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摘　要：为探讨亚低温对氧糖剥夺／复氧后原代神经元细胞自噬和凋亡的影响，运用原代神经元培养及 ＯＧＤ／Ｒ
模型构建，ＣＣＫ８测定细胞活力，ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｓｉｒｔ１、Ｆｏｘｏ１、Ｒａｂ７、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３及
ｐ５３等蛋白的表达，以及转染ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３自噬双标腺病毒检测神经元自噬流等方法，成功培养原代神经元及
构建ＯＧＤ／Ｒ模型。结果发现 ＯＧＤ／Ｒ后 Ｓｉｒｔ１、ＰＦｏｘｏ１、Ｒａｂ７、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３ｂ／ＬＣ３ａ表达随着时间延长逐渐减
少，１２ｈ更明显，与Ｒ６ｈ组相比，Ｐ＜００５，而 ｐ５３增加，Ｐ＜００５；ＯＧＤ３ｈ／Ｒ１２ｈ，亚低温组Ｓｉｒｔ１、ＰＦｏｘｏ１、
Ｒａｂ７、Ｂｅｃｌｉｎ１及 ＬＣ３ｂ／ＬＣ３ａ表达均明显高于常温组，Ｐ＜００５，而 ｐ５３明显低于常温组，Ｐ＜００５。Ｒ６ｈ亚低
温组，神经元凋亡率为２０％±６７％，低于常温组的５６８％±７６％，Ｐ＜００５。ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３自噬双标观察法
显示亚低温组自噬溶酶体明显增多，Ｐ＜００５。实验显示原代神经元 ＯＧＤ／Ｒ后亚低温干预可以上调 Ｓｉｒｔ１的活
性，增加Ｆｏｘｏ１、Ｒａｂ７和自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３ｂ／ＬＣ３ａ的表达，同时抑制 ｐ５３，促进神经元自噬，减少
凋亡。
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　　亚低温 （ｍｉｌｄｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉａ，ＭＨ），目前通用的
概念是指３２～３５℃，是近年来脑损伤领域的研究
热点。亚低温可以降低颅内压、减轻脑水肿、改善

神经功能、降低致残率及增加存活率［１］。但是近

些年，临床上亚低温治疗也受到一定的争议，究其

原因，是亚低温的治疗机制仍然不明确。目前认为

缺血／再灌注损伤 （ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，Ｉ／
Ｒ）与氧化应激、细胞内钙超载、线粒体功能紊
乱、细胞炎症、自噬、凋亡等诸多细胞与分子生物

学机制有关，自噬在缺血／再灌注中的作用越来越
受到关注，越来越多的证据表明，自噬参与了脑缺

血缺氧的过程 （包括全脑缺血和局部缺血）［２－３］。

既然，亚低温治疗脑损伤有效，自噬又参与了缺血

再灌注损伤的病理生理过程，那究竟亚低温是如何

调控自噬发挥脑保护作用的呢？目前未见报道。本

文将通过体外实验来探讨氧糖剥夺／复氧 （ｏｘｙｇｅｎ
ｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ＯＧＤ／Ｒ）后原代
神经元自噬和凋亡的情况以及亚低温对自噬和凋亡

的影响，为亚低温干预发挥神经元保护在临床上的

应用提供更可靠的理论依据。

１　材料和方法
１１　实验动物

ＳＰＦ级ＳＤ大鼠新生鼠 （１ｄ内），由中山大学
实验动物中心提供，动物许可证号：

!

２０１５００２９，
合格号Ｎｏ４４００８５０００１１８７４。
１２　实验分组

① 正常对照组 （Ｃ）；② ＯＧＤ３ｈ组 （ＯＧＤ）；

③ ＯＧＤ３ｈ／Ｒ６ｈ常温组 （Ｒ６ｈ）；④ ＯＧＤ３ｈ／
Ｒ１２ｈ常温组 （Ｒ１２ｈ）；⑤ ＯＧＤ３ｈ／Ｒ６ｈ亚低
温组 （Ｒ６ｈ＋ＭＨ）；⑥ ＯＧＤ３ｈ／Ｒ１２ｈ亚低温组
（Ｒ１２ｈ＋ＭＨ）。
１３　主要实验方法
１３１　原代神经元细胞的培养与鉴定［４］

１）原代神经元细胞的培养用适量多聚赖氨酸
包被培养板；φ＝７５％乙醇浸泡消毒新生鼠，断头
取脑；清除脑膜、脑干和脑微血管膜，剪成０５～
１ｍｍ３的小块；加适量 ｗ＝０１２５％胰蛋白酶，３７
℃消化１０～１５ｍｉｎ；吹打１０次，取上清，重复操
作２次，；２００目滤网过滤上清，滤液８００ｒ／ｍｉｎ离
心３ｍｉｎ；弃上清，用种植液 （含 φ＝１０％胎牛血
清和ｗ＝０１％双抗的 ＤＭＥＭ培养液）重悬，将细
胞密度调整为５×１０５个／ｍＬ后种板，培养４～８ｈ
后，若细胞贴壁良好，可换饲养液 （含 ｗ＝１％
ＧｌｕｔａＭＡＸ、ｗ＝２％ Ｂ２７和ｗ＝０１％双抗的 Ｎｅｕｒｏ
ｂａｓａｌＡ），细胞培养至第５天可以进行后续各种试
验。

２）原代神经元免疫荧光鉴定培养至第５天的
细胞，弃上清，ＰＢＳ洗２次；ｗ＝４％的多聚甲醛固
定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；ｗ＝０３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００通
透２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；ｗ＝５％ ＢＳＡ封闭１ｈ；每
张玻片滴加 βｔｕｂｕｌｉｎ（英国 Ａｂｃａｍ公司）一抗
（１∶２００）１００μＬ，４℃摇床孵育过夜，ＰＢＳ洗３次；
加荧光二抗，湿盒中３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３次；
加入ＤＡＰＩ染核３ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次；荧光显微镜拍
照。
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１３２　氧糖剥夺／复糖复氧 （ＯＧＤ／Ｒ）模型的构
建及亚低温模型构建　据实验设计随机分组；细胞
弃上清，加适量ＰＢＳ，培养板置于带通气管的密封
细胞培养盒，持续通入体积比为９５∶５的 Ｎ２、ＣＯ２
（流速约０２Ｌ／ｍｉｎ），通气１５ｍｉｎ后闭合通气管，
确保盒内完全被混合气体填充，移入３７℃培养箱
诱导缺氧开始；ＯＧＤ［５］后从细胞培养盒中取出培

养板，分别置于 ３７、３４℃恒温培养箱中复氧 ６、
１２ｈ，构建 ＯＧＤ／Ｒ模型及亚低温模型。
１３３　ＣＣＫ８检测细胞活力　细胞以１×１０４个／ｍＬ
接种于９６孔板中，培养至第５天，取出９６孔板，
进行ＯＧＤ造模；每孔加入８０μＬｗ＝１０％ ＣＣＫ－８
溶液后继续培养４ｈ；用酶联免疫检测仪在４５０ｎｍ
波长进行检测，测定每孔吸光值 （Ａ）；据每孔吸
光值计算细胞存活率，计算公式为：存活率／％ ＝
（Ａ实验组／Ａ对照组） ×１００％。
１３４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白的表达　提取细胞总
蛋白，据蛋白分子量的大小选择合适的分离胶，

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，８０Ｖ电压电泳，待样品进入分离
胶后调为１２０Ｖ；转膜时电流为３００ｍＡ，据目的蛋
白大小调整转膜时间；ＰＶＤＦ膜置 ｗ＝５％ ＢＳＡ封
闭液室温封闭１ｈ，再分别孵一抗和二抗；ＥＣＬ发
光液 Ａ∶Ｂ＝１∶１混匀，滴加显色液，用化学发光
仪进行曝光显影。Ｓｉｒｔ１、Ｐ－Ｆｏｘｏ１、ｐ５３一抗 （英

国Ａｂｃａｍ公司），Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、β－ａｃｔｉｎ一抗及兔抗
大鼠二抗 （美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。
１３５　ＴＵＮＥＬ检测神经元细胞凋亡　弃培养基，
ＰＢＳ洗３次；ｗ＝４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
３次；加ｗ＝０３％ Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００透膜２０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗３次；加５０μＬＴＵＮＥＬ反应混合液，暗湿盒中
３７℃反应１ｈ；ＰＢＳ洗３次；ＤＡＰＩ染核，倒置荧
光显微镜检测神经元凋亡。

１３６　ＡｄｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３检测自噬流　ＧＦＰ在酸
性环境中降解，红绿荧光重叠后出现的黄色斑点即

指示自噬体，红色的斑点指示自噬溶酶体。如吞噬

体和溶酶体能正常融合，那么红色荧光多于黄色荧

光，如自噬下游阻滞，吞噬体和溶酶体不能正常融

合，则主要为黄色荧光。通过不同颜色斑点的计数

可以清晰的看出自噬流的强弱。

１）腺病毒转染方法及转染率检测加阴性对照
腺病毒 （ＭＯＩ值 ０，５０，１００，２００，４００）或携带
ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３双标腺病毒加入培养液中，培养８
ｈ后半量换液；每天观察细胞状态；转染２４、４８、
７２ｈ后，分别在荧光显微镜下观察 ＧＦＰ荧光，随
机选择１０个视野，分别计数细胞总数及绿色荧光
的细胞，估算转染率。

２）共聚焦显微镜下检测自噬流根据转染率，
将ＭＯＩ值为１００的阴性对照腺病毒及 ｍＲＦＰＧＦＰ
ＬＣ３双标腺病毒加入培养液中，培养８ｈ后半量换
液；第 ３天，根据实验分组进行 ＯＧＤ／Ｒ１２ｈ造
模，分常温组及亚低温组；造模后，将培养皿置于

激光共聚焦显微镜下进行拍照。

１３７　统计学分析　应用 ＳＰＳＳ１９０分析软件进行
数据统计分析，分析所得到的数据都用均数±标准
差 （ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析 （ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）进行组间比较，Ｐ＜００５表示差异具有
统计学意义。

２　实验结果
２１　原代神经元的培养与鉴定

经βｔｕｂｕｌｉｎ免疫荧光鉴定，原代神经元细胞
纯度在９０％以上，见图１。
２２　探讨 ＯＧＤ不同时间后神经元的活性情况

原代神经元培养５ｄ后，造模 ＯＧＤ０ｈ（Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ），ＯＧＤ１ｈ，ＯＧＤ２ｈ，ＯＧＤ３ｈ，ＯＧＤ４ｈ，
分别采用 ＣＣＫ８测定神经元细胞的活性，结果显
示，ＯＧＤ１、２、３、４ｈ神经元存活率分别为
７１６％±２６％、５９９％ ±７１％、５３９％ ±３９％、
４５０％±２２％，随着缺氧时间延长，神经元细胞
存活率逐渐下降，Ｐ值均 ＜００５。可见，ＯＧＤ３ｈ
神经元存活率最接近５０％，因此我们选用ＯＧＤ３ｈ
作为后续实验，见图２。

图１　原代神经元的鉴定
Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｏｒｉｇｉｎａｌｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｎｅｕｒｏｎｓ
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图２　ＯＧＤ不同时间后神经元的活性情况 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｎｅｕｒｏｎｓａｆｔｅｒＯＧＤ

Ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ

图３　ＯＧＤ／Ｒ后神经元自噬相关蛋白的表达 （ｎ＝３）
Ｆｉｇ３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｉｒｔ１，ＰＦｏｘｏ１，Ｒａｂ７，Ｂｅｃｌｉｎ１，

ＬＣ３ａｎｄｐ５３ａｆｔｅｒＯＧＤ／Ｒ，ｎ＝３
 Ｐ＜００５ｖｓＲ６ｈ， Ｐ＜０００１ｖｓＲ６ｈ；
Ｃ＝ｃｏｎｔｒｏｌ；ＯＧＤ＝ＯＧＤ３ｈ；Ｒ６ｈ＝ＯＧＤ３ｈ／Ｒ６ｈ；Ｒ
１２ｈ＝ＯＧＤ３ｈ／Ｒ１２ｈ

２３　ＯＧＤ／Ｒ后神经元自噬相关蛋白的变化
常温组，原代神经元ＯＧＤ３ｈ／Ｒ６ｈ、１２ｈ后，

ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达，结果显示：Ｓｉｒｔ１、
ＰＦｏｘｏ１、Ｒａｂ７、Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３ｂ／ＬＣ３ａ蛋白表达随
着时间延长逐渐减少，１２ｈ更明显，与６ｈ相比，

Ｐ＜００５；而 ｐ５３蛋白表达明显增加，Ｐ＜００５，
见图３。相对于常温组，ＯＧＤ３ｈ／Ｒ１２ｈ，亚低温
组 Ｓｉｒｔ１，ＰＦｏｘｏ１，Ｒａｂ７，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋 白 表 达 及
ＬＣ３ｂ／ＬＣ３ａ比值均高于常温组，Ｐ＜００５；而 ｐ５３
蛋白表达低于常温组，Ｐ＜００５，见图４。

图４　亚低温对神经元自噬相关
蛋白表达的影响 （ｎ＝３）

Ｆｉｇ４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉｌｄｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉａｏｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｎ＝３， Ｐ＜００５ｖｓＲ１２ｈ， Ｐ＜０００１ｖｓＲ１２ｈ
Ｃ＝ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｒ１２ｈ＝ＯＧＤ３ｈ／Ｒ１２ｈ；

Ｒ１２ｈ＋ＭＨ＝ＯＧＤ３ｈ／（Ｒ１２ｈ＋ＭＨｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ）

２４　ＴＵＮＥＬ检测 ＯＧＤ／Ｒ后神经元凋亡的影响
Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＯＧＤ３ｈ常温组、Ｒ６ｈ常温组、

Ｒ６ｈ亚低温组，神经元凋亡率分别 １０２％ ±
３６％、５６８％ ±７６％、２０％ ±６７％，可 见，
ＯＧＤ／Ｒ后神经元凋亡明显增加，亚低温干预组神
经元凋亡减少，Ｐ＜００５，见图５。
２５　共聚焦显微镜观察神经元细胞自噬流的变化

ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３双标腺病毒转染神经元细胞
２４、４８、７２ｈ后，分别在荧光显微镜下观察ＧＦＰ荧
光。转染２４ｈ后，在ＭＯＩ值为０的空白对照组无
绿色荧光，在 ＭＯＩ值为 ５０、１００、２００、４００时，
可见绿色荧光，随着 ＭＯＩ值增加，绿色荧光强度
增大。
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图５　ＯＧＤ／Ｒ后神经元凋亡的情况 （ｎ＝６）
Ｆｉｇ５　ＴｈｅｎｅｕｒｏｎｓａｐｏｐｔｏｓｉｓａｆｔｅｒＯＧＤ／Ｒ

ｎ＝６， Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ，＃Ｐ＜００５ｖｓＲ６ｈ
Ｎｏｔｅ：Ｃ＝ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｒ６ｈ＝ＯＧＤ３ｈ／Ｒ６ｈ；Ｒ６ｈ＋ＭＨ＝ＯＧＤ３ｈ／（Ｒ６ｈ＋ＭＨｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ）

图６　腺病毒转染率及对神经元存活率的影响 （ｎ＝６）
Ｆｉｇ６　ＡＴｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ
ＢＴｈｅｎｅｕｒｏｎｓｖｉａｂｉｌｉｔｙｅｘｐｏｓｅｄｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩ

ｏｆａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ
Ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝６ Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ（ＭＯＩ＝０）

转染 ７２ｈ后，转染率分别为 ０、８２％ ±６２％、
９３％±５４％、９６％ ±３２％、９８％ ±１２％，随着
ＭＯＩ值的增加，转染率逐渐升高，与对照组相比，

差异均有统计学意义，Ｐ＜００５，见图６Ａ。ＣＣＫ８
检测转染腺病毒后对原代神经元细胞存活率的影

响，结果显示 ＭＯＩ值为 ０、５０、１００、２００、４００
时，细胞存活率分别为９８％±１２％、９５％±３５％、
９４％ ±５４％、７８％ ±６４％、７４％ ±５６％，ＭＯＩ为
２００和４００时，细胞存活率明显下降，与对照组相
比，差异有统计学意义，Ｐ＜００５，见图６Ｂ；结
合不同ＭＯＩ值腺病毒转染率及对神经元细胞存活
率的影响，我们选用ＭＯＩ值为１００进行ＲＦＰＧＦＰ
ＬＣ３自噬双标腺病毒转染原代神经元，观察自噬流
变化。

ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３自噬双标腺病毒转染原代神经
元细胞，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＯＧＤ／Ｒ后自噬溶酶体
减少，而自噬小体增加，Ｐ＜００５，说明 ＯＧＤ／Ｒ
后自噬下游受阻，自噬不足；而与 ＯＧＤ常温组相
比，ＯＧＤ后亚低温组自噬小体减少，自噬溶酶体
增加，Ｐ＜００５，说明亚低温组自噬增多，见图７。

３　讨　论

自噬 （ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是由 Ａｓｈｆｏｒｄ和 Ｐｏｒｔｅｒ在
１９６２年发现的细胞内 “自己吃自己 （ｓｅｌｆｅａｔｉｎｇ）”
的现象。自噬是细胞对营养底物缺乏时的一种适应

性反应，在缺血／再灌注等各种因素刺激下，细胞
提高自噬水平来提高对缺血缺氧的耐受性，对细胞

起到一定的保护作用［６］。能量缺乏时调控自噬的

主要信号通路有：①腺苷酸活化蛋白激酶 （ＡＭＰ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）ｕｎｃ５１ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ
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图７　ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３双标腺病毒转染观察神经元自噬情况 （ｎ＝６）
Ｆｉｇ７　ＴｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｏｎｏｆｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ

ｎ＝６； Ｐ＜００５ｖｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｙｅｌｌｏｗｄｏｔｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ；ｒｅｄｄｏｔｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｕｔｏｌｙｓｏｓｏｍｅｓ；ＯＧＤ＝ＯＧＤ３ｈ／
Ｒ１２ｈ；ＯＧＤ＋ＭＨ ＝ＯＧＤ３ｈ／（Ｒ１２ｈ＋ＭＨｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ）

（ＵＬＫ１）ｍＴＯＲ通路［７］；②沉默信息转录调节因
子１（ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ１，
Ｓｉｒｔ１）叉头转录因子 （ｆｏｒｋｈｅａｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，
Ｆｏｘｏｘ）通路［８］，两条通路之间存在着交叉网络联

系［９］。ＳＩＲＴｓ是一组组蛋白去乙酰化酶，是哺乳动
物酵母 Ｓｉｒ２（ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ）的同源类
似物，共有７个成员，Ｓｉｒｔ１７。Ｓｉｒｔ１是其中的重要
一员，是细胞内重要的能量感受器，Ｓｉｒｔ１大量存
在于神经系统，具有重要的神经保护作用，其保护

机制的研究集中于 Ｓｉｒｔ１脱乙酰化 ｐ５３抑制神经元
的凋亡，或者脱乙酰化叉头转录因子 （ｆｏｒｋｈｅａｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１，Ｆｏｘｏ１），从而保护神经元［１０］。

Ｒａｂ７有囊泡特异性定位的功能。Ｂｅｃｌｉｎ１能诱导自
噬相关蛋白在自噬体膜上定位。ＬＣ３是自噬标记蛋
白，ＬＣ３ｂ／ＬＣ３ａ比值越高，意味着自噬水平越高。
可见，自噬和凋亡之间以及其调控的信号通路之间

存在交叉网络联系［１１］。

我们的实验结果显示神经元 ＯＧＤ３ｈ，复氧６
ｈ和 １２ｈ后，Ｓｉｒｔ１、ＰＦｏｘｏ１、Ｒａｂ７、Ｂｅｃｌｉｎ１、
ＬＣ３ｂ／ＬＣ３ａ蛋白表达随着时间延长逐渐减少，１２ｈ
更明显，而 ｐ５３蛋白表达明显增加，Ｐ＜００５；
ＴＵＮＥＬ结果显示，ＯＧＤ后神经元凋亡明显增加，
可见，氧糖剥夺模型诱导神经元自噬不足，凋亡增

加，与我们既往的体内结果一致［１２］，在成年雄性

Ｗｉｓｔａｒ大鼠室颤 （ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ，ＶＦ）诱发
的全脑缺血缺氧模型中，自主循环恢复 （ｒｅｔｕｒｎｏｆ
ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，ＲＯＳＣ）后２～４ｈ大脑Ｂｅｃ

ｌｉｎ１、ＬＣ３ｂ／ＬＣ３ａ表达下降。文献报道，自噬可能
是脑缺血预处理发挥保护作用的机制之一。在成年

大鼠短暂性大脑中动脉闭塞 （ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙ
ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）前进行高压氧预处理［１３］以及在

永久性ＭＣＡＯ前进行短暂性缺血预处理［１４］，可使

缺血后 ＬＣ３水平升高和自噬体数量增加，或使缺
血缺氧后自噬持续时间延长，起到脑保护作用；给

予自噬抑制剂３ＭＡ可抑制缺血预处理诱导的自噬
及保护作用，而给予自噬诱导剂雷帕霉素可以增加

预处理的保护作用。同样，体外实验也证明，预先

短暂的非致死性氧 －葡萄糖剥夺 （ＯＧＤ）可通过
诱导自噬以减轻之后致死性 ＯＧＤ导致的神经元细
胞损伤［１５］。

我们的实验发现亚低温干预可以增加Ｓｉｒｔ１、Ｐ
Ｆｏｘｏ１、Ｒａｂ７、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３ｂ／ＬＣ３ａ表 达，减 少
ｐ５３表达。应用ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３自噬双标腺病毒转
染原代神经元细胞，发现 ＯＧＤ／Ｒ后自噬溶酶体减
少，自噬小体增加，说明 ＯＧＤ／Ｒ后自噬下游受
阻，自噬不足；而亚低温组自噬小体减少，自噬溶

酶体增加，可见亚低温可以促进自噬，同时结果显

示亚低温可以减少神经元凋亡，因此我们推测，亚

低温干预可能通过促进神经元自噬而减少凋亡。这

也许是亚低温保护神经元的作用机制之一。亚低温

到底是如何调控自噬的呢？机体处于亚低温时，可

以降低糖、脂肪的代谢速率，使细胞内 ＡＴＰ水平
适度降低，进而激活ＡＭＰＫ，启动级联反应，激活
Ｓｉｒｔ１，进而促进自噬，清除受损细胞器，为其他细

９３１
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胞提供能量；同时 ＡＭＰＫ激活可以促进葡萄糖生
成，减少糖原合成，促进葡萄糖转运，增加脂肪酸

氧化产生能量［１６１７］。

综上所述，原代神经元细胞氧糖剥夺／复氧后，
神经元自噬明显减少，凋亡增加；亚低温干预可以

上调Ｓｉｒｔ１的活性，增加 Ｆｏｘｏ１、Ｒａｂ７和自噬相关
蛋白 Ａｔｇ６（ｂｅｃｌｉｎ１）、Ａｔｇ８（ＬＣ３ｂ／ＬＣ３ａ）的表
达，另一方面可能去乙酰化 ｐ５３，即抑制 ｐ５３，促
进神经元自噬，减少凋亡，共同保护神经元，为缺

氧后神经元损伤提供新的治疗靶点及开拓新的方向，

为亚低温发挥脑保护作用提供有力的理论依据。
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ｓｃｉｅｎｃｅＬｅｔｔｅｒｓ，２００９，４５ｌ（１）：１６－１９．

［１６］　ＮＯＬＡＮＪＰ，ＳＯＡＲＪ，ＷＥＮＺＥＬＶ，ｅｔａｌ．Ｃａｒｄｉｏｐｕｌ
ｍｏｎａｒｙｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｃａｒｄｉａｃａｒｒｅｓｔ
［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＲｅｖｉｅｗｓＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ，２０１２，９（９）：４９９－
５１１．

［１７］　ＰＡＤＲＩＳＳＡＡＬＴ?ＳＳ，ＺＡＯＵＡＬ?Ｍ Ａ，ＲＯＳＥＬＬ?
ＣＡＴＡＦＡＵＪ．ＡＭＰ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅａｓａｔａｒｇｅｔ
ｆｏｒｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｉｎｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｊ］．
Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，２０１０，９０（１１）：１２４１－１２４２．
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