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小鼠 STEAP4 对 HepG2 细胞自噬的调控机制
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摘要　为研究机体内稳态调节机制,经筛选高脂小鼠转录组数据得到特异上调的Steap４基因,对其进行不

同物种间基因多态性比较,并在 HepG２细胞中异源超表达该基因２４h后检测自噬相关基因在转录和翻译水平

的变化.结果显示,STEAP４基因在不同物种间较保守,其基因多态性主要在翻译水平产生变化,小鼠Steap４
基因与人源STEAP４基因相似性最高.荧光定量PCR的结果表明 mSTEAP４对 HepG２自噬关键基因无显著

性影响,但 Westernblot结果显示 mSTEAP４能够下调自噬相关蛋白的表达量,即 mSTEAP４从蛋白水平抑制

HepG２细胞自噬水平.STEAP４在细胞处于内稳态时会抑制自噬,降低细胞中的物质能量代谢,使细胞处于静

息状态.
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　　前列腺六次跨膜的上皮抗原４(sixＧtransmemＧ
braneepithelialantigenofprostate４,STEAP４)属
于STEAP家族成员,又名STAMP２、TIARP、TNＧ
FAIP９、SchLAH 等[１].STEAP４属于一种铁铜氧

化还原酶,能利用 NADPH 提供的还原力,经由黄

素和亚铁红素将Fe３＋ 还原成Fe２＋ 、将 Cu２＋ 还原成

Cu＋ [２].地球上存在２万亿多种的需氧生物,每天

都需 要 摄 取 一 定 量 的 铁 离 子 以 维 持 供 能[３].

STEAP４作为一个六次跨膜蛋白,已经被证实位于

细胞膜、核内体膜、高尔基体膜[４]和线粒体膜(结肠

癌细胞)[５]上.荷兰科学家利用冷冻电镜技术将人

源STEAP４蛋白发挥正常生理功能时的三聚体形

式解析出来[３].研究发现,STEAP４在细胞中具有

调控细胞炎症反应和代谢活动的双重作用[６],并与

肥胖、胰岛素抵抗、炎症和癌症等一系列疾病相关,
其表 达 还 受 激 素 (固 醇 类 雄 性 激 素)调 节[７].

STEAP４对需氧生物机体中的多种代谢都有非常

重要的调节作用[８],尤其是在机体内稳态调节方面

作用突出.
自噬是真核细胞生物在进化过程中获得的一种

高度保守的保护机制,是细胞响应内外信号的一种

自我调节方式,可以清除衰老或者受损细胞器,降解

糖原、脂类、蛋白质等生物大分子物质以供细胞循环

利用,维持细胞内稳态,以适应不良的环境[９Ｇ１０].自

噬根据底物到溶酶体消化方式的不同可以分为３
类:大自噬(macroautophagy)、小自噬(microautoＧ
phagy)和分子伴侣介导的自噬(chaperoneＧmediaＧ
tedautophagy,CMA )[１１].本文中自噬都是代表大

自噬.自噬能够降解受损的线粒体,阻止线粒体紊

乱引起的胰岛素抵抗和β细胞损伤,同时,自噬能够

促进葡萄糖的吸收,促进脂肪细胞分化,增加机体脂

质储存[１２].
肝脏是机体最大的代谢器官,对机体糖脂代谢

有重要的调控作用[１３].同时肝脏也参与饮食中脂

质的消化吸收[１４],具有解毒功能[１５],代谢机体产生

的和饮食摄取的有毒物质[１６].肝脏对于机体内稳

态的维持同样有着重要的作用[１７].

STEAP４对于代谢炎症和细胞内稳态的调节

有重要的作用,同时自噬对于代谢、营养物质、炎症

等细胞代谢平衡的维持有重要作用,两者在对细胞

内稳态的调节上具有共性[４].因此,本研究探究

STEAP４是否对肝脏细胞自噬具有调节作用,旨在
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进一步了解STEAP４在维持细胞内稳态平衡方面

的作用机制,为STEAP４成为新的临床疾病治疗靶

点提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验细胞:人肝癌细胞系 HepG２;试验菌株:大
肠杆 菌 DHＧ５α;试 验 质 粒:载 体 质 粒 pcDNA３．１
(＋)、pcDNAＧmSteap４.以上试验材料均为笔者所

在实验室保存.
1.2　细胞培养及转染

１)细胞培养.人肝脏细胞系 HepG２接种于２４
孔板 中,每 孔 加 ５００μL 含 有 １０％ 胎 牛 血 清 的

DMEM 高糖培养基,于３７℃、５％ CO２培养箱培养

至细胞密度达到８０％时,进行细胞转染,培养时间

根据细胞状态不同而定,以细胞密度为准.

２)转染.取２个盛有５０μLOptiＧMEM 培养基

的EP管,分别加入１μg质粒和１μL脂质体,使之

混匀,室温静置孵育５min后,将２个EP管中的液

体混合,吹匀后室温静置孵育２０min.质粒Ｇ脂质体

复合物混合好并补加４００μLOptiＧMEM 培养基后

加入２４孔板中,于３７℃、５％ CO２细胞培养箱培养.
转染６h后,更换成细胞生长培养基继续培养２４h
后收集样品.
1.3　 转录水平基因鉴定

将本文“１．２”处理好的样品收集后,用 Trizol法

提取细胞总RNA,取０．５μLRNA用SMA４０００测

定RNA 浓度.根据 TAKARA MＧMuLV 逆转录

酶配置说明书配置 ３０μL 反应体系逆转录生成

cDNA:根据测定的 RNA 浓度使得每管中总 RNA
量达３０００ng,用DEPC水补齐体系至１７μL,加入

３μLT１８后７２℃水浴５min,冰浴５min.在冰上

依次向管中加入５μL的逆转录酶buffer、３μL的

dNTPs、０．５μL 的 MＧMuLV 逆转录酶、０．５μL 的

RNaseinhibitor.４２ ℃ 反 应 １h,９０ ℃ 灭 活 １０
min.选择STEAP４和自噬相关基因,设计定量

引物(表１).配置包含０．５μL的cDNA 模板、０．５

μmol/L的上下游引物、４μL的ddH２O和５μL的

TaKaRa定量PCRMix的１０μL反应体系.采用

CFX９６TM RealＧtimeSystem(BioＧRad,USA)进
表１　相关定量引物

Table１　TheprimersforrealＧtimePCR

引物名(人种)
Primername(Homo)

片段大小/bp
Size

前引物和后引物序列 (５′Ｇ３′)
Forwardandreverseprimer(５′Ｇ３′)sequence

GenBank序列号

Accessionnumber

ATG５ １３３
F:GGCTTGAGTGAACTTCTG

NM_００４８４９
R:CATTGTAGGCTTGACTTACC

ATG７ ２４０
F:CCAGGAGATTCAACCAGAG

NM_００６３９５
R:CGGGAAGGACATTATCAAAC

BCNＧ１ ２１５
F:TACCGACTTGTTCCTTACG

NM_００３７６６
R:CTCCACATCCATCCTGTAG

AMPKα１ １７１
F:CCGAGAAGCAGAAACACGACG

NM_００６２５１
R:CTACCACATCAAGGCTCCGAATC

AMPKα２ １５１
F:CAATCGTTCTGTCGCCACTCTC

NM_００６２５２
R:GACGTTAGCATCATAGGAAGGGTCT

AKT ２７９
F:GTGGAGGACCAGATGATGC

NM_００１０１４４３１
R:TGCCCCTGCTATGTGTAAG

βＧACTIN １５３
F:GGCTGTATTCCCCTCCATCG

NM_００７３９３
R:CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

STEAP４ １５３
F:GCAATGCAGTCAACTGGAGAGA

NM_００１２０５３１５．１
R:AAGGAATGATAAGCCCTAACACG

行realtimeＧPCR检测,反应条件为:９５℃３min预

变性后,按照９５℃１０s、６０℃１０s、７２℃１０s共进

行４５个循环,最后７２℃ 延伸３min.
1.4　翻译水平基因表达变化检测

收集细胞样品后,加入５×loadingbuffer,沸水

浴２０min.制备SDSＧPAGE凝胶(浓缩胶５％,分
离胶１２％),根据蛋白表达量确定点样量.浓缩胶

阶段用８０V恒压,分离胶阶段用１２０V.电泳后,
根据相对分子质量大小切取凝胶条带.根据凝胶条

带大小,剪出２张滤纸和１张 PVDF膜(需甲醇浸

泡１５s);其次,按滤纸、胶、PVDF膜、滤纸的顺序放

置于转移装置.恒流２００mA,根据蛋白大小调整

转膜时间.转膜后用 ５％ 脱脂奶粉封闭 ２h,用

TBST清洗PVDF膜.一抗孵育PVDF膜,４℃,水

６８
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平摇床过夜,用 TBST洗５次,每次６min.二抗室

温孵育PVDF膜,水平摇床２h.最后,取出PVDF
膜,用 TBST洗５次,每次６min.将PVDF膜放于

显色液中,避光反应２min.最后,将PVDF膜放于

蛋白显像仪中调整相应参数,显色.
1.5　高脂小鼠饲养及转录组测序

自湖北省武汉市疾病控制中心购买昆明白鼠进

行繁殖,从繁殖后代中选取６只性别一致且体质量

相近的小鼠,随机分成２组.对照组小鼠为普通日

粮饲养,高脂组小鼠饲喂D１２４９２高脂鼠粮(６０％ 脂

肪含量),自由采食,饲养１a.饲养期结束后,将对

照和处理组小鼠禁食１２h后解剖,将新鲜的脂肪组

织用液氮速冻后交付百迈克生物科技有限公司进行

转录组测序及数据分析.

1.6　数据统计与分析

试验重复３次,试验数据以“平均值±标准差”
表示,采用 MEGA、Origin软件分析,对照组和处理

组之间的差异采用t 检验分析,∗代表P＜０．０５,

∗∗代表P＜０．０１,∗∗∗代表P＜０．００１.

2　结果与分析

2.1　STEAP4 响应高脂饮食引起的机体代谢紊乱

经D１２４９２高脂鼠粮喂养昆明白鼠１a后,小鼠

质量显著增加并且取样时附睾脂肪差异明显,形态

上也有明显的肥胖现象.对其进行转录组测序,测
序结果进行通路富集分析,如图１所示.长期高脂

喂养使得小鼠机体中脂质大量积累,脂质过氧化、线
粒体损伤等多种内源性损伤使得机体中代谢发生了

　每个圆点表示一个KEGG通路,纵坐标表示通路名称,横坐标表示富集因子,富集因子越大,表示差异表达基因在该通路中的富集水

平越显著.圆点颜色表示qＧvalue,qＧvalue越小表示差异表达基因在该通路中的富集显著性越可靠,圆点大小表示该通路中富集的基

因数,圆点越大,表示基因越多.EachdotrepresentsaKEGGpathway．Thelongitudinalcoordinateshowsthenameofthepathway,and

thehorizontalcoordinaterepresentstheenrichmentfactor．Thegreaterenrichmentfactorindicatesthemoresignificantenrichmentlevel

ofthedifferentialexpressiongenesinthatpathway．DotcolorindicatestheqＧvalue．AndthesmallerqＧvalue,themorereliable．Thedot

sizemeansthenumberofgenesenrichedinthepathway．Thelargerthedot,themoregenes．

图１　差异表达基因KEGG通路富集散点图

Fig．１　PlotKEGGenrichmentofdifferentiationexpressedgenes

７８
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复杂的变化,甚至诱导大量癌症相关基因如 Hippo
信号通路和 Wnt信号通路上基因的表达显著上调,
即机体内稳态严重失衡.

高脂饲养１a的小鼠脂肪组织转录组测序结果

显示,Steap４基因响应长期高脂喂养诱导的机体紊

乱,其 表 达 量 在 转 录 水 平 显 著 上 调 (图 ２).

STEAP４在机体中对炎症的代谢都有重要的调节

作用,已有文献中对于STEAP４的表达量并没有统

一的结论,本 试 验 背 景 下 STEAP４ 表 达 量 显 著

上调.

∗代表P＜０．０５.∗P＜０．０５．

图２　小鼠高脂喂养对Steap４转录水平的影响

Fig．２　Theeffectofhighfatdietonthetranscriptional
expressionofmSTEAP４invivo

2.2　 STEAP4 基因物种间相似性比较

１)不同物种STEAP４从中心法则的３个层面

进行比较.选取人、鼠和几种代表性的家畜(牛、羊、
猪)从基因序列(图３A)、cDNA 序列(图３B)和蛋

白质序列(图３C)３个层面进行对比,以邻接法构建

系统发育树 (MEGA５．０５ NeighborjoiningbootＧ
strapmethod１０００).从图３可以看出,在这３个层

面上５个物种的STEAP４相似性没有变化,牛羊相

似性最近,人和鼠同源性相近.小鼠和人在基因层

面上的相似性高于转录水平和蛋白水平的相似

性,说明在基因水平上两物种进化上保守性较高,
转录和翻译水平的多变性产生了更显著的物种间

差异.猪 源 的 STEAP４ 序 列 相 似 性 介 于 两 支

之间.

２)从多种角度对不同种属肝脏STEAP４进行

比较.如表２所示,本研究从 NCBI数据库获得不

同种 属 间 成 年 个 体 肝 脏 mRNA 相 对 表 达 量、

STEAP４基因在染色体上的位置、基因的外显子数

和最终表达蛋白的大小等全部数据.人、鼠、羊和猪

成年个体的肝脏STEAP４mRNA相对表达量都在

１０左右(牛这部分数据尚未载入,小鼠肝脏表达量

检测样本量为１,没有标准差).有趣的是,在几个

物种中STEAP１、STEAP２和STEAP４至少存在

１个拷贝在染色体上三者紧邻,但是STEAP３单独

在另外一条染色体上.人源STEAP４在进化上可

能出现了特别的变化,其外显子数和STEAP４蛋白

大小与其他物种有所不同,这也就验证了图３中鼠

源和人源虽然在基因水平相似性高但是在翻译水平

差异性增大.
2.3　小鼠 Steap4 基因在 HepG2 细胞中超表达模

型建立

　　 试 验 采 用 细 胞 水 平 异 源 超 表 达 的 方 法,在

HepG２细胞中转染 pcDNAＧmSTEAP４ 后,检 测

细胞中STEAP４ 转 录 水 平 和 翻 译 水 平 的 表 达

情况.异源表达Steap４ 的 HepG２ 细 胞 组 在 转

录水平相较于对照组有极显著的增加(图４A);
同样,STEAP４ 蛋 白 表 达 水 平 也 有 显 著 增 长

(图４B).结果表明 mSTEAP４超表达细胞模型

构建成功.
2.4　小鼠 STEAP4 超表达对 HepG2 细胞自噬的

影响

　　经实时定量PCR方式检测自噬通路上游相关

基因(AKT、Beclin１、AMPK１、AMPK２、PI３K 和

ULK１)cDNA 表 达 和 自 噬 下 游 基 因 (ATG７ 和

ATG５)的转录水平表达情况,结果如图５A 所示,

mSTEAP４对自噬上游相关基因的cDNA表达没有

显著影响,即 mSTEAP４不能从促进自噬相关基因

转录或抑制其分解２个方面对细胞产生影响.从翻

译水平检测 mSTEAP４对细胞自噬相关蛋白表达

的调节,结果可以看出(图５B),自噬相关蛋白在蛋

白水平有较明显的变化.AMPK和Beclin１在自噬

调节通路上促进自噬水平,而超表达 STEAP４后

AMPK不论是磷酸化水平还是总蛋白水平都表达

下调,尤其是磷酸化水平下调非常显著,Beclin１基

因在蛋白水平表达量下调的情况也很明显.在超表

达 mSTEAP４的 HepG２细胞中,LC３作为自噬水

平的一个标志性基因,其蛋白表达水平被明显下调

(图５B).以上结果表明 mSTEAP４在人源肝脏细

胞中能够抑制 HepG２的自噬水平,并且主要在翻

译水平发挥作用.

８８
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　A:不同物种间的 DNA序列的比较;B:不同物种间的cDNA序列的比较;C:不同物种间的蛋白序列的比较.A:Thecomparationof

STEAP４DNAsequencesindifferentspecies;B:ThecomparationofSTEAP４cDNAsequencesindifferentspecies;C:Thecomparation

ofSTEAP４proteinsequencesindifferentspecies．

图３　从DNA、cDNA、蛋白质序列３个不同水平对比STEAP４基因

Fig．３　ThecomparationoftheSTEAP４genesamongdifferentspecies

表２　不同种属的STEAP４基因信息的比较

Table２　ComparationofSTEAP４geneinformationindifferentspecies

种属

Species
mRNA表达量(肝脏)
mRNAlevel(liver)

染色体位置

Location
外显子数

Exoncount
蛋白大小/aa
Proteinsize

人 Homosapiens ７．６１２±２．４１８ chr７q２１．１２(８８２７３３８０~８８３０９９６２) ６ ４５９

小鼠 Musmusculus １５．９４８ chr５qA１(７９５８２９８~７９８４３８７) ５ ４７０

猪Susscrofa ７．９３８±２．０６６ chr９(６８５４７０２１~６８５７２４７１) ５ ４７０

牛 Bostaurus － chr４(７２３７２４８８~７２４１０４４２) ５ ４７０

羊Ovisaries １３．２５８±３．９５９ chr４(７２３５８１４７~７２３８３８４１) ５ ４７０

3　讨　论

STEAP４作为炎症和代谢通路十字路口的一

个关键调节因子,对于维持细胞内稳态平衡有重要

的意义[４].在探究 STEAP４功能的过程中,发现

STEAP４对于细胞代谢调节的很多方面与自噬对

于细胞内稳态的调节[１８]有交叉之处,故本研究进行

了STEAP４对自噬调节作用的探究.
已有研究报道中STEAP４在肥胖病人脂肪组

织和 ApoE－/－/LDLR－/－ 糖尿病小鼠中表达显著

下调,也有报道显示在小鼠皮下和内脏脂肪组织中

其表达量上调[１].本研究在高脂饲养１a的昆明白
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　A:细胞转染后２４h检测,转录水平STEAP４表达情况.B:细胞转染后２４h翻译水平STEAP４表达情况.试验重复３次,∗∗代表

P＜０．０１.A:ExpressionofSTEAP４wasdetectedattranscribedlevel２４haftertransfection．B:ExpressionofSTEAP４wascheckedat

theleveloftranslation２４haftertransfection．Allexperimentsresultswerefromatleastthreeseparateexperiments．Datawererepresented

asmean±SEM(n＝３)．∗∗P＜０．０１．

图４　小鼠Steap４基因在HepG２细胞中的超表达

Fig．４　TheoverexpressionofmSteap４geneinHepG２cells

　A:HepG２细胞中超表达 mSTEAP４２４h后,检测自噬相关基因转录水平表达情况;B:HepG２细胞超表达 mSTEAP４２４h后,检测自噬

相关基因的翻译水平表达变化(B１),及蛋白条带对应灰度量化图(B２).试验重复３次,∗∗代表P＜０．０１,∗∗∗代表P＜０．００１.

A:AfteroverexpressionofmSTEAP４inHepG２cellsfor２４h,theexpressionofautophagygeneswasdetectedattranscribedlevel．B:TheexpresＧ

sionofautophagyＧrelatedgeneswascheckedattheleveloftranslationaftertransfection,andthecorrespondinggrayscalequantizationmap．AllexＧ

perimentsresultswerefromatleastthreeseparateexperiments．Datawererepresentedasmean±SEM (n＝３)．∗∗P＜０．０１,∗∗∗P＜０．００１．

图５　mSTEAP４对HepG２细胞自噬相关通路的调节作用

Fig．５　TheregulationofmSTEAP４overexpressiononautophagyrelatedpathwayinHepG２cells

鼠脂肪组织转录组测序中发现Steap４会发生特异

性上调.同时转录组测序结果显示,Hippo、Wnt等

多条致癌信号通路被诱导(图１).昆明白鼠存活周

期大约２a,在其生命半期都进行高脂饮食,会使其

代谢极度紊乱.过度脂质积累会引起机体线粒体紊

乱、内质网应激、脂质过氧化等多方面的损伤[１９Ｇ２２].

STEAP４响应高脂喂养,表达量会发生显著变化

(图２).因此,STEAP４可能对机体内内环境稳态

０９
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有重要调节作用.
通过从 NCBI数据库中获取STEAP４大量信

息进行对比发现,在进化上STEAP４基因是相对

保守的基因,从亲缘关系上人源的STEAP４与鼠

源Steap４更相近(图３).这几个物种中STEAP４
都与STEAP１和STEAP２的至少１个拷贝在同一

条染色体上,基因空间定位的结果表明其时空表达

可能具有同步性.而该家族中的STEAP３在不同

染色体上.STEAP３是机体中调节铁离子代谢的

主要氧化还原酶,STEAP２是线粒体外膜上的氧化

还原酶,STEAP１在进化过程中丢失了氧化还原酶

的活性[２３Ｇ２５].STEAPs家族成员在染色体上的定位

规律标志着进化过程中,STEAP１、STEAP２ 和

STEAP４的功能与调控机制有别于STEAP３,这
一 结 论 需 要 进 一 步 验 证. 本 研 究 所 关 注 的

STEAP４在进化过程中的定位、结构与功能的变化

也需要进一步的研究.
通过序列信息对比还有一点值得探讨之处是,

人源的STEAP４在基因层面上序列变化相对其他

物种的STEAP４更复杂.其他４个物种外显子数

为５,但是人源外显子数为６.人源蛋白更加精简,
其他４个物种的STEAP４蛋白都是由４７０aa组成,
人源STEAP４蛋白只有４５９aa.人源的STEAP４
蛋白与炎症[２６]、营养物质代谢[２７]、胰岛素[２８]、癌

症[５]等多方面相关,甚至受到雄性激素调节[７],可能

相对于其他的物种在机体调节中发挥更多功能.
目前已有报道中人源STEAP４蛋白的结构用

冷冻电镜法解析出来,该蛋白发挥功能时以三聚体

的形式存在.鼠源的也是三聚体的形式发挥功能,
而兔源STEAP４是二聚体的形式起作用[３].这一

结果从生理功能角度说明鼠源 STEAP４ 与人源

STEAP４的相似性.
本研究通过异源表达的方式在 HepG２细胞中

超表达mSteap４基因,证实小鼠Steap４基因能够

调节 HepG２细胞自噬(图５).其对自噬的调节主

要发生在翻译水平,pＧAMPK、Beclin１、LC３等自噬

相关蛋白都受到显著抑制(图５B),而在转录水平并

没有显著性(图５A).同时也证实 mSTEAP４可以

通过经典的 AMPK和 AKT途径调控 HepG２肝细

胞自噬,但具体的调节机制还需要进一步研究,如从

促进蛋白生成角度还是抑制蛋白分解角度深入探究

mSTEAP４的作用.
总之,本研究证明了 mSTEAP４在抑制 HepG２

肝细胞自噬,维持细胞内稳态平衡方面具有重要作

用.后 续 工 作 需 要 在 不 同 环 境 中 进 一 步 探 索

STEAP４与自噬之间的关系,更好地了解STEAP４
在细胞中的定位,探究STEAP４与自噬体形成的关

系,为STEAP４作为新的临床治疗靶点和动物饲养

中代谢调控靶点提供更多的试验依据.
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ImpactofmiceSTEAP４onautophagyinHepG２cells

ZHULin　CHENXiaodong

CollegeofVeterinaryMedicine/KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics,

BreedingandReproduction,MinistryofEducation,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　Inordertostudytheregulationmechanismofhomeostasisinvivo,Steap４gene,which
wasupregulatedspecifically,wasobtainedbyscreeningthetranscriptomedataofhighＧfatＧfeedingmice．
PolymorphismofSTEAP４amongdifferentspecieswascompared,andthechangesofautophagyrelated
genesattranscriptionandtranslationlevelsweredetected２４hoursaftertransfectioninHepG２cells．The
resultsshowedthatSTEAP４wasconservativeamongdifferentspecies,theirgenepolymorphismmainly
changedattheproteinlevel,andthesimilarityofSTEAP４betweenmouseandhumanwasthehighest．
TheresultsoffluorescencequantitativePCRshowedthatmSTEAP４hadnosignificanteffectonautophＧ
agygenesinHepG２cells,andtheresultsofWesternblotshowedthatmSTEAP４couldreducetheexＧ
pressionofautophagyrelatedproteins,suggestingthatmSTEAP４inhibitstheautophagyattheprotein
levelinHepG２cells．STEAP４couldinhibitautophagyinhomeostasis,reducematerialandenergymetabＧ
olism,andkeepcellsintherestingstate．

Keywords　mSTEAP４;autophagy;homeostasis;proteintranslationlevel;HepG２cells
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