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香茅醛通过激活自噬-溶酶体途径促进 RNF4 降解
以拮抗内皮细胞氧化损伤
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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨香茅醛是否通过增强自噬-溶酶体途径,促进环指蛋白 4(RNF4)降解,进而稳定鸟苷三

磷酸环化水解酶 1(GTPCH1)的蛋白水平,以拮抗氧化应激诱导的人脐静脉内皮细胞损伤。 [方法] 　 采用 H2O2 处

理人脐静脉内皮细胞构建氧化损伤模型,并用 0. 48 mmol / L 香茅醛进行干预。 MTT 测定细胞活力,Western blot 检

测 p62、微管相关蛋白轻链 3B(LC3B)、溶酶体相关膜蛋白 1(LAMP1)、GTPCH1 和 RNF4 蛋白表达。 使用溶酶体抑

制剂氯喹(CQ)和蛋白酶体抑制剂 MG132 处理细胞。 免疫共沉淀(CoIP)验证在 H2O2 作用下 GTPCH1 的 SUMO 化

及其与 RNF4 的相互作用。 [结果] 　 与对照组相比,H2O2 处理可显著降低内皮细胞活力(P<0. 05)及 GTPCH1 蛋

白水平(P<0. 01),并上调 RNF4 蛋白表达(P<0. 01);CoIP 实验证实,H2O2 可诱导 GTPCH1 发生 SUMO 化修饰并与

RNF4 结合。 与 H2O2 组相比,香茅醛干预可显著逆转上述变化,同时改善自噬流功能:p62 水平显著降低(P<
0. 001),LC3B-Ⅱ / LC3B-Ⅰ比值恢复正常(P<0. 001),LAMP1 表达上调(P<0. 05)。 抑制剂实验显示,与 H2O2 组相

比,MG132 可显著阻断 GTPCH1 的降解(P<0. 01),CQ 可显著抑制 RNF4 的降解(P<0. 05)。 [结论] 　 H2O2 通过诱

导 RNF4 介导的 GTPCH1 SUMO 化-泛素化降解引发内皮细胞损伤;香茅醛通过增强自噬-溶酶体通路功能促进

RNF4 降解,进而稳定 GTPCH1,拮抗 H2O2 所致的内皮细胞损伤。
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Citronellal antagonizes oxidative damage in endothelial cells by activating the autoph-
agylysosome pathway to promote the degradation of RNF4
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[ABSTRACT] 　 　 Aim 　 To investigate whether citronellal antagonizes oxidative stress-induced injury in human
umbilical vein endothelial cells by enhancing the autophagy-lysosome pathway, promoting the degradation of ring finger pro-
tein 4 (RNF4) and thereby stabilizing the protein levels of guanosine triphosphate cyclohydrolase 1 (GTPCH1). 　 　
Methods　 Human umbilical vein endothelial cells were treated with H2O2 to establish oxidative damage models, and then
treated with 0. 48 mmol / L citronellal. 　 Cell viability was determined by MTT assay; the protein expressions of p62, micro-
tubule-associated protein light chain 3B ( LC3B), lysosome-associated membrane protein 1 ( LAMP1), GTPCH1 and
RNF4 were detected by Western blot. 　 The cells were treated with the autophagy inhibitor chloroquine (CQ) and the pro-
teasome inhibitor MG132. 　 Co-immunoprecipitation (CoIP) was used to verify the GTPCH1 SUMOylation and its interac-
tion with RNF4 in response to H2O2 . 　 　 Results 　 Compared with the control group, H2O2 treatment significantly de-
creased endothelial cell viability (P<0. 05) and GTPCH1 protein level (P<0. 01) and up-regulated RNF4 protein expres-
sion (P<0. 01). 　 CoIP assay confirmed that H2O2 induced GTPCH1 to undergo SUMOylation and bind to RNF4. 　 Com-
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pared with the H2O2 group, citronellal treatment significantly reversed the above changes and improved the autophagic flux:
p62 was significantly decreased (P<0. 001); the LC3B-Ⅱ / LC3B-Ⅰ ratio was restored (P<0. 001); and the expression of
LAMP1 was up-regulated (P<0. 05). 　 Inhibitor experiments showed that MG132 blocked GTPCH1 degradation (P<
0. 01) and CQ inhibited RNF4 degradation (P<0. 05) compared with the H2O2 group. 　 　 Conclusion 　 H2O2 triggers
endothelial cell injury via RNF4-mediated GTPCH1 SUMOylation-ubiquitination degradation; citronellal promotes the deg-
radation of RNF4 by enhancing the function of the autophagy-lysosome pathway, thereby stabilizing GTPCH1 and antagoni-
zing H2O2 -induced endothelial cell injury.
[KEY WORDS]　 citronellal;　 endothelial cell injury;　 autophagy;　 lysosome;　 ring finger protein 4;　 guanosine
triphosphate cyclohydrolase 1;　 ubiquitination

　 　 动脉粥样硬化性心血管疾病是全球范围内的

主要致死原因,其发病的始动环节为血管内皮功能

障碍[1-2]。 在各类致病因素中,氧化应激的作用至

关重要,它可引发内皮细胞凋亡及功能紊乱[3-4]。
H2O2 是诱导内皮细胞损伤的经典模型物质[5-6]。 鸟

苷三磷酸环化水解酶 1(guanosine triphosphate cyclo-
hydrolase 1,GTPCH1)是维持内皮功能的核心蛋白,
其稳定性对一氧化氮生成至关重要[7-9]。 天然单体

化合物香茅醛(citronellal,CT)已被报道具有心血管

保护潜力[10-11]。 既往研究表明,GTPCH1 的稳定性

受泛素-蛋白酶体系统调控,香茅醛可通过下调

Smurf2 进而上调 GTPCH1 水平,且两者存在内源性

结合[12],但该调控机制在氧化应激条件下的作用尚

未明确。 蛋白质的稳定性调控往往具有条件特异

性和复杂性。 在氧化应激这一心血管疾病的核心

病理条件下,是否存在其他 E3 连接酶参与 GTPCH1
的降解,仍需进一步阐明。 环指蛋白 4 ( ring finger
protein 4,RNF4)是一种特殊的 E3 连接酶,能够特异

性识别经 SUMO 化修饰的底物蛋白并介导其泛素化

降解[13]。 据此推测,在 H2O2 应激条件下,RNF4 可能

通过识别 SUMO 化的 GTPCH1,以一种不同于 Smurf2
的全新机制介导其降解。 自噬-溶酶体途径是细胞内

蛋白质降解的另一重要系统[14-15]。 在心血管系统中,
自噬功能的改变与内皮损伤、动脉粥样硬化等病理过

程密切相关[16-18]。 近年来研究表明,自噬-溶酶体通

路可通过降解关键调控蛋白参与多种疾病的发生发

展,使其成为潜在的干预靶点[19]。 基于此,本课题组

提出科学假说:香茅醛可能通过增强自噬-溶酶体途

径,促进 RNF4 降解,进而稳定 GTPCH1 蛋白水平,以
拮抗氧化应激所致的内皮细胞损伤。 本研究旨在验

证这一假说,阐明香茅醛保护内皮细胞的深层机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞和主要试剂

香茅醛(纯度≥97% )购自北京 Yuke 公司;人脐

静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cell,
HUVEC)购自美国细胞培养库;ECM 购自 Sciencell;
胰酶购自 Gibco;3% 双氧水、超敏 ECL 化学发光试

剂盒、BCA 蛋白检测试剂盒购自上海碧云天;免疫

共沉淀(co-immunoprecipitation,CoIP)试剂盒购自上

海优维宁;GTPCH1 鼠单克隆抗体购自 Santacruz;
RNF4 兔单克隆抗体、兔 IgG、鼠 IgG 购自武汉三鹰;
MTT 购自 Sigma;辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

抗体、辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠抗体购自

北京鼎国昌盛;微管相关蛋白轻链 3B(microtubule-
associated protein light chain 3B,LC3B)兔单克隆抗

体、p62 / SQSTM1 兔单克隆抗体购自上海 abmart;重组

溶酶体相关膜蛋白 1( lysosomal associated membrane
protein 1,LAMP1)兔单克隆抗体购自上海阿拉丁。
1. 2　 细胞培养与处理

在所有实验中,细胞均处于第 3 代至第 8 代之

间。 将 HUVEC 在 ECM 培养基中培养,置于 37 ℃、
5%CO2 的培养箱中。 为了建立血管内皮细胞损伤

模型,将 HUVEC 分为 4 组:对照组、H2O2 组、香茅

醛组及香茅醛+H2O2 组。 对照组在正常生长条件下

培养;H2O2 组在含 0. 6 mmol / L H2O2 的培养基中培养

24 h;香茅醛组先经 0. 48 mmol / L 香茅醛预处理 24 h,
再置于含 0. 6 mmol / L H2O2 的培养基中培养 24 h。
1. 3　 MTT 测定细胞活力

使用 ECM 培养液,以 9×103 个细胞 / 孔的密度、
100 μL / 孔的体积将细胞接种于 96 孔板;培养 24 h
后,用浓度范围为 0 ~ 2. 4 mmol / L 的 H2O2 处理细

胞,置于 37 ℃ 培养箱中孵育 24 h;随后每孔加入

10 μL MTT 溶液(最终剂量为0. 5 g / L),继续在37 ℃
条件下孵育 4 h,小心弃去上清液;接着每孔加入

100 μL 二甲基亚砜以溶解细胞内形成的深紫色甲

臜结晶, 充分混匀 10 min; 最后使用酶标仪在

570 nm 波长处测定吸光度。 以未处理细胞的吸光

度作为细胞存活率 100%的参照,计算细胞活力。
1. 4　 Western blot

收集各组细胞,使用 RIPA 蛋白提取试剂裂解
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细胞以提取总蛋白质;随后通过 BCA 法测定蛋白浓

度,依次进行电泳、转膜与封闭操作。 将处理后的

样本加入 p62、 LC3-B、 LAMP1、GTPCH1、RNF4 一

抗,于 4 ℃条件下孵育过夜;孵育结束后,加入稀释

后的二抗共同孵育,滴加 ECL 化学发光剂,通过成

像分析系统完成显影与拍照,并采用图像分析系统

进行结果分析。 以 β-actin 作为内参。
1. 5　 CoIP

收集细胞并提取蛋白后,取等量蛋白与抗 GT-
PCH1 抗体或正常 IgG 于 4 ℃ 孵育过夜。 加入

Protein A / G 珠孵育 4 h 后,用洗涤缓冲液洗涤珠子,
最后以 1 × SDS 上样缓冲液煮沸洗脱。 洗脱液经

SDS-PAGE 分离后,通过 Western blot 技术使用抗

RNF4 或抗 SUMO2 / 3 抗体进行检测。
1. 6　 统计学分析

使用 GraphPad Prism 7. 0 软件进行统计分析,
数据以 x±s 表示。 单因素方差分析后采用 Tukey 事

后检验,以 P<0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 H2O2 诱导的内皮细胞损伤模型的建立及香茅

醛对细胞活力的影响

首先通过浓度梯度筛选建立稳定的细胞氧化应激

损伤模型。 MTT 检测结果显示,采用 0. 6 mmol / L
H2O2 处理 HUVEC 24 h 后,细胞活力降至对照组的

55. 6% (P<0. 05),该处理条件被确定为后续氧化应

激损伤模型的构建条件。 在此损伤模型基础上,进
一步探究不同浓度香茅醛的干预效应,结果表明

0. 48 mmol / L 香茅醛的保护效果最为显著:经该浓

度药物预处理后,细胞活力较 H2O2 组升高 59. 2%
(P<0. 001),可有效逆转 H2O2 诱导的细胞毒性,显
著恢复内皮细胞活力,提示该浓度香茅醛对氧化应

激损伤的 HUVEC 具有明确的保护作用(图 1)。

图 1. H2O2 诱导的内皮细胞损伤模型的建立及香茅醛对细胞活力的影响(n=6)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 01,d 为 P<0. 001,与 H2O2 组比较。

Figure 1. Establishment of an endothelial cell injury model induced by H2O2 and

the effect of citronellal on cell viability (n=6)

2. 2 　 香茅醛拮抗 H2O2 诱导的 GTPCH1 降解及

RNF4 上调

在证实香茅醛具有细胞保护作用的基础上,本
研究进一步从分子水平探究其作用机制。 Western
blot 分析结果显示,与对照组相比,经 H2O2 处理后,
内皮功能关键蛋白 GTPCH1 的表达降低,E3 连接酶

RNF4 的表达升高(均 P<0. 01)。 与 H2O2 组相比,
香茅醛+H2O2 组 GTPCH1 的表达回升,RNF4 的表

达降低(均 P<0. 05)。 以上结果提示,香茅醛的保

护作用表现为拮抗 H2O2 诱导的 GTPCH1 蛋白降解

及 RNF4 蛋白上调,其作用机制可能与调控 RNF4
介导的蛋白稳定性密切相关(图 2)。

2. 3　 香茅醛增强自噬-溶酶体通路功能

为进一步探究香茅醛对自噬的影响,检测了自

噬标志蛋白。 Western blot 结果显示,与对照组相

比,H2O2 组自噬流功能显著受损:自噬底物 p62 的

表达升高(P<0. 001),LC3B-Ⅱ / LC3B-Ⅰ比值升高

(P<0. 01),溶酶体标志蛋白 LAMP1 的表达下调

(P<0. 001)。 香茅醛干预可显著改善上述自噬流

障碍:与 H2O2 组相比,香茅醛+H2O2 组 p62 的表

达降低 ( P < 0. 001 ), LC3B-Ⅱ / LC3B-Ⅰ比值降低

(P<0. 001),LAMP1 的表达升高(P<0. 05)。 上述

结果表明,香茅醛可有效增强自噬-溶酶体通路功能

(图 3)。
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图 2. 香茅醛拮抗 H2O2 诱导的 GTPCH1 降解及 RNF4 上调(n=6)
1 为对照组,2 为 H2O2 组,3 为香茅醛组,4 为香茅醛+H2O2 组。 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 H2O2 组比较。

Figure 2. Citronellal antagonistically inhibits H2O2 -induced GTPCH1 degradation and RNF4 upregulation (n=6)

图 3. 香茅醛增加自噬-溶酶体功能(n=6)
1 为对照组,2 为 H2O2 组,3 为香茅醛组,4 为香茅醛+H2O2 组。 a 为 P<0. 001,与对照组比较;b 为 P<0. 05,c 为 P<0. 001,与 H2O2 组比较。

Figure 3. Citronellal enhances autophagy-lysosomal function(n=6)

2. 4　 GTPCH1 与 RNF4 经由蛋白酶体和溶酶体两

条不同途径降解

为明确 GTPCH1 与 RNF4 的降解机制,本研究

进一步采用蛋白酶体抑制剂 MG132 与溶酶体抑制

剂 CQ 开展干预实验。 Western blot 检测结果显示,
与对照组相比,H2O2 处理可显著下调 GTPCH1 的表

达(P<0. 001);MG132 处理能显著阻断这一降解过

程,使 GTPCH1 的表达升高(P<0. 01),而 CQ 处理

对 GTPCH1 的表达无明显影响,与 H2O2 组相比差

异不显著(P>0. 05)。 与之相反,H2O2 处理可显著

上调 RNF4 的表达(P<0. 05);与 H2O2 组相比,CQ
处理能显著促进 RNF4 的表达(P<0. 05),而 MG132
预处理对 RNF4 的表达无显著影响(P>0. 05)。 上

述结果从正反两方面证实,H2O2 诱导的 GTPCH1 降

解主要由泛素-蛋白酶体途径介导,而 RNF4 的降解

则依赖于自噬-溶酶体途径(图 4)。
2. 5　 H2O2 应激下 GTPCH1 发生了 SUMO 化修饰并

与 RNF4 结合

为探究 GTPCH1 降解的上游机制,本研究通过

CoIP 技术分析其翻译后修饰及蛋白互作情况。 在

H2O2 组中,使用 GTPCH1 抗体进行免疫沉淀后,利
用 SUMO2 / 3 抗体开展 Western blot 检测,结果表明

GTPCH1 发生了 SUMO 化修饰。 同样在 H2O2 组中,
对 GTPCH1 抗体免疫沉淀产物进行 RNF4 抗体检

测,证实内源性 GTPCH1 与 RNF4 存在特异性结合,
而同型 IgG 对照组未检测到该信号。 上述结果提

示,在氧化应激条件下,GTPCH1 的 SUMO 化修饰可

招募 E3 连接酶 RNF4,进而可能启动其泛素化降解

过程(图 5)。
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图 4. GTPCH1 与 RNF4 经由蛋白酶体与溶酶体两条不同途径降解(n=6)
1 为对照组,2 为 H2O2 组,3 为 H2O2 +MG132 组,4 为 H2O2 +CQ 组。

a 为 P<0. 05,c 为 P<0. 001,与对照组比较;b 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 H2O2 组比较。

Figure 4. GTPCH1 and RNF4 are degraded through distinct proteasomal and lysosomal pathways (n=6)

图 5. H2O2 应激下 GTPCH1 发生了 SUMO 化修饰

并与 RNF4 结合(n=3)
Figure 5. GTPCH1 undergoes sumoylation interacts

with RNF4 under H2O2 stress(n=3)

3　 讨　 论

本研究深入探讨了香茅醛在 H2O2 诱导的内皮

细胞损伤中的保护作用及其分子机制。 核心发现

如下:在氧化应激条件下,E3 连接酶 RNF4 的表达

水平上调,它通过识别经 SUMO 化修饰的 GTPCH1,
介导其泛素化-蛋白酶体降解过程,最终导致内皮细

胞损伤;而香茅醛能够增强自噬-溶酶体通路的功

能,进而促进 RNF4 降解,解除其对 GTPCH1 的抑制

作用,从而发挥内皮细胞保护效应。 这一机制揭示

了 RNF4 在氧化应激诱导内皮细胞损伤中的关键作

用,同时证实香茅醛可通过激活自噬-溶酶体通路促

进 RNF4 降解以发挥保护作用,为内皮细胞功能障

碍的治疗提供了以 RNF4 为核心的新分子靶点。
内皮细胞损伤是动脉粥样硬化、糖尿病血管病

变等多种心血管疾病的共同病理起点。 完整的血

管内膜对于维持血管张力、发挥抗炎与抗凝功能至

关重要。 H2O2 作为诱导剂,是一种性质稳定的活性

氧,也是体内氧化应激状态的核心介质。 它能直接

攻击细胞膜、蛋白质与 DNA,触发炎症反应及细胞

死亡程序,因此是模拟体内血管内皮细胞损伤的理

想工具[20]。 本研究选用 H2O2 诱导的 HUVEC 损伤

模型,旨在探究香茅醛上调 GTPCH1 的潜在机制。

结果表明,H2O2 处理会导致内皮细胞活力显著下

降;而经 0. 48 mmol / L 香茅醛预处理后,内皮细胞活

力得到明显提升,这一结果证实香茅醛对 H2O2 诱

导的 HUVEC 氧化损伤具有保护作用。
泛素化是指泛素分子在 E1 激活酶、E2 结合酶

和 E3 连接酶等一系列酶的催化下,特异性共价结

合到底物蛋白上的过程。 被多聚泛素链标记的底

物蛋白会被 26S 蛋白酶体识别并降解,这是细胞内

最重要的选择性蛋白降解途径之一。 本研究通过

蛋白酶体抑制剂 MG132 处理,观察到 GTPCH1 蛋白

表达升高,为 GTPCH1 通过泛素化-蛋白酶体途径降

解提供了最直接的证据。 RNF4 作为一种应激响应

蛋白,其独特之处在于通过 SIM 结构域特异性识别

SUMO 化修饰的底物,进而启动泛素化过程[21-22]。
RNF4 参与蛋白质降解、DNA 损伤修复及肿瘤进展,
研究表明其在多种人类肿瘤类型中表达上调,是抗

癌治疗的潜在靶点,尤其在表达 c-myc 的肿瘤

中[23];同时,RNF4 还与心脏病的发生相关,因为它

已被证实可通过调控 PML / p53 轴调节缺血后心肌

细胞凋亡[24]。 然而,RNF4 在血管内皮中的作用尚

未得到研究。 CoIP 实验证实,H2O2 应激条件下,
GTPCH1 发生 SUMO 化修饰并与 RNF4 结合。 这揭

示了一个全新机制:H2O2 可能通过诱导 GTPCH1 的

SUMO 化修饰,招募 RNF4 启动其泛素化降解程序,
从而导致血管内皮细胞损伤。

自噬是与凋亡不同的另一种细胞程序,指细胞

形成具有双层膜结构的自噬体,包裹胞内受损的细

胞器或蛋白质,并将其运送到溶酶体中进行降解与

回收的过程,堪称细胞内的“清道夫系统”。 自噬流

的顺利完成,依赖于自噬体与溶酶体的有效融合,
以及溶酶体内部的酸性水解环境。 本研究证实,香
茅醛可有效激活自噬,具体表现为 LC3B-Ⅱ / LC3B-Ⅰ
比值降低,同时伴随 p62 蛋白表达下调与 LAMP1 蛋

白表达上调。 这些结果共同表明,香茅醛未阻断自
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噬过程,而是增强了高效且完整的自噬流。 结合

p62 的清除与溶酶体的活化,本课题组的数据证实

香茅醛能有效激活自噬-溶酶体通路。 更重要的是,
溶酶体抑制剂 CQ 处理完全阻断了香茅醛对 RNF4
的降解,这强有力地证明 RNF4 通过自噬-溶酶体途

径被降解。 这与 GTPCH1 的蛋白酶体降解途径形

成鲜明对比,揭示了细胞内不同降解系统的分工。
既往关于香茅醛的研究多集中于其抗氧化活

性[25],而本研究将其功能拓展至蛋白质稳定性调控

领域。 综上所述,本研究揭示了氧化应激条件下

RNF4 通过 SUMO 化依赖途径降解 GTPCH1 的新机

制,同时发现香茅醛可通过增强自噬-溶酶体途径功

能促进 RNF4 降解,进而稳定 GTPCH1 并发挥内皮

细胞保护作用。
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