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特约综述

我们实验室主要利用酵母和哺乳动物细胞研究自吞噬在细胞及分子水平上的调控

机制, 主要关注细胞代谢同自吞噬的相互作用, 自噬过程晚期阶段的调控机制, 以
及自吞噬在细胞器生成过程中的作用。
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自噬过程的晚期阶段
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摘要        自噬是高度保守的细胞内降解途径。在此过程中, 部分细胞质和细胞器被双层膜的

囊泡包裹形成自噬体, 随后与溶酶体融合并降解被吞噬的物质。降解产物被释放到细胞质中重新用

于必需的物质和能量合成。本文主要关注自噬的晚期阶段, 即从自噬体合成结束到溶酶体再生过程。

通过对这一过程相关基因及蛋白产物的研究, 初步揭示了此过程的分子机制。
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自噬(autophagy)是细胞内一种溶酶体依赖性的

降解途径[1]。在真核细胞中, 自吞噬通常被划分为三

类: 巨自噬(macroautophagy)、微自噬(microaut-
ophagy)、分子伴侣介导的自噬(chaperone-mediated
autophagy)[2,3]。在本文中所涉及到的自噬是巨自噬,
在之后的叙述中将其统称为自噬。自噬是进化上非

常保守的细胞内降解过程, 主要用于细胞内物质的更

新以及促进细胞在营养缺陷下的存活。同时, 它也

在免疫防御、细胞程序化死亡、肿瘤抑制等方面发

挥了重要作用[4~6]。在过去的十年中, 自噬相关基因

及其产物的发现促进了对这一过程的理解, 为进一步

描述自噬的分子机制及功能奠定了基础。

自噬的机制是一个有趣的细胞生物学问题。在

真核细胞中, 自噬通常发生于较低的水平, 但在饥饿

等条件下自噬作用显著增强。如图 1 所示, 首先双

层膜片非选择性地沿部分细胞质延伸并形成一个封

闭的囊泡 —— 自噬体(autophagosome)[7]。随后, 自
噬体与溶酶体(在酵母细胞中为酸性囊泡)融合形成自

噬溶酶体。细胞质在溶酶体内部酸性水解酶的作用

下发生降解, 降解形成的氨基酸及脂类等产物被重新

释放到细胞质中供给所需的物质和能量的合成[8]。

通过对酵母基因的研究发现, 主要有约 30 种自噬相

关基因参与了此过程, 它们分别在自噬过程的不同阶

段起作用。目前的研究主要集中于自噬诱导及自噬

体形成的分子机制。这个过程受一套自噬基因控制,
其相关基因产物构成了自噬体合成的核心机器, 主要

为: Atg1 激酶复合物(Atg1、Atg13、Atg17、Atg29、
Atg31)、PI(3)K复合物(Vps34、Vps15、Atg6、Atg14、
Atg2、Atg9 和 Atg18)以及两个泛素类蛋白系统

(Atg8、Atg12、Atg7、Atg10、Atg5、Atg16、
Atg3 和 Atg4)[9]。到目前为止, 大量的研究较好地阐

释了这一过程。

然而相对于早期阶段, 对自噬晚期过程的理解知

之甚少。本篇综述主要关注自噬的晚期阶段, 并初

步揭示其分子机制。在这里, 我们将这一过程主要

分为四个部分: 1)自噬体的成熟; 2)自噬体与溶酶体/
液泡的融合; 3)物质的降解过程; 4)降解产物的释放
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以及溶酶体的再生。

1   自噬体的成熟

如上所述, 自噬体的合成需要多种Atg蛋白的参

与, 一旦自噬体合成完毕, 大部分 Atg 蛋白在与溶酶

体 /液泡融合前即从自噬体膜泡上脱落, 但位于内层

膜上的 LC3(在哺乳动物细胞中 Atg8 的同源物)仍滞

留在膜上。 LC3 在自噬过程中负责自噬体膜的延

伸。Atg8 在自噬体内外膜上均有一定分布, 但在自

噬体形成后外层膜上Atg8即被Atg4蛋白酶切除。研

究表明, 在自噬体合成前位于外膜上的这些Atg蛋白

可能还存在额外的作用。Yang 等[10]的研究发现,
Atg12-Atg5-Atg16复合物在融合前附着在自噬体外侧

细胞膜上可能起到衣被作用, 阻止了自噬体合成前与

溶酶体 /液泡的融合。同样, 位于自噬体外侧膜上的

Atg8-PE可能也发挥了相同的作用。由于这些Atg蛋
白的衣被作用, 它们在融合前从自噬体膜上撤回是非

常必要的。然而到目前为止, 这些 Atg 蛋白撤回的

机制还不清楚。细胞可能存在一些因素, 它们能监

测自噬体双层膜泡的完成从而启动自噬合成机器从

膜上撤离。近期在酵母中的研究发现, Atg1 在囊泡

合成的后期也起了重要作用, 它能启动Atg9和Atg11
从 PAS(phagophore assembly site, PAS)处撤离[11]。

这暗示Atg1的激酶活性可能在 PAS的解聚以及Atg

蛋白的撤回中发挥了重要作用。

在哺乳动物细胞中, 自噬体与溶酶体的融合是一

个复杂的过程。在融合之前, 自噬体还需与早期 /晚
期的内吞体融合从而成为成熟的自噬体。这一过程

使自噬体能够获得同溶酶体融合所需要的分子。

Nara 等[12]研究发现, 内吞体运输调控因子(SKD1
ATPase)突变体的过量表达抑制了内吞体向自噬体的

转运,  从而抑制了自噬体同溶酶体间的融合。

2   自噬体与溶酶体/液泡的融合

在形成封闭的双层膜泡后, 自噬体即被运送至液

泡 / 溶酶体处参与后期的融合过程。自噬体与溶酶

体/液泡的融合可分为三个过程: 1)细胞器靠近; 2)细
胞器之间锚定; 3)融合。上述每个过程都有不同的

物质参与, 共同作用促使了融合过程。酵母的分子

遗传学研究表明, 促使同型液泡融合的机器也参与了

自噬体与液泡的融合[13]。这些机器主要包括: SNARE
蛋白 Vam3、Vam7、Vtil1 和 Ykt6; NSF、SNAP、
Sec17、Sec18 和 Sec19; Rab 蛋白 Ypt7; class C Vps/
HOPS 复合物; Ccz1 和 Mon1[14,15]。

2.1  细胞器的靠近与锚定

细胞器靠近与锚定是融合的先决条件, 它需要

HOPS复合物和Rab蛋白等因素的参与。HOPS复合

物非常保守, 能与细胞器膜上的 t-SNARE Vam3 和

图 1　自噬的细胞生物学过程

Fig.1　The process of autophagy
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Rab GTPase Ypt7 相互作用[16]。由于 SNARE 复合物

相对较小, HOPS复合物结构的微小变化就会拉动其

移动较大的距离, 从而可能促进两个细胞器相互靠

近。近期研究显示, HOPS 复合物也能与 SNARE 和

Rab 共同作用促进囊泡的融合[17]。因此, HOPS 复合

物可能具有广泛的生物学功能, 在自噬过程中其精确

作用还需进一步证实。

Rab蛋白为小的GTP结合蛋白, 在推动囊泡运至

靶位点与锚定上发挥了重要作用[18]。近期的实验显

示, Rab7 GTPase被运送到自噬体膜对于融合是必需

的[19]。Liang等[20]证实UVRAG能够与 class C-Vps复
合物结合并活化Rab7 GTPase, 从而参与自噬体的成

熟过程。Rab 蛋白通过与脂分子尾部作用锚定于膜

泡表面, 活化的Rab蛋白负责将囊泡准确运送至靶位

点。然而, Rab蛋白参与的自噬体转运与锚定还需要

其他效应物的存在[21]。HOPS 复合物作为 Rab 蛋白

的一个效应物, 调节 Rab 蛋白的定向移动[22]。在哺

乳细胞中, hVps39也是Rab蛋白的一个效应物, 它调

节 Rab7 到早期的内体膜定位。Novick 等[23]研究发

现, Rab蛋白效应物并不是随机地分散在细胞器膜上,
而是聚集在特定区域。在融合过程中, Rab蛋白效应

物和 SNARE以及Rab蛋白相互作用, 这暗示Rab蛋
白可能通过对SNARE复合物的调控从而参与细胞器

的移动与锚定[24]。

此外在哺乳细胞中, 微管骨架蛋白也参与了自噬

体与溶酶体的融合。研究表明, 采用长春碱等药物

处理后, 微管聚合受到抑制同时阻断了自噬体的成熟;
而紫杉酚等药物处理不仅提高了微管的稳定性也促

进了自噬体与溶酶体的融合[25]。然而, 在自噬过程

中微管如何发挥作用还不清楚。Jahreiss 等[26]的研

究显示溶酶体聚集在微管组织中心附近, 随后自噬体

也沿着微管被运送至靠近的溶酶体部位。Yoshimori
等[27]和 Kouno 等[28]也发现, 部分 GFP-LC3 能与微管

动力蛋白相互作用, 而用抗LC3的抗体处理可抑制自

噬体沿着微管的移动。这表明, 自噬体与微管的相

互作用可能促进拉近与溶酶体的距离从而增大融合

几率。

2.2  融合

对于保证自噬的正常降解功能, 细胞器的融合是

一个重要的阶段。融合的完成可能需要多种物质的

参与, 包括 SNARE 复合物、Mon1-Ccz1 复合物、

ESCRT蛋白、UVRAG-Beclin复合物以及Lamp2等。

在酵母中, SNARE复合物不仅参与了同型液泡

之间的融合, 同样在自噬体与液泡的融合中也发挥了

重要作用[29,30]。SNARE复合物为大的跨膜蛋白家族,
在酵母和哺乳细胞中含有60多个成员。虽然这些成

员之间在结构和分子大小上有很大区别, 但是所有的

SNARE在细胞质部分均含有共同的成分——SNARE
motif。这些成员之间能形成包含 60~70 个氨基酸残

基的四螺旋桨结构。四螺旋桨的中心是由一个精氨

酸残基(R)和三个谷氨酸残基(Q)构成的离子层, 其中

每个残基来源于不同的SNARE蛋白。这四个SNARE
构成聚合物, 被称为 trans-SNARE 复合物。因此, 根
据不同的结构划分, SNARE蛋白可分为R-SNARE和
Q-SNARE[31]。在融合期间, 位于囊泡反面膜上的

SNARE蛋白聚合成 trans-SNARE复合物。根据经典

的拉链假说, 该复合物的聚合开始于SNARE motif的
N 端, 然后朝着 C 端不断延伸。此复合物在不同囊

泡的脂层之间搭桥, 不仅拉近了两个囊泡的距离, 同时

促进了融合孔的形成, 从而进一步启动融合反应[32]。

体外研究表明, SNARE 复合物能促进脂质体的融合
[33]。近期 siRNA敲除实验也表明, SNARE 蛋白可能

通过保守的卷曲螺旋结构域在两个细胞器间建立连

接进一步调节自噬体与液泡的融合[33]。而在哺乳细

胞中,  S N A R E 也能促进自噬体和溶酶体融合。

Atlashkin等[34]研究发现, 在SNARE蛋白Vti1b敲除的

鼠细胞中自噬体大量积累。SNARE复合物在融合中

的作用已被广泛研究, 但如何被运输至自噬体上行使

功能还不清楚。近期 SNARE研究模型显示, 至少一

种 SNARE 分子存在于成熟的自噬体膜上[35]。同时,
经典的形态学研究表明, 自噬体在与溶酶体融合前首

先与早期 / 晚期内吞体囊泡融合[36]。这暗示 SNARE
复合物可能通过内吞体囊泡被运输到自噬体。

Mon1-Ccz1复合物为膜结合蛋白, 它的定位需要

HOPS 复合物的 class C 亚基的参与。在自噬体与溶

酶体 / 液泡的融合中, Mon1-Ccz1 复合物也非常重

要。Wang 等[37]研究发现, Mon1-Ccz1 复合物能通过

Ypt7调节SNARE复合物的形成, 并进一步调节融合

过程。Wang 等[38]也发现此复合物的缺失会影响与

液泡的融合。

许多内吞体运输复合物(ESCRT)在自噬体的成

熟中也发挥了重要作用。Rusten 等[39]发现, ESCRT
复合物 vps28、vps25、vps32 或者 vps4 成分缺失导

致自噬体在细胞内的大量积累而不与溶酶体融合。

Lee等[40]研究发现通过mSnf7-2 siRNA敲除老鼠大脑

神经细胞的ESCRT-Ⅲ亚基, 在营养限制的情况下自
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噬效率显著降低。同时, 共聚焦显微镜观测结果显

示自噬体在细胞内大量积累, 仅有少量的自噬体与溶

酶体融合。这表明ESCRT复合物对于自噬体的成熟

是必需的。然而,  在酵母细胞中此复合物的缺失并

没有影响到自噬过程[41,42]。因此, ESCRT 复合物的

作用还需进一步确定。

ATPase 是一个大的蛋白质家族, 它能与许多蛋

白质相互作用促进细胞内膜的融合[43]。NSF 是一个

AAA ATPase, 与SNARE复合物结合并通过水解ATP
释放的能量促进 SNARE 循环利用。Ishihara 等[44]发

现在 Sec18(NSF 的同源物)突变的酵母中, 自噬体能

够形成但不能与液泡融合。此外, NSF 活性减弱同

样会导致融合速度降低。Csc1 是另外的 ATPase 成
员, 它通过控制 ESCRT 复合物的聚合也参与了自噬

体的成熟[4 5]。

在哺乳细胞中, UVRAG-Beclin1复合物也被认为参

与了后期的融合过程。Liang等[20]研究发现, UVRAG
的过量表达促进了自噬体与溶酶体的融合。因此在

自噬过程中, UVRAG-Beclin1复合物有更为广泛的功

能。

此外, 溶酶体膜蛋白Lamp2在自噬体的成熟过程

中也发挥了重要作用[46]。Saft ig 等[47]研究发现在

Lamp2敲除的鼠细胞中, 溶酶体并没有聚集在特定的

区域而是弥散性地散落在细胞质中。因此, 自噬体

不能与溶酶体融合而在细胞质中大量积累。

3   溶酶体内物质的降解

自噬体外层膜与溶酶体膜 /液泡膜融合, 自噬体

内层膜连同被降解物质一起进入溶酶体 /液泡内部。

在自噬过程中, 物质的降解主要分为两个步骤: 1)自
噬体内层膜断裂, 释放被包裹的物质; 2)物质在溶酶

体 / 液泡内部酸性水解酶的作用下发生降解。自噬

体膜的断裂是降解的第一步, 自噬体膜成分主要由大

量的脂质和少量蛋白组成。在酵母中, 自噬小体膜

的断裂依赖液泡的酸化作用和 Pep4/Prb1[13]。在液

泡或溶酶体内部,  几乎所有的酶均为酸性水解酶。

因而, 酸性的内环境对于维持稳定的酶活性及水解能

力是必需的。Pep4/Prb1是液泡内的一种水解酶, 参与

了液泡内部许多酶原的活化从而促进了膜的断裂[10]。

此外, Atg15/Cvt17 在自噬小体膜的断裂中发挥了重

要作用[48]。Atg15 的氨基酸序列与脂肪酶家族具有

较高的同源性, 是液泡内部唯一被公认的脂肪酶。

它在合成后通过多泡体途径运输进入液泡, 直接参与

了自噬小体膜的断裂。上述这些膜断裂因子已经广

泛被研究, 它们的缺失引起自噬降解功能的缺陷[49]。

这表明, 膜断裂因子对于释放内容物促进物质的降解

是必需的。

在酵母中, 内容物的降解需要液泡内部的一些酸

性水解酶。然而, 一些参与物质降解的酶蛋白在早

期通常以酶原形式存在, 不具有降解功能。因此, 物
质的完全降解需要预先对一些酶原进行活化, 这依赖

于内部的 Pep4/Prb1 蛋白。活化后的酶蛋白直接促

进内部物质的降解。

然而, 在哺乳细胞中自噬体与溶酶体融合形成自

噬溶酶体(autolysosome)。自噬溶酶体内物质的降解

直接依赖于溶酶体的酸性水解酶, 这类似于酵母液泡

内物质的降解过程。

4   降解产物的释放以及溶酶体的再生

自噬的目的是在营养缺失时降解细胞质中物质

促进循环利用, 从而抵御不利环境的影响。一旦细

胞质中的生物大分子在溶酶体内部被降解, 降解产物

将会被运回到细胞质中供给必要的生命活动。然而,
对这一过程的报道并不多见。研究表明, Atg22位于

液泡 /溶酶体膜上, 在调节自噬产生的氨基酸输出中

起了重要的作用[50]。除此之外, Avt3 和 Avt4 是酵母

细胞中通透酶家族成员, 它们能与Atg22共同作用促

进物质的输出[51]。在哺乳细胞中, Atg22 的类似物还

没有发现; Avt3和Avt4的哺乳细胞类似物已被识别,
分别为 SLC36A1/LYAAT-1 和 SLC36A4/LYAAT-2
[52]。由此, 上述三种因子促进了氨基酸从溶酶体中

输出。但是, 其他生物大分子如何输出细胞仍然需

要进一步研究, 比如一些糖类和脂类等[16]。

细胞中溶酶体的一定数量对于维持稳定的消化

功能是非常必要的。然而, 自噬体与溶酶体 /液泡的

融合会导致溶酶体 / 液泡数量的损失。为了维持溶

酶体的数量, 细胞可能通过两种途径共同完成。一

种是, 细胞不断地合成溶酶体的组分, 并组装成功能

性的溶酶体从而供给细胞的需求。其次, 一些研究

者发现, 细胞内存在着一种再生机制, 它允许溶酶体

从融合细胞器中再生出来并促进循环利用。但是,
这个过程需要内容物的凝集以及溶酶体膜从融合细

胞器中撤回。胞外实验显示, 溶酶体成分在ATPase和
Ca2+ 作用下凝聚并进一步从融合细胞器再生出来[13]。

然而在活细胞实验中, 小的囊泡管状结构被观察到以

出芽方式从融合细胞器伸出, 这种结构可能与溶酶体
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的再生有关[53]。Yu等[54]最近的研究发现在形成自噬

溶酶体的过程中, 多个溶酶体与自吞噬体相融合, 而
在完成降解及降解产物外转过程后, 吞噬溶酶体膜上

的溶酶体膜成分可以通过形成一个管状结构而回收,
这个管状结构从吞噬溶酶体上向外延伸, 其形成依赖

于微管, 管状结构在形成一定长度后会在顶端断裂而

形成一个没有溶酶体基质蛋白的“原溶酶体”。

“原溶酶体”又通过逐渐获得溶酶体酶而变成溶酶

体,  从而完成溶酶体的再生。“原溶酶体”的发现

使得自吞噬发生的整个过程更为完善, 但该过程还在

进一步的研究中。

5   结论

自噬是依赖于溶酶体的降解过程, 在自噬的晚期

阶段, 许多蛋白, 比如 SNARE 复合物、HOPS 复合

物及Rab蛋白等参与了自噬体同溶酶体的融合过程,
这些因子的共同作用完成了自噬体与溶酶体/液泡的

融合、物质的降解、降解产物的输出及溶酶体的重

建。目前, 自噬晚期阶段的研究还处于起步阶段, 进
一步增进对自噬晚期阶段的研究将会大大增强我们

对自噬过程的理解。
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The Late Stages of Autophagy

Wan-Qing Du, Li Yu*
(School of Life Science, Tsinghua University, Beijing 100084, China)

Abstract        Autophagy is highly conserved degradation process in which portions of cytosol and organelles
are sequestered into a double-membrane vesicle, an autophagosome, and delivered into a degradative organelle, the
vacuole/lysosome, for breakdown and eventual recycling of the resulting macromolecules. In this review, we dis-
cussed the late stages of autophagy, such as fusion of autophagosome with lysosome/vacuole, degradation of
autophagosome and reformation of lysosome from hybrids. Identification of many autophagy-related genes reveals
the machinery of the late stages of autophagy. Here, we summarize current information about the molecular mecha-
nism of this process initially.
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