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半乳糖凝集素￣３ 通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路
促进巨噬细胞自噬分化

陈杨ꎬ冯莹ꎬ卢晓ꎬ郑蓉
(武汉市第一医院心血管内科ꎬ湖北 武汉 ４３００２２)

摘要:目的　 探讨半乳糖凝集素￣３(ｇａｌｅｃｔｉｎ￣３ꎬ Ｇａｌ￣３)通过磷脂酰肌醇 ３￣激酶 / 蛋白激酶 Ｂ / 哺乳动物雷帕霉素靶点

(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３￣ｋｉｎａｓｅ / ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ / ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ)通路调控巨噬细

胞自噬及极化的作用ꎬ为炎性疾病的靶向治疗提供新的理论依据ꎮ 方法　 采用 ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎬ实验分为 ４ 组:对
照组(不作处理)、模型组(１００ ｎｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素诱导自噬 ６ ｈ)、Ｇａｌ￣３ 过表达组(Ｇａｌ￣３ ＯＥ 组ꎬ转染 ｐｃＤＮＡ３.１￣

Ｇａｌ￣３质粒)及敲低组(Ｇａｌ￣３ ＫＤ 组ꎬ感染 ｓｈＲＮＡ￣Ｇａｌ￣３ 慢病毒)ꎮ 采用免疫荧光法检测微管相关蛋白 １ 轻链 ３Ｂ
(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３Ｂꎬ ＬＣ３Ｂ)水平、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测自噬标志物 ｐ６２ 及 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /

ｍＴＯＲ 通路相关蛋白ꎻ流式细胞术评估巨噬细胞极化(ＣＤ８６ / ＣＤ２０６)及凋亡情况ꎻ酶联免疫吸附试验检测炎症因

子[(肿瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ ＴＮＦ￣α)、白细胞介素 ６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)、白细胞介素 １０( ｉｎｔｅｒｌｅｕ￣

ｋｉｎ￣１０ꎬＩＬ￣１０)、转化生长因子 β( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣βꎬ ＴＧＦ￣β)]水平ꎻＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测自噬相关基因精氨

酸酶 １(ａｒｇｉｎａｓｅ １ꎬＡｒｇ￣１)和诱导型一氧化氮合酶( ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬｉＮＯＳ)表达ꎻ荧光染色法测定活性

氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)水平ꎮ 结果　 与模型组相比ꎬＧａｌ￣３ ＯＥ 组 ｐ￣ＰＩ３Ｋ、ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ｍＴＯＲ 水平下调(Ｐ<

０.０１)ꎬＬＣ３Ｂ 升高(Ｐ<０.０５)ꎬ差异有统计学意义ꎻＣＤ２０６ 阳性细胞比例、ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β 及 Ａｒｇ￣１ ｍＲＮＡ 表达升高

(Ｐ<０.０１)ꎬｉＮＯＳｍＲＮＡ 表达降低(Ｐ<０.０１)ꎬ差异有统计学意义ꎻ同时 ＲＯＳ 水平与细胞凋亡率升高(Ｐ<０.０５)ꎮ

Ｇａｌ￣３ ＫＤ 组则呈现相反效应ꎮ 结论　 Ｇａｌ￣３ 通过抑制 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路参与巨噬细胞自噬及 Ｍ２ 型极化ꎬ伴
随 ＲＯＳ 依赖性凋亡调控ꎮ
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Ｇａｌｅｃｔｉｎ￣３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ

ＣＨＥＮ Ｙａｎｇꎬ ＦＥＮＧ Ｙｉｎｇꎬ ＬＵ Ｘｉａｏꎬ ＺＨＥＮＧ Ｒｏｎｇ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｗｕｈａｎ Ｎｏ.１ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００２２ꎬ Ｈｕｂｅｉꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣３ (Ｇａｌ￣３) ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａ￣

ｇｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３￣ｋｉｎａｓｅ / ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ / ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ( ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ)
ｐａｔｈｗａｙꎬ ｔｈｕｓ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｎｅｗ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＲＡＷ２６４.７
ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ｕｎｔｒｅａｔｅｄ)ꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ( ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ ｎｍｏｌ / Ｌ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｆｏｒ ６

ｈｏｕｒｓ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ)ꎬ Ｇａｌ￣３ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｇａｌ￣３ ＯＥꎬ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ３.１￣Ｇａｌ￣３ ｐｌａｓｍｉｄ)ꎬ ａｎｄ
Ｇａｌ￣３ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ (Ｇａｌ￣３ ＫＤꎬ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈＲＮＡ￣Ｇａｌ￣３ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ) . Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
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ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３Ｂ (ＬＣ３Ｂ)ꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍａｒｋｅｒｓ ｐ６２
ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ (ＣＤ８６ /
ＣＤ２０６) ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ꎬ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β)ꎬ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ ａｒｇｉｎａｓｅ１ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌｓ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ Ｇａｌ￣３ ＯＥ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ￣ＰＩ３Ｋꎬ ｐ￣Ａｋｔꎬ ａｎｄ
ｐ￣ｍＴＯＲ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＬＣ３Ｂ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ. Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ２０６￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ￣１０ꎬ ＴＧＦ￣βꎬ ａｎｄ Ａｒｇ￣１ ｍＲＮＡ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｉＮＯＳ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
(Ｐ<０.０１)ꎬ ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ. Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙꎬ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ Ｇａｌ￣３
ＫＤ ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｏｐｐｏｓｉｔｅ ｅｆｆｅｃｔｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｇａｌ￣３ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ Ｍ２￣ｔｙｐｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ
ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙꎬ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ＲＯＳ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｇａｌｅｃｔｉｎ￣３ꎻ Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３￣ｋｉｎａｓｅ / ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ / ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ ｐａｔｈｗａｙꎻ
Ａｕｔｏｐｈａｇｙꎻ Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎻ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 巨噬细胞作为免疫系统的关键执行者ꎬ其 Ｍ１ /
Ｍ２ 型极化平衡对炎症调控、 组织修复至关重

要[１￣２]ꎮ Ｍ１ 型巨噬细胞通过分泌肿瘤坏死因子 α
( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ ＴＮＦ￣α)、白细胞介素 ６
( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)等促炎因子启动免疫防御ꎬＭ２
型巨噬细胞则依赖白细胞介素 １０( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１０ꎬ
ＩＬ￣１０)、转化生长因子 β(ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣βꎬ
ＴＧＦ￣β)等发挥抗炎与组织修复功能[３￣４]ꎮ 自噬作为

细胞维持稳态的核心过程ꎬ受磷脂酰肌醇 ３￣激酶 /
蛋白激酶 Ｂ /哺乳动物雷帕霉素靶点(ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉ￣
ｎｏｓｉｔｏｌ ３￣ｋｉｎａｓｅ / ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ / ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ
ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ)信号通路精密调

控[５]ꎮ 该通路是自噬的核心负调控轴:生长因子或

营养充足时ꎬＰＩ３Ｋ 激活下游 Ａｋｔꎬ进而磷酸化ｍＴＯＲ
并抑制自噬起始复合体 ＵＬＫ１ꎻ而在应激状态下ꎬ该
通路活性降低ꎬ解除 ｍＴＯＲ 对自噬的抑制[６￣７]ꎮ 半

乳糖凝集素￣３(ｇａｌｅｃｔｉｎ￣３ꎬ Ｇａｌ￣３)作为多功能糖结合

蛋白ꎬ 广泛参与细胞黏附、 炎症反应及免疫应

答[８￣９]ꎮ Ｇａｌ￣３ 能否通过干预 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通

路ꎬ进而驱动巨噬细胞发生“自噬－极化”的协同转

变ꎬ是理解其免疫调节功能与相关疾病机制的关键ꎮ
炎症性疾病的发生发展与巨噬细胞极化失衡密

切相关[１０]ꎬ探索其调控机制具有重要临床意义ꎮ 目

前研究表明ꎬ靶向 Ｇａｌ￣３ 或自噬通路可能成为治疗

慢性炎症性疾病的新策略ꎬ但 Ｇａｌ￣３－自噬－极化三

者之间的调控网络尚未明确ꎮ 基于此ꎬ本研究通过

构建 Ｇａｌ￣３ 过表达与敲低的细胞模型ꎬ结合 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路活性检测、自噬与极化标志物分析ꎬ
旨在明确 Ｇａｌ￣３ 是否通过该通路调控巨噬细胞自噬

与极化进程ꎬ为炎症性疾病的机制研究与靶点开发

提供新的理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

小鼠单核巨噬细胞白血病细胞 ＲＡＷ２６４.７ 购自武

汉普诺赛生物科技有限公司ꎬ过表达质粒 ｐｃＤＮＡ３.１￣
Ｇａｌ￣３及敲低用 ｓｈＲＮＡ￣Ｇａｌ￣３ 慢病毒购自南京金斯

瑞生物科技有限公司ꎮ
１.１.１　 主要试剂

抗体:Ｇａｌ￣３(货号 ８９５７２)、微管相关蛋白 １ 轻

链 ３Ｂ (ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ
３ＢꎬＬＣ３Ｂꎬ 货号 ３８６８)、ｐ６２(货号 ８８５８８)、ＰＩ３Ｋ(货
号 ４２４９)、ｐ￣ＰＩ３Ｋ(货号 １７３６６)、Ａｋｔ(货号 ９２７２)、
ｐ￣Ａｋｔ(货号 ４０６０)、ｍＴＯＲ(货号 ２９７２)、ｐ￣ｍＴＯＲ(货
号 ５５３６ ) 购 自 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司ꎻＣＤ８６￣ＡＰＣ(货号 ３０５４１２)、ＣＤ２０６￣ＰＥ (货号

３２１１０６)购自美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ 公司ꎮ
试剂盒: Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂 (货号

Ｌ３００００１５) 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ
４８８(货号 １０８３２１￣４２￣２)和细胞凋亡检测试剂盒(货
号 ＹＴ１３１) 购自北京索莱宝生物科技有限公司ꎻ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂盒(货号 ＲＲ０４７Ａ)购自日本

Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏ 公司ꎻＴＮＦ￣α(货号 ＥＫ０５２７)、ＩＬ￣６(货号

ＥＫ０４１１)、 ＩＬ￣１０ (货号 ＥＫ０４１７) 和 ＴＧＦ￣β１ (货号

ＥＫ０５３０)酶联免疫吸附试验( ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕ￣
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬ ＥＬＩＳＡ)试剂盒购自武汉博士德生

物工程有限公司ꎻ活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ
ＲＯＳ)检测试剂盒(Ｓ００３３Ｓ)购自上海碧云天生物技

术有限公司ꎮ
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主要试剂:雷帕霉素(货号 ＨＹ￣１０２１９)购自美

国 ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ 公司ꎬＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ ＤＮＤ￣９９
(货号 Ｌ７５２８)购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎮ
１.１.２　 主要仪器

ＦＡＣＳＶｅｒｓｅ 流式细胞仪(美国ＢＤ 公司)ꎬＴＣＳ ＳＰ８
激光共聚焦显微镜(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)ꎬ７５００ Ｆａｓｔ 实时

定量 ＰＣＲ 仪(美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 细胞模型构建及实验分组

采用 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素处理 ＲＡＷ２６４.７ 细

胞 ６ ｈ 以构建自噬模型ꎮ 为进行 Ｇａｌ￣３ 功能研究ꎬ将
细胞以 ５ × １０４ 个 /孔的密度接种于 ２４ 孔板ꎬ培养

２４ ｈ 后ꎬ使用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 转染试剂(５ μＬ /
孔)分别转染 ｐｃＤＮＡ３.１￣Ｇａｌ￣３ 质粒或 ｓｈＲＮＡ￣Ｇａｌ￣３
慢病毒(质粒用量 １ μｇ /孔)ꎮ 转染 ４８ ｈ 后ꎬ采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 验证 Ｇａｌ￣３ 的过表达与敲低效率ꎮ
实验共设置 ４ 组:对照组(不作任何处理)、模型组

(１００ ｎｍｏｌ / Ｌ 雷帕霉素处理)、 Ｇａｌ￣３ 过表达组

(Ｇａｌ￣３ ＯＥ 组)和 Ｇａｌ￣３ 敲低组(Ｇａｌ￣３ ＫＤ 组)ꎮ
１.２.２　 免疫荧光染色法分析 ＬＣ３Ｂ 水平

为观察自噬水平ꎬ对活细胞进行免疫荧光染色ꎮ
首先ꎬ使用 ６０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ(Ｒｅｄ ＤＮＤ￣９９)于
３７ ℃避光孵育细胞 ４０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤后用 ４％(ｗ / ｖ)
多聚甲醛固定 ５ ｍｉｎꎬ０.１％(ｗ / ｖ)Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００透膜

５ ｍｉｎꎬ５％ (ｗ / ｖ) 牛血清白蛋白 ( ｂｏｖｉｎｅ ａｌｂｕｍｉｎꎬ
ＢＳＡ)封闭 １ ｈꎮ 随后加入 ＬＣ３Ｂ 一抗 (１ ∶２００) 于

４ ℃孵育过夜ꎬ洗涤后加入 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的

山羊抗鼠二抗(１ ∶５００)室温避光孵育１ ｈꎬＤＡＰＩ 复染

细胞核 ５ ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 清洗后封片ꎬ使用共聚焦显微镜

(６３ × 油镜) 采集图像ꎬ 并采用 ＩｍａｇｅＪ １.５３ｔ 分析

ＬＣ３Ｂ 斑点数量ꎮ
１.２.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测自噬及通路相关蛋白

提取各组细胞总蛋白ꎬ 采用二辛可宁酸法

(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ＢＣＡ)进行定量ꎮ 取等量蛋白

经 １２％(ｗ / ｖ)ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分离后转至聚偏二氟

乙烯膜ꎮ 膜经 ５％(ｗ / ｖ)脱脂奶粉封闭 １ ｈꎬ分别加

入以 下 一 抗 ４ ℃ 孵 育 过 夜: Ｇａｌ￣３、 ｐ６２、 ＰＩ３Ｋ、
ｐ￣ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｐ￣Ａｋｔ、ｍＴＯＲ 和 ｐ￣ｍＴＯＲꎮ 洗膜后加

入辣根过氧化物酶( ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ＨＲＰ)
标记的二抗(１ ∶５ ０００)室温孵育 １ ｈꎬ增强化学发光

显影ꎬ并使用 ＩｍａｇｅＪ １ .５３ ｔ 软件分析目标条带灰

度值ꎮ

１.２.４　 流式细胞术检测巨噬细胞极化

收集各组细胞ꎬＰＢＳ 洗涤后用胰酶消化ꎬ离心重

悬并调整细胞密度至 １×１０６ 个 / ｍＬꎮ 取 １×１０５ 个细

胞ꎬ加入 ＣＤ８６￣ＡＰＣ(１ ∶１００)和 ＣＤ２０６￣ＰＥ(１ ∶ ２００)
抗体ꎬ４ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ设置同型和单染对照ꎮ
使用流式细胞仪检测ꎬ ＦｌｏｗＪｏ １０. ０. ７ 软件分析

ＣＤ８６ 与 ＣＤ２０６ 的平均荧光强度(ｍｅａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙꎬ ＭＦＩ ) 值ꎬ 并 计 算 Ｍ２ / Ｍ１ 极 化 比 率

(ＣＤ２０６ / ＣＤ８６ 的 ＭＦＩ 比值)ꎮ
１.２.５　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞极化代表性炎症因子水平

收集各组细胞培养上清ꎬ采用相应的 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒按说明书步骤检测 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６(Ｍ１ 型代表性

因子)及 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β(Ｍ２ 型代表性因子)水平ꎮ
简要步骤为:包被捕获抗体(４ ℃过夜)、５％(ｗ / ｖ)
ＢＳＡ 封闭ꎬ依次加入样品和标准品、生物素化检测

抗体及 ＨＲＰ￣链霉亲和素ꎬ３ꎬ３′ꎬ５ꎬ５′￣ 四甲基联苯胺

显色后以硫酸终止反应ꎬ于 ４５０ ｎｍ 波长测定 ＯＤ 值

并根据标准曲线计算浓度ꎮ
１.２.６　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测自噬与极化相关基因表达

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡꎬ经氯仿－异丙

醇沉淀纯化后ꎬ以 ＤＥＰＣ 水溶解ꎬ并测定其浓度与纯

度ꎮ 使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ 试剂盒进行反转录以获

得 ｃＤＮＡꎬ反应体系(１０ μＬ)包括 １ μｇ ＲＮＡ、Ｏｌｉｇｏ
ｄＴ 随机引物及反转录酶ꎮ 反应程序设置为 ３７ ℃
１５ ｍｉｎ、 ８５ ℃ ５ ｓꎮ 采用 ＳＹＢＲＴＭ Ｇｒｅｅｎ 法进行

ＲＴ￣ｑＰＣＲꎬ反应体系为 ２０ μＬꎬ含 ２×预混液、特异性

引物及稀释后的 ｃＤＮＡꎮ ＰＣＲ 扩增程序为:９５ ℃ 预

变性 ３０ ｓꎻ随后进行 ４０ 个循环 ( ９５ ℃ ５ ｓ、６０ ℃
３０ ｓ)ꎬ最后进行熔解曲线分析ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 作为内

参基因ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ法计算目的基因的相对表达量ꎮ
引物序列见表 １ꎮ

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称 方向 引物序列 ５′￣３′

Ｇａｌ￣３ 上游 ＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣ

下游 ＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＧ

ｉＮＯＳ 上游 ＣＣＧＡＧＴＡＣＧＣＣＡＡＧＡＴＧＡＡＧ

下游 ＧＣＴＴＧＴＣＧＧＡＧＡＴＧＧＴＧＧＴ

Ａｒｇ￣１ 上游 ＣＴＧＧＡＣＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＴＧＴＴ

下游 ＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＴＧＴＴＧＡＴＧＧ

ＧＡＰＤＨ 上游 ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ

下游 ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ



陈杨ꎬ等.半乳糖凝集素￣３ 通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路促进巨噬细胞自噬分化 １７　　　 　

１.２.７　 荧光染色法检测细胞 ＲＯＳ 水平

收集 ４ 组细胞ꎬ使用无血清培养基洗涤ꎮ 加入

ＲＯＳ 特异性荧光探针ꎬ于 ３７ ℃ 避光孵育 ３０ ｍｉｎꎮ
ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次ꎬ用 ４％ (ｗ / ｖ) 多聚甲醛固定

１５ ｍｉｎꎮ 封片后于荧光显微镜下观察并采集图像ꎬ
使用 ＩｍａｇｅＪ １.５３ｔ 软件分析荧光强度以评估各组细

胞的 ＲＯＳ 水平ꎮ
１.２.８　 流式细胞术检测细胞凋亡

收集四组 ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎬ经 ＰＢＳ 洗涤后ꎬ重
悬于 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ(１０×浓缩液按 １ ∶９比例以去离

子水稀释)ꎮ 依次加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ(５ μＬ)与

ＰＩ(５ μＬ)ꎬ室温避光孵育 １５ ｍｉｎꎮ 使用流式细胞仪进

行检测ꎬ并使用 ＦｌｏｗＪｏ １０.０.７ 软件分析细胞凋亡

情况ꎮ

１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件进行数据分析ꎮ
计量资料经 Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ 检验证实符合正态分布ꎬ
数据以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ 多组间比较采用单因素方差分

析ꎬ事后比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验ꎬ所有实验均独立重复

３ 次ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＬＣ３Ｂ 表达水平

免疫荧光染色分析 ＬＣ３Ｂ 水平的结果显示ꎬ
各组间的 ＬＣ３Ｂ 表达差异有统计学意义(Ｆ ＝ ２５.５４ꎬ
Ｐ<０.００１)ꎮ 与模型组(１.４８±０.０８)相比ꎬＧａｌ￣３ ＫＤ
组 ＬＣ３Ｂ 相对表达量(１.１０±０.１２)下降ꎬ差异有统计

学意义(Ｐ＝ ０.０１８)ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 免疫荧光染色检测细胞 ＬＣ３Ｂ 水平
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＬＣ３Ｂ ｉｎ ｃｅｌｌｓ

２.２　 Ｇａｌ￣３与 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路活性

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 Ｇａｌ￣３、ｐ６２ 及 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /
ｍＴＯＲ 通 路 蛋 白 的 结 果 显 示ꎬ ４ 组 间 的 Ｇａｌ￣３
(Ｆ＝ ３１９.７９)、ｐ６２(Ｆ＝ ５１.７３)、ｐ￣ＰＩ３Ｋ(Ｆ ＝ ６８.９０２)、
ｐ￣Ａｋｔ(Ｆ＝ ２９２.６０)及 ｐ￣ｍＴＯＲ(Ｆ＝ ９２０.６２)的表达差

异均有统计学意义(Ｐ < ０. ００１)ꎮ 与模型组相比ꎬ

Ｇａｌ￣３ ＯＥ组 Ｇａｌ￣３ 蛋白表达增加 ( Ｐ ＝ ０. ００３ )ꎬ
ｐ￣ＰＩ３Ｋ(Ｐ < ０. ００１)、 ｐ￣Ａｋｔ ( Ｐ < ０. ００１) 及 ｐ￣ｍＴＯＲ
(Ｐ＝ ０.０１０)水平下降ꎻＧａｌ￣３ ＫＤ 组上述蛋白的表达

呈相反趋势ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 见

图 ２ꎮ
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　 　 　 图 ２　 Ｇａｌ￣３、ｐ６２ 及 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路相关蛋白表达
Ａ:各组蛋白条带图ꎻ Ｂ、Ｃ:各蛋白相对表达水平量化分析结果ꎮ

　 　 　 Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇａｌ￣３ꎬ ｐ６２ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
Ａ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎻ ＢꎬＣ: Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｐｒｏｔｅｉｎ.

注:∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. 模型组ꎻ∗∗∗Ｐ< ０.００１ ｖｓ. 模型组ꎮ

２.３　 巨噬细胞极化标志物表达

流式细胞术分析细胞表面标志物 ＣＤ８６ 与

ＣＤ２０６ 的结果显示ꎬ４ 组间的 ＣＤ８６ 与 ＣＤ２０６ 的

ＭＦＩ 及 ＣＤ２０６ / ＣＤ８６ 的 ＭＦＩ 比值的差异均有统计

学意义ꎮ 与对照组相比ꎬ模型组 ＣＤ８６ 的 ＭＦＩ 降低ꎬ

ＣＤ２０６ 的 ＭＦＩ 升高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎮ
与模型组相比ꎬＧａｌ￣３ ＯＥ 组 ＣＤ８６ 的 ＭＦＩ 下降(Ｐ ＝
０.００２)ꎬ且 ＣＤ２０６ / ＣＤ８６ 的 ＭＦＩ 比值最高ꎬＧａｌ￣３ ＫＤ
组 ＣＤ２０６ / ＣＤ８６ 的 ＭＦＩ 增加ꎬ但低于 Ｇａｌ￣３ ＯＥ 组ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎮ 见表 ２ꎮ

表 ２　 细胞 ＣＤ８６ 和 ＣＤ２０６ 水平
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ＣＤ８６ ａｎｄ ＣＤ２０６

组别 ＣＤ８６ ＣＤ２０６ ＣＤ２０６ / ＣＤ８６
对照组 ４ ２２２.７７±１１８.６２ ５ ６７３.００±５５６.６９ １.３５±０.０３
模型组 １ ４１１.６５±１２８.３７ １１ ３０４.３３±１ ３００.３６ ８.０４±０.０９
Ｇａｌ￣３ ＯＥ 组 ９４１.０６±４６.７２ １２ ５０４.００±７８８.３９ １３.２５±０.１４
Ｇａｌ￣３ ＫＤ 组 ２ ６７０.２７±１１１.０２ ８ １１８.３３±１９９.９２ ３.０３±０.１０
Ｆ ５７４.３０ ４３.２６ ８ ８３７.９８
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

２.４　 炎症因子表达水平

ＥＬＩＳＡ 检测细胞培养上清炎症因子水平的结

果显示ꎬ４ 组间的 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０ 及 ＴＧＦ￣β 的表

达差异有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎮ 与模型组相比ꎬ

Ｇａｌ￣３ＯＥ 组 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 水平降低ꎬＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β 升

高ꎬ而 Ｇａｌ￣３ ＫＤ 组呈现相反趋势ꎬ差异有统计学意

义(Ｐ<０.００１)ꎬ见表 ３ꎮ

表 ３　 各组自噬相关炎症因子水平 / (ｐｇ / ｍＬ)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ / (ｐｇ / ｍＬ)

组别 ＴＮＦ￣α ＩＬ￣６ ＩＬ￣１０ ＴＧＦ￣β
对照组 ２５.５７±２.９１ １８.１６±２.６２ ４５.７０±３.８６ ６１.１５±５.３６
模型组 ８５.８３±４.０１ ６１.８７±３.３７ ７４.４９±３.９４ １００.７３±４.５５
Ｇａｌ￣３ ＯＥ 组 ４０.８９±４.０４ ２８.６５±２.５２ １２２.３１±８.１８ １５７.５０±６.８２
Ｇａｌ￣３ ＫＤ 组 １１２.０５±７.７４ ７６.２９±４.６１ ３０.２４±２.３５ ４１.０１±１.９９
Ｆ １８９.５３ １９６.３２ １９１.２２ ３１６.７９
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１
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２.５　 自噬与极化相关基因表达

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测基因表达的结果显示ꎬ４ 组间的

Ｇａｌ￣３、ｉＮＯＳ 及 Ａｒｇ￣１ 表达的差异有统计学意义(Ｐ<

０.００１)ꎮ 与模型组相比ꎬＧａｌ￣３ ＫＤ 组 Ｇａｌ￣３ 表达下

降ꎬｉＮＯＳ 表达升高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎮ
见表 ４ꎮ

表 ４　 各组自噬相关基因表达水平
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别 Ｇａｌ￣３ ｉＮＯＳ Ａｒｇ￣１
对照组 ０.７３±０.０７ １.６３±０.０８ １.１５±０.０８
模型组 １.５３±０.１１ １.１２±０.１０ ２.３２±０.１３
Ｇａｌ￣３ ＯＥ 组 １.８６±０.０５ ０.５０±０.０８ ２.７３±０.０８
Ｇａｌ￣３ ＫＤ 组 ０.９７±０.１２ ０.７４±０.０５ ２.１４±０.１５
Ｆ ９９.６０ １２０.９５ １０４.８４
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

２.６　 ＲＯＳ 水平

荧光染色测定 ＲＯＳ 水平的结果显示ꎬ４ 组间

ＲＯＳ 荧光强度的差异有统计学意义(Ｆ ＝ ５０.０４ꎬＰ<
０.００１)ꎮ 与模型组(０.３０±０.０５)相比ꎬＧａｌ￣３ ＯＥ 组

ＲＯＳ 荧光强度(０.４８±０.０４)增强(Ｐ ＝ ０.００１)ꎬＧａｌ￣３
ＫＤ 组(０.２１±０.０２)减弱(Ｐ ＝ ０.０３６)ꎬ差异有统计学

意义ꎮ 见图 ３ꎮ

图 ３　 荧光染色分析各组细胞 ＲＯＳ 水平
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ

２.７　 细胞凋亡率

流式细胞术检测细胞凋亡的显示ꎬ４ 组间细胞

凋亡的差异有统计学意义(Ｆ ＝ １８８.４０ꎬＰ<０.００１)ꎮ

与模型组(２８.００±２.６６)相比ꎬＧａｌ￣３ ＯＥ 组(５０.１６±
２.２４)和 Ｇａｌ￣３ＫＤ 组的凋亡率(４０.５３±３.２５)升高ꎬ差
异有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎮ 见图 ４ꎮ

图 ４　 各组细胞凋亡情况
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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３　 讨　 论

巨噬细胞的 Ｍ１ / Ｍ２ 极化平衡及其与细胞自噬

的交互作用是调控炎症进程的关键环节[１１]ꎮ ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路作为细胞内重要的信号转导枢纽ꎬ
是调控自噬启动的关键负向开关ꎬ其活性受到生长

因子、营养状态等多种信号的精密调节ꎮ Ｇａｌ￣３ 在细

胞生长、黏附、炎症及免疫应答中扮演多重角色ꎬ其
异常表达与多种慢性炎症性疾病及纤维化进程密切

相关[１２￣１３]ꎮ 本研究系统验证 Ｇａｌ￣３ 通过抑制 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路ꎬ协同促进巨噬细胞自噬活化与

Ｍ２ 型极化的新功能ꎮ 与以往多关注 Ｇａｌ￣３ 在疾病

终末阶段表达变化的研究相比ꎬ本研究通过主动干

预 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中 Ｇａｌ￣３ 的表达水平ꎬ并结合多

维度功能学检测ꎬ直接验证了 Ｇａｌ￣３ 作为上游调控

分子ꎬ通过抑制 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路活性ꎬ从而协

同促进巨噬细胞自噬流与 Ｍ２ 型极化的新功能ꎬ为
理解炎症微环境中免疫细胞的代谢重编程提供了新

的理论视角ꎮ
Ｐｅｉ 等[１４]研究发现ꎬ沉默 Ｇａｌ￣３ 可逆转香烟烟

雾提取物引起的 Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路抑制和 ＡＭＰＫ 激

活ꎬ减少内皮前体细胞 ＲＯＳ 生成和细胞功能障碍ꎮ
本研究发现ꎬ过表达 Ｇａｌ￣３ 可显著下调 ＲＡＷ２６４.７
中 ｐ￣ＰＩ３Ｋ、 ｐ￣Ａｋｔ 及 ｐ￣ｍＴＯＲ 的蛋白水平ꎬ 提示

Ｇａｌ￣３是 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路的一个潜在抑制因

子ꎬ与上述研究结果基本一致ꎮ 经典自噬调控理论

认为ꎬＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 信号通路是自噬的关键负

调控途径ꎮ 该通路的激活会抑制自噬体的形成与成

熟ꎬ而通路抑制则可解除对自噬的阻断[１５]ꎮ 本研究

的发现扩展了对 Ｇａｌ￣３ 信号调控范围的认知ꎬ并将

其功能与巨噬细胞的自噬调控这一具体生物学过程

直接联系起来ꎬ为其在免疫代谢中的作用提供了新

的机制依据ꎮ
自噬作为维持细胞内环境稳定的重要过程ꎬ

已被证实与巨噬细胞功能极化密切相关ꎮ 巨噬细

胞的极化表型通常由特征性标志物界定ꎬ其中 Ｍ２
型极化与 ＣＤ２０６、ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β 及 Ａｒｇ￣１ 等分子的

上调相关[１６]ꎬ而 Ｍ１ 型极化则与 ｉＮＯＳ、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６
等分子的表达增加相联系[１７]ꎮ 已有研究证实ꎬ自噬

通过降解泛素化蛋白调控 ＮＦ￣κＢ 通路ꎬ从而抑制

Ｍ１ 型炎症反应[１８]ꎻＺｈｕ 等[１９] 进一步发现ꎬ自噬缺

陷会损害巨噬细胞的 Ｍ２ 极化能力ꎮ 本研究发现ꎬ
由 Ｇａｌ￣３ 过表达所诱导的自噬活化ꎬ与 Ｍ２ 型极化

标志物的上调及 Ｍ１ 型标志物的抑制同步发生ꎬ与

上述研究结论基本一致ꎬ提示在炎症微环境中ꎬ
Ｇａｌ￣３可能通过增强自噬ꎬ为巨噬细胞向修复性表型

转换提供必要的代谢基础ꎮ
在自 噬 的 分 子 机 制 层 面ꎬ 抑 制 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /

ｍＴＯＲ 通路可解除对 ＵＬＫ１ 复合物的抑制ꎬ促进自

噬体形成[２０]ꎮ Ｊｉａｎｇ 等[２１]在对肺动脉平滑肌细胞的

研究中发现ꎬＧａｌ￣３ 敲低可显著上调自噬底物 ｐ６２ 的

表达水平ꎬ提示 Ｇａｌ￣３ 可能通过促进自噬流清除

ｐ６２ꎬ参与细胞稳态维持ꎮ 本研究发现ꎬＧａｌ￣３ 过表达

可导致 ＬＣ３Ｂ￣ＩＩ / Ｉ 比值升高与 ｐ６２ 蛋白降解ꎬ提示

自噬流畅通ꎬ表明 Ｇａｌ￣３ 是驱动上述自噬￣Ｍ２ 极化

协同事件的一个关键上游诱因ꎬ其在连接信号通路、
自噬活化与细胞功能表型中均起到调控作用ꎮ

ＲＯＳ 作为自噬的上游信号ꎬ其适度升高可激

活自 噬ꎬ而 水 平 过 高 则 会 损 伤 线 粒 体 并 触 发

Ｃａｓｐａｓｅ 依赖性凋亡[２２￣２３] ꎮ Ｃｈｏｕ 等[２４] 研究发现ꎬ
Ｇａｌ￣３ 能够通过激活 ＮＡＤＰＨ 氧化酶促进 ＲＯＳ 产

生ꎬ从而诱导肿瘤细胞凋亡ꎮ 本研究发现ꎬＧａｌ￣３
过表达在促进自噬与 Ｍ２ 极化的同时ꎬ也伴随

ＲＯＳ 水平与凋亡率的升高ꎬ与上述研究结果基本

一致ꎮ 提示 ＲＯＳ /凋亡轴可能是 Ｇａｌ￣３ 免疫调控网

络中的一个组成部分ꎮ 本研究结果还表明ꎬＧａｌ￣３
ＫＤ 组细胞在 ＲＯＳ 水平降低的情况下ꎬ凋亡率仍

高于对照组的结果ꎬ与“自噬抑制引发凋亡补偿”
的观点[２５]一致ꎬ提示 ＲＯＳ /凋亡轴是 Ｇａｌ￣３ 免疫调

控网络中的一个复杂组成部分ꎮ Ｇａｌ￣３ 过表达所

引发的 ＲＯＳ 升高ꎬ可能是在激活保护性自噬通路

的同时ꎬ也启动了一个旨在清除过度活化细胞的

“安全开关”机制ꎮ 建议未来重点解析 ＲＯＳ 水平

的精确调控阈值ꎬ以及这一“开关”在生理与病理

状态下的具体意义ꎮ
本研 究 存 在 一 些 局 限 性: ① 实 验 仅 基 于

ＲＡＷ２６４.７ 细胞系开展ꎬ未在原代巨噬细胞或动物

模型中进行验证ꎬ限制了结果的外推性ꎻ②未深入解

析 ＲＯＳ 产生的具体上游机制以及其在自噬与极化

的因果作用ꎬ限制了对 ＲＯＳ 在该调控网络中中介作

用的完整阐释ꎻ③仅初步明确 Ｇａｌ￣３ 调控 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ / ｍＴＯＲ 通路的调控作用ꎬ未能进一步鉴定其直

接分子靶点ꎬ该通路在分子层面的精准调控逻辑仍
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