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摘要　 目的 　 探讨 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 对 １⁃甲基⁃４ 苯基吡啶离子

（ＭＰＰ ＋ ）诱导的帕金森病（ＰＤ）细胞模型线粒体自噬的影响

及其机制。 方法　 将人神经母细胞瘤细胞（ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ）分为

对照组、模型组、模拟物（ｍｉｍｉｃｓ）组、钙调蛋白依赖性蛋白激

酶激酶 β（ＣａＭｋｋβ）抑制剂（ＳＴＯ⁃６０９）组、ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９
组、环磷酸腺苷反应元件结合蛋白（ＣＲＥＢ）抑制剂（ＫＧ⁃５０１）
组、ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组和 ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组。 流式细胞

术检测细胞凋亡，透射电镜观察自噬体结构，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测凋亡、自噬和 ＣａＭｋｋβ ／腺苷酸活化蛋白激酶 （ＡＭＰＫ） ／
ＣＲＥＢ 通路相关蛋白的表达。 结果　 与对照组相比，模型组

细胞凋亡率、Ｂｃｌ⁃２ 关联 Ｘ 蛋白（Ｂａｘ）、半胱氨酸蛋白酶⁃３
（Ｃａｓｐａｓｅ⁃３）和微管相关蛋白轻链 ３⁃Ｉ（ＬＣ３⁃Ⅰ）蛋白表达水

平均升高 （Ｐ ＜ ０. ０１），自噬体结构减少，Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２
（Ｂｃｌ⁃２）、自噬基因（Ｂｅｃｌｉｎ⁃１）、微管相关蛋白轻链 ３⁃ＩＩ（ＬＣ３⁃
Ⅱ）、磷酸化钙调蛋白依赖性蛋白激酶激酶 β（ｐ⁃ＣａＭｋｋβ）、
磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶（ｐ⁃ＡＭＰＫ）、磷酸化环磷酸腺苷

反应元件结合蛋白（ｐ⁃ＣＲＥＢ）蛋白水平均降低（Ｐ ＜ ０. ０１）；
与模型组相比，ｍｉｍｉｃｓ 组细胞凋亡率、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ＬＣ３⁃
Ⅰ蛋白表达水平降低（Ｐ ＜ ０. ０５），自噬体结构增多，Ｂｃｌ⁃２、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＬＣ３⁃Ⅱ、ｐ⁃ＣａＭｋｋβ、ｐ⁃ＡＭＰＫ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 蛋白水平升高

（Ｐ ＜ ０. ０５），ＳＴＯ⁃６０９ 组和 ＫＧ⁃５０１ 组趋势相同均与 ｍｉｍｉｃｓ
组相反；与 ｍｉｍｉｃｓ 组相比，ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ 组和 ｍｉｍｉｃｓ ＋
ＫＧ⁃５０１ 组细胞凋亡率、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ＬＣ３⁃Ⅰ蛋白表达水

平升高（Ｐ ＜ ０. ０１），自噬体结构减少，Ｂｃｌ⁃２、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＬＣ３⁃
Ⅱ、ｐ⁃ＣａＭｋｋβ、ｐ⁃ＡＭＰＫ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 蛋白水平降低（Ｐ ＜ ０. ０１）；
与 ＳＴＯ⁃６０９ 组相比，ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组细胞凋亡率、Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ＬＣ３⁃Ⅰ蛋白表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０１），自噬体

结构减少， Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ＬＣ３⁃Ⅱ、 ｐ⁃ＣａＭｋｋβ、 ｐ⁃ＡＭＰＫ、 ｐ⁃
ＣＲＥＢ 蛋白水平降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 能够抑

制 ＭＰＰ ＋ 诱导的 ＰＤ 细胞模型的凋亡，促进线粒体自噬，其机

制可能与促进 ＣａＭｋｋβ ／ ＡＭＰＫ ／ ＣＲＥＢ 通路的激活有关。
关键词 　 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ；ＣａＭｋｋβ ／ ＡＭＰＫ ／ ＣＲＥＢ 通路；帕金森

病；线粒体自噬；细胞凋亡
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　 　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是一种复杂

的神经退行性疾病。 研究［１ － ２］ 表明，线粒体功能障

碍、氧化应激、自噬受损和神经炎症等均与 ＰＤ 的发

生密切相关。 目前，ＰＤ 的治疗主要以药物治疗为

主，但长期服用会产生不良反应，因此，研究 ＰＤ 的

发病机制对于 ＰＤ 的治疗具有重要意义。 线粒体异

常被认为是包括 ＰＤ 在内的多种神经退行性疾病的

一个重要靶点，清除受损线粒体的唯一途径是线粒

体自噬，这提示刺激线粒体自噬可作为延缓 ＰＤ 患

者神经退行性过程的一种有效的方法［３］。
　 　 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 是一种新发现的 ｍｉＲＮＡ，研究［４］ 表

明，ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 参与包括自噬在内的多种细胞生物

学过程的调控，但关于 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 在 ＰＤ 中的作用

还未有报道。 自噬过程受到多种信号通路的调控，
其中钙调蛋白依赖性蛋白激酶激酶 β（ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅβ，ＣａＭｋｋβ） ／腺苷酸

活化蛋白激酶 （ ａｄｅｎｙｌａｔｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＡＭＰＫ）通路与自噬密切相关，并可激活下游环磷酸

腺苷反应元件结合蛋白（ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ），参与

多种神经退行性疾病［５］。 因此，该研究通过构建 １⁃
甲基⁃４ 苯基吡啶离子（１⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃ｐｈｅｎｙｌｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍｉ⁃
ｏｎ，ＭＰＰ ＋ ）诱导的 ＰＤ 细胞模型，研究 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 对

ＰＤ 细胞模型线粒体自噬的影响及其机制，为深入了

解 ＰＤ 的发病机制及寻找新的治疗靶点提供参考依

据。

１　 材料与方法

１． １　 主要材料　 人神经母细胞瘤细胞 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 购

自中科院细胞库，ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公

司，ＣａＭｋｋβ 抑制剂 ＳＴＯ⁃６０９ 购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司，

·６４８１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｎｏｖ；５８（１１）



ＣＥＲＢ 抑制剂 ＫＧ⁃５０１ 购自美国 ＭＣＥ 公司，ＣＣＫ⁃８
购自北京索莱宝科技有限公司，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒购

自日本 ＴＡＫＡＲＡ 公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡检测

试剂盒购自美国 ＢＤ 公司，兔抗 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＬＣ３⁃Ⅰ、ＬＣ３⁃Ⅱ、ＣａＭｋｋβ、ＡＭＰＫ、ＣＲＥＢ
和 ＨＲＰ 标记的二抗均购自武汉 Ｂｉｏｓｗａｍｐ 公司，兔
抗磷酸化钙调蛋白依赖性蛋白激酶激酶 β（ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ｒｙｌａｔｅｄ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅβ，
ｐ⁃ＣａＭｋｋβ）购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，兔抗磷酸化腺

苷酸活化蛋白激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｃａｄｅｎｙｌａｔｅ ａｃｔｉｖａ⁃
ｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ｐ⁃ＡＭＰＫ）购自美国 Ａｂｃａｍ 公司，
兔抗磷酸化环磷酸腺苷反应元件结合蛋白（ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ｐ⁃ＣＲＥＢ）购自美国 ＧｅｎｅＴｅｘ
公司，锇酸、枸橼酸铅购自北京中镜科仪技术有限公

司，醋酸铀购自西安鼎天化工有限公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 细胞培养及 ＭＰＰ ＋ 诱导 ＰＤ 细胞模型的构建

　 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞用含 １５％胎牛血清和 １％青 －链霉

素的高糖 ＤＭＥＭ 培养液置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养

箱中培养，细胞融合度达到 ８０％ 时按照 １ ∶ ２ 的比

例进行传代，选取对数期生长的细胞进行实验。 利

用 ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＭＰＰ ＋ 干预处理 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞 ２４
ｈ，构建 ＰＤ 细胞模型［６］。 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞的增殖能

力，结果显示 ＭＰＰ ＋ 处理后细胞增殖能力降低，表明

ＰＤ 细胞模型构建成功。
１． ２． ２ 　 细胞转染及转染效率鉴定 　 合成并构建

ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 的 ｍｉｍｉｃｓ 及对应的 ＮＣ，转入 ＭＰＰ ＋ 诱

导 ＰＤ 细胞模型中，以未做处理的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞和

未转染的 ＭＰＰ ＋ 诱导损伤 ＰＤ 细胞模型为对照，分别

提取各组细胞的总 ＲＮＡ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ｍｉＲ⁃１４５⁃
３ｐ 的表达，验证转染效率。 结果显示，与对照组相

比，模型组细胞中 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 水平降低；与模型组

相比，ｍｉｍｉｃｓ 组细胞中 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 水平升高，而

ｍｉｍｉｃｓ⁃ＮＣ 组细胞中 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 水平无明显变化，
表明转染成功。
１． ２． ３　 细胞分组及处理 　 将细胞分为 ８ 组：对照

组、模型组、ｍｉｍｉｃｓ 组、 ＳＴＯ⁃６０９ 组、ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃
６０９ 组、ＫＧ⁃５０１ 组、ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组、ＳＴＯ⁃６０９ ＋
ＫＧ⁃５０１ 组。 对照组细胞不做处理；其余组细胞均用

２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＭＰＰ ＋ 诱导 ２４ ｈ，ｍｉｍｉｃｓ 组细胞转入

ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ； ＳＴＯ⁃６０９ 组 加 入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＳＴＯ⁃６０９［７］；ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ 组先加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＳＴＯ⁃６０９ 处理 １ ｈ，再转入 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ；ＫＧ⁃

５０１ 组加入 ５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＫＧ⁃５０１［８］；ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组

先加入 ５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＫＧ⁃５０１ 处理 １ ｈ，再转入 ｍｉＲ⁃１４５⁃
３ｐ ｍｉｍｉｃｓ；ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组同时加入 ２０ μｍｏｌ ／
Ｌ ＳＴＯ⁃６０９ 和 ５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＫＧ⁃５０１。
１． ２． ４　 流式细胞术检测细胞凋亡　 收集各组处理

完成的细胞，取 １ × １０６ 个培养基重悬的细胞，弃上

清液，加入 １ ｍｌ 预冷的 ＰＢＳ，混匀后弃上清液，２００
μｌ ＰＢＳ 重悬细胞沉淀，加入 １０ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ
和 １０ μｌ ＰＩ，混匀，４ ℃ 避光孵育 ３０ ｍｉｎ，最后加入

３００ μｌ ＰＢＳ，随即进行流式检测。
１． ２． ５　 透射电镜观察自噬泡和自噬体　 收集各组

细胞用 ２. ５％戊二醛预固定 ３０ ｍｉｎ 以上，０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＢＳ 缓冲液清洗 ３ 次，１％锇酸后固定 １ ｈ，ＰＢＳ 缓冲

液清洗 ３ 次后，５０％ ～９０％乙醇梯度脱水，９０％丙酮

脱水，１００％丙酮 ２ 次脱水，包埋后超薄切片机切片，
厚度约为 ６０ ｎｍ，醋酸铀和枸橼酸铅双染，透射电镜

观察并拍照。
１． ２． ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡、自噬和 ＣａＭｋｋβ ／
ＡＭＰＫ ／ ＣＲＥＢ 通路相关蛋白的表达 　 细胞取出后，
吸弃培养液，预冷的 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次后，加入裂解液，
充分裂解后将细胞转移至 １． ５ ｍｌ ＥＰ 管中，取上清

液 ＢＣＡ 法进行蛋白质定量。 上样电泳，湿转至

ＰＶＤＦ 膜，５％ 脱脂奶粉室温封闭 ４ ℃过夜，加入一

抗稀释液室温孵育 １ ｈ，洗膜后加入二抗稀释液，室
温孵育 １ ｈ，洗膜后 ＥＣＬ 显影，ＴＡＮＯＮ ＧＩＳ 读取条带

灰度值。
１． ３　 统计学处理 　 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 进行数

据分析，结果用 �ｘ ± ｓ 表示。 多组间比较采用单因素

方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ 法，Ｐ ＜ ０. ０５ 表示

差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 对 ＭＰＰ ＋ 诱导 ＰＤ 模型细胞凋亡

率的影响　 与对照组相比，模型组细胞凋亡率升高；
与模型组相比，ｍｉｍｉｃｓ 组细胞凋亡率降低，ＫＧ⁃５０１
组和 ＳＴＯ⁃６０９ 组细胞凋亡率升高；与 ｍｉｍｉｃｓ 组相

比，ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ 组和 ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组细胞

凋亡率均升高；与 ＳＴＯ⁃６０９ 组相比，ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃
５０１ 组细胞凋亡率升高（Ｆ ＝ １ ０８５． ５３，Ｐ ＜ ０. ０１）。
见表 １ 和图 １。
２． ２　 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 调控 ＭＰＰ ＋ 诱导 ＰＤ 模型细胞中

凋亡相关蛋白的表达　 与对照组相比，模型组细胞

中 Ｂｃｌ ⁃２蛋白表达水平降低，Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ ⁃３蛋白

表达水平升高；与模型组相比，ｍｉｍｉｃｓ组细胞中Ｂｃｌ⁃２
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图 １　 各组细胞凋亡率的比较

　 　 Ａ：Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 流式细胞术结果图；Ｂ：Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 流式细胞

术结果统计图；１：对照组；２：模型组；３：ｍｉｍｉｃｓ 组；４：ＳＴＯ⁃６０９ 组；５：
ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ 组；６：ＫＧ⁃５０１ 组；７：ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组；８：ＳＴＯ⁃６０９

＋ ＫＧ⁃５０１ 组；与对照组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较： ＃＃ Ｐ ＜

０. ０１；与 ｍｉｍｉｃｓ 组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＳＴＯ⁃６０９ 组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１

表 １　 各组细胞凋亡率（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）

组别 细胞凋亡率（％ ）
对照 ２． ９８ ± ０． ５０
模型 ５０． ６３ ± ０． ３１
ｍｉｍｉｃｓ ３２． ０６ ± ０． ８４
ＳＴＯ⁃６０９ ６２． １６ ± １． ０４
ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ ５８． ３１ ± ０． ９８
ＫＧ⁃５０１ ６２． ２６ ± １． ０２
ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ ５４． ６１ ± １． ０１
ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ ６７． ７５ ± ０． ９９

蛋白表达水平升高，Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平

降低，ＳＴＯ⁃６０９ 组和 ＫＧ⁃５０１ 组细胞中 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达水平降低，Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平升高；
与 ｍｉｍｉｃｓ 组相比，ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ 组和 ｍｉｍｉｃｓ ＋
ＫＧ⁃５０１ 组细胞中 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平降低，Ｂａｘ 和

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平升高；与 ＳＴＯ⁃６０９ 组相比，

ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组细胞中 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平降

低，Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平升高。 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ
和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达差异均有统计学意义（Ｆ ＝
２４３． １５，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ ６５７． ８３，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ ３４４． ５５，
Ｐ ＜ ０. ０１）。 见表 ２ 和图 ２。

表 ２　 各组细胞内 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
蛋白相对表达（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）

组别 Ｂｃｌ⁃２ Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
对照 ０． ７０ ± ０． ００ ０． ０６ ± ０． ０２ ０． ０４ ± ０． ０３
模型 ０． ５４ ± ０． ０２ ０． １６ ± ０． ０２ ０． ２７ ± ０． ０１
ｍｉｍｉｃｓ ０． ６３ ± ０． ００ ０． ０９ ± ０． ０２ ０． １６ ± ０． ０１
ＳＴＯ⁃６０９ ０． ２４ ± ０． ０３ ０． ５５ ± ０． ０２ ０． ５８ ± ０． ０３
ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ ０． ４１ ± ０． ０４ ０． ２５ ± ０． ０１ ０． ４５ ± ０． ０１
ＫＧ⁃５０１ ０． ２４ ± ０． ０２ ０． ５７ ± ０． ０１ ０． ５９ ± ０． ００
ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ ０． ４２ ± ０． ０２ ０． ２８ ± ０． ０１ ０． ４５ ± ０． ０２
ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ ０． １０ ± ０． ０２ ０． ６５ ± ０． ０１ ０． ６８ ± ０． ０３
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图 ２　 各组细胞凋亡相关蛋白的表达

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果图；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ⁃２ 表达结果统计图；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂａｘ 表达结果统计图；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达结果统计图；１：对照组；２：模型组；３：ｍｉｍｉｃｓ 组；４：ＳＴＯ⁃６０９ 组；５：ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ 组；６：ＫＧ⁃５０１ 组；７：ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组；８：

ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉｍｉｃｓ 组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＳＴＯ⁃６０９ 组比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 各组细胞透射电镜观察结果 × １２ ０００

２． ３　 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 对 ＭＰＰ ＋ 诱导 ＰＤ 模型细胞中自

噬的影响　 对照组细胞内可见大量自噬体结构；模
型组细胞内自噬体结构较对照组明显减少；ｍｉｍｉｃｓ
组细胞内自噬体结构较模型组增多，而 ＳＴＯ⁃６０９ 组

和 ＫＧ⁃５０１ 组细胞内自噬体结构较模型组进一步减

少；与 ｍｉｍｉｃｓ 组相比，ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ 组和 ｍｉｍｉｃｓ

＋ ＫＧ⁃５０１ 组细胞内自噬体结构均减少；ＳＴＯ⁃６０９ ＋
ＫＧ⁃５０１ 组较 ＳＴＯ⁃６０９ 组和 ＫＧ⁃５０１ 组自噬体结构进

一步减少。 见图 ３。
２． ４　 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 调控 ＭＰＰ ＋ 诱导 ＰＤ 模型细胞中

自噬相关蛋白的表达　 与对照组相比，模型组细胞

中 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ 蛋白表达水平降低 （ Ｐ ＜
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０. ０１），ＬＣ３⁃Ⅰ蛋白表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０１）；与模

型组相比，ｍｉｍｉｃｓ 组细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ蛋白

表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５），ＬＣ３⁃Ⅰ蛋白表达水平降

低（Ｐ ＜ ０. ０５），ＳＴＯ⁃６０９ 组和 ＫＧ⁃５０１ 组细胞中 Ｂｅｃ⁃
ｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ蛋白表达水平降低（Ｐ ＜ ０. ０１），ＬＣ３⁃
Ⅰ蛋白表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０１）；与 ｍｉｍｉｃｓ 组相比，
ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ 组和 ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组细胞中

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ蛋白表达水平降低（Ｐ ＜ ０. ０１），
ＬＣ３⁃Ⅰ蛋白表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０１）；与 ＳＴＯ⁃６０９
组相比， ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和

ＬＣ３⁃Ⅱ蛋白表达水平降低（Ｐ ＜ ０. ０１），ＬＣ３⁃Ⅰ蛋白

表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＬＣ３⁃Ⅰ和 ＬＣ３⁃
Ⅱ蛋白表达差异均有统计学意义（Ｆ ＝ ４０５. ４５，Ｐ ＜
０. ０１；Ｆ ＝ １７７. ０３，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ ３３３. ６２，Ｐ ＜ ０. ０１）。
见表 ３ 和图 ４。
２． ５ 　 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 促进 ＭＰＰ ＋ 诱导 ＰＤ 细胞模型

ＣａＭｋｋβ／ ＡＭＰＫ ／ ＣＲＥＢ 通路的激活　 与对照组相

比，模型组细胞中 ｐ⁃ＣａＭｋｋβ、ｐ⁃ＡＭＰＫ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 蛋

白表达水平降低（Ｐ ＜ ０. ０１）；与模型组相比，ｍｉｍｉｃｓ
组细胞中 ｐ⁃ＣａＭｋｋβ、ｐ⁃ＡＭＰＫ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 蛋白表达水

平升高（Ｐ ＜ ０. ０１），ＳＴＯ⁃６０９ 组和 ＫＧ⁃５０１ 组细胞中

ｐ⁃ＣａＭｋｋβ、ｐ⁃ＡＭＰＫ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 蛋白表达水平降低（Ｐ
＜ ０. ０１）；与 ｍｉｍｉｃｓ 组相比，ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ 组和

ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组细胞中 ｐ⁃ＣａＭｋｋβ、ｐ⁃ＡＭＰＫ、ｐ⁃
ＣＲＥＢ 蛋白表达水平降低（Ｐ ＜ ０. ０１）；与 ＳＴＯ⁃６０９ 组

相比， ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组细胞中 ｐ⁃ＣａＭｋｋβ、 ｐ⁃
ＡＭＰＫ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 蛋白表达水平降低 （ Ｐ ＜ ０. ０５ ）。
ＣａＭｋｋβ、ＡＭＰＫ 和 ＣＲＥＢ 的磷酸化差异均有统计学

意义（Ｆ ＝ １ ４９８. ４０，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ ＝ ８９. ７７，Ｐ ＜ ０. ０１；Ｆ
＝ ３２９. ２４，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见表 ４ 和图 ５。

表 ３　 各组细胞内 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＬＣ３⁃Ⅰ和 ＬＣ３⁃Ⅱ蛋白

相对表达（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）

组别 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ＬＣ３⁃Ⅰ ＬＣ３⁃Ⅱ
对照 ０． ７０ ± ０． ０３ ０． ０９ ± ０． ０１ ０． ５７ ± ０． ０１
模型 ０． ６３ ± ０． ０１ ０． ２３ ± ０． ０３ ０． ４４ ± ０． ０１
ｍｉｍｉｃｓ ０． ７０ ± ０． ００ ０． １７ ± ０． ０２ ０． ５６ ± ０． ０１
ＳＴＯ⁃６０９ ０． ３２ ± ０． ０２ ０． ４３ ± ０． ０１ ０． ２０ ± ０． ０１
ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ ０． ４４ ± ０． ０１ ０． ３０ ± ０． ０２ ０． ２６ ± ０． ０３
ＫＧ⁃５０１ ０． ３６ ± ０． ０１ ０． ４４ ± ０． ０３ ０． ２０ ± ０． ０１
ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ ０． ４２ ± ０． ０２ ０． ３４ ± ０． ０２ ０． ２７ ± ０． ０２
ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ ０． ０７ ± ０． ０３ ０． ５４ ± ０． ０２ ０． ０８ ± ０． ０１

图 ４　 各组细胞中自噬相关蛋白表达水平的比较

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果图；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 表达结果统计图；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＣ３⁃Ⅰ表达结果统计图；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测 ＬＣ３⁃Ⅱ表达结果统计图；１：对照组；２：模型组；３：ｍｉｍｉｃｓ 组；４：ＳＴＯ⁃６０９ 组；５：ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ 组；６：ＫＧ⁃５０１ 组；７：ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组；８：
ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较： ＃ Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃ Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉｍｉｃｓ 组比较：＆＆ Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＳＴＯ⁃６０９ 组比较：
△△Ｐ ＜ ０. ０１

·０５８１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｎｏｖ；５８（１１）



图 ５　 各组细胞中 ＣａＭｋｋβ／ ＡＭＰＫ ／ ＣＲＥＢ 通路相关蛋白表达水平的比较

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验结果图；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ⁃ＣａＭｋｋβ ／ ＣａＭｋｋβ 表达结果统计图；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 表达结果统计

图；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ 表达结果统计图；１：对照组；２：模型组；３：ｍｉｍｉｃｓ 组；４：ＳＴＯ⁃６０９ 组；５：ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ 组；６：ＫＧ⁃５０１ 组；
７：ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组；８：ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ 组；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｍｉｍｉｃｓ 组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＳＴＯ⁃
６０９ 组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５，△△Ｐ ＜ ０. ０１

表 ４　 各组细胞内 ｐ⁃ＣａＭｋｋβ／ ＣａＭｋｋβ、ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 和

ｐ⁃ＣＲＥＢ ／ ＣＲＥＢ 的蛋白相对表达（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ３）

组别
ｐ⁃ＣａＭｋｋβ
／ ＣａＭｋｋβ

ｐ⁃ＡＭＰＫ
／ ＡＭＰＫ

ｐ⁃ＣＲＥＢ
／ ＣＲＥＢ

对照 ０． ９５ ± ０． ０３ ０． ９５ ± ０． ０７ １． ２０ ± ０． ０４
模型 ０． ５９ ± ０． ０２ ０． ６５ ± ０． ０７ ０． ７３ ± ０． ０４
ｍｉｍｉｃｓ ０． ８１ ± ０． ０２ ０． ８４ ± ０． ０９ ０． ９８ ± ０． ０６
ＳＴＯ⁃６０９ ０． １３ ± ０． ０１ ０． ３１ ± ０． ０１ ０． １９ ± ０． ０４
ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ ０． ２０ ± ０． ０２ ０． ４０ ± ０． ０２ ０． ２２ ± ０． ０２
ＫＧ⁃５０１ ０． １３ ± ０． ０１ ０． ２８ ± ０． ０７ ０． １４ ± ０． ０４
ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ ０． １８ ± ０． ０１ ０． ３６ ± ０． ０３ ０． ２７ ± ０． ０４
ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ ０． ０８ ± ０． ０１ ０． ０８ ± ０． ０２ ０． ０６ ± ０． ０２

３　 讨论

　 　 线粒体自噬可选择性地清除细胞内受损或多余

的线粒体，以维持细胞内线粒体数量和功能的正常，
线粒体自噬功能紊乱在包括 ＰＤ 在内的神经退行性

疾病中发挥关键作用。 当神经细胞暴露于 ＭＰＰ ＋ 等

神经毒素中时，会引起神经细胞的自噬和死亡的增

加［９］。 该实验的结果显示，ＭＰＰ ＋ 处理的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ
细胞的凋亡率升高，而转染 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 后细

胞凋亡率降低，这表明 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 能够抑制 ＰＤ 细

胞模型的凋亡，具有保护 ＰＤ 细胞模型的作用。 众

所周知，细胞凋亡是一个受多基因控制的过程，Ｂｃｌ⁃
２ 家族成员的抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 和促凋亡蛋白 Ｂａｘ
共同调控细胞凋亡。 当 Ｂａｘ 的活性高于 Ｂｃｌ⁃２ 时，
Ｂａｘ 的构象发生变化并易位到线粒体膜上，促进细

胞色素 Ｃ 释放到细胞质中，并促进 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的活

化，启动线粒体途径的细胞凋亡［１０］。 该实验检测了

Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的表达，结果显示，转染

ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 后细胞中 Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白

表达水平较模型组降低，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平较模型

组升高，提示 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 可能通过抑制线粒体途径

凋亡而抑制 ＰＤ 细胞模型的凋亡。
　 　 为了探讨 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 对 ＭＰＰ ＋ 诱导的 ＰＤ 细胞

模型线粒体自噬的影响，该实验利用透射电镜观察

了细胞内的自噬体结构，结果显示，转染 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ
ｍｉｍｉｃｓ 后细胞中自噬结构增多，表明 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 能

够促进 ＰＤ 细胞模型中的线粒体自噬。 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 是

一种线粒体自噬调控蛋白，可作为自噬标志物用于
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自噬水平的检测［１１］。 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 上调能够增强线粒体

自噬水平，从而发挥保护细胞的作用。 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 可

与 ＬＣ３ 结合形成复合物参与自噬体的形成，当发生

自噬时，ＬＣ３⁃Ⅰ发生泛素化与自噬膜表面的物质结

合形成 ＬＣ３⁃Ⅱ，因此，ＬＣ３⁃Ⅱ可作为检测自噬活性

的标志物［１２］。 该结果显示，转染 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ
后 ＰＤ 细胞模型中 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 ＬＣ３⁃Ⅱ蛋白水平升

高，ＬＣ３⁃Ⅰ蛋白水平降低，进一步表明 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ
能够促进 ＭＰＰ ＋ 诱导的 ＰＤ 细胞模型的线粒体自噬，
具有保护神经元的作用。
　 　 ＣａＭｋｋβ ／ ＡＭＰＫ 通路介导线粒体自噬，激活

ＣａＭｋｋβ ／ ＡＭＰＫ 通路可以促进细胞的自噬［１３］。 有

研究［１４］ 表明 ＣａＭｋｋβ ／ ＡＭＰＫ 通路与神经元中的线

粒体自噬相关，ＣａＭｋｋβ 可激活 ＡＭＰＫ，ＡＭＰＫ 激活

后可促进 ＴＳＣ２ 活化发生磷酸化，从而激活 ＣＲＥＢ，
ＣＲＥＢ 是一种转录增强因子，能够促进神经元的成

熟和神经递质的释放，与包括 ＰＤ 在内的多种神经

退行性疾病密切相关［１５］。 为了明确 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ 调

控 ＭＰＰ ＋ 诱导的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞线粒体自噬发挥神

经元保护的作用机制， 该实验检测了 ＣａＭｋｋβ ／
ＡＭＰＫ ／ ＣＲＥＢ 通路相关蛋白的磷酸化水平，结果显

示，转染 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 后，ＰＤ 细胞模型中 ｐ⁃
ＣａＭｋｋβ、ｐ⁃ＡＭＰＫ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 水平升高，表明 ｍｉＲ⁃１４５⁃
３ｐ 具有调控 ＣａＭｋｋβ ／ ＡＭＰＫ ／ ＣＲＥＢ 通路的作用。
为了进一步明确其机制，该实验又利用 ＣａＭｋｋβ 抑

制剂 ＳＴＯ⁃６０９ 和 ＣＥＲＢ 抑制剂 ＫＧ⁃５０１ 处理细胞，结
果显示，ＳＴＯ⁃６０９ 和 ＫＧ⁃５０１ 均能降低 ＭＰＰ ＋ 诱导的

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞中 ｐ⁃ＣａＭｋｋβ、ｐ⁃ＡＭＰＫ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 的水

平，且转染 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ ｍｉｍｉｃｓ 后细胞中 ｐ⁃ＣａＭｋｋβ、
ｐ⁃ＡＭＰＫ、ｐ⁃ＣＲＥＢ 的水平均升高，这表明 ｍｉＲ⁃１４５⁃
３ｐ 可通过促进 ＣａＭｋｋβ ／ ＡＭＰＫ ／ ＣＲＥＢ 通路的激活

来促进线粒体自噬，从而发挥神经元保护作用。
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ａｌ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｓ Ｄｉｓ， ２０２１， ９（２）： ５４９ － ６１．

［１３］ Ｓｕｎ Ｂ， Ｏｕ Ｈ， Ｒｅｎ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｐｏｆｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｔｈｒｏｕｇｈ
Ｃａ２ ＋ ／ ＣａＭｋｋβ ／ ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＯＧＤ ／ Ｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕ⁃
ｒｏｎ ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１８， ２４（１）： ５８．

［１４］ 王春玲， 罗　 宁， 蒋媛静， 等． 基于 ＣａＭｋｋβ ／ ＡＭＰＫ 通路介导

线粒体自噬探讨敛肝熄风止颤方的神经保护机制［ Ｊ］ ． 世界

中医药， ２０２１， １６（５）： ７６５ － ８．
［１５］ Ｋｒａｓｎｅｒ Ｎ Ｍ， Ｉｄｏ Ｙ， Ｒｕｄｅｒｍａｎ Ｎ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｕｃａｇｏｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｅｐ⁃

ｔｉｄｅ⁃１ （ＧＬＰ⁃１） ａｎａｌｏｇ ｌｉｒａｇｌｕｔｉｄｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｉｎｆｌａｍ⁃
ｍａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｃａｌｃｉｕｍ ａｎｄ ＡＭＰＫ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ［ Ｊ］ ．
ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１４， ９（５）： ｅ９７５５４．
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Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ ｏｎ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ＭＰＰ ＋ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＰＤ ｃｅｌｌ
ｍｏｄｅｌ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＣａＭｋｋβ／ ＡＭＰＫ ／ ＣＲＥＢ ｐａｔｈｗａｙ

Ｗｅｎ Ｘｉａｏｄｏｎｇ１， Ｌｕｏ Ｎｉｎｇ１， Ｚｈｏｕ Ｘｉｎｍｅｉ１， Ｌｕ Ｊｉａｎｚｈｅｎｇ１， Ｚｅｎｇ Ｚｈｅｎ１， Ｚｈａｎｇ Ｙｉ１， Ｗａｎｇ Ｃｈｕｎｌｉｎｇ２

（ １Ｂｒａｉｎ Ｄｉｓｅａｓｅ Ａｒｅａ １， Ｒｕｉｋａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
Ｎａｎｎｉｎｇ ５３００１１；２Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ， Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｎｉｎｇ　 ５３００００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ ｏｎ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ １⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃４⁃ｐｈｅｎｙ⁃
ｌｐｙｒｉｄｉｎｉｕｍｉｏｎ （ＭＰＰ ＋ ）⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ （ＰＤ） ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌｓ
（ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ） ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐ， ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ｋｉｎａｓｅβ （ＣａＭｋｋβ） ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ ＳＴＯ⁃６０９） ｇｒｏｕｐ， ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ ｇｒｏｕｐ， ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅ⁃
ｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＣＲＥＢ） ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ＫＧ⁃５０１） ｇｒｏｕｐ， ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃
５０１ ｇｒｏｕｐ． Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅ⁃
ｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ＣａＭｋｋβ ／ ａｄｅｎｙｌａｔｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ （ＡＭＰＫ） ／ ＣＲＥＢ
ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ａｐ⁃
ｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ， Ｂｃｌ⁃２⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｂａｘ）， ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃３ （Ｃａｓｐａｓｅ⁃３） ａｎｄ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３⁃Ｉ （ＬＣ３⁃Ⅰ） ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｏ⁃
ｓｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２ （Ｂｃｌ⁃２）， ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｇｅｎｅ （Ｂｅｃｌｉｎ⁃１）， ｍｉｃｒｏｔｕ⁃
ｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３⁃Ⅱ （ＬＣ３⁃Ⅱ）， ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅβ
（ｐ⁃ＣａＭｋｋβ）， ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｃａｄｅｎｙｌａｔｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ （ｐ⁃ＡＭＰＫ）， ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏ⁃
ｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ （ｐ⁃ＣＲＥＢ） ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ， Ｂａｘ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ ＬＣ３⁃Ⅰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜
０. ０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， ＬＣ３⁃Ⅱ， ｐ⁃ＣａＭｋｋβ， ｐ⁃
ＡＭＰＫ， ｐ⁃ＣＲＥＢ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｔｈｅ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ＳＴＯ⁃６０９ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＫＧ⁃５０１ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｎｄ ｏｐｐｏｓｉｔｅ
ｔｏ ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ， Ｂａｘ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ ＬＣ３⁃Ⅰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＳＴＯ⁃６０９ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｍｉｃｓ ＋ ＫＧ⁃５０１ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｏ⁃
ｓｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， ＬＣ３⁃Ⅱ， ｐ⁃ＣａＭｋｋβ， ｐ⁃ＡＭＰＫ， ｐ⁃ＣＲＥＢ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＴＯ⁃６０９ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ， Ｂａｘ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ ＬＣ３⁃Ⅰ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＴＯ⁃６０９ ＋ ＫＧ⁃５０１ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｅ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， ＬＣ３⁃Ⅱ， ｐ⁃ＣａＭｋｋβ， ｐ⁃ＡＭＰＫ ａｎｄ ｐ⁃ＣＲＥＢ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜
０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＰＰ ＋ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＰＤ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｍｉｔｏｐｈ⁃
ａｇｙ， ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＣａＭｋｋβ ／ ＡＭＰＫ ／ ＣＲＥＢ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ； ＣａＭｋｋβ ／ ＡＭＰＫ ／ ＣＲＥＢ ｐａｔｈｗａｙ； Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ； ｍｉｔｏｐｈａｇｙ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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