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大鼠生前与死后损伤肌肉组织中自噬相关蛋白表达

时福霞，李鹏，鲁翰霖，李娜，杜秋香，王英元，孙俊红

（山西医科大学法医学院，山西 晋中 030600）

摘 要：目的 研究大鼠骨骼肌损伤后BECN1、LC3和p62三种自噬相关蛋白的表达，探讨其在鉴别生前与

死后损伤中的应用。 方法 72只健康成年 Sprague-Dawley大鼠被随机分为未损伤的对照组、生前损伤组

（0.5、1、2、4、8、16和 24 h）和死后损伤组（0.5、1、2和 4 h），制作大鼠右后肢损伤模型。运用Western印迹法

检测对照组、生前损伤组以及死后损伤组骨骼肌中自噬蛋白BECN1、LC3-2/LC3-1和 p62的表达，分别将

数据中心化和标准化处理，建立生前损伤和死后损伤正交偏最小二乘判别分析（orthogonal partial least
square-discriminate analysis，OPLS-DA）鉴别模型。 结果 大鼠骨骼肌挫伤后BECN1、p62蛋白的表达以及

LC3-2/LC3-1值在生前损伤和死后损伤组中虽有不同程度的变化，但差异无统计学意义。BECN1的表达量

及LC3-2/LC3-1值经中心化和标准化处理后，可区分生前损伤和死后损伤。生前损伤和死后损伤OPLS-
DA模型提取的主成分对模型的解释程度较好（Rx

2=0.563，Ry
2=0.439），但预测程度稍差（Q2=0.366）。 结论

大鼠骨骼肌损伤局部组织中BECN1、LC3-2/LC3-1值可用于生前损伤和死后损伤的鉴别。
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Expression of Autophagy-Associated Protein in Rat Muscle Tissues after Ante⁃
mortem and Postmortem Injury
SHI Fu-xia, LI Peng, LU Han-lin, LI Na, DU Qiu-xiang, WANG Ying-yuan, SUN Jun-hong
（School of Forensic Medicine, Shanxi Medical University, Jinzhong 030600, Shanxi Province, China）
Abstract：Objective To study the expression of the three autophagy-associated proteins, BECN1, LC3
and p62, after the injury of the skeletal muscle of rats and to explore its application in differentiation
between antemortem and postmortem injury. Methods The 72 healthy Sprague-Dawley rats were ran-
domly divided into the undamaged control group, the antemortem injury group （0.5 h, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h,
16 h and 24 h） and postmortem injury group （0.5 h, 1 h, 2 h and 4 h）. A model of the injured right
hind limb of rats was constructed. The expressions of the autophagy-associated proteins, BECN1, LC3-
2/LC3- 1 and p62, in the control group, the antemortem injury group and postmortem injury group
were detected by Western blotting method. The data were respectively centralized and standardized and
the orthogonal partial least square-discrimination analysis （OPLS-DA） identification model of antemor-
tem and postmortem injury groups was constructed. Results The expression of BECN1, p62 protein
and LC3- 2/LC3- 1 after the injury of the skeletal muscle of the rats showed different degrees of
changes, but the differences among the 3 groups had no statistical significance. Antemortem and post-
mortem injury groups can be distinguished by centralizing and standardizing the expression levels of
autophagy protein BECN1 and the ratio of LC3- 2/LC3- 1. The principal components extracted from
OPLS-DA model of antemortem injury and postmortem injury had a relatively good interpretation of
the model （Rx

2=0.563, Ry
2=0.439）, but it were less predictive （Q2=0.366）. Conclusion The expression

of BECN1 and the ratio of LC3-2/LC3-1 in injured local tissue of the rat skeletal muscle can be
used for the differentiation of antemortem injury group and postmortem injury group.
Keywords：forensic pathology; wounds and injuries; autophagy-associated protein; skeletal muscle; ante-
mortem injury; postmortem injury; rats
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自噬是发生在细胞质中的自我吞噬现象，通过降

解细胞内受损的细胞器、错误折叠的蛋白为细胞的物

质再合成提供原料 [1-3]。有研究结果 [4-9]表明，机体在

饥饿、氧化应激损伤、肿瘤、神经退行性病变、颅脑损

伤等病理状态下细胞的自噬水平会发生改变。

自噬是由一系列的自噬相关蛋白相互作用、相互

介导的 [10-13]。BECN1蛋白是自噬通路必需的磷酸肌

醇 3激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）复合物

的组成部分，许多自噬调控蛋白通过与 BECN1蛋白

的不同结构域或氨基酸发生直接或间接结合，进而

调控自噬水平 [14]。微管相关蛋白 1-轻链-3（microtu⁃
bule-associated protein 1 light chain 3，MAP1-LC3）
是自噬体膜上的标志蛋白 [10，12]，有 LC3-1和 LC3-2两

种形式。当自噬发生时，泛素结合蛋白 p62靶向进

入内质网，与 LC3相互作用 [10-11]，LC3-1发生脂化，裂

解成 LC3-2锚定在自噬体上，p62蛋白降解。因此，

LC3-2与 LC3-1的比值（LC3-2/LC3-1）、LC3-2表达

或者 p62的降解被认为是监控细胞自噬活动的有效

手段[10，12]。

有研究结果 [15]表明，大鼠皮肤挫伤 6 h后，其挫伤

区皮肤的免疫组织化学染色显示自噬蛋白 BECN1、
LC3呈阳性，损伤后 3~7 d呈强阳性，而未损伤区的

LC3和BECN1蛋白染色呈弱阳性；另一研究[16]通过观

察绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）-LC3
转基因小鼠皮肤损伤修复过程中自噬荧光点 LC3的

变化，发现增殖的角质细胞自噬作用增强，说明自噬

参与了损伤修复。ASAI等 [17]通过研究大鼠皮肤损伤

的成纤维细胞，也发现其胞内的 LC3表达水平增高，

而KIMURA等 [18]则用蛋白印迹法研究了小鼠皮肤在

损伤后短时间内（0.5~24 h）自噬蛋白 LC3和 p62的表

达变化，得出了与ASAI等 [17]研究相反的结论，即在损

伤≥0.5 h时，LC3-2/LC3-1值下降，p62蛋白表达水平

升高，即自噬受到了抑制。上述结果表明，无论损伤

使自噬作用增强还是减弱，均提示细胞在受损后自噬

水平会发生变化，并且这种变化可能在机体受损后的

极短时间内即可出现，这为法医病理学实际案件中大

体或者组织病理学难以区分的生前损伤和死后损伤

的鉴别提供了研究基础。

骨骼肌在机体中分布广泛，是暴力性损伤中极易

受累的器官，也是法医病理学研究的重要课题之一[19]。

因此，本研究建立大鼠右后肢肌肉生前与死后损伤模

型[20]，通过蛋白印迹技术观察大鼠骨骼肌在生前损伤

后 24 h内及死后损伤组织中自噬相关蛋白的表达变

化，从而进一步验证自噬是否能够作为一种生活反应

鉴别生前损伤和死后损伤。

1 材料与方法

1.1 主要仪器和材料

主要实验仪器：500g砝码、精密天平（美国OHAUS
公司），Mini-PROTEAN Tetra垂直电泳仪（美国 Bio-
Rad公司），研钵、液氮、TE62槽式转印仪（美国Gene
公司），Infinite􀳏 200 Pro NanoQuant 酶标仪（瑞士

TECAN公司），实验室用台式DHG-9145A 37℃恒温

箱、振荡恒温金属浴（中国奥盛仪器有限公司），Free⁃
dom RockerTM BlotBot􀳏全自动杂交洗涤工作站（美国

Next Advance公司），Sigma 2-16PK台式冷冻离心机

（德国 SIGMA公司），UVP BioSpectrum 810凝胶成像

系统（美国Ultra-Violet Products公司）等。

主要实验试剂：20%乌拉坦、液氮、BCA试剂盒，增

强型ECL化学发光底物试剂盒、NovexTM Tris-glycine
SDS sample buffer（5×）、兔抗-甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）、
辣根过氧化物酶标记的二抗，以上试剂购自武汉博士

德生物工程有限公司；兔抗-LC3A/B（mAb，美国 Cell
Signaling Technology 公司）、兔抗-BECN1（pAbs，BBI
Life Sciences 公司）、兔抗-p62（pAbs，美国 Cell Sig⁃
naling Technology公司）等。

1.2 损伤模型制备

健康成年雄性 Sprague-Dawley 大鼠 72 只（购自

山西医科大学实验动物中心），180~220 g，10~12 周

龄。所有大鼠均饲养在干净的笼中，饲养环境温度保

持在 22~24 ℃，湿度保持在 40%~60%，自由饮食、饮

水。经过一个昼夜的饲养循环，随机将大鼠分成对照

组、生前损伤组（0.5、1、2、4、8、16和 24 h）和死后损伤

组（0.5、1、2和 4 h），每组 6只。生前损伤组大鼠在麻

醉（20%乌拉坦溶液腹腔注射，剂量为 0.7 mL/100 g）
后，运用自由落体肌肉挫伤装置制造大鼠右后肢骨

骼肌挫伤模型（500 g、直径为 1.5 cm 的砝码自由落

体）[20]，在损伤后相应时间点大剂量麻醉剂处死大鼠，

取挫伤处骨骼肌。死后损伤组用大剂量麻醉剂处死

大鼠后制作挫伤模型，并分别于损伤后 0.5、1、2和 4 h
取材，死后大鼠放置在气候箱中，温度保持在 22~
24℃，湿度保持在 40%~60%。对照组大鼠以相同方

法直接处死后取相同部位骨骼肌，每次取材 200 mg。
上述检材-80℃保存备用。

以上动物饲养、处理均通过了山西医科大学伦理

审查委员会的审查（伦理审查序号2016LL151）。

1.3 总蛋白提取和Western印迹法

在研钵中加入液氮充分预冷后，将骨骼肌样本研

磨成粉末。将粉末置于2mL的微量离心管中并加入裂
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解液，0 ℃裂解 20 min，以 1 200×g于 4 ℃离心 20 min，
取上清液。用BCA试剂盒中的蛋白标准品检测结果

做标准曲线并检测、计算每个样本的蛋白浓度。将上

清液与蛋白上样缓冲液（5×）以体积比 4∶1相混合，

95℃加热变性 5min。将等量的变性液加入十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）中进

行分离跑胶，然后转印至硝酸纤维素滤膜（nitrocellu⁃
lose filter membrane，NC膜）（膜孔直径为 0.22 μm）。

5%的脱脂奶粉室温孵育 2 h；一抗 4℃分别孵育过夜

（兔抗-LC3A/B，1∶1 000；兔抗-BECN1，1∶1 000；兔
抗-p62，1∶1 000；GAPDH，1∶5 000）。然后加入辣根

过氧化物酶标记的二抗（1∶2 000）室温孵育 2 h。增强

型化学发光剂VA液∶VB液=1∶1混合滴加至NC膜上，UVP
BioSpectrum 810凝胶成像系统拍照。VisionWorks LS
凝胶成像分析系统（美国Ultra-Violet Products公司）

通过计算 3种目的蛋白条带以及内参蛋白GAPDH[18]

灰度值，对目的蛋白进行相对定量。

1.4 数据统计与分析

采 用 SPSS 17.0（美 国 IBM 公 司）和 GraphPad
Prism 6.0（美国GraphPad Software公司）进行统计分

析，计量资料用 x±s表示，组间比较采用单因素方差

分析。数据经过中心化和标准化处理，计算公式：

x′=（x-u）/σ， （1）
式中，u为所有样本数据的均值，σ为所有样本数

据的标准差，并选用不同的灰阶对数值进行处理[21]（当

两变量均<0时，用黑色表示；当两变量>0时，用白色

表示；当其中一个变量>0，而另一变量<0时，则用灰

色表示）。通过 SPSS 17.0对所取得的样本数据进行

正态分布以及方差齐性检验，SIMCA 14.1（瑞典Umet⁃
rics公司）中的正交偏最小二乘判别分析（orthogonal
partial least squares- discrimination analysis，OPLS-
DA）用于生前损伤和死后损伤的判别。检验水准 α=
0.05。根据评价模型质量的 3个关键指标（模型解释

率Rx
2、建模稳定性Ry

2及模型预测性Q2）验证模型是否

成功，为防止模型过拟合，采用 200次响应排序检验

的方法来考察模型的质量，即回归线在Y轴上的截距

>0，拟合线在 Y轴上的截距<0，且两条线相交于第一

象限表明模型质量良好未发生过拟合。

2 结 果

2.1 大鼠骨骼肌中自噬相关蛋白 BECN1、p62和
LC3-2/LC3-1在生前损伤和死后损伤的表达

Western印迹法分别检测生前损伤组、对照组和

死后损伤组大鼠骨骼肌中自噬相关蛋白的相对表达

量（图 1、表 1）。结果显示，BECN1、p62蛋白表达量及

LC3-2/LC3-1值在生前损伤和死后损伤的肌肉组织

中虽有不同程度的变化，但差异无统计学意义。由此

说明，依据传统的数据处理方法，无法满足生前损伤

和死后损伤的鉴别。

36 000
14 000
16 000
60 000
62 000

GAPDH
LC3-2
LC3-1
BECN1

p62
4 h 2 h 1 h 0.5 h 0.5 h 1 h 2 h 4 h 8 h 16 h 24 h}死后损伤组 对照组 生前损伤组 }

图1 3种自噬相关蛋白在大鼠骨骼肌中的表达

Fig. 1 Expressions of autophagy-associated proteins

in the rat skeletal muscles

表1 大鼠生前损伤和死后损伤肌肉组织中自噬相关

蛋白p62、LC3-2/LC3-1和BECN1的相对表达

Tab. 1 Expressions of autophagy-associated proteins

p62，LC3-2/LC3-1 and BECN1 in the muscle tissues of

rats in the antemortem and postmortem injury groups
（n=6，x±s）

组别

死后损伤4 h
死后损伤2 h
死后损伤1 h
死后损伤0.5 h
对照

生前损伤0.5 h
生前损伤1 h
生前损伤2 h
生前损伤4 h
生前损伤8 h
生前损伤16 h
生前损伤24 h

p62
0.45±0.37
0.58±0.39
0.77±0.43
0.52±0.41
0.62±0.51
0.53±0.89
0.88±1.04
0.60±0.71
0.90±0.88
0.70±0.43
0.94±0.81
0.74±0.38

LC3-2/LC3-1
0.20±0.13
0.15±0.17
0.23±0.38
0.72±1.48
0.15±0.11
0.23±0.17
0.65±0.80
0.95±0.95
0.39±0.59
0.61±0.97
0.31±0.23
0.82±0.56

BECN1
0.27±0.18
0.29±0.15
0.34±0.13
0.30±0.19
0.37±0.22
0.96±0.85
0.64±0.34
0.33±0.21
0.69±0.47
0.97±1.02
1.15±1.11
1.85±2.13
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2.2 自噬相关蛋白BECN1和 LC3-2/LC3-1值数据

中心化

对BECN1自噬蛋白的表达量和 LC3-2/LC3-1值

中心化和标准化处理，结果如图2所示。

在数据处理过程中为了更直观地反映大鼠骨骼

肌生前损伤和死后损伤蛋白表达的差异，本研究选用

了不同的灰阶对BECN1和LC3-2/LC3-1值进行处理。

结果显示，死后损伤和对照组均呈黑色，而生前损伤

则呈现灰色或白色（图 2），表明通过数据转换处理可

以对生前损伤、死后损伤及对照组样本进行鉴别。

2.3 OPLS-DA对模型进行预测

本研究用BECN1和 LC3-2/LC3-1值两个变量建

立了有监督的OPLS-DA以区分生前损伤和死后损伤

（图 3）。用 3个指标（BECN1、p62相对表达量及LC3-
2/LC3-1值）在所有样本中的数值建立区分生前损伤

和死后损伤的OPLS-DA模型（图 3A），提取出两个主

成分（图3B），其Rx
2=0.563、Ry

2=0.439、Q2=0.366。200次
响应排序检验（图3C）以检测模型是否发生了过拟合，

如图 3C所示，回归线与 Y轴的交点在 0以上，而拟合

线与 Y轴的焦点在 0以下，并且两直线相交于第一象

限，表明模型未发生过拟合。

LC3-2/LC3-1
BECN1

相
对

蛋
白

表
达

量

3

2

1

0

-1

-2 4 h 2 h 1 h 0.5 h 对照组 0.5 h 1 h 2 h 4 h 8 h 16 h 24 h
死后损伤组 生前损伤组｛ ｛

方格图是 BECN1和 LC3-2/LC3-1通过数据处理后得到的

灰阶图，分别对应各组，其中黑色方格表示死后损伤和对照

组，灰色和白色方格表示生前损伤组。

图2 BECN1的表达量和LC3-2/LC3-1值

数据中心化和标准化处理情况

Fig. 2 Centralization and normalization of data of

BECN1 and the ratio of LC3-2/LC3-1

A：死后损伤和生前损伤OPLS-DA得分图；B：死后损伤和生前损伤OPLS-DA模型提取两个主成分图；C：200次响应排序检验。

图3 大鼠骨骼肌生前损伤和死后损伤的OPLS-DA模型

Fig. 3 OPLS-DA model of antemortem and postmortem injury of the rat skeletal muscles
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3 讨 论

自噬作用普遍存在于大部分真核细胞中，是细胞

为了摆脱饥饿状态而将自己内部的部分蛋白质分解

为氨基酸，从而获取养分的现象[1-5]。正常细胞中的自

噬性溶酶体在消化、分解、自然更替一些细胞内的结

构上起着重要作用。当细胞受到药物作用、射线照射

和机械损伤时，其数量明显增多[4-7，12]。在组织细胞受

到各种理化因素伤害时，自噬性溶酶体主要清除降

解细胞内受损伤的细胞结构、衰老的细胞器以及不再

需要的生物大分子等[1，3]，因此对损伤的细胞起到保护

作用。

本研究建立了大鼠肌肉挫伤模型，运用Western
印迹法检测了 3种自噬相关蛋白 p62、BECN1和 LC3

的表达变化。结果显示，BECN1以及LC3-2/LC3-1值

的变化情况与国内的大鼠皮肤挫伤后自噬作用增强

的研究结果 [15-16]较为一致，即自噬是细胞对损伤的一

种反应。但与KIMURA等 [18]研究中小鼠皮肤挫伤后

自噬相关蛋白 LC3-2/LC3-1值下降、p62表达水平升

高的研究结果相反，其原因需要进一步研究。

为了明确机体在死亡过程中出现的骨骼肌缺氧、

抽搐或收缩现象[22]，以及在死后损伤中是否会诱发自

噬现象发生，本研究检测了大鼠死后不同时间点在损

伤肌肉组织中自噬相关蛋白表达的变化。结果表明，

死后损伤 0.5~4 h 的大鼠肌肉组织中 BECN1、p62 和

LC3均呈低表达水平，与未损伤的对照组差异无统计

学意义，从而排除了死亡过程中肌肉缺氧、抽搐或收

缩现象对自噬蛋白表达的影响，也为生前损伤和死后损
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伤（≥0.5 h）的鉴别提供了可能。这一结果与KIMURA
等[18]的发现相一致。

KIMURA等 [18]同时以GAPDH为内参检测了 LC3
和 p62在小鼠死后 4 d内的自噬蛋白的降解，结果表

明，LC3-2/LC3-1值在死后 1d就出现了下降，但死后

1~4 d二者值差异无统计学意义。因此，在应用 LC3-
2/LC3-1值进行生前损伤和死后损伤鉴别时，要注意

结合其他死后早期（死后 4 h~1 d）征象，判断 LC3-2/
LC3-1值较低是未损伤或者死后损伤引起的，还是死

后蛋白降解造成的。

传统的Western印迹法在获取蛋白的相对表达量

时往往需要对数据进行标准化处理。这种标准化处

理主要用于消除不同实验批次间的误差，却不能很好

地反映实验样本间的变异情况 [23]。数据中心化和标

准化是一种类均值的标准化方法，即采用中心化和标

准化的方法消除数据来源不同、量纲以及量纲单位不

同的偏差，使数据具备了可比性，从而更真实地反映

测量样本的生物学差异，达到更准确的聚类效果[23-24]。

为了消除不同蛋白的基础表达量对生前损伤和死

后损伤鉴别造成的偏差，本研究结果显示，对数据进

行中心化和标准化处理，可以用两个指标的数值是否

大于零，进行颜色赋值 [21]，从而更直观地区分大鼠生

前损伤组和死后损伤组，其结果较 KIMURA单纯用

LC3-2/LC3-1值判断生前损伤与死后损伤有较高的

准确性和客观性。

正交偏最小二乘判别分析（orthogonal partial
least squares-discriminant analysis，OPLS-DA）是一种

新型的多元统计方法，是在PLS-DA的基础上加入了

正交信号矫正的分析方法，具有数据可视化强、模型

的有效性和稳定性强等优势，其分析过程更侧重于

样本的分组及组间差异[25-26]。本研究尝试用极少的变

量（3种自噬相关蛋白）建立生前损伤和死后损伤的

OPLS-DA模型，Rx
2、Ry

2和 Q2是反应模型准确性和预

测性的 3个重要指标。其中，Rx
2和 Ry

2分别是提取的

主成分对自变量和分类变量的解释程度，Q2是指该模

型对样本变量的解释度。从 3个变量提取的 2个主成

分对模型的解释度结果显示 Rx
2=0.563、Ry

2=0.439，预
测性结果显示Q2=0.366。即从 3个变量中提取的 2个

主成分对模型的解释程度较好[27]，但对模型的预测性

较差，因此本研究采用OPLS-DA对小样本的3个指标

建立的模型效果并不理想，这可能与小样本、少变量的

数据进行降维处理时大量的变量信息丢失有关[25-26]。

同时，本研究也存在以下几点不足：（1）缺少对生

前损伤组BECN1、p62和 LC3在损伤对侧肌肉中的表

达与损伤侧的对比；（2）未能增加样本量和指标，从而

增加OPLS-DA对生前损伤和死后损伤模型的解释度

与预测度；（3）未收集和检测法医学实践案例中的人

体骨骼肌损伤样本加以验证。

机械性损伤可诱发大鼠骨骼肌细胞发生自噬，通

过数据中心化处理自噬相关蛋白BECN1的表达量及

LC3-2/LC3-1值可用于生前损伤与死后损伤的鉴别。

参考文献：
[1] GALLUZZI L， BAEHRECKE E H， BALLABIO

A， et al. Molecular definitions of autophagy and

related processes[J]. Embo J，2017，36（13）：1811-

1836. doi：10.15252/embj.201796697.

[2] HALE A N， LEDBETTER D J， GAWRILUK T

R，et al. Autophagy：Regulation and role in develop-

ment[J]. Autophagy，2013，9（7）：951-972. doi：10.4161/

auto.24273.

[3] ZHANG H. Targeting autophagy in lymphomas：A

double-edged sword?[J]. Int J Hematol，2018，107（5）：

502-512. doi：10.1007/s12185-018-2414-6.

[4] NETEA-MAIER R T，PLANTINGA T S，van de

VEERDONK F L，et al. Modulation of inflammation

by autophagy： Consequences for human disease[J].

Autophagy，2016，12（2）：245-260. doi：10.1080/1554

8627.2015.1071759.

[5] NODA N N，INAGAKI F. Mechanisms of Autopha-

gy[J]. Annu Rev Biophys，2015，44（1）：101-122. doi：

10.1146/annurev-biophys-060414-034248.

[6] 吕杰，黄瑞 . 自噬对胞内感染病原菌的清除及促进增

殖作用[J].微生物学报，2012，52（9）：1051-1058.

LÜ J， HUANG R. Influence of autophagy on

elimination and proliferation of intracellular bacte-

ria -- A review[J]. Weishengwu Xuebao，2012，52（9）：

1051-1058.

[7] MATSUI Y， TAKAGI H， QU X， et al. Distinct

roles of autophagy in the heart during ischemia and

reperfusion：Roles of AMP-activated protein kinase

and Beclin 1 in mediating autophagy[J]. Circ Res，

2007，100（6）：914-922. doi：10.1161/01.RES.0000261

924.76669.3.

[8] YAN Z，LIRA V A，GREENE N P. Exercise training-

induced regulation of mitochondrial quality[J]. Exerc

Sport Sci Rev，2012，40（3）：159- 164. doi：10.1097/

JES.0b013e3182575599.

[9] JIAO J，DEMONTIS F. Skeletal muscle autophagy

and its role in sarcopenia and organismal aging[J].

Curr Opin Pharmacol，2017，34：1- 6. doi：10.1016/j.

coph.2017.03.009.

[10] FRITZEN A M，FRØSIG C，JEPPESEN J，et al.

Role of AMPK in regulation of LC3 lipidation as

a marker of autophagy in skeletal muscle[J]. Cell

Signal，2016，28（6）：663- 674. doi：10.1016/j.cellsig.

2016.03.005.

·· 297



Journal of Forensic Medicine, June 2020, Vol.36, No.3

[11] LIPPAI M，LOW P. The role of the selective adap-

tor p62 and ubiquitin- like proteins in autophagy[J].

Biomed Res Int，2014，2014：832704. doi：10.1155/

2014/832704.

[12] SCHLÄFLI A M，BEREZOWSKA S，ADAMS O，

et al. Reliable LC3 and p62 autophagy marker de-

tection in formalin fixed paraffin embedded human

tissue by immunohistochemistry[J]. Eur J Histochem，

2015，59（2）：2481. doi：10.4081/ejh.2015.2481.

[13] GALLUZZI L， BAEHRECKE E H， BALLABIO

A， et al. Molecular definitions of autophagy and

related processes[J]. Embo J，2017，36（13）：1811-

1836. doi：10.15252/embj.201796697.

[14] 张雨晴，张丽慧，魏尔清，等 . Beclin1在凋亡和自噬中

的调节作用[J].中国生物化学与分子生物学报，2015，

31（4）：331-338. doi：10.13865/j.cnki.cjbmb.2015.04.01.

ZHANG Y Q， ZHANG L H， WEI E Q， et al.

Beclin1 regulates apoptosis and autophagy[J]. Zhong-

guo Shengwuhuaxue Yu Fenzi Shengwu Xuebao，

2015，31（4）：331-338.

[15] 颜峰平，陈忆九，黄晓华 . 大鼠皮肤挫伤后 Beclin1 和

LC3 的表达[J]. 法医学杂志，2007，23（1）：11-13. doi：

10.3969/j.issn.1004-5619.2007.01.004.

YAN F P，CHEN Y J，HUANG X H. Expression

of Beclin1 and LC3 after rat’s skin contusion[J].

Fayixue Zazhi，2007，23（1）：11-13.

[16] 赵娜，刘登群，汪国建，等 . 自噬在小鼠皮肤创面修复中

作用的初步研究[J].第三军医大学学报，2019，41（1）：

25-32. doi：10.16016/j.1000-5404.201808194.

ZHAO N， LIU D Q， WANG G J， et al. Role

of autophagy during cutaneous wound healing in

mice[J]. Disan Junyi Daxue Xuebao，2019，41（1）：

25-32.

[17] ASAI E，YAMAMOTO M，UEDA K，et al. Spatio-

temporal alterations of autophagy marker LC3 in

rat skin fibroblasts during wound healing process[J].

Fukushima J Med Sci，2018，64（1）：15-22. doi：10.

5387/fms.2016-13.

[18] KIMURA A，ISHIDA Y，NOSAKA M，et al. Au-

tophagy in skin wounds：A novel marker for vital

reactions[J]. Int J Legal Med，2015，129（3）：537-541.

doi：10.1007/s00414-015-1168-4.

[19] 于天水，官大威，程子惠，等 . 大鼠骨骼肌钝挫伤分级

模型的建立 [J]. 法医学杂志，2008，24（3）：168-171.

doi：10.3969/j.issn.1004-5619.2008.03.003.

YU T S，GUAN D W，CHENG Z H，et al. Ani-

mal model of grading skeletal muscle contusion

due to blunt impact in rats[J]. Fayixue Zazhi，2008，

24（3）：168-171.

[20] 董塔娜，裴明，李娜，等 . 大鼠骨骼肌挫伤后 Fzd2表达

与损伤时间的关系[J]. 法医学杂志，2017，33（4）：344-

347. doi：10.3969/j.issn.1004-5619.2017.04.002.

DONG T N， PEI M， LI N， et al. Relationship

between wound age and the expression of Fzd2 in

rats skeletal muscle after contusion[J]. Fayixue Za-

zhi，2017，33（4）：344-347.

[21] SUN J H， ZHU X Y， DONG T N， et al. An

“up， no change， or down” system： Time- depen-

dent expression of mRNAs in contused skeletal

muscle of rats used for wound age estimation[J].

Forensic Sci Int，2017，272：104-110. doi：10.1016/j.

forsciint.2017.01.012.

[22] 李斌，吴家文，廖志钢 . 根据超生反应推断死亡时间

的研究概况[J]. 法律与医学杂志，2006，13（2）：147-

149. doi：10.3969/j.issn.1674-1226.2006.02.021.

LI B， WU J W， LIAO Z G. Research progress

in deducing death time by supervital reactions[J].

Falü Yu Yixue Zazhi，2006，13（2）：147-149.

[23] 王广云，邱浪波，王正志 . 一种基于类均值的肿瘤基

因芯片数据的标准化方法[J]. 生命科学研究，2007，

11（3）：206-211. doi：10.3969/j.issn.1007-7847.2007.03.

004.

WANG G Y，QIU L B，WANG Z Z. A normaliza-

tion method for cancer array data based on class

mean[J]. Shengming Kexue Yanjiu，2007，11（3）：206-

211.

[24] 肖应旺，杨军，张承忠，等 . 统计监控建模数据预处理

离群点检测算法[J]. 控制工程，2013，20（4）：756-761.

doi：10.3969/j.issn.1671-7848.2013.04.042.

XIAO Y W，YANG J，ZHANG C Z，et al. Data

preprocessing outlier detection algorithm of statisti-

cal monitoring modeling[J]. Kongzhi Gongcheng，

2013，20（4）：756-761.

[25] BOCCARD J，RUTLEDGE D N. A consensus or-

thogonal partial least squares discriminant analysis

（OPLS-DA） strategy for multiblock Omics data fu-

sion[J]. Anal Chim Acta，2013，769：30- 39. doi：10.

1016/j.aca.2013.01.022.

[26] 高嘉宁，张丹，何海燕，等 . 基于正交偏最小二乘判别

分析法分析滇重楼和华重楼品质成分差异性[J].应用

与环境生物学报，2019，25（1）：136-142. doi：10.19675/

j.cnki.1006-687x.2018.05008.

GAO J N，ZHANG D，HE H Y，et al. Difference

of quality components of P. polyphylla var. yunna-

nensis and P. polyphylla var. chinensis base on

the orthogonal partial least discriminant analysis

model[J]. Yingyong Yu Huanjing Shengwu Xuebao，

2019，25（1）：136-142.

[27] TRIBA M N，Le MOYEC L，AMATHIEU R，et

al. PLS/OPLS models in metabolomics： The im-

pact of permutation of dataset rows on the K-fold

cross- validation quality parameters[J]. Mol Biosyst，

2015，11（1）：13-19. doi：10.1039/c4mb00414k.

（收稿日期：2019-02-08）
（本文编辑：黄平）

·· 298


