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白细胞介素 10 通过促进线粒体自噬调节心肌细胞生物氧化
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[摘　 要] 　 目的　 探讨白细胞介素 10( IL-10)对心肌细胞葡萄糖代谢的影响及其可能机制。 方法　 使用棕榈酸干

预复制心肌脂毒性和葡萄糖利用减少细胞模型,外源性 IL-10 干预后,以荧光标记的 2-脱氧葡萄糖(2-NBDG)摄入

法检测心肌细胞的葡萄糖摄取,检测乳酸及体外氧化磷酸分别代表葡萄糖无氧酵解及有氧氧化水平;使用免疫荧

光检测线粒体自噬;使用 Real-Time PCR 及 Western Blot 检测线粒体自噬关键基因 PINK1 表达。 结果　 与对照组

比较,IL-10 处理后,心肌细胞摄入 2-NBDG 量约增加 1 倍;细胞培养上清乳酸含量减少近 80% ;细胞内乳酸含量亦

显著减少。 IL-10 促进微管相关蛋白 1 轻链 3-绿色荧光蛋白(LC3-GFP)在心肌细胞线粒体聚集,促进线粒体自噬,
并上调 PTEN 诱导假定激酶 1 (PINK1)表达。 结论　 IL-10 通过促进葡萄糖转入及氧化磷酸化恢复心肌细胞供能

物质组成;其对氧化磷酸化的作用可能是通过上调 PINK1 进而促进线粒体自噬实现的。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the role of interlekutin-10 (IL-10) in cardiomyocyte metabolism. 　 　 Methods
Cardiomyocyte lipotoxicity and glucose utilization reduction was induced by palmitate. 　 Cardiomyocytes were treated with
IL-10 and 2-NBDG uptake assay was adopted to assess the glucose utilization in cells. 　 Lactic acid and oxidative phospho-
rylation were used to assess glycolysis and oxidation of glucose, respectively. 　 Immuno-fluorescence was used to evaluate
mitophagy in cardiomyocytes. 　 RT-qPCR and Western blot were used to detect PINK1 expression. 　 　 Results 　
Compared with the control, IL-10 treatment approximately doubled the amount of 2-NBDG in cardiomyocytes. 　 The super-
natant and intracellular lactic acid were both reduced. 　 Moreover, LC3-GFP was enhanced in mitochondrial aggregation
and the PINK1 expression was up-regulated, which indicated mitophagy increase in cardiomyocytes. 　 　 Conclusion　 IL-
10 may re-balance cardiomyocytes metabolism substrates by increasing glucose utilization, glycolysis and oxidative phospho-
rylation through inducing mitophagy mediated by PINK1 up-expression.

　 　 心肌细胞是体内对三磷酸腺苷(ATP)需求最大

的组织细胞,且 ATP 对心肌细胞维持正常功能至关

重要。 生理情况下,心肌细胞主要通过线粒体内的

生物氧化生成 ATP 满足供能需要。 因此,生物氧化
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的调节对心肌细胞有着关键意义。 线粒体自噬,主
要指在活性氧(ROS)、营养缺乏、细胞衰老等刺激

下,细胞内线粒体发生去极化损伤,损伤的线粒体

被特异性包裹进自噬体中并与溶酶体融合而发生

降解。 线粒体自噬是细胞清除受损或功能失调线

粒体从而保证线粒体更新和正常功能状态的主要

机制,是氧化磷酸化得以正常进行不可缺少的重要机

制,也是病理条件下心肌细胞的重要代偿反应[1]。
白细胞介素 10(IL-10)是一种被证实具有心肌

保护作用的细胞因子,既往已经发现其在减少泡沫

细胞生成中有着关键作用[2]。 许多研究显示 IL-10
主要通过抗炎等机制发挥保护效应,但新近研究显

示它还具有调节巨噬细胞线粒体自噬的作用[3];但
IL-10 是否可影响心肌细胞物质代谢尚不清楚。 本

研究拟观察 IL-10 对心肌细胞物质代谢的影响,并
探讨线粒体自噬在其中的作用。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

大鼠心肌细胞株 H9c2 及腺病毒包装工具细胞

293A 均购自 ATCC 公司;AdMax 腺病毒包装质粒及

穿梭质粒购自 MicroBix Biosystems 公司并由本实验

室保存;装载有 LC3-GFP 及 mito-TdTomato 序列的

质粒购自 Addgene 公司;H9C2 及 293A 细胞均生长

于完全培养基和胎牛血清,均购自 Gibco 公司。 IL-
10 购自 R&D System 公司;ADP、寡霉素及葡萄糖购

自 Sigma 公司;2-脱氧葡萄糖(2-NBDG)摄取试剂盒

购自 BioVision 公司;线粒体提取试剂盒购自 Qiagen
公司;PINK1 及 GAPDH 抗体均购自 CST 公司。
1. 2　 细胞培养和棕榈酸配置

将大鼠心肌细胞株 H9C2 和腺病毒包装细胞

293A 置于含 10% FBS 和 1% 青霉素及链霉素的

DMEM 培养基中,在 37 ℃和 5% CO2 饱和湿度的恒

温培养箱中培养。 每 48 h 换液 1 次,融合度到达

80%即予 1 ∶ 3 传代。 将棕榈酸粉末置于 BSA-氢氧

化钠溶解,加热至 70 ℃后溶解,过滤后使用。
1. 3　 腺病毒包装

AdMax 系统包装腺病毒。 将 LC3-GFP 及 mito-
TdTomato 编码序列克隆至 AdMax 表达载体 pDC315
中,获得 pDC315-LC3-GFP 及 pDC315-mito-TdTomato。
使用磷酸钙转染法将骨架质粒 pBHGloxΔE1 及表达

质粒 pDC315-LC3-GFP 或 pDC315-mito-TdTomato 共

同转入 293A 中,72 h 后裂解细胞并用 CsCl 超速密

度梯度离心法纯化腺病毒。

1. 4　 葡萄糖摄取试验

使用 2-NBDG 摄取试验检测 H9C2 对葡萄糖的

摄取。 2-NBDG 结构与葡萄糖相似,故可经葡萄糖

转运蛋白进入细胞,但其在细胞内的代谢终止于 6-
磷酸-2-NBDG,故将在胞内聚集而不能再进行氧化

分解。 2-NBDG 带有绿色荧光,故可由荧光分光光

度计检测荧光强度,代表葡萄糖摄入量。 其操作步

骤简述如下:细胞贴壁后,更换为 0. 5% FBS 培养 1
h 后加入 1 μL 2-NBDG 及 20 μL 葡萄糖摄取增强

剂,继续培养 30 min 后以预冷的缓冲液处理后离心

收集细胞,最后重悬于缓冲液中并由荧光分光光度

计检测荧光强度,激发波长为 495 nm。
1. 5　 氧化磷酸化检测

分离不同处理组细胞的线粒体后加入葡萄糖

作为氧化磷酸化底物,使用耗氧量测定仪测定耗氧

量,从而反映细胞氧化磷酸化水平。 加入 ADP 以反

映复合物Ⅲ耗氧量;加入寡霉素以反映复合物Ⅳ的

耗氧量。
1. 6　 RT-qPCR

TRIZOL 提取总 RNA,经反转录使用 SYBR 法进

行 q-PCR 检测其 mRNA 表达。 RT-qPCR 引物如下:
PINK1-F:5′-ACA GGC TCA CAG AGA AGT GT-3′;
PINK1-R:5′-AGA CCA TCA CGA CAC AGA GG-3′;
GAPDH-F:5′-TTC CTG GTA TGA CAA CGA AT-3′;
GAPDH-R:5′-TTG ATG GTA CAT GAC AAG GT-3′。
1. 7　 Western blot

提取总蛋白后在 SDS-聚丙烯酰胺凝胶上分离,
转 PVDF 后 5%脱脂牛奶封锁,先后用抗 PINK1 一抗

及二抗孵育;最后用超敏 ECL 发光液并捕获图像,以
Image Pro Plus 分析图像,以光密度值代表表达量。
1. 8　 统计学处理

采用 SPSS 20. 0 统计学软件进行数据处理分

析。 计量数据以 x±s 表示,两组间比较采用两样本 t
检验,多组间采用单因素方差分析。 P<0. 05 为差

异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 IL-10 逆转棕榈酸导致的 H9C2 葡萄糖摄取

减少

在棕榈酸刺激的基础上,流式细胞术检测细胞

对 2-NBDG 的摄取情况,结果显示,与 PBS 组比较,
IL-10 组(50 μg / L 处理 24 h)FITC 荧光强度强度显

著增加(2205 ±128 比 3198 ±126;图 1),表明 IL-10
处理可促进葡萄糖向细胞内转运。
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图 1. IL-10 对心肌细胞葡萄糖摄取的影响　 　 棕榈酸(150 μmol / L)诱导心肌细胞脂毒性,流式细胞仪检测 2-NBDG 孵育后 H9c2 细胞内

平均荧光强度。 A:IL-10 组;B:PBS 组;C:两组的比较。 a 为 P<0. 05,与 PBS 组比较。

Figure 1. Effect of IL-10 treatment on glucose uptake in cardiomyocytes after palmitate induction

2. 2　 IL-10 同时促进糖酵解和氧化磷酸化

分离相应处理后细胞的线粒体,加入葡萄糖作

为氧化磷酸化底物,检测氧化磷酸化氧消耗速率,
以代表氧化磷酸化速率。 结果显示,IL-10 组复合物

Ⅲ耗氧量增加约 40% ;复合物Ⅳ耗氧量增加约

20% 。 同时检测乳酸水平发现,IL-10 组细胞内上清

及裂解液的乳酸减少,提示进入细胞的葡萄糖没有

停留在糖酵解阶段而进入线粒体库进行了有氧氧

化(图 2)。

图 2. IL-10 对心肌细胞葡萄糖氧化磷酸化及糖酵解的影响

A:线粒体Ⅲ态呼吸(StateIII)以及线粒体Ⅳ态呼吸(StateIV)耗氧量;
B:细胞上清及裂解液乳酸含量。 a 为 P<0. 05,与 PBS 组比较。

Figure 2. Effect of IL-10 on glucose oxidative phosphoryla-
tion and glycolysis in H9c2 cells

2. 3 　 IL-10 通过调节线粒体自噬促进葡萄糖有氧

氧化

以 LC3-GFP 及线粒体定位的红色荧光蛋白

mito-TdTomato 共定位观察线粒体自噬发生,结果显

示,IL-10 处理 12 h 后,绿色荧光及红色荧光蛋白共

定位明显增加(图 3),提示 IL-10 促进线粒体自噬。
而 PINK1 mRNA 及蛋白质表达均显著上调(图 4)。
因此表明,IL-10 通过上调 PINK1 促进线粒体自噬。

图 3. IL-10 对心肌细胞线粒体自噬的影响(630×)　 　 A:IL-
10 组,可见自噬小体(绿)与线粒体(红)重叠,而形成橙色区域;B:
PBS 组,可见部分自噬小体(绿),但未与线粒体(红)重叠。

Figure 3. Effect of IL-10 on mitophagy in cardiomyocytes
(630×)
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图 4. IL-10 对 PINK1 表达的影响　 　 A:Western blot 检测 PINK1 蛋白表达;B:RT-qPCR 检测 PINK1 mRNA 表达。 a 为 P<0. 05,与 PBS 组

比较

Figure 4. Effect of IL-10 treatment on expression of PINK1

3　 讨　 论

心脏收缩需要大量的 ATP,心肌的供能物质有

葡萄糖、脂肪酸(fatty acids,FA)、乳酸、酮体、氨基酸

等,线粒体是真核细胞进行氧化磷酸化作用合成

ATP 的主要场所,是细胞的“动力工厂”,提供细胞

生命活动所需 80%的能量。 正常心肌细胞 FA 的摄

取和氧化维持在一个动态平衡,如果心肌中大量脂

质积聚可损伤线粒体功能,引起心脏功能异常,被
成为心肌脂毒性,甚至引起脂毒性心肌病[4]。 因

此,供能物质的代谢对心肌细胞线粒体库的完整性

和功能正常,以至维持心肌细胞的正常活动具有特

殊意义[5]。 本研究结果显示,IL-10 通过促进 PINK1
诱导心肌细胞线粒体自噬,使氧化磷酸化得以顺利

进行的同时,增加心肌细胞对葡萄糖的摄取,可使

处于脂毒性状态的心肌细胞恢复供能物质的构成

比例,减少对脂肪酸依赖,从而缓解脂毒性。
棕榈酸导致心肌细胞脂毒性[6],持续的主要机

制之一是 Randle 循环,即过多的长链脂酰辅助 A 在

细胞内堆积,造成葡萄糖酵解途径受阻,最终导致

葡萄糖氧化不能进行而更多地利用脂肪酸供能,从
而造成恶性循环。 而对葡萄糖利用增加是心肌细

胞脂毒性缓解的标志性现象。 心肌细胞遭受脂毒

性损害后,脂毒性物质及其激活的信号通路可导致

葡萄糖转运蛋白表达下降及膜转位受阻,造成心肌

细胞对葡萄糖摄取的进一步降低;而因为脂质过氧

化及内质网应激等造成线粒体膜损伤和钙超载等,
使线粒体不能正常产生 ATP [7]。 此时,抑制脂肪酸

氧化可改善心肌细胞对胰岛素敏感性,从而促进心

肌细胞更多地依赖葡萄糖酵解这种不通过线粒体

产生 ATP 的方式供能[8]。 表面上,这样虽然 “优

化”了心肌细胞供 ATP 的物质来源,短期内增加了

ATP 供应,但并未改善氧化磷酸化,心肌细胞内的

脂肪酸得不到清除;同时,由于过度摄取葡萄糖导

致糖酵解而氧化磷酸化不能相应提升可能导致糖

酵解产物堆积,引起细胞内酸中毒,进一步恶化细

胞内环境。 因此,抑制脂肪酸氧化的这类药物如曲

美他嗪虽在临床上可改善心肌缺血症状,却对临床

预后没有益处[9]。 清除脂毒性心肌中这些受损线

粒体,使氧化磷酸化得以顺利进行并产生 ATP,从
而通过氧化的方式清除过度堆积的脂肪酸衍生物,
才是脂毒性心肌健康的代偿方式之一。 但另一方

面,由于 Randle 循环的存在,促进脂肪酸氧化会进

一步抑制心肌细胞对葡萄糖的摄取,使心肌细胞进

一步依赖脂肪酸供能,这对心肌是不利的。 因此,
在促进脂肪酸氧化的同时促进细胞摄入葡萄糖,恢
复供能物质构成,是缓解脂毒性心肌细胞不必缺少

的机制之一。
IL-10 是一种由免疫细胞分泌的、具有抗炎作用

的细胞因子。 研究证实,巨噬细胞是 IL-10 的主要

来源之一,课题组亦曾证实巨噬细胞分泌的 IL-10
可抑制泡沫细胞的形成[2]。 在本研究中,IL-10 可

提高棕榈酸诱导的脂毒性心肌细胞对葡萄糖的摄

取以及促进细胞内糖酵解和氧化磷酸化,改善能量

代谢。 线粒体功能障碍是心肌细胞功能障碍,脂毒

性发生发展的重要原因。 在心肌细胞中,IL-10 被报

导具有抑制血管紧张素-II 诱导的非选择性自噬并

发挥心肌保护效应[10];另有研究显示 IL-10 抑制饥

饿诱导的成纤维细胞非选择性自噬[11]。 然而值得

指出的是,线粒体自噬属于选择性自噬。 目前已知

的线粒体自噬主要有以下几种[12-17]:ATG32 介导的

酵母线粒体自噬;Nix 介导的线粒体自噬;PINK 介

导的线粒体自噬;FUNDC1 介导的线粒体自噬;Bcl-
rambo 介导的线粒体自噬等。 PINK 介导的线粒体
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自噬主要发生在损坏线粒体的质量控制过程中;目
前认为其在清除损伤线粒体的过程中起关键作用,
是介导线粒体自噬中的主要机制[6,14]。 在不同组织

细胞中,许多研究均发现 IL-10 可促进线粒体自

噬[3,18-19];本研究结果也同样证实了这一点。 IL-10
对非选择性自噬和选择性自噬如线粒体自噬造成

不同结局的机制尚未清楚,但线粒体自噬具有独特

启动机制,即膜电位下降造成相关蛋白暴露,使线

粒体标记分子被泛素化识别和标记[20];尤其以线粒

体膜电位下降导致 PINK1 暴露为主[20]。 本研究发

现 IL-10 处理后的脂毒性损伤的心肌细胞,线粒体

自噬增加,PINK1 表达增加,提示 IL-10 虽然可能抑

制细胞的非选择性自噬,但可能通过启动线粒体自

噬特异性机制,发挥促进线粒体自噬作用。
综上所述, 本研究证 实 了 IL-10 通 过 上 调

PINK1,促进线粒体以自噬方式清除受损线粒体,从
而提高线粒体生物氧化能力,促进葡萄糖和脂肪酸

等供能物质的氧化磷酸化,为心肌细胞提供 ATP 以

维持其功能。 同时,在心肌脂毒性发生过程中,IL-
10 还促进葡萄糖向心肌细胞内转运,恢复供能物质

比例,缓解心肌脂毒性。
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