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miR-20a 通过 ATG16L1 影响细胞自噬并参与调节雷公藤甲素肝毒性 

张彩霞，王伟艳，李会芳，杜晨晖，刘  珊，魏砚明*  

山西中医药大学中药与食品工程学院，山西 晋中  030619 

摘  要：目的  观察雷公藤甲素对 miR-20a 及自噬相关 16 样蛋白 L1（autophagy related 16 like protein1，ATG16L1）表达的

影响，探讨 miR-20a 对雷公藤甲素所致肝细胞毒性的调控作用。方法  利用雷公藤甲素处理人正常肝细胞株 HL7702 和

C57BL/6J 小鼠，通过 qRT-PCR 和 Western blotting 检测 miR-20a、ATG16L1 及自噬标记物微管相关蛋白 1 轻链 3II（microtubule-

associated protein 1 light 3II，LC3II）的表达。利用雷公藤甲素和 miR-20a 模拟物或抑制物共同处理 HL7702 细胞，通过 qRT-

PCR 和 Western blotting 检测 ATG16L1 及 LC3II 的表达；CCK-8 法检测细胞存活率；试剂盒检测乳酸脱氢酶（lactate 

dehydrogenase，LDH）释放量；ELISA 检测半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cystein-asparate protease-3，Caspase-3）和 Caspase-9 的

活性。结果  雷公藤甲素显著下调人正常肝细胞或小鼠肝组织中 miR-20a 表达（P＜0.05），上调 ATG16L1 和 LC3II 的表达

（P＜0.05）。miR-20a 模拟物可抑制雷公藤甲素引起的 ATG16L1、LC3II 表达升高（P＜0.05），进一步降低细胞存活率（P＜

0.05），提高 LDH 释放量（P＜0.05），上调 Caspase-3 和 Caspase-9 活性（P＜0.05），而 miR-20a 抑制物具有相反作用。结论  

miR-20a 通过 ATG16L1 影响自噬过程，参与调节雷公藤甲素肝细胞毒性。 
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miR-20a regulates autophagy by targeting ATG16L1 and involved in triptolide-

induced hepatotoxicity 
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Abstract: Objective  To validate the effect of triptolide on miR-20a and autophagy related 16 like protein1 (ATG16L1) expressions 

and evaluate the regulatory role of miR-20a in triptolide-induced hepatotoxicity. Methods  HL7702 cells and C57BL/6J mice were 

treated with triptolide, and then miR-20a and ATG16L1 levels were detected by qRT-PCR and Western blotting. After HL7702 cells 

exposure to triptolide and simultaneous transfection with miR-20a mimics or inhibitor, ATG16L1 and microtubule-associated protein 

1 light chain 3 (LC3Ⅱ) expressions were detected by qRT-PCR and Western blotting; Cell survival rate was detected by CCK-8 method; 

The release of lactate dehydrogenase (LDH) was detected by kit; The activities of cystein-asparate protease-3 (Caspase-3) and Caspase-

9 were detected by ELISA. Results  Triptolide significantly down-regulated miR-20a expression in normal liver cells or mouse liver 

tissues (P < 0.05), as well as upregulated ATG16L1 and LC3Ⅱ expressions (P < 0.05). miR-20a mimics significantly reversed the 

elevated ATG16L1 and LC3Ⅱ expressions induced by triptolide (P < 0.05), further exacerbated triptolide-elicited decrease in cell 

viability (P < 0.05), increase in lactate dehydrogenase leakage and activation of apoptosis proteases Caspase-3 and Caspase-9 (P < 

0.05), whereas miR-20a inhibitor exhibited opposite effects. Conclusion  miR-20a plays a regulatory role on triptolide-mediated 

hepatotoxicity by targeting ATG16L1 to affect autophagy. 
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中药引起的肝损伤是临床上药物肝损伤的重要

病因之一。雷公藤甲素既是传统中药雷公藤
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Tripterygium wilfordii Hook. f.的主要活性成分，具有

免疫调节、神经保护、抗血管生成、抑制细胞增殖
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及促细胞凋亡等药理活性，也是引起肝脏毒性不良

反应的主要物质基础[1-2]。研究表明有多种机制参与

雷公藤甲素所致肝毒性，如药物代谢与转运紊乱、氧

化应激、细胞凋亡、免疫损伤、肠道菌群失调等[3]。

此外，细胞自噬也被认为是雷公藤甲素引起肝毒性

的关键机制[4]。细胞自噬是一种进化高度保守并受

严格调控的将底物运送至溶酶体中降解的过程。雷

公藤甲素可剂量相关性激活肝癌细胞自噬活性，促

进肝癌细胞死亡[5-6]。在正常肝细胞系中，雷公藤甲

素通过促进自噬关键蛋白 Beclin1 的表达上调细胞

自噬活性[7]。另外，雷公藤甲素处理可导致斑马鱼

肝组织中自噬相关基因 Beclin1 和自噬相关基因 5

（autophagy-related gene 5，Atg5）表达明显升高[8]，

引起小鼠肝组织中自噬标记物微管相关蛋白 1 轻链

3（microtubule-associated protein 1 light 3，LC3）堆

积[9]。因此，调节细胞自噬水平可能为抑制或减轻

其肝毒性的潜在途径。然而，目前对于雷公藤甲素

调节肝细胞自噬的作用途径及细胞自噬在雷公藤甲

素肝毒性中的功能仍有待阐明。 

小 RNAs（miRNAs/miRs）是一类由内源基因编

码的长度约为 22 个核苷酸的非编码单链 RNA 分

子。通过与特定 mRNA 的 3’-UTR 结合，引起 mRNA

降解或抑制蛋白质翻译。miRNAs 参与调控细胞分

化、器官发育、细胞代谢、细胞凋亡等多种生理过

程，其表达异常与多种疾病的发生密切相关，是潜

在的疾病诊断生物标志物和药物的治疗靶点[10]。雷

公藤甲素可以上调或下调多种 miRNAs 的表达，影

响多条信号通路，实现其抗肿瘤、抗炎、免疫调节

及抗血管生成等多种药理活性[11]。另外，miRNAs 通

过调控细胞自噬相关基因或调节因子的表达，在细

胞自噬过程中发挥关键作用[12]。 

本课题组利用转录组测序观察到雷公藤甲素能

明显下调正常肝细胞中 miR-20a 表达，并且

Targetscan （ http://www.targetscan.org/vert.72/ ）、

miRDB（http://mirdb.org）网站预测 ATG16L1 为其

下游靶点。由于 ATG16L1 是自噬小体形成所必需

的关键蛋白质[13]，推测 miR-20a 可能作为雷公藤甲

素的作用靶点，参与调控细胞自噬，并在雷公藤甲

素肝毒性中发挥作用。本实验拟观察雷公藤甲素对

正常肝细胞中miR-20a及其下游潜在靶点ATG16L1

表达的影响，探讨 miR-20a 对雷公藤甲素所致肝细

胞毒性的调控作用，旨在为增进对雷公藤甲素肝毒

性作用机制的了解，寻找雷公藤甲素肝毒性的生物

标志物提供线索。 

1  材料 

1.1  细胞及动物 

人正常肝细胞株HL-7702购自北纳创联生物技

术有限公司。 

SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠，体质量 16～18 g，

6 周龄，购自斯贝福（北京）生物技术有限公司，动

物许可证号 SCXK（京）2019-0010。动物实验经山

西中医药大学动物伦理委员会批准（伦理批准号

2021DW207）。 

1.2  药品与试剂 

雷公藤甲素（质量分数＞98%，批号 210607）

购自上海融禾医药科技发展有限公司；氯喹（批号

C6628）购自美国 Sigma 公司；Lipofectamine 2000

转染试剂（批号 2307486）购自美国 Thermo 公司；

BCA 蛋白浓度试剂盒（批号 20211101）购自北京索

莱宝科技有限公司；蛋白酶抑制剂（P1006）、RIPA

蛋白裂解液（批号 011921210824）、β-肌动蛋白（β-

actin）抗体（批号 AA128）购自上海碧云天生物技

术有限公司；RPMI 1640 完全培养基、Opti-MEM 培

养基、胎牛血清购自美国 Gibco 公司；超敏 ECL 化

学发光试剂盒（批号 MA0186-1-Nov-16G）购自大

连美伦生物技术有限公司；CCK-8 试剂盒（批号

JH620）购自日本同仁化学科技（上海）有限公司；

乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）试剂盒

（批号 20220319）、谷草转氨酶（glutamic-oxaloacetic 

transaminase，GOT）试剂盒（批号 C010-2-1），谷

丙转氨酶（glutamic-pyruvic transaminase，GPT）试

剂盒（批号 C009-2-1）购自南京建成生物工程研究

所；半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cystein-asparate 

protease-3，Caspase-3）、Caspase-9 试剂盒（批号

20211215）购自上海瓦兰生物科技有限公司；

ATG16L1 3’-UTR 野生型（Wt）和突变型（Mut）荧

光质粒，由分别向 pmirGLO 荧光素酶载体

XhoI/XbaI 位点插入含有 miR-20a 预测靶序列

（GCACTTT）及突变靶序列（TTGACCC）3’-UTR

片段得到，由上海吉玛基因有限公司提供；pCMV-

FLAG-ATG16L1 质 粒 ， 向 pCMV-Flag 载 体

EcoRI/XhoI 位点插入 ATG16L1 cDNA 序列得到，

由 PPL 生物有限公司提供；pEGFP-N1-LC3 质粒受

赠于山西中医药大学任晋宏博士；LC3II 抗体（批

号 GR3338049-2）购自英国 Abcam 公司；ATG16L1

抗体（批号 H226AA0020）、Trizol 试剂（批号
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G921KA7073）、双荧光素酶报告基因检测试剂盒、

miRNA 第 一 链 cDNA 合 成 试 剂 盒 （ 批 号

HCT4KA2901）、miRNA 荧光定量 PCR 试剂盒（批

号 H712KA0769）、MightyScript 第一链 cDNA 合成

Master Mix（批号H525KA0190）、SGExcel FastSYBR 

qPCR 预混液（批号 I112KA3257）、miR-20a 模拟物

（mimics）、miR-20 模拟物阴性对照（mimics NC）、

miR-20a 抑制物（inhibitor）、miR-20 抑制物阴性对

照（inhibitor NC）均由上海生工生物工程有限公司

提供；实验中所用引物均由上海生工生物工程有限

公司合成，序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

引物 序列 (5’-3’) 

miR-20a F: UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG 

 R: CUACCUGCACUAUAAGCACUUUA 

U6 F: CTCGCTTCGGCAGCACA 

 R: AACGCTTCACGAATTTGCGT 

ATG16L1 F: CAAGCCGAATCTGGACTGTGGATG 

 R: CGGTCGTAGCTTCCTGAGACAAT 

GAPDH F: GACATGCCGCCTGGAGAAAC 

 R: AGCCCAGGATGCCCTTTAGT 

1.3  仪器 

Galaxy 170s CO2培养箱（德国Eppendorf公司）；

Allegra X-30R 型台式冷冻离心机（美国 Beckman 

Coulter 公司）；EasyWeLL 系列 JY98-IIIN 型细胞破

碎仪（宁波新芝生物科技股份有限公司）；倒置激光

共聚焦显微镜（日本 Olympus 公司）；微量紫外分

光光度计（美国 Thermo 公司）；Power Wave 全波长

酶标仪（美国 Bio-Tek 公司）；Powercycler 普通 PCR

仪（英国 Analylik Jena 公司）；FQD-96A 型多功能

实时荧光定量 PCR 扩增仪（杭州博日公司）；

ImageQuant LAS 500 化学发光成像系统（美国 GE

公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

HL7702 细胞用含 10%胎牛血清、100 μg/mL 链

霉素和 100 U/mL 青霉素的 RPMI 1640 完全培养基

中，置于 5% CO2、95%空气的 37 ℃恒温培养箱中

培养。 

2.2  细胞及动物分组和给药 

取对数生长期的 HL7702 细胞，加入 25、50、

100 nmol/L 雷公藤甲素处理 24 h 或用 50 nmol/L 雷

公藤甲素处理 12、24、48 h 后，检测细胞存活率，

并 检 测 miR-20a 和 ATG16L1 表 达 ； 根 据

Lipofectamine 2000 转染试剂说明，将 HL7702 细胞

转染 pEGFP-N1-LC3 质粒 24 h 后，加入 25、50、

100 nmol/L 雷公藤甲素处理 24 h，检测 LC3 点状物

的形成；设置对照组（仅加入培养基）、miR-20a 

mimics 组、miR-20a mimics NC 组，转染 24 h 后，

检测miR-20a和ATG16L1表达；将miR-20a mimics、

miR-20a mimics NC 与 ATG16L1 3’-UTR Wt、

ATG16L1 3’-UTR Mut 荧光质粒分别共转染到

HL7702 细胞内，检测荧光强度；设置对照组（仅加

入培养基）、雷公藤甲素组、雷公藤甲素＋miR-20a 

mimics 组、雷公藤甲素＋miR-20a mimics NC 组、

雷公藤甲素＋miR-20a inhibitor 组、雷公藤甲素＋

miR-20a inhibitor NC 组、雷公藤甲素＋miR-20a 

mimics＋ATG16L1 组、雷公藤甲素＋氯喹（20 

μmol/L）组，转染 miR-20a mimics、miR-20a inhibitor

和 50 nmol/L雷公藤甲素共同处理 48 h，或转染miR-

20a mimics 和 50 nmol/L 雷公藤甲素共同处理 24 h

后，转染 pCMV-FLAG-ATG16L1，继续培养 24 h 后，

检测细胞存活率、LDH 释放量，并检测 Caspase-3、

Caspase-9 活性和 ATG16L1、LC3II 蛋白表达。 

将 C57BL/6J 小鼠随机分为对照组、雷公藤甲

素组，每组 6 只，对照组 ip 0.9%生理盐水，雷公藤

甲素 ip 0.8 mg/kg 雷公藤甲素，每 2 天注射 1 次，

注射 3 次，末次给药 24 h 后，分离血清，取肝组织，

备用。 

2.3  CCK-8 法检测细胞存活率 

将 HL7702 细胞接种到 96 孔板中，经不同处理

后，按照 CCK8 试剂盒说明书测得各孔吸光度（A）

值并计算细胞存活率。 

2.4  RNA 提取及 qRT-PCR 检测 

按照 Trizol 试剂说明书提取不同处理细胞和小

鼠肝组织中的总 RNA，分别使用 miRNA 第一链

cDNA 试剂盒和 MightyScript 第一链 cDNA 合成

Master Mix 进行反转录，随后以反转录产物为模板，

miR-20a 以 U6 为内参，ATG16L1 以 GAPDH 为内

参，通过 miRNA 荧光定量 PCR 试剂盒和 SGExcel 

FastSYBR qPCR 预混液分别对 miR-20a 和 ATG16L1

进行定量分析。 

2.5  蛋白提取及 Western blotting 检测 

细胞经 PBS 漂洗后，加入含蛋白酶抑制剂的

RIPA 裂解液，冰上裂解 15 min 后，23 号针头反复

吹打破碎细胞，或取适量小鼠肝组织，加入含蛋白

酶抑制剂的RIPA裂解液，组织匀浆仪破碎后，4 ℃、
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3500 r/min 离心 10 min，取上清液，BCA 法测定蛋

白浓度。将上清液与 5×SDS 上样缓冲液混匀，

95 ℃加热 5 min 使蛋白变性。蛋白样品经十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，加入

含 5%脱脂奶粉的 TBST，室温封闭 1 h，加入

ATG16L1、LC3II 一抗（1∶1000），4 ℃孵育过夜

后，加入二抗（1∶5000），室温孵育 1 h。采用 ECL

化学发光试剂盒在化学发光成像系统下进行曝光，

Image J 软件定量目的条带。 

2.6  激光共聚焦显微镜观察 LC3 点状物 

将转染 pEGFP-N1-LC3 质粒的 HL7702 细胞经

4%多聚甲醛固定后，DAPI 溶液染细胞核，封片，

激光共聚焦显微镜下观察 LC3 点状物的形成。随机

选取 5 个视野不少于 150 个细胞，对其中含有≥5

个 LC3 点状物的细胞进行计数。 

2.7  双荧光素酶报告基因实验 

将 miR-20a mimics、miR-20a mimics NC 分别

和 ATG16L1 3’-UTR Wt 和 Mut 荧光质粒共转染至

HL7702 细胞 48 h 后，按照双荧光素酶报告基因检

测试剂盒说明书测定荧光强度。 

2.8  LDH 释放量检测 

HL7702 细胞经不同处理后，收集细胞培养液，

2500 r/min 离心 10 min，取上清液，根据 LDH 检测

试剂盒说明书测定 LDH 释放量。 

2.9  Caspase-3 和 Caspase-9 活性检测 

细胞经胰酶消化后，2500 r/min 离心 5 min，收

集细胞，加入预冷 PBS，利用细胞破碎仪进行破碎，

4 ℃、3000 r/min 离心 5 min，按照 ELISA 试剂盒

说明书测定 Caspase-3 和 Caspase-9 活性。 

2.10  GOT 和 GPT 活性检测 

按照 GOT 和 GPT 试剂盒说明书检测小鼠血清

中 GOT 和 GPT 活性。 

2.11  统计学分析 

数据以 x s 表示，通过 SPSS 软件进行方差齐

性检验，采用 GraphPad prism8 软件进行统计分析

和作图，多组间进行单因素方差分析，两组间比较

用 t 检验。 

3  结果 

3.1  雷公藤甲素降低 HL7702 细胞存活率 

 HL7702细胞经不同浓度的雷公藤甲素处理 24 h

后，CCK-8 法检测细胞存活率，结果显示雷公藤甲

素可以显著抑制细胞活力（P＜0.05），且呈剂量相

关性（图 1-A）。为了比较雷公藤甲素不同处理时间

对细胞存活率的影响，HL7702 细胞经 50 nmol/L 雷

公藤甲素处理 12、24、48 h 后，检测 HL7702 细胞

存活率，结果显示随着处理时间延长，细胞存活率

逐渐降低（P＜0.05，图 1-B）。 

3.2  雷公藤甲素对 HL7702 细胞 miR-20a 和

ATG16L1 表达的影响 

HL7702细胞经不同浓度的雷公藤甲素处理 24 h

后，利用 qRT-PCR 和 Western blotting 检测 miR-20a

和 ATG16L1 的表达，结果显示 25 nmol/L 雷公藤甲

素处理的 HL7702 细胞中未观察到 miR-20a 和

ATG16L1 的表达有明显变化（图 2-A），但随着雷

公藤甲素浓度的提高，miR-20a 的表达显著降低

（P＜0.05），ATG16L1 的表达显著提高（P＜0.05）。

为了比较雷公藤甲素不同处理时间对 miR-20a 和

ATG16L1 的表达，将 HL7702 细胞经 50 nmol/L 雷

公藤甲素处理 12、24、48 h 后，检测 miR-20a 和

ATG16L1 的表达，结果显示不同处理时间均引起

miR-20a 表达显著降低（P＜0.05，图 2-B）；而在经

雷公藤甲素处理 12 h 的 HL7702 细胞中未观察到

 

与对照组或 0 h 比较：*P＜0.05，图 2、4、5 同 

*P < 0.05 vs control group or 0 h, same as below figs. 2, 4, 5 

图 1  不同浓度 (A) 或处理时间 (B) 的雷公藤甲素对 HL7702 细胞存活率的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Effect of triptolide with different concentrations (A) or incubation times (B) on viability of HL7702 cells ( x s , n = 3)
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图 2  不同浓度 (A) 或处理时间 (B) 的雷公藤甲素对 HL7702 细胞 miR-20a 和 ATG16L1 表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of triptolide with different concentrations (A) or incubation times (B) on miR-20a and ATG16L1 expressions in 

HL7702 cells ( x s , n = 3)

ATG16L1 mRNA 和蛋白的表达有明显变化，但雷公

藤甲素处理 24、48 h 显著提高 ATG16L1 mRNA 和

蛋白的表达（P＜0.05）。 

3.3  miR-20a 靶向调节 ATG16L1 的表达 

双荧光素酶报告基因检测（图 3-A）结果显示，

ATG16L1 3’-UTR Wt荧光质粒与miR-20a mimics共

转染组相对荧光强度显著低于 miR-20a mimics NC

（P＜0.05），而 Mut 荧光质粒共转染组无明显变化。

HL7702 细胞转染 miR-20a mimics 后，ATG16L1 的

mRNA 和蛋白表达均显著降低（P＜0.05），而 miR-

20a mimics NC 对 ATG16L1 表达量则无明显影响

（图 3-B）。以上结果说明，miR-20a 能够靶向结合于

ATG16L1 的 3’-UTR，进而抑制 ATG16L1 mRNA 转

录后水平。

 

与 ATG16L1 Wt＋mimics NC 组比较：*P＜0.05；与对照组比较：#P＜0.05 

*P < 0.05 vs ATG16L1 Wt + mimics NC group; #P < 0.05 vs control group 

图 3  miR-20a 与 ATG16L1 的靶向关系 (A) 及对 ATG16L1 表达 (B) 的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Targeting relationship between miR-20a and ATG16L1 (A) and its effect on ATG16L1 expression (B) ( x s , n = 3)
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3.4  雷公藤甲素对 HL7702 细胞自噬的影响 

LC3II 作为细胞自噬的底物，特异定位于自噬

小体膜上，其表达量与自噬小体数量正相关。因此，

LC3II 常作为检测自噬水平的标志物[14-15]。HL7702

细胞经不同浓度的雷公藤甲素处理 24 h 后，Western 

blotting 检测 LC3II 的表达，结果显示 50、100 nmol/L

的雷公藤甲素显著提高 LC3II 表达（P＜0.05，图 4-

A）。利用不同浓度的雷公藤甲素处理转染 pEGFP-

N1-LC3 质粒的 HL7702 细胞 24 h，观察到雷公藤甲

素可剂量相关性增加自噬小体点状物的形成（P＜

0.05，图 4-B）。 

自噬流是由吞噬泡组装位点的形成、自噬小体

的形成、自噬小体与溶酶体的融合及底物的降解等

多个连续步骤组成的动态过程。自噬流活化引起的

自噬小体形成增多或受阻引起的自噬小体降解抑制

均能导致 LC3II 表达升高[16]。当使用自噬抑制剂氯

喹阻断自噬小体与溶酶体的融合时，如果雷公藤甲

素能够激活细胞自噬流，氯喹处理则进一步增加

LC3II 表达，反之，氯喹处理对 LC3II 表达无明显

影响[17]。为了观察雷公藤甲素对肝细胞中自噬流的

影响，HL7702 细胞经 50 nmol/L 雷公藤甲素单独处

理或和 20 μmol/L 氯喹共同处理 24 h 后，Western 

blotting 检测 LC3II 的表达，结果显示，雷公藤甲素

与氯喹共处理较雷公藤甲素单独处理 LC3II 表达进

一步提高（P＜0.05，图 4-C），表明雷公藤甲素可促

进细胞自噬流。

 

 

与雷公藤甲素组比较：#P＜0.05 

#P < 0.05 vs triptolide group 

图 4  雷公藤甲素对 HL7702 细胞 LC3Ⅱ蛋白表达 (A)、自噬点状物 (B) 和自噬流 (C) 的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of triptolide on LC3Ⅱ protein expression (A), autophagic puncta (B) and autophagic flux (C) in HL7702 cells 

( x s , n = 3)

3.5  雷公藤甲素对小鼠血清中 GOT、GPT 活性及

肝组织中 miR-20a、ATG16L1 与 LC3II 表达的影响 

利用试剂盒检测小鼠血清中 GOT 和 GPT 的活

性，结果显示与对照组比较，雷公藤甲素组小鼠血

清中 GOT 和 GPT 活性显著升高（P＜0.05，图 5-

A），表明肝毒性模型构建成功。通过 qRT-PCR 和

Western blotting 检测小鼠肝组织中 miR-20a、

ATG16L1 和 LC3II 的表达水平，结果显示雷公藤甲

素组 miR-20a 显著下调，ATG16L1 mRNA 和蛋白表

达显著上调（P＜0.05），LC3II 蛋白表达升高（P＜

0.05，图 5-B、C）。 

3.6  miR-20a 对雷公藤甲素引起 HL7702 细胞自噬

活化的影响 

HL7702细胞经 50 nmol/L雷公藤甲素单独处理

或转染 miR-20a mimics、miR-20a inhibitor 共同处理

24 h 后，qRT-PCR 和 Western blotting 检测 ATG16L1 

mRNA 和 LC3II 的表达，结果显示，miR-20a mimics

显著抑制雷公藤甲素引起的 ATG16L1 mRNA 和

LC3II 表达升高（P＜0.05），miR-20a inhibitor 可进

一步促进 ATG16L1 mRNA 和 LC3II 表达上调（P＜

0.05），而 miR-20a mimics NC 或 inhibitor NC 则无

明显影响（图 6）。
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图 5  雷公藤甲素对 C57BL/6J 小鼠肝功能指标 (A)、肝组织 miR-20a 及 ATG16L1 mRNA 表达 (B) 和 ATG16L1 及 LC3II

蛋白表达 (C) 的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effect of triptolide on liver function indexes (A), miR-20a and ATG16L1 mRNA expressions (B) and ATG16L1 and 

LC3Ⅱ protein expressions (C) in C57BL/6J mice ( x s , n = 3)

 

与雷公藤甲素组比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs triptolide group 

图 6  miR-20a 对雷公藤甲素处理 HL7702 细胞后 ATG16L1 mRNA (A) 和 LC3Ⅱ蛋白 (B) 表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of miR-20a on ATG16L1 mRNA (A) and LC3Ⅱ protein (B) expressions in HL7702 cells after triptolide treatment 

( x s , n = 3)
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3.7  miR-20a 对雷公藤甲素引起 HL7702 细胞毒性

的影响 

LDH 是细胞内糖酵解途径中的氧化还原酶，其

释放量反映细胞膜的完整性，是细胞毒性的重要指

标[18]；细胞凋亡是雷公藤甲素引起肝毒性的重要机

制，其中 Caspase-3 和 Caspase-9 级联活化反应是凋

亡过程中的关键信号通路[8]。HL7702 细胞经 50 

nmol/L 雷公藤甲素单独处理或与转染 miR-20a 

mimics、miR-20a inhibitor、FLAG-ATG16L1 及 20 

μmol/L 氯喹共同处理后，检测细胞存活率、LDH 释

放量、Caspase-3 和 Caspase-9 活性。如图 7 所示，与

对照组比较，雷公藤甲素显著降低细胞存活率（P＜

0.05），提高 LDH 释放量（P＜0.05），上调 Caspase-3

和 Caspase-9 活性（P＜0.05）。转染 miR-20a mimics

和雷公藤甲素共处理较雷公藤甲素单独处理细胞存

活率进一步下降（P＜0.05），LDH 释放量进一步增

多（P＜0.05），Caspase-3 和 Caspase-9 活性显著提高

（P＜0.05），阴性对照 miR-20a mimics NC 则无明显

影响；与转染 miR-20a mimics 比较，转染 miR-20a 

inhibitor 对细胞存活率、LDH 释放量、Caspase-3 和

Caspase-9 活性具有相反效应（P＜0.05）。利用氯喹

抑制自噬小体和溶酶体的融合[19]，干预细胞自噬过

程可进一步加剧雷公藤甲素肝细胞毒性（P＜0.05）。

而共转染 FLAG-ATG16L1 则逆转 miR-20a mimics

对雷公藤甲素对 HL7702 细胞存活率、LDH 释放量、

以及 Caspase-3 和 Caspase-9 活性的影响（P＜0.05）。

与雷公藤甲素组比较：*P＜0.05；与雷公藤甲素＋miR-20a mimics 组比较：#P＜0.05 

*P < 0.05 vs triptolide group; #P < 0.05 vs triptolide + miR-20a mimics group 

图 7  miR-20a 对雷公藤甲素处理后 HL7702 细胞活力 (A)、LDH 释放 (B)、Caspase-3 (C) 和 Caspase-9 (D) 活性的影响 

( x s , n = 3) 

Fig. 7  Effect of miR-20a on cell viability (A), LDH release (B), Caspase 3 (C) and Caspase 9 (D) activities in HL7702 cells after 

triptolide treatment ( x s , n = 3)

4  讨论 

多种 miRNAs 在雷公藤甲素的药理作用中发挥

关键作用[11]。雷公藤甲素通过下调 miR-155 表达，

引起 SHIP1 表达升高，从而抑制 α-突触核蛋白引起

的炎症因子释放和小胶质细胞活化[20]。雷公藤甲素

可抑制高糖诱导的人肾小管上皮细胞中 miR-188 表

达上调，阻断 PTEN 信号通路，逆转糖尿病肾病上

皮间质细胞转化[21]。另外，miRNAs 与细胞自噬的
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起始、延伸及成熟等多个阶段密切相关 [22]。miR-

376b 可下调自噬关键基因 Beclin1 和 ATG4 的表达，

抑制自噬起始[23]。miR-181a 和 miR-630 分别调节

ATG5、ATG12表达，影响细胞自噬囊泡伸展阶段[24]。

miR-130 则可通过靶向自噬小体-溶酶体融合关键

基因人溶酶体关联膜蛋白 1（lysosomal associated 

membrane protein 1，LAMP1），参与调节融合过程[25]。

作为 miR-17-92 簇的一员，miR-20a 通过阻断自噬

相关基因 ATG5 和 FIP2000 的表达，抑制缺氧引起

的结肠癌细胞自噬活化 [26]。miR-20a 也可负调控

ATG7 表达，阻断细胞自噬，从而抑制神经母细胞

瘤细胞增殖[27]。另外，ATG16L1 mRNA 也被证明为

miR-20a 的下游靶点。ATG16L1 能够与自噬起始过

程中泛素样结合系统中的ATG12-ATG5复合体非共

价结合，在隔离膜的延伸及自噬小体双层膜的形成

过程中发挥关键作用 [28] 。 miR-20a 通过下调

ATG16L1 的表达抑制细胞自噬，从而促进巨噬细胞

中分枝杆菌的存活[29]。缺氧引起的 miR-20a 表达抑

制能够上调 ATG16L1 表达并诱导自噬活化，引起

破骨细胞分化[30]。本研究中，雷公藤甲素在引起肝

细胞毒性、诱导肝细胞自噬活化的同时，能够明显

降低正常肝细胞和肝组织中 miR-20a 的表达，上调

ATG16L1 的表达。双荧光素酶报告实验证实 miR-

20a 结合于 ATG16L1 的 3’-UTR，并且 miR-20a 

mimics 或 inhibitor 能够阻断或进一步促进雷公藤甲

素引起的肝细胞中 ATG16L1 及自噬标记物 LC3II

表达升高。因此，雷公藤甲素通过靶向调节 miR-20a

的表达，上调 ATG16L1，从而引起细胞自噬活化。

此外，Targetscan、miRDB 网站预测自噬相关基因

ATG2B、UNC-51 样激酶 1（UNC-51 like kinase 1，

ULK1）、ATG14、ATG7 等均为 miR-20a 下游潜在靶

点，然而 qRT-PCR 和 Western blotting 检测结果显示

雷公藤甲素对肝细胞中这些潜在靶点的表达无明显

影响，提示上述自噬相关基因可能在雷公藤甲素引

起的肝细胞自噬活化过程中未发挥关键作用。研究

表明，多种机制参与雷公藤甲素调节 miRNA 表达。

雷公藤甲素通过干预转录因子 Smad2/3 的磷酸化，

阻断其于 Smad4 的结合及入核运输，从而抑制转化

生长因子-β（transforming growth factor-β，TGF-β）

引起的 miR-30 表达下调[31]。雷公藤甲素还能够抑

制 c-myc 转录活性，阻断 miR-7-92 和 miR-106b-25

的转录[32]。今后的工作将探讨雷公藤甲素调节 miR-

20a 表达的分子机制或信号通路。 

细胞自噬对于细胞生存具有两面性。正常条件

下，细胞自噬活性维持在较低水平。外界刺激可以

增强细胞自噬活性，发挥降解蛋白质或细胞器、维

持代谢平衡和促细胞生存的功能。另一方面，过度

活化的细胞自噬则导致细胞功能受损，引起自噬性

死亡[33]。本实验在体外条件下证明了利用 miR-20a 

mimics 或自噬抑制剂氯喹处理较雷公藤甲素单独

处理可进一步降低正常肝细胞的存活率，促进 LDH

释放及细胞凋亡，加剧雷公藤甲素引起的肝细胞毒

性，而 miR-20a inhibitor 则具有缓解雷公藤甲素肝

毒性的效应，说明细胞自噬是肝细胞受到雷公藤甲

素处理时激发的一种保护性机制，而阻断细胞自噬

途径则可能影响体内活性氧或受损伤的细胞器清除

能力，拮抗其对雷公藤甲素引起肝细胞凋亡的缓解

作用，从而进一步加剧肝细胞毒性[34]。今后将尝试

在体内条件下验证 miR-20a 是否通过自噬途径对雷

公藤甲素肝毒性发挥调控效应。过表达 ATG16L1 能

够部分逆转过表达miR-20a mimics对雷公藤甲素肝

毒性的影响，一方面验证了 ATG16L1 在 miR-20a 调

节雷公藤甲素肝毒性中发挥重要作用，另一方面说

明 miR-20a 的其他潜在靶点可能参与了其对雷公藤

甲素肝毒性的调节作用[26-27]。未来有必要探讨 miR-

20a 的其他下游靶基因是否在雷公藤甲素肝毒性中

发挥作用。 

综上，本研究观察了雷公藤甲素对正常肝细胞

及小鼠肝组织中 miR-20a 及其下游靶基因ATG16L1

表达的影响，结果验证了在体外条件下 miR-20a 通

过 ATG16L1 影响自噬过程，并参与调节雷公藤甲

素肝细胞毒性，为阐明雷公藤甲素肝毒性的作用机

制及 miR-20a 作为雷公藤甲素肝毒性的新型生物标

记物提供了参考。 
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