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双特异性磷酸酶5过表达/干扰RAW264.7
细胞株建立及其对自噬调控的影响

骆佳  曾瑾  杨易  王玉炯*

(宁夏大学, 西部特色生物资源保护与利用教育部重点实验室, 银川 750021)

摘要      为探究双特异性磷酸酶5(dual-specificity phosphatase 5, DUSP5)在巨噬细胞RAW264.7
自噬中的调控作用, 该研究采用慢病毒转染的技术方法建立DUSP5过表达/干扰RAW264.7细胞

株, 并用自噬激活剂雷帕霉素(rapamycin, Rapa)和抑制剂巴弗洛霉素A1(bafilomycin A1, Baf A1)
分别对其进行刺激, 使用蛋白免疫印迹技术(Western blot)、荧光定量PCR(Real-time fluorescence 
quantitative PCR, qRT-PCR)、单丹磺酰尸胺(monodansylcadaverine, MDC)染色以及免疫荧光等方

法探究过表达或抑制DUSP5后对巨噬细胞RAW264.7自噬的影响。结果显示: DUSP5过表达/干扰

慢病毒转染RAW264.7可显著提高/抑制DUSP5 mRNA和蛋白的表达量(P<0.01); Rapa刺激后, 过表

达DUSP5抑制自噬相关蛋白Beclin1和LC3II表达且自噬体形成减少, 而抑制DUSP5表达结果与此

相反; 用Baf A1阻断DUSP5干扰RAW264.7稳定转染细胞株自噬流, DUSP5干扰RAW264.7稳定转染

细胞株中LC3II表达量和自噬体数量均显著上调(P<0.01)。由此说明, DUSP5参与调控巨噬细胞自

噬, 可能通过抑制自噬体合成来阻碍巨噬细胞自噬进程。此结论为进一步探究巨噬细胞自噬调控

机制提供了新的研究思路。
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Establishment of Dual-Specific Phosphatase Overexpressed/Interfered 
RAW264.7 Cell Strain and Its Effect on Autophagy

Luo Jia, Zeng Jin, Yang Yi, Wang Yujiong*
(Key Lab of Ministry of Education for Protection and Utilization of Special Biological Resources in 

Western China, Ningxia University, Yinchuan 750021, China)

Abstract       To study the effect of dual-specificity phosphatase 5 (DUSP5) on the autophagy of macrophages, 
they established DUSP5 overexpressed/interfered RAW264.7 cell strain by transfecting lentivirus vector. Besides, 
rapamycin (Rapa) and bafilomycin A1 (Baf A1) were used to stimulate the cell strains. Western blot, realtime 
fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR), Monodansylcadaverine (MDC) staining and immunofluorescence 
were all applied to this research. The results showed that RAW264.7 transfected with DUSP5 overexpression/
interference lentivirus could significantly increase/inhibit (P<0.01) the expression of DUSP5 mRNA and protein. 
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Overexpressing DUSP5 inhibited the expression of autophagy-related proteins Beclin1 and LC3II and the formation 
of intracellular autophagosomes after Rapa stimulation, however, suppressing DUSP5 expression had reversed 
result. The expression of LC3II and the number of autophagosomes were significantly increased after blocking 
autophagy flux of DUSP5 interfered RAW264.7 cell strain with Baf A1. In a conclusion, DUSP5 plays a role in the 
regulation of macrophages autophagy, it may inhibit autophagy by interrupting autophagosomes formation. This 
finding will provide a new idea for further exploring the regulation mechanism of macrophage autophagy.      

Keywords       dual-specificity phosphatase 5; macrophages; autophagy

自噬(autophagy)是一种高度保守的细胞自我调

节过程。细胞通过自噬降解自身中长寿命蛋白和衰

老或功能障碍的细胞器, 为细胞供能并维持细胞正

常生理功能。此外, 细胞还可通过自噬清除胞内病

原菌。因此, 自噬在维持细胞稳态[1]和抵抗诸如营养

匮乏[2]、低氧[3]以及病原菌感染[4]等不良因素的影响

中有着重要的意义。巨噬细胞(macrophages)是机体

中重要的一类免疫细胞, 它构成了机体第一道免疫

防线, 并通过吞噬和分泌细胞因子调节机体的免疫

功能, 在抵御病原体入侵中扮演着重要的角色。已

有报道显示, 巨噬细胞可通过自噬作用抑制并清除

胞内菌[5], 从而达到抗感染的目的。

双特异性磷酸酶(dual-specificity phosphatases, 
DUSPs)是一类特殊的酪氨酸蛋白磷酸酶, 由于其结

构特性, 它可以使同一底物的磷酸酪氨酸残基和磷

酸丝氨酸/磷酸苏氨酸残基同时去磷酸化[6], 从而调

节诸如免疫[7-8]、炎症[9]以及自噬[10]等多种生物学过

程。DUSP5是DUSPs蛋白家族成员之一, 相关研究

表明, DUSP5参与调控肝脏细胞[11]和人脑神经瘤细

胞系(SH-SY5Y)自噬[12], 但DUSP5是否参与巨噬细

胞自噬调控却鲜有报道。

本研究以小鼠巨噬细胞系RAW264.7作为

研究对象, 用慢病毒转染的方法建立并筛选出

DUSP5过表达/干扰稳定转染细胞株; 用雷帕霉

素(rapamycin, Rapa)诱导稳定转染细胞株发生

自噬并建立自噬诱导模型, 检测自噬相关蛋白

LC3II、Beclin1的相对表达量; 用单丹磺酰尸胺

(monodansylcadaverine, MDC)染色观察胞内自噬体

形成, 探究DUSP5蛋白对巨噬细胞自噬的影响。用

巴弗洛霉素A1(bafilomycin A1, Baf A1)阻断DUSP5
干扰RAW264.7稳定转染细胞株自噬流, 从蛋白以及

形态学水平上分析DUSP5对巨噬细胞自噬的调控

作用。这为探究巨噬细胞自噬机制和深入探索巨噬

细胞在对抗病原微生物感染时所产生的应答机制提

供新的研究思路。

1   材料与方法
1.1   细胞及主要试剂

小鼠巨噬细胞RAW264.7购自中国科学院细胞

库; 小鼠DUSP5过表达和干扰慢病毒、10 mg/mL聚
凝胺(polybrene)购自上海吉凯基因科技有限公司; 
胎牛血清购自Gibco公司; DMEM培养基、双抗、

PBS、购自Hyclone公司; 嘌呤霉素(puromycin)购自

Solarbio公司; 细胞总RNA提取试剂盒购自OMEGA
公司; RIPA(强)蛋白提取试剂盒购自苏州碧云天生

物技术研究所; Prime Script RT Master Mix(Perfect 
Real Time)、SYBR Premix Ex Taq II试 剂 盒 购 自

TaKaRa公司; BCA蛋白定量试剂盒购自南京凯基生

物发展有限公司; MDC购自Sigma公司; Rapa和Baf 
A1购自MedChem Express公司; 兔抗LC3抗体、兔抗

Beclin1抗体、兔抗β-actin抗体购自美国Proteintech
公司; 兔抗DUSP5抗体购自美国Abcam公司; IRDye 
800CW(goat anti-rabbit) IgG购自Licor公司 ; Alexa 
Fluor 647 goat anti-rabbit IgG购自Thermo Fisher公司。

1.2   小鼠DUSP5过表达/干扰慢病毒载体的建立

在NCBI Gene数据库中检索小鼠DUSP5基因

序列(Gene ID: 240672), 根据小鼠DUSP5 mRNA的

CDS序列设计并包装DUSP5过表达慢病毒载体以

及3个不同干扰靶点的DUSP5 RNAi干扰慢病毒载

体, 并根据各自的空载体包装相应的空载对照慢病

毒载体(干扰序列设计及慢病毒包装工作均由上海

吉凯基因科技有限公司完成, 干扰慢病毒RNAi序
列见表1)。
1.3   DUSP5过表达/干扰RAW264.7稳定转染细胞

株的建立

培养RAW24.7细胞至对数生长期, 调整细胞
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密度为(1.5~3)×104/孔接种于12孔板中,  37 °C、5% 
CO2及饱和湿度恒温培养箱中过夜培养12 h后, 更
换含有聚凝胺(终浓度为5 μg/mL)的新鲜完全培养

基, 加入感染复数(MOI)=10的DUSP5过表达/干扰

慢病毒液, 置于培养箱中孵育12 h后更换完全培养

基, 继续培养72 h。荧光显微镜下观察细胞感染效

率, 更换为含有4 μg/mL嘌呤霉素的完全培养基进行

稳定转染细胞的筛选。筛选4~5天, 每2~3天更换新

鲜培养基。将筛选后所得到的细胞扩大培养, 建立

DUSP5过表达/干扰RAW264.7稳定转染细胞株。

1.4   荧光定量PCR检测稳定转染细胞株中DUSP5 
mRNA表达水平

将处于对数生长期、状态良好的稳定转染细

胞株以密度为(5~6)×105/孔接种于6孔板中, 过夜培

养12 h。设置以下实验组: 空白对照组、DUSP5过
表达空载对照组、DUSP5过表达组、DUSP5干扰

空载对照组、DUSP5干扰组。用OMEGA公司的

细胞总RNA提取试剂盒提取细胞总RNA(具体实

验步骤按照试剂盒说明书进行)。将所得到的RNA
立即用TaKaRa公司的反转录试剂盒进行反转录

合成cDNA(反转录体系根据试剂盒说明书进行加

样)。反转录条件如下: 37 °C 15 min; 85 °C 5 s(酶失

活); 4 °C终止。以所得到cDNA作为模板进行荧光

定量PCR(qRT-PCR)(实验步骤按照TaKaRa SYBR 
Premix Ex Taq II试剂盒说明书进行)。qRT-PCR反
应条件如下: 95 °C 30 s; 95 °C 5 s, 60 °C 30 s, 循环

30次。qRT-PCR实验数据用2–ΔΔCt法分析各实验组中

DUSP5 mRNA的相对表达水平, qRT-PCR所需引物

见表2。
1.5   Western blot检测DUSP5及自噬相关蛋白

LC3II、Beclin1表达水平

将处于对数生长期、生长良好的DUSP5过
表达/干扰RAW264.7稳定转染细胞株以细胞密度

为(5~6)×105/孔接种于6孔板中, 设置以下实验组: 
DUSP5过表达空载组、DUSP5过表达空载+Rapa组、

DUSP5过表达组、DUSP5过表达+Rapa组、DUSP5
干扰空载组、DUSP5干扰空载+Rapa组、DUSP5
干扰空载+Baf A1组、DUSP5干扰组、DUSP5干扰

+Rapa组、DUSP5干扰+Baf A1组。过夜培养12 h
后, 在Rapa处理组和Baf A1处理组中分别加入适量

的Rapa(终浓度为100 nmol/L)和Baf A1(终浓度为

100 nmol/L)继续培养2.5 h, 提取细胞总蛋白, BCA
检测蛋白浓度后进行15% SDS-PAGE凝胶电泳, 
PVDF膜转印后, 加入Beclin1(1000 1׃)、LC3(1500׃)、
DUSP5(1500׃)、β-actin(1000 1׃)抗体, 用Odyssey Sa
近红外荧光成像系统检测各蛋白所对应的特异性条

带, 收集图像并用ImageJ图片分析软件对所得到的

图片进行灰度值分析, 以定量分析LC3II、Beclin1和
DUSP5蛋白表达水平。

1.6   MDC染色检测DSUP5过表达/干扰RAW264.7
稳定转染细胞株内自噬体

将处于对数生长期的RAW264.7 DUSP5过表达/
干扰稳定转染细胞株以细胞密度(2~3)×105/孔接种于

12孔板中, 实验分组同1.5, 过夜培养12 h后, 去除培养

表1   DUSP5基因的RNAi序列

Table 1   RNAi sequence of DUSP5 gene
引物名称

Primer name 
RNAi序列(5′→3′)
RNAi sequences (5′→3′) 

R1
R2

GCC CTG ATG TGC AGG CTT CAT TTC 
CAC CTG AAG GAA GCC TTT

R3 TGG GAA ATC AGT GCT CAA CAT

表2   qRT-PCR的引物序列

Table 2   Primer sequence of qRT-PCR
基因

Genes
引物序列(5′→3′)
Primer sequences (5′→3′)

DUSP5

β-actin

F: TGC ACC ACC CAC CTA CAC TA
R: CCT CCT TCT TCC CTG ACA CA
F: GGC TGT ATT CCC CTC CAT CG
R: CCA GTT GGT AAC AAT GCC ATG T
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基, 避光加入含有适量MDC(终浓度为0.05 mmol/L)
的PBS溶液, 37 °C孵育30 min, 置于荧光倒置显微镜

下, 紫外光激发, 观察细胞荧光强度。

1.7   免疫荧光检测自噬体

将处于对数生长期的DUSP5干扰RAW264.7稳
定转染细胞株以细胞密度为(2~3)×105/孔接种于12
孔板中的盖玻片上, 过夜培养12 h后, 加入适量的Baf 
A1(终浓度为100 nmol/L), 继续培养2.5 h。弃培养基, 
4%多聚甲醛室温固定20 min, 0.1% Triton X-100透
膜处理10 min, 10%山羊血清37 °C封闭1 h后, 用LC3
一抗(1200׃)于4 °C孵育过夜, 用Alexa Fluor 647标记

的荧光二抗37 °C孵育30 min, DAPI染核封片, 荧光

倒置显微镜下观察自噬体。

1.8   统计学分析

数据均采用SPSS 17.0软件进行显著性差异分析, 
数据用均数±标准差(x

_
±s)表示, P<0.05为差异有显著性。

2   结果
2.1   DUSP5过表达/干扰RAW264.7稳定转染细胞

株的建立及鉴定

2.1.1   DUSP5过表达RAW264.7稳定转染细胞株的

建立及鉴定      DUSP5过表达慢病毒和相应的空

载对照慢病毒分别转染RAW264.7 72 h, 经嘌呤霉

素筛选4~5天后, 如图1A所示, 荧光显微镜下观察, 
DUSP5过表达组和过表达空载对照组细胞均有绿

色荧光蛋白表达。qRT-PCR检测结果如图1B所示, 
DUSP5过表达组中DUSP5 mRNA的相对表达量显

著高于空白对照组和过表达空载对照组(P<0.01)。
Western blot结果如图1C所示, DUSP5过表达组中

DUSP5蛋白的相对表达水平显著高于空白对照组

和DUSP5过表达空载对照组并存在极显著差异

(P<0.01)。以上结果表明, DUSP5过表达RAW264.7
稳定转染细胞株建立成功。

2.1.2   DUSP5干扰RAW264.7稳定转染细胞株的建

立及鉴定      将RNAi干扰序列为R1、R2、R3(表1)
的DUSP5干扰慢病毒以及干扰空载对照慢病毒分别

转染4组RAW264.7细胞, Western blot检测RAW264.7
中DUSP5蛋白表达量。如图2A所示, RNAi干扰序列

R2可显著降低DUSP5蛋白表达水平(P<0.05), 因此, 
选用RNAi干扰序列为R2的DUSP5干扰慢病毒载体

(后称R2干扰慢病毒)建立DUSP5干扰RAW264.7稳
定转染细胞株。

R2干扰慢病毒和相应的空载对照慢病毒分别

转染RAW264.7 72 h并用嘌呤霉素筛选4~5天后, 如
图2B所示, 荧光显微镜下观察可见DUSP5干扰组

和干扰空载对照组的细胞均可表达绿色荧光蛋白

且慢病毒转染效率可达90%。qRT-PCR检测结果

如图2C所示, DUSP5干扰组中DUSP5 mRNA的相

对表达量显著低于空白对照组和干扰空载对照组

(P<0.01)。Western blot结果 (图 2D)显示 , DUSP5
干扰组中DUSP5蛋白的相对表达水平显著低于空

白对照组和干扰空载对照组, 且差异极显著(P< 
0.01)。
2.2   DUSP5抑制自噬相关蛋白Beclin1、LC3II的
表达

2.2.1   DUSP5过表达后自噬相关蛋白 Beclin1、
LC3II表达量下调      Western blot检 测Rapa刺 激

DUSP5过表达RAW264.7稳定转染细胞株及其相应

空载对照组细胞中Beclin1以及LC3II蛋白表达量如

图3所示。经灰度值计算结果表明: 与DUSP5过表

达空载对照组相比, DUSP5过表达组细胞中Beclin1
和LC3II蛋白的表达量显著降低(P<0.01); Rapa刺激

DUSP5过表达空载对照组和DUSP5过表达组细胞

后, 自噬相关蛋白Beclin1和LC3II表达量均显著上

调, 然而, DUSP5过表达组中Beclin1和LC3II蛋白的

表达量仍显著低于DUSP5过表达空载组(P<0.05)。
这说明, DUSP5表达量上调抑制了自噬相关蛋白

Beclin1和LC3II的表达。

2.2.2   DUSP5干扰后自噬相关蛋白Beclin1、LC3II
表达量上调      为了进一步验证DUSP5对RAW264.7
自噬的影响, 用Western blot方法检测Rapa刺激后, 
DUSP5干扰RAW264.7稳定转染细胞株及其相应干

扰空载对照组细胞中Beclin1和LC3II蛋白表达量如

图4所示。干扰DUSP5蛋白表达后, Beclin1和LC3II
蛋白的表达量较干扰空载组升高显著; 经Rapa刺激

后, Beclin1和LC3II表达量均上调, 且DUSP5干扰组

细胞中Beclin1和LC3II蛋白表达量显著高于DUSP5
干扰空载组(P<0.01)。这说明, 抑制DUSP5表达促

进了Beclin1和LC3II的表达。

2.3   DUSP5抑制RAW264.7巨噬细胞系自噬体产生

MDC染色后细胞形态学观察如图5所示: 
DUSP5过表达组中细胞的荧光强度弱于DUSP5过表

达空载对照组; 用Rapa刺激后, DUSP5过表达组细胞

的荧光强度虽有加强, 但其荧光强度仍弱于DUSP5
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A: 过表达空载对照和DUSP5过表达慢病毒转染RAW264.7的荧光显微照片; B: 不同实验组RAW264.7细胞中DUSP5 mRNA的相对转录水平; C: 
各实验组RAW264.7细胞中DUSP5蛋白的相对表达量。Control: 空白对照组; Vector: DUSP5过表达空载对照组; DUSP5 OE: DUSP5过表达组; 
**P<0.01。
A: transfection efficiency of DUSP5 overexpression empty vector and DUSP5 overexpressed lentivirus in RAW264.7; B: relative expression of DUSP5 
mRNA in RAW264.7 cell strain; C: expression of β-actin and DUSP5 protein in RAW264.7 cell strain and DUSP5/β-actin in each treatment. Control: 
blank group; Vector: DUSP5 overexpression empty vector control group; DUSP5 OE: DSUP5 overexpression group; **P<0.01.

图1   DUSP5过表达RAW264.7稳定转染细胞株的建立与鉴定

Fig.1   The establishment and identification of RAW264.7 DUSP5 stably overexpressed cell strain
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过表达空载组。在DUSP5干扰的RAW264.7稳定转

染细胞中, DUSP5干扰组细胞的荧光强度较DUSP5
干扰空载对照组加强, Rapa刺激后, DSUP5干扰空载

对照组和DUSP5干扰组细胞的荧光强度均有加强, 
且DUSP5干扰组细胞荧光强度强于DUSP5干扰空

载对照组。这说明, Rapa刺激诱导了DUSP5过表达

/干扰RAW264.7稳定转染细胞株中产生自噬体, 而
DUSP5对其产生有抑制作用。

2.4   DUSP5抑制RAW264.7巨噬细胞中自噬体合成

为探究DUSP5对巨噬细胞RAW264.7自噬流的

影响, 用Western blot方法和免疫荧光方法检测Baf 
A1刺激DUSP5干扰对照组细胞和DUSP5干扰组细

胞前后LC3II蛋白表达情况以及胞内自噬体数量。

结果如图6所示, Baf A1刺激后, DUSP5干扰空载组

和DUSP5干扰组细胞LC3II表达量较Baf A1未刺激

时显著上升, 然而在Baf A1抑制作用下, DUSP5干扰



骆佳等: 双特异性磷酸酶5过表达/干扰RAW264.7细胞株的建立及其对自噬调控的影响 1269

稳定转染细胞株LC3II蛋白表达量上调, 并显著高于

DUSP5空载对照组(P<0.01)(图6A), 且胞内自噬体

数量也出现增多的现象(图6B)。这提示, DUSP5可
能通过作用于自噬体的形成过程, 参与调节巨噬细

胞自噬。

3   讨论
巨噬细胞是机体重要的免疫细胞之一, 它通过

A: 不同干扰RNAi序列对RAW264.7细胞中DUSP5蛋白的干扰效率; B: 干扰空载对照和DUSP5干扰慢病毒转染RAW264.7的荧光显微镜照片; 
C: DUSP5 mRNA在各实验组中的相对转录水平; D: 各实验组RAW264.7细胞中DUSP5蛋白的相对表达量。Control: 空白对照组; RNAi-vector: 
DUSP5干扰空载对照组; RNAi: DUSP5干扰组; *P<0.05, **P<0.01.
A: interference efficiency of different RNAi sequences on DUSP5 protein; B: transfection efficiency of DUSP5 interference empty vector and DUSP5 
interference lentivirus in RAW264.7; C: relative expression of DUSP5 mRNA in RAW264.7 cell strain; D: expression of β-actin and DUSP5 protein 
in RAW264.7 cell strain and DUSP5/β-actin in each treatment. Control: blank group; RNAi-vector: DUSP5 interference empty vector control group; 
RNAi: DSUP5 interference group; *P<0.05, **P<0.01.

图2   DUSP5干扰RAW264.7稳定转染细胞株的建立与鉴定

Fig.2   The establishment and identification of DUSP5 stably interfered cell strain

Control

(A)

β-actin

DUSP5

RNAi-vector

RNAi-vector

R-vector

RNAi

RNAi

R1 R2 R3

100 µm 100 µm100 µm

100 µm 100 µm100 µm

(B)

(C)
(D)

**

**

*

*

Control

D
U

SP
5 

m
R

N
A

 re
la

tiv
e 

ex
pr

es
si

on

D
U

SP
5 

pr
ot

ei
n 

re
la

tiv
e 

ex
pr

es
si

on

DUSP5
1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

β-actin

Con
tro

l

Con
tro

l

RNAi-v
ect

or

RNAi-v
ect

or

RNAi

RNAi



1270 · 研究论文 ·

吞噬、分泌炎性因子等作用, 在抑制病原菌繁殖、

调节机体免疫中扮演着重要的角色。在病原菌感染

中, 巨噬细胞形成具有双层膜结构的自噬体将病原

菌与胞质隔离, 自噬体逐渐与溶酶体融合, 并在溶酶

体中酸性水解酶的作用下降解病原菌, 从而达到抑

菌、抗感染的作用[5,13]。因此, 研究巨噬细胞自噬对

增强巨噬细胞抗感染能力、提高机体免疫功能有着

重要的研究意义。

DUSP5是DUSPs家族中的重要组成成员之一, 
由于它仅分布于细胞胞核内, 且血清、炎性因子

以及生长因子等刺激可诱导其表达水平上升[14], 因
此, DUSP5属于核内诱导型DUSPs[15-16]。DUSP5作
为ERK1/2核锚定蛋白, 可以选择性地和特异性地作

用于细胞核中ERK1/2, 调节ERK1/2信号通路的活

性[17], 进而调控多种生物学功能。Kovanen等[18]在

DUSP5转基因小鼠研究中发现, DUSP5可抑制T淋

巴细胞分化和成熟, 转基因小鼠伴随有皮肤溃疡、

肾小球肾炎等自体免疫症状。Hwang等[19]使用虫

草素抑制肾腺癌细胞系TK-10中DUSP5的表达从而

诱导细胞发生凋亡。Grasset等[20]研究发现, 巨噬细

胞集落刺激因子(M-CSF)可诱导巨噬细胞中DUSP5
过表达并促进M-CSF依赖性巨噬细胞增殖, 且可以

显著降低巨噬细胞分化。由此可见, DUSP5在调控

细胞免疫、凋亡、增殖及分化等细胞生理活动中

发挥着重要的作用。随着DUSP5作用的深入研究, 
DUSP5在调控细胞自噬中的作用也逐渐被报道。

Han等[11]在miR-26a的研究中指出, miR-26a可靶向抑

制DUSP5蛋白的表达, 进而增强肝脏细胞自噬, 从而

防止由于酒精引起的肝细胞的急性损伤。Wang等[12]

在lncRNA H19的研究中发现, lncRNA H19通过抑制

DUSP5蛋白表达, 诱导SH-SY5Y细胞系自噬的发生, 
进而诱发脑缺血再灌注损伤。但DUSP5对巨噬细胞

A: DUSP5过表达后, Rapa刺激DUSP5过表达空载组细胞和DUSP5过表达RAW264.7稳定转染细胞前后自噬相关蛋白Beclin1、LC3II的Western 
blot检测结果。B、C: 自噬相关蛋白Beclin1、LC3II相对表达量。Vector: 转染DUSP5过表达空载对照慢病毒载体GV358的RAW264.7细胞; 
DUSP5 OE: 转染DUSP5过表达慢病毒的RAW264.7细胞。*P<0.05, **P<0.01。
A: results of Western blot of autophagy-related protein Beclin1 and LC3II in each treatment. B,C: relative expression of autophagy-related protein 
Beclin1 and LC3II in each treatment. Vector: RAW264.7 tansfected with DUSP5 overexpression empty vector GV358; DUSP5 OE: RAW264.7 
transfeced with DUSP5 overexpression lentivirus. *P<0.05, **P< 0.01.

图3   Beclin1、LC3II蛋白在DUSP5过表达稳定转染RAW264.7细胞系中表达水平

Fig.3   The expression of Beclin1 and LC3II in DUSP5 stably interfered RAW264.7 cell strain  
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的自噬调控却未见有相关研究报道。

慢病毒(lentivirus)载体是以人类免疫缺陷-I型
病毒(HIV-1)为基础发展起来的基因治疗载体, 与其

他逆转录病毒载体相比, 它可以将外源基因插入到

宿主细胞基因组中。因此, 慢病毒载体作为一种有

效且稳定的外源基因运输工具, 广泛用于机体内外

实验研究和基因治疗中。本实验用慢病毒载体将

DUSP5及DUSP5 RNAi外源基因整合至细胞中, 由
于巨噬细胞RAW264.7转染效率不够理想, 慢病毒

感染72 h荧光显微镜下观察细胞绿色荧光蛋白表达

效率仅有30%, 因此用含有4 μg/mL嘌呤霉素的完全

培养基对转染后的细胞进行抗性筛选。经筛选4天
后, RAW264.7细胞绿色荧光蛋白表达效率提高到

90%以上, 且用qRT-PCR和Western blot方法分别从

基因和蛋白水平上检测DUSP5在各组细胞中的表

达情况。结果显示: DUSP5过表达稳定转染细胞中, 

DUSP5 mRNA和蛋白水平均显著升高; 而DUSP5干
扰稳定转染细胞中DUSP5 mRNA和蛋白水平均显

著降低。由此可见, DUSP5过表达/干扰RAW264.7
稳定转染细胞株建立成功, 且可用于DUSP5对巨噬

自噬调节的研究。

Rapa是一种常用的自噬诱导剂, 它通过抑制细

胞mTOR蛋白磷酸化促进自噬, 并用于多种细胞自

噬模型的建立[21]。Beclin1是自噬的起始蛋白, 参与

自噬体双层膜的形成[22]。LC3是自噬标志物, 自噬

形成时, 胞质型LC3(LC3I)酶解掉一小段多肽转变

为(自噬体)膜型LC3(LC3II)而结合于自噬体膜上。

LC3II和Beclin1均与细胞自噬强度呈现正相关 [23]。

本实验用Rapa诱导DUSP5过表达/干扰稳定转染细

胞株自噬, 检测各组细胞中Beclin1和LC3II蛋白表

达情况。Rapa刺激后的结果显示: DUSP5过表达组

RAW264.7细胞Beclin1和LC3II的表达量显著低于

A: DUSP5干扰后, Rapa刺激DUSP5干扰空载组细胞和DUSP5干扰RAW264.7稳定转染细胞前后自噬相关蛋白Beclin1、LC3II的Western blot检
测结果。B、C: 自噬相关蛋白Beclin1、LC3II相对表达量。RNAi-vector: 转染DUSP5干扰空载对照慢病毒载体GV493的RAW264.7细胞; RNAi: 
转染DUSP5干扰慢病毒的RAW264.7细胞。**P<0.01。
A: Western blot of autophagy-related protein Beclin1, LC3II in each treatment. B,C: relative expression of autophagy-related protein Beclin1, LC3II 
in each treatment. RNAi-vector: RAW264.7 tansfected with DUSP5 interference empty vector GV493; RNAi: RAW264.7 transfeced with DUSP5 
interference lentivirus. **P<0.01.

图4   Beclin1、LC3II蛋白在DUSP5干扰稳定转染RAW264.7细胞系中表达水平

Fig.4   The expression of Beclin1 and LC3II in DUSP5 stably interfered RAW264.7 cell strain
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过表达空载组细胞; DUSP5干扰组RAW264.7细胞

Beclin1和LC3II的表达量显著高于干扰空载组细胞。

以上结果表明, DUSP5参与调控巨噬细胞自噬, 并可

能在巨噬细胞自噬中发挥负调控作用。

单丹磺酰尸胺(MDC)是自噬体的选择性荧光

标记物, 根据染色细胞的荧光强度可判断胞内是否

有大量自噬体产生。因此, 为了进一步验证DUSP5
在巨噬细胞自噬中的调控作用, 本实验用MDC染色, 
从形态学上验证DUSP5过表达或者干扰后对巨噬

细胞自噬体形成的影响[24-25]。Rapa处理后的染色结

果显示: DUSP5过表达组细胞荧光强度弱于DUSP5
过表达空载组; 而与DUSP5干扰空载对照组相比, 
DUSP5干扰组细胞荧光强度增强。因此, 根据MDC
染色结果, 从形态学上进一步说明, DUSP5参与巨噬

细胞自噬过程。

自噬是一种动态降解过程, 自噬体的形成、自

噬体与溶酶体的融合以及自噬溶酶体的降解过程中

任一环节障碍都将造成自噬流中断, 导致自噬无法

A: DUSP5过表达后荧光显微镜下MDC染色细胞荧光强度; B: 干扰DUSP5表达后MDC染色细胞荧光强度。Vector: DUSP5过表达空载对照组; 
Vector+rapamycin: DUSP5过表达空载+rapamycin组; DUSP5 OE: DUSP5过表达组; DUSP5 OE+rapamycin: DUSP5过表达+rapamycin组; RNAi-
vector: DUSP5干扰空载对照组; RNAi-vector+rapamycin: DUSP5干扰空载+rapamycin组; RNAi: DUSP5干扰组; RNAi+rapamycin: DUSP5干扰

+rapamycin组。 
A: MDC stain of DUSP5 stably overexpressed RAW264.7 cell strain; B: MDC stain of DUSP5 stably interfered RAW264.7 cell strain. Vector: DUSP5 
overexpression empty vector control group; Vector+rapamycin: DUSP5 overexpression empty vector control treated with rapamycin group; DUSP5 OE: 
DSUP5 stably overexpressed RAW264.7 cell strain group; DUSP5 OE+rapamycin: DSUP5 stably overexpressed RAW264.7 cell strain treated with 
rapamycin group; RNAi-vector: DUSP5 interference empty vector control group; RNAi-vector+rapamycin: DUSP5 interference empty vector control 
treated with rapamycin group; RNAi: DUSP5 stably interfered RAW264.7 cell strain group; RNAi+rapamycin: DUSP5 stably interfered RAW264.7 
cell strain treated with rapamycin group.

图5   DUSP5过表达/抑制稳定转染RAW264.7细胞株MDC染色形态学观察

Fig.5     MDC staining of DUSP5 stably overexpressed/interfered RAW264.7 cell strain
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完成其生物学功能[26]。Baf A1是自噬晚期抑制剂, 
它通过抑制自噬体与溶酶体融合, 抑制自噬溶酶体

降解, 从而使自噬体在细胞中聚集[27]。在上述的实

验中, 通过建立RAW264.7巨噬细胞系自噬模型, 初
步得出DUSP5在其自噬过程中发挥负调控作用, 但
对于DUSP5如何调节自噬却未有探究。因此, 为
探究DUSP5对自噬流的影响, 本实验用Baf A1刺激

DUSP5干扰稳定转染细胞株, 并检测细胞中LC3II的
表达量以及自噬体的聚集。结果显示, Baf A1刺激后, 
DUSP5干扰组细胞LC3II表达量显著上升, 细胞中自

噬体数量增加, 说明干扰DUSP5表达促进自噬体形

成过程, 使自噬体在细胞中聚集。因此, DUSP5通过

抑制RAW264.7巨噬细胞中自噬体的形成, 抑制其自

噬。

以上结果说明, DUSP5可通过抑制自噬体合成

抑制巨噬细胞RAW264.7自噬, 从而参与其自噬调

控。因此, 本研究为进一步探索巨噬细胞在对抗病

原微生物感染时所产生的应答机制提供新的研究思

路, 且为以DUSP5为靶点开发新型抑制剂进而增强

巨噬细胞自噬和抑菌能力提供了新的研究方向。
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A: Baf A1刺激DUSP5干扰空载对照组细胞和DUSP5干扰组细胞, 自噬相关蛋白LC3II表达水平; B: Baf A1刺激DUSP5干扰空载对照组细胞和

DUSP5干扰组细胞, 细胞中自噬体的形成。RNAi-vector: DUSP5干扰空载对照稳定转染RAW264.7细胞; RNAi: DUSP5干扰稳定RAW264.7细胞。

**P<0.01。
A: expression of LC3II protein in DUSP5 stably interfered RAW264.7 cell strain after Baf A1 stimulate. B: formation of autophagosomes in DUSP5 
stably interfered RAW264.7 cell strain. RNAi-vector: DUSP5 interference empty vector control; RNAi: DSUP5 interference. **P<0.01. 

图6   DUSP5对RAW264.7巨噬细胞系自噬流的影响

Fig.6   Effect of DUSP5 on autophagy flux in RAW264.7 cell strain
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