR 信号通

路,同时透射电镜、免疫荧光、Western blot 检测以及

MDC 染色结果显示自噬现象明显增强,说明抑制

PI3K / Akt / mTOR 信号通路可以增强兔原代巨噬细

胞自体吞噬。 我们的实验还发现雷帕霉素、曲西立

滨与兔原代巨噬细胞共培养 4 h 后 p鄄mTOR、p鄄Akt
表达增多,共培养 12 h 后雷帕霉素组 p鄄Akt 表达量
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进一步上升,可能的原因是受雷帕霉素抑制,雷帕

霉素敏感型 mTOR 表达减少,而雷帕霉素不敏感型

mTOR 增多,后者可以引起 Akt 的磷酸化,短时间药

物刺激更为明显。 这与其他研究者的结论一致[13],
也反向证明抑制 Akt 可以增强自体吞噬。

自噬的检测有多种方法,电镜是公认的金标

准。 电镜下如果能观察到双层的自噬体、髓磷脂图

像以及泛素化夹杂物则可以认为自噬发生。 电镜

的检测需要有经验的技师进行操作,除操作复杂

外,巨噬细胞还由于其吞噬异物的特性不易与自噬

空泡区分,我们的实验也观察到了巨噬细胞的吞噬

过程(图 1D)。 Atg5 和 Atg8(哺乳动物为 LC3)由于

各参与自噬体形成过程中两大泛素系统[1] 也可以

作为自噬的标志。 LC3域形成过程中导致 LC3 的构

象改变,这对自噬体的形成非常必要,LC3域 / LC3鄄I
比值增高可以说明自噬增强。 Atg5 以 Atg12鄄Atg5鄄
Atg16L 复合体的形式定位到自噬小体膜上,并广泛

分布于细胞质中,因此也可以作为自噬标记物[14],
我们的实验用 Atg鄄Atg12 连接体反映自噬形成的强

弱。 另一种常用的自噬标志蛋白是 Beclin鄄1。 如上

文所述,Beclin鄄1 表达增多可以看做自噬增强的标

志。 除此之外,由于自噬体最终要与溶酶体结合形

成自噬溶酶体,然后溶酶体酶将自噬体内容物降

解。 因此通过溶酶体染色也可以反映自噬的情况。
MDC 染色即是经典方法之一[15]。

总之,我们的实验初步证实了抑制 PI3K / Akt /
mTOR 信号通路能够促进兔原代巨噬细胞的自体吞

噬,而抑制 PI3K 并没有取得相同结果,在现阶段缺

乏更为特异的抑制剂条件下,为抑制剂的选择以及

动物实验指明了思路。
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