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摘  要 

I 

摘  要 

背景：心肌炎症损伤是脓毒症常见的并发症，发病率高达 50%，并最终导致器官功

能障碍。心肌炎主要特征表现为炎症失调、低代谢和免疫功能障碍等。细胞因子靶向治

疗心肌炎，抑制其发展成为临床治疗的重要手段。转录因子 EB（Transcription factor EB，

TFEB）是自噬和溶酶体生物发生的主调控因子，在促进血管生成和心脏功能恢复方面

发挥重要作用。此外，TFEB 参与了线粒体内稳态调控，在维持线粒体自噬和线粒体生

物 发 生 之 间 的 平 衡 起 到 了 重 要 作 用 。 本 研 究 通 过 探 索 TFEB 对 脂 多 糖

（Lipopolysaccharides，LPS）诱导的人 AC16 心肌细胞炎症损伤的调控作用，深入研究

TFEB 调控自噬溶酶体途径对 LPS 诱导的细胞炎症损伤产生的影响，为治疗相关心脏炎

症性疾病提供一种新的思路。 

方法：（1）LPS 是诱导体外炎症模型的常用方法，利用不同浓度的 LPS 处理人 AC16

心肌细胞，实时荧光定量 PCR（Quantitative real-time PCR，qPCR）检测炎性因子和细

胞黏附分子，DCFH-DA 检测活性氧（Reactive oxygen species，ROS），JC-1 检测线粒体

膜电位（Mitochondrial membrane potential，MMP），基于以上结果选择合适的处理时间

及浓度。（2）使用筛选的 LPS 浓度处理人 AC16 心肌细胞，蛋白免疫印迹（Western blot，

WB）检测内源性 TFEB 蛋白表达量；构建 TFEB 沉默模型，检测对 LPS 诱导的人 AC16

心肌细胞的影响。（3）构建 TFEB 过表达模型，检测对 LPS 诱导的细胞炎症损伤的影响：

qPCR 检测细胞炎性因子和自噬溶酶体相关基因的表达水平；WB 检测细胞黏附分子、

凋亡和自噬标志物 LC3B 蛋白的表达水平；DCFH-DA 检测细胞内 ROS 水平。（4）自噬

抑制剂 3-甲基腺嘌呤（3-Methyladenine，3-MA）和氯喹（Chloroquine，CQ）抑制自噬，

利用 WB 和 qPCR 技术分别检测自噬标记物 LC3B、细胞黏附分子、促凋亡蛋白 BAX

和抗炎因子 IL-10 的蛋白与基因表达水平，DCFH-DA 探针检测细胞内 ROS 水平。 

结果：（1）LPS 可诱导人 AC16 心肌细胞发生炎症反应、ROS 积累和凋亡，基于以

上结果 LPS 诱导人 AC16 心肌细胞炎症损伤最佳处理时间及浓度分别为 24 h 及 0.1 

μg/mL。（2）与 AC16 组相比，在 LPS 组诱导的人 AC16 心肌细胞内源性 TFEB 表达增

加；与 LPS 组相比，沉默 TFEB 组炎性因子、细胞黏附分子和凋亡表达增加。（3）与
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LPS 组相比，TFEB-OE 组炎性因子和细胞黏附分子表达量显著降低，BAX 蛋白表达量

降低， ROS 水平显著降低。（ 4 ）与 LPS+TFEB-OE 组相比，抑制自噬后，

LPS+TFEB-OE+3-MA 和 LPS+TFEB-OE+CQ 组细胞黏附分子、ROS 积累和凋亡水平均

升高，抗炎因子表达降低。 

结论：（1）在细胞炎症损伤中内源性 TFEB 表达上调，但沉默其表达加重炎症反应

和凋亡。（2）外源性 TFEB 过表达可通过调节自噬对人 AC16 心肌细胞中 LPS 引起的炎

症反应、线粒体 ROS 积累和凋亡起到抑制作用。综上所述，TFEB 可能是通过激活自噬

溶酶体途径对心肌炎症损伤发挥保护作用。因此，靶向 TFEB 和自噬可能是治疗或预防

心脏炎症损伤的一个可行性策略。 

关键词  炎症  TFEB  自噬  ROS  凋亡 
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Abstract 

Background: Myocardial inflammatory injury is a common complication of sepsis, with 

the morbidity of up to 50%, and ultimately leads to organ dysfunction. The main features of 

septic myocarditis are inflammatory disorder, low metabolism and immune dysfunction. 

Cytokine targeting therapy of septic myocarditis, inhibition of its development has become an 

important means of clinical treatment. Transcription factor EB (TFEB) is a major regulator of 

autophagy and lysosomal biogenesis, which plays an important role in promoting 

angiogenesis and recovery of cardiac function. In addition, TFEB is involved in the regulation 

of mitochondrial homeostasis and plays an important role in maintaining the balance between 

mitochondrial autophagy and mitochondrial biogenesis. In this study, the effect of TFEB 

regulation on the lipopolysaccharide (LPS)-induced inflammatory injury of human AC16 

cardiomyocytes was investigated, and the effect of TFEB regulation on the LPS-induced 

inflammatory injury of human AC16 cardiomyocytes was further investigated. Our findings 

indicate a new potential therapeutic strategy for the cardiac inflammatory related diseases. 

Methods: (1) LPS is a useful method of inducing inflammation model in vitro, using 

different concentrations of LPS processing AC16 myocardial cell, quantitative real-time PCR 

(qPCR) was used to check the relative expression of inflammatory factors and cell adhesion 

molecules, DCFH-DA was applied to determine the intracellular reactive oxygen species 

(ROS) accumulation levels, and JC-1 was used to detect the mitochondrial membrane 

potential (MMP), the appropriate processing time and concentration of LPS were determined 

based on the above results. (2) Human AC16 cardiomyocytes were treated with the selected 

LPS concentration, and the endogenous TFEB protein expression was detected by western 

blot (WB).TFEB silencing model was established to detect the effect on LPS-induced human 

AC16 cardiomyocytes. (3) TFEB overexpression model was constructed to detect the effect of 

LPS-induced cell inflammatory injury: qPCR was used to detect the expression levels of cell 

inflammatory factors and autophagosomal-related genes; WB detected the expression levels 

of cell adhesion molecules; apoptosis and autophagy marker LC3B protein; DCFH-DA was 
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used to detect intracellular ROS levels. (4) Autophagy was inhibited by 3-methyladenine 

(3-MA) and chloroquine (CQ). WB and qPCR were used to detect the autophagy marker 

LC3B, cell adhesion molecule, apoptosis protein Bax, anti-inflammatory factor IL-10 and 

DCFH-DA used to detect ROS expression levels. 

Results: (1) LPS can induce the inflammatory response, ROS accumulation and 

apoptosis of human AC16 cardiomyocytes. Based on the above results, the optimal treatment 

time and concentration of LPS induced the inflammatory injury of human AC16 

cardiomyocytes is 24 h and 0.1μg/mL, respectively. (2) Compared with AC16 group, 

endogenous TFEB expression in human AC16 cardiomyocytes induced by LPS group was 

increased. The expressions of inflammatory factors, cell adhesion molecules and apoptosis 

were increased in the silenced TFEB group compared with the LPS group. (3) Compared with 

the LPS group, the expressions of inflammatory factors and cell adhesion molecules in 

TFEB-OE group were significantly decreased, the expression of Bax protein was decreased, 

and the ROS level was significantly decreased. (4) Compared with LPS+TFEB-OE group, the 

levels of cell adhesion molecules, ROS accumulation and apoptosis were increased in 

LPS+TFEB-OE+3-MA and LPS+TFEB-OE+CQ groups, while the expression of 

anti-inflammatory factors was decreased. 

Conclusions: (1) The expression of endogenous TFEB was up-regulated in the 

inflammatory injury of cells, but the silencing of its expression aggravated the inflammatory 

response and apoptosis. (2) Exogenous TFEB overexpression can inhibit LPS-induced 

inflammatory response, mitochondrial ROS accumulation and apoptosis in human AC16 

cardiomyocytes by regulating autophagy. In conclusion, TFEB may play a protective role 

against myocardial inflammatory injury by activating autophagosomal pathway. Therefore, 

targeting TFEB and autophagy may be a viable strategy for the treatment or prevention of 

cardiac inflammatory injury. 

Keywords  Inflammatory  TFEB  Autophagy  ROS  Apoptosis 
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第一章  绪论 

1.1  心肌炎概述 

1.1.1  心肌炎危害 

心肌炎症损伤是脓毒症常见的并发症，发病率高达 50%。脓毒症是宿主对感染引起

的炎症反应综合征，可发展为严重脓毒症和脓毒性休克，伴有多器官功能障碍，致死率

高。导致脓毒症死亡率高的原因很多，心功能障碍是重要原因之一。脓毒症的发病率和

死亡率在不同地区有很大差异，在撒哈拉以南非洲、大洋洲、南亚、东亚和东南亚等预

防、识别或治疗条件与设施落后的地区，脓毒症发病率和死亡率最高[1]。50%的严重脓

毒症患者会出现不同程度的心肌损伤，脓毒症合并心功能障碍患者死亡率高达 70%-90%。

除老年人为多发群体外，脓毒症的发病率呈现越来越年轻化的趋势，婴幼儿和青年发病

率也在逐年升高。最新统计数据得出，在 2017 年全球超过一半的脓毒症病例发生在儿

童中，其中许多是新生儿。 

1.1.2  心肌炎病因 

心肌炎是脓毒症患者死亡的主要原因[2]，其复杂发病机制包括炎症失调、凝血病、

线粒体功能障碍、氧化应激、钙调节紊乱和内皮功能障碍等，并导致器官功能障碍[3-5]。

引起心肌炎的病因包括：感染性因素、自身免疫性疾病、物理因素和化学因素等。革兰

氏阴性细菌是造成患者感染的主要原因，多数革兰氏阴性细菌细胞壁都具有脂多糖

（Lipopolysaccharides，LPS），LPS 可诱导体外炎症模型[6]。 

1.1.3  心肌炎治疗方法 

随着对心肌炎认识的加深，其治疗研究也不断涌现，但很遗憾的是在临床上目前尚

无特异的、有效的、针对性的治疗药物，诊断方面也缺乏有效和快速的诊断工具。目前

药物开发主要集中在调节全身炎症反应、凝血功能障碍、免疫功能障碍和靶向生物标志

物治疗相结合，恢复机体抗炎和促炎稳态，改善患者预后[5]。虽然在中药治疗、β-肾上

腺素受体拮抗剂、红细胞生成素（EPO）和 microRNA 等治疗方面取得了很大进展，但
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心肌炎患者仍没有有效的治疗方法[4]。本世纪初，细胞因子作为可能抑制心肌炎的介质

受到了广泛的关注。建立细胞因子受体阻断或者靶向策略，以确定特定的细胞因子级联

作用，使其发挥治疗作用从而治疗患者[7]。心肌炎发病机制涉及多种信号通路，针对信

号通路的治疗一直是当前研究热点。 

1.2  MiTF/TFE 家族概述 

1.2.1  MiTF/TFE 家族 

转录因子 TFEB（transcription factor EB）是 MiTF/TFE（microphthalmia-associated 

transcription factor/transcription factor E）家族成员之一，属于碱性螺旋-环-螺旋亮氨酸拉

链（basic helix-loop-helix leucine zipper，b HLH-LZ）类转录因子。该家族成员还包括

MiTF、TFEC 和 TFE3，具有同源的 b HLH-LZ 结构域，可通过这一保守结构域相互作

用形成同源或异源二聚体，还具有与 DNA 结合的活性，因此该家族成员被归类为一个

亚家族。转录因子结合 DNA 需要 b HLH-LZ 结构域介导的二聚体参与，形成的同源或

者异源二聚体与基因启动子 E-box（CANNTG）结合，来行使激活转录或者抑制转录的

功能[8]。该家族成员有许多共同的结构和功能特征，被相同的信号通路靶向，但也存在

多种异构体，被多种信号通路调控。 

MiTF/TFE 家族作为一个被广泛研究的 b HLH-LZ 蛋白亚家族，该家族成员在生理

病理相关方面的功能研究越来越多。最初，在自发或者诱导小鼠基因突变实验中发现，

MiTF 突变小鼠具有以下部分或全部缺陷：色素缺失，眼睛变小，继发性骨吸收失败，

肥大细胞数量减少，耳聋[9]。越来越多研究表明，MiTF 对黑素细胞的发育和分化至关

重要，在黑色素瘤中被称为谱系特异性癌基因[10]。此外，MiTF 突变与结肠癌密切相关。

在 MiTF/TFEC 纯合子突变情况下，视网膜色素上皮细胞色素沉着存在短暂延迟，并且

在 MiTF
−/−和 TFEC

−/−突变体中，颅神经嵴细胞在眼周间质的定位存在显著缺陷，野生颅

神经嵴细胞中 MiTF 家族的功能逆转了 MiTF
−/−与 TFEC

−/−突变体的脉络膜裂关闭失败，

眼睛发育中脉络膜裂闭合失败会导致结肠瘤[11]。不仅如此，MiTF 在破骨细胞发育中也

发挥了重要作用。在破骨细胞中只有 MiTF 和 TFE3 共同缺失的小鼠会导致严重的骨硬

化[8]。TFE3 和 MiTF 任意一种单独缺失的小鼠，破骨细胞均正常。在一定的细胞条件下，

TFE3 过表达可促进细胞存活，但活化 TFE3 也可能会增加促凋亡因子的表达，从而导

javascript:;
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致细胞死亡。使用环境污染物镉处理间充质干细胞（MSCs）之前，用 TFE3 特异性 siRNA

抑制 TFE3，TFE3 活性的抑制降低了镉诱导的 TFE3 应答基因的表达，并降低了自噬标

记物 LC3BⅡ/LC3BⅠ的蛋白表达水平，同时抑制镉诱导的 MSCs 死亡[12]。TFE3 在氧化应

激、溶酶体稳态和自噬中具有重要作用。脊髓损伤自噬通量的缺陷引起内质网应激，导

致神经元死亡，且 ROS 的产生，进一步加剧了溶酶体功能障碍，从而削弱自噬通量，

但是 TFE3 的激活可以改善预后[13]。 

TFEC 与 TFE3 和 TFEB 密切相关，但与二者蛋白质结构不同的是，TFEC 不包含酸

性结构域[14]。TFEC 不是普遍表达的，造血干细胞定植在尾端造血组织中时高度富集于

尾部内皮细胞中。它能够通过调节多种细胞因子以非细胞自主的方式扩大造血干细胞来

源的造血功能[15]。除此之外，最新研究发现 TFEC 参与了早期神经嵴细胞基因调控网络

形成和维持。TFEC 功能的丧失会影响所有胚胎色素细胞的发育，但并不影响非色素神

经嵴干细胞来源的发育，如神经嵴来源的肠神经元和肠交感祖细胞，以及中枢神经系统

发育中的少突胶质细胞在数量和分布上也不受影响[16]。 

1.2.2  TFEB 简述 

TFEB 蛋白分子包括 476 氨基酸残基，由酸性激活域（acidic activation domain，ADD）、

螺旋-环-螺旋（basic helix-loop-helix，b HLH）、亮氨酸拉链（leucine zipper domain，LZ）、

富谷氨酸活化域（proline-rich activation domain，Pro-AD）和富丝氨酸域（serine-rich 

domain，Ser）等结构组成[17, 18]。TFEB 通过识别 E-box、M-box 序列，进行磷酸化修饰，

主要的磷酸化位点有 211 位丝氨酸、142 位丝氨酸及末端富含丝氨酸的结构域[19]。TFEB

调控了一个高效的转录程序，上调了负责自噬早期（自噬体形成）和晚期（溶酶体生物

发生）阶段的基因。TFEB 主要通过特定氨基酸残基磷酸化在翻译后水平进行调控。

mTOR（哺乳动物雷帕霉素靶蛋白）和 MAPK1/ERK2（丝裂原活化蛋白激酶 1）在 Ser142

和 Ser211 磷酸化 TFEB，以增强其与细胞质伴侣 YWHA/14-3-3（酪氨酸 3-单加氧酶/色

氨酸 5-单加氧酶活化蛋白）的结合，导致 TFEB 在细胞质中被隔离，降低了 TFEB 的转

录活性[20]。与之相反，溶酶体 Ca
2+释放激活钙调磷酸酶，在 Ser142 和 Ser211 去磷酸化

TFEB，促进 TFEB 核易位，激活下游基因转录[21]。 
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图 1-1  TFEB 结构示意图 

（修改自 http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/TFEBID531.html#LINKS） 

Fig. 1-1  Schematic diagram of TFEB structure 

1.2.3  TFEB 与自噬 

自噬是一种自我保护机制，可以降解和清除体内受损的细胞器或者异常的蛋白质和

脂质等物质。自噬失调与各种疾病密不可分，包括癌症、神经退行性疾病以及感染[22]。

TFEB 是自噬过程中关键的转录因子，可直接调控自噬相关基因，如 LC3、Beclin1 等[23, 

24]
。在哺乳动物体内，TFEB 去磷酸化后，核易位激活自噬信号通路，包括自噬体形成，

随后自噬体与溶酶体融合，从而发挥降解作用。降解后所产生的大分子被释放到细胞质

中重新利用，使细胞不断适应不同的营养环境和维持细胞内环境的稳定[25]。TFEB 及其

调控的下游通路的最新发现，在细胞代谢中发挥着越来越重要的作用。TFEB 核易位激

活脂代谢[26]。饥饿环境下，TFEB 可促进脂肪酸分解代谢、脂肪酸氧化和生酮作用，同

时抑制高脂饮食喂养小鼠肥胖和代谢综合征的发生[27]。之前已有报道，TFEB 是卵巢癌

细胞产生耐药性的常见上游调控因子[28, 29]。TFEB 核易位通过激活自噬，在一定程度上

降低了癌细胞对阿霉素的敏感性[30]。此外，TFEB 通过单点突变引起肾细胞癌，其表达

上调已经被证实与非小细胞肺癌患者预后不良有关。肾细胞癌中通过 mTORi 处理后，

TFEB 介导 PD-L1 的上调，通过肿瘤相关的免疫抑制减弱 mTORi 的治疗效果[31]。研究

发现在恶性胶质瘤细胞中抑制 TFEB 表达显著降低了胶质瘤干细胞（GSCs）肿瘤球的形

成和大小，更重要的是增加了对药物的敏感性，使其药物治疗变得更有效[32]。也有一些

研究认为 TFEB 介导的肿瘤耐药性可能与调节线粒体功能相关。 

1.2.4  TFEB 与溶酶体 

TFEB 是溶酶体通路的主调节因子，可直接调控溶酶体功能和结构相关蛋白的转录

表达，如溶酶体膜蛋白、水解酶和 V-ATP 酶复合体等[24]。溶酶体是主要参与降解和回

收过程的细胞器，TFEB 通过激活溶酶体 Ca
2+离子通道，诱导溶酶体胞吐[33]。研究表明

TFEB 促进胞吐基因的表达[34]，在饥饿条件下增加细胞内吞率，促进自噬溶酶体的形成，

诱导胞吐作用，促进细胞清除[35, 36]。TFEB 也是治疗代谢性累积性疾病的关键因子，TFEB
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核易位后可增强自噬活性，上调溶酶体途径相关蛋白的表达，促进溶酶体释放[37]。海藻

糖应用于一种典型的以溶酶体内储存为表现的神经退行性疾病，通过抑制 AKT 活性来

激活 TFEB，从而增强了对聚集蛋白脂质的清除，延长了患病小鼠的生存时间[38]。在阿

尔茨海默病扩散小鼠模型中，诱导星形胶质细胞表达 TEFB 可减少小鼠病理变化，并显

著减弱海马同侧至对侧的扩散[39]。除此之外，TFEB 可促进自噬体-溶酶体融合，具有解

决自噬积累和维持降解途径的重要作用[40, 41]。研究表明氢盐水（HRS）可通过抑制 mTOR

和促进 TFEB 核易位来激活自噬，TEEB 的激活可以增强溶酶体功能，从而促进自噬体

与溶酶体的融合，加速自噬体降解[37]。 

1.2.5  TFEB 与线粒体 

线粒体形态与功能紧密联系在一起[42]。线粒体网络的结构由线粒体分裂和融合来平

衡，互相调节一个灵活的和适应性的细胞压力和代谢环境[43]。溶酶体是自噬晚期终末降

解区。研究证实溶酶体与线粒体存在相互作用，共同维持细胞内环境的稳态 [44]。

TFEB/HLH-30 向细胞核的转运激活溶酶体的生物发生，通过同时改变线粒体网络和线

粒体翻译而引起的线粒体应激，主要起维持细胞内环境平衡和延长寿命的作用[45]。TFEB

不仅在溶酶体和自噬体生物发生发挥了重要作用[40]，同时参与了线粒体内稳态调控。越

来越多证据表明 TFEB 还可以维持线粒体自噬和线粒体生物发生之间的平衡[46]。 

1.2.4.1  TFEB 与线粒体自噬 

自噬是细胞生存和稳态的重要调节因子，缺乏自噬会促进炎症反应和氧化应激，最

终导致不同组织的各种病理疾病[47, 48]。线粒体作为 ATP 的主要来源，在多种细胞内起

着重要作用，尤其是在启动程序性细胞死亡级联反应[49]。线粒体对氧化应激非常敏感，

易受到损伤。当线粒体被破坏时，释放大量的氧化酶[50]，导致更严重的氧化应激和线粒

体损伤。线粒体自噬在正常的细胞器更替、细胞成熟和线粒体损伤清除过程中起作用，

也是一种自我保护机制[51, 52]。脂多糖诱导的急性肺损伤模型中，TFEB 上调自噬相关蛋

白的表达来激活线粒体自噬，可以减少 LPS 诱导的炎症和线粒体损伤[53]。线粒体受损

的同时会释放ROS，ROS通过瞬时受体电位阳离子通道（mucolipin subfamily，TRPML1）

释放钙介导 TFEB 的核定位从而促进自噬[46, 54]，减少氧化应激对线粒体的破坏。线粒体

损伤的积累与炎症小体的激活有关。以脓毒症为例，为了进一步清除受损的线粒体并阻
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止后续的器官功能障碍，线粒体自噬会被广泛激活，而受损的线粒体自噬导致 NLRP3

（NLR 家族含有 3 个 pyrin 结构域的炎症小体）的过度激活，并增加脓毒症动物的死亡

率[55]。最近研究表明锰会导致 TFEB 的核定位下降，导致小鼠纹状体星形胶质细胞自噬

功能障碍，抑制线粒体的自噬溶酶体降解，使线粒体损伤积累[56]。研究表明，线粒体损

伤相关的机制很可能都与线粒体 ROS 过量产生有关，因为线粒体 ROS 通过直接氧化导

致线粒体功能缺陷和结构破裂[57]，从而将线粒体分子释放到细胞质或循环系统中。而这

些分子在细胞死亡和器官损伤的时候，就会从破裂的线粒体中释放出来，进而可通过多

种因子不同途径引发机体炎症反应。然而 TFEB 过表达逆转自噬功能障碍和线粒体损伤

积累。TFEB 过表达可减轻心衰中自噬体积累、线粒体分裂和心肌细胞死亡[58]。最近发

现木犀草素（luteolin）通过上调 TFEB 的表达和促进线粒体自噬来减轻阿霉素诱导的心

脏毒性[59]。因此 TFEB 介导的自噬和溶酶体生物发生的调控可能对治疗炎症疾病有益。

此外，TFEB 在协调线粒体自噬和生物发生以恢复正常极化的线粒体中发挥重要作用[60]。

进一步研究发现，TFEB 促进自噬完成线粒体清除后，促进了线粒体生物发生来合成新

的线粒体抵抗 LPS/D-galactosamine (D-GalN)诱导的肝炎[46]。 

1.2.4.2  TFEB 与线粒体生物发生 

线粒体生物发生是脓毒症心肌损伤患者的一种保护反应，受几个关键转录因子的严

格调控。过氧化物酶体增殖激活受体-γ 共激活因子-1α（PGC-1α）通过控制能量代谢调

控线粒体生物发生[61]。Sirtuin 蛋白 1（SIRT1）是一种 NAD
+依赖的去乙酰化酶，属于

Sirtuin 家族，同时三羧酸循环的中间产物 NAD
+可以激活 SIRT1

[62]。NAD
+激活 SIRT1，

降低氧化应激，提高脱乙酰作用，增加 PGC-1α 表达水平和线粒体生物起源[63]。最近研

究表明，运动通过 AMPK（腺苷酸激活蛋白激酶）-SIRT1-TFEB 通路激活自噬溶酶体功

能。已经证实 TFEB 直接调节 PGC-1α 表达，进而调节线粒体发生[27]。在肝损伤模型中

TFEB 激活溶酶体生物发生完成线粒体清除后，直接调节 PGC-1α 诱导线粒体生物发生

来合成新的线粒体[46]。但是也有研究表明，TFEB 可以独立于 PGC-1α 调控骨骼肌线粒

体的生物发生和葡萄糖摄取[64]，并且这一过程没有激活自噬通量。这些发现表明，TFEB

诱导线粒体生物发生可能并不依赖于 PGC-1α 的存在，在不同的组织、细胞内 TFEB 激

活通路也是有差异的。NFE2L2/NRF2（核因子/类红血球 2），一种核转录因子，通过抗
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氧化反应元件控制多种解毒酶的表达，是 TFEB 的靶基因[65]。p62 促进 AMPK 和 ULK1

（Unc-51 样自噬激活激酶）之间的相互作用，诱导 ULK1 磷酸化，导致巨噬细胞自噬/

自噬诱导，随后 NFE2L2 被活化[66]。最新研究发现 AMPK-SIRT1-PGC-1α-NFE2L2 信号

通路介导了烧伤诱导的心脏功能障碍和心脏线粒体损伤发生。 

1.2.6  TFEB 与炎症 

TFEB 可通过直接机制调节先天免疫和炎症，控制炎症介质的转录，并间接控制影

响微生物感染、机体代谢和系统炎症信号的细胞过程。研究表明，小鼠膀胱内注入针对

三种不同蛋白酶激活受体（pars）的肽激活剂，作为膀胱炎的模型，利用 345 个一致结

合序列的蛋白质 DNA 微阵列技术，从膀胱粘膜核提取物中鉴定出唯一激活的转录因子

是 TFEB，首次提出 TFEB 表达与炎症的相关性[67]。自噬溶酶体途径与胰腺炎的直接联

系是通过缺失溶酶体和必需的自噬相关基因（ATG）来证实的，这导致自发性胰腺炎[68]。

最近有报道称，TFEB 下调使溶酶体生物发生减少，导致自噬不足和随后的胰腺损伤，

加重了球蛋白诱导的实验性胰腺炎发生[69]。TFEB 上调降低 IL-1、IL-6 等炎性因子的表

达，上调自噬相关基因表达，促进线粒体自噬，从而减少 LPS 诱导的肺组织和肺泡上皮

细胞的炎症和线粒体损伤[53]。研究证明 Lamtor5 直接与 TLR4 相互作用，促进它们在自

噬溶酶体上的共定位，阻止 mTORC1 向溶酶体募集，促进 TFEB 的核易位，对炎症小

鼠模型有保护作用[70]。而肝细胞自噬通过 Ca
2+

/TFEB 途径保护 LPS 诱导的肝损伤[71]。

已有研究表明 TFEB 通过增强溶酶体功能和减少促炎细胞因子分泌（如白细胞介素-1β）

抗动脉粥样硬化[72]。同样在心血管疾病中，TFEB 可保护内皮细胞免受炎症，治疗动脉

粥样硬化血脑屏障[41]。TFEB 增加自噬相关基因在内皮细胞中的表达，促进血管生成和

心肌梗死后心脏功能恢复[73]。矛盾的是 TFEB 可以根据组织和环境发挥促炎或抗炎作用。

TFEB 是一种进化保守的宿主防御转录因子，直接控制 IL-6 和 TNF-α 分泌以抵抗感染

[74-76]。TFEB 和 TFE3 与在巨噬细胞可激活先天免疫系统，提高他们的杀菌功能，产生

各种细胞因子和趋化因子[74]。TFEB 和 TFE3 可能通过调节溶酶体和自噬在炎症信号通

路中发挥更广泛的作用，存在多种活化模式[77]。 

1.2.7  TFEB 其他生物学功能 

TFEB 调控除自噬溶酶体相关基因外的其他基因，发挥不同作用。p21 是肿瘤抑制
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基因 p53 的重要效应因子。TFEB的激活可以直接上调 p21，促进肿瘤细胞的 G1 期阻滞，

延缓 G2/M 期阻滞，提高肿瘤细胞化疗后的存活率，在应激反应中调节细胞周期[78]。 

1.3  研究目的和意义 

本研究通过蛋白免疫印迹技术（Western blot，WB）和实时荧光定量 PCR（Quantitative 

real-time PCR，qPCR）技术检测 LPS 诱导的人 AC16 心肌细胞中 TFEB 表达水平，体外

构建 TFEB 过表达和沉默模型，研究 TFEB 表达水平的改变对 LPS 诱导的人 AC16 心肌

细胞的炎症反应、ROS 积累和凋亡的影响，检测自噬溶酶体信号通路表达水平。探索

TFEB 在 LPS 诱导的人 AC16 心肌细胞炎症中发挥作用的可能机制，以期为 TFEB 的深

入研究提供理论依据。 

脓毒性心肌炎是一种严重危及生命感染，它启动了宿主促炎和抗炎过程的复杂相互

作用。脓毒症可以被认为是病原体和宿主免疫系统之间的一场死亡竞赛，而正是这种通

常相互竞争的促炎和抗炎通路之间的适当平衡决定了个体的命运。尽管心肌炎领域的研

究已经见证了许多备受推崇的临床试验的失败，但可以更好地理解这种疾病的病理生理

学基础以及相关的促炎和抗炎反应的机制，为治疗这种高度致命的疾病提供了一种新的

方法。在脓毒性心肌炎患者适当的免疫阶段给予生物标志物介导的免疫治疗是心肌炎治

疗和感染性疾病领域的一个潜在的重大进展。在本实验中，针对 TFEB 和自噬的研究，

可能是治疗或预防心肌炎症损伤的一个可行性的策略。
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第二章  实验材料、仪器和方法 

2.1  材料 

2.1.1  细胞株及质粒 

人心肌细胞（AC16）购自北京北纳创联生物技术研究院细胞中心。pIRES-EGFP-edit

（SBP）质粒为本实验室所保存。细胞培养基为 DMEM basic（高糖），含 10%胎牛血清

和 1%青霉素-链霉素“双抗”。细胞在培养条件为 37°C，5% CO2 的培养箱中培养。

pcDNA3.1(+)-TFEB 质粒购自苏州金唯智生物公司，该质粒上连接有 Human TFEB cDNA

序列（序列号：NM-001167827）。 

2.1.2  试验药物 

脂多糖（LPS，Sigma 公司）：使用 PBS 缓冲液将其配置为 1 mg/mL 母液，0.22 μm

滤膜过滤，防止细菌污染，分装到 1.5 mL 离心管。氯喹（Chloroquine，CQ）：使用 DMSO

将其配置为 100 μM 母液，分装到 200 μL 离心管，低温保存避免反复冻融。3-甲基腺嘌

呤（3-Methyladenine，3-MA）：使用基础培养基将其配置为 5 mM 稀释液，0.22 μm 滤膜

过滤，防止细菌污染，现配现用。CQ 和 3-MA 均购自 MedChem Express（MCE）公司。 

2.1.3  主要试剂 

2.1.3.1  实验试剂 

实验所用主要试剂见表2-1。 

表2-1  实验试剂 

Tab. 2-1  Test reagents 

试剂 生产厂家 

DMEM 高糖培养基 生工生物工程股份有限公司 

胎牛血清 依科赛生物科技有限公司 

青霉素-链霉素“双抗” 北京博奥龙 

PBS 细胞缓冲液 生工生物工程股份有限公司 

0.25%胰蛋白酶 生工生物工程股份有限公司 

RNAiso Plus 天根生化 

氯仿 

异丙醇 

天津市北辰方正试剂厂 

天津市北辰方正试剂厂 
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表2-1  实验试剂（续） 

Tab. 2-1  Test reagents 

试剂 生产厂家 

DNA Marker TaKaRa公司 

6×Super GelRed Prestain Loading Buffer US EVERBRIGHT公司 

琼脂糖 Vivantis 

FastQuant RT Kit第一链合成试剂盒 

RNase Free Water  

天根生化 

TaKaRa公司 

SuperReal PreMix Plus(SYBR Green) 

Trans5α Chemically Competent Cell  

引物 

北京春雷杰创生物科技有限公司 

北京全式金生物技术有限公司 

生工生物工程股份有限公司 

氨苄霉素 北京博奥龙 

卡那霉素 北京博奥龙 

EcoR Ⅰ TaKaRa公司 

BamH Ⅰ 

K×Buffer 

TaKaRa公司 

TaKaRa公司 

丙三醇 天津市北辰方正试剂厂 

酵母粉 Amresco公司 

蛋白胨 Amresco公司 

NaCl Amresco公司 

NaOH Amresco公司 

Tris碱 Amresco公司 

EDTA Amresco公司 

SDS 

5×Loading Buffer 

Amresco公司 

北京雷根生物技术有限公司 

Endo-free Plasmid Mini Kit Omega公司 

Lipofectamine TM 3000 Reagent Invitrogen公司 

RIPA裂解液 康为世纪 

BCA蛋白定量试剂盒 索莱宝生物科技有限公司 

DMSO 索莱宝生物科技有限公司 

ECL超敏发光液 索莱宝生物科技有限公司 

Tween 20 索莱宝生物科技有限公司 

TEMED 索莱宝生物科技有限公司 

JC-1荧光探针 索莱宝生物科技有限公司 

二氯二氢荧光素-乙酰乙酸酯 索莱宝生物科技有限公司 

HRP-羊抗兔二抗 

TFEB抗体 

VCAM-1抗体 

ICAM-1抗体 

BAX抗体 

GAPDH抗体 

Cell Signaling Technology公司 

Cell Signaling Technology公司 

Abcam公司 

Abcam公司 

Cell Signaling Technology公司 

Cell Signaling Technology公司 
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2.1.3.2  实验所用试剂的配方 

表2-2  试剂配方 

Tab. 2-2  Reagent formulation 

名称 配方组分 储存条件 

LB/Kana 液体培养基（无菌） 蛋白胨  1.0 g 4℃ 

 
酵母粉  0.5 g 

 

 
NaCl  1.0 g 

 

 
卡那霉素（100 mg/mL） 0.1 mL 

 
ddH2O  100 mL 

 
LB 液体培养基（无菌） 蛋白胨  1.0 g 4℃ 

 
酵母粉  0.5 g 

 

 
NaCl  1.0 g 

 

 
ddH2O  100 mL 

 
LB/Kana 固体培养基（无菌） 蛋白胨  1.0 g 室温凝固 

 
琼脂糖 1.5 g 

 

 
NaCl  1.0 g 

 

 
酵母粉  0.5 g 

 

 
卡那霉素（100 mg/mL） 0.1 mL 

 
ddH2O  100 mL 

 

0.5 mol EDTA（pH 8.0） Na2EDTA﹒H2O  9.306 g 室温 

 
ddH2O  50 mL 

 
50×TAE（pH 8.5） Tris  242 g 室温 

 
Na2EDTA﹒ 2 H2O  37.2 g 

 
ddH2O  1 L 

 
1 %琼脂糖凝胶 琼脂  0.15 g 室温凝固 

 
1×TAE 溶液  10 mL 

 
10 W/V 过硫酸铵  过硫酸铵  1 g 4℃ 

 
ddH2O  10 mL 

 
30 W/V Acrylamide（过滤除菌） Acrylamide  290 g 4℃棕色瓶 

 
BIS  10 g 

 

 
ddH2O  1 L 

 
1 M Tris HCL (pH 8.0 无菌）  Tris  121.7 g 室温 

 
ddH2O  1 L 

 
1.5 M Tris HCL（pH 6.8 无菌）  Tris  121.7 g 室温 

 
ddH2O  1 L 

 
1.5 M Tris HCL（pH 8.8 无菌）  Tris  121.7 g 室温 

 
ddH2O  1 L 

 
10 % SDS（pH 7.2） SDS  10 g 室温 

 
ddH2O  100 mL 
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表2-2  试剂配方（续） 

Tab. 2-2  Reagent formulation 

名称 配方组分 储存条件 

10×Transfer Buffer Glycine  144 g 4℃ 

 
Tris base  30.3 g 

 
ddH2O  1 L 

1×Transfer Buffer 10×膜转移缓冲液  100 mL 室温 

 
95 %无水乙醇  200 mL 

 
ddH2O  700 mL 

5×Running Buffer Glycine  72 g 室温 

 
SDS  5g 

 

 
Tris base  15 g 

 
ddH2O  1 L 

1×Running Buffer 5×Running Buffer  200 mL  室温 

 
ddH2O  800 mL 

TBST Buffer NaCl  17.6g 4℃ 

 
1 M Tris HCl（pH 8.0） 40 mL 

 

 

Tween  20 1mL 

ddH2O  2 L 

封闭缓冲液 脱脂奶粉  0.5 g 4℃ 

 
TBST Buffer  10 mL 

5% BSA solution BSA  0.5 g 4℃ 

 
TBST Buffer  10 mL 

2.2  实验仪器 

表2-3  实验仪器 

Tab. 2-3  Test instrument 

仪器 生产厂家 

超净工作台 Airtech公司 

凝胶成像仪、电泳相关设备 Bio-Rad公司 

PCR仪 Applied Biosystems公司 

荧光定量PCR仪 Bio-Rad公司 

酶标仪 MOLECULAR公司 

涡旋震荡仪 杭州米欧仪器有限公司 

瞬时离心机 Andy Bio公司 

金属浴 BIOER公司 

恒温摇床 哈尔滨市东联电子有限公司 

CO2恒温培养箱 YAMATO 

倒置显微镜 奥林巴斯公司 

高速离心机 贝克曼库尔特公司 
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表2-3  实验仪器（续） 

Tab. 2-3  Test instrument 

仪器 生产厂家 

高压蒸汽灭菌锅 

干燥箱 

TOMY公司 

上海飞越科学仪器有限公司 

分析天平 奥豪斯公司 

冰箱 Haier有限公司 

制冰机 北京长流科学仪器有限公司 

超纯水机 Heal Force有限公司 

2.3  实验方法 

2.3.1  细胞培养实验 

（1）超净工作台提前紫外照射消毒 30 min；水浴锅预热；配制完全培养基（10% FBS，

1%青霉素-链霉素“双抗”），取出 5 mL 完全培养基加入到 15 mL 离心管中，将 15 mL

离心管放入 37℃水浴锅中预热。 

（2）从液氮罐中取出一支AC16细胞，迅速放入 37℃水浴锅中不停摇晃 1min左右，

使其快速融化。 

（3）喷洒 75%酒精进行消毒，放入超净台中，开盖，轻轻吹打混匀，防止细胞堆

积在管底。 

（4）将细胞转移至步骤（1）提前预热的 15mL 离心管，悬滴加入，轻轻吹打混匀

后封口，800 rpm 离心 1 min，弃去上清。 

（5）向离心管中加入 1 mL 完全培养基使细胞重悬，将其转移到含 4 mL 完全培养

基的 25T 细胞培养瓶中，上下左右晃动培养瓶，使细胞均匀分布，37℃，5% CO2 培养

箱中培养细胞。 

（6）细胞长至对数生长期（铺满培养瓶 80%）时，进行细胞传代；吸出旧培养基，

PBS 洗涤两次去掉残留的血清，避免血清影响消化效果，吸取 0.25% EDTA 胰蛋白酶液

500 μL 加入培养瓶，轻轻摇匀。在倒置显微镜下观察细胞形态，紧密相连的细胞变圆并

开始分离，可敲打瓶身，使其脱落，待细胞悬浮 60%～70%时，加入完全培养基终止消

化。 

（7）使用移液枪轻轻吹打培养瓶底面，使细胞完全悬浮，转移至 15 mL 离心管中，
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800 rpm 离心 1 min，弃上清。 

（8）向离心管中加入 1.5 mL 完全培养基使细胞重悬，轻吹混匀呈单细胞状态，分

别取500 μL细胞悬浮液加入到3个含4 mL完全培养基的培养瓶中，上下左右晃动摇匀，

使细胞均匀分布于培养瓶底部。 

（9）将扩大培养后的细胞冻存备用：细胞长至对数生长期（铺满培养瓶 80%）时，

进行细胞冻存，弃去旧培养基，PBS 洗涤两次，胰酶消化，将细胞转移至 15 mL 离心管

中离心，弃上清。 

（10）使用提前配制好的冻存液（92%完全培养基+8%DMSO）重悬细胞，吹打混

匀，按照 1 mL/支分装至 2 mL 冻存管中，放入冻存盒-80℃过夜，转移到液氮罐中长期

保存。 

2.3.2  提取总 RNA 实验 

（1）取出 37℃培养箱中的细胞，弃去旧培养基，PBS 洗涤 2 次。 

（2）加入 1 mL RNAiso Plus 试剂，室温下孵育 5 min；吹打混匀将其转移至 1.5 mL

离心管中，室温静置 5 min。 

（3）加入 200 μL 氯仿，剧烈震荡混匀，液体出现乳白色后，室温静置 5 min。 

（4）4℃，12000 rpm 离心 15 min；液体分层，取上层水相转移至新离心管中。 

（5）加入 0.5～1 倍 RNAiso Plus 试剂体积的异丙醇，缓慢上下翻转混匀后，室温

静置 10 min。 

（6）4 ℃，12000 rpm 离心 10 min，弃上清。 

（7）加入 1 mL 预冷的 75%乙醇，上下翻转离心管洗涤 RNA。 

（8）4℃，7500 rpm 离心 5 min，弃上清，室温放置使乙醇挥发。 

（9）加无酶水溶解 RNA；使用 Nanodrop 检测 RNA 浓度及质量；琼脂糖凝胶检测

RNA 完整度。 

2.3.3  SBP-TFEB 载体构建实验 

2.3.3.1  引物设计 

在 GeneBank 中检索 TFEB 编码基因序列（序列号：NM-001167827），明确扩增区

域，设计引物并引入酶切位点及保护碱基。引物序列如下表 2-4 所示： 
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表2-4  TFEB引物序列  

Tab. 2-4  The sequences of TFEB primers 

基因（hum） 引物序列（5′－3′） 

TFEB-F CCGGAATTCATGACAGCAAGCTCAGG 

TFEB-R CGCGGATCCTCACAGCACATCGCCCT 

2.3.3.2  PCR 扩增 TFEB mRNA 片段 

以 pcDNA3.1(+)-TFEB 质粒作为模板，使用 TFEB-F/ TFEB-R 作为引物进行 PCR 扩

增，扩增体系如表 2-5。 

表2-5  PCR的反应体系 

Tab. 2-5  The reaction system of PCR 

组成成分 使用量 

TakaLa Ex Taq（5 U/uL） 0.5 μL 

10×Ex Taq Buffer（Mg
2＋

 Plus）（20 mM） 5 μL 

dNTP Mixture（各2.5 mM） 4 μL 

Template 1 μL 

引物F/R（各10 μM） 2 μL 

无菌水 补足至50 μL 

根据以上 PCR 反应体系将各个组分加入 200 μL 的 EP 管中，涡旋震荡，混匀，瞬

时离心将液体离心到管底，设置 PCR 反应程序，具体的 PCR 反应扩增反应程序如下表

2-6 所示： 

表2-6  PCR反应条件 

Tab. 2-6  The reaction conditions of PCR 

  温度 时间   

Step 1 94℃ 5 min 

35 cycles 
 

94℃ 30 s 

Step 2 60℃ 30 s 

 
72℃ 2 min 

Step 3 72℃ 10 min 

待 PCR 扩增结束后，随即进行琼脂糖凝胶电泳鉴定或者将 PCR 产物放置于-20℃保

存备用。 

2.3.3.3  PCR 产物胶回收 

（1）配置 1%琼脂糖的凝胶，微波炉加热 1～2 min，加热煮沸溶解琼脂糖，待温度

降到 60℃左右时，将其倒入胶板，插上梳子，注意以免气泡产生，待其凝固后上样。 

（2）将 PCR 产物与 6×Super GelRed Prestain loading Buffer 按照 5：1 的比例混匀，
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将 50 μL 混合液加入胶孔中，100 V 电压下跑胶 30 min 左右。 

（3）切胶仪开启紫外灯，将目的基因所在的条带切下来，装入 1.5 mL 的离心管中，

然后按照普通琼脂糖凝胶 DNA 回收纯化试剂盒的说明书进行 PCR 产物的回收纯化，将

纯化后的产物进行下一步实验或者-20℃保存备用。 

2.3.3.4  质粒小提 

（1）在超净工作台取 5 mL 含 LB 液体培养基（含卡那霉素抗性），加入 5 μL 转化

了重组质粒的 DH5α 菌液，37℃恒温摇床 180 rpm 活菌 6～8 h。 

（2）取菌液，室温下 12000 rpm 离心 1 min，弃上清收集菌体，可多次离心。 

（3）依照质粒小提试剂盒说明书进行质粒提取，提取的质粒进行下一步实验或储

存于-20℃备用。 

2.3.3.5  双酶切 

（1）以 BamH Ⅰ和 EcoR Ⅰ为酶切位点进行双酶切，双酶切体系如表 2-7 和表 2-8 所

示： 

表2-7  SBP酶切反应体系 

Tab. 2-7  The reaction system of SBP enzyme digestion 

试剂 体积 

SBP质粒 1 μg 

BamH Ⅰ 1 μL 

EcoR Ⅰ 1 μL 

10×K buffer 5 μL 

无菌水 补充至50 μL 

SBP 质粒酶切体系，金属浴 37℃，6 h。 

表2-8  DNA酶切反应体系 

Tab. 2-8  The reaction system of DNA enzyme digestion 

试剂 体积 

DNA 30 μL 

BamH Ⅰ 1 μL 

EcoR Ⅰ 1 μL 

10×K buffer 5 μL 

无菌水 12 μL 

目的基因酶切体系，金属浴 37℃，6 h。 

（2）取一支 1.5 mL 离心管，按照上述双酶切反应体系配置混合液，涡旋震荡，摇
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匀，瞬时离心于管底，37℃金属浴 6 h，离心管加入 5 μL 的 10×loading buffer，终止双

酶切反应。 

2.3.3.6  酶切产物回收 

按照 2.3.3.3 的实验步骤将酶切产物进行回收纯化，纯化后的产物进行下一步连接反

应或者-20℃保存备用。 

2.3.3.7  连接 

（1）取 200 μL 离心管，配置连接反应体系见表 2-9。 

表2-9  连接反应体系 

Tab. 2-9  The reaction system of ligation 

试剂 体积 

SBP质粒 3 μL 

外源DNA 9 μL 

T4 DNA Ligase 1 μL 

10×T4 DNA Ligase buffer 补足到50 μL 

（2）震荡混匀后，瞬时离心至管底，16℃过夜连接，连接产物进行下一步实验或

者-20℃保存备用。 

2.3.3.8  转化 

（1）从-80℃超低温保存箱中取出 Trans5α 化学感受态细胞，放置在冰上融化，取

50 μL 于一个新的 1.5 mL 离心管中。 

（2）取 5 μL 连接产物加入上述离心管中，轻轻吹打混匀，冰浴 30 min。 

（3）金属浴 42℃热激 90 s，迅速将离心管转移至冰上冷却 2～3 min，每管加入 200 

μL 不含抗生素的 LB 培养基，混匀，37℃ 180 rpm 摇床摇菌 40 min 左右。 

（4）将菌液用已经冷却的涂布棒均匀涂布于含卡那霉素抗性的 LB 固体培养基上，

待液体被培养基完全吸收后倒置平板，37℃培养 12～16 h。 

（5）将培养好的平板从 37℃培养箱中取出，在超净台中挑取不同的单菌落分别转

移到装有含卡那霉素的液体 LB 培养基的 1.5 mL 离心管中，在 37℃的恒温摇床上以 180 

rpm 摇菌 6 h 左右。 

（6）菌液吸取 700 μL，加入 300 μL 丙三醇，吹打混匀后放于-80℃超低温保存箱

进行保种。 
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2.3.3.9  菌液 PCR 鉴定 

（1）以保存的菌种为模板，具体实验步骤参照 2.3.3.2 进行 PCR 反应。 

（2）配制 1.5%的琼脂糖凝胶，对菌液 PCR 产物进行凝胶电泳鉴定，电泳结束后，

凝胶成像仪照胶。 

（3）菌液 PCR 条带与目的基因条带比对正确，活化 1 mL 菌液测序鉴定。 

（4）待测序结果比对正确，提取相应的质粒，可用于细胞转染实验或储存于-20℃

备用。 

2.3.4  cDNA 合成实验 

（1）取出FastQuant RT Kit第一链合成试剂盒中的试剂与RNA样本放在冰上解冻，

涡旋震荡，瞬时离心备用。 

（2）按照 2-10 制备去除 gDNA 体系 1，涡旋振荡及瞬时离心，42℃孵育 3 min。 

表2-10  gDNA去除反应体系 

Tab. 2-10  The reaction system of gDNA removal 

组成成分 使用量 

5×gDNA Buffer 2 μL 

Total RNA 2 μg 

RNase-Free ddH2O 补足到10 μL 

（3）在去除 gDNA 体系孵育同时，依照表 2-11 配置反转录反应体系 2。 

表2-11  反转录反应体系 

Tab. 2-11  The reaction system of reverse transcription 

组成成分 使用量 

10×Fast RT Buffer 2 μL 

RT Enzyme Mix 1 μL 

RQ-RT Primer Mix 2 μL 

RNase-Free ddH2O 5 μL 

（4）按照用量加样后，反转录体系 2 涡旋震荡，瞬时离心；将反转录体系 2 加入

到去除 gDNA 体系 1 中，涡旋震荡，瞬时离心。 

（5）将上述混合体系放置到 42℃，孵育 15 min；95℃孵育 3 min，所获得的产物

可进行后续实验或者-20℃保存备用。 

2.3.5  实时荧光定量 PCR 实验 

（1）使用 Primer Premier 5 软件，根据引物设计原则设计引物；制备实时荧光定量
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PCR（Quantitative real-time PCR，qPCR）反应体系，按照 2-12 上样。 

表2-12  qPCR反应体系 

Tab. 2-12  The reaction system of qPCR 

试剂 体积 

DNA模板 1 μL 

2×SYBR PCR Master Mix  10 μL 

正向引物（10 μM） 0.5 μL 

反向引物（10 μM） 0.5 μL 

RNase-Free ddH2O 8 μL 

总体系 20 μL 

（2）按照表 2-13 设置反应条件。 

表 2-13  qPCR反应条件 

Tab. 2-13  The reaction conditions of qPCR 

阶段 循环 温度 时间 

预变性 1× 95℃ 
 

RCR反应 40× 

95℃ 5 s 

60℃ 30 s 

72℃ 
 

Merting Curve 

2.3.6  细胞转染实验 

本实验采用脂质体转染法。脂质体带正电，重组质粒带负电，二者相互结合并将脂

质体包裹后与细胞膜融合，将真核表达载体内吞进入胞浆中。本实验构建 SBP-TFEB 质

粒转染到 AC16 细胞中，具体实验步骤如下： 

（1）取对数期生长的细胞，PBS 洗两遍，0.25%胰酶消化，完全培养基终止后轻轻

吹打，将细胞转移至 15 mL 离心管内，800 rpm 离心 2 min，弃上清。 

（2）完全培养基使细胞重悬，进行计数后，将细胞接种到 6 孔板，37℃，5% CO2

培养箱过夜培养。 

（3）配制转染体系：①含重组质粒的培养基 125 μL（A 液）：取 2.5 μg 重组质粒以

及 5 μL p3000
TM

 Reagent 加 1.5 mL 离心管中，基础培养基补充到 125 μL；②含

Lipofectamine
TM

 3000 的培养基 125 μL（B 液）：取 3.75 uL Lipofectamine
TM 

3000，基础

培养基补足到 125 μL；③将 A 液转移到 B 液中，室温孵育 15～20 min。 

（4）孵育期间，6 孔板弃去旧培养基，PBS 洗两次，每孔加入 2 mL 基础培养基。 
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（5）将含转染试剂与质粒混合液，加入 6 孔板，每孔 250 μL，垂直不同位置均匀

滴加，轻轻晃动 6 孔板，使转染试剂均匀分布各孔，37℃，5% CO2培养箱中孵育 6 h，

将基础培养基更换为无双抗的完全培养基。 

（6）培养 24 h 后，提取总 RNA 检测 RNA 水平的表达效率；培养 48 h 后，提取总

蛋白检测蛋白水平的表达效率。 

2.3.7  蛋白提取实验 

将转染好的 AC16 细胞，PBS 洗涤 2 遍；PMSF（蛋白酶抑制剂）解冻后加入到 RIPA

裂解液中（1：100），可根据细胞量加入适量裂解液；4℃，20 rpm 水平摇床孵育 15 min，

确保裂解液可以均匀覆盖到细胞表面；使用细胞刮将孵育后的细胞刮下来，收集裂解液

至 1.5 mL 离心管中，超声破碎仪破碎 5 min，使细胞充分裂解；4℃，15000×g 离心 5 min，

取上清，-20℃保存备用。 

2.3.8  BCA 蛋白定量实验 

本实验选用成品 BCA 试剂盒，BCA 又称聚氰基丙烯酸正丁酯，是一种状态稳定、

高度溶于水的复合物。在实验中，蛋白将 Cu
2+还原为 Cu

+，Cu
+与 BCA 试剂形成蓝紫色

的络合物。蛋白浓度越大，蓝紫色则越深。通过测定标样和样品 562 nm 处吸收值，通

过拟合曲线计算样品蛋白浓度。 

具体实验步骤如下： 

（1）计算标准品和样品数量，配制 BCA 工作液（BCA 试剂：Cu 试剂= 50：1），

混匀备用。 

（2）BSA 标准品稀释十倍，取 10 μL BSA 标准品，加 90 μL PBS 稀释；按照 0 μg/μL、

0.05 μg/μL、0.1 μg/μL、0.15 μg/μL、0.2 μg/μL、0.3 μg/μL、0.4 μg/μL、0.5 μg/μL 的浓度

配制标准样品，加入到 96 孔板中。 

（3）样品稀释十倍，涡旋混匀后，设置 3 个复孔，20 μL/孔加到 96 孔板中。 

（4）各孔添加 200 μL 提前配制好的 BCA 工作液，37℃孵育 30 min。 

（5）酶标仪测定各孔 A562 nm 处的吸光度，根据拟合曲线，计算蛋白浓度。 
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2.3.9  蛋白免疫印迹实验 

（1）安装胶板，试漏；按配方配制 12%分离胶，灌胶后立即缓慢加入无水乙醇液

封，排出气泡，使胶面平齐；室温静置 30 min，期间配好 5%浓缩胶；倒出上层无水乙

醇，用二次水轻轻冲洗 2 遍，滤纸吸干残余水分，加入浓缩胶；尽快插入梳子，切勿产

生气泡，凝固备用。 

（2）根据蛋白浓度计算每组蛋白取用量，PBS 稀释后加入 5×Loading Buffer 混匀，

金属浴 100℃变性 10 min，冷却备用。 

（3）将配好的胶板安装至电泳槽内，试漏；用力均匀拔出梳子；蛋白样品涡旋混

匀，按照上样量缓慢加入胶孔。 

（4）上样完成后，100 V 恒压电泳 2 h。 

（5）湿法转膜：PVDF 膜用甲醇激活 15 s，在转膜夹依次放入网格垫、滤纸、蛋白

凝胶、PVDF 膜、滤纸和网格垫，放入转膜槽，倒入现配 1×Transfer Buffer，开始转膜。

12%分离胶用 100 V 恒压电泳 75 min。 

（6）TBST 清洗 3 次 PVDF 膜，每次 5 min。 

（7）封闭：5%脱脂奶粉于摇床上室温孵育 1 h，进行封闭；弃去封闭液，TBST 洗

涤 3 次，每次 5 min。 

（8）孵育一抗：按照说明书用 5% BSA TBST 稀释一抗，4℃过夜孵育；TBST 洗

涤三次，每次 5 min。 

（9）孵育二抗：5%脱脂奶粉 TBST 稀释 HRP 标记的二抗，室温摇床孵育 1 h。TBST

清洗 3 次，每次 5 min。 

（10）显影：ECL 显影液按照 1：1 混合，现配现用。孵育 PVDF 膜 1 min，凝胶成

像仪中显影成像。 

2.3.10  ROS 检测实验 

活性氧检测试是一种利用荧光探针二氯二氢荧光素-乙酰乙酸酯（DCFH-DA） 进行

活性氧检测。具体实验步骤为： 

（1）细胞生长至对数期时，实验前 24 h 于 96 孔板每孔均匀铺板细胞。 

（2）提前配置 DCFH-DA 工作液，加入 7 μL 100 mM 原液至 0.7 mL 完全培养基中，
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使其浓度为 1 mM。 

（3）每孔加入 10 μL DCFH-DA 工作液，终浓度为 100 μM，37℃，5% CO2 孵育 30 

min，避光。 

（4）孵育期间，配置处理药物浓度。 

（5）孵育结束后，PBS 洗涤细胞两次。加入药物刺激细胞后，使用酶标仪在 485 nm

激发光和 530 nm 放射波长下检测细胞荧光强度。 

2.3.11  线粒体膜电位检测实验 

线粒体膜电位检测是一种以 JC-1 为荧光探针，快速灵敏地检测细胞内线粒体膜电

位变化，具体实验步骤为： 

（1）细胞生长至对数期时，实验前 24 h 于 96 孔板每孔均匀铺板细胞。 

（2）加入药物刺激细胞后，PBS 洗涤细胞两次。 

（3）提前配置 JC-1染色工作液，充分混匀。加入细胞中，培养箱中37℃孵育20 min。 

（4）37℃孵育结束后，吸除上清，用预冷的 PBS 洗涤 2 次。加入完全培养基，JC-1

探针装载完并洗涤后尽量在 30 min 内完成后续检测。 

（5）使用酶标仪在 490 nm激发光和 530 nm放射波长下检测单体的绿色荧光强度；

在 525 nm 激发光和 590 nm 放射波长下检测聚合物的红色荧光强度。 

2.3.12  统计分析  

实验结果数据汇总，利用 GraphPad Prism 7 软件进行统计分析，实验所得数据均以

平均数±标准误（Mean ± SEM）的形式表示。设定 p < 0.05 具有统计学差异；p < 0.01 具

有显著统计学差异；p < 0.001 具有极显著统计学差异。
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第三章  实验结果与讨论 

3.1  不同浓度 LPS 对人心肌细胞 AC16 的影响 

脂多糖（Lipopolysaccharides，LPS）是革兰氏阴性细菌外壁层中特有的一种化学成

分，是内毒素和重要群特异性抗原（O 抗原），常用来构建体外炎症模型。本研究使用

LPS 诱导心肌细胞炎症损伤，我们在实验中选择了不同浓度的 LPS，以模拟不同水平的

细菌感染。实验过程中分别设置 LPS 处理浓度为 0 μg/mL、0.01 μg/mL、0.1 μg/mL 和 1 

μg/mL，其中 0 μg/mL 作为空白对照组。设置 LPS 处理时间为 24 h。 

本实验利用 qPCR 技术检测细胞炎性因子 IL-6、IL-8 和 IL-1β mRNA 表达水平。白

细胞介素-6（Interleukin-6，IL-6）是细胞因子网络中的重要成员，在急性炎症反应中处

于中心地位，与炎症性疾病及感染程度直接相关。研究发现 IL-6 能更快的诊断早期炎症

及预警脓毒症的发生。如图 3-1 所示，0 μg/mL 组相比，LPS 浓度为 0.1 μg/mL 和 1 μg/mL

实验组 IL-6 mRNA 水平均极显著增加（p < 0.001）。白细胞介素-8（Interleukin-8，IL-8）

是由多种细胞合成表达，如 T 淋巴细胞，中性粒细胞，内皮细胞等都可产生，对多种白

细胞均表现出趋化活性。IL-8 可促进超氧离子的释放，在多种感染性疾病中升高，IL-8

升高与病原菌、刺激因子的刺激有关。如图 3-1 所示，与 0 μg/mL 组相比，LPS 浓度为

0.1 μg/mL 和 1 μg/mL 实验组 IL-8 mRNA 水平均极显著增加（p < 0.001）。细胞因子白介

素-1β（Interleukin-1β，IL-1β）也被认为是一种致炎细胞因子，广泛参与了多种病理损

伤过程，如人体组织破坏、水肿形成等。如图 3-1 所示，与 0 μg/mL 组相比，LPS 浓度

为 0.1 μg/mL 和 1 μg/mL 实验组 IL-1β mRNA 水平均极显著增加（p < 0.001）。 

细胞粘附分子，如 ICAM-1/CD54（Intercellular cell adhesion molecule-1 即细胞间黏

附分子-1）和 VCAM-1/CD106（Vascular adhesion molecule-1 即血管细胞黏附分子-1）是

一类细胞表面跨膜糖蛋白，均属于黏附分子中免疫球蛋白超家族（IGSF）中的成员。在

感染和炎症疾病期间，多种炎症因子会诱导 VCAM-1 和 ICAM-1 表达上调，并促进淋巴

细胞的募集，加重炎症反应。ICAM-1/VCAM-1 在脓毒症所致多器官功能衰竭患儿血浆

中持续增加[79]；同样，小鼠给予 LPS 在心肌中表达也增加[80]。本研究利用 qPCR 技术

检测 VCAM-1 和 ICAM-1 mRNA 表达水平。如图 3-2，与 0 μg/mL 组相比，LPS 浓度为

https://baike.so.com/doc/3867793-4060516.html
http://www.so.com/s?q=%E7%BB%86%E8%83%9E%E5%9B%A0%E5%AD%90&ie=utf-8&src=internal_wenda_recommend_textn
http://www.so.com/s?q=%E7%97%85%E7%90%86&ie=utf-8&src=internal_wenda_recommend_textn
http://www.so.com/s?q=%E6%B0%B4%E8%82%BF&ie=utf-8&src=internal_wenda_recommend_textn
https://baike.so.com/doc/2554332-2697815.html
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0.1 μg/mL 实验组 VCAM-1 mRNA 表达显著增加（p < 0.01），LPS 浓度为 1 μg/mL 实验

组 VCAM-1 mRNA 表达增加，具有统计学意义（p < 0.05）。与之相似，与 0 μg/mL 组相

比，LPS 浓度为 0.1 μg/mL 实验组 ICAM-1 mRNA 表达显著增加（p < 0.01），LPS 浓度

为 1 μg/mL 实验组 ICAM-1 mRNA 表达显著增加（p < 0.01）。 

 
图3-1  AC16细胞中IL-6、IL-8和IL-1β mRNA表达 

Fig. 3-1  The expression of IL-6, IL-8 and IL-1β at mRNA level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

 

图3-2  AC16细胞中VCAM-1、ICAM-1 mRNA表达 

Fig. 3-2  The expression of VCAM-1and ICAM-1 at mRNA level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

线粒体是 ATP 的主要来源，在呼吸氧化过程中，将产生的能量以电化学势能储存于

线粒体内膜，在内膜两侧造成质子及其他离子浓度的不对称分布而形成线粒体膜电位

（Mitochondrial membrane potential，MMP）。膜电位的下降即去极化，在细胞凋亡级联

反应过程中最早发生。本实验选用 JC-1 荧光探针，检测细胞线粒体膜电位，线粒体膜
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电位较高时，JC-1 聚集在线粒体的基质中，形成聚合物，产生红色荧光；在线粒体膜电

位较低时，JC-1 不能聚集在线粒体的基质中，表现为单体，产生绿色荧光。常用红绿荧

光的相对比例来衡量线粒体去极化的比例。结果如图 3-3，细胞线粒体膜电位变化水平

与 LPS 浓度呈反比。与 0 μg/mL 组相比，LPS 浓度为 0.1 μg/mL 实验组线粒体膜电位下

降，具有统计学意义（p < 0.05），LPS 浓度为 1 μg/mL 实验组线粒体膜电位显著降低（p 

< 0.01）。 

ROS 主要来源是线粒体，当线粒体功能障碍会释放大量 ROS，而 ROS 积累会损伤

生物内离子稳态，从而导致细胞和机体的能量代谢障碍。此外，ROS 积累也会加速炎症

反应。利用 DCFH-DA 染色细胞进行 ROS 检测。DCFH-DA 本身虽然没有荧光，但可穿

过细胞膜，进入细胞内后，被细胞内的酯酶水解生成 DCFH。而 DCFH 不能通透细胞

膜，从而使探针很容易被装载到细胞内。细胞内无荧光的 DCFH 被 ROS 氧化，生成有

荧光的 DCF，使用酶标仪检测细胞荧光强度。结果如图 3-4 所示，与 0 μg/mL 组相比，

LPS 浓度为 0.1 μg/mL 实验组 ROS 水平显著升高（p < 0.01），LPS 浓度为 1 μg/mL 实验

组 ROS 水平显著升高（p < 0.01）。基于以上结果后续诱导心肌细胞炎症损伤实验选择

0.1 μg/mL 为药物最佳处理浓度，处理时间为 24 h。 

 

 

图3-3  AC16细胞中MMP变化 

Fig. 3-3  The changes of MMP in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 
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图3-4  AC16细胞中ROS的表达 

Fig. 3-4  The expression of ROS in AC16 

 (Mean ± SEM, n = 3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001) 

3.2  在 LPS 诱导的心肌细胞炎症损伤中内源性 TFEB 的表达 

为探索 LPS 处理人 AC16 心肌细胞内源性 TFEB 的表达变化。实验组细胞经 LPS

刺激 24 h 后，RIPA 裂解液提取总蛋白，BCA 法测定各组总蛋白浓度，WB 检测 TFEB

蛋白表达，如图 3-5，相比于 AC16 组，LPS 组 TFEB 蛋白表达量增加，具有统计学差

异（p < 0.05）。 

 

图3-5  AC16细胞中TFEB蛋白表达 

Fig. 3-5  The expression of TFEB at protein level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

3.3  TFEB 沉默模型构建 

将 3 条不同 TFEB-siRNA 序列转染到人 AC16 心肌细胞中。转染 48 h 后，利用 Trizol

法提取总 RNA，反转录后在相同条件下对目的基因 TFEB 和内参基因 GAPDH 分别进行
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SYBR Green 染色法的 qPCR 实验，对得到的实验结果进行 2
-△△Ct 分析。如图 3-6 所示，

与 AC16 组相比，在转染 TFEB-siRNA 2#序列后 TFEB mRNA 的表达量降低，具有统计

学差异（p < 0.05），1#序列 TFEB mRNA 表达量显著降低（p < 0.01）。 

 

图3-6  AC16细胞中TFEB mRNA表达  

Fig. 3-6  The expression of TFEB at mRNA level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

转染 3 条 TFEB-siRNA 48 h 后，RIPA 裂解液提取总蛋白，进行 WB 实验，分析灰

度值，检测沉默 TFEB 的蛋白表达。如图 3-7 所示，转染 TFEB-siRNA 1#序列 TFEB 的

蛋白表达量降低，具有统计学差异（p < 0.05），基于 mRNA 水平和蛋白水平 TFEB 的抑

制效果，选用 1#序列进行后续实验。 

 

图3-7  AC16细胞中TFEB蛋白表达 

Fig. 3-7  The expression of TFEB at protein level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 
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3.4  沉默 TFEB 对 LPS 诱导的心肌细胞炎症损伤的影响 

为探究沉默TFEB对LPS诱导的人AC16心肌细胞炎性反应的影响，分组为LPS组、

LPS+NC组和LPS+siTFEB组。结果如图3-8，相比于LPS+NC组和LPS组，LPS+siTFEB

组IL-6 mRNA表达量显著增加（p < 0.01），IL-8 mRNA表达量增加，具有统计学差异（p 

< 0.05）。WB检测沉默TFEB的人AC16心肌细胞中黏附分子ICAM-1和VCAM-1及凋亡蛋

白BAX的表达。如图3-9所示，转染siTFEB 48 h后，相比于LPS组，LPS+siTFEB组ICAM-1

和VCAM-1蛋白表达量增加（p < 0.05），BAX蛋白表达量增加，具有统计学差异（p < 0.05）。 

 

图3-8  AC16细胞IL-6和IL-8 mRNA表达 

Fig. 3-8  The expression of IL-6 and IL-8 at mRNA level in AC16 

 (Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

 

图3-9  AC16细胞中VCAM-1、ICAM-1和BAX表达的蛋白水平 

Fig. 3-9  The expression of VCAM-1,ICAM-1 and BAX at protein level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

c 
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3.5  TFEB 过表达模型构建 

3.5.1  SBP-TFEB 重组质粒的菌液 PCR 鉴定 

以 pDNA3.1(+)-TFEB 质粒为模板，以 TFEB-F/TFEB-R 为引物进行 PCR 扩增，扩增

产物 1473 bp 的 TFEB cDNA。将扩增产物进行琼脂糖凝胶回收纯化，以 BamH Ⅰ和 EcoR 

Ⅰ为酶切位点进行双酶切将 TFEB 连接到 pIRES-EGFP 载体上。SBP-TFEB 重组质粒转化

到感受态 DH5α 菌种中，进行菌液 PCR 鉴定，如图 3-10 所示，从图中可以看出，扩增

产物大小为 1473 bp 基因片段，这与 TFEB 基因序列大小相符。300 μL 左右菌液送公司

测序，其余菌液甘油保种。 

 
图3-10  菌液PCR电泳胶图 

Fig. 3-10  Agarose gel electrophoresis of bacterial solution PCR 

3.5.2  SBP-TFEB 的测序鉴定 

经菌液 PCR 鉴定正确后测序，利用 DNAMAN 软件进行测序序列比对，结果如图

3-11 所示，TFEB 序列与重组质粒上的序列完全稳合，提示 SBP-TFEB 质粒构建成功，

可进行后续实验。 
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图3-11  序列结果比对图 

Fig. 3-11  Gene sequence comparison diagram 

3.5.3  SBP-TFEB 重组质粒转染效率鉴定 

此次实验设置三个分组，分别为 AC16 组、Vector（空载）组、SBP+TFEB 组，使

用 Lipofectamine 
TM

 3000 Reagent 进行细胞转染。转染 48 h 后，Trizol 法提取总 RNA，

反转录后在相同条件下对目的基因 TFEB 和内参基因 GAPDH 分别进行 SYBR Green 染

色法的 qPCR 反应，检测 TFEB mRNA 水平的转染效率，得到的实验结果进行 2
-△△Ct

 法

分析。如图 3-12 所示，TFEB mRNA 相对表达量与其他两个实验组相比，极显著增加（p 

< 0.001）。 

 

图 3-12  AC16 细胞中 TFEB mRNA 水平 

Fig. 3-12  The expression of TFEB at mRNA level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01,*** p < 0.001) 
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利用脂质体转染技术转染 SBP-TFEB 重组质粒 48 h 后，RIPA 裂解液提取总蛋白，

BCA 法测定各组总蛋白浓度，WB 检测 TFEB 蛋白水平的转染效率，如图 3-13 所示，

TFEB-OE 组出现了明显的条带。利用 Image Lab 软件分析灰度值，以检测 TFEB 过表达

的蛋白水平，得到图 3-13，从图中可直观看到转染 SBP-TFEB 重组质粒后，与其他两个

实验组对比，TFEB 蛋白相对表达量显著增加（p < 0.01）。 

 

图 3-13  AC16 细胞中 TFEB 蛋白表达水平 

Fig. 3-13  The expression of TFEB at protein level in AC16 

 (Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

3.6  过表达 TFEB 对 LPS 诱导的心肌细胞炎症损伤的影响 

3.6.1  过表达 TFEB 对自噬的影响 

自噬是细胞生存和稳态的重要调节因子，缺乏自噬会促进炎症反应和氧化应激，导

致不同组织的各种病理疾病。自噬的整个过程中，时刻都受到不同的自噬相关基因

（Autophagy-related gene，ATG）的调控。ATG3/5/7 参与自噬泡的延伸与自噬体的成熟；

Beclin1（BECN1）是 PI3K 复合物的整体支架，促进自噬蛋白定位到自噬泡。转染

SBP-TFEB 重组质粒 48 h 后，qPCR 检测自噬溶酶体途径相关基因 mRNA 表达水平，包

括自噬相关的基因 ATG3、ATG5、ATG7 和 Beclin1。结果如图 3-14，相比于 AC16 组，

LPS 组 ATG7 mRNA 表达显著增加（p < 0.01）；相比于 LPS 组，LPS+TFEB-OE 组 ATG3 

mRNA 表达增加，具有统计学差异（p < 0.05），ATG5、ATG7 mRNA 表达均极显著增加

（p < 0.01），Beclin1 mRNA 表达显著增加（p < 0.01）。在自噬过程中，LC3II 定位到自

噬小体，参与自噬体膜形成。因此，LC3II 被当做细胞发生自噬的分子标志，LC3II 的

含量和发生自噬的程度成正比。LC3B 作为 LC3 的一种，同样可用作自噬的分子标志。
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在人 AC16 心肌细胞中，使用终浓度为 0.1 μg/mL 的 LPS 刺激细胞 24 h，转染 SBP-TFEB

重组质粒 48 h 后，WB 检测自噬标记物 LC3B 蛋白表达。如图 3-15，相比于 AC16 组，

LPS 组 LC3BⅡ蛋白表达增加，具有统计学差异（p < 0.05）；相比于 LPS 组，LPS+TFEB-OE

组 LC3BⅡ蛋白水平显著增加（p < 0.01）。自噬体与溶酶体融合是自噬途径的倒数第二步。

溶酶体膜标记物（Recombinant Lysosomal Associated Membrane Protein 1/2，LAMP1/2）

和（Cathepsin D，CTSD）可作为在自噬性溶酶体内含物降解前追踪自噬性溶酶体融合

的有效工具。结果如图 3-14 所示，相比于 AC16 组，LPS 组 LAMP1 mRNA 表达极显著

增加（p < 0.001），LAMP2 mRNA 表达增加，具有统计学差异（p < 0.05），CTSD mRNA

表达极显著降低（p < 0.001）；相比于 LPS 组，LPS+TFEB-OE 组 LAMP1 mRNA 表达显

著增加（p < 0.01），LAMP2 和 CTSD mRNA 表达均极显著增加（p < 0.001）。 

 

图3-14  AC16细胞中自噬相关基因表达 

Fig. 3-14  The expression of autophagy markers at mRNA level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

https://www.so.com/link?m=bmmDn4cMr%2FqAA4jGBdHnZvfAMPDwSXOSRKrH%2FoEygK6Grd3TkyBfnp0Tm9VqmOn057ksoWnAtdpGcz1Le7YEgyk%2FOFsWBIACJNKTuFWCqprgeg9BQmIo%2Flj58H8aurZIUAUBUofm3bGXGzmhYS5QHuvmfgZS23mvxBO7FNWIpTB1XGXay
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图3-15  AC16细胞中LC3B蛋白表达 

Fig. 3-15  The expression of LC3B at protein level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

3.6.2  过表达 TFEB 对炎症反应的影响 

在人 AC16 心肌细胞中，使用终浓度为 0.1 μg/mL 的 LPS 刺激细胞 24 h，SBP-TFEB

重组质粒 48 h 后，qPCR 技术检测结果如图 3-16 所示，与 AC16 组相比，LPS 实验组 IL-1β 

mRNA 表达显著增加（p < 0.01）；与 LPS 组，LPS+TFEB-OE 组 IL-1β mRNA 水平显著降

低（p < 0.01）。与之相似，与 AC16 组相比，LPS 实验组 IL-8 mRNA 表达极显著增加（p 

< 0.001）；与 LPS 组相比，LPS+TFEB-OE 组 IL-8 mRNA 水平极显著降低（p < 0.01）。 

 

图 3-16  AC16 细胞中 IL-8 和 IL-1β mRNA 的表达 

Fig. 3-16  The expression of IL-8 and IL-1β at mRNA level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 
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利用脂质体转染技术转染 SBP-TFEB 重组质粒 48 h 后，WB 检测细胞黏附分子蛋白

表达。结果如图 3-17 所示，与 AC16 组相比，LPS 组 VCAM-1 和 ICAM-1 蛋白表达升

高，具有统计学意义（p < 0.05）；与 LPS 组相比，LPS+TFEB-OE 组 VCAM-1 和 ICAM-1

蛋白表达均降低，具有统计学意义（p < 0.05）。 

 

 

图3-17  AC16细胞中VCAM-1与ICAM-1蛋白表达 

Fig. 3-17  The expression of VCAM-1 and ICAM-1 at protein level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

3.6.3  过表达 TFEB 对 ROS 积累的影响 

本实验利用 LPS 浓度为 0.1 μg /mL 刺激人 AC16 心肌细胞 24 h，转染 Vector（空载

体）和 SBP-TFEB 重组质粒 48 h 后，DCFH-DA 染色细胞，37℃避光孵育 30 min，酶标

仪检测细胞荧光强度。结果如图 3-18，与 AC16 组相比，LPS 组细胞 ROS 水平显著升

高（p < 0.01）；与 LPS 组相比，LPS+TFEB-OE 组细胞 ROS 水平显著降低（p < 0.01）。 
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图3-18  AC16细胞中ROS表达水平 

Fig. 3-18  The expression of ROS in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

3.6.4  过表达 TFEB 对凋亡的影响 

BAX 是极重要的促细胞凋亡基因之一，它的上调会使细胞趋于死亡。利用脂质体

技术转染 SBP-TFEB 重组质粒 48 h 后，WB 检测细胞促细胞凋亡 BAX 蛋白表达。如图

3-19 所示，与 AC16 组相比，LPS 组 BAX 蛋白表达增加，具有统计学意义（p < 0.05）；

与 LPS 组相比，LPS+TFEB-OE 组 BAX 蛋白表达显著降低（p < 0.01）。 

 

图3-19  AC16细胞中BAX蛋白的表达 

Fig. 3-19  The expression of BAX at protein level in AC16 

(Mean ± SEM, n= 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

3.7  抑制自噬对 LPS 诱导心肌细胞炎症损伤的影响 

为了探索外源性TFEB过表达后对心肌炎症损伤的保护作用是否依赖于自噬溶酶体

信号通路，利用抑制剂 3-甲基腺嘌呤（3-Methyladenine，3-MA）和氯喹（Chloroquine，
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CQ）抑制自噬。脂溶性自噬抑制剂 CQ 提前利用 DMSO 配置为 100 μM 母液，稀释为

终浓度为 20 μM 预处理人 AC16 心肌细胞 16 h；水溶性自噬抑制剂 3-MA 终浓度为 5 mM

预处理人 AC16 心肌细胞 3 h。实验设置四个分组，分别为 TFEB-OE+LPS 组、

TFEB-OE+LPS+3-MA 组、TFEB-OE+LPS+CQ 组和 TFEB-OE+LPS+DMSO 组。白细胞

介素-10（Interleukin-10，IL-10）是一种抗炎细胞因子，也被称为人类细胞因子合成抑

制因子（CSIF）。利用 qPCR 技术检测细胞抗炎因子 IL-10 mRNA 表达，如图 3-20，与

TFEB-OE+LPS 组相比，TFEB-OE+LPS+3-MA 组 IL-10 mRNA 表达降低，具有统计学差

异（p < 0.05），TFEB-OE+LPS+CQ 组 IL-10 mRNA 表达显著降低（p < 0.01）。结果如图

3-21，与 TFEB-OE+LPS 组相比，TFEB-OE+LPS+3-MA 组抑制自噬体的形成，LC3BII

蛋白表达降低（p < 0.05），TFEB-OE+LPS+CQ 组抑制自噬体与溶酶体融合，自噬体积

累，LC3BII 蛋白表达增加（p < 0.05）。WB 同时检测了细胞黏附分子（VCAM-1 和 ICAM-1）

和促凋亡蛋白（BAX）的蛋白表达，与 TFEB-OE+LPS 组相比，TFEB-OE+LPS+3-MA

组和 TFEB-OE+LPS+CQ 组 VCAM-1 和 ICAM-1 蛋白表达均增加（p < 0.05），与 BAX

蛋白表达相同（p < 0.05）。DCFH-DA 染色细胞，37℃避光孵育 30 min，酶标仪检测细

胞荧光强度。结果如图 3-22，与 TFEB-OE+LPS 组相比，TFEB-OE+LPS+3-MA 组细胞

ROS 相对荧光强度显著增加（p < 0.01），TFEB-OE+LPS+CQ 组细胞 ROS 相对荧光强度

极显著增加（p < 0.001）。 

 

图3-20  AC16细胞中IL-10 mRNA表达 

Fig. 3-20  The expression of IL-10 at mRNA level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 
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图3-21  AC16细胞中LC3B、VCAM-1、ICAM-1和BAX蛋白的表达 

Fig. 3-21  The expression of LC3B,VCAM-1,ICAM-1 and BAX at protein level in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 
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图3-22  AC16细胞中ROS表达水平 

Fig. 3-22  The expression of ROS in AC16 

(Mean ± SEM, n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) 

3.8  讨论 

心肌炎是脓毒症患者死亡率高的主要原因之一，炎症期间会发生生物能量改变，包

括低代谢和自噬受损[81]。研究发现，上调自噬可减少线粒体损伤和炎症反应[82]。TFEB

是第一个被鉴定的 MiTF/TFE 家族成员，该家族包括 TFEB、TFE3、MiTF 和 TFEC，在

调控溶酶体生物发生和自噬中发挥关键作用[83, 84]。研究表明，LPS 可诱导肺组织和内皮

细胞发生自噬，诱导的自噬可能存在缺陷，导致自噬体积累[12]。在这种情况下自噬似乎

是有害的。同样的，我们研究发现 LPS 处理心肌细胞后，LC3BⅡ表达上调，自噬体增

多，可能是因为降解不完全。TFEB 可以促进自噬体-溶酶体融合，它具有解决自噬积累

和维持降解途径的重要作用[40]。在本研究中我们发现，TFEB 可上调细胞自噬溶酶体相

关蛋白的表达，激活自噬和增强溶酶体功能。TFEB 过表达可减轻 LPS 处理心肌细胞引

起自噬体积累，激活心肌炎细胞模型的自噬，促进自噬体的清除。在这种情况下自噬的

激活似乎是有益的。除此之外，我们发现 LPS 处理人 AC16 心肌细胞后内源性 TFEB 表

达上调。之前研究已经证明，LPS 处理巨噬细胞后导致细胞能量水平急性降低、诱导

TFEB/TFE3 核易位和炎症细胞因子上调[85]。与我们研究结果一致。为了进一步研究内

源性 TFEB 上调的机制，我们用 si-RNA 沉默 TFEB。沉默 TFEB 以后，发现细胞炎性因

子以及细胞黏附分子表达上调，同时也发现促凋亡蛋白表达上调。因此，我们推测 TFEB

的上调可能是一种代偿效应。 
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线粒体在心肌炎症中起着重要作用[86, 87]。线粒体是含有 DNA 的细胞器，因此对氧

化应激非常敏感，容易受到损伤[88]。临床上研究表明，线粒体功能障碍的程度与心肌炎

的预后密切相关[89]。此外，脓毒性心肌炎引发的线粒体损伤发生在心肌炎症反应之前，

如细胞因子产生和 NF-kB 激活。我们发现 LPS 诱导人 AC16 心肌细胞线粒体膜电位下

降，即去极化，细胞活力下降。这与我们检测到 LPS 组 BAX 蛋白升高，与线粒体去极

化整体细胞活力下降相对应，但在 TFEB-OE 组中 BAX 表达降低。细胞死亡的增加导致

炎症的增加，这与氧化应激的增加有关。在大鼠肺炎相关性脓毒症模型中，实验证明脓

毒症会损伤心脏线粒体，导致细胞膜完整性受损，增加了氧化应激，而抗氧化防御降低 

[90]。当线粒体受损时，如代谢受损，能量产生改变，大量的氧化酶释放[50]；过量的氧化

酶释放会导致更严重的氧化应激和线粒体损伤，形成恶性循环，导致脓毒症性心力衰竭。

ROS 可激活多种肥大信号激酶和转录因子，介导细胞凋亡[91]。这一过程是循环的，从

而增强了内毒素的破坏作用。脓毒症期间的心脏炎症可能适用于上述调节机制。在脓毒

症模型中，特异性抑制线粒体 ROS 可以保护心脏线粒体，减轻炎症，改善心脏功能[87]。

在本研究中，我们发现 LPS 组的 ROS 水平显著升高，而 LPS+TFEB-OE 组显著降低。

我们推测 TFEB 过表达抑制了线粒体损伤，改善 LPS 诱导的细胞炎症损伤中 ROS 积累。

LPS 诱导的线粒体 ROS 和心肌炎症二者紧密相连。线粒体 ROS 参与刺激炎症反应，会

触发线粒体损伤，导致炎症反应的下游恶化加剧。另一些研究报道称，炎症介质参与心

肌线粒体 ROS 积累和线粒体损伤[92]。过度炎症是脓毒性心肌炎患者的特征反应之一，

也是心脏衰竭的主要原因。脓毒症心肌病的主要治疗手段包括抗炎、抗氧化和间充质干

细胞干预治疗。在本研究中，过表达 TFEB 降低炎症反应，而抑制 TFEB 的表达则相反。

综上所述，我们推测 TFEB 通过激活自噬，减轻 LPS 诱导的细胞炎症反应、ROS 积累

和细胞凋亡。这些结果证实了 TFEB 对 LPS 诱导的心肌炎症损伤具有保护作用。但是我

们的研究尚有一些局限性，其调节炎症反应的具体机制尚未深入探讨。 

上述结果证明了 TFEB 对 LPS 诱导的心肌炎症损伤的保护作用，又鉴于 TFEB 与自

噬密切相关，因此本实验对自噬与 TFEB 治疗心肌炎症损伤的关系进行深入探讨，研究

抑制自噬对 TFEB 对 LPS 诱导的心肌炎症损伤保护作用的影响。自噬过程包括激活自噬

上游信号、自噬体形成以及自噬体-溶酶体融合。本研究采用自噬抑制剂 CQ 和 3-MA 处

理人 AC16 心肌细胞，分别抑制上游自噬体的形成以及下游自噬体与溶酶体融合的过程。
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本实验中加入两种自噬抑制剂以后，细胞黏附分子 VCAM-1 和 ICAM-1、凋亡蛋白 BAX

和细胞 ROS 表达均上调，并且抑制了抗炎因子 IL-10 的表达。以上结果都证实抑制自噬

逆转了 TFEB 过表达对 LPS 诱导的心肌细胞损伤的保护作用，因此我们推测 TFEB 可以

通过激活自噬溶酶体途径对 LPS 诱导的心肌炎症损伤起到保护作用。也就是说，TFEB

对 LPS 诱导的心肌炎起到的保护作用是依赖于自噬溶酶体途径的。总之，我们发现 LPS

诱导的内源性 TFEB 增加可能是代偿性的，而外源性 TFEB 过表达可通过调节自噬对人

AC16 心肌细胞中 LPS 引起的炎症反应、线粒体 ROS 积累和凋亡起到保护作用。因此

TFEB 可能是心肌炎症损伤的潜在治疗靶点。本实验计划在下一步实验中运用流式细胞

术检测 TFEB 过表达对人 AC16 细胞凋亡细胞所占比例，进一步验证 TFEB 与心肌炎症

损伤的关系。由于体外实验所模拟的免疫环境比较单一，与体内环境具有很大差别，这

一定程度上影响了本课题的实验结果的准确性，因此下一步需要进行动物实验模拟体内

环境进行本实验的补充论证。 
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第四章  结  论 

（1）在心肌细胞炎症损伤中内源性 TFEB 表达上调，但沉默其表达加重炎症反应

和凋亡。 

（2）外源性 TFEB 过表达可通过调节自噬对人 AC16 心肌细胞中 LPS 引起的炎症

反应、线粒体 ROS 积累和凋亡起到抑制作用。综上所述，TFEB 是通过激活自噬溶酶体

途径对心肌炎症损伤发挥保护作用。因此，靶向 TFEB 和自噬可能是治疗或预防心脏炎

症损伤的一个可行性策略。 
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