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摘 要：【目的】探讨线粒体未折叠蛋白反应（UPRmt）对阿尔茨海默病（AD）Aβ蛋白聚集毒性的影响。【方法】将秀丽线

虫（Caenorhabditis elegans）线粒体外膜 tomm-22、内膜E04A4.5以及 atfs-1基因克隆并构建 L4440干扰载体，转化HT115感受

态细胞以制备 tomm-22、E04A4.5和 atfs-1 RNA 干扰菌。研究 tomm-22和 E04A4.5 RNA 干扰对转基因线虫 AD 疾病模型

CL4176和CL2006瘫痪进程的影响。观察 tomm-22和E04A4.5 RNA干扰后野生型线虫N2寿命，检测ATFS-1信号在抑制Aβ
蛋白聚集毒性中的作用，分析 tomm-22和E04A4.5 RNA干扰后转基因线虫 SJ4100 UPRmt动态变化，以及转基因线虫DA2123
自噬水平。【结果】通过对线虫线粒体 tomm-22和E04A4.5基因克隆及构建RNA干扰菌建立了UPRmt模型，证实能够抑制AD
疾病模型 CL4176 Aβ蛋白聚集毒性并延缓其瘫痪进程。野生型N2在喂食 tomm-22和 E04A4.5 RNA 干扰菌后寿命明显缩

短，而渐进性瘫痪线虫AD模型CL2006呈现前期延缓瘫痪而后期加速瘫痪的生理现象，说明UPRmt呈现短期缓解线粒体应

激和改善线粒体功能的调节作用。通过 atfs-1 RNA干扰证实延缓线虫AD模型CL4176瘫痪进程与ATFS-1信号不直接相

关。然而，tomm-22和E04A4.5 RNA干扰后UPRmt呈现逐渐增强的趋势，并进一步诱导自噬相关分子 LGG-l的上调表达，提

示RNA干扰延缓AD瘫痪进程是通过提高线虫体内自噬活性而发挥作用。【结论】线粒体UPRmt通过协调线粒体与细胞核之

间的信号转导能够抑制Aβ蛋白聚集毒性，有助于恢复线粒体乃至细胞内蛋白质稳态，保障细胞正常生理功能，为AD等神

经退行性疾病的早期预防和治疗提供新的靶点。
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Abstract：【Objective】To investigate the effects of mitochondrial unfolded-protein response（UPRmt）on the aggregation toxicity
of Aβ protein in Alzheimer′s disease（AD）.【Methods】By cloning the mitochondrial outer membrane tomm-22，inner membrane
E04A4.5 and atfs-1 genes of Caenorhabditis elegans（C. elegans）and constructing the L4440 interference vectors，HT115 competent
cells were transformed to prepare tomm-22，E04A4.5 and atfs-1 RNAi bacteria. The effects of tomm-22 and E04A4.5 RNAi on the
process of paralysis were investigated through transgenic AD disease models CL4176 and CL2006. The life span of wild type N2 C.

elegans was observed after RNAi of tomm-22 and E04A4.5. The regulatory role of ATFS-1 signaling by atfs-1 RNAi in inhibition of
Aβ protein aggregation was detected. The dynamic changes of UPRmt in transgenic SJ4100 nematode and the autophagy level in
transgenic DA2123 nematodes were analyzed by tomm-22 and E04A4.5 RNAi.【Results】We successfully established the UPRmt mod⁃
el by cloning mitochondrial tomm-22 and E04A4.5 of C. elegans and further constructing RNAi bacteria，and showed that they can
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人类衰老相关疾病如阿尔茨海默病（Alzheimer′
s disease，AD）、帕金森病（Parkinson′ s disease，
PD）等神经退行性疾病均伴有一定程度的线粒体

功能障碍。线粒体DNA突变、呼吸链及能量代谢

紊乱引起线粒体功能异常，进而导致细胞功能与

形态结构发生一系列病理生理改变［1］。AD患者

在出现神经元丢失、认知功能减退等临床病理症

状之前，线粒体氧化磷酸化系统已遭破坏，ATP合

成受限，氧化应激产物积聚，说明线粒体功能障碍

是AD等神经退行性疾病发病的重要原因之一［2-

3］。细胞自由基失衡是线粒体功能障碍发生的诱

因，亦是线粒体损伤产生的结果。线粒体功能障

碍加剧了细胞代谢紊乱，加速了组织退化进程。

在 AD中，Aβ前体蛋白（Amyloid-β protein precur⁃
sor，APP）过度表达会导致呼吸链酶系活性降低，

线粒体肿胀、内外膜破裂，甚至Aβ直接进入线粒

体，诱导线粒体功能损伤［4］。Aβ沉积会诱导产生

过量的氧自由基破坏细胞内抗氧化防御体系，攻

击线粒体 DNA、呼吸链及三羧酸循环酶系，引起

蛋白质氧化与脂质过氧化反应，通过氧化应激反

应使线粒体功能发生衰退，由Aβ引起的病理级联

反应最终导致突触功能障碍，最终引发神经细胞

凋亡［5］。因此，探讨线粒体功能障碍在神经退性

疾病发生过程中的作用机制，对认识神经退行性

疾病的发病机理具有重要意义。由泛素-蛋白酶

体系统（Ubiquitin- proteasome system，UPS）和自

噬 - 溶 酶 体 途 径（Autophagy- lysosome pathway，
ALP）组成的蛋白质质量监控体系保证了细胞中

的蛋白质处于一种动态平衡，有利于细胞实施和

调控各种复杂的生理功能，保护机体免受疾病侵

扰［6-7］。如果细胞不能自主维护蛋白动态平衡以

适应和对抗外界环境和体内生理条件改变所带来

的胁迫，则蛋白稳态失调并终将逐步衰退和紊乱，

引发蛋白质毒性病变进而导致细胞功能丧失［8］。

研究发现线粒体未折叠蛋白反应（Mitochondrial
unfolded-Protein response，UPRmt）通过协调线粒

体与细胞核之间的信号转导可以减轻线粒体氧

化应激损伤，有助于恢复线粒体乃至细胞内蛋

白质稳态［9］。细胞在应激状态下会产生大量未

折叠蛋白或错误折叠蛋白，而UPRmt通过ATFS-1
进入线粒体的效率可调节线粒体非折叠蛋白反

应的水平，维持细胞蛋白质稳态［10］。线粒体应

激不仅激活 UPRmt，也可以进一步诱导线粒体自

噬［11］。因此，UPRmt 可能先于线粒体自噬被激

活，当损伤超过了线粒体自噬的能力，最终会导

致细胞发生程序性凋亡［12］。当前，UPRmt相关的

分子机理研究日益深入，但其功能仍存争议，尤

其在 Aβ蛋白聚集、AD疾病发生乃至 AD疾病进

程中扮演的角色尚未明确［13］。通过遗传学或药

理学手段调节上述信号通路可以维护蛋白质稳

态，从而维持相关信号通路平衡并缓解异常聚

集蛋白的神经毒性，起到改善病症甚至延长寿

命的作用［14］。线粒体 tomm-22 和 E04A4.5 基因

编码的蛋白质产物分别参与形成线粒体外膜

TOM 和内膜 TIM 转运复合体。本文通过 tomm-

22 和 E04A4.5 基因功能缺失建立 UPRmt 模型，证

实能够抑制 AD秀丽线虫（Caenorhabditis elegans）

模型 CL4176 的 Aβ蛋白聚集毒性并延缓其瘫痪

进程，为探索 AD疾病的发生机制和治疗机理提

供新的研究思路。

suppress aggregation toxicity of Amyloid-β（Aβ）protein in AD model CL4176，and slow down paralysis process. The life span of
wild type N2 was significantly shortened after feeding with the tomm-22 and E04A4.5 RNAi bacteria. At the same time，the progres⁃
sive paralysis AD model CL2006 shows a delayed paralysis in the early stage of life cycle but get acceleration in the late. These re⁃
sults illustrate that the UPRmt can alleviate the mitochondrial stress and improve the function of mitochondria at least in the short term.
The atfs-1 RNAi confirmed that delayed paralysis process of AD model CL4176 is not directly related to the ATFS-1 signal. Howev⁃
er，tomm-22 and E04A4.5 RNAi can gradually increase the UPRmt response and induce the expression level of autophagy-related
molecules LGG-1，suggesting that tomm-22 and E04A4.5 RNAi may play a role in delaying the AD disease process by enhancing the
activity of autophagy in C. elegans.【Conclusions】The study found that the UPRmt can inhibit the accumulation of Aβ protein by co⁃
ordinating the signal transduction between mitochondria and nucleus，and can help to restore mitochondria and even intracellular pro⁃
tein homeostasis for protecting the normal physiological function of cells，and also provides new targets for prevention and treatment of
neurodegenerative diseases such as AD.

Key words：unfolded-protein response；mitochondrial；autophagy；amyloid-β protein；Alzheimer′s disease
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2017，38（4）：481-488］
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1 材料与方法

1.1 材 料

实验中使用的线虫（C. elegans）为野生型

N2、转基因 AD 模型 CL4176 和 CL2006 以及转基

因 SJ4100 和 DA2123 模型，由线虫遗传学中心

（Caenorhabditis genetics center，CGC）提供保存于

本实验室。大肠杆菌E. Coli DH-5α、HT115（DE3）
以及线虫RNA干扰 L4440质粒载体由CGC提供，

克隆载体 pMD-18T 从 TaKaRa 公司购买。实验

中所用的限制性内切酶（Xba I和Kpn I）、Taq酶（5
U/μL）、T4 连接酶（5 U/μL）、dNTP（10 mmol/L 和

2.5 mmol/L）、PCR 缓冲液、核酸分子质量标准

（DL2000 Plus DNA Marker）、mRNA 逆转录试剂

（PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit）均

购于TaKaRa公司，DNA胶回收试剂盒（D6945-01）
和质粒 DNA 提取试剂盒（D6943-01）购自 Omega
公司，其它化学试剂为国产分析纯。

1.2 总RNA提取及反转录

将培养线虫置于 1.5 mL EP管中，低速离心后

去上清，加 1 mL 组织裂解液后匀浆，按Trizol试剂

盒原理提取总RNA，并经 1 %琼脂糖凝胶电泳检

测RNA完整性。以组织总RNA为模板合成 cDNA
第一链，反应体系：总RNA（3 μg）2 μL，Oligo-dT17
（50 μmol/L）1 μL，RNase free水 7 μL，混合后 65 ℃
孵育5 min，冰上冷却。上述混合物加入5 × Prime⁃
Script 反 应 缓 冲 液 4 μL，10 mmol/L dNTP（2.5
mmol/L each）1 μL，RNase 抑制剂（40 U/μL）0.5 μL，
逆转录酶 PrimeScript RTase 1 μL，30 ℃ 10 min，
42 ℃ 60 min，99 ℃ 5 min，合成 cDNA，-20 ℃保存。

1.3 cDNA扩增与克隆

根据 Bennett 等研究［13］，通过对线粒体外膜

tomm-22和内膜E04A4.5进行克隆及构建RNA干

扰菌建立了 UPRmt模型。线虫 tomm-22、E04A4.5

和 atfs-1 基因 cDNA扩增体系如下：cDNA 1 μL，
10 × PCR buffer 2 μL，2.5 mmol/L dNTP mixture 1.5
μL，Taq酶（5 U/μL）0.25 μL，正向引物 tomm-22-
F、E04A4.5-F 和 atfs- 1-F（10 μmol/L）分别为 1
μL，反向引物 tomm-22-R、E04A4.5-R和 atfs-1-R
（10 μmol/L）分别为 1 μL，ddH2O 13.25 μL，总体

积为 20 μL。使用热启动和降落 PCR程序：94 ℃
变性 5 min，10个循环：94 ℃变性 30 s，60 ℃退火

30 s（每轮循环降 1℃），72 ℃ tomm-22 基因延伸

30 s，E04A4.5 和 atfs-1 基因延伸 1 min。25 个循

环：94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃ tomm-22

基因延伸 30 s，E04A4.5和 atfs-1 基因分别延伸

1 min；1个循环：72 ℃延伸 6 min。取 4 μL PCR产

物琼脂糖凝胶电泳检查，PCR 产物目的条带切

胶回收。取 PCR 回收产物 5 μL，pMD18-T 载体

1 μL，10 × T4 ligase buffer 1.5 μL，T4 ligase 1 μL，
反应体系 15 μL，16 ℃连接 6 h。取连接产物转化

E. coli DH-5α感受态细胞，冰上放置 30 min，加入

上述连接产物 5 μL，42 ℃水浴 90 s，冰上 5 min，加
500 μL LB液体培养基于 37 ℃摇床培养 30 min，
取 100 μL涂布于含氨苄西林（Ampicillin，Amp）的

LB平板，37 ℃培养过夜。挑取单菌落于 500 μL
LB液体培养基，37 ℃培养 5 h，菌液PCR筛选阳性

克隆。抽提质粒，XbaI和KpnI双酶切鉴定后送上海

生工测序。酶切体系：重组质粒 8 μL、XbaI 1 μL、
KpnI 1 μL、10 × Quick buffer 3 μL，加水至 30 μL，
酶切 2 h。
1.4 RNA干扰菌构建及线虫表型

将含目的基因的 pMD-18T 和 L4440 载体双

酶切（XbaI 和 KpnI），琼脂糖凝胶电泳后切胶回

收。将目的基因与 L4440 载体连接，连接体系：

表 1 线粒体UPRmt干扰菌构建

Table 1 Primers for construction of UPRmt RNAi bacteria

Name
tomm-22-F
tomm-22-R
E04A4.5-F
E04A4.5-R
atfs-1-F
atfs-1-R

Primer sequence（5′-3′）
TGCTCTAGATGGCACTGGTTCGTGACGA
CGGGGTACCTTGTTGAATGGCCGCAGATG
TGCTCTAGACCAGAGAGCCATGCCCATATC
CGGGGTACCGTGGATCGTCGAGAGCTTCTG
TGCTCTAGAGGCATAGAACGACCAGCTTC
CGGGGTACCGATTCCATGCCTCCCAATCGA

Function
tomm-22 RNAi
tomm-22 RNAi
E04A4.5 RNAi
E04A4.5 RNAi
atfs-1 RNAi
atfs-1 RNAi

Underline were XbaI（TCTAGA）and KpnI（GGTACC）cleavage sites，respectively
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目的基因产物 5 μL，L4440载体 1 μL，10 × T4 li⁃
gase buffer 1.5 μL，T4 ligase 1 μL，16 ℃连接 6 h。
取 5 μL 连接产物转化 100 μL HT115 感受态细

胞。重新提取 L4440 重组质粒，酶切鉴定后测

序。以RNA干扰菌为食，于 15 ℃培养 CL4176线

虫，并观察其表型。

1.5 线虫培养及同步化

线 虫 采 用 标 准 的 NGM（Nematode Growth
Medium）平板培养，野生型 N2、转基因 CL4176、
CL2006、SJ4100和 DA2123线虫在 15 ℃恒温培养

箱中喂食肠杆菌OP50。线虫同步化：收集产卵期

线虫，M9 buffer清洗后加入裂解液，振荡 1 min而

后静止 30 s，视裂解情况重复 2 ~ 3次，5500 r/min
（r=4 cm）离心 1 min收集虫卵，弃上清液。用M9
缓冲液重复冲洗 3次，收集虫卵并置于含 3 mL S.
Medium的 50 mL锥形瓶中，于摇床 15 ℃恒温培养

20 h，再将L1期幼虫置于涂有OP50的NGM平板，

15 ℃培养。

1.6 线虫瘫痪率实验

瘫痪是 CL4176 线虫受温度诱导的一种显

著表型，反映了Aβ蛋白聚集对线虫肌肉细胞的毒

性作用。同步化线虫，每板约 50条（含 75 μg/mL
5-FU、100 μg /mL AMP和 1 mmol/L IPTG），每个实

验组 3板。15 ℃培养 36 h或 48 h后升温至 23 ℃，

34 h后观察线虫的瘫痪情况，每隔 2 h计数 1次。

以刺激线虫尾部没有反应判断为瘫痪，直至全部

瘫痪。CL2006为渐进性瘫痪模型，同步化线虫置

于干扰菌的NGM平板（含 75 μg/mL 5-FU、100 μg
/mL AMP和 1 mmol/L IPTG）。每板约 50条线虫，

每个实验组 3板。20 ℃培养，每天统计一次瘫痪，

直至全部瘫痪。用GraphPad Prism 5.01软件进行

数据处理和绘图。

1.7 线虫寿命实验

N2线虫同步化，将L1幼虫移至分别含L4440
空载体、tomm-22 和 E04A4.5 RNA 干扰菌的液体

培养液中（含 100 μg/mL AMP和 1 mmol/L IPTG）。

各组设5个复孔，每孔约20条线虫。培养45 h后每

孔加入终浓度75 μg/mL 5-FU（5-Fluorouracil）。置

于 20 ℃恒温箱培养中，每 2 d统计一次存活。用

GraphPad Prism 5.01软件进行数据处理和绘图。

1.8 线粒体UPRmt检查

转基因 SJ4100线虫模型（hsp-6：：gfp）可以检

测UPRmt水平。同步化线虫置于NGM平板（含 75

μg/mL 5-FU、100 μg /mL AMP和1 mmol/L IPTG），每

组 3板。对照组喂食含L4440空载体的HT115菌，

实验组分别喂食 tomm-22、E04A4.5 RNA干扰菌。

20 ℃恒温培养 24 h和 48 h后，通过高内涵成像系

统（ImageXpress® Micro XLS，MD）观察线虫 UP⁃
Rmt水平。

1.9 自噬活性检测

转基因 DA2123 线虫模型（lgg-1：：gfp）用于

分析自噬水平，其中 lgg-1为自噬检测标记基因。

同步化线虫置于 NGM 干扰板（含 75 μg/mL 5-
FU、100 μg /mL AMP 和 1 mmol/L IPTG），每个实

验组 3板。对照组喂食含 L4440空载体的HT115
菌，实验组分别喂食 tomm-22、E04A4.5 和 atfs-1

RNA干扰菌。20 ℃恒温培养 72 h后，通过荧光显

微镜（奥林巴斯，BX51）观察并分析线虫自噬活

性。

2 结 果

2.1 RNA干扰菌构建

以反转录一链 cDNA为模板进行 PCR扩增，

分别得到约 310 bp、440 bp和 550 bp的 tomm-22、

E04A4.5和 atfs-1 片段（图 1）。将切胶回收获得的

目的基因片段连接到 pMD-18T 克隆载体上，

经 双 酶切、测序和序列比对确定为秀丽线虫

tomm-22、E04A4.5 和 atfs-1 基因序列。将 tomm-

22、E04A4.5 和 atfs-1基因序列重新构建到 L4440
干扰载体上，经双酶切、测序鉴定后转化HT115感

A shows the target gene cloning；M：D2000 plus；a：tomm-22；
b：E04A4.5；c：atfs-1. B shows the plasmid extraction and enzyme di⁃
gestion. M：D2000 plus；a：Plasmid L4440 extraction；b：Plasmid
L4440 by Kpn I and Xba I double enzyme digestion；c：Identification
of recombinant tomm-22 plasmid by double enzyme digestion.

图 1 线粒体UPRmt RNA干扰菌的构建

Fig.1 Construction of mitochondrial UPRmt RNAi
bacteria
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受态细胞，菌液PCR筛选阳性克隆。

2.2 RNA干扰效果观察

对照组喂食含 L4440空载体的 HT115，显微

镜下观察 tomm-22、E04A4.5和 atfs-1 RNA干扰菌

喂食后各组线虫的生长发育情况。观察发现

tomm-22、E04A4.5和 atfs-1 RNA干扰后线虫呈现

明显差异，其中 tomm-22 和 E04A4.5 RNA干扰后

食物清除率降低，线虫均能存活并产卵，但产卵量

显著减少。而 atfs-1 RNA干扰后，除线虫发育速

度较正常稍快外，产卵量等其他指标未见明显异

常（图 2）。

2.3 tomm-22、E04A4.5 RNA干扰延缓CL4176

瘫痪进程

将 tomm- 22 和 E04A4.5 RNA 干 扰 菌 喂 食

CL4176线虫，并以含 L4440空载体的HT115菌为

对照组。先置于低温（15 ℃）分别培养36 h和48 h，
然后转移到 23 ℃诱导瘫痪，并每隔 2 h统计瘫痪

数量。 结果发现，tomm-22 和 E04A4.5 RNA干扰

后能够延缓AD疾病模型线虫株CL4176的瘫痪进

程；而且，延长低温（15 ℃）培养时间，CL4176线虫

的瘫痪进程明显延后（P < 0.001）。

2.4 tomm-22、E04A4.5 RNA干扰对N2寿命和

CL2006瘫痪的影响

以喂食含 L4440空载体HT115菌为对照组，

tomm-22和E04A4.5 RNA干扰菌喂食野生型N2线
虫，在 20 ℃恒温箱中培养并观察 tomm-22 和

E04A4.5 RNA 干扰后对寿命的影响。野生型 N2
喂食 tomm-22和E04A4.5 RNA干扰菌后平均寿命

显著缩短（P < 0.001；图 4A）。

为进一步验证 tomm-22和 E04A4.5对线虫瘫

痪的影响，以渐进性瘫痪 AD 模型 CL2006 喂食

tomm-22 和 E04A4.5 RNA 干扰菌。结果发现，

tomm-22和 E04A4.5 RNA干扰在早期能够延缓瘫

痪进程，而后期加速瘫痪进程，与对照相比整体差

异不明显（P > 0.05；图 4B）。

2.5 atfs-1 RNA干扰不影响线虫CL4176 瘫痪

进程

研究显示，ATFS-1进入线粒体的效率可调节

UPRmt的水平，维持细胞蛋白质稳态。然而，由图

5可见，与对照组相比，atfs-1 RNA干扰组的瘫痪

进程无明显差异（P > 0.05）。因此，线粒体UPRmt

延缓瘫痪进程与ATFS-1信号不直接相关。

A shows the control；B shows the tomm-22 RNAi；C shows the
E04A4.5 RNAi；D shows the atfs-1 RNAi. Scale bar = 200 μm.

图 2 RNA干扰后线虫CL4176的表型

Fig. 2 The CL4176 phenotype after RNAi

AA BB

CC DD

A shows the paralysis rate of CL4176 after RNAi 36 h under
15 ℃；B shows the paralysis rate of CL4176 after RNAi 48 h under
15 ℃.
图 3 tomm-22和E04A4.5 RNA干扰线虫CL4176瘫痪率

Fig.3 The CL4176 paralysis rate of tomm-22 and
E04A4.5 RNAi C. elegans
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A shows the wild type N2 lifespan；B shows the paralysis rate of
progressive paralysis AD model CL2006.
图 4 tomm-22和E04A4.5 RNA干扰N2寿命和CL2006

瘫痪率

Fig.4 N2 lifespan and CL2006 paralysis rate of tomm-22
and E04A4.5 RNAi C. elegans
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2.6 tomm-22、E04A4.5 RNA干扰增强UPRmt反

应

利用转基因 SJ4100线虫模型（hsp-6：：gfp）检

测 UPRmt 水平动态变化。线虫培养 24 h后，通过

高内涵成像系统发现对照组和 tomm-22、E04A4.5

干扰组之间均未出现明显线粒体UPRmt。线虫在

培养 48 h 后 tomm-22、E04A4.5 干扰组呈现明显

UPRmt反应（图 6）。

2.7 tomm-22、E04A4.5 RNA干扰影响线虫自噬

活性

以转基因 DA2123线虫为模型检测了 tomm-

22、E04A4.5和 atfs-1 RNA干扰后线虫体内自噬相

关分子GFP：：LGG-1表达水平。研究发现，与对

照相比，线粒体 atfs-1 RNA干扰后对自噬相关分

子 GFP：：LGG-1 无影响；而线粒体 tomm-22 和

E04A4.5 RNA干扰能够增加自噬相关分子GFP：：
LGG-1的表达水平，说明 tomm-22、E04A4.5 RNA
干扰延缓AD疾病进程是通过提高线虫体内自噬

活性而发挥作用（图 7）。

A shows the paralysis rate of CL4176 after 36 h under 15 ℃；B
shows the paralysis rate of CL4176 after 48 h under 15 ℃.

图 5 atfs-1 RNA干扰线虫CL4176瘫痪率

Fig.5 Paralysis rate of atfs-1 RNAi CL4176 C. elegans
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A shows the control after 24 h；B shows the tomm22 group after 24 h RNAi；C shows the E04A4.5 group after 24 h RNAi；D shows the control
after 48 h. E shows the tomm22 group after 48 h RNAi；F shows the E04A4.5 group after 48 h RNAi. Scale bar = 200 μm.

图 6 tomm-22和E04A4.5 RNA干扰后UPR.动态水平

Fig.6 The dynamic changes of UPR.after tomm-22 and E04A4.5 RNAi

AA BB CC

DD EE FF

A shows the control；B shows the tomm-22 RNAi；C shows the E04A4.5 RNAi；D shows the atfs-1 RNAi. Scale bar = 50 μm.
图 7 tomm-22、E04A4.5和 atfs-1 RNA干扰后自噬水平

Fig.7 Detection of autophagy level of tomm22，E04A4.5 and atfs-1 RNAi C. elegans
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3 讨 论

蛋白质的稳定和平衡是维持细胞生理平衡

的重要基石，而衰老过程中伴随着广泛的蛋白质

聚集［14］。目前，已知多种神经退行性疾病都涉及

蛋白质的错误折叠和异常聚集（如AD中的Aβ异

常聚集），由此引发的毒性胁迫扰乱了整个蛋白动

态平衡系统，从而激活病理级联反应，推动蛋白质

异常聚集及神经毒性的发展，并加速衰老与凋亡、

行为失常等退行性病变［15］。线粒体相关信号通路

中的关键节点参与调控寿命、胁迫和蛋白动态平

衡，在时空上相互交错形成信号网络，各条通路在

网络中又相互作用使机体在总体上处于动态平衡

状态。RNA干扰是由双链RNA引起的转录后水

平的基因沉默现象，作为研究基因功能的一种快

速和高通量的方法，在线虫遗传、发育和神经生物

学等领域广泛应用［16］。本文利用线粒外膜 tomm-

22和内膜 E04A4.5基因构建RNA干扰菌，通过线

粒体功能障碍诱导线虫产生UPRmt。研究结果发

现，tomm-22和E04A4.5 RNA干扰能够抑制AD线

虫模型CL4176的Aβ蛋白聚集毒性并延缓其瘫痪

进程。小鼠中的研究发现UPRmt参与调控肠道上

皮细胞的炎症反应，而线虫中的研究证实ATFS-1
通过 UPRmt 激活天然免疫以抵御病原体感染［17］。

然而，与 Bennett 等研究结果相一致［13］，线粒体

tomm-22和 E04A4.5 RNA干扰并不能延长野生型

线虫 N2的自然寿命。同时，tomm-22 和 E04A4.5

RNA干扰使渐进性瘫痪AD线虫模型CL2006呈现

前期延缓瘫痪而后期加速瘫痪的生理现象，说明

UPRmt 呈现短期缓解线粒体应激和改善线粒体

功能的调节作用，但长期 UPRmt或进一步加强应

激可能会诱导线粒体自噬以及细胞程序性凋

亡，这对细胞乃至生物体存活未必有利［12］。

在AD中，Aβ蛋白尤其是寡聚体具有强烈的

神经毒性，能够抑制细胞内蛋白质降解体系的功

能，从而引起蛋白动态平衡失调，导致氧化应激、

炎症、Ca2+稳态等多种生理功能的紊乱［18］。研究

发现UPRmt通过协调线粒体与细胞核之间的信号

转导可以减轻线粒体氧化应激损伤，有助于恢复

线粒体乃至细胞内蛋白质稳态［9］。本文证实线粒

体应激不仅激活UPRmt，也可以进一步诱导线粒体

自噬。线粒体 tomm-22和E04A4.5 RNA干扰能够

增加自噬相关分子 LGG-l表达水平，提示RNA干

扰延缓AD瘫痪进程是通过提高线虫体内自噬活

性而发挥作用。UPRmt通过协调线粒体与细胞核

之间的信号转导提高线粒体功能，而线粒体自噬

不仅选择性清除多余或受损严重的线粒体，而且

参与Aβ蛋白及异常蛋白聚集体的降解。自噬的活

性可以从多个层面被细胞精细调控，如转录水平、

蛋白修饰水平以及一些营养信号通路和应激信

号通路等，广泛参与各种生理和病理过程［6，19-20］。

最近研究发现，ATFS-1能够通过调节细胞自噬基

因的转录而实现对细胞自噬活性的调节［21］。然

而，本文通过 atfs-1 RNA干扰显示抑制Aβ蛋白聚

集毒性及延缓瘫痪进程与ATFS-1信号不直接相

关，并且 atfs-1 RNA 干扰没有明显影响自噬活

性。本研究结果表明，线粒体 UPRmt 以及自噬活

化能够抑制Aβ蛋白聚集毒性，有助于恢复线粒体

乃至细胞内蛋白质稳态，保障细胞正常生理功能。

本研究证实 UPRmt 能够抑制 AD 线虫模型

CL4176的 Aβ蛋白聚集毒性并延缓其瘫痪进程，

但野生型 N2寿命和渐进性瘫痪 AD模型 CL2006
提示短期UPRmt能够缓解线粒体应激和改善线粒

体功能，而长期 UPRmt 或更进一步加强应激不利

于细胞乃至生物体存活。此外，通过 SJ4100 和

DA2123线虫模型证实UPRmt及进一步活化的自噬

作用在抑制 Aβ蛋白聚集毒性中发挥关键作用。

本研究以转基因线虫为模型探讨 UPRmt 在 AD疾

病发生过程中的调控作用，为 AD等神经退行性

疾病的早期预防和治疗提供新的靶点。
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