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自然感染绵羊肺腺瘤病毒羊肺组织线粒体自噬分子表达分析
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摘 要  为分析自然感染绵羊肺腺瘤病毒（Jaagsiekte sheep retrovirus，JSRV）羊肺组织中线粒体的质量及自噬相关

蛋白表达的变化，本研究将自然感染  JSRV 羊的肺组织作为研究对象，利用病理组织学、PCR 和免疫组化法对自然

感染 JSRV 羊肺组织进行鉴定。利用透射电镜技术观察病羊肺组织中线粒体形态结构变化，分别采用实时荧光定

量 PCR（RT-qPCR）和蛋白免疫印迹法（WB）检测感染组羊肺组织中线粒体相关因子线粒体外膜蛋白 20（Outer 
membrane translocase 20，TOMM20）、线粒体内膜蛋白（Inner membrane translocase 23，TIMM23）、热休克蛋白  60
（Heat shock proteins 60，HSP60）的 mRNA 和蛋白水平的相对表达量，利用  WB 检测病羊肺组织线粒体蛋白中自噬

相关因子  Beclin1、LC3 和选择性自噬受体  p62 蛋白水平的相对表达量。结果表明：1）PCR 扩增的目的条带与  
JSRV env 预期扩增片段大小一致。光镜下可见肺组织中肺泡Ⅱ型上皮细胞呈乳头状生长，且伸入肺泡中，同时免

疫组化结果显示在增生的肺泡Ⅱ型细胞中检测到 JSRV Env 大量表达，而阴性对照组未检出。2）与健康对照组相

比，透射电镜观察到感染组羊组线粒体大量损伤，并且出现双层膜结构的线粒体自噬体包裹损伤的线粒体，

TOMM20、TIMM23 和 HSP60 的  mRNA 相对表达水平和蛋白相对表达水平（P<0. 01）均极显著下降。3）自噬因

子  Beclin1（P<0. 05）和 LC3（P<0. 01）蛋白相对表达水平显著升高，p62 相对表达显著下降（P<0. 001）。综上，本

研究发现自然感染 JSRV 羊肺组织中线粒体损伤严重并出现线粒体自噬现象，为  JSRV 的致病机制提供新的研究

方向。
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Abstract The purpose of this study was to analyze the quality of mitochondria and the expression of 

autophagy-related proteins in the mitochondria in the lung tissues of sheep naturally infected with Jaagsiekte 

sheep retrovirus（JSRV）.  In this study， the lung tissues of sheep naturally infected with JSRV were taken as 
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the object of study.  Histopathology， PCR and immunohistochemistry were used to identify naturally infected 

JSRV lung tissues.  The morphological and structural changes of mitochondria in diseased sheep lung 

tissues were observed by transmission electron microscopy （TEM）.  Real-time quantitative PCR （RT-qPCR） 

and Western blot （WB） were used to detect the relative expression of mitochondrial related factors outer 

membrane protein 20 （TOMM20），inner membrane protein 23 （TIMM23） and heat shock protein 60 

（HSP60） in sheep lung tissues of healthy and naturally infected JSRV diseased sheep.  WB was used to 

detect the relative expression of autophagy-related factors Beclin1， LC3 and selective autophagy receptor 

p62 in lung mitochondrial proteins of diseased sheep.  The results showed that： 1） The PCR results showed 

that the target band was consistent with the expected fragments of JSRV env.  Alveolar type II cells in the 

diseased tissues showed mastoid hyperplasia and extended into the alveolar cavity under the light 

microscope， and the immunohistochemical results showed a large amount of JSRV Env expression was 

detected in the proliferative alveolar type II cells， but not in the negative control group.  2） Compared with 

the healthy control group， the transmission electron microscope showed a large number of mitochondrial 

damage in the diseased sheep group， and the damaged mitochondria were wrapped by mitochondrial 

autophagosomes with double membrane structure.  The relative expression levels of mRNA and protein of 

TOMM20， TIMM23 and HSP60 were extremely significantly decreased （P<0. 01）.  3） The relative expression 

of autophagy factors Beclin1 （P<0. 05） and LC3 （P<0. 01） were increased significantly， while the relative 

expression of p62 was significantly decreased （P<0. 001）.  In summary， we found there was severe 

mitochondrial damage and mitochondrial autophagy in the lung tissues of diseased sheep， providing a new 

research direction for the pathogenesis of JSRV.

Keywords Jaagsiekte sheep retrovirus； sheep lung tissues； mitochondrial damage； mitophagy

绵羊肺腺瘤（Ovine pulmonary adenocarcinoma，
OPA）是一种由 β 反转录病毒属的绵羊肺腺瘤病毒

（Jaagsiekte sheep retrovirus，JSRV）引起的慢性、进

行性、接触性、传染性的肺部肿瘤疾病。OPA 主要

病理组织学特征为肺泡 II 型上皮细胞和细支气管

上皮细胞增生，呈乳头状向肺泡腔内延伸，形成“花

椰菜样”腺瘤灶，导致肺泡严重塌陷［1］。研究表明，

OPA 的超微病理学结构表现为细胞核明显变大，与

细胞质比例失调，染色质聚集、边移，线粒体肿胀变

圆，嵴溶解或消失形成空泡样线粒体，粗面内质网

明显增宽［2］。OPA 约占绵羊肿瘤的 70%，在全球多

个养羊业发达地区普遍存在，严重影响了养羊业的

发 展 。 此 外 ，OPA 与 人 鳞 状 上 皮 腺 癌（Lepidic 
predominant adenocarcinoma，LPA）在临床症状、病

理组织学特征及超微病理学变化等方面极为相似，

也被认为是研究 LPA 的最佳动物模型，在人医肺癌

研究领域被广泛关注［3］。

线粒体自噬是细胞应对内部压力和维持稳态

的关键途径。在正常情况下，线粒体通过其动态平

衡的双膜结构，支持细胞的能量产生和代谢调节。

然而，当线粒体受损或功能失调时，线粒体自噬便

被激活以维持细胞内环境的稳定。这一过程涉及

多种分子标志物，包括线粒体外膜蛋白 20（Outer 
membrane translocase 20，TOMM20）、线粒体内膜

蛋白（Inner membrane translocase 23，TIMM23）、热
休克蛋白 60（Heat shock proteins 60，HSP60）等线

粒体蛋白，它们在维持线粒体完整性和功能中扮演

着重要角色。TOMM20 和 TIMM23 作为线粒体膜

上的转位酶，参与蛋白质的传输和线粒体内外物质

交换，而  HSP60 则作为分子伴侣，协助线粒体蛋白

质的折叠和组装，所以研究者们把它们作为评判线

粒体数量及损伤状态的依据［4］。这些蛋白的异常表

达或功能失调可能导致线粒体损伤，进而触发线粒

体自噬。自噬过程中涉及到一系列关键因子，如  
Beclin1、微管相关蛋白 1 轻链 3（Light chain 3，LC3）
和  p62。Beclin1 是自噬的核心调节蛋白，参与自噬

泡的形成和成熟。

线粒体自噬在调节肿瘤细胞代谢中扮演着重

要角色［5］。在某些情况下，线粒体自噬的激活有助

于肿瘤细胞的生存，通过去除损坏的线粒体来防止

细胞凋亡。然而，在其他情况下，过度的线粒体自

噬可能导致细胞死亡，从而抑制肿瘤的生长。这种

双重作用使得线粒体自噬在肿瘤生物学中的角色

变得复杂且多面［6］。近年来的研究表明［7］，线粒体
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自噬在肺腺瘤发展中扮演着双重角色。一方面，它

通过去除受损的线粒体，阻止细胞死亡和肿瘤的进

一步发展；另一方面，过度的线粒体自噬可能导致

肺腺瘤细胞对能量危机的过度反应，从而促进肿瘤

生长［7-9］。

尽管前人在乳腺癌、卵巢癌和肺癌等多种癌症

的研究中普遍观察到线粒体自噬受到抑制，但对于

线粒体自噬在腺癌中的致病机制相关研究较为有

限。由于 LPA 与  OPA 在形态学和组织学特征上

的相似性，使得  OPA 成为研究人类  LPA 发生机理

的理想动物模型，研究线粒体自噬对  OPA 发生发

展的影响可以为探究  LPA 的致病机制提供研究思

路。在此背景下，本课题组针对  JSRV 对细胞自噬

的影响进行了深入研究，然而在线粒体自噬方面，

关于  JSRV 的研究仍显不足。鉴于  JSRV 尚未建立

有效的体外培养体系 ，本研究为分析自然感染  
JSRV 羊肺组织中线粒体形态、数量变化以及自噬

因子表达情况，旨在深入了解自然感染  JSRV 病羊

肺组织中线粒体自噬的状态，及其与  OPA 发展之

间的联系，这不仅有助于了解  OPA 的病理过程，还

为探索  JSRV 的致病机制提供新思路。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　组织样品

绵羊肺组织采自内蒙古自治区乌兰察布市某

养殖场的 3 只自然感染绵羊肺腺瘤病毒羊和 3 只疑

似感染健康羊，病羊均出现呼吸困难、咳嗽、被驱赶

时呼吸急促等慢性呼吸道疾病症状。用于制作病

理组织切片的肺组织置于 10% 福尔马林溶液中固

定；用于提取线粒体蛋白的肺组织置于 PBS 缓冲液

中带回实验室 4 ℃保存，48 h 内进行试验；用于提取

核酸和蛋白的样本放入冻存管中保存在液氮中，后

转至−80 ℃保存。

1. 1. 2　主要试剂

TRIzol购自 Takara公司；JSRV Env多克隆抗体

由所在课题组制备；β-actin、TOMM20、TIMM23、
HSP60、GAPDH、LC3、p62、Beclin1 等一抗，HRP
标记的山羊抗兔、山羊抗鼠 IgG 均购自武汉三鹰生

物技术有限公司；十二烷基磺酸钠 -聚丙烯酰胺

（SDS-PAGE）制备试剂盒购自北京索莱宝科技有

限公司；BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司；胞质和线粒体蛋白质提取试剂

盒购自生工生物工程（上海）股份有限公司；2× 
Phanta Flash Master Mix（Dye Plus）、ChamQ 
Universal SYBR qPCR Master Mix、HiScript III 1st 
Strand cDNA Synthesis Kit（+gDNA wiper）购自南

京诺唯赞生物科技股份有限公司。

1. 1. 3　引物设计及合成

参照 NCBI数据库中收录的 JSRV env和 β-actin、
TOMM20、TIMM23、HSP60 的基因序列进行综合

分析，Primer Premier 6. 0 设计普通  PCR 扩增引物

和定量  PCR 检测引物，由生工生物工程（上海）股

份有限公司合成，引物序列见表  1。

表 1　PCR引物序列

Table 1　The sequence of PCR primers

基因

Gene

JSRV env

β-actin

TOMM20

TIMM23

HSP60

引物序列（5′→3′）

Primer sequence（5′→3′）

F：ATGCCGAAGCGCCGCGCT
R：TCACGGGTCGTCCCCCGCATCTCCCCT
F：GTCACCAACTGGGACGACA
R：AGGCGTACAGGGACAGCA
F：GAAGGGCGTAGACCATCTGACA
R：CTGGAACACTGGTGGTGGAAGA
F：GGATAGCACGAGGTGGTCTGAC
R：AGAGTGACTGTTGGAGCAAGGA
F：GGTCTTCAGGTTGTGGCAGTCA
R：AGAGCATGGCATCGTCTTTGGT

长度/bp
Length

1 848

208

116

102

193

登录号

Accession

JQ837489

NM_001101

NC_056078. 1

NM_006327

NC_056055. 1
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1. 2　试验方法

1. 2. 1　JSRV env 目的基因检测

TRIzol 法提取各肺组织样品总 RNA，并测定

其浓度和纯度，吸光光度值 OD260/OD280 为 1. 8~
2. 0。使用表 1 中的 JSRV env引物，参照反转录试

剂盒说明书加入 1 μg RNA 样品，补齐 ddH2O 到

8 μL 混合，65 ℃ 5 min 后迅速冰浴  2 min 以变性  
RNA 模板；在上一步液体中加入 2 μL 5×gRNA 
wiper Mix 混合后 42 ℃温育 2 min，以去除基因组  
DNA；再在上一步的反应液中各加入 2 μL 10×RT 
Mix 和 HiScript III Enzyme Mix、1 μL Oligo（dT）

20VN、5 μL ddH2O，混合后 37 ℃温育 45 min，85 ℃ 
加热 5 s 进行反转录，并对获得的  cDNA 进行浓度

和纯度检测，吸光光度值  OD260/OD280 为  1. 7~1. 9；
最后将  12. 5 μL 2×Phanta Flash Master Mix（Dye 
Plus），1 μg cDNA、2 μL 上下游引物（10 μmol/L）及
加入 ddH2O 补齐 25 μL 混合后进行 PCR 扩增，反应

程序为：98 ℃ 30 s；98 ℃ 10 s，58 ℃ 5 s，72 ℃ 10 s， 
30 个循环；72 ℃ 1 min。扩增产物进行电泳分析。

1. 2. 2　病理组织切片制作与 HE 染色

肺组织样品置于 10% 福尔马林溶液中固定 48 
h 后，对组织块进行修整至两端平整，在新的 10% 福

尔马林溶液继续固定  24 h，固定后的组织块用流动

的自来水过夜冲洗。经不同浓度乙醇梯度脱水处

理，二甲苯透明，浸蜡和包埋后，按 4 μm 厚度制作石

蜡切片，经苏木素-伊红染色后进行封片处理，在光

学显微镜下观察病理组织学变化。

1. 2. 3　免疫组织化学检测

对 1. 2. 2 制成的组织石蜡块按 4 μm 厚度进行

切片，经过二甲苯脱蜡、不同浓度乙醇梯度复水后，

柠檬酸钠抗原修复液进行抗原修复，内源性过氧化

物酶阻断剂处理，PBST 清洗、山羊血清室温封闭，

结 束 后 放 入  4 ℃ 过 夜 孵 育  JSRV Env 抗 体

（1∶700），阴性对照使用正常山羊血清代替。PBST 
清洗后，避光孵育生物素标记山羊抗兔  IgG，滴加辣

根酶标记链霉卵白素工作液，PBST 清洗后，DAPI 
避光孵育  10 min。PBST 清洗后复染、反蓝、脱水、

透明后中性树胶封片后镜下观察。

1. 2. 4　透射电镜观察绵羊肺组织线粒体微观变化

肺组织经 2. 5% 电镜专用戊二醛溶液固定 3 h，
用 0. 1 mol/L PBS 缓 冲 液 漂 洗 3 次 后 ，经 过 0. 1 
mol/L PBS 配制的  1% 锇酸避光室温固定  2 h，再
次漂洗  3 次。再经脱水漂洗、渗透、包埋、聚合、超

薄切片后使用 2% 醋酸铀 -枸橼酸铅进行双染色。

透射电子显微镜下观察，采集图像进行分析。

1. 2. 5　蛋白免疫印迹（Western blot，WB）检测

按照动物全蛋白提取试剂盒和胞质和线粒体

蛋白质提取试剂盒，分别制备 6 只绵羊肺组织总蛋

白和线粒体蛋白。采用  BCA 蛋白定量试剂盒定量

后，各取  20 μg 蛋白于  15 % SDS-PAGE 凝胶电泳，

完毕后湿转至  PVDF 膜，电泳恒流  380 mA 50 min，
然后用含 5% 脱脂乳的 TBST 室温封闭 2 h，TBST 
缓 冲 液 洗 膜 5 次 ，每 次 10 min；加 入 β -actin             
（1∶ 20 000）、TOMM20（1∶ 2 000）、TIMM23
（1∶1 000）、HSP60（1∶5 000）、GAPDH（1∶5 000）、
Beclin1（1∶1 000）、p62（1∶5 000）、LC3（1∶1 000）4 ℃
孵育过夜。TBST 缓冲液洗膜 5 次，每次 10 min，
β-actin 用 HRP 标记的羊抗鼠二抗（1∶5 000），其余

抗体均用 HRP 标记的羊抗兔二抗（1∶5 000）室温孵

育 2 h，TBST 缓冲液洗膜 5 次，每次  10 min，使用  
ECL 发光液对条带进行显色。重复 3 次后使用

Image-ProPlus 6. 0 软件对条带进行光密度分析并

保存。

1. 2. 6　实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测线粒

体基因表达量

按 1. 2. 1 方法提取细胞总 RNA 后，使用表 1 中

β -actin、TOMM20、TIMM23、HSP60 定 量 检 测 引

物，反应体系：模板 cDNA 2 μL，上、下游引物各 0. 4 
μL，荧 光 染 料 2×ChamQ Universal SYBR qPCR 
Master Mix 10 μL，ddH2O 补至 20 μL。反应程序：

95 ℃ 30 s；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40 个循环 ；95 ℃ 
15 s， 60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s，组内设 2 个重复孔。采

用  2−ΔΔCt 解析法进行基因相对含量的计算，具体计

算公式如下：ΔΔCt=（待测样本 Ct 值−对照样本 Ct
值）-（目的基因 Ct值−内参基因 Ct值）。

2　结果与分析

2. 1　自然感染 JSRV羊肺组织的病理学观察

2. 1. 1　绵羊肺组织 JSRV env PCR 鉴定

JSRV env基因 PCR 扩增产物的凝胶电泳检测

结果如图 1 所示。从绵羊肺组织中提取 RNA，经反

转录成 cDNA 后，对 JSRV env基因进行 PCR 扩增，

阳性对照和 4、5、6 号待测样品在 1 848 bp 处可见特

异性条带，而阴性对照、空白对照和 1、2、3 号待测样

品未出现任何条带。此结果表明采集的 6 份绵羊肺

组织中，3 份为自然感染 JSRV 组织，3 份为未感染
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JSRV 的健康组织。

2. 1. 2　自然感染 JSRV 羊肺组织病理学检测

如图 2 所示，肺组织病理组织切片 HE 染色结

果显示，健康组肺泡上皮细胞排列均匀，肺泡边缘

整齐、结构完整。自然感染 JSRV 组患羊肺泡 II 型
上皮细胞肿瘤化增殖，主要以立方或柱状排列，呈

乳头状生长伸入肺泡腔内（黑色箭头），大量肺泡塌

陷、融合，并形成弥漫性增生性腺瘤灶。

2. 1. 3　自然感染 JSRV 羊肺免疫组织化学检测

如图 3 所示，免疫组织化学结果显示，JSRV 
Env 在自然感染 JSRV 羊肺组织的肿瘤细胞中大量

表达，棕黄色的阳性信号主要定位于靠近肺泡腔增

生的肺泡 II 型上皮细胞中，而使用正常山羊血清替

代一抗的阴性对照未显示任何阳性信号。

2. 2　肺组织超微结构观察

透射电镜观察可见，自然感染 JSRV 羊肺组织与

健康组相比，线粒体数量显著减少（P<0. 05）（图 4）；
健康组线粒体形态和结构都较为正常，而自然感染

JSRV 组线粒体出现空泡、肿胀、嵴变少现象（图 5）；
自然感染 JSRV 组内质网可见明显增宽，出现包裹

受损线粒体的双层膜线粒体自噬体结构（图 6）。

2. 3　自然感染 JSRV 患羊肺组织中线粒体相关因

子相对表达量

如图7所示，与健康组相比，自然感染 JSRV组肺组

织中线粒体相关因子  TOMM20、TIMM23和 HSP60
的 mRNA 和蛋白相对表达水平均极显著下调（P<
0. 01），表明自然感染 JSRV患羊肺组织中线粒体数量

减少。

2. 4　自然感染 JSRV 患羊肺组织中线粒体自噬相

关因子蛋白相对表达量

如图 8所示，与健康组相比，自然感染 JSRV组肺

组织中线粒体自噬相关蛋白 Beclin1、LC3 相对表达

水平均显著上调（P<0. 05），p62 相对表达水平显著

下调（P<0. 05），表明自然感染 JSRV 患羊肺组织中

存在的线粒体自噬现象。

M：DL2000 DNA Maker；1：阴性对照；2：阳性对照；3：1 号组织；4：2
号组织；5：3 号组织；6：4 号组织；7：5 号组织；8：6 号组织。

M：DL2000 DNA Maker；1：Negative control；2：Positive control；3：
No. 1 tissue；4：No. 2 tissue；5：No. 3 tissue；6：No. 4 tissue；7：No. 5 
tissue ；8：No. 6 tissue.

图 1　绵羊肺组织  JSRV env PCR鉴定

Fig. 1　JSRV env PCR identification of sheep lung tissues

箭头指示为腺瘤灶内增生的肺泡 II型上皮细胞。

Arrows indicate the proliferation of type II alveolar epithelial cells in the adenoma.
图 2　绵羊肺组织病理组织学变化

Fig. 2　Histopathological change of sheep lung tissues
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3　讨 论

线粒体作为一种功能丰富的双膜细胞器，是真核

细胞有氧呼吸的主要部位和细胞的能量供应站，包括

三磷酸腺苷（Adenosine triphosphate，ATP）的产生、

钙 离 子（Ca2+ ）的 调 节 、活 性 氧（Reactive oxygen 
species，ROS）的产生和清除以及凋亡细胞的调节等。

而细胞为了维持其内线粒体数量和质量的稳定，在生

理条件下，损伤的线粒体可以与邻近的、完整的线粒

体进行融合，从而恢复其正常功能，而当线粒体受到

营养缺乏、缺氧、DNA 损伤、炎症、线粒体膜去极化等

应激刺激导致线粒体损伤程度超过修复能力的时候，

线粒体自噬被激活，受损的线粒体可通过线粒体自噬

途径被细胞选择性清除，从而实现细胞内线粒体系统

的更新与内环境的稳定［10-11］。

近年来线粒体功能相关研究表明［12］，线粒体对细

胞内 Ca2+、ROS 及自由基相对平衡也起着极其关键

的调控作用。此外，线粒体还参与细胞其他生理过

（a）透射电镜下绵羊肺组织线粒体；（b）透射电镜视野下线粒体数量统计分析柱状图；N：细胞核；M：线粒体；** P<0. 01
（a）Mitochondrias of sheep lung tissues under transmission electron microscope； （b）Histogram of quantitative statistical analysis of mitochondria in 

the field of transmission electron microscope； N：Cell nucleus； M：Mitochondria； ** P<0. 01
图 4　透射电镜下绵羊肺组织线粒体数量观察

Fig. 4　Observation of mitochondrial quantity in sheep lung tissues under the transmission electron microscope

箭头指示为腺瘤灶内增生的肺泡 II型上皮细胞

Arrows indicate the proliferation of type II alveolar epithelial cells in the adenoma
图 3　自然感染 JSRV绵羊肺组织 JSRV Env表达定位

Fig. 3　Location of JSRV Env expression in lung tissues of naturally infected sheeps with JSRV
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程，例如信号传递、细胞分化和细胞死亡，调控细胞周

期稳定和细胞生长。线粒体在产生  ATP 的同时产

生了副产物 ROS，范智博等［13］通过研究  ROS 在饥饿

条件下诱导人牙周膜细胞线粒体自噬增强，并发现线

粒体相关因子（TOMM20、TIMM23）转录和蛋白相

对表达水平的差异。然而，不同类型、不同分期的肿

瘤组织中  HSP60 的表达水平和作用有差异，例如在

大肠癌［14］中 HSP60表达水平上调且与肿瘤分期呈正

相关，在支气管肺癌中  HSP60 表达下调与肿瘤分期

呈负相关［14］。本研究发现与健康样本相比，透射电镜

下观察到自然感染  JSRV 病肺组织中线粒体形态结

构损伤严重，线粒体相关因子  TOMM20、TIMM23 
和  HSP60 的 mRNA 和蛋白相对表达水平均显著下

调。这些因子在正常细胞中负责线粒体膜蛋白运输

和线粒体蛋白的正确折叠，下调可导致线粒体功能障

碍，反映线粒体功能受损，进而触发线粒体自噬这种

N：细胞核；M：线粒体；DMT：受损线粒体

N：Cell nucleus； M：Mitochondria； DMT：Damaged mitochondria
图 5　透射电镜下绵羊肺组织线粒体形态观察

Fig. 5　Observation of mitochondrial morphology in sheep lung tissues under the transmission electron microscope

N：细胞核；DMT：受损线粒体；MAP：线粒体自噬体；RER：粗面内质网

N：Cell nucleus； DMT：Damaged mitochondria； MAP：Mitochondria autophagosome； RER：Rough endoplasmic reticulum
图 6　透射电镜下绵羊肺组织中线粒体自噬观察

Fig. 6　Observation of mitochondrial autophagy in lung tissues of sheep under the transmission electron microscope

153



中 国 农 业 大 学 学 报 2024 年  第  29 卷

补偿机制。

Beclin1 和 LC3 是自噬过程中的 2 个重要蛋白。

Beclin1 作为自噬起始复合体中的组成部分，参与了

自噬的启动和调控过程。LC3 是哺乳动物细胞中酵

母Atg8基因的同源物，LC3 定位于前自噬泡和自噬

泡膜表面，常作为自噬的特异性标志物，LC3 存在Ⅰ型

与Ⅱ型 2种不同分子质量形式；自噬未发生时，LC3 经
过加工形成胞质可溶性  LC3I，而在发生自噬时，被修

饰和加工的 LC3I 与自噬膜表面的磷脂酰乙醇胺

（Phosphatidylethanolamine，PE）共轭结合形成 LC3II；
LC3II 定位在胞内自噬体膜上，作为哺乳动物自噬体

的标记蛋白［15］。LC3II/I 的比值与自噬强度成正比。

（a）绵羊肺组织中线粒体相关因子 mRNA 相对表达量；（b）绵羊肺组织中线粒体相关因子蛋白表达；（c）绵羊肺组织中线粒体相关因子蛋白的相

对表达分析。** P<0. 01。
（a） The relative expression of mitochondrial related factors mRNA in sheep lung tissues； （b） Mitochondrial related factors protein expression in 
sheep lung tissues； （c） Relative expression analysis of mitochondrial related factors protein in sheep lung tissues .  ** P<0. 01.

图 7　肺组织中的线粒体相关因子相对表达量检测

Fig. 7　Detection of relative expression of mitochondrial related factors in lung tissues

（a）绵羊肺组织线粒体中自噬相关因子蛋白表达；（b）绵羊肺组织线粒体中自噬相关因子蛋白的相对表达分析；* P<0. 05；** P<0. 01； *** P<0. 001。
（a） Autophagy relative factors protein expression in mitochondria of sheep lung tissues； （b） Relative expression analysis of autophagy relative factor 
protein in mitochondria of sheep lung tissues * P<0. 05；** P<0. 01；*** P<0. 001.

图 8　自噬相关因子在肺组织线粒体蛋白中的相对表达分析

Fig. 8　Analysis of relative expression of autophagy related factors in mitochondrial protein of lung tissues
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以上 2种蛋白的共同作用是维持自噬的平衡，促进细

胞内生物的降解和回收，而  p62/SQSTM1 作为一种

选择性自噬受体，能够识别并将聚集的蛋白质和受损

的细胞器运送至自噬体进行降解［16］。Wu 等［17］研究

发现在结、直肠癌组织中  Beclin1和 LC3 的相对表达

水平显著高于正常组织。本研究在透射电镜下观察

到自然感染  JSRV 羊肺组织中出现线粒体自噬体，并

对其肺组织线粒体蛋白利用 WB 对自噬相关因子

Beclin1、LC3 和  p62 检测发现其自噬水平上调。

在肿瘤细胞中，线粒体的功能和结构往往受到影

响，出现线粒体功能障碍、线粒体  DNA 突变等损伤。

这些损伤会引起细胞内的线粒体自噬，即将受损的线

粒体通过自噬途径降解清除。研究表明，在肝癌，乳

腺癌和直肠癌等常见的癌症中均发现线粒体功能障

碍，线粒体自噬在肿瘤发生和发展过程中发挥重要作

用［18］。一方面，线粒体自噬可以促进肿瘤细胞的生存

和增殖，因为通过清除受损的线粒体可以维持能量代

谢和细胞呼吸；另一方面，线粒体自噬也可以抑制肿

瘤发展，因为过多的受损线粒体可能会引发细胞凋

亡、氧化应激等反应，从而增加肿瘤细胞损伤和死亡

的风险。20 世纪中期，线粒体相关研究取得了重大

突破，特别是在肿瘤方面的研究。  Warburg［10］发现线

粒体功能障碍是癌细胞的起源，线粒体的能源供应能

力使它与肿瘤的发生发展以及其他生物学活性密切

相关，这一发现对癌症代谢有了新的见解。此外，癌

基因和肿瘤抑制基因中的突变，通过改变线粒体代谢

途径促进癌症代谢重编程，而代谢重编程被认为是癌

症的标志之一［19］。肿瘤细胞的代谢活动与正常细胞

显著不同，这种代谢重编程与肿瘤的生长、扩散以及

对治疗的反应密切相关。

值得注意的是，病毒介导的肿瘤发生涉及多种细

胞过程，包括细胞周期紊乱、炎症反应、遗传不稳定性

和自噬等。特别是病毒感染对宿主细胞线粒体自噬

的显著影响不容忽视［20］，由于病毒入侵机体导致细胞

自我防御机制如线粒体自噬的启动，对功能失调的线

粒体起到清除作用来维持细胞内环境的稳态。研究

表明，不同病毒诱导线粒体自噬的机制各不相同。例

如，某些病毒能通过激活线粒体自噬促进其生命周期

中的关键步骤，如流感病毒能诱导线粒体自噬以帮助

病毒的复制和传播［21］。与其相对，如人类免疫缺陷病

毒（Human immunodeficiency virus，HIV）［22］可能通过

抑制线粒体自噬来延缓宿主细胞的早期死亡，从而保

证病毒颗粒的存活。与癌症发展直接相关的病毒，如

人乳头瘤病毒（Human papilloma virus，HPV）、丙型

肝炎病毒（Hepatitis C virus，HCV）、乙型肝炎病毒

（Hepatitis B virus，HBV）、疱 疹 病 毒（Epstein-barr 
virus，EBV）等，分别通过抑制或刺激自噬来实现病

毒的免疫逃避，其中 HBV和 HCV已被发现可通过破

坏线粒体动力学来促进线粒体自噬，调节线粒体稳

态，导致感染的细胞凋亡减少。线粒体自噬通过靶向

降解受损线粒体来维持细胞稳态，减弱病毒诱导的细

胞凋亡，促进细胞存活，从而促进病毒持续存在，维持

病毒致癌能力，促进肿瘤发生发展［23-24］。

本研究发现自然感染 JSRV 羊肺组织中线粒体

数量显著减少，且存在明显的损伤，伴随着线粒体自

噬的现象，这表明线粒体自噬可能在绵羊肺腺瘤的发

生发展中扮演者复杂的角色。这些发现为分析  
JSRV 致病机制的研究提供了新的方向，例如探索线

粒体自噬在肺腺瘤发生和发展中的具体作用，以及它

如何与肿瘤细胞的代谢和生存机制相互作用。

4　结 论

JSRV 感染绵羊肺组织后，引起线粒体数量显

著减少且存在明显的损伤现象，线粒体中自噬因子

活动增强，线粒体自噬被激活，可能以此达到保护

病毒粒子不被消除的目的，具体作用机制还需深入

研究。本研究为 JSRV 致病机制在线粒体自噬领域

的研究奠定基础。
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