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ＢＮＩＰ３Ｌ 介导的线粒体自噬在镉致大鼠大脑皮质
神经元凋亡中的作用

闻双全１， 王亮１， 方兰１， 袁燕２，３∗

（１􀆰 苏州健雄职业技术学院， 江苏 太仓　 ２１５４１１；
２􀆰 扬州大学兽医学院， 江苏 扬州　 ２２５００９；

３􀆰 江苏高校动物重要疫病与人兽共患病防控协同创新中心， 江苏 扬州　 ２２５００９）

摘要： 为探究线粒体自噬受体 Ｂｃｌ－２ ／ 腺病毒 Ｅ１Ｂ １９ ｋＤａ 相互作用蛋白 ３ 样 （ＢＮＩＰ３Ｌ） 介导的线粒体自噬对镉致大鼠大脑皮质神经元凋亡的调控

作用， 利用 ＲＮＡ 干扰技术建立大鼠大脑皮质神经元 ＢＮＩＰ３Ｌ 基因沉默模型， 并经 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 镉处理 １２ ｈ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢＮＩＰ３Ｌ、 帕金森氏蛋

白 ２ （Ｐａｒｋｉｎ） 和线粒体凋亡通路相关蛋白 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ－ ９、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ－ ３ 的表达水平， 免疫荧光染色检测 ＢＮＩＰ３Ｌ 与线粒体标志蛋白

ＴＯＭＭ２０ 共定位， 透射电镜检测细胞内线粒体自噬体数目， ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 染色检测细胞凋亡水平。 结果： 大鼠大脑皮质神经元经镉处理 １２ ｈ
后， ＢＮＩＰ３Ｌ 蛋白表达水平极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＢＮＩＰ３Ｌ 与 ＴＯＭＭ２０ 共定位增加， 沉默 ＢＮＩＰ３Ｌ 极显著抑制镉致 Ｐａｒｋｉｎ 线粒体转位 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
抑制镉致细胞内线粒体自噬体形成， 极显著促进镉致 ｃａｓｐａｓｅ－９、 ｃａｓｐａｓｅ－３ 激活和神经元凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结果表明， ＢＮＩＰ３Ｌ 介导的线粒体自噬

可抑制镉致大鼠大脑皮质神经元凋亡。
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（Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＢＮＩＰ３Ｌ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ Ｃｄ－ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｉｃａｌ
ｎｅｕｒｏｎｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｃａｄｍｉｕｍ； ｒａｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｎｅｕｒｏｎ； ＢＮＩＰ３Ｌ； ｍｉｔｏｐｈａｇｙ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 工农业生产等人类活动导致重金属镉被不断排放

到环境中， 造成环境严重污染， 威胁公共健康。 环境

中的镉进入人和动物体内可损伤多种器官， 其中， 脑

已被证实为镉毒性损伤的重要靶器官［１－３］。 体内外研

究表明， 镉的神经毒性机制主要包括细胞的氧化损

伤、 自噬和凋亡等几个方面［４－７］。
Ｂｃｌ－ ２ ／腺病毒 Ｅ１Ｂ １９ ｋＤａ 相互作用蛋白 ３ 样

（Ｂｃｌ － ２ ／ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ Ｅ１Ｂ １９ ｋＤａ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ －
ｌｉｋｅ， ＢＮＩＰ３Ｌ） 是 Ｂｃｌ － ２ 家族的重要一员， 只含有

ＢＨ３ 结构域。 有研究表明， ＢＮＩＰ３Ｌ 参与了谷氨酸诱

导的原代大鼠大脑皮质神经元凋亡［８］。 除调控细胞

凋亡外， ＢＮＩＰ３Ｌ 还参与细胞线粒体自噬发生。 一方

面， ＢＮＩＰ３Ｌ 可 招 募 帕 金 森 氏 蛋 白 ２ （ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ
ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ２， Ｐａｒｋｉｎ） 到线粒体， 通过 Ｐａｒｋｉｎ－泛
素－ ｐ６２ － ＬＣ３ 途径介导线粒体自噬［９］； 另一方面，
ＢＮＩＰ３Ｌ 可作为线粒体自噬受体， 通过其氨基末端

ＬＣ３ 相互作用域直接招募 ＬＣ３ 到受损的线粒体， 介

导线粒体自噬［１０］。
尽管 ＢＮＩＰ３Ｌ 对细胞凋亡与线粒体自噬的调控已

有诸多报道， 但 ＢＮＩＰ３Ｌ 是否参与镉致大鼠大脑皮质

神经元凋亡和线粒体自噬以及其确切的分子机制尚不

清楚。 因此， 本试验通过建立大鼠大脑皮质神经元

ＢＮＩＰ３Ｌ 基因沉默模型并经镉处理， 通过免疫荧光染

色、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等方法探究 ＢＮＩＰ３Ｌ 介导的线粒体自

噬对镉致大鼠大脑皮质神经元凋亡的调控作用， 以期

为揭示镉的神经毒性机制提供新的理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠购自上海斯莱克实验动物有限责

任公司， 许可证号： ＳＣＸＫ （沪） ２０２２－０００４。
１􀆰 ２　 主要试剂

醋酸镉 （ Ｓｉｇｍａ， ＵＳＡ）； ＤＭＥＭ ／ Ｆ － １２ 培养基、
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 培 养 基、 Ｂ － ２７ 无 血 清 添 加 剂、
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸ 转染试剂、 Ｏｐｔｉ －ＭＥＭ 减血

清培养基 （Ｔｈｅｒｍｏ， ＵＳＡ）； ＢＮＩＰ３Ｌ ｓｉＲＮＡ （靶序列

为 ＴＣＡＧＴＣＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＴＴ）、 对照 ｓｉＲＮＡ （广州

锐博生物科技有限公司）； ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 凋亡检测

试剂盒 （ ＢＤ， ＵＳＡ）； ＴＯＭＭ２０ 小鼠单克隆抗体

（Ａｂｃａｍ， ＵＳＡ）； ＢＮＩＰ３Ｌ 兔 单 克 隆 抗 体、 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ－９ 兔多克隆抗体、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ－３ 兔单克

隆抗体、 ＣＯＸ Ⅳ兔单克隆抗体、 β－ａｃｔｉｎ 兔单克隆抗

体 （ＣＳＴ， ＵＳＡ）； Ｐａｒｋｉｎ 小鼠单克隆抗体 （ Ｓａｎｔａ，
ＵＳＡ）； 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗、 辣根过

氧化物酶标记驴抗小鼠二抗 （Ｊａｃｋｓｏｎ， ＵＳＡ）； Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ、 Ｃｙ３ 标记山羊抗兔

ＩｇＧ （上海碧云天生物科技有限公司）； 其他试剂均

为国产分析纯。
１􀆰 ３　 大鼠大脑皮质神经元的分离与培养

孕 １８ ｄ ＳＤ 大鼠处死后取出胎鼠， 剥离胎鼠大脑

组织； 分离大脑皮质， 并将其剪成 １ ｍｍ３大小， 加入

０􀆰 １２５％胰蛋白酶， ３７ ℃ 水浴消化 １５ ｍｉｎ； 加入

ＤＭＥＭ ／ Ｆ－１２ 培养基 （含 １０％胎牛血清） 终止消化；
重悬细胞， 静置后收集上层悬液， １ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

７ ｍｉｎ； 弃上清液， 用培养基重悬细胞， ４００ 目滤网

过滤， 并进行细胞计数； 将细胞接种到预先用 Ｌ－多
聚赖氨酸包被的细胞培养板， 培养 ４ ｈ 后弃去

ＤＭＥＭ ／ Ｆ－ １２ 培养基， 加入 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 培养基 （含

２％ Ｂ－２７， １％ Ｌ－谷氨酰胺）。 神经元纯度达 ９０％以

上， 用于后续试验。
１􀆰 ４　 ＢＮＩＰ３Ｌ 基因沉默及细胞处理

神经元于 ６ 孔细胞培养板中培养 ６ ｄ 后， 弃去培

养基， 用新鲜培养基洗涤细胞； 配置 ＢＮＩＰ３Ｌ 干扰

（ＢＮＩＰ３Ｌ ｓｉＲＮＡ） 转染体系 （表 １）， 将离心管 Ａ 和

Ｂ、 Ｃ 和 Ｄ 混合， 于室温孵育 １５ ｍｉｎ； 将 ＢＮＩＰ３Ｌ
ｓｉＲＮＡ 转染体系加入到细胞培养板中， １０ ｈ 后更换为

新鲜培养基； 继续培养 ２４ ｈ 后， 用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 镉处

理细胞 １２ ｈ。

表 １　 ＢＮＩＰ３Ｌ ｓｉＲＮＡ 转染体系

离心管 试剂成分

Ａ ９ μＬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸ 和 １５０ μＬ Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ

Ｂ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＢＮＩＰ３Ｌ ｓｉＲＮＡ 和 １５０ μＬ Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ

Ｃ ９ μＬ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＲＮＡｉＭＡＸ 和 １５０ μＬ Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ

Ｄ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＮＣ ｓｉＲＮＡ （对照干扰） 和 １５０ μＬ Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ

１􀆰 ５　 免疫荧光染色检测 ＢＮＩＰ３Ｌ 与 ＴＯＭＭ２０ 共

定位

　 　 细胞处理好后弃去培养基， 加入 ４％多聚甲醛，
固定 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 １５ ｍｉｎ； ０􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００
透膜 ５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 １５ ｍｉｎ； ５０ ｇ ／ Ｌ 牛血清白蛋白

室温孵育 １ ｈ； ４ ℃ 孵育 ＢＮＩＰ３Ｌ 和 ＴＯＭＭ２０ 抗体

（１ ∶ ４００） 过夜， ＰＢＳ 洗涤 １５ ｍｉｎ； 室温避光孵育

Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ 和 Ｃｙ３ 标记山羊
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抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ ４００） １ ｈ， ＰＢＳ 洗涤 １５ ｍｉｎ； ＤＡＰＩ 复
染， ＰＢＳ 洗涤 １０ ｍｉｎ； 封片， 于激光共聚焦显微镜下

采集图像。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析荧光共定位系数，
数值在－１～ ０􀆰 ５ 范围内表示无共定位， 数值在＞０􀆰 ５ ～
１ 范围内表示有共定位。
１􀆰 ６　 透射电镜观察线粒体自噬体

细胞处理好后弃去培养基， 加入 ２􀆰 ５％戊二醛，
离心收集细胞； 弃上清液， 再次加入 ２􀆰 ５％戊二醛固

定过夜； 弃上清液， １％琼脂糖溶液包埋细胞； １％锇

酸避光固定 ２ ｈ， ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液洗涤 ３ 次， 每

次 １５ ｍｉｎ； 脱水， 包埋， ６０ ℃聚合 ４８ ｈ； 切片， 醋

酸铀和柠檬酸铅染色， 于透射电镜下采集图像。
１􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白的表达

细胞加入裂解液， 置于冰上裂解 ３０ ｍｉｎ； ４ ℃，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液， 为细胞总蛋

白。 线粒体蛋白的制备按照上海碧云天生物科技有限

公司提供的试剂盒说明书进行制备。 ＢＣＡ 法测定蛋

白浓度， 加入蛋白上样缓冲液， 混匀， 沸水煮 １０ ｍｉｎ
后－８０ ℃冻存。

取等量蛋白样品进行电泳， 转印至 ＰＶＤＦ 膜上，
５０ ｇ ／ Ｌ 脱脂乳室温封闭 ２ ｈ， ４ ℃孵育一抗 （Ｐａｒｋｉｎ
抗体按 １ ∶ ２００ 稀释， ＢＮＩＰ３Ｌ、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ － ９、

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ － ３、 ＣＯＸ Ⅳ和 β － ａｃｔｉｎ 抗体按 １ ∶
１ ０００ 稀释） 过夜， 室温孵育辣根过氧化物酶标记山

羊抗兔二抗或辣根过氧化物酶标记驴抗小鼠二抗

（１ ∶ ５ ０００） ２ ｈ， 化学发光成像系统检测蛋白表达

水平。
１􀆰 ８　 ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 荧光染色检测细胞凋亡

细胞处理好后弃去培养基， 结合缓冲液漂洗 １
次； 加入 ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 染色液， 避光孵育 ２０ ｍｉｎ；
弃染色液， 于荧光显微镜下采集图像。
１􀆰 ９　 数据统计与分析

数据采用 ＳＰＳＳ 软件进行单因素方差分析， 再经

ＬＳＤ 法进行多重比较， 结果以 “平均值 ±标准差”
表示。

２　 结果

２􀆰 １　 镉对大鼠大脑皮质神经元 ＢＮＩＰ３Ｌ 蛋白表达的

影响

　 　 神经元经 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 镉处理 １２ ｈ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测 ＢＮＩＰ３Ｌ 蛋白表达水平。 结果见图 １， 与对照组

比较， 镉处理组 ＢＮＩＰ３Ｌ 蛋白表达水平极显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与对照组比较， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。 下同。

图 １　 大鼠大脑皮质神经元 ＢＮＩＰ３Ｌ 蛋白表达变化

２􀆰 ２　 镉对大鼠大脑皮质神经元 ＢＮＩＰ３Ｌ 与 ＴＯＭＭ２０
共定位的影响

　 　 神经元经 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 镉处理 １２ ｈ， 免疫荧光染色

检测 ＢＮＩＰ３Ｌ 与线粒体标志蛋白 ＴＯＭＭ２０ 共定位。 结

果见图 ２， 与对照组 （共定位系数为 ０􀆰 ３１） 比较，
镉处理组 ＢＮＩＰ３Ｌ 与 ＴＯＭＭ２０ 共定位 （系数为 ０􀆰 ６９）
增加。
２􀆰 ３　 沉默 ＢＮＩＰ３Ｌ 对镉致大鼠大脑皮质神经元

Ｐａｒｋｉｎ 蛋白表达的影响

　 　 神经元转染 ＢＮＩＰ３Ｌ ｓｉＲＮＡ 或 ＮＣ ｓｉＲＮＡ 后，

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢＮＩＰ３Ｌ 蛋白表达水平， 结果见图

３。 ＢＮＩＰ３Ｌ ｓｉＲＮＡ 极显著抑制神经元 ＢＮＩＰ３Ｌ 蛋白表

达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 可用于后续试验。
神经元转染 ＢＮＩＰ３Ｌ ｓｉＲＮＡ 或 ＮＣ ｓｉＲＮＡ 后经 １０

μｍｏｌ ／ Ｌ 镉处理 １２ ｈ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｐａｒｋｉｎ 蛋白表

达水平， 结果见图 ４。 与对照组比较， 镉处理组线粒

体上 Ｐａｒｋｉｎ 蛋白表达水平极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

镉处理组比较， 镉与 ＢＮＩＰ３Ｌ 干扰组线粒体上 Ｐａｒｋｉｎ
蛋白表达水平极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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图 ２　 大鼠大脑皮质神经元 ＢＮＩＰ３Ｌ 与 ＴＯＭＭ２０ 共定位情况 （比例尺＝１０ μｍ）

图 ３　 ＢＮＩＰ３Ｌ ｓｉＲＮＡ 干扰效率鉴定

注： 与镉处理组比较， ＃＃表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。 下同。

图 ４　 大鼠大脑皮质神经元 Ｐａｒｋｉｎ 蛋白表达变化

２􀆰 ４　 沉默 ＢＮＩＰ３Ｌ 对镉致大鼠大脑皮质神经元线粒

体自噬体形成的影响

　 　 神经元转染 ＢＮＩＰ３Ｌ ｓｉＲＮＡ 或 ＮＣ ｓｉＲＮＡ 后经 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 镉处理 １２ ｈ， 透射电镜检测细胞内线粒体自

噬体数目， 结果见图 ５。 对照组细胞内未出现线粒体

自噬体， 镉处理组细胞内出现线粒体自噬体 （红色

箭头）， 镉与 ＢＮＩＰ３Ｌ 干扰组细胞内未出现线粒体自

噬体。
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Ａ． 对照组； Ｂ． 镉处理组； Ｃ． 镉＋对照干扰组； Ｄ． 镉＋ＢＮＩＰ３Ｌ 干扰组。 红色箭头指示线粒体自噬体。

图 ５　 大鼠大脑皮质神经元中线粒体自噬体数目变化 （比例尺＝１ μｍ）

２􀆰 ５　 沉默 ＢＮＩＰ３Ｌ 对镉致大鼠大脑皮质神经元

ｃａｓｐａｓｅ－９ 和 ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白活化的影响

　 　 神经元转染 ＢＮＩＰ３Ｌ ｓｉＲＮＡ 或 ＮＣ ｓｉＲＮＡ 后经 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 镉 处 理 １２ ｈ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ－９ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达水平， 结果

见图 ６。 与对照组比较， 镉处理组 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ－９

蛋白 表 达 水 平 极 显 著 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与镉

处理组比较， 镉与 ＢＮＩＰ３Ｌ 干扰组 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ－９
和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ － ３ 蛋白表达水平均极显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ６　 大鼠大脑皮质神经元 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ－９ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达变化
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２􀆰 ６　 沉默 ＢＮＩＰ３Ｌ 对镉致大鼠大脑皮质神经元凋亡

的影响

　 　 神经元转染 ＢＮＩＰ３Ｌ ｓｉＲＮＡ 或 ＮＣ ｓｉＲＮＡ 后经 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 镉处理 １２ ｈ， ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 荧光染色检测

神经元凋亡水平， 结果见图 ７。 与对照组比较， 镉处

理组细胞凋亡水平极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与镉处理

组比较， 镉与 ＢＮＩＰ３Ｌ 干扰组细胞凋亡水平极显著升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ７　 大鼠大脑皮质神经元凋亡水平 （标尺＝１００ μｍ）

３　 讨论

线粒体自噬是细胞通过自噬机制选择性地清除受

损线粒体的过程， 哺乳动物细胞中介导线粒体自噬的

关键受体蛋白主要包括 ＢＮＩＰ３Ｌ、 ＰＴＥＮ 诱导激酶 １
（ＰＩＮＫ１）、 ＦＵＮ１４ 结构域包含蛋白 １ （ ＦＵＮＤＣ１）
等［１１］。 其中， ＢＮＩＰ３Ｌ 介导的线粒体自噬已被证实参

与了各种生理和病理过程， 包括网织红细胞成熟过程

中线粒体的程序性清除［１２］、 大鼠脊髓损伤［１３］、 大鼠

蛛网膜下腔出血后早期脑损伤［１４］ 等。 本研究发现，
镉处理后大鼠大脑皮质神经元中 ＢＮＩＰ３Ｌ 蛋白表达水

平极显著升高， 且表达的 ＢＮＩＰ３Ｌ 主要定位于线粒体

上， 说明线粒体上的 ＢＮＩＰ３Ｌ 蛋白可能参与了镉致大

鼠大脑皮质神经元损伤。
前期研究发现， 镉可激活 ＰＩＮＫ１， 促进 Ｐａｒｋｉｎ 转

位到线粒体， 进而促进 ＬＣ３ Ⅱ定位到线粒体， 最终

促使大鼠大脑皮质神经元发生线粒体自噬［１５］。 本研

究结果显示， 沉默 ＢＮＩＰ３Ｌ 极显著抑制镉诱导的线粒

体上 Ｐａｒｋｉｎ 表达水平升高， 并抑制线粒体自噬体形

成， 说明镉通过激活 ＢＮＩＰ３Ｌ 调控 Ｐａｒｋｉｎ 转位到线粒

体， 进而介导大鼠大脑皮质神经元线粒体自噬。 Ｄｉｎｇ
等［９］研究也发现， ＢＮＩＰ３Ｌ 可促使 Ｐａｒｋｉｎ 转位到线粒

体， 介导羰基氰化物间氯苯腙诱导的小鼠胚胎成纤维

细胞线粒体自噬， 这与本研究结果相一致。
越来越多的研究表明， ＢＮＩＰ３Ｌ 介导的线粒体自

噬参与了细胞凋亡进程。 当线粒体受到损伤时， 外膜

通透性增加， 各种促凋亡蛋白从线粒体释放到胞浆

中， 激活线粒体凋亡通路， 最终诱导细胞凋亡［１６］。
例如， 从线粒体释放到胞浆中的细胞色素 Ｃ 与凋亡

蛋白酶活化因子－１ （Ａｐａｆ－１） 结合， 促使其激活并

形成凋亡复合体， 继而依次激活 ｃａｓｐａｓｅ－９ 和 ｃａｓｐａｓｅ－
３， 以 ｃａｓｐａｓｅ 依赖方式促进细胞凋亡［１７－１８］。 而线粒

体自噬可通过清除受损的线粒体， 抑制线粒体中促凋

亡蛋白的释放， 从而维持细胞内环境稳态。 Ｘｕ 等［１９］
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研究发现， ＢＮＩＰ３Ｌ 介导的线粒体自噬可抑制白蛋白

诱导的线粒体凋亡通路激活， 缓解肾小管上皮细胞凋

亡。 杨璧璘［２０］研究发现， 清热化瘀方可促进 ＢＮＩＰ３Ｌ
介导的线粒体自噬， 抑制大鼠脑缺血再灌注引起的线

粒体凋亡通路激活， 减轻脑缺血再灌注损伤。 本研究

结果显示， 沉默 ＢＮＩＰ３Ｌ 极显著促进镉诱导的大鼠大

脑皮质神经元 ｃａｓｐａｓｅ－９、 ｃａｓｐａｓｅ－３ 激活和神经元凋

亡， 说明 ＢＮＩＰ３Ｌ 介导的线粒体自噬可抑制镉激活大

鼠大脑皮质神经元线粒体凋亡通路， 减轻神经元

凋亡。
综上， 镉通过激活 ＢＮＩＰ３Ｌ 诱导大鼠大脑皮质神

经元线粒体自噬， 且 ＢＮＩＰ３Ｌ 介导的线粒体自噬可抑

制镉致大鼠大脑皮质神经元凋亡。
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