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lncRNA Tmevpg1对小鼠自噬和JAK-STAT信号通路

关键信号分子表达水平的影响
王羡  王红霞  潘俊斐  方媛  郭乐  徐广贤*

(宁夏医科大学临床医学院医学检验系, 银川 750004)

摘要      该文主要研究lncRNA Tmevpg1对小鼠自噬和JAK-STAT信号通路关键信号分子等相

关分子表达水平的影响。该研究利用生物信息学分析构建Tmevpg1、JAK-STAT信号通路及自噬

互作调控网络; 雷帕霉素(rapamycin, Rapa)和氯喹(chloroquine, CQ)构建小鼠自噬模型; 通过细胞

共培养技术构建Tmevpg1过表达与干扰细胞模型; qRT-PCR(quantitative real-time PCR)检测小鼠脾

脏和细胞模型中Tmevpg1等相关分子的RNA水平, Western blot检测自噬相关蛋白、T-bet和JAK-
STAT通路关键信号分子磷酸化蛋白表达水平。结果显示, Tmevpg1、IFN-γ、T-bet、STAT1和JAK1
在自噬发生的一定时间点内显著上调(P<0.001); 过表达Tmevpg1后ULK1表达上调(P<0.05), p62下
调(P<0.05), IFN-γ、T-bet、JAK1以及STAT1表达未发生明显改变, 而干扰Tmevpg1后IFN-γ、T-bet、
JAK1以及STAT1表达减少(P<0.05); Western blot结果显示小鼠自噬模型构建成功, T-bet、p-STAT1
和p-JAK1表达趋势与mRNA水平一致; 过表达Tmevpg1可上调ULK1和LC3-II, 下调p62, 同时干扰

Tmevpg1后T-bet、p-JAK1和p-STAT1表达水平下降。该项研究结果表明, lncRNA Tmevpg1和JAK-
STAT信号通路对细胞自噬发挥重要调控作用。 

关键词       自噬; lncRNA; JAK-STAT信号通路

Effects of lncRNA Tmevpg1 on the Expression of Mouse Autophagy and 
Key Signaling Molecules in JAK-STAT Signaling Pathways

Wang Xian, Wang Hongxia, Pan Junfei, Fang Yuan, Guo Le, Xu Guangxian*
(Department of Clinical Laboratory Medicine, College of Clinical Medicine, Ningxia Medical University, Yinchuan 750004, China)

Abstract       This study was performed to explore the effect of lncRNA Tmevpg1 on the expression levels 
of mouse autophagy and key signaling molecules in JAK-STAT signaling pathway. In this study, Tmevpg1, JAK-
STAT signaling pathway and autophagy interaction regulatory network were constructed by bioinformatics analysis; 
The mouse autophagy model was constructed with rapamycin (Rapa) and chloroquine (CQ), and the cell model of 
Tmevpg1 overexpression and interference was constructed by cell co-culture technique. The relative expression of 
Tmevpg1 and other related molecules were detected by qRT-PCR in mouse spleen issues and cell model, and West-
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ern blot verified the expression of autophagy-associated proteins, T-bet and phosphorylated proteins in key signaling 
molecules of JAK-STAT pathways. The results showed that Tmevpg1, IFN-γ, T-bet, STAT1 and JAK1 were signifi-
cantly up-regulated at a certain time point of autophagy (P<0.001). After overexpression of Tmevpg1, ULK1 ex-
pression was up-regulated (P<0.05), p62 was down-regulated (P<0.05), IFN-γ, T-bet, JAK1 and STAT1 expression 
did not change significantly, but IFN-γ, T-bet, JAK1 and STAT1 expression were down-regulated after interference 
with Tmevpg1 (P<0.05). Western blot results showed that the autophagy model of mice was successfully construct-
ed, and the expression trends of T-bet, p-STAT1 and p-JAK1 were consistent with the level of mRNA. Overexpres-
sion of Tmevpg1 can up-regulate ULK1 and LC3-II and down-regulate p62. At the same time, the expression of T-bet, 
p-JAK1 and p-STAT1 decreased after interference with Tmevpg1. In conclusion, our research suggest that lncRNA 
Tmevpg1 and the JAK-STAT signaling pathway may play critical regulatory roles in autophagy.

Keywords       Autophagy; lncRNA; JAK-STAT signaling pathway 

自噬(autophagy, ATG)是一种广泛存在于真核

细胞中高度保守的分解代谢机制, 主要功能是降解

受损或错误折叠的蛋白等, 即吞噬细胞自身需要降

解的胞质蛋白或细胞器, 从而维持细胞内环境的稳

态和实现细胞自身的更新[1]。大量研究表明, 自噬的

调控异常可能与癌症[2]、心血管疾病[3- 4]、炎症[5]等

疾病的发生发展相关。同时, lncRNA可通过调控细

胞自噬过程, 进而影响疾病的发生发展。因此, 明确

lncRNA在自噬调控网络中的作用, 对从分子层面研

究疾病具有重要意义。

长链非编码RNA(long non-coding RNA, lncRNA)
是指长度大于200个核苷酸, 具有基因表达调节功

能, 且不能编码产生蛋白质的一类RNA[6]。越来越

多研究证明, lncRNA是细胞中关键的调节分子, 在
表观遗传水平、转录水平、转录后加工以及翻译水

平等不同层面上参与基因表达的调控, 并与一系列

人类疾病的发生密切相关[7-9]。近年来, 随着对非编

码RNA在细胞自噬中调控机制的深入研究, 非编码

RNA通过信号通路调控细胞自噬的作用逐渐被揭

示。例如Chen等[10]研究发现, lncRNA HOTAIRM1
与急性早幼粒细胞白血病患者中的肿瘤蛋白PML-
RARA关系密切, HOTAIRM1通过自噬通路调节

骨髓细胞分化和细胞自噬, 并降解肿瘤蛋白PML-
RARA。

同时, 目前研究发现, 细胞因子和自噬密切相

关[11], 一则细胞因子可以促进或抑制细胞自噬, 如
IFN-γ、IL-2和IL-4[12-13], 二则自噬也可以调节细胞因

子的分泌, 如IL-1、IL-18。JAK/STAT信号通路是一

条重要的细胞因子信号转导通路, 主要由酪氨酸激

酶相关受体(tyrosine kinase associated receptor)、酪

氨酸激酶JAK(janus kinase)和信号转导与转录激活

因子STAT(signal transducer and activator of transcrip-
tion)组成, 参与介导细胞的增殖、凋亡、分化与炎

症等过程[14]。关于JAK/STAT信号通路对细胞自噬

的介导调节作用目前已有研究, 如JAK/STAT1信号通

路和JAK/STAT3信号通路参与介导细胞自噬过程[15]。

lncRNA Tmevpg1(又名NeST, Ifng-AS1)位于Ifng基因

下游–45 Kb的反义链上。Tmevpg1在人和鼠的Th1细胞中

表达, 可通过激活T-bet, 正向调控IFN-γ的表达[16]。

本研究通过对miRanda、RNA22和String等生物信

息学数据库进行分析, 预测Tmevpg1、JAK-STAT信
号通路关键信号分子与细胞自噬三者之间的相互

调控作用, 构建小鼠自噬模型, Tmevpg1过表达与干

扰的细胞模型, 分别采用qRT-PCR和Western blot检
测小鼠自噬模型中脾脏与细胞模型中的Tmevpg1、
IFN-γ、T-bet、JAK-STAT信号通路关键信号分子以

及自噬相关蛋白的mRNA和蛋白表达水平。目前关于

Tmevpg1只在免疫性疾病的方面有少数相关研究[16], 
其在自噬调控过程中的作用机制尚未见报道, 所以

本研究可以为Tmevpg1对细胞自噬的精确调控机制

的研究, 提供理论基础和研究思路。

1   材料与方法
1.1   材料、试剂与仪器

反转录试剂盒(PrimeScript™ RT reagent Kit)购自Ta-
KaRa公司; 2×SYBR GreenIMix购自Life-technology公司; 
氯喹磷酸盐(chloroquine, CQ)购自Sigma公司; 雷帕霉素

(Rapa)购自Solarbio公司; 兔抗鼠p62、LC3B、p-STAT1、
STAT1、p-JAK1、JAK1和ULK1抗体购自CST公司; 鼠
抗鼠T-bet抗体购自Abcam; 鼠抗鼠GAPDH抗体、鼠
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抗鼠Histone H3抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗

兔二抗和山羊抗鼠二抗均购自武汉三鹰生物技术

公司; 胎牛血清(FBS)购自BI公司; 蛋白提取试剂盒、

BCA蛋白质定量试剂盒购自凯基生物技术有限公

司; 引物由生工生物上海有限公司合成; PCR产物测

序由金唯智生物技术有限公司完成; Tmevpg1过表

达与干扰序列合成与慢病毒包装均由上海吉玛有限

公司完成; Transwell小室购自Corning公司。

实验仪器包括: 美国ABI Step One Plus Real-time 
PCR仪、Nanodrop 2000核苷酸分析仪、美国Bio-Rad
电泳仪。

1.2   实验动物  
实验中使用的小鼠为6~8周龄的雌性C57BL/6J

小鼠 , 体重为18~22 g, SPF(specific pathogen free)
级 , 购自宁夏医科大学动物实验中心 , 合格证编号

SCXK(京)2016-0006。所有动物实验均遵照《中华人民

共和国实验动物管理条例》的相关规定 , 并已通过宁

夏医科大学动物实验及实验动物伦理委员会审查批

准。

1.3   生物信息学预测分析 
利用miRanda(http://www.microRNA.Org)、

RNA22 (http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.htmL)和
String (https://string-db.org/)数据库, 完成Tmevpg1与JAK-
STAT信号通路关键信号分子及与细胞自噬相互作用

的网络调控分析。分析发现 , Tmevpg1与 IL-12RB1、
TBX21、JAK2、TYK2和STAT1等均存在相互作用; 同
时发现 , Tmevpg1可靶向调控RB1CC1, 影响细胞自噬

ULK1-ATG13-RB1CC1/FIP200-ATG101复合体。利用

Cytoscape绘图工具对预测结果加以描述、绘制调控

细胞自噬以及与JAK-STAT信号通路的网络。

1.4   引物的设计与合成  
从NCBI数据库中查找Tmevpg1、IFN-γ、T-bet、

ULK1、p62以及JAK-STAT信号通路关键信号分子

JAK1和STAT1的序列, 设计qRT-PCR检测引物, 具体

见表1; 同时以GADPH作为内参基因。

1.5   Tmevpg1过表达与干扰序列的设计与合成

根据Tmevpg1的基因序列, 通过基因合成法设计

合成过表达序列和干扰序列; 将合成好的序列构建至

慢病毒载体中, 包装成滴度为108 TU/mL的Tmevpg1
过表达与干扰慢病毒, 即LV5-Tmevpg1和LV3-sh-
Tmevpg1(以下简写为Tmevpg1和sh-Tmevpg1), 相关基

因合成与慢病毒包装均由上海吉玛有限公司完成。

1.6   小鼠自噬模型构建  
将60只C57BL/6J雌性小鼠按随机数字表法分

为3组, 生理盐水对照组, 雷帕霉素组和氯喹组, 每组

20只, 根据处理时间点的不同分为4个小组, 药物处

理6 h、24 h、72 h和120 h, 每个小组6只动物, 用于

qRT-PCR和Western blot。雷帕霉素以250 mg/mL的
浓度溶于DMSO溶液中, 待完全溶解后, 再用缓冲液

PBS稀释至最终浓度。雷帕霉素以的0.5 mg/kg终浓

度通过腹腔注射小鼠体内。氯喹磷酸盐用缓冲液

PBS配制, 以40 mg/kg终浓度通过腹腔注射小鼠体

内。生理盐水对照组40 mg/kg浓度通过腹腔注射小

鼠体内。在药物处理6 h、24 h、 72 h和120 h这4个
时间点内分别采用颈椎脱臼法处死小鼠, 取各组小

鼠脾脏分为两份, 用于总RNA和蛋白质的提取。

1.7   细胞培养

将小鼠的TH1细胞和RAW264.7细胞复苏后分

别加入含10%FBS和50 μL双抗溶液的RPMI 1640培
养基和DMEM培养基, 置于5% CO2、37 °C的细胞

培养箱中培养。

1.8   Tmevpg1过表达与干扰细胞模型构建

将培养状态良好的小鼠TH1细胞制备成2×105个/mL
的细胞悬液并将细胞接种到6孔板中; 根据所接种的

细胞数量和病毒的滴度, 分别将适量的Tmevpg1和
sh-Tmevpg1慢病毒原液加入到减血清的RPMI 1640
培养基中, 调整感染的MOI值使MOI=50; 将原细胞

培养液移去, 加入病毒培养液, 培养8 h后补充培养

基至2 mL, 继续培养; 同时用LV5-NC和LV3-sh-NC
建立对照, 37 °C、5% CO2的培养24 h; 除去侵染的

病毒液, 加入2 mL加入含10% FBS的RPMI 1640培
养基继续培养24 h。
1.9   细胞共培养

先将传至2~3代的RAW264.7细胞转移至6孔板

中培养备用。再将已构建好的Tmevpg1过表达与干

扰细胞模型转移至0.4 μm Transwell小室的中用含

10% FBS的RPMI 1640培养基培养12 h后, 弃去细胞

培养液, 随后使其植入含有10% FBS新鲜的DMEM
培养液且贴壁的RAW264.7细胞的6孔板中, 进行共

培养, 置于37 °C、5% CO2的培养箱中培养至特定时

间后, 收集TH1细胞和RAW264.7细胞。

1.10   总RNA的提取与cDNA合成  
采用Trizol法分别提取各处理组不同时间点小鼠

脾脏组织的总RNA以及共培养后TH1和RAW264.7细
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胞的总RNA, 并进行RNA浓度和纯度的测定。使用

Takara反转录试剂盒进行cDNA的合成。以cDNA为

模板, 利用Tmevpg1、IFN-γ、T-bet、ULK1、p62、
JAK1以及STAT1特异性上游引物和下游引物进行

PCR反应。

1.11   Tmevpg1等相关分子表达量检测  
采用实时荧光定量 PCR对各模型小鼠脾脏中

Tmevpg1、IFN-γ、T-bet、JAK1和STAT1以及细胞

模型中Tmevpg1、IFN-γ、T-bet、JAK1、STAT1、
ULK1和p62的表达水平进行测定。利用ABI Step-one 
Real-time PCR System处理 , 反应的体系为 : 10 μL 
2×SYBR GreenIMix、2 μL  cDNA 、各1 μL  PCR上下游

引物(10 μmol/μL), RNase-free Water补充体系至20 μL; 经
95 °C 5 min预变性, 95 °C 30 s, 53 °C(变性温度视各个分

子引物Tm值而定)30 s, 72 °C 30 s, 40个循环扩增, 95 °C 10 s, 
60 °C 30 s, 72 °C 30 s, 30个循环完成熔解曲线制作; 每组设

置3个复孔, 采用相对定量法计算表达量并加以分析。

1.12   自噬相关分子和JAK-STAT通路相关分子

磷酸化蛋白表达水平检测  
利用蛋白提取试剂盒分别提取各处理组中小

鼠脾脏和细胞模型中的蛋白质, BCA法测定蛋白

质浓度, 利用Western blot检测ULK1、p62、LC3和
JAK-STAT信号通路关键分子的蛋白表达情况。通

过软件ImageJ分析条带灰度值后, 将目的条带与内

参进行对比并以比值表示, 同时将正常对照作为

1(灰度分析)。
1.13   统计学处理

获得数据均利用SPSS 20.0统计学软件分析处理, 
组间比较采用单因素方差分析(One-Way ANOVA), 检
验水平α=0.05, 即P<0.05认为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   Tmevpg1调控JAK-STAT信号通路和细胞自噬网络 

利用Cytoscape绘制网络互作图, 分析发现IFNG
与JAK-STAT信号通路中的IL-12RB1、TBX21、JAK2、
TYK2和STAT1等关键信号分子间均存在相互作用, 
且Tmevpg1又可以促进IFNG的表达水平, 发挥正向调

控作用(图1)。同时, Tmevpg1可靶向调控RB1CC1, 影
响细胞自噬ULK1-ATG13-RB1CC1/FIP200-ATG101
复合体, 调控细胞自噬(图2)。JAK-STAT通路通过介导

多种细胞因子的作用, 及炎性细胞因子的信号传导过

程, 参与细胞的增殖、分化、凋亡以及免疫调节等许多

重要生物学过程, 而ULK1、ATG5、ATG13、ATG16L1
和mTOR等均为典型的调控细胞自噬的关键基因, 参
与自噬的激活、自噬膜的延伸等过程。目前已有研

究发现, 细胞自噬可不同程度地参与JAK-STAT信号

通路介导的生物学过程, 例如JAK-STAT信号通路

中JAK2/STAT3信号通路可诱导肝癌细胞的自噬[17]。

因此, 我们推测, Tmevpg1、JAK-STAT信号通路与

自噬这三者之间存在相互调控的作用。

表1   qRT-PCR检测引物

Table 1   Primers used for qRT-PCR
基因名

Name 
序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

Tmevpg1 Forward: CCT GAA AAT CAC CAT GCA CA

Reverse: GTT TTC GGG ATG TCG TCA AA

IFN-γ Forward: GAG GTC AAC AAC CCA CAG GT

Reverse: GGG ACA ATC TCT TCC CCA CC

T-bet Forward: GAT GTT TGT GGA TGT GGT CTT GG

Reverse: GGA GTC TGG GTG GAC ATA TAA GC

STAT1 Forward: GCT GCC TAT GAT GTC TCG TTT

Reverse: TGC TTT TCC GTA TGT TGT GCT

JAK1 Forward: CTC TCT GTC ACA ACC TCT TCG C
Reverse: TTG GTA AAG TAG AAC CTC ATG CG

ULK1 Forward: AAG TTC GAG TTC TCT CGC AAG

Reverse: CGA TGT TTT CGT GCT TTA GTT CC

p62

GADPH

Forward: CCT CTG AGT CTC GGG AAT TTC A
Reverse: GAC TTA CTG CAC GTT TGG GC
Forward: GGT GAA GGT CGG TGT GAA CG
Reverse: CTC GCT CCT GGA AGA TGG TG
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2.2   Tmevpg1、IFN-γ及JAK-STAT信号通路关

键分子的特异性扩增

从各处理组的小鼠脾脏组织中提取出的RNA
经引物反转录成为cDNA, 利用Tmevpg1等相关分子

的特异性引物进行PCR反应, 产物经2.5%琼脂糖凝

胶电泳后的条带1-5依次为Tmevpg1、IFN-γ、T-bet、
JAK1及STAT1(图3), 然后将扩增产物纯化后测序

(图4), 表明Tmevpg1等相关分子的扩增具有特异性。

2.3   Tmevpg1、IFN-γ、T-bet以及JAK-STAT信号通

路关键信号分子在小鼠自噬模型中的表达量检测

Rapa处理组, qRT-PCR检测发现, Tmevpg1、 IFN-γ、
T-bet、STAT1和JAK1的mRNA水平表达与时间密切相

关, 即Rapa处理6 h、24 h、72 h后Tmevpg1、 IFN-γ、T-bet、
STAT1和JAK1的表达显著上调(P<0.001), 而在120 h后

则显著下调(P<0.001, 图5)。而CQ处理组的qRT-PCR
检测结果与Rapa组则正好相反。说明Tmevpg1和JAK-
STAT信号通路可能与自噬相关。

2.4   Tmevpg1过表达与干扰模型构建

利用 qRT-PCR检测侵染的 TH1细胞以验证

Tmevpg1过表达和抑制效果(图6), 与正常对照组相比, 
Tmevpg1过表达组其表达含量显示升高(P<0.05), 而干

扰组中的表达含量则显著下降(P<0.05), 表明Tmevpg1
过表达与干扰模型构建成功, 可用于后续实验。

2.5   Tmevpg1过表达与干扰模型中IFN-γ、T-bet、
ULK1、p62、JAK1以及STAT1的相对表达量

将Tmevpg1过表达与干扰模型与RAW264.7
细胞共培养, 通过qRT-PCR检测TH1细胞发现(图
7), 与正常对照组相比, Tmevpg1过表达组中IFN-γ、

图1   Tmevpg1与JAK-STAT信号通路关键蛋白互作网络分析图

Fig.1   The network analysis diagram of interaction between Tmevpg1 and JAK-STAT signaling pathway key proteins

图2   Tmevpg1与细胞自噬互作网络调控分析图

Fig.2   The network analysis diagram of interaction between Tmevpg1 and cell autophagy
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(A) (B)

(C)

(E)

(D)

A: Tmevpg1; B: JAK1; C: IFN-γ; D: T-bet; E: STAT1.
图4   测序结果

Fig.4   The sequencing

析条带的灰度, Rapa组LC3-II和ULK1蛋白的表达量

在处理6 h后较正常对照组有所提高, 随着时间的延

长, 两者的表达量也随着升高, 在处理的第3天达到

表达量的高峰期(图9A), 在第5天表达量降低, 但较

正常对照组仍有所升髙(图9B和图9D); p62蛋白的表

达量则在Rapa处理6 h后较正常对照组开始有所下

降, 并随着处理进程的进行, 表达量逐渐降低, 24 h、
72 h和120 h均较正常对照组有大量的降低(图9C)。
CQ组LC3-II蛋白的表达趋势与Rapa组相一致, 而
ULK1和p62蛋白则完全相反。经统计分析, LC3-II、
ULK1和p62蛋白的表达量较正常对照组表达量的差

异有统计学意义(P<0.01)。通过上述实验结果, 在小

鼠自噬模型中, Rapa组自噬检测蛋白LC3-II和ULK1
的表达量上调, 及自噬底物p62的表达量下调证实自

噬的发生; 而CQ组LC3-II和p62的表达量上调, 以及

ULK1的表达量减少则证实了自噬的抑制。

T-bet、JAK1以及STAT1的mRNA表达水平未发生

显著改变, 而干扰组中则表达明显下调(P<0.05); 
同时检测RAW264.7细胞发现(图8), 与正常对照

组相比, ULK1 mRNA水平在Tmevpg1过表达组中

表达量上调(P<0.05), 干扰组中则表达明显下调

(P<0.05), 而p62 mRNA水平在过表达组中表达下

调(P<0.05), 干扰组中则表达明显上调(P<0.05); 
表明Tmevpg1可能通过与其他因子共同作用IFN-γ
的基因转录进而影响JAK-STAT信号通路关键分

子的激活, 同时Tmevpg1可能在自噬上游作用影响

细胞自噬的发生。

2.6   Western blot检测小鼠脾脏中自噬相关分子和

JAK-STAT信号通路关键信号分子的蛋白表达情况

2.6.1   Western blot检测LC3、 p62和ULK1的蛋白表

达情况      LC3、p62和ULK1作为自噬的代表性蛋

白, 可作为衡量自噬发生的标准。经Image J扫描分

1: Tmevpg1; 2: IFN-γ; 3: STAT1; 4: JAK1; 5: T-bet.
图3   Tmevpg1、IFN-γ、T-bet、JAK1及STAT1扩增产物

Fig.3   Tmevpg1、IFN-γ、T-bet、JAK1 and STAT1 production of PCR
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*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
图5   Rapa和CQ处理后小鼠脾脏中Tmevpg1、IFN-γ、T-bet、STAT1和JAK1的表达量

Fig.5   The relative expression of  Tmevpg1, IFN-γ, T-bet, STAT1 and JAK1 in mouse spleens treated with Rapa and CQ
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图6   qRT-PCR检测Tmevpg1的过表达和干扰细胞模型中Tmevpg1的相对表达量

Fig.6   Relative expression levels of Tmevpg1 in its overexpression and interference cells model
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2.6.2   Western blot检测T-bet和JAK-STAT信号通路

关键信号分子的磷酸化蛋白表达情况      通过Image 
J分析条带灰度 , Rapa组T-bet、p-JAK1和p-STAT1蛋
白的表达水平在处理6 h后较正常对照组有所上升 , 
随着作用时间的增加, 三者的表达水平也逐渐升高, 

在处理的第3天达到表达水平的高峰期(图10A、图

10D和图10G), 但在第5天T-bet、p-JAK1和p-STAT1
蛋白表达水平下调(图10B、图10E和图10H), 且较

正常对照组有所降低(图10C、图10F和图10I); 而CQ
组结果则与Rapa组完全相反。经统计分析T-bet、p-
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JAK1和p-STAT1蛋白的表达水平较正常对照组表

达水平的差异有统计学意义(P<0.01)。上述结果

说明, 当自噬发生在一定时间内, 可能会促进JAK-
STAT信号通路关键信号分子JAK1和STAT1发生磷

酸化, 激活T-bet, 进而增加IFN-γ表达, 并正反馈上调

Tmevpg1的表达量。

2.7   Western blot检测Tmevpg1对自噬及JAK-STAT
信号通路关键分子的影响

利用Western blot检测细胞共培养体系中RAW264.7
细胞中的自噬关键蛋白LC3、ULK1和p62的表达情况, 

以及TH1细胞中的特异性转录因子T-bet、JAK-STAT
信号通路关键信号分子JAK1和STAT1的磷酸化蛋白

的表达情况, 以此来观察Tmevpg1对细胞自噬及JAK-
STAT信号通路关键分子的影响。结果显示, 与空白

对照Control组相比, Tmevpg1组ULK1和LC3-II的表达

明显升高而p62显著减少, sh-Tmevpg1组ULK1和LC3-
II表达显著下降, p62积累明显增多(图11); 两组结果

呈明显相反的趋势, 说明lncRNA Tmevpg1对细胞自

噬有促进作用; 而Tmevpg1组T-bet、p-JAK1和p-STAT1
蛋白的表达水平较空白对照Control组相比无显著变

**P<0.01.
图8   Tmevpg1过表达与干扰模型中p62和ULK1的相对表达量

Fig.8   Relative expression levels of p62 and ULK1 in Tmevpg1 overexpression and interference models
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图7   Tmevpg1过表达与干扰模型中IFN-γ、T-bet、 JAK1和STAT1的相对表达量

Fig.7   Relative expression levels of IFN-γ, T-bet, JAK1 and STAT1 in Tmevpg1 overexpression and interference models
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A: LC3、p62和ULK1蛋白检测条带; B: LC3蛋白检测量化; C: ULK1蛋白检测量化; D: p62蛋白检测量化。**P<0.01, 与 NC相比较。

A: LC3, p62 and ULK1 detection bands; B: LC3 detection quantification; C: ULK1 detection quantification; D: p62 detection quantification. **P<0.01 vs NC.
图9   Western blot检测Rapa和CQ处理72 h后LC3、p62和ULK1的蛋白表达水平

Fig.9   Western blot for detection of protein expression of LC3, p62 and ULK1 after 72 hours of Rapa and CQ treatment
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A: Rapa和CQ处理72 h后T-bet蛋白检测条带; B: Rapa和CQ处理120 h后T-bet蛋白检测条带; C: T-bet蛋白检测量化; D: Rapa和CQ处理72 h后p-
STAT1和t-STAT1蛋白检测条带; E: Rapa和CQ处理120 h后p-STAT1和t-STAT1蛋白检测条带; F: STAT1蛋白检测量化;  G: Rapa和CQ处理72 h后
p-JAK1和t-JAK1蛋白检测条带; H: Rapa和CQ处理120 h后p-JAK1和t-JAK1蛋白检测条带; I: JAK1蛋白检测量化。**P<0.01, 与  NC相比较。

A: T-bet protein detection bands after 72 hours of Rapa and CQ treatment; B: T-bet protein detection bands after 120 hours of Rapa and CQ treatment; 
C: T-bet protein detection quantification; D: p-STAT1 and t-STAT1 protein detection bands after 72 hours of Rapa and CQ treatment; E: p-STAT1 and 
t-STAT1 protein detection bands after120 hours of Rapa and CQ treatment; F: STAT1 protein detection quantification; G: p-JAK1 and t-JAK1 protein 
detection bands after 72 hours of Rapa and CQ treatment; H: p-JAK1 and t-JAK1 protein detection bands after 120 hours of Rapa and CQ treatment; I: 
JAK1 protein detection quantification. **P<0.01 vs NC.

图10   Western blot检测小鼠自噬模型中T-bet和JAK-STAT信号通路关键信号分子的磷酸化蛋白表达水平

Fig.10   Western blot detects T-bet and phosphorylated protein of key signaling molecules in JAK-STAT signaling pathways 
expression at mouse autophagy model
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化, sh-Tmevpg1组中T-bet、p-JAK1和p-STAT1蛋白的

表达水平则显著下降(图12)。表明Tmevpg1对JAK-
STAT信号通路关键分子的活化作用可能是通过间接

调控。

3   讨论
自噬(autophagy, ATG)是一种程序化的细胞内

降解反应。细胞将胞质中需要降解的细胞器或蛋白

图11    Tmevpg1过表达与干扰模型中LC3、p62和ULK1的蛋白表达水平

Fig.11   Protein expression levels of LC3, p62 and ULK1 in Tmevpg1 overexpression and interference models
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质包裹形成自噬体运送至溶酶体进行消化, 以满足

细胞代谢需求、细胞自身的更新和细胞内环境的

稳态[18-23]。大量的研究显示, 肿瘤、感染、心血管

病变等疾病都与细胞自噬异常有关[24-27], 曾有研究

发现, 在肌细胞中与自噬相关的蛋白缺陷, 会引发

大量自噬溶酶泡的聚集从而引发心肌病[28]; 另有文

献报道, 感染人体的细菌、病毒可通过细胞自噬清

除, 如结核分枝杆菌[29]和EB病毒[30]。综上所述, 细

图12     Tmevpg1过表达与干扰模型中通路关键分子的蛋白表达水平

Fig.12   Protein expression levels of key molecules in pathways in Tmevpg1 overexpression and interference models
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胞自噬与机体的各种生理活动和疾病的发生发展

息息相关, 因而明确自噬调控的精确机制对于机体

正常的生理活动和疾病的分子机制研究都具有重

大的意义。

参与自噬调控的因素众多 ,  涉及各种蛋白

质、激素和信号通路等变化 , 而作为细胞中重要的

信号转导途径, JAK-STAT通路对自噬也有调节作

用, Guo等[31]研究表明, 肺腺癌上皮A549细胞中的

STAT3受到抑制后, 会诱导线粒体中产生活性氧簇

(reactive oxygen species, ROS), 进而诱导细胞自噬

并发生细胞周期停滞。与此同时, 在自噬研究领域

中发现, lncRNA可抑制 miRNA与靶基因结合, 进
而抑制miRNA对靶基因的调控, 通过转录后调控

参与细胞自噬水平的调节; Wang[32]等发现lncRNA 
APF(autophagy promoting factor)可以靶向miR-188-
3p, 调节ATG7的表达水平, 进而调节心肌细胞自噬; 
另发现, lncRNA可通过直接作用自噬相关通路中的

关键蛋白, 调节细胞自噬水平。Chen等[33]研究证实, 
lncRNA PTENP1可以通过抑制mTOR的磷酸化及自

噬相关蛋白Bcl-2的表达水平上调自身的表达量, 进
而诱导肝癌细胞的自噬。由此可见, lncRNA在细胞

自噬的调控过程以及各种由自噬失调引发的相关疾

病的发病机制中都具有重要作用, 因此绘制lncRNA
对细胞自噬的精确调控网络, 明确其具体的作用机

制可为这类疾病的预防以及治疗提供新的研究思

路。

本实验利用Rapa和CQ建立小鼠自噬模型, 对不

同处理条件下小鼠脾脏中Tmevpg1等相关分子定量

检测发现7种分子的表达量均有显著性变化。Rapa
处理组, Tmevpg1、IFN-γ、T-bet、STAT1和JAK1在
一定时间点内呈显著上调; 而CQ处理组, Tmevpg1、
IFN-γ、T-bet、STAT1 和JAK1一定时间点内呈显著

下调。同时, 检测自噬相关分子蛋白和JAK-STAT信
号通路关键分子的磷酸化蛋白表达, 发现T-bet、p-
STAT1和p-JAK1的蛋白水平表达趋势与mRNA水平

一致, 而自噬相关分子蛋白在小鼠自噬模型中的表

达趋势验证了小鼠自噬模型构建成功。结合前期

生物信息学预测分析, 我们推测, Tmevpg1和JAK-
STAT信号通路可能影响自噬, 在自噬发生的一定

时间段内可能促进了JAK-STAT信号通路中JAK1和
STAT1的磷酸化, 激活T-bet, 增加IFN-γ表达, 并正向

反馈上调Tmevpg1的表达。随后再结合Tmevpg1

过表达和干扰表达的情况下自噬关键指标和JAK-
STAT信号通路关键分子的变化, 结果显示, 过表达

Tmevpg1后自噬水平显著升高, 但JAK-STAT信号通

路的关键分子却无显著改变, IFN-γ也未见差异表

达; 而下调Tmevpg1的表达水平后, 自噬水平也明显

随之下降, 同时JAK-STAT信号通路关键分子的表

达水平也发生下调, IFN-γ表达量减少。因此, 我们

可以明确, lncRNA Tmevpg1对细胞自噬具有正向调

控作用且IFN-γ是激活JAK-STAT信号通路的关键, 
但其中涉及的详细作用机制仍不清楚, 只能通过后

续的实验研究进一步完善其调控机制。本研究结论

或将能为研究lncRNA参与细胞自噬的精细调控机

制或某些相关疾病发生、发展的分子层面机制提供

理论依据。
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