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摘   要：【背景】缺氧诱导因子 1α (hypoxia-inducible factor 1-alpha，HIF-1α)是响应细胞低氧反

应的关键因子，在红细胞生成、血管形成、能量代谢及调节宿主免疫代谢中发挥着重要作用。

【目的】探讨 HIF-1α/Bcl-2-腺病毒 E1B 相互作用蛋白 3 (Bcl-2-adenovirus E1B 19-kDa interacting 
protein 3，BNIP3)信号通路对牛分枝杆菌卡介苗(Bacillus Calmette-Guérin，BCG)诱导小鼠巨噬细

胞 RAW 264.7 自噬的影响。【方法】构建 HIF-1α 的小干扰 RNA (siHIF-1α)，转染 RAW 264.7 细

胞后，结合 BCG 感染，采用流式细胞仪检测细胞自噬率，用 Western blotting 或免疫荧光技术检

测 HIF-1α、BNIP3、LC3、Beclin 1、Rheb 和 mTOR 的表达水平。【结果】BCG 感染显著上调巨

噬细胞中 LC3 和 HIF-1α 的表达，用 siHIF-1α 结合 BCG 感染后显著下调巨噬细胞中 HIF-1α、
BNIP3、LC3、Beclin 1 和细胞自噬率水平，并促进 Rheb 和 p-mTOR 的表达。【结论】在 BCG 感

染 RAW 264.7 细胞过程中，干扰 HIF-1α 表达抑制了 HIF-1α/BNIP3 信号通路，进而激活了 mTOR
途径，抑制 BCG 感染诱导的细胞自噬。 

关键词：缺氧诱导因子 1α；Bcl-2-腺病毒 E1B 相互作用蛋白 3；牛分枝杆菌卡介苗；巨噬细胞

RAW 264.7；自噬 
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Abstract: [Background] Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1α) is a key factor in response to 
cellular hypoxia and plays an important role in erythropoiesis, angiogenesis, energy metabolism and 
regulation of host immune metabolism. [Objective] To investigate the effects of HIF-1α/ 
Bcl-2-adenovirus E1B 19-kDa interacting protein 3 (BNIP3) signaling pathway on the BCG 
infection-induced autophagy of macrophage RAW 264.7 cells. [Methods] Small interfering RNA of 
HIF-1α, siHIF-1α, was constructed, and after the transfection of siHIF-1α and/or Bacillus 
Calmette-Guerin (BCG) infection of RAW 264.7 cells, the autophagy rate of the cells was detected by 
flow cytometer. Western blotting or immunofluorescence technique was employed to determine the 
protein levels of HIF-1α, BNIP3, LC3, Beclin 1, Rheb and mTOR. [Results] BCG infection 
up-regulated the expression of LC3 and HIF-1α in RAW 264.7 cells. The transfection of siHIF-1α 
down-regulated the levels of HIF-1α, BNIP3, LC3, and Beclin 1 and decreased the autophagy rate of the 
macrophages after BCG infection. Moreover, siHIF-1α promoted the expression of Rheb and p-mTOR. 
[Conclusion] Our results indicated that the knockdown of HIF-1α inhibited the HIF-1α/BNIP3 signaling 
pathway, thereby activating the mTOR pathway and inhibiting autophagy in RAW 264.7 cells after  
BCG infection. 
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结核病(tuberculosis，TB)是由结核分枝杆

菌(Mycobacterium tuberculosis，Mtb)感染引起

的一种慢性传染病，该病具有高发病率和死亡

率，目前全世界约有 1/4 的人口感染了 Mtb [1]。

同时，近 2 年 COVID-19 大流行对全球现有公

共卫生和人类健康造成了巨大影响，使结核病

控制计划变得紧张，导致结核病护理质量下降

和结果恶化[2]。 
巨噬细胞既是对抗病原体感染的第一道防

线，又是 Mtb 的主要宿主细胞。当 Mtb 入侵时，

巨噬细胞启动一系列受体相关的信号级联反应

引发免疫防御功能，并通过吞噬作用、细胞凋

亡和细胞自噬等发挥抗感染作用 [3]。细胞自噬

参与 Mtb 感染的多个环节，包括形成自噬溶酶

体、调节炎症细胞因子分泌、增加抗原递呈功

能、产生抗菌肽和增强抗生素作用等[4-5]。自噬

是清除病原体的重要手段之一，有研究证实刺

激自噬可以增加宿主细胞的杀菌能力，而抑制

自噬会增加胞内 Mtb 的存活率[6-7]。因此，探讨

自噬的发生机制对结核病靶向药物研制及新型

疫苗开发至关重要[8]。 
众所周知，细胞因子 IFN-γ 对控制包括 Mtb

在内的病原体感染至关重要，但是当缺乏缺氧

诱导因子 1α (hypoxia-inducible factor 1-alpha，
HIF-1α)时，依赖 IFN-γ 的抗感染作用出现缺陷，

巨噬细胞抗菌能力明显下降[9]。HIF-1α 是 HIF-1
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的一个功能性亚基，主要调节细胞低氧反应，

其表达在蛋白水平上受氧调节[10]。HIF-1α 除了

调节细胞免疫代谢外，可能还参与调控细胞自

噬。Neubert 等[11]研究细胞高浓度 Na+对大肠杆

菌的抗菌作用时发现，在 HIF-1α 缺陷的细胞

中，Bcl-2-腺病毒 E1B 相互作用蛋白 3 (Bcl-2- 
adenovirus E1B 19-kDa interacting protein 3，
BNIP3)和 LC3-II 的表达被抑制，自噬体和自噬

溶酶体数量减少，细胞高 Na+的抗菌防御作用

被完全消除，提示细胞高 Na+的抗菌功能主要

取决于 HIF-1α 依赖性增加的自噬作用。最近，

Li 等[12]研究发现结核病患者肺组织中 LC3 表达

增加，但 P62 的表达无变化，但随着 HIF-1α 被

激活，LC3 的表达显著增加且 p62 的表达量下

降，说明 HIF-1α 的激活促进了 P62 的降解，使

自噬流未被阻断，这对杀死细胞内 Mtb 具有重

要意义。HIF-1α 的靶分子 BNIP3 是一种 Bcl-2
家族成员的促凋亡蛋白，也是线粒体自噬受体，

其通过与 mTOR 的关键上游激活剂 Rheb 结合

而抑制 TORC1，促进自噬发生[13]。以上研究表

明，HIF-1α/BNIP3 信号通路在细胞自噬过程中

可能发挥重要作用。然而在结核病中，HIF-1α/ 
BNIP3 信号通路对 Mtb 感染后细胞自噬的作用

机制仍不确定。 
本研究用 BCG 感染 RAW 264.7 细胞后，

发现 LC3 和 HIF-1α 表达上调，因此，我们构

建了 HIF-1α 的小干扰 RNA 敲减细胞内 HIF-1α
的表达，并结合 BCG 感染细胞，通过研究干扰

HIF-1α 对 BCG 感染后巨噬细胞内 HIF-1α/ 
BNIP3 信号通路、自噬率、自噬相关蛋白和

mTOR 通路的作用，揭示 HIF-1α/BNIP3 信号

通路对 BCG 诱导巨噬细胞自噬的影响，以期进

一步揭示 Mtb 感染期间巨噬细胞自噬的作用 
机制。 

1  材料与方法 
1.1  细胞系与菌株 

实验所用小鼠巨噬细胞 RAW 264.7 购自中

国科学院上海细胞研究所，保存于宁夏大学西

部特色生物资源保护与利用教育部重点实验

室；BCG 购自上海生物制品研究所有限公司。 

1.2  主要试剂和仪器 
TransStart One Stept cDNA Sythesis 

SuperMix，北京全式金生物技术有限公司；

DMEM 培养基和荧光二抗，赛默飞世尔科技(中
国)公司；全蛋白提取试剂盒，南京凯基生物科

技发展有限公司；HIF-1α 的小干扰 RNA，上海

吉玛制药技术有限公司；Western Lightning 
ECL，PerkinElmer 公司；自噬检测试剂盒，Enzo 
Life Sciences 公司；HIF-1α、BNIP3、β-actin、
LC3、Beclin 1 和辣根过氧化物标记二抗一抗，

Proteintech 公司；p-mTOR 和 p-p70S6K，Abmart
公司。CO2 培养箱，Thermo Fisher 公司；GE 化

学发光检测仪，Promega 公司；倒置荧光显微镜，

Olympus 公司；流式细胞仪，Sysmex Partec 公司。 

1.3  菌株培养 
用 Middlebrook 7H10 固体培养基复苏 BCG，

37 °C 培养大约 3−4 周后，用接种环挑取单菌落

加入 Middlebrook 7H9 液体培养基中，静置于 37 °C
的 5% CO2 培养箱中培养约 4 周后收集菌株。 

1.4  细胞培养 
提前配制好体积比为 9:1 的 DMEM:FBS 完

全培养液，从液氮罐中取出 RAW 264.7 细胞冻

存管，置于 37 °C 水中快速摇晃解冻，将细胞

悬液转移至含有 1 mL 完全培养液的 15 mL 离

心管中，1 000 r/min 离心 5 min 后弃去上清，

加入 1 mL 完全培养液重悬细胞，将细胞悬液均

匀接种到培养皿中，将其放置在 37 °C 的 5% 
CO2 培养箱中培养，待融合度达到 80%左右时
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可进行细胞传代。 

1.5  小干扰 RNA 转染 
将生长良好的 RAW 264.7 细胞按 1×106个/mL

接种至 6 孔板中，在 37 °C 的 5% CO2 细胞培

养箱中培养过夜，取一支 1.5 mL EP 管，先加

入 5 μL ZETA LIFE Advanced 转染试剂，再加

入 5 μL NC 或 HIF-1α 小干扰 RNA 混匀，室温

静置 5 min，将混合后的试剂逐滴加入对应的  
6 孔板里培养 24−48 h，进行后续实验。 
1.6  Western blotting 

配制蛋白裂解液，提取细胞全蛋白，用蛋

白质定量试剂盒(bicinchoninic acid，BCA 法)
测定细胞全蛋白浓度，通过 SDS-PAGE 凝胶电

泳后将蛋白样品转移至 PVDF 膜上，脱脂牛奶

封闭 2 h，加入一抗稀释液，4 °C 孵育过夜，次

日用含 0.3% Tween-20 的 TBS 即 TBST 缓冲液

洗涤残余的一抗，加入相应的二抗，室温孵育

1 h，用 TBST 缓冲液洗涤残余的二抗，滴加 ECL
发光试剂，放入全自动化学发光成像仪内成像，

保存数据并处理分析数据。 

1.7  RT-qPCR 检测相关因子的 mRNA 表达 
根据 Real-Time qPCR引物设计原则设计所

需引物，HIF-1α 引物为 F (5′-ACTGCACGGG 
CCATATTCAT-3′)和 R (3′-AAATCAGCACCA 
AGCACGTC-5′)。利用 Trizol 法提取各处理组

中的总 RNA，利用超微量分光光度计(NanoDrop 
8000)检测 RNA 浓度和纯度。然后以所得的

RNA 为模板，根据 TransStart One Stept cDNA 
Sythesis SuperMix 说明书配制反应体系(20 μL)
进行反转录合成 cDNA，根据 TransStart Tip 
Green qPCR Super Mix 说明书配制荧光定量反

应体系，反应完成后，通过 2−∆∆CT 法处理数据

计算基因的相对表达量。 

1.8  流式细胞仪检测细胞自噬率 
细胞自噬率的检测使用自噬检测试剂盒，

具体步骤为：将生长良好的 RAW 264.7 细胞按

1×106 个/mL 接种至 6 孔板中，在 37 °C 的 5% 
CO2 细胞培养箱中培养过夜，使用 siHIF-1α 或/
和 BCG 处理细胞后，用 PBS 洗涤细胞 3 次；

用胰酶消化细胞 2 min 后，加入完全培养液终止

消化，800 r/min 离心 5 min，弃上清，加入染料，

在 37 °C 的 5% CO2 细胞培养箱中孵育 30 min，
800 r/min 离心 5 min 后弃上清，用 PBS 洗涤    
3 次，用 1 mL PBS 重悬，30 min 内通过流式细

胞仪检测细胞自噬率。 

1.9  免疫荧光 
12 孔板中放入无菌爬片，将生长状态良好

的 RAW 264.7 以 1×104 个接种到 12 孔板中，置

于 37 °C 的 5% CO2 细胞培养箱中，待细胞贴壁

且生长状态良好时进行 BCG 感染实验；将细胞

上清弃掉，PBS 清洗细胞 3 次，每次 5 min；加

入 4%多聚甲醛固定约 20 min；弃掉多聚甲醛，

加入 0.5% Triton X-100 室温通透 20 min 后，

PBS 清洗细胞 3 次；使用 3%牛血清白蛋白室温

静置封闭 1 h。弃掉封闭液，加入一抗(1:200)
稀释液，室温孵育 2 h 后弃掉一抗，PBS 清洗

残留的一抗；加入相应的荧光二抗，避光孵育

2 h 后，弃掉二抗，PBS 清洗残余的二抗；滴加

封片剂封片后保存于 4 °C。 

1.10  数据分析 
所有实验数据均经过 3 次独立实验的验

证，实验数据采用 GraphPad Prism 9.0 软件中的

one way ANOVA 进行统计学分析，数据均使用

均数±标准差(mean±SD)表示。 

2  结果与分析 
2.1  BCG 感染上调 RAW 264.7 细胞内 LC3
和 HIF-1α 的表达 

BCG 通过操纵宿主细胞吞噬体和信号通路

而影响宿主细胞抗原呈递、细胞凋亡和自噬等，
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被广泛用于结核病治疗[14]，但其影响巨噬细胞

自噬的机制仍然知之甚少。本实验用 MOI=10
的 BCG 感染 RAW 264.7 细胞不同时间后，通过

Western blotting 检测细胞内 LC3 和 HIF-1α 蛋白

的表达水平，结果显示(图 1)，LC3 和 HIF-1α 的

表达量均在 12 h 时已极显著高于对照组

(P<0.001)，之后 LC3 的表达量缓慢上升，HIF-1α
的表达量呈下降的趋势，表明 BCG 感染 RAW 
264.7 细胞 12 h 时，细胞发生自噬并显著上调

HIF-1α 的表达。 

2.2  siHIF-1α 的干扰验证 
因为 BCG 感染 RAW 264.7 细胞后显著上

调 HIF-1α 的表达，因此构建合成了 HIF-1α 的

小干扰 RNA (siHIF-1α)，将其转染 RAW 264.7
细胞，通过 Western blotting 和 qPCR 检测细胞

内 HIF-1α 的表达水平。结果如图 2 所示，

siHIF-1α-1213 干扰效果最好，可显著降低细胞

内 HIF-1α 蛋白和 mRNA 表达水平(P<0.01)，后

续的相关实验均采用 siHIF-1α-1213 来进行。 

2.3  siHIF-1α 抑制 BCG 感染后 RAW 264.7
细胞内 HIF-1α/BNIP3 信号通路 

为探究 HIF-1α/BNIP3 信号通路对细胞自

噬的影响，通过 siHIF-1α 联合 BCG 感染巨噬细

胞后，利用 Western blotting 检测细胞内 HIF-1α
和 BNIP3 的表达水平。如图 3 结果显示，BCG
感染显著上调细胞内 HIF-1α 和 BNIP3 的表达

水平(P<0.01)，而 siHIF-1α 显著抑制 BCG 感染

后细胞内 HIF-1α 和 BNIP3 的表达(P<0.01)。这

表明 siHIF-1α 抑制 BCG 感染后 RAW 264.7 细

胞内的 HIF-1α/BNIP3 信号通路。 

2.4  siHIF-1α 抑制 BCG 感染后 RAW 264.7
细胞的自噬率 

自噬发生过程受到严格的监管，涉及 30 多种

自噬相关蛋白(autophagy-related protein)，许多

核心自噬相关蛋白在哺乳动物中都是保守的， 

 
 
图 1  BCG 感染不同时间后 RAW 264.7 细胞内

LC3 和 HIF-1α 蛋白的表达水平   A：Western 

blotting 检测细胞内 LC3 和 HIF-1α 蛋白表达水平；

B–C：LC3 和 HIF-1α 蛋白表达结果灰度分析结果。

*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001 
Figure 1  Expression of LC3 and HIF-1α protein 
in BCG-infected RAW 264.7 cells at different time. 
A: Western blotting results of LC3 and HIF-1α in 
RAW 264.7 cells; B, C: The grayscale analysis 
results of LC3 and HIF-1α protein expression. *: 
P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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图 2  siHIF-1α 的干扰验证   A：Western blotting
检测细胞内 HIF-1α 蛋白表达水平；B：HIF-1α 蛋

白表达结果灰度分析结果；C：qPCR 检测细胞内

HIF-1α mRNA 表达水平；*：P<0.05；**：P<0.01；
***：P<0.001 
Figure 2  The validation of siHIF-1α interference 
efficiency. A: Western blotting results of HIF-1α in 
RAW 264.7 cells; B: The grayscale analysis results 
of HIF-1α protein expression; C: The expression of 
HIF-1α mRNA was detected by qPCR. *: P<0.05; 
**: P<0.01; ***: P<0.001. 

 
 
图 3  siHIF-1α 对 BCG 感染后 RAW 264.7 细胞

内 HIF-1α 和 BNIP3 表达的影响   A：Western 
blotting 检测细胞内 HIF-1α 和 BNIP3 蛋白表达水

平；B、C：HIF-1α 和 BNIP3 蛋白表达结果灰度

分析结果。*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001 
Figure 3  Effect of siHIF-1α on the expression of 
HIF-1α and BNIP3 in RAW 264.7 cells after BCG 
infection. A: Western blotting results of HIF-1α and 
BNIP3 in RAW 264.7 cells; B, C: The grayscale 
analysis results of HIF-1α and BNIP3 protein 
expression. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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其相应基因的鉴定为评估自噬活性和研究自噬

作用提供了有效手段。此外，透射电镜观察自

噬体和自噬溶酶体及流式细胞术检测自噬率也

被广泛用于检测自噬过程。本研究用 siHIF-1α
联合 BCG 感染 RAW 264.7 细胞后，通过流式

细胞仪检测各组细胞自噬率，结果如图 4 所示，

与对照组相比，BCG 组细胞自噬率显著较高

(P<0.01)，而 siHIF-1α+BCG 组与 BCG 组相比

自噬率降低(P<0.05)，说明 HIF-1α 促进 BCG 感

染后巨噬细胞的自噬率。 

2.5  siHIF-1α 抑制 BCG 感染后 RAW 264.7
细胞内 LC3 和 Beclin 1 的表达 

为进一步评价 HIF-1α 对 BCG 感染后 RAW 
264.7 细胞自噬的影响，利用 Western blotting
检测自噬相关因子 LC3和 Beclin 1的表达水平，

结果显示，与对照组相比，用 BCG 感染后细胞

内LC3和Beclin 1 (P<0.01)的表达量增加(图5A)；
与 BCG 组相比，siHIF-1α+BCG 组细胞内 LC3
和 Beclin 1 的表达量显著降低(P<0.05)。同时，

LC3 的免疫荧光也得到了一致的结果(图 5B)， 

 

 
 
图 4  siHIF-1α 对 BCG 感染后 RAW 264.7 细胞自噬率的影响   A：流式细胞仪检测各组细胞自噬率；

B：细胞自噬率灰度分析结果。*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001 
Figure 4  Effect of siHIF-1α on the autophagy rate in RAW 264.7 cells after BCG infection. A: Autophagy 
rate detected by flow cytometer; B: The grayscale analysis result of autophagy rate. *: P<0.05; **: P<0.01; 
***: P<0.001. 
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图 5  siHIF-1α 对 BCG 感染后 RAW 264.7 细胞内 LC3 和 Beclin 1 表达的影响   A：Western blotting 检

测细胞内 LC3 和 Beclin 1 蛋白表达水平；B：免疫荧光检测细胞内 LC3 的表达(400×)；绿色荧光代表 LC3，
蓝色荧光为细胞核。*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001 
Figure 5  Effect of siHIF-1α on the expression of LC3 and Beclin 1 in RAW 264.7 cells after BCG infection. 
A: Western blotting results of LC3 and Beclin 1 in RAW 264.7 Cells; B: Expression of LC3 was detected by 
immunofluorescence (400×); Green dots represent LC3 and blue dots represent nucleus. *: P<0.05;       
**: P<0.01; ***: P<0.001. 
 
综合上述结果，进一步确定 HIF-1α 通过促进

BCG 感染后 RAW 264.7 细胞内 LC3 和 Beclin 1
的表达而促进细胞自噬。 
2.6  siHIF-1α 促进 BCG 感染后 RAW 264.7
细胞内 mTOR 的激活 

mTOR 是调节自噬的核心枢纽，受到不同

信号通路的调控。HIF-1α 的下游因子 BNIP3 可

以结合并降低 Rheb 的 GTP 水平，从而抑制

mTOR 通路[13]。因此，用 Western blotting 检测

细胞内 mTOR 通路相关蛋白的表达水平。结果

如图 6 所示，与对照组相比，BCG 感染均显著下

调细胞内 Rheb 和 p-mTOR 的表达水平(P<0.05)； 
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图 6  siHIF-1α 对 BCG 感染后 RAW 264.7 细胞

内 Rheb 和 mTOR 表达的影响   A：Western 
blotting 检测细胞内 Rheb、mTOR 和 p-mTOR 蛋

白表达水平；B、C：Rheb、mTOR 和 p-mTOR 蛋

白表达结果灰度分析结果；*：P<0.05；**：P<0.01；
***：P<0.001 
Figure 6  Effect of siHIF-1α on the expression of 
Rheb and mTOR in RAW 264.7 cells after BCG 
infection. A: Western blotting results of Rheb, mTOR 
and p-mTOR protein in RAW 264.7 cells; B, C: The 
gray scale analysis results of Rheb, mTOR and 
p-mTOR protein expression. *: P<0.05; **: P<0.01; 
***: P<0.001. 

与 BCG 组相比，siHIF-1α+BCG 组细胞内 Rheb
和 p-mTOR 的表达水平显著上调(P<0.05)，这些

结果表明 siHIF-1α 通过激活 mTOR 而抑制 BCG
诱导 RAW 264.7 细胞自噬。 

3  讨论与结论 
Mtb 是一种经典的胞内病原体，在侵入宿

主后主要由巨噬细胞吞噬，并激活淋巴细胞或

其他免疫细胞，从而清除病原体。然而，Mtb
已发展出许多策略来阻止吞噬体成熟，逃避宿

主免疫系统攻击，并以休眠和/或半复制状态长

期存在于肉芽肿内[15]。此外，巨噬细胞通常会

发生细胞凋亡、自噬和坏死来控制 Mtb 感染，

从而影响结核病的发生发展。自噬是限制 Mtb
增殖和靶向胞内病原体的主要细胞免疫保护过

程，但在 Mtb 感染期间，很多有关调控自噬的

作用机制仍然尚未明晰。 
Mtb 感染宿主细胞后，如何促进巨噬细胞

的抗菌功能，是研究领域亟待解决的重大问题。

尽管 H37Rv、H37Ra、BCG 和耻垢分枝杆菌等

菌株在诱导细胞自噬潜力方面存在差异，但是

均能不同程度地诱导细胞自噬以限制 Mtb 增 
殖[16-17]。本研究结果也证实 BCG 可以诱导巨噬

细胞发生自噬，并且 BCG 感染显著上调 HIF-1α
的表达。有研究表明，用 Mtb 感染的小鼠，因

肺部炎症反应引起肉芽肿微环境中氧分压降低

和三羧酸循环中间产物堆积，可稳定 HIF-1α 的

mRNA 和蛋白水平[18]，而选择性敲除 HIF-1α
的小鼠不能限制和清除 Mtb，且肉芽肿在感染

早期即出现坏死，Mtb 扩散传播[19]。基于以上

研究结果，我们构建了 HIF-1α 的小干扰 RNA，

可以靶向干扰蛋白质表达前的 mRNA，进而调

控 HIF-1α 蛋 白 表 达 量 ， 以 便 继 续 探 究

HIF-1α/BNIP3 信号通路对 Mtb 感染后巨噬细胞

自噬的影响。 
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BNIP3 是 HIF-1α 的靶分子，对维持自噬至

关重要。HIF-1α 可以激活 BNIP3 来诱导自噬以

维持细胞存活[20-21]。有关 HIF-1α 对抗利什曼原

虫感染的研究指出，HIF-1α 水平与利什曼原虫

感染呈负相关，而且 HIF-1α 的缺失抑制 BNIP3
表达，有利于寄生虫繁殖[22]。我们的结果显示，

siHIF-1α 显著抑制 BCG 感染后巨噬细胞内

HIF-1α 和 BNIP3 的表达，表明 Mtb 感染可以激

活巨噬细胞内的 HIF-1α/BNIP3 信号通路，也说

明该信号通路与 BCG 诱导的自噬有关。此外，

HIF-1α/BNIP3 信号通路不仅调控自噬，还调控

细胞凋亡和坏死。例如黄芪多糖通过下调

miR-206 靶向 HIF-1α/BNIP3，促进细胞自噬并

抑制细胞凋亡来改善股骨头坏死症状[23]。然而

矛盾的是，在睾酮诱导肾小管上皮细胞死亡的

研究中，激活的 HIF-1α/BNIP3 通路诱导细胞凋

亡和坏死[24]。这可能与研究对象不同有关，本

研究主要关注 HIF-1α/BNIP3 信号通路对细胞

自噬的影响作用。 
细胞发生自噬是一个动态变化的过程，

LC3 是参与自噬体成膜过程的重要蛋白，被广

泛用于监测自噬。LC3-II 由胞质 LC3-I 与新生

自噬体表面的磷脂酰乙醇胺结合产生，LC3-II
的数量与自噬体的数量明显相关 [25]。最初由

Gutierrez 等[26]研究发现，通过 IFN-γ 或雷帕霉

素刺激 Mtb 感染的巨噬细胞可以增加 LC3 及

Beclin 1 与吞噬溶酶体共定位促进自噬发生，从

而显著降低胞内 Mtb 存活。本研究通过检测

siHIF-1α 联合 BCG 感染后巨噬细胞的自噬率，

初步证实 HIF-1α参与调控 Mtb感染后巨噬细胞

的自噬过程，而且 siHIF-1α 抑制 BCG 感染后细

胞内 LC3II/I 和 Beclin 1 的表达，这些结果表明

BCG 感染激活的 HIF-1α/BNIP3 信号通路促进

巨噬细胞自噬。 

雷帕霉素的机制靶点(mTOR)是自噬的负

调节因子，作为调节自噬的核心枢纽，受到不

同信号通路的调控。Li 等[13]研究发现 HIF-1α

激活的 BNIP3 可以结合 Rheb 并降低其 GTP 水

平，抑制 mTOR 活性而激活自噬。这与我们的

研究结果相一致，即 siHIF-1α 促进 BCG 感染后

细胞内 mTOR 的激活，表明 HIF-1α/BNIP3 信

号通路抑制 mTOR，从而促进 BCG 诱导细胞自

噬。此外，Bellot 等[27]研究指出 HIF-1α/BNIP3

可以不依赖 mTOR 途径而独立起作用激活自

噬，揭示了 HIF-1α 可能通过多种途径影响细胞

自噬。如 Li 等[28]研究发现 HIF-1α 通过诱导 6-

甲基腺苷及其读取蛋白 YTHDF1 表达，促进自

噬相关蛋白 ATG2A 和 ATG14 表达，从而导致

细胞自噬。 

本研究表明，BCG 感染可以诱导 RAW 

264.7 细胞自噬，并显著上调 HIF-1α 表达，而

干 扰 HIF-1α 抑 制 BCG 感 染 后 细 胞 内

HIF-1α/BNIP3信号通路，进而激活 mTOR途径，

下调细胞自噬率水平、Beclin 1 和 LC3 表达，

抑制细胞自噬发生。由于 HIF-1α 可能通过多种

途径影响 BCG 诱导的细胞自噬，并且对 BCG

诱导细胞自噬的作用机制尚不明确，因此，本

实验还有待进一步深入研究，从而为揭示结核

病的发病机制和预防治疗提供理论基础和新

思路。 
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