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自噬相关基因在慢性非细菌性前列腺炎大鼠模型中的表达及意义
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摘要 目的 检测慢性非细菌性前列腺炎(CNP)大鼠模型
中自噬相关基因表达的水平及时序变化，探讨自噬在 CNP
病程中的可能作用。方法 取 3 月龄雄性 SD大鼠 40 只，随
机分为正常对照组和 2、4、6 周 CNP模型组，每组 10 只。HE
染色观察各组前列腺组织炎性细胞浸润情况，采用 Western
blot、免疫组化 SABC 法检测各组前列腺组织中自噬微管相
关蛋白 1 轻链 3(LC3)、Beclin-1 的表达。结果 HE 染色结
果提示成功构建大鼠 CNP模型，Western blot法、免疫组化法
检测显示各实验组 LC3、Beclin-1 蛋白的表达均高于正常对
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照组，并随时间的推移表达量逐渐升高，差异有统计学意义

(P ＜ 0. 05)。结论 自噬相关基因可能在 CNP 的发病过程
中发挥重要作用。
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慢性前列腺炎是泌尿外科常见病和多发病，我

国的一项大样本流行病学调查
［1］
显示中国男性前

列腺炎样症状发生率为 8. 4%，约占泌尿外科门诊
量的 25%。慢性前列腺炎主要表现为排尿异常，下
腹及会阴部疼痛不适，可导致性功能障碍和男性不

育，严重影响患者的身心健康和生活质量。慢性前
列腺炎主要分为细菌性和非细菌性，90%为慢性非
细菌性前列腺炎( chronic non-bacterial prostatitis，
CNP)。由于目前对 CNP的发病机制及病理生理改
变尚不清楚，因此治疗上主要是对症治疗，导致治疗
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Construction of z0986-z1444 double deletion mutant of
enterohemorrhagic Escherichia coli O157 ∶ H7
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Abstract Objective To construct the double deletion mutant of enterohemorrhagic Escherichia coli(EHEC) O157
∶ H7 by knocking out z0986 gene and z1444 gene with Ｒed recombinant system． Methods Firstly，the target frag-
ments of z0986 and z1444 were established． Secondly，competent cells were struck by lightning，then the bacteria
were identified through PCＲ． The growth curve of the ultimate positive monoclone was assayed． Ｒesults The solo
deletion mutant(Δz1444 /933) and the double deletion mutant(Δz0986 /Δz1444 /933) were successfully construc-
ted and their growth curves had no significant difference compared to the wild type EHEC． Conclusion The dele-
tion mutant of z0986 and z1444 has no effect on growth of EHEC． The construction of Δz1444 /933 as well as
Δz0986 /Δz1444 /933 would be helpful for further study of functions and mechanisms of z1444 gene．
Key words enterohemorrhagic Escherichia coli;Ｒed recombinant system;type Ⅲ secretion system
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效果欠佳，治愈率低，复发率高，使患者背负严重的

经济和心理负担
［2］。细胞自噬通过自噬溶酶体来

消除、降解和消化受损、变性和衰老的细胞器及变性
蛋白质等核酸大分子来维持细胞内环境稳态。细胞
自噬在免疫和炎症反应的调控中起重要作用，同时

免疫和炎症反应也能影响细胞自噬水平，研究
［3］
表

明，在许多炎症性疾病中都存在自噬水平的异常如

克罗恩病、脑脊髓膜炎、关节炎等。该研究通过建立
SD大鼠 CNP模型，检测自噬相关基因在 CNP 病程
中的动态变化，进一步明确自噬在该疾病中的作用，

旨在为 CNP的治疗提供新思路。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 健康雄性 SD 大鼠 40 只，3 月龄，
200 ～ 300 g，购买并饲养于安徽省动物实验中心 SPF
级动物房，相对湿度 50% ～ 70%，室温 20 ～ 26 ℃，
光照黑暗各 12 h，自由摄食饮水。
1． 2 主要仪器与试剂 Chemiscope 5600 化学发光
成像系统(上海勤翔科学仪器有限公司);ELx800 酶
标仪(美国伯腾仪器有限公司);超净工作台(苏州

净化设备公司);完全弗氏佐剂(美国 Sigma Aldrich
公司);BCA法测蛋白浓度试剂盒(上海碧云天生物
技术公司);兔多克隆抗 LC3A /B 抗体、兔多克隆抗
Beclin-1 抗体(英国 Abcam 公司，货号: ab128025、
ab55878);山羊抗兔 IgG-HＲP (美国 Santa Curz 公
司);SABC免疫组化染色试剂盒(武汉博士德生物
有限公司)。
1． 3 SD大鼠前列腺蛋白提纯液的制作 超净台紫
外光消毒 1 h，取 6 只 300 g左右的雄性 SD大鼠，水
合氯醛麻醉后脱颈椎处死，碘伏消毒后置于超净台，

用消毒器械剪开腹部皮肤、筋膜和肌肉，提起膀胱暴
露前列腺，完整剪下前列腺组织，剔除脂肪及膀胱，

置于冰生理盐水中清洗 3 遍，剪刀剪碎后放在玻璃
匀浆器中匀浆，匀浆器置于冰水混合物中保持低温，

匀浆后于冷冻离心机离心，4 ℃条件下 12 000 r /min
离心 30 min，吸取上清液，BCA 法稀释蛋白提纯液
至 40 g /L，－ 20 ℃冷冻管保存备用。
1． 4 模型的分组和建立 40 只 3 月龄 SD 雄性大
鼠适应性饲养 1 周后，随机分为正常对照组和 2、4、
6 周 CNP 模型组，每组 10 只。腹腔注射水合氯醛
300 mg /kg 麻醉后下腹部正中切口，暴露前列腺，前
列腺蛋白提纯液与完全弗氏佐剂等体积混合，造模

组注射 0. 2 ml混合液于前列腺左右两侧叶，正常对
照组注入等量生理盐水。正常对照组 6 周后麻醉处
死，造模组分别于 2、4、6 周麻醉处死，留取前列腺组
织，剪去部分于 10%中性福尔马林溶液固定，待做
病理检查，另一部分组织置于 EP 管中于 － 80 ℃冷
冻保存，待做 Western blot法检测。
1． 5 HE染色 取正常对照组及 2、4、6 周甲醛固
定的各组前列腺组织，石蜡包埋、切片，常规 HE 染
色后于光学显微镜下观察各组前列腺组织结构变化

并拍照。
1． 6 Western blot 法检测 LC3、Beclin-1 的表达
采用 ＲIPA裂解液裂解新鲜前列腺组织，提取总蛋
白，使用 BCA法测定蛋白浓度，等量蛋白上样缓冲
液上样，分离胶浓度为 15% (LC3)和 10% (Beclin-
1) SDS-PAGE 凝胶电泳后将蛋白转移至 PVDF 膜
上，脱脂牛奶封闭 1 h，加入 LC3、Beclin-1 一抗(1 ∶
1 000)，4 ℃孵育过夜，TBST洗膜 3 次，每次 10 min，
加入二抗(山羊抗兔)37 ℃孵育 1 h，采用 ECL 显
影，Chemiscope 5600 化学发光成像系统成像，使用
Image J进行灰度值分析。
1． 7 免疫组化法检测 LC3、Beclin-1 的表达 采用
SABC免疫组化法检测 LC3、Beclin-1 在各组中的表
达。操作严格按照说明书进行:组织切片脱蜡、梯度
酒精脱水;次碘酸灭活组织内源性过氧化物酶，微波

炉抗原修复，山羊血清封闭后滴加兔多克隆抗体

LC3(1 ∶ 200)、Beclin-1(1 ∶ 300)，阴性对照以 PBS
代替，4 ℃孵育过夜，次日 PBS 冲洗 3 次，每次 5
min，滴加生物素化山羊抗兔 IgG，室温 20 min，滴加
试剂 SABC，然后 DAB 显色，苏木精轻度复染，中性
树胶封片、镜检。每张盖玻片随机选取 3 个不连续
视野，400 倍镜下拍照，用 Image Pro Plus 分析软件
进行阳性染色积分光密度值分析。
1． 8 统计学处理 运用 SPSS 16. 0 软件进行分析，
计量资料采用 珋x ± s 表示。多组间比较采用 One-
Way ANOVA分析，两两比较采用 SNK-q 检验，检验
水准 α = 0. 05。

2 结果

模型组共有 30 只大鼠，其中 2 周模型组 2 只因
术后肠胀气坏死而死亡，正常对照组 1 只因缝线脱
落内脏漏出死亡，其余大鼠正常存活。
2． 1 HE染色 成功构建 SD 大鼠 CNP 模型，正常
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对照组前列腺组织结构完整，腺腔规则，腺上皮细胞

排列整齐，腺腔间质未见炎性细胞浸润(图 1A);2
周模型组腺腔结构完整，但腺上皮细胞排列不齐，基

膜向腺腔内凹陷，间质见少量炎性细胞浸润(图

1B);4 周模型组腺腔扩大且不规则，腺腔上皮细胞
排列紊乱，腺腔间质周围见大量淋巴细胞浸润(图

1C);6 周模型组腺腔广泛破坏，间质及腺体内炎细
胞浸润明显，腺腔周围可见纤维结缔组织增生(图

1D)。

图 1 前列腺组织光镜照片 HE ×100

A:正常对照组;B:2 周造模组;C:4 周造模组;D:6 周造模组

2． 2 Western blot 法检测结果 两项指标采用单
因素方差分析进行主体间效应检验(FLC3 = 62. 35 、
FBec1 = 49. 28 ，P ＜ 0. 01)。SNK-q 检验两两比较结
果显示:各模型组 LC3-Ⅰ /Ⅱ的转化水平均高于正
常对照组，差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)。2 周模型
组和 4 周模型组 LC3B-Ⅰ /Ⅱ的转化差异无统计学
意义，2 周模型组与 6 周模型组比较 LC3B-Ⅰ /Ⅱ的
表达差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)，4 周模型组与 6
周模型组比较 LC3B-Ⅰ /Ⅱ的表达差异有统计学意
义(P ＜ 0. 05)。Beclin-1 各模型组表达水平均高于
正常对照组，2、4、6 周模型组两两比较差异均有统
计学意义(P ＜ 0. 05)。见图 2。
2． 3 免疫组化法检测 LC3 和 Beclin-1 在 CNP 模
型组不同阶段的表达 结果显示 LC3 和 Beclin-1 蛋
白主要表达在前列腺上皮细胞质内。见图 3、4。两
项指标采用单因素方差分析进行主体间效应检验

(FLC3 = 66. 75、FBec1 = 64. 04 ，P ＜ 0. 01)。SNK-q 检
验两两比较结果显示各组 LC3、Beclin-1 蛋白表达均
高于正常对照组，差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)。

2、4、6 周模型组 LC3、Beclin-1 表达量差异均有统计
学意义(P ＜ 0. 05)，且与时间成正比。见图 5。

图 2 Western blot法检测 LC3B-Ⅰ /Ⅱ的转化和

Beclin-1 蛋白的表达

A:LC3B-Ⅰ /Ⅱ转化;B:Beclin-1 蛋白表达;1:正常对照组;2:2

周模型组;3:4 周模型组;4:6 周模型组;与正常对照组比较: * P ＜

0. 05;与 2 周模型组比较:#P ＜ 0. 05;与 4 周模型组比较:△P ＜ 0. 05

图 3 SABC法检测 LC3 在前列腺组织中的表达 × 100

A:正常对照组;B:2 周模型组;C:4 周模型组;D:6 周模型组
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图 4 SABC法检测 Beclin-1 在前列腺组织中的表达 × 100

A:正常对照组;B:2 周模型组;C:4 周模型组;D:6 周模型组

图 5 免疫组化法检测 LC3、Beclin-1 蛋白的表达

A:LC3;B:Beclin-1;1:正常对照组;2:2 周模型组;3:4 周模型

组;4:6 周模型组;与正常对照组比较:* P ＜ 0. 05;与 2 周模型组比

较:#P ＜ 0. 05;与 4 周模型组比较:△P ＜ 0. 05

3 讨论

细胞自噬是广泛存在于真核细胞中的一种高度

保守的生理功能，以自噬溶酶体等自噬特征性结构

为基础，将细胞内变性受损的蛋白及细胞器运送到

溶酶体降解的过程，以维持细胞内稳态和细胞器更

新代谢等
［4］。在正常生理状态下细胞保持较低的

基础自噬水平，但在应激状态如饥饿、感染、炎症、创

伤等情况下，自噬水平会迅速提升。细胞自噬水平
的改变受多种自噬相关基因调控，研究

［5］
显示 Class

ⅢPI3K(Vps34)-Beclin-1 复合物与自噬启动密切相
关，而自噬体的延伸则需要 Atg5 和 Atg12 的结合以
及 LC3-Ⅱ-PE 的形成［6］。Western blot 法和免疫组
化法检测组织中 LC3 和 Beclin-1 蛋白含量是目前检
测自噬水平的公认方法。LC3 是自噬小体形成和延
伸过程中一种重要的蛋白分子，经加工可成为胞质

可溶性 LC3-Ⅰ，后者经过进一步加工修饰继而与自
噬泡膜表面的磷脂酰乙醇胺结合形成 LC3-Ⅱ。当
细胞内自噬水平发生变化，一般都存在 LC3-Ⅰ向
LC3-Ⅱ的转化，而且 LC3-Ⅰ /Ⅱ的含量变化在某种
程度上与细胞的自噬活性呈正相关性

［7］。与此同
时，结合免疫结果检测细胞内 LC3 颗粒的表达更有
助于分析自噬水平的变化。Beclin-1 是酵母 Atg6 基
因的同源物，也是哺乳动物参与自噬的活动的特异

性基因。研究［8］表明，Beclin-1 不仅参与自噬的形
成，还可以通过调节自噬活性进而影响肿瘤、炎症的
发生发展。本实验通过 Western blot 联合免疫组化
检测 Beclin-1 的表达水平，再结合 LC3 蛋白的变化，
可对组织中自噬水平进行动态检测。
国内通用的慢性前列腺炎造模方法是经大鼠皮

内注射大鼠前列腺蛋白提纯液与完全弗氏佐剂，后

经腹腔注射百白破疫苗来增强自身免疫反应
［9］。

本课题组通过上述方法造模结果显示造模成功率较

低而且炎症程度不明显，原因可能是大鼠种系及个

体对前列腺蛋白引起的自身免疫反应强弱不等，因

而造模成功率并不确切。后经探索改进，通过原位
注射大鼠前列腺蛋白提纯液与完全弗氏佐剂的混合

物成功制造出 CNP模型。一方面，直接将引起自身
免疫反应的前列腺蛋白直接注入前列腺中更容易引

起免疫反应，而且完全弗氏佐剂更能加重免疫反应，

另一方面，完全弗氏佐剂也常单独应用于制作疼痛

免疫模型，其本身可能引起机体迟发型超敏反应，急

性期疼痛主要是急性炎症引起疼痛，而慢性疼痛主

要表现为神经源性痛，与临床上ⅢB 型前列腺炎引
起的骨盆疼痛综合征较相似，是研究慢性前列腺炎

尤其是骨盆疼痛综合征较理想的模型。
目前，针对 CNP的基础研究主要集中在神经内

分泌改变及离子通道，而对于自噬在 CNP中的表达
鲜有报道。本研究，显示实验组各时段 Western blot
法检测 LC3-Ⅰ向 LC3-Ⅱ转化水平均高于正常对照
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组，提示此 CNP 模型中可能存在诱导自噬效应，并
且在 6 周内与时间呈正相关性。进一步的前列腺组
织免疫组化分析显示实验组 LC3 颗粒的表达明显
高于正常对照组，进一步印证了诱导自噬现象的存

在。同样，使用Western blot和免疫组化法检测各实
验组参与自噬活动的特异性基因 Beclin-1 蛋白表达
水平也高于正常对照组，并且在 6 周内各实验组表
达水平与时间呈正相关性。HE 染色结果显示随着
时间的推移，各实验组炎症程度逐渐加重，与诱导自

噬效应的趋势一致，这提示自噬可能在炎症的发生

发展中起调控作用。
综上所述，可以初步推测在此模型中存在自噬

诱导效应，自噬可能在炎症的产生发挥重要作用。
可以进一步在此模型中加入自噬抑制剂或使用自噬

基因敲除的大鼠，检测炎症相关细胞因子如肿瘤坏

死因子 α、白介素-6、白介素-1β等来评价炎症水平，
为前列腺炎的治疗提供新的思路与策略。
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Expression and significance of autophagy-related gene
in chronic non-bacterial prostatitis rat model

Luo Guangyue1，Zhang Ligang1，Zhang Li1，2，et al
( 1Dept of Urology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;

2The Urological Institute of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the possible role of autophagy in chronic prostatitis by exploring the level of au-
tophagy -related gene expression in chronic non-bacterial prostatitis rat model． Methods 40 three -month-old male
SD rats were randomly divided into 4 groups，10 rats for each，as follow:control group，2 weeks model group，4
weeks model group，6 weeks model group． To assess the prostate tissue inflammation of all groups by hematoxylin-
eosin staining ，then expressions of light chain3(LC3) and Beclin-1 of all groups were detected by Western blot
and SABC immunohistochemistry． Ｒesults The results of HE staining showed that chronic non-bacterial prostatitis
rats model was successfully constructed． Detection of Western blot and immunohistochemistry showed that the ex-
pressions of LC3 and Beclin-1 in each experimental groups were higher than the control group and the expression
level increased gradually with the passage of time，the difference was statistically significant (P ＜ 0. 05) ． Conclu-
sion Autophagy-related genes may play an important role in the pathogenesis of chronic non-bacterial prostatitis．
Key words autophagy; chronic prostatitis; Beclin-1; LC3

·361·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Feb; 52( 2)


