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Che-1通过 mTOR通路调控自噬在谷氨酸所致
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摘要 目的：观察谷氨酸（glutamate, Glu）对神经元 Che-1蛋白表达的影响，研究过表达 Che-1对 Glu所致神经元氧化应激性损伤

的作用，并以 mTOR调控的细胞自噬通路为靶点，探讨 Che-1在 Glu所致神经元损伤中发挥作用的分子机制。方法：用 Glu损伤

神经元后，采用免疫学及分子生物学等方法检测 Che-1蛋白的表达；用慢病毒转染神经元增加 Che-1表达，用乳酸脱氢酶（Lactate

dehydrogenase, LDH）释放量和流式细胞术等方法检测神经元凋亡程度，采用免疫荧光染色和免疫印迹法检测神经元自噬关键蛋

白表达水平；使用 mTOR特异性抑制剂雷帕霉素（Rapamycin）提高神经元自噬水平，并通过检测 LDH释放量和流式细胞术研究

自噬在神经元转归中的作用。结果：Glu可显著增加神经元 Che-1蛋白表达；过表达 Che-1可减轻 Glu所致神经元损伤，并减轻

Glu所致神经元自噬；通过 Rapamycin激活自噬可逆转 Che-1对 Glu所致神经元损伤的保护作用。结论：过表达 Che-1蛋白可通

过抑制神经元自噬对 Glu所致神经元损伤发挥保护作用。
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Study on the Effect of Che-1 on Glutamate-induced Neuronal Injury Via
mTOR Regulated Autophagy Pathways*

The aim of the present study was to observe the effect of glutamic acid (Glu) on the expression of Che-1 in

cortical neurons, to investigate the effect of Che-1 overexpression on Glu-induced neuronal injury, and to elucidate the potential

mechanism of Che-1-induced neuroprotection focusing on autophagy. After treatment with Glu, immunostaining and western

blot were performed to detect the expression of Che-1 in neurons. Transfection with lentivirus was used to overexpress Che-1, and lactate

dehydrogenase (LDH) release and flow cytometry were performed to measure neuronal injury. Immunostaining and western blot were

used to determine autophagy in neurons. After treatment with the autophagy activator rapamycin, LDH release and flow cytometry were

performed to investigate the protective effect of Che-1 against Glu. Glu significantly increased the expression of Che-1 in

cortical neurons. Overexpression of Che-1 alleviated the Glu-induced neuronal injury and reduced autophagy in neurons. The autophagy

activator Che-1 partially prevented the protective effect of Che-1 against Glu in neurons. Overexpression of Che-1 could

exert protective effect against Glu-induced neuronal injury through activating autophagy in cortical neurons.
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前言

脑卒中是全球范围内致死的第二大病因，在我国，已成为

威胁国人生命健康的第一大杀手[1]。临床上将脑卒中分为缺血

性脑卒中（ischemic stroke，IS）和出血性脑卒中（hemorrhagic

stroke，HS），其中 IS约占所有卒中的 87%[2]，其发病率高，死亡

率高的特点，为社会和个人带来沉重的负担。IS的有效治疗有

赖于血管的及时再通，尽快恢复脑组织血供，然而，在我国目前

仅有 10-20%的 IS患者在发病 3小时内能够到达医院。谷氨酸

等兴奋性神经递质过度释放造成的氧化应激性损伤是 IS后继

发性神经损伤的主要机制之一，然而目前针对这一机制设计的

药物并没有达到预期的疗效。因此，寻找 IS后能够有效保护脑

组织损伤的手段将成为提高 IS救治成功率的突破点。

自噬是一个进化保守的细胞内物质降解过程，可以通过回

收利用细胞内受损的细胞器及细胞碎片为细胞代谢提供能量

以及细胞器的更新提供原料，以维持细胞内环境的稳定[3]。在应

激状态，如营养剥夺或生长因子缺乏等状态下，mTOR活性受

到抑制，从而激活自噬以维持细胞内代谢平衡以及细胞活力[4]。
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然而，过度自噬可以导致神经元死亡，造成损伤[5]。Che-1，即抗

凋亡转录因子（Anti-apoptotic transcription factor, AATF），可以

通过与 RNA聚合酶 II结合，从而参与调控多种基因的转录，

在胚胎早期的增殖和分化等过程中发挥重要的作用[6]。近期的

研究发现，在能量应激状态下，Che-1可以通过 Redd1和 Deptor

调控 mTOR信号途径介导的细胞自噬[7]。Che-1通过促进细胞

周期，抑制凋亡和自噬等在细胞存活的过程中发挥了重要的作

用[8]。此外，在 DNA发生损伤时，Che-1磷酸化激活后与 TP53

等连接，促进后者的转录，从而修复损伤的 DNA[9]。然而，Che-1

在缺血性脑卒中后神经元损伤中的作用及其具体的作用机制，

目前仍缺乏研究。在本研究中，我们利用谷氨酸所致神经元损

伤模拟体外缺血性脑卒中损伤，观察了 Glu对神经元 Che-1蛋

白表达的影响，研究了过表达 Che-1对 Glu所致神经元损伤的

作用，并以 mTOR信号通路介导的自噬为靶点探讨了 Che-1

在 Glu所致神经元损伤中发挥保护作用的分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料

孕 13-15天 C57BL/6J小鼠由第四军医大学动物实验中心

提供。动物饲养于 22℃，12小时光照 /黑暗循环的环境中，给

予充足的标准饮食。动物处理流程严格按照美国国立卫生研究

院（National Institutes of Health, NIH）的指南制定，并获得第四

军医大学实验动物饲养与使用委员会批准。胎牛血清购自美国

Gibico 公司；Neurobasal 培养基、B-27、L- 谷氨酸均购自美国

Sigma公司；LDH检测试剂盒、BCA蛋白定量试剂盒、凋亡检

测试剂盒、细胞培养皿和细胞培养板均购自武汉博士德生物工

程有限公司；免疫共沉淀试剂盒购自美国 Bioworld公司；LC3、

mTOR、Che-1、p-Che-1、S6K、p-S6K、茁-actin抗体和对应二抗均
购自美国 Santa Cruz公司。

1.2 方法

1.2.1 原代神经元培养 小鼠原代皮层神经元培养按照已往

的实验步骤进行[10]，主要步骤为常规处死小鼠后，在无菌状态

下取出胎鼠及胎盘，在冰上分离出胚胎皮层脑组织，用剪刀剪

碎后加入 m-HBSS溶液反复吹打，1000 rpm转速下离心 5分钟

后移除上清，加入 12 mL胰蛋白酶消化 20-25分钟，终止消化

后，加入 DNA酶和MgSO4震荡后静止 5分钟，离心后移除上

清，加入神经元培养基重悬细胞后计数。依照实验要求分别接

种于 60 mm细胞培养皿、96孔细胞培养板和 10 mm细胞培养

玻片上，置于 37℃含 5%CO2，湿度为 90%的培养箱中常规培养

1周后用于后续实验。

1.2.2 Glu损伤模型建立 皮层原代神经元培养 1周后，加入

100 滋M Glu后，置于 37℃含 5%CO2，湿度为 90%的培养箱中

继续培养 24小时，收集细胞用于后续各项检测。

1.2.3 神经元 siRNA 转染 用阳离子脂质体（Lipofectamine

2000）转染的方法将目标 siRNA转导至神经元中。转染前 24

小时，更换含有 10%FBS和 1%青 -链霉素的 Neuron Basal培

养基。选择脂质体 2000体积 /DNA质量为 1:2进行细胞转染，

转染 48小时后，观察实验结果并检测转染效率。

1.2.4 LDH 释放量检测 LDH释放量使用商品化试剂盒检

测。将 HL-60细胞接种于 60 mm细胞培养皿中，按实验设计的

浓度及时间加入大蒜素、necrostatin-1、SP600125等试剂处理细

胞。每个样品取 50 滋L培养基，加入烟酰胺腺嘌呤二核苷酸
（nicotinamide-adenine dinucleotide, NADH）和丙酮酸盐，在

37℃含 5%CO2湿度为 90%的培养箱中培养。15 min后取出细

胞，加入氢氧化钠终止反应，在酶联免疫检测仪上检测各样本

的吸光值，LDH释放量以对照组吸光值为 1倍计算。

1.2.5 流式细胞术检测神经元凋亡 细胞增殖能力采用 MTT

法检测。将 HL-60细胞接种于 96孔细胞培养板中，按实验设计

的浓度及时间加入大蒜素、z-vad-fmk、SP600125等试剂处理细

胞。在每孔中加入 10 滋L浓度为 0.5 mg/mL的MTT染色试剂，

置于 37℃含 5%CO2湿度为 90%的培养箱中培养。4 h后取出

细胞，每孔中加入 100 滋L溶解试剂，置于摇床上低速振荡，直
至紫色晶体完全溶解。在酶联免疫检测仪上检测各样本的吸光

值，细胞活力以对照组吸光值为 100%计算。

1.2.6 神经元免疫荧光染色 将 HL-60细胞接种于 10 mm细

胞培养玻片上，按实验设计的浓度及时间加入大蒜素、

z-vad-fmk、SP600125等试剂处理细胞。弃去培养基，使用 4%多

聚甲醛固定细胞，加入 10 滋g/mL的 Hoechst和 10 滋g/mL的 PI

在 37℃染色 10 min。样品置于倒置荧光显微镜下观察，计数 PI

染色阳性细胞数，并计算 PI染色阳性细胞比例。

1.2.7 Western blot检测 蛋白提取、定量和Western blot检测

均采用以往文献中报道的方法进行 [11]。简而言之，用预冷的

PBS洗去培养基后，加入含有 RIPA 的细胞裂解液，收集裂解

后的蛋白，用 BCA 定量试剂盒测定蛋白含量后进行

SDS-PAGE电泳、转膜。将硝酸纤维素膜用脱脂奶粉封闭非特

异性结合位点后，分别加入 LC-3、Che-1、mTOR、或茁-actin一抗
在 4℃孵育过夜，对应二抗在 37℃染色 1 h，采用化学发光法检

测各蛋白表达。

1.3 统计学分析

实验数据表示为均数± 标准差，统计学分析使用 GraphPad

Prism 8软件进行，组间数据比较采用单因素方差分析，以 P <
0.05作为组间差异有统计学意义的标准。

2 结果

2.1 谷氨酸诱导神经元自噬和 Che-1表达

为了观察神经元受谷氨酸损伤后 Che-1表达的变化，我们

按照以往的文献报道，分别用 1、3、5、10 mM Glu处理原代培养

皮层神经元 24小时后[12]，采用免疫荧光染色的方法观察 Che-1

表达的时间和空间变化。结果显示，与 Control组相比，Glu损

伤组神经元红色荧光强度及数量显著增加，提示 Che-1蛋白表

达增高（图 1A）。为进一步定量检测 Che-1蛋白表达变化，我们

分别收集了不同浓度 Glu损伤后 24小时的神经元蛋白，并采

用 western blot对不同浓度损伤后的 Che-1蛋白表达进行半定

量。发现与 Control组相比，1、3、5、10 mM Glu损伤后神经元中

Che-1表达逐渐增高（P<0.05），并呈现出剂量依赖性的关系（图
1B），同时，选用 5 mM Glu损伤为后续实验的处理条件。此外，

通过 western blot还发现，自噬的标记分子 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值

也随着谷氨酸浓度增加而不断提高（图 1B），提示 Glu能够诱

导神经元自噬，并且与损伤的程度相关。

2.2 抑制 Che-1表达增加谷氨酸所致神经元自噬和损伤
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图 1 Glu增加神经元自噬及 Che-1的表达

Fig.1 Glu increases autophagy and the expression of Che-1 in cortical neurons

Note: #P< 0.05 vs. Control group. Scale bar, 20 滋M.

为探讨 Che-1在 Glu所致神经元损伤中的作用，我们用特

异性小干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）干扰技术下调

神经元中 Che-1的表达水平。在转染 72小时后收集细胞并提

取蛋白进行 western blot 检测，证实了与 Control 组相比，

siRNA-Con组神经元 Che-1蛋白表达无明显变化（P>0.05），而
siRNA-Che-1组神经元中 Che-1的表达显著降低(P<0.05，见图
2A)。我们进一步在脂质体转染神经元的基础上进行 Glu损伤

24小时后，通过检测细胞外 LDH的释放量来评估神经元损伤

程度。结果显示，神经元 LDH释放在 Glu损伤后显著增加，与

Glu 组对比，siRNA-Con 组神经元 LDH 释放量无明显变化

（P>0.05），而 siRNA-Che-1 组神经元 LDH 的释放量比 siR-

NA-Con组显著增加（P<0.05，图 2B），同时，MTT检测结果也

与此一致，抑制 Che-1表达后，细胞损伤加重（P<0.05，图 2B），

提示 Che-1可减轻 Glu处理后神经元损伤。此外，我们还检测

了 LC3的表达变化，发现 LC3-Ⅱ/LC3-1 的比值在 Glu 组和

siRNA-Con组没有明显差异（P跃0.05），而与 siRNA-Con组相

比，这一比值在 siRNA-Che-1组进一步升高（P<0.05，图 2C），

提示敲除 Che-1可以激活神经元自噬。

2.3 抑制 Che-1表达通过 mTOR通路增加神经元自噬

为了进一步探索 Che-1介导的神经保护作用的相关机制，

在用 siRNA下调 Che-1表达后，给予 Glu处理 24小时，收集细

胞提取蛋白后采用 western blot的方法检测 mTOR通路相关分

子表达水平，发现 Glu可以显著降低 p-mTOR的表达，与 Glu

组对比，siRNA-Con组神经元 p-mTOR蛋白的表达无明显变化

（P>0.05）；而与 siRNA-Con 组对比，siRNA-Che-1 组神经元

p-mTOR的表达进一步降低（P<0.05，图 3A）。与此相一致，免疫

荧光染色结果显示，与 Control组对比，Glu组神经元 LC3II阳

性细胞数显著增加（P<0.05），siRNA-Con组神经元中 LC3II阳

性细胞数与 Glu组相比没有明显改变（P>0.05），而与 siRNA-Con

组对比，siRNA-Che-1 组神经元 LC3II 阳性细胞数显著增加

（P<0.05，图 3B）。

2.4 Che-1通过抑制 mTOR通路介导的自噬发挥神经保护作用

为了验证 mTOR通路介导的自噬在 Che-1 对 Glu 所致

神经元损伤中的作用，我们在 siRNA 调控 Che-1 表达后，

使用 mTOR 分子的激动剂 MHY1485 对神经元进行预处理

后给予 Glu 损伤。24 小时后通过检测 LDH释放量发现，与
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图 2敲除 Che-1加重 Glu所致神经元损伤及自噬

Fig.2 Downregulation of Che-1 aggravates Glu-induced neuronal injury

and autophagy

Note: #P< 0.05 vs. Control group. *P< 0.05 vs. siRNA-Control group.

siRNA-Che-1组对比，联合使用MHY1485组神经元 LDH释放

量显著减少（P<0 .05，图 4A），提示 MHY1485 能够逆转

siRNA-Che-1所致的 Glu后 LDH释放量进一步增加。此外，我

们还采用流式细胞术的方法检测了相应处理后神经元的凋亡

状态。结果显示，与 siRNA-Che-1组对比，联合使用 MHY1485

组神经元凋亡显著减轻（43.5± 3.5% vs 28.6± 2.6%，P<0.05，图
4B），提示MHY1485能够减轻 siRNA-Che-1后神经元凋亡的

加重。

3 讨论

IS是由于大脑动脉循环的急性阻塞所致，是全世界范围内

成人死亡的主要原因之一，给社会和家庭带来沉重的精神和经

济负担[13]。IS可能引起复杂的细胞级联反应，导致神经元坏死

和凋亡[14]，然而针对这一过程设计的药物，如 caspase抑制剂和

抗氧化剂等，在 IS的临床实验中均未获得理想的疗效[15]。在本

研究中，我们发现 Che-1蛋白及自噬相关分子在谷氨酸造成的

神经元损伤中表达增高，而用 siRNA抑制 Che-1表达后，神经

元损伤加重，并且自噬增加，进一步机制研究提示 Che-1可能

通过 mTOR通路抑制自噬，从而在谷氨酸损伤后发挥神经保

护作用。

近年来，越来越多的研究表明，抗凋亡转录因子 Che-1参

与调控了细胞凋亡、细胞周期及增殖等多种生理过程[16]。Che-1

可以与鼠双微体同源物 2（Mouse double minute 2 homolog,

MDM2）及神经生长因子受体作用黑色素瘤抗原基因同源蛋白

（neurotrophin receptor-interacting MAGE homology, NRAGE）相

互作用发挥抗凋亡活性[9,17]。Che-1的功能障碍于许多疾病的发

生发展过程密切相关，包括肿瘤发生及神经性疾病等[18,19]。在大

鼠小脑颗粒神经元中，Che-1可以与 Tau蛋白相互作用从而调

控神经元凋亡[20]。此外，Xie等发现 Che-1还可以抑制茁-淀粉样
蛋白造成的神经元凋亡，提示其可能在阿尔兹海默症的病理生

理过程中发挥重要的作用[21]。并且，在脑外伤后 Che-1的表达

显著升高并与神经元凋亡相关[22]。在本研究中，我们利用神经

元谷氨酸损伤模型在体外模拟了缺血再灌注损伤后的神经元

病理生理变化过程，并检测了 Che-1蛋白在损伤后的表达变

化，发现 Glu损伤后 Che-1表达显著增加，进一步用 siRNA降

低 Che-1表达后，发现神经元损伤加重，提示 Che-1可能在 Glu

导致的神经元损伤中发挥了一定的保护作用。

自噬是真核生物体内一种高度保守的细胞代谢过程，可以

通过清除受损的细胞器、降解生物大分子等方式维持细胞自身

的代谢平衡以及细胞器的更新[23]。自噬在 IS中发挥的作用目前

仍存有争议。在本研究中，我们发现 Glu可以造成体外培养原

代神经元的过度自噬，而采用药理学方法抑制自噬可减轻神经

元损伤，提示 IS后神经元过度自噬可能是造成继发性神经元

损伤的机制之一。mTOR是一种进化保守的丝氨酸 /苏氨酸激

酶，在细胞的合成与分解代谢过程中发挥了维持细胞能量代谢

平衡的作用[24]。在真核生物体内，mTOR是调控细胞增殖与生

长的关键能量信号感受器。研究发现，mTOR不仅可以调控蛋

白合成，还在众多病理生理过程中参与调节细胞内的转录

过程 [25]。mTOR作为自噬通路的负性调控分子目前已经得到公

图 3 Che-1通过调控 mTOR通路增加 Glu后神经元自噬

Fig.3 Downregulation of Che-1 promotes autophagy via mTOR signaling pathway in cortical neurons

Note: #P< 0.05 vs. Control group. *P< 0.05 vs. siRNA-Control group. Scale bar, 20 滋M.
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图 4抑制 mTOR通路介导的自噬部分逆转 Che-1敲除对 Glu后神经

元损伤的作用

Fig.4 Inhibiting autophagy partially reverses the neuronal injury induced

by siRNA-Che-1

Note: *P< 0.05 vs. Glu group. &P< 0.05 vs. siRNA-Che-1 group.

认。有研究表明，在心肌细胞和神经细胞缺血性损伤中，激活

mTOR通路可以减轻细胞损伤[26,27]。基于此，我们推测 mTOR

通路介导的自噬在 Glu导致的神经元损伤中也发挥了重要的

作用。通过实验，我们证实了上述推断，发现用 mTOR分子的

激动剂 MHY1485对神经元进行预处理后，Glu导致的细胞损

伤减轻；并且，我们还发现下调 Che-1蛋白的表达后，p-mTOR

的表达也随之降低，而自噬增加，MHY1485则可以逆转下调

Che-1蛋白导致的这一变化。上述结果提示，自噬的过度激活

参与了 Glu导致的神经元损伤过程，而抑制 Che-1表达则可以

通过进一步增加自噬加重神经元损伤。

综上所述，本研究在体外培养原代神经元 Glu损伤模型

上，证实了缺血缺氧性损伤可以造成 Che-1蛋白的表达增加，

并且，Che-1蛋白可能通过增加 mTOR的活性，抑制后者介导

的自噬从而减轻 Glu后神经元的损伤，发挥保护作用。因此，

Che-1蛋白及其调控的自噬通路可能成为 IS后脑保护药物研

发的新靶点。
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