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p11对神经细胞自噬的影响及其作用机制
冯来鹏1,2,3  郭继强1,2,3  杨婷婷1,2,3  沈  颖1,2,3  王  辉1,2,3*

(1新乡医学院免疫学研究中心, 新乡 453000; 2河南省分子诊断与医学检验技术协同创新中心, 新乡 453000; 
3河南省免疫与靶向药物重点实验室, 新乡 453000)

摘要      该研究主要探讨p11(又称为S100A10)蛋白质对神经母细胞瘤细胞系(SH-SY5Y)和小

鼠海马细胞自噬的影响及其作用机制。该文利用p11过表达质粒pcDNA3.0-p11和p11基因敲低质粒

Si-p11分别转染至SH-SY5Y内, 24 h后提取其蛋白质和总RNA测其自噬相关基因的mRNA和蛋白质

水平; 利用C57BL/6J小鼠腹腔注射丙咪嗪, 来上调小鼠海马p11的表达水平, 然后提取其海马组织的

蛋白质和总RNA测其自噬相关基因的表达情况。该研究结果显示, p11基因过表达对神经细胞自噬

发挥下调作用, p11敲低后对自噬发挥上调作用; p11基因敲除小鼠的海马细胞的自噬是上调的, 海
马细胞p11高表达后自噬是下调的。因此认为, p11对于神经细胞自噬有可能发挥下调作用。
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The Role of p11 in Nerve Cells Autophagy and Its Underlying Mechanism 
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Abstract       This study is to explore the effect of p11 (also known as S100A10) on the autophagy of 
both neuroblastoma cell line (SH-SY5Y) and mouse hippocampal cells and its mechanism. Both the plasmid of 
over-expression of p11 (pcDNA3.0-p11) and the plasmid of gene knockdown of p11 (Si-p11) were transfected 
into SH-SY5Y. Then after 24 h, total protein and RNA of SH-SY5Y were extracted which were measured the 
expression of autophagy-related genes mRNAs and proteins. Then, C57BL/6J mice were injected imipramine 
into abdominal cavity to raise the expression level of p11 in hippocampus. The protein and RNA of hippocampus 
in injected C57BL/6J mice were extracted to detect the expression of autophagy-related genes. The results of 
the cell-experiments showed that the overexpression of p11 had a down-regulation effect on autophagy of nerve 
cells, and gene knockdown of p11 had an up-regulation effect on autophagy of nerve cells. The autophagy of 
hippocampal cells in mice without p11 was up-regulated, and the autophagy of hippocampal cells in mice with 
p11 overexpression was down-regulated. Therefore, we believe that p11 may play a down-regulated role in the 
autophagy of nerve cells.
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p11又称为S100A10, 是S100家族的成员, 广泛

分布于小鼠大脑、胃肠道、肾、肝、肺、脾和胸腺

等部位[1]。随着研究的不断深入, 发现p11的缺失可

促进抑郁的产生[2], 并有可能参与IFN-α诱导的抑郁[3]。

抗抑郁药可以调控大脑自噬, 说明抑郁症病人神经系

统自噬功能有可能是异常的[4]。p11可以调控actin的
结构, 敲除p11, 细胞的actin结构受到严重制约[5]。究

其原因, 是因为p11是肌动蛋白的组织应力纤维所必

需的, 并且它可以促进细胞极化和扩散[6]。Annexin 
A2和p11通常以四聚体的形式发挥作用, 它们一起可

以促进血纤维蛋白酶的激活和促进瘤的形成等[7-8]。

Annexin A2通过酪氨酸激酶和actin结合后再与细胞膜

偶联, 在细胞内吞作用和细胞极化中发挥作用[9]。随

着研究的不断深入, 有人发现, 转录调控Annexin A2
可以提高饥饿诱导的自噬, 这很有可能是通过JNK
信号通路发挥作用[10]。近年来又发现, 在绿脓杆菌

感染中, Annexin A2通过Akt1-mTOR-ULK1/2信号通

路调控自噬[11], 那么p11与自噬有可能也是相关的。

为了更加全面地阐明p11基因在神经细胞自噬中的

作用和机制研究, 本研究利用p11敲除小鼠研究p11
敲除或过表达对神经细胞和小鼠海马自噬功能变化

的影响及其相关分子机制。

根据吞噬物进入溶酶体的途径不同将自噬

分为3类 : 巨自噬 (macroautophagy)、微自噬 (micro-
autophagy)及分子伴侣介导的自噬 (chaperone me-
diated autophagy, CMA)[12]。其中, 研究得较为充分

的巨自噬可以被压力诱导激活[13-14]。神经元自噬通

路的失调可能导致抑郁症[15]。本研究运用转染试

剂分别将质粒p11敲低质粒Si-p11和p11过表达质粒

pcDNA3.0-p11转染至SH-SY5Y细胞, Western blot法检

测诱导细胞自噬对p11蛋白质水平, 研究p11蛋白质水

平变化与细胞自噬之间的关系。而研究自噬通常有2
个蛋白质指标, 分别是p62和LC3II/I。其中, p62有2个
结构域 , UBA(ubquitin-associated domains)和LIR(LC3-
interacting region), 通过其LIR区域, p62可以和LC3结
合进而促进选择性自噬[16-17]。LC3I存在于细胞质中, 
LC3II是一种膜结合蛋白, 存在于自噬体的膜内和膜

外, 自噬发生时, LC3I的一部分可以转换成LC3II[18]。

丙咪嗪(imipramine, IMI)是临床上治疗抑郁症

的常规用药, 有文章报道, 丙咪嗪可以提高小鼠海马

p11的表达[19]。借此, 我们将利用本实验已有的p11
基因敲除的小鼠以及建立小鼠海马p11过表达模型

来研究p11过表达小鼠海马自噬的情况, 另外, 我们

通过将pcDNA3.0-p11和Si-p11质粒转染至SH-SY5Y
来研究p11是否参与神经细胞的自噬。

1   材料与方法
1.1   材料

SH-SY5Y细胞和表达p11的重组质粒pcDNA3.0
均为本课题组保存。DMEM高糖培养基和胎牛血清

购自美国Gibco公司。胰蛋白酶、SDS-PAGE凝胶

配制试剂盒、SDS-PAGE蛋白质上样缓冲液、SDS-
PAGE电泳液以及Western blot转膜液购自上海碧云

天生物技术有限公司。总蛋白提取试剂盒购自凯基

生物技术股份有限公司。Trizol购自TaKaRa公司。

反转录试剂盒和PCR Mix购自TOYOBO公司。鼠源

β-actin、兔源p62抗体、p11抗体、LC3抗体、羊抗

鼠及羊抗兔二抗购自Proteintech公司。PVDF膜和

ECL化学发光液购自Milipore公司。丙咪嗪购自华

中海威公司。Lipo 2000购自Invitrogen公司。SiRNA 
duplex购自Sigma公司。

1.2   方法

1.2.1   动物分组      利用CRISPR/CAS9技术建立p11
基因敲除小鼠, 本研究用的为p11第二外显子缺失7
个碱基对的“Δ7小鼠”。小鼠基因背景为C57BL/6J, 
由美格生物科技提供, 小鼠均维持在SPF级的饲养

环境。小鼠长到8周以后, WT和Δ7小鼠各取7只, 提
取海马组织, 用液氮研磨, 加1×Tricine上样缓冲液, 
99 °C金属浴10 min, 上样10 μL, Western blot测定

p62、LC3、p11、actin蛋白质水平。本文中所有小

鼠实验均经过新乡医学院伦理委员会批准。

1.2.2   给药      将14只野生型C57BL/6J小鼠分为IMI
和PBS两组, 每组7只。IMI组注射丙咪嗪(华中海威), 
用量20 mg/kg。PBS组注射PBS, 用量同上, 每天上

午10点注射, 注射21 d。
1.2.3   海马组织蛋白和基因的检测      给药21 d后提

取其海马组织的蛋白质和mRNA, Western blot检测

p62、LC3、p11、actin蛋白质水平, Real-time PCR检
测p11、GAPDH mRNA水平。

1.2.4   细胞培养      SH-SY5Y细胞用含10%胎牛血

清的DMEM, 置于37 ° C、5% CO2的培养箱中培养。

1.2.5   质粒转染      将pcDNA3.0、Si-p11、pcDNA3.0- 
p11质粒分别转染至培养在24孔板的SH-SY5Y细胞

中, 5 h后换成完全培养基。
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1.2.6   Real-time PCR检测      细胞培养48 h后, 吸取

其培养基, 用PBS清洗2遍, 加1 mL Trizol, 呈“十”字
晃动24孔板, 显微镜下观察细胞全部处于漂浮状态, 
然后转移至1.5 mL无RNA酶EP管中, 置于冰上, 加
入200 μL氯仿, 在振荡仪上振荡5~10 s, 静置10 min, 
之后12 000 r/min离心10 min, 吸取上清400 μL, 转
移至另外的无RNA酶EP管中, 加入等体积的异丙醇, 
–20 °C放置30 min。从–20 °C取出再次12 000 r/min
离心30 min, 观察沉淀, 用枪吸出液体, 加入75%酒

精清洗2遍, 12 000 r/min离心5 min, 吸去上清液, 
37 °C放置5 min, 使乙醇挥发, 加入10 μL DEPC水, 
溶解沉淀, 配制1.2%琼脂糖凝胶, 有条带出现, 然
后用TOYOBO试剂盒逆转录, 最后7500 Fast Real-
Time PCR System进行Real-time PCR。引物见表1。
1.2.7   Western blot检测      细胞增殖达到80%~90%
汇合时, 弃去培养基, 冷PBS漂洗2遍, 加入1×Tricine
上样缓冲液100 μL, 刮下细胞后放入1.5 mL无酶

离心管中, 煮沸变性10 min。蛋白质样品于10% 
Tricine-SDS-PAGE分离胶、4% Tricine-SDS-PAGE

浓缩胶进行电泳, 湿转法转膜, 5%脱脂牛奶封闭2 h, 
一抗4 °C孵育过夜, TBST洗膜3遍, 二抗室温孵育

1.5 h, TBST洗膜3遍, 加ECL发光试剂发光。

1.3   统计处理 
采用Graphad Prism 6.0软件进行t检验和单因素

方差分析。各实验独立重复3次, 数据以均数±标准

差表示。P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   p11敲除对小鼠海马组织p62表达的影响

Western blot结果(图1)显示, p11敲除的小鼠p11
明显下调, p62也明显下调。p62是自噬的一个敏感

指标, 有2个蛋白质结构域, 分别是UBA和LIR, 通过

其LIR区域, p62可以和LC3结合, 进而促进选择性自

噬[16-17], 说明p11敲除的小鼠海马细胞的自噬受到了

影响。

2.2   小鼠海马组织p11高表达对p62表达的影响

已有文献报道, 丙咪嗪(20 mg/kg)腹腔注射21 d
可以提高小鼠海马p11的表达[19]。我们将14只9周龄
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图1   小鼠p11基因敲除后海马细胞p62、p11蛋白的表达水平

Fig.1   p62, p11 expression levels of hippocampal cells in mice with p11 knock out

表1   实时定量PCR引物序列

Table 1   Primer sequence used for Real-time PCR
基因 引物序列(5′→3′)

Gene Primer  sequence (5′→3′)

H-GAPDH F: GGA GCG AGA TCC CTC CAA AAT

R: GGC TGT TGT CAT ACT TCT CAT GG

H-p11 F: GGC TAC TTA ACA AAG GAG GAC C

R: GAG GCC CGC AAT TAG GGA AA

H-PI3K F: TAT TTG GAC TTT GCG ACA AGA CT

R: TCG AAC GTA CTG GTC TGG ATA G

M-GAPDH F: AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG

R: TGT AGA CCA TGT AGT TGA GGT CA

M-p11 F: TGG AAA CCA TGA TGC TTA CGT T

R: GAA GCC CAC TTT GCC ATC TC
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小鼠平均分成2组, 每组7只。每天上午进行注射, 实
验组注射丙咪嗪(20 mg/kg), 对照组注射PBS。注射

21 d后, 取其海马组织, 液氮研磨, 3只提取其总蛋白

质, 另外4只提取其总RNA。总RNA提取好以后, 立
刻逆转录, cDNA于–20 °C保存。Western blot结果显

示, IMI组p11、p62、Annexin A2明显上调, LC3II/I
下调(图2A), p11过表达以后, 自噬有可能是下调的。

Real-time PCR结果所示, 实验组p11 mRNA水平上

调, 说明丙咪嗪有可能通过影响p11的转录来影响

p11的表达(图2B)。
2.3   SH-SY5Y细胞系p11过表达对LC3II/I的影响

用DMEM培养SH-SY5Y细胞, 铺24孔板过后第

2 d进行转染。pcDNA3.0、pcDNA3.0-p11分别转染

后进行Real-time PCR, 另2个孔提取总蛋白质。Western 
blot结果显示, p11表达上调, p62没有明显变化, LC3II/
I明显下调, 说明p11高表达后, 自噬是下调的(图3A)。

Real-time PCR结果显示, p11 mRNA水平显著上调, 
PI3K水平显著上调, mTOR略微上调。mTOR是自噬

抑制剂, 从这点来看, p11有可能通过mTOR抑制自噬

(图3B)。
2.4   SH-SY5Y细胞系p11敲低后对LC3II/I的影响

用DMEM培养SH-SY5Y细胞, 铺24孔板过后

第2 d进行质粒转染。pcDNA3.0、Si-p11分别转染

4个孔, 5 h后换液, 42 h后每种质粒的1个孔换液, 换
成无血清的培养基, 48 h后2个孔提取总RNA, 逆转

录后进行Real-time PCR, 另2个孔提取总蛋白质用作

Western blot。Western blot结果显示, p11、p62表达下

调, LC3II/I明显上调, 说明p11敲低后, 自噬是上调的

(图4), 但该图显示饥饿影响p11表达不明显。

3   讨论
近些年来, 自噬研究颇受重视, 自噬与多种疾
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A: p62, p11, LC3II/I, Annexin A2 expression level of hippocampal cells in mice with p11 overexpression; B: p11 mRNA level of hippocampal cells in 
mice with p11 overexpression; *P<0.05, **P<0.01 vs  PBS group.

图2   p11蛋白高表达后对小鼠海马自噬的影响

Fig.2   The autophagy of hippocampal cells in mice with p11 overexpression
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病相关, 比如一些神经退行性疾病[20-21]、癌症[22]

等。本研究主要探讨p11对神经细胞自噬功能的影

响。研究发现, p11基因敲低后, 与pcDNA3.0组比较, 
Si-p11组SH-SY5Y细胞的LC3II/I水平显著升高, p62
蛋白质水平下调。p11过表达后, pcDNA3.0-p11较
pcDNA3.0组, SH-SY5Y细胞的LC3II/I水平显著下

调, p62蛋白质水平升高。这说明, p11基因敲低后细

胞的自噬水平有可能升高, 而p11过表达后细胞的自

噬水平下调。Western blot结果表明, p11与细胞自噬

负相关。

Real-time PCR结果也显示, p11过表达后, 其
p11 mRNA水平明显升高。此外, 我们结合Real-time 
PCR其他指标(如mTOR、PI3K等)数据综合分析, p11

过表达后PI3K水平下调, mTOR水平上调。mTOR、
PI3K是PI3K-AKT-mTOR信号通路上的关键分子, 而
mTOR与自噬是负相关的, 所以我们猜测, p11可能

通过PI3K-AKT-mTOR信号通路参与自噬并且发挥

下调作用。然而, 其确切机制尚需深入的研究。自

噬是一个复杂的过程, 受多种信号通路调控, 探究

p11通过哪条信号通路影响自噬, 对优化自噬相关信

号通路将会发挥巨大作用。

丙咪嗪是治疗抑郁症的常规用药, 对内源性忧

郁症、反应性抑郁症及更年期抑郁症均有效, 也可

用于小儿遗尿症, 但疗效均较慢, 然而, 其对精神分

裂症伴发的抑郁状态无效。近期研究发现, 丙咪嗪

可以提高小鼠大脑海马、副隔阂、大脑皮层p11的
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图3   p11基因高表达后对SH-SY5Y自噬的影响

Fig.3   The autophagy of SH-SY5Y with p11 overexpression
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表达。我们严格按照文献报道中所叙述的给小鼠

腹腔注射丙咪嗪21 d后取其海马, 测其p11、LC3、
Annexin A2和p62的表达情况, 结果显示, 注射丙咪

嗪组p11表达显著上调, Annexin A2和p62也上调。

我们推测, 丙咪嗪有可能通过Annexin A2来上调p11
的表达, 进而影响细胞的自噬。p11作用的全面发现

及其自噬信号通路的分子机制的探索, 将为p11在神

经细胞自噬中的作用和机制研究提供新的思路。本

研究探讨了p11对神经细胞自噬的作用, 但对于p11
通过哪条信号通路影响自噬还需要进一步的探讨。
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