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氢醌作用下肝细胞DNA-PK的表达特征及其在自噬中的作用
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(1.赣南医学院基础医学院,江西 赣州 341000;

2.赣南医学院公共卫生与健康管理学院,江西 赣州 341000;

3.赣南医学院心脑血管疾病防治教育部重点实验室,江西 赣州 341000)

摘 要:目的 探讨氢醌(HQ)对L02肝细胞DNA-PK表达的影响,明确DNA-PK在 HQ所致肝细胞自噬中作用,为深

入探讨DNA损伤应答与自噬的关系提供科学依据。方法 将实验分为未处理对照组、DMSO溶剂对照组、DNA-PK抑

制剂(NU7026)组、HQ组、NU7026+HQ组,处理时间为24h;采用CCK-8法检测L02肝细胞存活率;采用倒置显微镜

观察细胞的形态变化;采用 Westernblot方法检测L02肝细胞中DNA-PK、p62、Beclin-1、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ在蛋白水平上的

表达情况;采用免疫荧光法检测DNA-PK蛋白的亚细胞定位特征。结果 CCK-8法检测结果显示,与对照组相比,HQ
组和HQ+NU7026组细胞存活率有明显降低(P<0.01)。Westernblot结果显示,在浓度为0~40μM的HQ作用下,

DNA-PK蛋白的相对表达量有随着 HQ作用浓度的增加而升高的趋势;当 HQ作用剂量达到40μM 和80μM 时,

DNA-PK的相对表达量高于对照组(P<0.01);与对照组相比,NU7026组和NU7026+HQ组提高了p62的表达水平;

与 HQ组相比,NU7026+HQ组对LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、Beclin-1和p62的表达无显著影响。免疫荧光实验结果显示,与对照

组相比,实验组DNA-PK蛋白的荧光强度明显增强,各组DNA-PK蛋白均只在细胞核中表达。结论 HQ可诱导L02
肝细胞DNA-PK和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ蛋白表达水平的增加,而对Beclin-1和p62蛋白的表达无影响;抑制DNA-PK活性会

增加L02细胞p62蛋白的表达水平,而对Beclin-1和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ蛋白的表达无影响;DNA-PK可能会通过影响p62蛋

白的表达而在肝细胞自噬过程中发挥作用。

关键词:氢醌;L02肝细胞;DNA-PK;自噬

中图分类号:R329.5   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2022)05-0617-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2022.05.001

ExpressionofDNA-PKinhepatocytestreatedwithhydroquinoneanditsroleinautophagy
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectofhydroquinone(HQ)ontheexpressionofDNA-PKin
L02hepatocytes,andtoclarifytheroleofDNA-PKinHQ-inducedhepatocyteautophagy,soastoprovidea
scientificbasisforfurtherexploringtherelationshipbetweenDNAdamageresponseandautophagy. Methods
 Theexperimentinvolveduntreatedcontrolgroup,DMSO solventcontrolgroup,DNA-PKinhibitor
(NU7026)group,HQgroupandNU7026+HQgroup.Thetreatmenttimewas24hours.Thesurvivalrateof
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L02hepatocyteswasdetectedbyCCK-8.Themorphologicalchangesofthecellswereobservedbyinvertedmi-
croscope.TheproteinexpressionsofDNA-PK,p62,Beclin-1andLC3Ⅱ/LC3ⅠinL02hepatocyteswerede-
tectedbyWesternblot.Thesub-cellularlocalizationcharacteristicsofDNA-PKproteinweredetectedbyim-
munofluorescenceassay. Results TheresultofCCK-8assayshowedthat,comparedwiththatofthecontrol
groups,thesurvivalrateofcellsintheHQgroupandtheHQ+NU7026groupsignificantlydecreased(P<
0.01).TheresultsofWesternblotshowedthattherelativeexpressionofDNA-PKproteinincreasedwiththe
increaseofHQconcentrationundertheactionof0~40μM HQ.WhenHQdosereached40μMand80μM,
therelativeexpressionofDNA-PKwashigherthanthatofthecontrolgroups(P<0.01).Comparedwiththe
controlgroups,theexpressionofp62increasedintheNU7026groupandtheNU7026+HQgroup.Compared
withtheHQgroup,therewerenosignificanteffectsontheexpressionofLC3Ⅱ/LC3Ⅰ,Beclin-1andp62in
theNU7026+HQgroup.Theresultsofimmunofluorescenceassayshowedthatcomparedwiththecontrol
groups,thefluorescenceintensityofDNA-PKproteinintheexperimentalgroupswassignificantlyenhanced,
andtheDNA-PKproteinineachgroupwasonlyexpressedinthenucleus. Conclusion HQcanincreasethe
expressionlevelsofDNA-PKandLC3Ⅱ/LC3ⅠproteinsinL02hepatocytes,buthasnoeffectsonBeclin-1and
p62proteinexpression.InhibitionofDNA-PKactivitycanincreasetheexpressionofp62proteininL02cells,
buthasnoeffectsontheexpressionofBeclin-1andLC3Ⅱ/LC3Ⅰproteins.DNA-PKmayplayaroleinhepa-
tocyteautophagybyaffectingtheexpressionofp62protein.
  Keywords: hydroquinone;L02hepatocytes;DNA-PK;autophagy

  氢醌(hydroquinone,HQ)是一种白色晶状固体,
由苯环和对羟基组成的芳香族化合物,目前,HQ多用

于化妆品中的有效增白成分、黑白摄影技术的显影剂

和橡胶抗氧化剂等。在环境和职业暴露中,HQ可经

皮肤、消化道、呼吸道等途径被人体吸收,主要经肝脏

代谢[1]。长期的动物实验表明,HQ具有肝脏毒性[2]。
大量的 研 究 发 现,HQ 可 促 进 机 体 自 噬 水 平 的 增

加[3-4]。本课题组前期实验证实 HQ可促进L02肝细

胞的自噬水平的增加。
自噬(autophagy)是一种依赖于自噬体和溶酶体

合作的细胞分解代谢过程,在维持细胞稳态和正常的

细胞功能中起着重要作用[5]。研究表明[6],自噬和

DNA损伤反应(DNAdamageresponse,DDR)之间存

在广泛的相互作用。DNA依赖的蛋白激酶(DNA-de-
pendentproteinkinase,DNA-PK)是一种丝氨酸/苏

氨酸激酶,参与了DDR过程[7],并且作为DNA修复

机制的关键组成部分,控制着对DNA损伤的反应,从
而有助于维持基因组的完整性[8]。DNA-PK全酶是

一个由催化亚基、DNA-PKcs和Ku70/80异质体组成

的三聚体复合物[9]。有研究表明,DNA-PKcs已被确

定为辐射诱导自噬的负调控因子[10]。虽然目前对

DNA-PK的功能和结构进行了大量的研究,但是对于

DNA-PK在自噬中的作用机制仍不明确。
基于此,本研究将L02肝细胞作为研究对象,以

HQ和 DNA-PK 抑制剂(NU7026)为受试物,采用

CCK-8法、Westernblot实验和免疫荧光技术来探讨

HQ对L02肝细胞DNA-PK蛋白表达和亚细胞定位

的影响,并探讨在 HQ作用下,抑制DNA-PK活性对

L02细胞自噬相关蛋白LC3、p62和Beclin-1表达的

影响,从而为深入阐明 HQ的毒性作用机制提供科学

的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验细胞及受试物 L02肝细胞由深圳市疾病

预防 控 制 中 心 惠 赠;DNA-PK 抑 制 剂 (5 mM,

NU7026,MCE公司);氢醌,纯度≥99.9%,购自美国

SIGMA公司。

1.2 主要试剂及耗材 牛血清白蛋白(上海生物工程

有限公司);双抗(青霉素、链霉素混合液)购自美国

SIGMA公司;DNA-PK 抗体(美国 Abcam 公司);

p62抗体(美国CST公司);Beclin-1抗体(美国CST
公司);LC3A/B抗体(美国 Abcam 公司);BCA蛋白

测定试剂盒(北京索莱宝公司);蛋白酶抑制剂(GLP-
BIO公司);抗兔二抗(美国 Abcam 公司);抗鼠二抗

(美国Abcam公司);GAPDH 抗体(中国Proteintech
公司);1640培养基(美国GIBCO公司);脱脂奶粉(中
国伊利公司);CCK-8试剂(Biosharp公司);PBS缓冲

液粉末(ORIGENE公司);胎牛血清(美国GIBCO公

司)。

1.3 设备与仪器 CO2 恒温培养箱(美国 Thermo
FisherScientific公司);多功能酶标仪(美国Thermo
Scientific公司);普通双开门冰箱(格力电器公司);垂
直板电泳机(美国BIO-RAD公司);电泳转移槽(美国

BIO-RAD公司);ZeissLSM880共聚焦显微镜(德国

蔡司公司);AI600化学发光成像仪(美国通用公司);
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医用低温箱(Panasonic公司);倒置光学显微镜(德国

Laica公司);普通冰箱(青岛海尔公司);超净工作台

(苏州苏净安泰公司);恒温水浴锅(国华电器有限公

司)。

1.4 细胞培养 L02肝细胞培养于10%胎牛血清和

青链霉素混合液的1640培养基中,置于在37℃,5%
CO2 培养箱,每天换液1次,当 L02肝细胞数量为

85%~95%时即可传代处理,取对数生长期的细胞进

行实验。

1.5 实验分组 通过查阅文献及前期预实验,将实验

分为:对照组、NU7026组、HQ组、HQ+NU7026组、

DMSO组。NU7026处理浓度为10μM,HQ作用浓

度为80μM,作用时间均为24h。

1.6 CCK-8实验 收集对数生长期的细胞,数量为

5000个/孔,接种于96孔板内,37℃,5%CO2 孵育24
h。根据实验需求处理细胞,每个处理组设置3~5个

复孔,同时设置对照孔及空白对照孔,每孔内培养基

200μL。24h后弃除培养基,加入新鲜培养基100微

升/孔,加入CCK-8试剂10微升/孔,均匀混匀后放入

培养箱孵育1~2h。用酶标仪检测450nm波长下各

孔的吸光度值。细胞活力(%)=(实验孔-空白孔)/
(对照孔-空白孔)×100%。

1.7 Westernblot实验 处理细胞24h后提取细胞

总蛋白,用BCA定量法将蛋白定量到20μg。根据伯

乐快速凝胶试剂盒的说明书比例配制凝胶,每孔上样

20μg总蛋白后180V恒压电泳,经PVDF转膜并用

5%脱 脂 奶 粉 封 闭,使 用 兔 抗 一 抗 DNA-PK(1∶
2000),P62(1∶1000),Beclin1(1∶1000)、LC3A/B(2

μg/mL),鼠抗一抗GAPDH(1∶200),4℃孵育过夜。
第2天加入抗兔或抗鼠二抗孵育1h后PBS洗3遍,
显影后用ImageJ软件分析蛋白条带灰度值。

1.8 免疫荧光法 在24孔板中接种5×104 个细胞

做细胞玻片爬片,至处理时间终点时,弃去培养液,用

PBS洗涤2次,加入500μL的4%多聚甲醛固定细胞

爬片15min后用PBS轻柔的漂洗3次,用含0.3%
TrionX的5%BSA通透及封闭细胞爬片1h,弃封闭

液后加一抗4℃孵育过夜,加入对应的荧光二抗室温

避光孵育1h,PBS洗3遍后加DAPI工作液避光浸染

5min,弃去后取爬片置于滴有荧光淬灭剂的载玻片

上,最后固定玻片。1周内用激光共聚焦显微镜观察,
记录细胞荧光强度。

1.9 统计学方法 使用SPSS20.0软件对数据进行

统计学分析。计量资料数据以(췍x±s)表示,多组间比

较采用单因素方差分析,两组比较采用Dunnett-t检

验,P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度 HQ对L02肝细胞DNA-PK蛋白表

达及亚细胞定位的影响 Westernblot实验结果显

示,在0μM、10μM、20μM、40μM 和80μM HQ作

用下L02肝细胞DNA-PK蛋白的相对灰度值依次为:

0.67±0.03、0.72±0.12、0.84±0.15、1.11±0.12、

1.08±0.06,其中40μM 和80μM 剂量组DNA-PK
的相对灰度值明显高于0μM 剂量组(P<0.01);10

μM和20μM剂量组DNA-PK蛋白的相对灰度值与

0μM剂量组相比较差异无统计学意义(P >0.05)。
见图1。采用免疫荧光实验检测HQ作用下DNA-PK
蛋白在L02肝细胞中的表达和亚细胞定位特征。激

光共聚焦显微镜观察结果显示,在L02细胞中,DNA-
PK主要分布于细胞核中;随着 HQ作用剂量的增加,

DNA-PK在细胞内的荧光强度也随之增强,见图2。

注:与对照组(浓度0μM)相比,**P<0.01;n=3。

图1 不同浓度 HQ对L02肝细胞

DNA-PK蛋白表达的影响

注:DNA-PK蛋白(绿色);DAPI(蓝色)作为细

胞核复染剂;Merge(绿色和蓝色图片的叠加)

图2 不同浓度 HQ处理24h下DNA-PK
蛋白表达的免疫荧光实验检测结果
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2.2 不同处理组细胞存活率的CCK-8检测结果 与

对照组相比,HQ组和 HQ+NU7026组细胞存活率

有明显降低(P <0.01)。NU7026组和DMSO组细

胞存活率与对照组相比较,差异无统计学意义(P >
0.05),见表1。因此,本研究在后续的蛋白质印迹实

验中不设DMSO溶剂对照。

表1 各处理组对L-02细胞存活率的影响 (n=4)

组别 OD450nm 细胞存活率

0(对照组) 1.79±0.03 1.00±0.01
HQ组 1.38±0.01 0.76±0.01a

NU7026组 1.85±0.16 1.07±0.05
HQ+NU7026组 1.38±0.40 0.77±0.02a

DMSO组 1.74±0.04 0.97±0.02

  注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与对照组比较,

a:P<0.01。

2.3 不同处理组L02肝细胞的形态学观察结果 各

处理组与对照组相比较在细胞形态上均未发生明显变

化,细胞呈贴壁生长,细胞保持多边形或梭状形态,大
小一致,排列紧密,边界较为清楚。HQ 组和 HQ+
NU7026组出现少量因贴壁能力下降而漂浮的细胞。
见图3。

注:A~E分别代表对照组、NU7026组、

HQ组、HQ+NU7026组、DMSO组。

图3 各处理组L02肝细胞镜下观察结果

2.4 DNA-PK抑制对L02肝细胞中p62蛋白表达的

影响 Westernblot实验结果显示,对照组、NU7026
组、HQ组、NU7026+HQ组L02细胞中p62蛋白的

相对灰度值依次为0.68±0.08、0.95±0.01、0.79±
0.02、0.85±0.02。NU7026组和NU7026+HQ组的

p62蛋白的相对灰度值与对照组相比较均有升高,差
异均有统计学意义(P<0.01)。NU7026+HQ组的

p62表达与 HQ组相比较无明显差异(P >0.05)。

见图4。

注:与对照组相比,**P<0.01;n=3。

图4 各处理组p62蛋白表达水平的比较

2.5 DNA-PK抑制对肝细胞中LC3Ⅱ/LC3Ⅰ蛋白表

达的影 响 Westernblot实 验 结 果 显 示,对 照 组、

NU7026组、HQ 组、NU7026+HQ 组 L02细 胞 中

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ蛋 白 的 相 对 灰 度 值 依 次 为:0.88±
0.21、1.20±0.19、3.04±0.93、3.50±1.13。其中

HQ组、NU7026+HQ组的LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的相对灰

度值明显高于对照组(P<0.05);NU7026组LC3Ⅱ/

LC3Ⅰ蛋白的相对灰度值与对照组相比较差异无统计

学意义(P>0.05)。NU7026+HQ组的LC3Ⅱ/LC3
Ⅰ表达与HQ组相比无明显差异(P>0.05),见图5。

2.6 DNA-PK抑制对肝细胞中Beclin-1蛋白表达的

影响 Westernblot实验结果显示,对照组、NU7026
组、HQ组、NU7026+HQ组L02细胞中Beclin-1蛋

白的相对灰度值依次为0.86±0.09、0.83±0.02、

0.87±0.10、0.81±0.03。各处理组Beclin-1蛋白表

达与对照组相比较均无统计学差异(P >0.05)。

NU7026+HQ组的Beclin-1蛋白表达与 HQ组相比

较无明显差异(P>0.05),见图6。

3 讨论

自噬是一种在真核生物中保守的分解代谢过程。
从调节细胞内的基本代谢功能到各种疾病,如衰老、癌
症、神经退行性疾病和溶酶体疾病等,自噬已成为控制

人体内稳态的中心调节点[11]。目前最常用的自噬相

关标志物蛋白主要有Beclin-1、微管相关蛋白1轻链3
(LC3)和SQSTM1/p62[12]。其中当自噬被激活时,

SQSTM1/p62的表达并不总是减少,有时会增加。有
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注:与对照组相比,*P<0.05;n=3。

图5 各处理组LC3Ⅱ/LC3Ⅰ蛋白表达水平的比较结果

注:n=3。

图6 各处理组Beclin-1蛋白表达水平的比较

研究表明[13],结直肠癌细胞中SQSTM1/p62的表达

被βcatenin/TCF4复合物抑制,该复合物抑制自噬小

体的形成。然而,在淀粉诱导的自噬条件下,因为β连

环蛋白通过LC3结合β连环蛋白的LIR自发降解,所
以SQSTM1/p62的表达显著增加。

自噬在不同的DDR通路中起着重要的作用[14]。

DNA-PK是调节 DDR的激酶之一,有研究[15]发现

DNA-PK也参与自噬的调控。例如,香兰素衍生物溴

霉素对DNA-PKcs的抑制作用,通过诱导 HepG2细

胞的凋亡和自噬,表现出强大的抗增殖作用。也有实

验[16]使用人恶性胶质瘤 M059J和 M059K细胞来研

究DNA-PK在IR诱导细胞凋亡和自噬细胞死亡中的

作用,结果发现在缺乏DNA-PKcs的 M059J细胞中,
低剂量的IR诱导了大量的自噬细胞死亡。但是目前

国内外对于DNA-PK在肝细胞中自噬的研究很少,其
中的调控机制还尚不明确。

为了探讨HQ对肝细胞DNA-PK表达的影响,并
明确DNA-PK是否会影响肝细胞中 HQ诱导的自噬

过程,本研究采用了CCK-8、蛋白质印迹和细胞免疫

荧光的方法检测不同浓度 HQ作用下肝细胞DNA-
PK的表达水平,以及DNA-PK抑制对 HQ作用条件

下自噬相关蛋白表达的影响。CCK-8实验结果发现,

DMSO溶剂对照组和 NU7026组细胞存活率与对照

组差异无统计学意义,因此,DMSO溶剂对 NU7026
组的实验结果没有明显影响。不同 HQ浓度处理的

蛋白质印迹结果显示,在40μM 和80μM HQ作用

下,DNA-PK的表达较对照组明显增加,这表明DNA-
PK可能参与 HQ所致L02细胞的DDR过程。细胞

免疫荧光结果显示,不同浓度 HQ处理下的DNA-PK
蛋白的荧光强度表达与蛋白质印迹结果基本相符。不

同处理组的蛋白质印迹结果显示,与对照组相比,

NU7026组的p62蛋白表达明显增加,但 Beclin-1、

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达无显著差异;HQ组的LC3Ⅱ/LC3
Ⅰ表达明显增加,p62和Beclin-1表达无显著差异;

NU7026+HQ组的p62和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达明显增

加。以上结果提示:HQ诱导的肝细胞自噬可以促进

LC3Ⅰ向LC3Ⅱ的转变;出现p62和LC3均升高的原

因可能是L02肝细胞在 HQ作用下LC3蛋白降解了

β-连环蛋白/转录因子4复合体,从而导致了p62表达

的升高并且促进了自噬小体的生成;DNA-PK可能会

通过影响p62的表达而在肝细胞自噬过程中发挥作

用。但是与 HQ组相比,NU7026+HQ组自噬相关

蛋白Beclin-1、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ和p62表达均无显著差

异,这表明 DNA-PK 抑制剂(NU7026)在 HQ 诱导

L02肝细 胞 自 噬 中 的 影 响 不 大,究 其 原 因 可 能 是

DNA-PK在HQ诱导L02肝细胞自噬中的作用并不

是通过p62/Keap1/Nrf2这一信号通路[6]来调节的,
更具体详细的原因需要在以后的研究中进行探索与验

证。
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