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靶向PI３K/AKT/mTOR信号通路对成骨细胞自噬及线粒体
功能的影响
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【摘　要】　目的　探讨靶向PI３K/AKT/mTOR信号通路对成骨细胞自噬及线粒体功能的影响.方法　通过体外培养

成骨细胞,分为实验组和对照组,实验组用 VSＧ５５８４处理成骨细胞,对照组不做处理,用 RealＧtimePCR检测实验组以及对

照组成骨细胞 AKT、PI３K、mTOR 的 mRNA 的表达情况,Westernblot法检测 LC３ＧⅡ、mTOR、pＧmTOR、AKT、pＧ
AKT蛋白表达水平,Clark氧电极法检测线粒体的功能并换算出 R３、R４、RCR、P/O 比值.结果　抑制成骨细胞 PI３K/

AKT/mTOR信号通路后,与对照组比较,实验组的 AKT、PI３K、mTOR的 mRNA量,pＧAKT、pＧmTOR蛋白表达水平,

R３、RCR、P/O含量均下降,差异均有统计学意义 (P＜０􀆰０５);LC３ＧⅡ蛋白表达水平以及 R４含量升高,差异均有统计学

意义 (P＜０􀆰０５).结论　抑制成骨细胞PI３K/AKT/mTOR信号通路后,能够促进细胞自噬,损伤线粒体功能.
【关键词】PI３K/AKT/mTOR信号通路;自噬;线粒体
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　　骨的新陈代谢是破骨细胞吸收旧骨和成骨细胞

形成新骨的动态平衡过程[１],近年来,随着分子生

物学的发展,对基因及细胞信号传导通路的研究更

加深入,研究者对基因表达与调控在骨科疾病中的

作用更加重视,细胞凋亡与细胞自噬相关理论逐步

成为研究焦点.自噬是真核生物中进化保守的对细

胞内物质进行周转的重要过程,在正常机体内,细

胞的自噬水平很低,当受到外界应激刺激时,细胞

自噬程序被激活,从而对外界刺激进行抵御[２].细

胞自噬涉及多条信号传导通路,目前大多针对哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白 (mammaliantargetofrapamＧ
ycin,mTOR)信号通路,即通过研究 mTOR 信

号通路的上、下游信号通路,来确定调控细胞自噬

的关 键 组 成.但 是 关 于 靶 向 磷 脂 肌 醇 ３Ｇ激 酶

(PI３K)Ｇ蛋白 激 酶 B (AKT)Ｇ雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

(mTOR)信号通路对成骨细胞自噬的影响却少有

研究.
本课题通过利用 RealＧtimePCR检测实验组以

及对照组成骨细胞AKT、PI３K、mTOR的 mRNA
表达情况,Westernblot法检测微管相关蛋白轻链

３ＧⅡ (LC３ＧⅡ)、mTOR、磷酸化 AKT (phosphoＧ
AKT,pＧAKT )、 AKT、 磷 酸 化 (phosphoＧ
mTOR,pＧmTOR)蛋白表达水平,Clark氧电极

法检测线粒体的功能并换算出呼吸Ⅲ态 (R３)、呼

吸Ⅳ 态 (R４)、呼 吸 控 制 率 (RCR)、磷 氧 比 值

(P/O比值)测定线粒体的呼吸功能,从而探讨

PI３K/AKT/mTOR信号通路对成骨细胞线粒体功

能的影响及其在细胞自噬过程中的作用机制.

１　材料与方法

１􀆰１　 主要材料、试剂及仪器:C５７BL/６ＧJ雄 鼠

[体质量 (３０±５)g,生产许可证号:SCXK (沪)

２０１０Ｇ００１４,质量合格证号:００００４１９,来自第二军

医大学实验动物中心],VSＧ５５８４ (上海皓元生物医

药科技有限公司),DMEM 培养基 (美国 Gibco公

司),胎牛血清 (天津 TBD 公司),恒温细胞培养

箱 (美国热电 Thermoforma),Westernblot电泳

仪 (北京六一仪器厂产品),Westernblot相关试

剂 (购于美国 Amresco公司和碧云天生物技术公

司),RealＧTimePCR 相关试剂和引物 (宝生物有

限公 司), 实 时 荧 光 定 量 PCR 扩 增 仪 (德 国
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LighterCycler公司产品).

１􀆰２　成骨细胞的体外培养:取出生２~３d大的小

鼠,无菌条件下取颅盖骨,去除骨膜和软组织,取

出骨片,剪成约１mm×１mm 大小的骨片;将骨

片加入气浴摇床中振荡消化;吸取上清液,丢弃骨

片;放入另一个离心管中离心收集细胞,加入完全

培养基重悬细胞,将细胞悬液移入培养瓶中.

１􀆰３　成骨细胞PI３K/AKT/mTOR信号通路的抑制

和分组:将细胞分为抑制信号通路组 (实验组)、
对照组,用 VSＧ５５８４ 处理实验组成骨细胞 (VSＧ
５５８４对PI３K/mTOR信号转导通路有强大的抑制

作用),对照组成骨细胞不处理.

１􀆰４　PI３K/AKT/mTOR 信号通路 AKT、PI３K、

mTOR的mRNA的检测:用RealＧtimePCR检测实

验组以及对照组成骨细胞 AKT、PI３K、mTOR的

mRNA的表达情况.样品扩增反应条件如下:逆

转录１个循环,５０℃,３０min;预变性１个循环,

９５℃,５min;变性、退火延伸共４０个循环,９５
℃,３０s,５５℃,在５５ ℃时采集荧光信号.引物

序列 (由上海生工生物工程公司合成)如下:AKT
上 游 引 物 ５′ＧACTGCGCTGGACGATAGCTTＧ３′,
下 游 引 物 ５′ＧAGGACAGCGTGGCTTCTCTCＧ３′;

PI３K 上 游 引 物 ５′ＧGATGGCATGGCTTTAGAＧ
TTGＧ３′, 下 游 引 物 ５′ＧTCCCTGTTCTAGGTCＧ
CCTGGＧ３′;mTOR 上 游 引 物 ５′ＧATTCAGATCＧ
GCTGGCAGCCTＧ３′,下 游 引 物 ５′ＧCCCTGTGTＧ
TCAGCACCTCCAＧ３′.反应在 LightCycler４８０实

时荧光定量 PCR 仪上进行,实验重复３次,结果

以Ct值形式得到.

１􀆰５　Westernblot法检测LC３ＧⅡ、mTOR、pＧmTOR、

AKT、pＧAKT 蛋白表达水平:提 取 总 蛋 白 并 用

BCA试剂盒测定蛋白总量.SDSＧ凝胶电泳后,半

干转印至PVDF膜上;５％脱脂奶粉封闭１h;分别

加 入 一 抗 AntiＧLC３ＧⅡ、 AntiＧpＧmTOR、 AntiＧ
mTOR、AntiＧpＧAKT、AntiＧAKT、AntiＧGAPDH
(１∶５００),４℃孵育过夜;加入二抗 (１∶５０００),
室温孵育１h,拍摄图像并进行半定量分析.

１􀆰６　线粒体功能检测:使用 Clark氧电极法检测

线粒体的功能[３],根据线粒体呼吸耗氧量换算出

R３、R４、RCR、P/O比值.

１􀆰７　统计学分析:使用SPSS１３􀆰０统计软件进行

结果分析.计量资料以均数±标准差表示,采用t
检验,P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　成骨细胞PI３K/AKT/mTOR信号通路抑制对

AKT、PI３K、mTOR的 mRNA的影响:结果见表

１.与对照组相比,实验组 AKT、PI３K、mTOR
的 mRNA 量下降,差异均有统计学意义 (P ＜
０􀆰０５).

表１　成骨细胞PI３K/AKT/mTOR信号通路抑制对AKT、

PI３K、mTOR的 mRNA的影响 (x±s)

组别 AKT PI３K mTOR

实验组 ０􀆰７９６±０􀆰０３８∗ ０􀆰７８６±０􀆰０２４∗ ０􀆰８４９±０􀆰０３９∗

对照组 １􀆰０３５±０􀆰１１３　 １􀆰０７２±０􀆰０９８　 １􀆰０８２±０􀆰１３５

　　注:与对照组比较,∗P＜０􀆰０５.

２􀆰２　Westernblot法检测LC３ＧⅡ、mTOR、pＧmTOR、

AKT、pＧAKT蛋白表达水平:结果见表２.与对照

组比较,实验组成骨细胞中 AKT、mTOR蛋白表

达水平无明显变化,差异均无统计学意义 (P＞
０􀆰０５),LC３ＧⅡ 蛋 白 表 达 水 平 上 升,pＧAKT、pＧ
mTOR蛋白表达水平下降,差异均有统计学意义

(P＜０􀆰０５).

表２　成骨细胞中LC３ＧⅡ、mTOR、pＧmTOR、AKT、pＧAKT蛋白相对表达量 (x±s)

组别 LC３ＧⅡ/GAPDH AKT/GAPDH pＧAKT/GAPDH mTOR/GAPDH pＧmTOR/GAPDH

实验组 １􀆰７０９±０􀆰０４８∗ ０􀆰７９０±０􀆰０３０ １􀆰０７８±０􀆰０４９∗ １􀆰０６５±０􀆰１８５ ０􀆰７６３±０􀆰１７７∗

对照组 １􀆰０１９±０􀆰２４５ １􀆰０６９±０􀆰１２４ １􀆰１１７±０􀆰１７１ １􀆰０３０±０􀆰１６１ １􀆰０６８±０􀆰１３６

　　注:与对照组比较,∗P＜０􀆰０５.

２􀆰３　成骨细胞PI３K/AKT/mTOR信号通路抑制对

线粒体功能的影响:结果见表３.与对照组相比较,
实验组 R３、RCR、P/O 含量降低,差异均有统计

学意义 (P＜０􀆰０５);R４含量升高,差异有统计学

意义 (P＜０􀆰０５).

表３　实验组和对照组成骨细胞中线粒体功能的测定 (x±s)

组别
R３[nmol/

(mg􀅰min)]
R４[nmol/

(mg􀅰min)]
RCR P/O

实验组 １４􀆰２５±１􀆰２３∗ ６􀆰６７±０􀆰３５∗ ２􀆰１２±０􀆰１６∗ １􀆰２３±０􀆰０４∗

对照组 １６􀆰５９±１􀆰１６ ５􀆰０１±０􀆰１９ ３􀆰６１±０􀆰１９ ２􀆰８３±０􀆰０８

　　注:与对照组比较,∗P＜０􀆰０５.
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３　讨论

自噬是真核细胞内蛋白质分解、细胞器降解的

重要途径之一,在调节代谢、维持细胞内稳态、去

除损伤细胞器等方面发挥重要作用[４].研究表明,

LC３ＧⅡ参与了自噬的形成,成为哺乳细胞中常见的

自噬小体标记蛋白之一.线粒体作为真核细胞重要

细胞器,其功能与氧化压力的升高、软骨细胞合成

缺陷、炎症及软骨细胞死亡增加等因素密切相关.

PI３KＧAKTＧmTOR 信号通路是一条经典的抗

凋亡和促存活的信号转导通路.mTOR 激酶是诱

导自噬信号通路中关键的分子,负调控 mTOR 的

通路如p５３和 AMPK 促进细胞自噬,激活 mTOR
的通路如 MAPK、AKT抑制细胞自噬[５Ｇ６].目前国

内对PI３K/AKT/mTOR信号通路的研究多集中于

癌症方面,研究发现肿瘤组织中 AKT 与 PI３K 的

表达水平明显高于癌旁组织,但是对成骨细胞自噬

及线粒体功能的影响却少有研究.本课题通过利用

RealＧtimePCR 检测实验组以及对照组成骨细胞

AKT、PI３K、mTOR 的 mRNA 的 表 达 情 况,

WesternＧblot法 检 测 LC３ＧⅡ 等 蛋 白 表 达 水 平,

Clark氧 电 极 法 检 测 线 粒 体 的 功 能,从 而 探 讨

PI３K/AKT/mTOR信号通路对成骨细胞线粒体功

能的影响及其在细胞自噬过程中的作用机制.结果

表明,抑制成骨细胞PI３K/AKT/mTOR信号通路

后,实验组 AKT、PI３K、mTOR 的 mRNA 量,

pＧAKT、pＧmTOR蛋白表达水平,R３、RCR、P/

O含量均下降,差异有统计学意义;LC３ＧⅡ蛋白表

达水平以及 R４含量升高,差异有统计学意义,为

进一步研究自噬与骨科疾病之间的关系提供了一定

的理论依据.抑制 AKTＧmTOR信号通路能够促进

细胞自噬的实验结果与其他研究一致;同时发现,
抑制 AKTＧmTOR信号通路能够损伤线粒体功能,
进一步证实线粒体损伤在骨科疾病病变中发挥了重

要的作用.
综上 所 述,VSＧ５５８４ 可 以 通 过 抑 制 AKTＧ

mTOR信号通路促进细胞自噬,损伤线粒体功能.
但是,本实验只是进行了细胞水平的实验,可进一

步在 小 鼠 疾 病 模 型 上 进 行 实 验.目 前,PI３K/

AKT/mTOR信号通路已经是癌症新的药物靶点,
随着对PI３K/AKT/mTOR信号通路与成骨细胞之

间关系的不断研究,有可能完成从量的积累到质的

飞跃,发展成骨科疾病新的药物靶点,并最终应用

于临床实践.
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JAK２/STAT３信号通路对激素性股骨头坏死大鼠滑膜组织中
细胞因子的影响
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【摘　要】　目的　探讨JAK２/STAT３信号通路对激素性股骨头坏死大鼠滑膜组织中细胞因子的影响.方法　构建股

骨头坏死大鼠模型,按照注射生理盐水和AG４９０浓度的不同分为A、B、C、D、E组,RTＧPCR技术检测滑膜组织细胞因子

JAK２、STAT３和血管内皮生长因子 VEGF、HIFＧ１α、CYP３A mRNA 的含量,Westernblot检测JAK２、STAT３、TGFＧβ、

BMP２、HIFＧ１α、VEGF、CYP３A蛋白的表达.结果　与 A、B、C组相比较,D、E组JAK２、STAT３mRNA 及蛋白表达
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