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沉默MAPK1对牛磺胆酸钠诱导的胰腺腺泡细胞内胰蛋白酶原的细胞内
激活及自噬流的影响 *
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摘要目的：探讨沉默丝裂素活化蛋白激酶(MAPK1)对牛磺胆酸钠诱导的胰腺腺泡细胞内胰蛋白酶原激活及自噬流的影响。方法：

选择体外培养的 AR42J细胞分为 AR42J细胞 +空白对照组，AR42J细胞 +牛磺胆酸钠 (TLC)(200 滋M的 TLC作用 40 min)，

AR42J细胞 +RNA1(MAPK1)。分别转染MAPK1 siRNA以及阴性对照，采用 BZiPAR、流式细胞术及激光共聚焦显微镜检测胰蛋

白酶原激活，western blot技术检测各组自噬相关蛋白 LC3、Beclin1、Cathepsin L，组织蛋白酶 L(Cathepsin L，CTSL，也称为 CTSL1)

和溶酶体膜蛋白(Lysosomal associated membrane protein 2，LAMP2)。结果：TLC处理 AR42J细胞后，胰蛋白酶原激活显著增加(阳

性细胞相对比：15.12 %± 1.46% vs. 7.82 %± 1.86 %, P<0.05，平均荧光强度：7.65± 0.72 vs. 3.76± 0.57, P<0.05)，MAPK1 siRNA转

染后 TLC处理 AR42J细胞后细胞内胰蛋白酶原激活则较 TLC组明显降低 (阳性细胞相对比：9.25 %± 1.16% vs. 15.12 %± 1.46

%, P<0.05,平均荧光强度:4.31± 0.27 vs. 7.65± 0.72, P<0.05)。TLC组 Beclin1与 LC3表达显著性高于对照组 (Beclin1：2.237±

0.097 vs. 1.103± 0.057, P<0.05。LC3：1.908± 0.039 vs. 0.973± 0.081, P<0.05)，TLC＋MAPK1siRNA组 Beclin1与 LC3的表达显著

低于 TLC组(Beclin1：1.214± 0.049 vs. 2.237± 0.097, P<0.05。LC3：1.315± 0.037 vs. 1.908± 0.039, P<0.05)；而 TLC组 LAMP2及

CTSL1表达较对照组显著下调 (LAMP2：0.462± 0.025 vs. 1.009± 0.039, P<0.05。CTSL1：0.563± 0.028 vs. 1.135± 0.041, P<0.05)，
TLC＋MAPK1siRNA组 LAMP2及 CTSL1表达显著高于 TLC组(LAMP2：1.007± 0.019 vs. 0.462± 0.025, P<0.05。CTSL1：0.921±
0.030 vs. 0.563± 0.028, P<0.05)。结论：沉默MAPK1对 TLC诱导的 AR42J细胞中的胰蛋白酶原激活具有抑制作用，可能通过抑

制MAPK1通路抑制自噬发生，同时使 LAMP2及 CTSL1的表达增强，自噬溶酶体的功能正常，自噬过程顺利进行，从而抑制胰

蛋白酶原的激活，减轻急性胰腺炎。
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Effect of Silenced MAPK1 on the Intracellular Activation of Trypsinogen and
Autophagic Flux in Taurolithocholic-induced Acute Acinar Cells*

To investigate silenced mitogen-activated protein kinase (MAPK1) has an effect on the intracellular

activation of trypsinogen and autophagic flux in taurolithocholic-induced pancreatic acinar cells. AR42J cells cultured in vitro

were divided into three groups: AR42J cells adding blank control group, AR42J cells adding taurolithocholic (TLC) (TLC effect of 200

滋M for 40 minute), AR42J cells adding RNA1 (MAPK1). The above groups were transfected with MAPK1 siRNA respectively and

negative control. There were many means to detect the activation of trypsinogen by BZiPAR, flow cytometry and laser confocal

microscopy. Western blot was used to detect the expression of autophagy-related proteins LC3, Beclin1, Cathepsin L, (CTSL, also known

as CTSL1) and Lysosomal associated membrane protein 2 (LAMP2) in each group. After the treatment of AR42J cells with

TLC, the activation of trypsin was significantly increased (relative proportion for positive cells: 15.12% ± 1.46 % vs. 7.82% ± 1.86 %,

P<0.05, mean fluorescence intensity: 7.65 ± 0.72 vs. 3.76 ± 0.57, P<0.05). After MAPK1 siRNA transfection, the intracellular

trypsinogen activation in TLC-treated AR42J cells was significantly lower than that in TLC group (relative proportion for positive cells:

9.25% ± 1.16 % vs. 15.12 % ± 1.46 %, P<0.05, mean fluorescence Intensity: 4.31 ± 0.27 vs. 7.65 ± 0.72, P<0.05). Beclin1 and LC3
expression in TLC group was significantly higher than that in control group (Beclin1: 2.237 ± 0.097 vs. 1.103 ± 0.057, P<0.05. LC3:
1.908 ± 0.039 vs. 0.973 ± 0.081, P<0.05). The expression of Beclin1 and LC3 in TLC adding MAPK1siRNA group was significantly

lower than that in TLC group (Beclin1: 1.214 ± 0.049 vs. 2.237 ± 0.097, P<0.05. LC3: 1.315 ± 0.037 vs. 1.908 ± 0.039, P<0.05).
But, The expression of LAMP2 and CTSL1 in TLC group was significantly lower than that in control group (LAMP2: 0.462 ± 0.025 vs.

1.009 ± 0.039, P<0.05. CTSL1: 0.563 ± 0.028 vs. 1.135 ± 0.041, P<0.05). The expression of LAMP2 and CTSL1 in TLC adding
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前言

急性胰腺炎(Acute pancreatitis，AP)在全球都有较高的发病

率和死亡率，危害着人类的健康。尽管其发病机制尚未完全明

确，但目前学者普遍认为胰蛋白酶原在胰腺腺泡细胞内异常激

活，从而引起细胞自身消化是所有类型 AP的始动因素；同时

伴随着胰腺腺泡细胞内自噬通路的异常导致胰腺腺泡细胞形

成大量的空泡，并且引发胰蛋白酶原的激活[1-4]。自噬、溶酶体及

线粒体的功能障碍是 AP发病的重要因素[4]。

丝裂素活化蛋白激酶 (Mitogen-activated protein kinase，

MAPK1) 是一组由丝氨酸 -苏氨酸介导细胞内信号传导的激

酶，主要参与细胞增殖、分化、存活、死亡和转化等[5]。MAPK1

在 AP的发展和发病中发挥着重要的作用。因此，本研究通过

沉默腺泡细胞中MAPK1后，检测自噬相关蛋白 LC3、Beclin1、

组织蛋白酶 L(Cathepsin L，CTSL，也称为 CTSL1)和溶酶体膜

蛋白(Lysosomal associated membrane protein 2，LAMP2),探究其

在 AP时腺泡内自噬的影响。

1 材料与方法

1.1 主要材料和试剂

大鼠 AR42J细胞自购美国 ATCC公司；1640培养基、PBS

购自美国 Hyclone公司；胚胎牛血清购自美国 PAN-Biotech；牛

磺胆酸钠(Taurolithocholic TLC)购自 Sigma；兔抗大鼠 LC3 抗

体、Beclin1抗体、LMAP2羊多抗、Cathepsin L羊多抗购自美国

Santa Cruz Biotech 公司；茁-actin 购自美国 Immunoway 公司，

BZiPAR购自美国Molecular Probes公司。流式细胞仪(Callibur

II)购自美国 Bioscience公司，激光共聚焦显微镜(A1R)购自日

本 Nikon公司。

1.2 实验方法及步骤

1.2.1 AR42J细胞的培养及分组 细胞转染 48 h后，细胞用

0.25 %胰酶消化，用含 10 %FBS的培养基终止胰酶反应，调整

细胞密度为 1.0× 105个 /mL，接种 1000 滋L于 6孔细胞培养板

孔内；待细胞贴壁后分为如下 6组进行细胞模型：AR42J细胞

+ 空白对照组，AR42J 细胞 + TLC (200 滋M 的 TLC 作用 40

min)，AR42J细胞 +RNA1(MAPK1)。继续作用 40 min。

1.2.2 细胞转染 转染前一天细胞铺板，细胞每孔 2× 105个，

每孔 800 滋L相应的培养基(培养基加 FBS，不加双抗)；铺板后

培养至少 12 h。对于各个需要转染的样本，应按照以下步骤准

备 siRNA-lipoRNAiMAX混合液：稀释 siRNA：用 100 滋L不含
血清培养基 Opti-MEM稀释 2.5 滋L 20 滋M的 siRNA 储存液，

轻轻混匀，室温孵育 5 min；稀释 lipo RNAiMAX：用 100 滋L不

含血清培养基 Opti-MEM稀释 2 滋Llipo RNAiMAX，轻轻混匀

并室温孵育 5 min；将 a和 b轻轻地震荡混匀，室温孵育 20 min

(溶液可能会有发生浑浊，但对转染无显著影响)；将 siRNA-lipo

RNAiMAX 混合液加入含有 cell 的 800 滋L 培养基的培养孔
中，以十字法进行 A摇匀；培养 4-6 h后，将孔内含有 siR-

NA-lipo RNAiMAX 混合液的培养基移除，更新培养基 (含

FBS，双抗)；把培养板放入 37℃的 CO2培养箱内培养 48 h后，

收集细胞。

Negative control (5'to3'): UUCUCCGAACGUGU-

CACGUTT，

ACGUGACACGUUCGGAGAATT；

MAPK1-rat-274 (5'to3'): CAUGGUUUCUGCGUUU-

UAUTT，

AUAAGCAGAACAAACCAUGTT。

1.2.3 流式细胞仪检测胰蛋白酶原激活 消化收集细胞，各组

取 1× 106个细胞，1000 rpm离心 5 min；弃上清，加入 500 滋L
1× PBS洗涤 2次，每次洗涤均 1000 rpm离心 5 min；用 200 滋L
BZiPAR工作液重悬细胞，室温避光反应 60 min；用 1000 rpm

离心 5 min后，用 500 滋L 1× PBS重悬细胞，上流式细胞仪检

测，CellQuest软件收集细胞，用 Flowing软件分析实验数据，

FSC/SSC观察细胞状态，FL1观察细胞荧光强度变化。

1.2.4 激光共聚焦显微镜检测胰蛋白酶原激活 将共聚焦皿内

的细胞用 PBS洗涤 2-3次；加入 4 %的多聚甲醛 150 滋L固定
共聚焦皿内的细胞，室温反应 15 min；用 PBS洗涤 2-3次，含 2

%Tween-20的 PBS，室温孵育细胞 10 min；用 PBS洗涤 2-3

次，加入 BZiPAR 染料工作液，室温避光反应 60 min；用 PBS

洗涤 2-3次，直接用激光共聚焦显微镜观察。

1.2.5 Western Blot检测蛋白表达 取 1× 107个细胞，抽提蛋

白，BCA法蛋白定量。10 滋g/孔上样，浓缩胶恒压 90 V，约 20

min；分离胶恒压 160 V，通过预染蛋白 marker来确定电泳停止

时间。湿转法，转膜条件：300 mA恒流，0.45 滋m孔径 NC膜，转

膜时间 1 h。转膜完成后丽春红染色试剂对膜进行染色，观察转

膜效果。封闭：将膜完全浸没 3 %BSA-TBST中室温轻摇 30

min。一抗孵育：LMAP2羊多抗(1:200，sc-8100)；Cathepsin L羊

多抗(CTSL1，1:200，sc-6498)；茁-actin(1:5000，YM3028)。室温

孵育 10 min后放置 4 ℃过夜。洗膜：TBST洗膜 5次，每次 3

min。二抗孵育：用 5 %脱脂奶粉 -TBST稀释二抗，兔抗山羊

IgG(H+L) HRP(1:20000，Cat No.S001)，加入一抗对应种属 NC

膜内，室温轻摇 40 min后，洗膜：TBST洗膜 6次，每次 3 min；

ECL加到膜上后反应 3-5 min，胶片曝光：2 min，显影 2 min，

定影。

MAPK1siRNA group was significantly higher than that in TLC group (LAMP2: 1.007 ± 0.019 vs. 0.462 ± 0.025, P<0.05. CTSL1:
0.921 ± 0.030 vs. 0.563 ± 0.028, P<0.05). Silenced MAPK1 can inhibit the trypsinogen activation induced by TLC in

AR42J cells, and it may inhibit autophagy by inhibiting the MAPK1 pathway. At the same time, the expression of LAMP2 and CTSL1

enhanced, the functions of autophagy lysosomes are normal and the process of autophagy proceeds smoothly, thereby inhibiting the

activation of trypsinogen and reducing acute pancreatitis.

Silenced MAPK1; Autophagy; Acute pancreatitis
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图 1胰蛋白酶原激活程度的检测结果

(A)激光共聚焦显微镜照片；(B)流式细胞检测直方图；(C)统计图；(D)统计图

Fig.1 Test results of trypsinogen activation. (A) Laser confocal microscopy images. (B) Flow cytometry histogram. (C) Statistics.

注：*与对照组比较，P<0.05，#与 TLC组比较，P<0.05。
Note: * Compared with the control group, P <0.05, # compared with the TLC group, P <0.05;

The green fluorescent is the activated pancreatic enzyme. The blue oval is the nucleus.

1.3 统计学分析

各参数均以均值± 标准差表示，P<0.05认为差异有统计学
意义。以上均采用 SPSS 13.0软件进行统计分析。

2 结果

2.1 沉默MAPK1对 AR42J细胞胰蛋白酶原激活的影响

BZiPAR是一种特异性的丝氨酸蛋白酶底物，当在激活的

胰蛋白酶的作用下裂解为两个寡肽链时，该底物就会发出绿色

荧光。本实验通过流式细胞仪进行定量研究，以绿色荧光阳性

细胞的相对比例和绿色荧光的平均荧光强度来评估胰蛋白酶

原的激活程度。激光共聚焦显微镜检测结果显示：TLC组荧光

强度较对照组显著增高，提示胰蛋白酶激活增强，而

TLC+MAPK1 siRNA组荧光强度较 TLC组则明显减弱，见图

1A。流式细胞术定量检测结果显示 TLC处理 AR42J细胞后，

胰蛋白酶原激活显著增加(阳性细胞相对比：15.12 %± 1.46%

vs. 7.82 %± 1.86 %, P<0.05，平均荧光强度：7.65± 0.72 vs.

3.76± 0.57, P<0.05)，MAPK1 siRNA 转染后 TLC 处理 AR42J

细胞后细胞内胰蛋白酶原激活则较 TLC组明显降低(阳性细

胞相对比：9.25 %± 1.16% vs. 15.12 %± 1.46 %, P<0.05, 平均
荧光强度：4.31 ± 0.27 vs. 7.65 ± 0.72, P<0.05)。提示沉默
MAPK1对 AR42J细胞胰蛋白酶原激活具有抑制作用，见图

1B、图 1C、图 1D。
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图 2沉默MAPK1对 AR42J细胞 Beclin1、LC3表达的影响

(A)电泳图；(B)Beclin1表达统计图；(C)LC3表达统计图。

Fig.2 Effect of MAPK siRNA on the Beclin1 and LC3 expressions in AR42J cells

(A) Electrophoresis. (B) Beclin1 expression statistics. (C) LC3 expression statistics.

注：*与对照组相比，P<0.05；#与 TLC组相比，P<0.05。
Note: * Compared with the control group, P<0.05, # compared with the TLC group, P<0.05.

图 3沉默MAPK1对 AR42J细胞 LAMP2、CTSL1表达的影响

(A)电泳图；(B)统计图

注：*与对照组相比，P<0.05；#与 TLC组相比，P<0.05。
Fig.3 Effect of MAPK siRNA on the LAMP2 and CTSL1 expressions in AR42J cells

(A) Electrophoresis;(B) Statistics

Note: * Compared with the control group, P<0.05, # compared with the TLC group，P<0.05.

2.2 沉默 MAPK1 对 AR42J 细胞 Beclin1、LC3、LAMP2 和

CTSL1表达的影响

如图 2所示，TLC组 Beclin1与 LC3表达显著性高于对照

组 (Beclin1：2.237 ± 0.097 vs. 1.103 ± 0.057, P <0.05。 LC3：

1.908± 0.039 vs. 0.973± 0.081, P<0.05)，TLC＋MAPK1siRNA

组 Beclin1 与 LC3 的表达显著低于 TLC 组 (Beclin1：1.214±

0.049 vs. 2.237± 0.097, P<0.05。LC3：1.315± 0.037 vs. 1.908±

0.039, P<0.05)。

如图 3所示，沉默 MAPK1对 AR42J细胞 LAMP2和 CT-

SL1蛋白的影响：TLC组 LAMP2及 CTSL1表达较对照组显著

下调(LAMP2：0.462± 0.025 vs. 1.009± 0.039, P<0.05。CTSL1：

0.563± 0.028 vs. 1.135± 0.041, P<0.05)，TLC＋MAPK1siRNA

组 LAMP2及 CTSL1表达显著高于 TLC组 (LAMP2：1.007±

0.019 vs. 0.462 ± 0.025, P <0.05。 CTSL1：0.921 ± 0.030 vs.

0.563± 0.028, P<0.05)。

3 讨论

自噬主要是巨自噬，首先是自噬体的形成，然后自噬体包

裹需要被降解的物质，最终自噬体和溶酶体融合形成自噬溶酶

体，其内的溶酶体水解酶如组织蛋白酶 B(CTSB)、CTSL1发挥

分解作用[3，6]。Ohmuraya等[7]的实验表明敲除 Spink3的小鼠表

现出过度的自噬，继而诱发胰蛋白酶原的异常激活。Yang S等
[8] 认为在牛黄胆酸钠胰管注射诱导的重症 AP大鼠，NF-资B通
路被激活，促使了自噬体的形成及胰蛋白酶原的激活。自噬体

的形成由一系列在进化上高度保守的自噬相关蛋白介导完成，
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自噬的过程非常依赖溶酶体的功能[6]。Orlichenko等[9]认为蛙皮

素诱导的 AP时，ARF1通过促进溶酶体蛋白水解酶 CTSB前

体的运输加工和自噬体的成熟促进胰蛋白酶原的激活。

长期以来，基础和临床病理研究表明 AP显著的病理特征

是胰腺腺泡细胞内有很多大空泡形成并积聚，这些空泡是自噬

来源的，AP早期胰蛋白酶原的细胞内激活即发生于这些大空

泡内，提示自噬在胰蛋白酶原细胞内激活过程中可能发挥着至

关重要的作用。

MAPK1与氧化应激和炎症有关。当这两个过程的阻断时，

伴随着MAPK1的抑制，可以减少 AP的炎症和与 AP的发展

和进展相关的反应性物质的产生[10,11]。一些研究表明，MAPK1

与自噬的发生有着密切的关系。 Hirota等 [12] 的研究表明 mi-

to-Keima细胞及 cyto-Keima细胞在饥饿诱导下，敲除 MAPK1

及 MAPK14后，线粒体自噬受到抑制，而对巨自噬无影响，同

时，MAPK1和MAPK14是线粒体自噬的发生所必需的。Shang

等[13]在研究中发现，在黑色素瘤细胞中，p38 MAPK可以同时促

进和抑制自噬过程。 p38MAPK总水平的降低可能导致基因

组不稳定，并且在应激反应中延迟激活或抑制自噬。因此，本研

究主要探讨了沉默 MAPK1是否可以通过调节自噬流而影响

胰蛋白酶原的激活。

LC3是最初识别微管的连接和细胞骨架的功能的一种可

溶性细胞质蛋白质，可识别和封闭自噬体上的目标蛋白。LC3

定位于自噬体结构被广泛用作自噬发生的标志物，反映自噬的

强度[14]。Beclin1是一种高度保守的真核生物蛋白，是细胞自噬

的关键调控因子，作为 III类磷脂酰肌醇 3-激酶复合物的核心

成分介导自噬。Beclin1可以作为自噬的标志性蛋白[15]。本研究

中，TLC诱导的 AR42J细胞中沉默 MAPK1组 Beclin1与 LC3

的表达显著低于 TLC组表明，AP的发生过程中伴随着自噬的

发生，沉默 MAPK1可能通过抑制MAPK通路，阻止自噬的发

生，从而抑制胰蛋白酶原的激活，使炎症反应减轻。

LAMP2是正常人机体的胰腺组织中溶酶体膜的主要组成

部分，主要调节自噬过程的最后阶段：自噬体与溶酶体的融合
[16]。LAMP2的消耗在早期 AP的发病过程中发挥着关键性作

用，可使自噬过程受损。由于 AP小鼠胰腺腺泡细胞中 LAMP2

表达显著降低，引起溶酶体和自噬体融合过程产生障碍，自噬

流障碍，细胞中出现的大量空泡为自噬体，而非溶酶体。但是，

有些证据表明那些空泡很有可能是自噬溶酶体，其积累是自噬

通路受损造成的[18,19]。目前研究普遍认为 AP存在自噬溶酶体

功能障碍。缺乏 LAMP2会导致人患 Danon病，表现出多种类

型的细胞质空泡积累，包括胰腺腺泡细胞[20]。细胞质空泡与胰

蛋白酶原颗粒的激活和自噬体的形成有着密切的关系，细胞质

空泡是 AP细胞和组织损伤的早期迹象之一，但其确切机制仍

不明确。

CTSL1属于半胱氨酸蛋白酶，在溶酶体的降解功能中发挥

着重要的作用，能够降解胰蛋白酶及胰蛋白酶原[21-23]。有研究发

现，CTSL1作用于胰蛋白酶原的 G26-G27位点上，水解胰蛋白

酶原，同时作用于钙结合环的 E82-E83位点上，水解胰蛋白酶

原和胰蛋白酶。有研究表明，AP时存在胰腺腺泡细胞自噬通路

受阻，成熟的 CTSL1减少[24]。若 CTSL1加工成熟过程受阻或活

性不足，可导致溶酶体降解功能的下降，导致自噬功能下降，自

噬溶酶体中活性胰蛋白酶增加[25]。TLC诱导的 AR42J细胞中

沉默 MAPK1组 LAMP2 及 CTSL1 表达显著高于 TLC 组，但

与对照组相比无显著变化。实验结果表明，TLC诱导的 AR42J

细胞发生的 AP过程中，发生了自噬，但 LAMP2及 CTSL1表

达减少表明自噬溶酶体的功能下降，从而使自噬通路受阻，胰

蛋白酶原激活；沉默 MAPK1后，通过抑制 MAPK通路，促使

LAMP2及 CTSL1表达增强，自噬溶酶体的功能无障碍，自噬

通路正常，抑制胰蛋白酶原的激活，减轻了 AP。

综上所述，沉默MAPK1对 TLC诱导的 AR42J细胞中的

胰蛋白酶原激活具有抑制作用。沉默 MAPK1抑制 MAPK通

路，可降低自噬发生的强度，同时使 LAMP2及 CTSL1的表达

增强，自噬溶酶体的功能正常，确保了自噬过程顺利进行，从而

抑制胰蛋白酶原的激活，减轻 AP的发生。本研究为 AP治疗提

供了新的线索。
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