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摘  要：线粒体自噬是一种清除受损或多余线粒体的过程，在调节细胞内线粒体质量和维持线粒体能量代谢等方面发挥重要

作用。TANK结合激酶1 (TANK-binding kinase 1, TBK1)是一种多功能的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，同时参与调控PTEN诱导假

定激酶1 (PTEN-induced putative kinase 1, PINK1)/Parkin依赖性和非依赖性线粒体自噬过程。近期研究表明，TBK1可磷酸化

视神经蛋白(optineurin, OPTN)、p62/sequestosome-1、Ras相关GTP结合蛋白7 (Ras-related GTP binding protein 7, Rab7)等自噬

相关蛋白，并介导核点蛋白52 (nuclear dot protein 52, NDP52)与UNC-51样自噬激活激酶1 (UNC-51 like autophagy activating 
kinase 1, ULK1)复合物相结合，以及TAX1结合蛋白1 (TAX1-binding protein 1, TAX1BP1)与微管相关蛋白1轻链3 (microtubule- 
associated protein 1 light chain 3, LC3)相结合，从而增强PINK1/Parkin依赖性线粒体自噬。TBK1亦可作为AMP活化蛋白激酶

(AMP-activated protein kinase, AMPK)/ULK1自噬通路的作用底物而被激活，再通过磷酸化动力相关蛋白1 (dynamin-related 
protein 1, Drp1)、Rab7促进PINK1/Parkin非依赖性线粒体自噬。本文对TBK1在PINK1/Parkin依赖性和非依赖性线粒体自噬中

的作用及机制进行了综述。
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dependent and -independent mitophagy
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Abstract: Mitophagy is a process that selectively removes excess or damaged mitochondria and plays an important role in regulating 
intracellular mitochondrial mass and maintaining mitochondrial energy metabolism. TANK-binding kinase 1 (TBK1) is a multifunc-
tional serine/threonine protein kinase, which is involved in the regulation of PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1)/Parkin-depen-
dent and -independent mitophagy. Recent studies have shown that TBK1 phosphorylates the autophagy related proteins, such as 
optineurin (OPTN), p62/sequestosome-1, Ras-related GTP binding protein 7 (Rab7), and mediates the binding of nuclear dot protein 
52 (NDP52) to UNC-51 like autophagy activating kinase 1 (ULK1) complex, as well as the binding of TAX1-binding protein 1 
(TAX1BP1) to microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3), thereby enhancing PINK1/Parkin-dependent mitophagy. In 
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addition, TBK1 is a direct substrate of AMP-activated protein kinase (AMPK)/ULK1 pathway, and its activation phosphorylates 
dynamin-related protein 1 (Drp1) and Rab7 to promote PINK1/Parkin-independent mitophagy. This article reviews the role and mechanism 
of TBK1 in regulating PINK1/Parkin-dependent and -independent mitophagy.
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线粒体作为细胞能量中心，在调控细胞代谢、

增殖、自噬及凋亡等方面具有重要作用 [1]。线粒体

参与细胞能量供应的同时会产生活性氧 (reactive 
oxygen species, ROS)，其生成增加将诱发线粒体结

构损伤、DNA 突变和蛋白质错误折叠等失稳态现

象 [2]。受损的线粒体需立即分离和选择性清除，故

线粒体自噬 (mitophagy) 被视为维持线粒体稳态的

重要机制之一。线粒体自噬作为一种典型的选择性

细胞自噬，被多种途径激活和调控，将受损线粒体

包裹入自噬体中并与溶酶体融合 ( 形成自噬溶酶

体 )，从而完成受损线粒体的降解。然而，线粒体

自噬异常可导致细胞环境紊乱，进而诱发多种疾病

( 如神经退行性疾病、心血管疾病等 )[3]。目前研究

表明，哺乳动物细胞内线粒体自噬主要有 PTEN 诱

导假定激酶1 (PTEN-induced putative kinase 1, PINK1)/ 
Parkin 介导的泛素化降解途径及 BNIP3L (BCL2/ 
adenovirus E1B 19-kDa protein-interacting protein 
3-like)、BNIP3、FUNDC1 (FUN14 domain containing 
1)、FKBP8/FKBP38 等不同蛋白介导的受体识别通

路 [4]。鉴于细胞环境与线粒体功能互作的复杂性，

调控线粒体自噬的分子机制以及在不同疾病中的作

用迄今尚未厘清。

近期研究发现，TANK结合激酶1 (TANK-binding 
kinase 1, TBK1) 是同时参与调控炎性干扰素 (inter-
feron, IFN) 信号转导和选择性自噬的激酶之一，在

调节细胞免疫 [5]、异体自噬 [6] 及线粒体自噬 [7] 等方

面具有重要作用，从而可能影响多种组织和器官 ( 如
心脏、肝脏和视网膜 ) 的炎症反应 [8]、脂质代谢 [9]

和糖摄取 [10] 等。例如，TBK1 可在 PINK1/Parkin 依

赖性条件下磷酸化视神经蛋白 (optineurin, OPTN)[7]、

p62/sequestosome-1[11] 等货物蛋白及 GTP 酶 Ras 相
关 GTP 结合蛋白 7 (Ras-related GTP binding protein 7, 
Rab7)[12]，从而介导线粒体自噬体的形成；亦可在

PINK1/Parkin 非依赖性条件下通过磷酸化动力相

关蛋白 1 (dynamin-related protein 1, Drp1)[13] 及其受

体 [14] 阻止线粒体分裂并介导线粒体自噬体形成。

根据线粒体自噬在病理生理模型上的研究成果，我

们推测 TBK1 可能通过磷酸化 OPTN、p62、Rab7

和 Drp1 参与 PINK1/Parkin 依赖性和 / 或非依赖性

途径介导的线粒体自噬。基于此，本文拟对近年来

TBK1 相关研究进行梳理，并归纳其对 PINK1/Parkin
依赖性和 / 或非依赖性线粒体自噬的调控作用，以

期为 TBK1 相关疾病的新药研发提供参考资料。

1  TBK1概述

TBK1 是由 Pomerantz 等 [15] 发现的一种多功能

的丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶，由 729 个氨基酸残基

组成，在脑、肺、肾、肝和心脏等组织广泛高表达。

TBK1 是一种非经典 IKK 激酶，与 IκB 激酶 ε (IKKε，
又称 IKKi) 同源，包含 N 端的激酶结构域、泛素样

结构域和 C 端的螺旋结构域 1、螺旋结构域 2 等四

个结构域 [16]。其中，激酶结构域中含有激活环

(Leu164~Gly199)，环内的 Ser172 位点磷酸化可引

起 TBK1 活化 [16] ；泛素样结构域则参与调控其激

酶活性及其与 IFN 信号通路相关蛋白 IFN 调节因子

3 (interferon regulatory factor 3, IRF3) 互作 [17] ；螺旋

结构域 1 负责控制 TBK1 二聚反应 [18]，而螺旋结

构域 2 可促进其与接头蛋白 TANK、核因子 κB 
(nuclear factor κ-B, NF-κB) 活化激酶相关蛋白 1 
(NF-κB-activating kinase-associated protein 1, NAP1)、
NAP1 类似的 TBK1 接头蛋白 (similar to NAP1 TBK1 
adaptor, SINTBAD) 和 OPTN 互作 [19, 20]。研究证实，

TBK1 可被抗病毒感染因子 [ 如 β 干扰素 TIR 结构

域衔接蛋白 (TIR-domain-containing adaptor-inducing 
interferon-β, TRIF)、线粒体抗病毒信号蛋白 (mito-
chondrial antiviral signaling protein, MAVS) 和 IFN 基

因刺激因子 (stimulator of interferon genes, STING)]
激活以诱导天然免疫反应 [21] ；TBK1 亦可被炎症细

胞因子 [ 如白介素 -17 (interleukin-17, IL-17)] 激活

以诱导肥胖引起的炎症反应 [22]；还可受肿瘤蛋白 [如
鼠类肉瘤病毒癌基因 (kirsten rat sarcoma viral onco-
gene, KRAS)] 激活以抑制细胞凋亡 [23]。此外，目

前已知 TBK1 是线粒体自噬过程中的关键激酶之

一 [24]，一方面其可依赖于 Parkin、OPTN 和核点蛋

白 52 (nuclear dot protein 52, NDP52) 的途径以自磷

酸化激活以及依赖于 AMPK-UNC-51 样自噬激活激
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酶 1 (UNC-51 like autophagy activating kinase 1, ULK1)
途径磷酸化激活 [7,14]，另一方面可与泛素 (ubiquitin, 
Ub)[25] 互作并磷酸化 OPTN [26]、NDP52 [7]、p62 [11]、

TAX1 结合蛋白 1 (TAX1-binding protein 1, TAX1BP1) [26]、

Rab7 [12] 和 Drp1 [13] 等多种自噬相关蛋白。

TBK1 的多重结构使其可以参与多个关键的生

理和病理过程。例如，TBK1 可通过其激酶活性介

导中心体蛋白 170 (centrosomal protein 170, CEP170)
与驱动蛋白家族成员 2B (kinesin family member 2B, 
KIF2B) 相结合，以及介导核有丝分裂器蛋白 (nuclear 
mitotic apparatus protein, NuMA) 与动力蛋白 (Dynein)
相结合，从而促进哺乳动物细胞有丝分裂进程 [27] ；

TBK1 可通过磷酸化机制介导线粒体自噬体形成，

从而减轻棕榈酸诱导的脂毒性肝损伤 [28]。此外，

TBK1 亦可在牛分枝杆菌诱导内质网应激条件下通

过磷酸化 IRF3 激活下游蛋白半胱氨酸天冬氨酸蛋

白酶 8 (cysteine containing aspartate specific protease-8, 
Caspase-8)，从而正性调节细胞凋亡 [29]。

2  TBK1参与调控PINK1/Parkin依赖性线粒

体自噬

PINK1/Parkin 信号通路是哺乳细胞内介导线粒

体自噬的典型泛素依赖性信号途径：在正常情况下，

胞质合成的 PINK1 首先通过与线粒体外膜转位酶

(translocase of outer membrane, TOM) 互作进入线粒

体膜间隙 [30]，再与线粒体内膜转位酶 (translocase 
of inner membrane, TIM) 互作而转位至线粒体内

膜 [31]，此时线粒体内膜蛋白早老素相关菱形样蛋白

(presenilin-associated rhomboid like, PARL) [32] 和线粒

体基质蛋白线粒体加工肽酶 (mitochondrial-process-
ing peptidase, MPP) [33] 可剪切 PINK1，使其从线粒

体内膜转位至胞质，最终被胞质内 E3 泛素连接酶

[ 如泛素连接酶 E3 成分 N- 识别蛋白 1 (ubiquitin 
protein ligase E3 component N-recognin 1, UBR1)、
UBR2 和 UBR4] 经蛋白酶体途径降解 [34] ；当线粒

体去极化或损伤时，PINK1 大量累积在线粒体外膜，

通过自磷酸化和 / 或磷酸化修饰 E3 泛素连接酶

Parkin 与 Ub，使 Parkin 从胞质转位至线粒体外膜

并泛素化线粒体底物蛋白以形成多聚泛素链，此时

泛素接头蛋白 p62 通过其 C 端连接泛素化线粒体，

再通过其N端与微管相关蛋白 1轻链 3 (microtubule- 
associated protein 1 light chain 3, LC3) 结合，将泛素化

线粒体聚集并包裹进入自噬体，最终被溶酶体降解和

清除 [24, 35–37]。研究显示，胞质内 TBK1 可通过与

Parkin泛素化底物蛋白相结合而转位至受损线粒体，

随即局部浓缩以自磷酸化激活，此时自噬相关蛋

白 200 kDa 的家族相互作用蛋白 (family interacting 
protein of 200 kDa, FIP200)、货物蛋白 (OPTN、NDP52、
p62、TAX1BP1) 和自噬相关蛋白 13 (autophagy- 
related protein 13, ATG13) 依次转位至受损线粒体以

参与介导自噬体形成 [38]。其中，货物蛋白 OPTN、

NDP52、p62、TAX1BP1 的共同特点是含有泛素结

合域及 LC3 结合域 [39, 40]，而 FIP200 和 ATG13 可分

别促进货物蛋白靶向募集至受损线粒体及结合

LC3 [38]。大量研究结果表明，在 Parkin 依赖性条件

下，TBK1 首先通过与多聚泛素链相结合以自磷酸

化激活，活化的 TBK1 再通过磷酸化上述货物蛋白

和 GTP 酶 Rab7 以介导货物蛋白与多聚泛素链相结

合以及自噬体的形成，从而促进线粒体自噬 [7, 11, 12, 25]。

2.1  Parkin促进TBK1与多聚泛素链相结合

现已证实，Parkin 在泛素化修饰底物蛋白后可

形成 K6、K11、K48 和 K63 等位点的多聚泛素链 [41]，

TBK1 则可通过其 Lys30、Lys401 位点与 K63 耦联

的多聚泛素链相结合以促进其 Ser172 位点磷酸化

激活，进而转位至受损线粒体并诱发自噬 [25, 42]。

Gao 等 [25] 研究显示，用阿霉素诱导原代小鼠心肌

细胞衰老后线粒体自噬被抑制，表现为线粒体

p-TBK1 Ser172、p-p62 Ser403、Parkin、LC3-II 蛋

白表达明显下调，同时 ROS 生成量、衰老相关因

子 p53 与 p21 蛋白表达以及 β- 半乳糖苷酶 (β-galac-
tosidase, β-gal) 活性显著上调 ；此外，衰老心肌细

胞内 Parkin 过表达可促进 TBK1 Lys30、Lys401 位

点与 K63 耦联的多聚泛素链相结合，进而上调线

粒体 p-TBK1 Ser172、p-p62 Ser403、LC3-II 蛋白表

达和下调 ROS 生成量、p53 与 p21 蛋白表达以及

β-gal 活性，并抑制心肌细胞凋亡；然而，在 Parkin
过表达的衰老心肌细胞中给予 TBK1 抑制剂 BX795
干预后上述自噬保护效应被逆转，提示 Parkin 可

通过促进 TBK1 与 K63 耦联的多聚泛素链相结合

介导 TBK1 活化，进而改善衰老心肌线粒体自噬

障碍。

研究表明，TBK1 转位至受损线粒体及介导自

噬亦可通过磷酸化 OPTN 促使其与多聚泛素链相结

合而实现。Heo 等 [7] 和 Richter 等 [26] 分别利用线粒

体呼吸链抑制剂寡霉素与抗霉素联合处理 HFT 细

胞以及用羰基氰化物氯苯腙 (carbonyl cyanide chloro 
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phenyl hydrazine, CCCP) 处理 HeLa 细胞后发现，在

PINK1/Parkin 依赖的情况下，一方面 TBK1 磷酸化

OPTN Ser473、Ser513 位点 ( 泛素结构域内 ) 以促

使 OPTN 与 K63 耦联的多聚泛素链相结合，进而

上调线粒体 p-TBK1 Ser172、OPTN 蛋白表达，另

一方面 TBK1 磷酸化 OPTN Ser177 位点 (LC3 结构

域内 ) 以增强OPTN与LC3互作。Manford等 [43] 认为，

TBK1 和 OPTN 在协同调控线粒体自噬过程中可能

存在正反馈机制：在线粒体去极化过程中，TBK1
转位至受损线粒体并磷酸化货物蛋白 OPTN Ser473
与 Ser513 位点，介导 OPTN 与 K63 耦联的多聚泛

素链相结合，致使更多的 TBK1 被募集至受损线粒

体而形成正反馈回路，此时 TBK1 磷酸化 OPTN 
Ser177 位点以促使 OPTN 与 LC3 互作，最终诱导

线粒体自噬。

总之，在线粒体去极化过程中，TBK1 先通过

其 Lys30、Lys401 位点与 K63 耦联的多聚泛素链相

结合以自磷酸化激活，再磷酸化 OPTN 以促进其与

K63 耦联的多聚泛素链相结合，从而诱导线粒体

自噬，但是除 OPTN 以外，其他货物蛋白 ( 如
NDP52、p62、TAX1BP1) 能否与多聚泛素链相结合

以及 TBK1 在二者互作中的调控作用尚有待进一步

研究予以阐明。

2.2  TBK1参与调控线粒体自噬体的形成

自噬诱导后，前体分子 pro-LC3 可被少量 ATG4
切割而生成胞质定位的 LC3-I，LC3-I 再与磷脂酰

乙醇胺相结合，转化为锚定于自噬体膜的 LC3-II，
此时 OPTN、NDP52、p62 及 TAX1BP1 等货物蛋白

可介导线粒体泛素化并与 LC3-II 互作，从而形成包

裹线粒体的自噬体；当自噬体膜形成后，ATG4 去

脂化 LC3-II 致使其从自噬体外膜解耦联，在抑制自

噬体形成的同时回收 LC3-II 以供细胞再次利用，因

此 ATG4 对 LC3 既具有介导转化的脂化作用，亦发

挥清除回收且抑制自噬的去脂化作用 [44–46]。目前研

究结果表明，在线粒体去极化过程中，TBK1 既可

通过磷酸化货物蛋白 OPTN [26, 40, 47, 48]、NDP52 [49, 50]、

p62 [11, 51]、TAX1BP1 [7, 40] 及 GTP 酶 Rab7 [12] 以促进

线粒体自噬体形成，亦可磷酸化 LC3C Ser93/96 和 /
或 γ- 氨基丁酸受体相关蛋白类似物 2 (γ-aminobutyric 
acid receptor-associated protein-like 2, GABARAPL2) 
Ser87/88 以阻止 LC3C/GABARAPL2 与 ATG4 相结

合，进而减弱 ATG4 去脂化作用以维持 LC3C/
GABARAPL2 脂质化状态，最终诱导自噬体形成 [52]。

2.2.1  OPTN
现已证实，在 Parkin 依赖性条件下，TBK1 可

磷酸化 OPTN 以正性调控线粒体自噬体形成。

Moore 等 [40] 报道指出，在施加 CCCP 诱导 HeLa 细

胞 (Parkin 低表达 ) 线粒体去极化后，线粒体 LC3
蛋白表达无明显变化；将 Parkin 引入 CCCP 处理后

的 HeLa 细胞，结果显示，线粒体 TBK1、OPTN、

LC3 蛋白表达以及 TBK1 与 OPTN、OPTN 与 LC3
在线粒体上共定位水平均显著上调；使用 siRNA 干

扰 TBK1 表达可有效逆转上述变化，而给予 OPTN 
Ser177A 突变体 ( 磷酸化失活 ) 处理后，OPTN 与

LC3 在线粒体上共定位水平亦明显减少，相反，给

予 OPTN Ser177E 突变体 ( 拟磷酸化 ) 处理则可显

著提高 OPTN 与 LC3 在线粒体上共定位水平。鉴

于 TBK1 可磷酸化 OPTN Ser177 [26]，Moore 等 [40]

推测在 Parkin 依赖的情况下，货物蛋白 OPTN 在募

集至受损线粒体后需被 TBK1 磷酸化激活以发挥其

作用，其中 OPTN Ser177 位点磷酸化主要参与介导

线粒体自噬体形成。因此，在 Parkin 介导线粒体自

噬的过程中，尚未活化的 OPTN 可与多聚泛素链相

结合而促进 TBK1 转位至受损线粒体并局部浓缩以

自磷酸化，活化的 TBK1 进而磷酸化 OPTN Ser473
与 Ser513 以增强 OPTN 与多聚泛素链的结合，促

使更多的 TBK1 募集至受损线粒体，随即 TBK1 磷

酸化 OPTN Ser177 以增加 OPTN 与 LC3 互作，最终

介导线粒体自噬体形成 [48]。值得注意的是，Wang
等 [47] 研究显示，在小鼠胚胎干细胞线粒体去极化

过程中，在不依赖于 Parkin 的情况下，累积在线粒

体外膜上的 PINK1 还可通过磷酸化 Ub Ser65 促进

OPTN 转位至线粒体，随即 TBK1 磷酸化 OPTN 
Ser473、Ser513 及 Ser177，使受损线粒体被自噬体

包裹进而降解和清除。由此可见，在 Parkin 依赖性

和非依赖性条件下，PINK1 均可介导 TBK1-OPTN
相关的线粒体自噬体形成，然而 Parkin 在上述自噬

过程中的作用可能具有细胞类型特异性，其具体作

用尚需进一步研究确认。

2.2.2  NDP52
TBK1 还可通过促进 NDP52 与 ULK1 复合物

(ULK1-ATG13-FIP200) 互作以正性调节 Parkin 依赖

性线粒体自噬。Vargas 等 [49] 研究显示，在 Parkin
依赖的情况下，活化的 TBK1 可通过结合 NDP52
的 SKICH 结构域以促进 NDP52 与 FIP200 互作，

随即 NDP52 再与 ULK1 相结合并靶向至泛素化线
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粒体以介导线粒体自噬。Nozawa 等 [53] 对引入 Parkin
的 HeLa 细胞给予寡霉素与抗霉素联合处理，结果

显示，HeLa 细胞线粒体 TBC1 结构域家族成员 9 
(TBC1 domain family member 9, TBC1D9)、p-TBK1 
Ser172、NDP52 与 ATG13 蛋白表达明显上调，而细

胞色素 C 氧化酶亚基 II (cytochrome C oxidase subunit 
II, COXII) 蛋白表达显著下调；敲除 TBC1D9 可有

效逆转上述变化，施加钙离子螯合剂 BAPTA-AM
处理后线粒体 TBC1D9、p-TBK1 Ser172 和 NDP52
蛋白表达明显下调；另外，在引入 Parkin 的 HeLa
细胞中敲除 TBK1 可显著下调线粒体 NDP52 蛋白

表达，以上结果表明 TBC1D9 可能通过钙离子信号

和 Parkin 依赖性机制转位至受损线粒体，进而介导

TBK1 活化并招募 NDP52 与 ULK1 复合物至受损线

粒体，最终诱导线粒体自噬。另有研究显示，TBK1
可磷酸化 NDP52 的 SKICH 结构域 [26]，但其具体磷

酸化位点还有待研究证实。

此外，Heo 等 [7] 同样用寡霉素与抗霉素联合处

理引入 Parkin 的 HFT 细胞 (Parkin 低表达 )，亦观

察到线粒体 p-TBK1 Ser172、OPTN 与 NDP52 蛋白

表达及线粒体清除率明显上调；敲除 TBK1 可显著

下调线粒体 OPTN 与 NDP52 蛋白表达及线粒体清

除率 ；而双敲除 OPTN 与 NDP52 相较于仅敲除

OPTN 而言，其线粒体 p-TBK1 Ser172、LC3-II 蛋
白表达和线粒体清除率亦明显下调，提示在 Parkin
依赖性条件下，NDP52 与 OPTN 可能协同参与正

性调控TBK1介导的线粒体自噬。Ke等 [50]研究显示，

用黄芩素处理肝癌 Huh7 细胞可显著上调线粒体

PINK1、Parkin、p-Ub Ser65 和 p-TBK1 Ser172 蛋白

表达以及 p-TBK1 Ser172与LC3、OPTN与LC3、NDP52
与 LC3 在线粒体上共定位水平，最终诱导线粒体自

噬体形成，而在黄芩素处理的 Huh7 细胞内敲除

OPTN 或 NDP52 均可有效抑制自噬体形成，致使

线粒体自噬流受阻，提示黄芩素可能促进 Parkin-
TBK1-OPTN/NDP52 介导的肝线粒体自噬，而自噬

激活是否引起 Huh7 细胞内病理变化迄今仍不明确。

需要注意的是，Moore 等 [40] 用 CCCP 处理引入 Parkin
的 HeLa 细胞后亦发现线粒体 NDP52 蛋白表达、

NDP52 与 LC3 在线粒体上共定位水平显著上调，

然而使用 TBK1 抑制剂 BX795 干扰 TBK1 表达后

对上述变化无明显影响，提示 NDP52 亦可能在不

依赖于 TBK1 的情况下参与调节 Parkin 介导的线粒

体自噬。以上研究结果表明，在 Parkin 依赖的情况

下，NDP52 可能与 OPTN 协同介导线粒体自噬体

形成，且该过程是否受 TBK1 磷酸化的调控可能与

不同处理因素有关，其具体机制仍有待深入研究。

2.2.3  p62
TBK1 亦可通过磷酸化 p62 Ser403 促进 Parkin

依赖性线粒体自噬体的形成。Matsumoto 等 [11] 研究

显示，用 CCCP 处理引入 Parkin 的 N2A 细胞可诱

导线粒体去极化，使 TBK1 与 OPTN 共同募集至泛

素化线粒体，引起 TBK1 局部浓缩进而自磷酸化激

活，活化的 TBK1 磷酸化 p62 泛素结构域的 Ser403
位点，促使 p62 分别连接泛素化线粒体和 LC3 以形

成线粒体自噬体；相反，在上述细胞内敲除 TBK1
则可有效抑制 p62 活化，从而阻止线粒体自噬体形

成，表明 TBK1 可通过磷酸化 p62 Ser403 以促进

Parkin介导的线粒体自噬体形成。Garcia-Garcia等 [51]

研究显示，敲除 E3 泛素连接酶三联基序蛋白 27 
(tripartite motif-containing protein 27, TRIM27) 的

HEK293 细胞内线粒体 p-TBK1 Ser172、p62 与 LC3
蛋白表达和线粒体自噬体数量显著下调，而再次恢

复 TRIM27 表达则能有效逆转上述变化；在此基础

上敲除 p62 或施加 TBK1 抑制剂 MRT67307 均可显

著减少线粒体 TRIM27 蛋白表达和自噬体数量，提

示 TRIM27 可能依赖 TBK1 和 p62 转位至受损线粒

体并促进线粒体自噬体形成。鉴于 TRIM27 在多种

癌细胞 ( 如卵巢癌 [54]、肺癌 [55]、结肠癌 [56]) 内高

表达，在介导线粒体自噬及参与癌细胞凋亡过程中

TRIM27、TBK1 和 p62 之间可能存在的相互作用或

竞争性表达机制均具有深入研究的价值。

2.2.4  TAX1BP1
在 Parkin 依赖性条件下，TBK1 可正性调控

TAX1BP1 介导的线粒体自噬体形成过程。Lazarou
等 [45] 用 CCCP 处理引入 Parkin 的 HeLa 细胞，结

果显示，货物蛋白 OPTN、NDP52、p62、TAX1BP1
和 NBR1 均被募集至受损线粒体，在此基础上同时

敲除上述五种基因 ( 五敲除 ) 可明显上调 COXII 蛋
白表达和 mtDNA 拷贝数，提示线粒体自噬可能受

阻；Lazarou 等在逐一恢复单个基因表达后发现，

单独恢复 OPTN、NDP52 或 TAX1BP1 表达可有效

逆转五敲除细胞内线粒体自噬功能障碍，表明

OPTN、NDP52 和 TAX1BP1 均可促进 Parkin 介导的

线粒体自噬。Moore 等 [40] 用 CCCP 处理引入 Parkin
的 HeLa 细胞，引起线粒体 TAX1BP1 蛋白表达、

TAX1BP1 与 LC3 在线粒体上共定位水平显著上调，
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再给予 TBK1 抑制剂 BX795 处理可明显下调线粒

体 TAX1BP1 蛋白表达以及 TAX1BP1 与 LC3 在线

粒体上共定位水平，提示 TAX1BP1 可在 TBK1 依

赖的情况下参与介导线粒体自噬体形成。此外，

TBK1 亦可磷酸化 TAX1BP1 的 SKICH 结构域，但

其磷酸化位点仍不清楚 [26]。与 Moore 等 [40] 研究结

果相反，Heo 等 [7] 用寡霉素与抗霉素处理引入 Parkin
的 HFT 细胞后发现线粒体 TAX1BP1 蛋白表达显著

上调，而在敲除 TBK1 后线粒体 TAX1BP1 蛋白表

达无明显变化，故推测 TAX1BP1 募集至受损线粒

体可能不依赖于 TBK1。上述研究结果表明，在

Parkin 依赖性条件下，TBK1 可促进 TAX1BP1 与

LC3 相结合以诱导线粒体自噬体形成，而 TAX1BP1
线粒体转位是否受 TBK1 磷酸化调控可能与不同细

胞类型和处理因素有关。

2.2.5  Rab7
在 Parkin 依赖性条件下，定位于溶酶体膜的

Rab7 可转位至受损线粒体，促进 ATG9A 介导的囊

泡运输和自噬体膜扩张以形成线粒体自噬体 [57]，

TBK1 则可通过磷酸化 Rab7 Ser72 而促进自噬体形

成 [12]。Heo 等 [12] 对引入 Parkin 的 HFT 细胞施加阿

霉素和 / 或寡霉素与抗霉素联合处理以诱导线粒体

损伤，TBK1 随即转位至线粒体并磷酸化 Rab7 
Ser72，Rab7 活化可明显增加线粒体 ATG9A、抑癌

基因 folliculin (FLCN) 及其相互作用蛋白 1 (folliculin 
interacting protein 1, FNIP1) 蛋白表达以及 Rab7 与

FLCN/FNIP1 复合物互作，进而促使自噬体膜形成

以清除受损线粒体，提示在 Parkin 依赖的情况下，

TBK1 可通过磷酸化 Rab7 Ser72 以正性调节线粒体

自噬体形成，且 Rab7-ATG9A 和 Rab7-FLCN/FNIP1
信号途径可能协同参与上述过程。然而，近年

Malik 等 [58] 同样用寡霉素与抗霉素处理小鼠胚胎成

纤维细胞以诱导线粒体去极化损伤及 Parkin 依赖性

自噬激活，但并未观察到 TBK1 磷酸化修饰 Rab7 
Ser72，故推测 TBK1 对 Rab7 活化的调控作用可能

取决于特定的细胞条件。

总体而言，一方面，OPTN、NDP52、p62 和

TAX1BP1 作为货物蛋白均具有共同的泛素结合域

和 LC3 结合域，可分别与泛素化线粒体和自噬体膜

标记物 LC3 相结合，从而介导泛素化线粒体被自噬

体包裹；另一方面，在 PINK1/Parkin 介导的线粒体

自噬过程中，上述货物蛋白和 GTP 酶 Rab7 均受

TBK1 磷酸化调控：TBK1 可通过磷酸化 OPTN 

Ser473、Ser513 和 Ser177 位点以介导 OPTN 结合

多聚泛素链及 LC3 ；TBK1 可通过磷酸化 p62 Ser403
以促进 p62 连接泛素化线粒体及 LC3 ；TBK1 亦可

促进 NDP52 与 ULK1 复合物 (ULK1-FIP200-ATG13)
相结合并增强后者线粒体转位；此外，TBK1 还能

促进 TAX1BP1 与 LC3 相结合，并通过磷酸化 Rab7 
Ser72 以生成自噬体膜，最终参与正性调控线粒体

自噬体形成。未来应进一步阐明 TBK1 和货物蛋白

OPTN、p62、NDP52、TAX1BP1 及 GTP 酶 Rab7
之间的互作与机制，而 TBK1 及其互作蛋白对于不

同细胞环境的应答亦有待后续研究予以证实。

3  TBK1参与调控PINK1/Parkin非依赖性自
噬途径

另有报道指出，在不依赖于 PINK1/Parkin 的情

况下，能量开关因子 AMP 活化蛋白激酶 (AMP- 
activated protein kinase, AMPK) 可通过磷酸化 ULK1
以介导线粒体自噬 [59]。在此过程中，TBK1 可由

AMPK-ULK1 磷酸化激活，活化的 TBK1 随即磷酸

化 Drp1 与 Rab7 以分别介导线粒体自噬体 [13] 和自

噬溶酶体的形成 [60]。

3.1  TBK1参与调控线粒体自噬体的形成

Hu 等 [13] 通过手术破坏 C57BL/6 小鼠内侧半月

板或用肿瘤坏死因子 -α (tumor necrosis factor-α, 
TNF-α) 处理原代小鼠膝关节的软骨细胞以建立膝

关节骨性关节炎模型，引起软骨面积显著缩小，其

细胞内 p-AMPK Thr172、p-TBK1 Ser172 和线粒体

p-Drp1 Ser637、LC3 蛋白表达及 ATP 合成量明显下

调，而 Caspase-3 和线粒体 p-Drp1 Ser616 蛋白表达

及 ROS 生成量显著上调，且线粒体数量下降，呈碎

片化。在成模小鼠和 / 或 TNF-α 处理的膝关节软骨

细胞内过表达 TBK1 均可上调线粒体 p-Drp1 Ser637、
LC3 蛋白表达和 ATP 合成量，并下调 Caspase-3 蛋

白表达与 ROS 生成量，引起软骨面积和细胞内线

粒体数量明显增加且趋向融合，在此基础上敲低

Drp1 可显著下调线粒体 LC3 蛋白表达并增加凋亡

细胞数量。另外，该研究组研究显示，用 AMPK
激活剂 M3A 处理膝关节原代软骨细胞可明显上调

p-AMPK Thr172、p-ULK1 Ser555、p-TBK1 Ser172
及 p-Drp1 Ser637 的蛋白表达；而在此基础上敲低

TBK1可显著抑制胞内TBK1和Drp1的磷酸化表达，

但不影响 p-AMPK Thr172 和 p-ULK1 Ser555 的蛋

白表达，以上结果提示 AMPK-ULK1-TBK1 信号途
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径可能通过磷酸化 Drp1 以阻止线粒体分裂并促进

线粒体自噬体的形成，从而抑制膝关节骨性关节炎

所致软骨面积丢失和细胞凋亡 [13]。

3.2  TBK1参与调控自噬溶酶体的形成

Devi 等 [61] 在高糖诱导的人视网膜色素上皮

ARPE-19 细胞中观察到 OPTN 与 p62 蛋白表达明显

降低，线粒体膜蛋白 COXIV 与溶酶体相关膜蛋白

2A (lysosomal-associated membrane protein 2A, LAM-
P2A) 共定位水平显著增加且溶酶体增大，而给予

TBK1 抑制剂 Amlexanox 则可有效逆转上述结果，

提示 TBK1 可能通过与 OPTN 和 / 或 p62 相结合而

促进自噬溶酶体形成和溶酶体增大，但 TBK1 对自

噬溶酶体的正性调节作用是否引起高糖孵育的

ARPE-19 细胞病理变化迄今仍不明确。Sun 等 [60]

通过结扎小鼠心脏左冠状动脉前降支或缺氧处理

H9C2 细胞以构建在体和离体心肌梗死模型，引起

心肌间质纤维化和细胞凋亡加重，心肌细胞内 p62
和 LC3-II 蛋白表达及 TBK1 与 Rab7、Rab7 与 LAMP1
共定位水平明显上调，而 PINK1、Parkin、NDP52
和 p-Rab7 Thr71 蛋白表达以及 TBK1 与 NDP52 共

定位水平显著下调，同时线粒体肿胀、破裂并靶向

募集至溶酶体；在缺氧处理的 H9C2 细胞内过表达

NDP52 则可有效逆转上述变化，但 PINK1 和 Parkin
蛋白表达无显著变化，在此基础上施加 TBK1 抑制

剂 GSK8612 则再次下调 p-Rab7 Thr71 蛋白表达。

鉴于 Rab7 在线粒体去极化过程中可从溶酶体膜转

位至受损线粒体 [12]，Sun 等 [60] 推测在 PINK1/Parkin
非依赖性途径下，NDP52 过表达可能有助于 TBK1
与 Rab7 募集至受损线粒体并通过 TBK1 磷酸化

Rab7 促进自噬溶酶体形成，进而诱导梗死心肌细

胞内受损线粒体的降解和清除。

Seabright 等 [14] 用 CCCP 诱导小鼠 C2C12 成肌

细胞线粒体去极化后发现，TBK1 的 Ser172 位点

磷酸化激活发生在 PINK1 与 Parkin 活化之前，用

CCCP 处理 PINK1 基因敲除的 HeLa 细胞亦可明显

上调 TBK1 Ser172 磷酸化水平，提示 TBK1 能在不

依赖于 PINK1 和 Parkin 情况下被迅速激活。此外，

用 AMPK 激活剂 991 诱导 C2C12 细胞内 AMPK 活

化后，p-TBK1 Ser172 和 p-ULK1 Ser555 蛋白表达

显著上调且线粒体靶向至溶酶体的量显著升高，而

p-Ub Ser65 和 Parkin 泛素化底物 CDGSH 铁硫簇

结构域 1 蛋白表达均无明显变化；然而，在敲除

AMPK α1/α2 的 HEK293 细胞中施加 991 处理则可

有效抑制 p-TBK1 Ser172 和 p-ULK1 Ser555 蛋白表

达，以上结果提示 AMPK 可通过磷酸化 TBK1 Ser172
和 ULK1 Ser555 以促进自噬溶酶体的形成，进而增

强 PINK1/Parkin 非依赖性线粒体自噬，但活化的

TBK1 能否通过与 OPTN 和 / 或 p62 相结合以及磷

酸化 Rab7 而促进自噬溶酶体形成尚需进一步研究

确认。鉴于 AMPK 可介导 ULK1 活化以激活线粒

体自噬，且 AMPK-ULK1 可能位于 TBK1 上游而介

导后者活化 [59, 62]，故在 PINK1/Parkin 非依赖性条件

下，可能存在 AMPK-ULK1-TBK1 介导的线粒体自

噬途径。

综合上述内容，我们将 TBK1 与自噬蛋白的关

联及对线粒体自噬的调控作用归纳于表 1。

4  小结与展望

作为一种多功能蛋白激酶，TBK1 在 PINK1/
Parkin 依赖性或非依赖性线粒体自噬信号通路中似

乎不可或缺。一方面，在 PINK1/Parkin 依赖性条件

下，TBK1 既可通过磷酸化 OPTN 以介导 OPTN 与

多聚泛素链相结合，亦可磷酸化 OPTN、p62 和

Rab7 以诱导线粒体自噬体形成，还可促进 NDP52
与 ULK1 复合物相结合以及 TAX1BP1 与 LC3 相结

合而增强线粒体自噬。另一方面，在不依赖于

PINK1/Parkin 的情况下，AMPK-ULK1 亦可作为

TBK1 上游而介导后者磷酸化，活化的 TBK1 分别

磷酸化 Drp1 与 Rab7 以促进线粒体自噬体和自噬

溶酶体的形成 ( 图 1)。在介导线粒体自噬和参与

线粒体质量控制过程中，TBK1 与 OPTN、NDP52、
p62、TAX1BP1 和 Rab7 等自噬相关蛋白之间可能

存在的互作或竞争性表达机制均有着深入研究的价

值。目前，有如下关键问题尚待阐明：(1) 在
PINK1/Parkin 介导线粒体自噬过程中，受 TBK1 磷

酸化调控的货物蛋白 ( 如 NDP52 和 TAX1BP1) 具
体磷酸化位点尚不清楚，亟需厘清这些位点磷酸

化有何作用；(2) 在不依赖 PINK1/Parkin 的情况下，

除 AMPK-ULK1 途径外，TBK1 能否通过其他平行

信号途径 ( 如受体蛋白识别途径 ) 介导线粒体自噬；

(3) TBK1 在自噬体与溶酶体融合 ( 形成自噬溶酶

体 ) 过程中的调控作用亦不明确，需探明是否还有

更多的关键因子 ( 如膜融合蛋白 SNARE) 参与其中；

(4) 在线粒体自噬过程中，有 3 个激酶介导的分子

事件发生：PINK1 触发线粒体自噬启动信号、TBK1
触发自噬货物蛋白识别信号及 ULK1 触发自噬体吞
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噬线粒体信号，上述事件是按一定顺序出现还是

同时发生？厘清上述问题将为 TBK1 作为疾病诊疗

潜在靶点在临床转化医学领域的应用提供理论与实

验基础。
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