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线粒体自噬过程的超微结构分析
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摘要      该研究利用透射电镜技术对诱导发生自噬的哺乳动物细胞进行了观察, 发现线粒体

自噬的三种亚型, 并对其超微结构特征进行了分析, 双层或多层膜包裹线粒体是线粒体自噬小体的

基本形态学特征。
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Abstract       We used transmission electron microscopy to analyze the autophagy samples of mammalian cell 
and investigate the ultrastructure character of mitophagy. There are three types of mitophagy. The mitochondrias 
packaged by double layer or multilayer membrane is the characteristic structure of mitophagy.
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自噬(autophagy)是一种细胞内的防御和应激

调控机制, 能快速清除细胞内多余物质。Christian 
de Duve[1]提出自噬的概念已经有半个多世纪, 近
几年对自噬的研究取得了重要进展。在形态学上, 
细胞发生自噬时在胞质内出现大量游离的膜性结

构, 其不断扩张, 环绕包裹待降解物质形成自噬小

体(autophagosome), 在透射电镜下观察到自噬小体

结构是证明细胞发生自噬的金标准。自噬小体形

态上表现为双层或多层膜包裹部分细胞质和细胞

内需要降解的细胞器等物质, 随后经过胞内运输与

溶酶体结合形成自噬溶酶体(autophagolysome), 降
解所包裹的物质, 以实现细胞内的稳态和细胞器

的更新[2-3]。根据自噬对待降解底物的选择性不同, 
自噬可分为线粒体自噬(mitophagy)、内质网自噬

(reticulophagy)、核糖体自噬(ribophagy)、过氧化物

酶体自噬(pexophagy)等种类[4-5]。线粒体自噬是指

细胞受到损伤刺激时, 线粒体发生去极化, 损伤的线

粒体被特异地包裹进自噬小体降解, 维持细胞内环境

的稳定[6]。现有的研究认为, 线粒体自噬可分为三种

亚型, 不同亚型的形成机制及超微结构存在区别[7]。

多种人类疾病的发生都与线粒体有着密切的关系, 
但是对线粒体自噬的研究尚处于起步阶段, 国内尚

无对线粒体自噬超微结构的详细研究。本研究采用

透射电镜技术对诱导发生自噬的哺乳动物细胞标本

进行了详细的观察分析, 对线粒体自噬的发生发展

过程及其三种亚型的超微结构特征进行分析, 希望

能为线粒体自噬研究提供形态学上的参考。

1   材料与方法
1.1   材料

南京医科大学分析测试中心电镜平台所接收

的已经诱导发生自噬的哺乳动物细胞标本。主要为

两种细胞: 一种是人B淋巴瘤细胞, 干扰素α-2a处理

36 h和48 h; 另一种是人乳腺癌细胞, EBSS培养基培

养2 h。对标本后期的数据采集、分析、使用情况
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均已征得送样人(南京医科大学病理系)的许可。

1.2   方法

收集细胞, 将细胞固定于2.5%戊二醛溶液中4 h 
(4 °C), 0.1 mol/L磷酸缓冲液漂洗4次, 每次15 min。
1%锇酸溶液后固定2 h, 4 °C、0.1 mol/L磷酸缓冲

液漂洗2次, 每次5 min。50%、70%、90%、100%
梯度丙酮脱水各15 min。100%丙酮׃树脂=11׃渗透

2 h, 100%丙酮׃树脂=12׃渗透2 h, 纯树脂渗透过夜, 
Epon 812树脂包埋, 烘箱聚合(37 °C 12 h, 45 °C 12 h, 
60 °C 48 h)。超薄切片, 厚度60~70 nm(切片机型号: 
Ultracut R, 莱卡公司), 醋酸铀、硝酸铅染色, 上机观

察(透射电镜型号: Tecnai G2 Spirit Bio TWIN, FEI公
司)。

2   结果
2.1   典型的自噬小体

在诱导细胞自噬发生的早期, 在胞质内可以

观察到一种游离的膜性结构, 一般呈现双层脂质膜

组成的类似碗状结构(图1A), 此结构被称为吞噬泡

(phagophore), 是细胞发生自噬的证据之一。然后, 
吞噬泡不断延伸, 将胞质内待降解的线粒体等细胞

器和部分胞质包裹入内, 形成双层膜的自噬小体(图

1B)。在镜下观察时, 这种包裹线粒体的自噬小体结

构最为典型, 也最易与其他细胞内结构区分(图1C)。
随着自噬过程的发展, 自噬小体与溶酶体融合, 形成

自噬溶酶体(图1D)。自噬溶酶体形态呈现单层膜包

裹待降解物质和细胞器, 包裹物质形态较难区分, 直
径比自噬小体偏大。

2.2   I型线粒体自噬

I型线粒体自噬是由内质网包裹线粒体形成的

自噬小体。在电镜下看到内质网的一端与线粒体

外膜接触, 此接触点被称为内质网–线粒体接触位

点(ER-mitochondria contact site)(图2A和图2B)。由

此接触点开始, 吞噬泡不断延伸, 逐渐包裹线粒体, 
形成自噬小体结构(图2C和图2D)。现有研究认为, 
一些自噬相关蛋白质(Atg蛋白)在吞噬泡的某个位

点聚集, 此位点被称为吞噬泡形成位点(phagophore 
assembly site, PAS)[8]。我们推测, 内质网–线粒体接

触位点可能也是一种PAS位点。

2.3   II型线粒体自噬

从超微结构上观察, II型线粒体自噬与I型线粒

体自噬较难区分。从形态学角度分析, II型线粒体自

噬发生时, 在损伤线粒体表面出现若干个游离的膜

结构, 随着自噬过程的发展, 这些膜结构逐渐融合成

A: 吞噬泡(箭头所示); B、C: 自噬小体(箭头所示); D: 自噬溶酶体(双箭头所示)。M: 线粒体; N: 细胞核; Go: 高尔基体。标尺=500 nm。

A: a phagophore (arrow); B,C: the autophagosomes (arrows); D: an autophagolysosome (double arrows). M: mitochondria; N: nucleus; Go: Golgi 
complex. Scale bars=500 nm.

图1   透射电镜观察的典型自噬小体和自噬溶酶体

Fig.1   The typical structure of autophagosome and autophagolysosome under transmission electron microscopy 
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一个完整的包裹线粒体的自噬小体结构(图3A和图

3B)。II型线粒体自噬没有内质网–线粒体接触位点, 
推测II型线粒体自噬并非由内质网形成, 可能是由

细胞内新合成的游离膜结构形成自噬小体。

2.4   III型线粒体自噬

我们在电镜下看到损伤的线粒体内部存在一

个膜包裹线粒体部分组件, 形成类似自噬小体结构

的囊泡, 此囊泡被称为线粒体小囊泡(mitochondria-

A~C: 内质网–线粒体接触位点(方框); D: 自噬小体(箭头所示)。M: 线粒体; N: 细胞核; ER: 内质网; Go: 高尔基体。A、C、D的标尺=500 nm; B
的标尺=100 nm。

A-C: the ER-mitochondria contact site (boxes); D: an autophagosome (arrow). M: mitochondria; N: nucleus; ER: endoplasmic reticulum; Go: Golgi 
complex. Scale bars of A,C,D=500 nm; Scale bar of B=100 nm.

图2   透射电镜观察的I型线粒体自噬发生过程

Fig.2  The process of type I mitophagy under transmission electron microscopy 

A、B: II型线粒体自噬小体(箭头所示); C、D: III型线粒体自噬小体(箭头所示)。M: 线粒体; N: 细胞核。标尺=500 nm。

A,B: type II mitophagy (arrows); C,D: type III mitophagy (arrows). M: mitochondria; N: nucleus. Scale bars=500 nm.
图3   透射电镜观察的II型和III型线粒体自噬

Fig.3   Type II and III mitophagy under transmission electron microscopy
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derived vesicle, MDV), 然后MDV以出芽的方式排出

线粒体。这种以MDV方式移除受损线粒体组件的

方式称为III型线粒体自噬(图3C和图3D)。

3   讨论
根据细胞内底物运送到溶酶体腔的方式不同, 

哺乳动物细胞的自噬可分为三种主要方式: 大自噬

(macroautophagy)、小自噬 (microautophagy)和分子伴

侣介导自噬(chaperone-mediated autophagy, CMA)[9-11]。

大自噬是指胞质内的一些膜性结构通过扩张包裹变

性的细胞器及部分细胞质, 形成双层或多层膜包裹

的自噬小体结构。然后通过胞内运输, 自噬小体被

运送到溶酶体, 自噬小体的外膜与溶酶体膜融合, 内
膜及其包裹物质进入溶酶体腔, 被腔内的酸性水解

酶降解。本文所指的I型和II型线粒体自噬既是一种

典型的大自噬。

当前对自噬小体膜来源的研究有两种假说: 一
种认为来源于内质网[12-13]; 另一种认为来源于新合

成的游离膜结构[8]。从形态学角度分析, 可以看出I
型线粒体自噬是由内质网的一端与线粒体接触, 形
成PAS位点, 由此位点开始内质网膜逐渐包裹线粒

体形成典型的自噬小体结构, 与内质网膜来源假说

吻合[14]。II型线粒体自噬发生时, 线粒体外形成的

扁平的双层膜结构, 扩张融合包裹线粒体形成自噬

小体, 与新合成的游离膜假说吻合。I型和II型线粒

体自噬虽然都是由细胞质内的膜结构包裹线粒体形

成自噬小体, 但是其形成过程及分子机制大不相同。

有研究发现, 磷脂酰肌醇3-激酶(phosphatidylinositol 
3-kinase, PI3K)抑制剂3-MA可以阻断I型线粒体自噬

发生, 但是不能阻断II型线粒体自噬[7], 对I型和II型
线粒体自噬的分子及生化区别有待深入研究。III型
线粒体自噬是通过自噬作用对线粒体内的受损组件

进行靶向移除, 以保证线粒体的正常功能。线粒体

内膜系统形成一个小囊泡, 随后被分离出线粒体, 与
溶酶体融合。III型线粒体自噬是细胞受到刺激时诱

发的轻度自噬, 随着损伤的加重, 最终会导致I型和II
型线粒体自噬。有研究提出, 线粒体也是一种自噬

小体的膜来源, 线粒体内膜系统及外膜都可形成自

噬小体, 然后以出芽的方式排出线粒体, 我们观察到

的III型线粒体自噬的超微结构为这种假说提供了直

接的形态学依据[15-16]。本研究采用透射电镜技术对

诱导发生自噬的哺乳动物细胞进行了详细的观察分

析, 提供了典型的自噬小体的高分辨图像, 还提供了

线粒体自噬三种亚型的高分辨图像。细胞发生应激

损伤时, 胞内细胞器的超微结构变化复杂, 分辨这些

损伤结构与自噬小体的区别需要丰富的经验, 在电

镜观察时特别要注意III型线粒体自噬和线粒体内髓

鞘结构的区别。

线粒体自噬是一种选择性的降解受损线粒体

的自噬过程, 对维持线粒体的正常功能起到重要作

用[17-18]。线粒体自噬不但维持细胞的正常生理功能, 
还与一些细胞的发育分化密切相关, 例如促进红细

胞分化[19]。线粒体自噬还与多种细胞病理相关, 例
如帕金森[20]、活性氧(reactive oxygen species, ROS)
损伤[21]及突变mtRNA的清除[22]等。线粒体自噬在控

制线粒体质量方面发挥重要作用, 但是仍有众多谜

题待解, 例如线粒体自噬的信号调控通路、损伤线

粒体识别的分子机制等。随着研究的深入, 线粒体

自噬必将为相关疾病的临床治疗提供新思路。
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