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乳酸脱氢酶A通过AMPK信号通路抑制人脑

胶质瘤细胞线粒体自噬
刘菲  黄雪阳  杨梦婷  张俊尧  房文静  龚爱华*

(江苏大学医学院基础医学研究所, 镇江 212013)

摘要      该研究旨在探讨乳酸脱氢酶A(lactate dehydrogenase A, LDHA)对人脑胶质瘤细胞线

粒体自噬的影响。用质粒sh-EGFP或sh-LDHA转染人脑胶质瘤细胞株U87MG, qRT-PCR和Western 
blot检测干扰效率, 荧光染色技术检测线粒体ROS水平及线粒体膜电位, Western blot检测线粒体自

噬相关蛋白及AMPK信号通路相关蛋白表达。结果表明, 与sh-EGFP组相比较, sh-LDHA组人脑胶

质瘤细胞U87MG中LDHA的mRNA及蛋白质水平均显著降低, 线粒体ROS的产生增加, 线粒体膜电

位明显降低, 线粒体自噬相关蛋白PINK1、Parkin及BNIP3、BNIP3L的表达增高, AMPK的磷酸化

水平明显升高, 而mTOR的磷酸化水平降低。研究结果表明, LDHA能够通过抑制AMPK信号通路, 
降低线粒体ROS水平, 提高线粒体膜电位, 抑制线粒体自噬。
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Lactate Dehydrogenase A Inhibits Mitophagy in Human Glioma Cells via 
AMPK Signaling Pathway

LIU Fei, HUANG Xueyang, YANG Mengting, ZHANG Junyao, FANG Wenjing, GONG Aihua*
 (Institute of Medical Sciences, School of Medicine, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China)

Abstract       The aim of the study was to investigate the effect of LDHA on mitophagy in human glioma cells. The 
sh-LDHA or sh-EGFP plasmids were transfected into the glioma cells U87MG, respectively. qRT-PCR and Western blot 
were used to detect the efficiency of plasmid knockdown. The expression levels of mitophagy-related proteins and AMPK 
signaling pathway-related proteins were detected by Western blot. Then mitochondrial ROS and mitochondrial membrane 
potential levels were detected by fluorescence staining. Compared with sh-EGFP group, the mRNA and protein levels 
of LDHA were significantly decreased, and mitochondrial ROS level raised, mitochondrial membrane potential declined 
in the sh-LDHA group. Also, the expression of mitophagy-related proteins PINK1, Parkin, BNIP3, BNIP3L and AMPK 
signaling pathway-related proteins p-AMPK were significantly increased, while p-mTOR was decreased under these pro-
cessing conditions in the sh-LDHA group. In summary, LDHA inhibits AMPK signaling pathway, reducing mitochondrial 
ROS levels, enhancing mitochondrial membrane potential, and inhibits mitophagy.
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肿瘤细胞偏好于有氧糖酵解[1]。糖酵解的异常

活跃满足了肿瘤细胞对于生物大分子合成代谢的

需要, 提供了大量的代谢前体物质, 为肿瘤细胞的

生存能力提供优势[2]。糖酵解的产物乳酸可诱导肿
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瘤细胞的上皮间质转化 , 促进肿瘤细胞的侵袭与

转移 [3]。乳酸脱氢酶 (lactate dehydrogenase, LDH)
催化糖酵解过程的最后一步 , 是催化乳酸和丙酮

酸相互转化的同工酶。乳酸脱氢酶A(lactate dehy-
drogenase A, LDHA)在肿瘤中异常高表达, 通过将

丙酮酸转化为乳酸来促进糖酵解过程。研究表明 , 
LDHA是改变糖酵解代谢的关键 , 与肿瘤的恶性进

展高度相关[4]。

线粒体氧化磷酸化与糖酵解间的能量代谢平衡

一直是癌症研究的重要问题。鉴于线粒体在细胞能

量转换过程中发挥的重要作用, 多余或是受损的线粒

体必须被及时且有效地清除, 以保证细胞能量代谢

的正常进行。在环境恶劣, 如活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)刺激、营养缺乏、细胞衰老等条件下, 
细胞内线粒体膜发生去极化[5], 从而启动线粒体自噬

途径, 选择性分离并降解受损或多余的线粒体[6]。然

而, LDHA是否影响线粒体自噬尚不清楚[7]。研究证实, 
LDHA的过表达可以抑制细胞呼吸, 使肿瘤细胞产生

的ROS减少, 维持线粒体膜的极化状态[8]。因此, 我们

推测LDHA通过调节线粒体自噬维持肿瘤细胞内能

量稳态。本研究通过干扰LDHA的表达, 观察其对

线粒体自噬的影响, 为线粒体自噬的激活及线粒体

质量控制机制提供了新的认识。

1   材料与方法
1.1   细胞及质粒

本研究所用人脑胶质瘤细胞株U87MG购自中

国科学院上海细胞库。慢病毒包装质粒psPAX2、
穿梭质粒pMD2.G由江苏大学医学院细胞生物学研

究室保存。pLKO.1-sh-EGFP、pLKO.1-sh-LDHA质
粒由本课题组前期构建, 具体引物序列见文献[9]。
1.2   试剂及仪器

胎牛血清、嘌呤霉素购自Gibco公司; DMEM培

养基、PBS磷酸盐缓冲液购自Hyclone公司; RNAiso
裂解液购自TaKaRa公司 ; 逆转录试剂盒、羊抗兔、

羊抗鼠二抗、MitoSOXTM Red荧光染料购自Thermo 
Fisher Scientific公司 ; 2× SYBR Green Mix溶液购自

Bio-Rad公司; 兔抗人β-tubulin抗体购自Abcam公司; 
鼠抗人LDHA抗体购自Santa Cruz Biotechnology公
司 ; 信号通路相关抗体购自Cell Signaling Technol-
ogy公司 ; ECL发光液购自Millipore Immobilon公司 ; 
6孔、24孔、96孔等培养板购自上海Excell Biology

公司 ; JC-1荧光探针购自上海碧云天生物技术有限

公司。

仪器包括 : CO2细胞培养箱 (Thermo Fisher Sci-
entific公司)、超净细胞工作台(苏州净化设备有限公

司)、化学发光成像仪(北京赛智创业科技有限公司)、
荧光定量PCR扩增仪(Bio-Rad公司)和荧光倒置显微

镜(Carl Zeiss公司)。
1.3   细胞培养

将人脑胶质瘤细胞U87MG培养于含10%灭活

胎牛血清的高糖DMEM培养基中, 置于37 °C、5.0% 
CO2及饱和湿度培养箱中培养至对数生长期 , 用于

后续实验。

1.4   实时荧光定量PCR(qRT-PCR) 
按照 Tr izo l试剂说明书提取脑胶质瘤细胞

U87MGsh-EGFP组和 sh-LDHA组的RNA, 并反转

录成模板 cDNA, 扩增内参基因GAPDH和目的基因

LDHA。LDHA上游引物序列为 : 5′-CCA ACA TGG 
CAG CCT TTT CC-3′; 下游引物序列为 : 5′-TCA 
CGT TAC GCT GGA CCA AA-3′。GAPDH上游引

物序列为 : 5′-CTC CTC CAC CTT TGA CGC T-3′; 
下游引物序列为 : 5′-GGG TCT CTC TCT TCC TCT 
TGT G-3′。采用2–ΔΔCt法分析LDHA的相对表达量(RQ
值), 其中ΔCt=Ct目的基因–Ct内参, ΔΔCt=ΔCt实验组–ΔCt对照组, 
RQ=2–ΔΔCt。

1.5   蛋白质印迹法检测相关蛋白的表达

裂解细胞时加入预先配置好的蛋白裂解液, 100 °C
加热10 min, 4 °C 12 000 r/min离心10 min。采用十二

烷基硫酸钠–聚丙烯酰胺凝胶电泳分离样品, 湿转

法转印至PVDF膜, 5%牛血清白蛋白室温封闭1 h。
LDHA抗体稀释比例为1000 1׃, β-tubulin抗体稀释比

例为1000 10׃, 一抗4 °C孵育12 h。羊抗兔、羊抗鼠

二抗稀释比例为1000 10׃, 室温孵育1 h, 采用增强化

学发光法显影, 图像分析, 每组实验独立重复3次。

1.6   荧光染料检测ROS
按照每孔5×104个细胞将sh-EGFP组与sh-LDHA

组稳转细胞均匀接种于24孔板内, 培养16~18 h后, 用
DMSO避光配置MitoSOX™ Red储存液 (5 mmol/L), 
用PBS缓冲液避光稀释 MitoSOX™ Red储 (000 1׃1)
存液配置为5 μmol/L的MitoSOX™ Red工作液, 弃去

细胞培养基 , 用预热的PBS缓冲液洗涤细胞1次。随

后将MitoSOX™ Red工作液按照300 μL/孔加至孔内, 
37 °C避光孵育10 min, 吸出培养液, 用预热的PBS缓
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冲液洗涤细胞3次, 再加入500 μL预热的PBS缓冲液, 
立即置于荧光显微镜下观察, 拍照保存。

1.7   线粒体膜电位检测

将 sh-EGFP组与 sh-LDHA组稳转细胞消化重悬

后均匀接种至24孔板 , 每孔约5×104个细胞。避光配

置JC-1染色工作液, 剧烈振荡充分混匀。弃去24孔板

内的培养基, 使用PBS缓冲液洗涤细胞1次, 每孔加入

细胞培养液250 μL, 随后加入250 μL配置好的JC-1染
色工作液, 充分混匀后放置于细胞培养箱, 37 °C避光

孵育20 min。孵育过程中配制1× JC-1染色缓冲液 , 
放置于冰浴。孵育结束后弃去上清 , 用1× JC-1染色

缓冲液洗涤细胞2次 , 最后加入500 μL细胞培养液 , 
立即置于荧光显微镜下观察, 拍照保存。

1.8   计算相对荧光强度

采用ImageJ软件在相同的参数设定下分析荧光

图像中的荧光强度及细胞数 , 计算实验组相对于对

照组的相对荧光强度。

1.9   生物信息学分析

下载美国癌症基因组图谱计划 (The cancer ge-
nome atlas, TCGA)中434例脑胶质瘤患者的基因表

达及临床相关数据 , 分析不同级别脑胶质瘤患者中

LDHA的基因表达水平。下载中国脑胶质瘤基因组

图谱 (Chinese Glioma Genome Atlas, CGGA)中315
例患者的mRNA及临床相关数据 , 将患者按LDHA

的mRNA表达水平分组 , 低于均值为LDHA低表达

组 (n=158), 高于均值为LDHA高表达组 (n=158), Ka-
plan-Meier生存曲线分析并比较两组患者的生存期。

1.10   统计学处理

用均数±标准差(x
_
±s)显示实验数据, 两样本均

数比较采用t检验, 采用GraphPad Prism 7统计软件进

行差异分析, P<0.05为具有显著性差异。

2   结果
2.1   LDHA在脑胶质瘤中的表达及预后分析

TCGA数据库分析结果显示, LDHA在级别最

高、预后最差的间质型中表达水平最高, 而在其

他亚型的脑胶质瘤中LDHA基因表达水平相对较

低(图1A)。病人生存预后分析结果显示, LDHA
高表达组病人的总体生存期较低(P<0.05, 图
1B)。数据库分析结果提示, 高表达的LDHA预示

着脑胶质瘤患者预后生存期短, 有一定的诊断价

值。

2.2   LDHA的干扰效率

qRT-PCR检测结果显示, 在U87MG细胞中, sh-
LDHA组LDHA的mRNA表达水平明显低于sh-EGFP
组, 差异具有统计学意义(P<0.05, 图2A)。同时, 
Western blot与灰度分析结果显示, sh-LDHA组LDHA
的蛋白表达也较sh-EGFP组明显下降(P<0.05, 图

A: TCGA数据库分析LDHA在不同亚型脑胶质瘤中的基因表达水平; B: CGGA数据库分析表明, LDHA表达与脑胶质瘤病人生存期相关。

A: the gene expression levels of LDHA in 4 subtypes of glioblastoma by TCGA database; B: analysis of the CGGA database indicates that LDHA 
expression is correlated with patient' overall survival.

图1   LDHA在脑胶质瘤中的表达及病例分析

Fig.1   The expression pattern and clinical significance of LDHA in gliomas
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2B和图2C)。上述结果表明, 本研究所用干扰质粒

pLKO.1-sh-LDHA能够有效抑制U87MG中LDHA的

mRNA及蛋白的表达。

2.3   sh-LDHA导致线粒体ROS水平增加及线粒体

膜电位降低

采用MitoSOX™ Red荧光染料检测线粒体

ROS水平, MitoSOX™ Red能够被超氧化物氧化, 
氧化产物结合核酸后能够产生大量红色荧光。结

果显示, 在U87MG细胞中干扰LDHA后, 红色荧

光强度增强(图3A和图3B), 即线粒体内ROS的
水平增加。线粒体膜电位的检测结果显示, 在
U87MG细胞中干扰LDHA后, 在同一荧光强度下, 
代表线粒体膜电位高的红色荧光强度减弱, 代表

线粒体膜电位低的绿色荧光强度增加(图3C和图

3D), 表明下调LDHA引起了线粒体膜电位的降

低。

2.4   sh-LDHA促进线粒体自噬

Western blot结果显示 , U87MG细胞中干扰

LDHA后 , 线粒体自噬相关通路蛋白PINK1-Parkin
及BNIP3-BNIP3L发生明显变化。PTEN诱导的假定

激酶1(PTEN induced putative kinase 1, PINK1)、帕

金蛋白 (Parkin)、磷酸化的泛素 (phospho-ubiquitin, 
p-ubiquitin)、死骨片1(sequestosome 1, p62)、视神

经病变诱导蛋白 (optineurin)、Bcl-2/E1B-19kDa相
互作用蛋白3(BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-
interacting protein 3, BNIP3)、Bcl-2/E1B-19 kDa相
互作用蛋白3样 (BCL2/adenovirus E1B 19kDa inter-
acting protein 3-like, BNIP3L)、轻链3B(light chain 
3B, LC3B)蛋白表达水平显著升高 (图4), 由此可见 , 
U87细胞干扰LDHA后, 会通过线粒体自噬相关蛋白

通路促进线粒体自噬。

2.5   sh-LDHA激活AMPK信号通路

在干扰LDHA的情况下, 在U87MG细胞内检测

AMPK信号通路相关蛋白的表达情况。Western blot
结果显示 , sh-LDHA组磷酸化的腺苷活化蛋白激酶

(phospho-5′ AMP-activated protein kinase, p-AMPK)
及磷酸化的结节性硬化症相关蛋白2(phospho-tuber-
ous sclerosis complex-2, p-TSC2)的蛋白表达水平较

sh-EGFP组明显升高 , 磷酸化的mTOR调节相关蛋

白 (phospho-regulatory-associated protein of mTOR, 
p-Raptor)及磷酸化的哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

(phospho-mammalian target of rapamycin, p-mTOR)
的蛋白表达水平降低。由此可见 , 干扰LDHA后 , 
AMPK磷酸化水平升高 , AMPK被激活 , mTOR磷酸

化水平降低 , mTOR被抑制 , 线粒体自噬被激活 (图
5)。

A: qRT-PCR检测U87MG细胞中LDHA的mRNA表达水平; B: Western blot检测U87MG细胞中LDHA蛋白质表达水平; C: 蛋白条带灰度相对分析。

*P<0.05。
A: the mRNA expression of LDHA in U87MG cells was detected by qRT-PCR; B: the protein levels of LDHA in U87MG cells were detected by 
Western blot; C: the relative protein levels of LDHA were detected by densitometry. *P<0.05.

图2   验证sh-LDHA质粒的干扰效率

Fig.2   Verification the interference efficiency of sh-LDHA plasmid
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A: Western blot检测线粒体自噬相关蛋白表达水平变化; B: 蛋白条带灰度相对分析。*P<0.05, 与sh-EGFP组相比。

A: Western blot was performed to detect the expression levels of mitophagy-related proteins after transfecting the sh-LDHA or sh-EGFP plasmids into 
U87MG cells; B: the relative protein levels of mitophagy-related proteins were detected by densitometry. *P<0.05 vs sh-EGFP group.

图4   干扰LDHA促进线粒体自噬

Fig.4    LDHA interference promotes mitophagy

A: 在U87MG细胞中干扰LDHA后, 荧光染色检测线粒体ROS水平; B:荧光强度相对分析; C: 在U87MG细胞中干扰LDHA后, 荧光染色检测线粒

体膜电位; D: 荧光强度相对分析。*P<0.05。
A: fluorescence staining was performed to detect mitochondrial ROS level after transfecting the sh-LDHA or sh-EGFP plasmids into U87MG cells; B: 
analysis of relative fluorescence intensity; C: fluorescence staining was performed to detect mitochondrial membrane potential after transfecting the sh-
LDHA or sh-EGFP plasmids into U87MG cells; D: analysis of relative fluorescence intensity. *P<0.05.

图3   干扰LDHA增加线粒体ROS水平并且降低线粒体膜电位

Fig.3   LDHA interference increases mitochondrial ROS levels and reduc es mitochondrial membrane potential
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3   讨论
葡萄糖代谢异常是肿瘤细胞能量代谢重编

程最为突出的特征, 优先将葡萄糖代谢为乳酸[10]。

LDHA在肺癌[11]、胰腺癌[12]、乳腺癌[13]和前列腺癌[14]

等多种恶性肿瘤中的表达均显著增高。抑制LDHA
可以减少肿瘤细胞生长所需能量的产生[15], 但目前

我们对于LDHA抑制所产生的效应及其控制机制知

之甚少。本研究首先对TCGA和CGGA两种胶质瘤

数据库进行生物学分析, 结果显示, LDHA在最恶性

的间质型脑胶质瘤患者中高表达, 且与脑胶质瘤患

者的生存期呈负相关, 提示LDHA可能成为标志人脑

胶质瘤发生发展及病人预后的分子指标。

在ROS刺激、营养缺乏、细胞衰老等不利因素

存在的情况下, 线粒体自噬能够维持线粒体质量的

完整性和数量的充足性, 以保证最大程度的能量供

应, 维持细胞内环境稳定[16]。PINK1聚集于线粒体

外膜, 促使Parkin的泛素区域Ser65磷酸化, 使其从胞

质中聚集到线粒体膜上。Parkin泛素化下游多种线

粒体外膜蛋白。泛素化的蛋白被受体蛋白p62和Op-
tineurin识别, 并与自噬标志物LC3结合, 从而启动自

噬体的形成[17]。线粒体发生损伤后, 定位于线粒体

外膜上的BNIP3、BNIP3L直接与LC3相互作用, 介
导线粒体清除[18]。本研究结果显示, 在干扰LDHA
后 , PINK1、Parkin、p-ubiquitin、p62、Optineurin、
BNIP3、BNIP3L及LC3B的蛋白表达水平均明显升

高, 这提示, 干扰LDHA的表达导致PINK1-Parkin及
BNIP3-BNIP3L途径的线粒体自噬增加。

细胞内有两个重要的能量感受器: AMPK及

mTOR。AMPK是高度保守的新陈代谢调节因子, 能
在生理水平的代谢应激条件下维持细胞内能量平

衡[19]。在营养缺乏的条件下, AMP/ATP比值升高, 
Thr172位点的AMPK磷酸化水平增加, AMPK被激活, 
在Ser1387位点磷酸化TSC2并激活TSC2[20], 同时抑

制Raptor在Ser792位点的磷酸化[21], 从而使Ser2448位
点的mTOR磷酸化水平降低, 衰减mTOR活性, 降低

细胞内的ATP需求以维持细胞的能量平衡。有研究

表明, 低LDHA可通过调控细胞质ROS水平抑制人胆

管癌细胞的生长[22]。另一项研究表明, 抑制AMPK信

号通路能够阻断依赖ROS发生的自噬[23]。SCHIEKE
等[24]在T细胞中发现, 雷帕霉素抑制mTORC1 12 h后, 
线粒体膜电位降低, 这表明, mTORC1的活性与线粒

体膜电位呈正相关。因此, 我们推测, AMPK信号通

路也参与对脑胶质瘤细胞内线粒体自噬的调控作

用。本实验研究在脑胶质瘤细胞中干扰LDHA后, 是
否可以通过激活AMPK信号通路, 从而激活线粒体

自噬。结果表明, 干扰LDHA后p-AMPK及p-TSC2蛋
白的表达水平明显升高, p-Raptor及p-mTOR蛋白的

表达水平降低, AMPK被激活, mTOR被抑制, 线粒体

ROS生成增加, 线粒体膜电位降低, 提示干扰LDHA
能够激活AMPK信号通路, 导致ROS生成增加, 线粒

A: Western blot检测在U87MG细胞中干扰LDHA后, AMPK信号通路相关蛋白表达水平; B: 蛋白条带灰度相对分析。*P<0.05。
A: Western blot was performed to detect the expression levels of AMPK signaling pathway-related proteins after transfecting the sh-LDHA or sh-
EGFP plasmids into U87MG cells; B: the relative protein levels of AMPK signaling pathway-related proteins was detected by densitometry. *P<0.05.

图5   干扰LDHA激活AMPK信号通路

Fig.5   LDHA interference activates AMPK signaling pathway
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体膜电位降低, 最终导致线粒体自噬增加。

本研究表明, LDHA能够抑制脑胶质瘤细胞中

AMPK信号通路的激活, 抑制线粒体ROS生成, 提高

线粒体膜电位, 从而抑制线粒体自噬, 为线粒体自噬

和线粒体质量控制机制提供了新的认识, 但其在体

内的具体作用效果仍需进一步研究证实。
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