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小鼠缺血性脑损伤模型急性期海马 SIRT3与自噬相关蛋白表达
水平的相关性分析 *
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摘要 目的：观察小鼠缺血性脑损伤模型急性期海马区域沉默信息因子 3(SIRT3)和自噬相关蛋白的表达，并探讨两者的相关性。

方法：选择 C57BL/6J小鼠，采用大脑中动脉阻塞(MCAO)法建立缺血性脑损伤模型，并将小鼠随机分为假手术组(sham)和模型组

(MCAO)。缺血性脑损伤急性期(6h)，采用间接免疫荧光法观察小鼠海马 CA1、CA3和 DG区域 SIRT3的表达，应用蛋白印迹法检

测 SIRT3、自噬相关蛋白 LC3 I/II和 Beclin-1的表达，而后用 Spearman相关性分析明确 SIRT3和 LC3-II、Beclin-1表达的相关性。

结果：海马各区域 SIRT3阳性细胞数量在损伤后明显增多(P<0.05)，且 SIRT3蛋白表达也相对上调(P<0.05)；损伤后自噬相关蛋白

LC3-II和 Beclin-1表达亦增高 (P<0.05)；Spearman相关性分析发现 SIRT3与自噬相关蛋白 LC3-II、Beclin-1表达均呈显著正相关

(P<0.05)。结论：小鼠缺血性脑损伤模型急性期海马区域 SIRT3和自噬相关蛋白的表达具有显著相关性，SIRT3对海马区域自噬

的调节可能有重要作用。
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Correlative Analysis of Hippocampal SIRT3 with Autophagy-related Protein
Expression in the Acute Period of Mouse Model of Cerebral Ischemia*

To explore the expression and correlation of hippocampal NAD dependent deacetylase sirtuin-3 (SIRT3)

with autophagy-related proteins in the acute period in a mouse model of cerebral ischemia. Cerebral ischemia was established

using middle cerebral artery occlusion (MCAO) in C57BL/6J mice and randomly divided into the sham group and the MCAO group. In

the acute period (6 h) of cerebral ischemia, immunofluorescence was used to observe the changes of SIRT3 expression in hippocampal

CA1, CA3 and DG areas, and western blotting was used to analyze the relative protein expression of SIRT3 and autophagy-related pro-

teins LC3 I/II and Beclin-1. Spearman correlative analysis was used to validate the relationship between SIRT3 and autophagy-related

proteins expression. SIRT3-positive cells were increased in the hippocampal subareas of MCAO groups compared with that of

the sham group(P<0.05), and so do the protein levels of SIRT3(P<0.05); the protein expressions of LC3-II and Beclin-1 were also up-reg-

ulated in the MCAO group (P<0.05); Spearman correlational analysis presented the expression of SIRT3 and autophagy-related proteins

(LC3-II and Beclin-1) were positively correlated(P<0.05). The expression of hippocampal SIRT3 and autophagy-related pro-

teins were significantly correlated, indicating the essential role of SIRT3 in autophagy regulation.

SIRT3; Autophagy; Cerebral ischemia injury; Hippocampus

*基金项目：国家自然科学基金项目(8167050366)

作者简介：李建荣，硕士研究生，主要研究方向：神经生物学，E-mail: 313644239@qq.com

△ 通讯作者：蒋晓帆，教授、主任医师，主要研究方向：神经外科学，E-mail: jiangxiaofan@fmmu.edu.cn

(收稿日期：2018-05-22 接受日期：2018-06-16）

前言

缺血性脑卒中(Ischemic Stroke，IS)后海马区域细胞不仅发

生凋亡与坏死，还可发生自噬。目前研究显示 IS后自噬相关蛋

白 LC3II、Beclin-1和 p62等表达增高，提示着自噬水平的上调[1-3]。

沉默信息调节因子 3(Silent information regulator，SIRT3)是线粒

体的 NAD依赖的去乙酰化酶家族成员，广泛存在于线粒体基

质和细胞核中[4,5]。我们推测 SIRT3可能通过调控线粒体自噬影

响 IS后细胞转归[6]。SIRT3定位于线粒体，在肝脏、心肌、大脑

等组织中呈高表达状态[7,8]，海马区域自噬水平的高低将直接影
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响到动物认知和情感反应。然而，SIRT3在缺血性脑卒中如何

发挥作用及其机制目前尚未完全明确。

为进一步探讨 SIRT3对小鼠缺血性脑损伤模型海马区域

细胞自噬及凋亡的影响，本研究采用MCAO法建立缺血性脑

损伤模型，通过免疫荧光和蛋白印迹法观察急性期自噬相关蛋

白和 SIRT3的表达情况，并分析两者的相关性，结果报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

选择健康成年 C57BL/6J 小鼠(20-22g)32 只，由第四军医

大学实验动物中心提供。实验动物随机分为 2组，即假手术组

(sham)和模型组(MCAO)，每组 8只。实验过程中如遇死亡则另

行补齐。

1.2 方法

1.2.1 小鼠脑缺血再灌注模型的建立 术前 12 h 禁食不禁

水，用腹腔麻醉(10％水合氯醛，3 mg/kg)麻醉小鼠，游离左侧颈

总动脉(CCA)、颈外动脉(ECA)和颈内动脉(ICA)，然后结扎 E-

CA和 CCA近心端，动脉夹夹闭 CCA远端，在 CCA结扎与夹

闭两处之间用动脉剪剪一小口，将浸于肝素生理盐水中的尼龙

线栓(头端直径为 0.23 mm)沿 CCA插入 ICA [9, 10]，约 12 mm，然

后结扎颈总动脉固定线栓，然后缝合皮肤。整个手术过程中室

温保持在 22～25℃。术后将动物置于放有清洁垫料的饲养盒

中，自由饮水、进食。

1.2.2 间接免疫荧光染色 每组各取 3只进行染色。无痛麻醉

后剪开腹腔暴露心脏，以 200 mL生理盐水灌注后用 4％多聚

甲醛灌注固定。常规石蜡包埋，冠状切片(厚度为 2 mm)。石蜡

切片常规脱蜡止水，pH 6.0的柠檬酸修复液进行抗原修复；磷

酸盐缓冲液(Phosphate buffered saline，PBS)漂洗 3 次，每次 6

min；加入 0.3% H2O2溶液封闭内源性过氧化酶 15 min；PBS漂

洗 3次，每次 6min；加入驴血清封闭 1h后甩去血清加入兔抗

SIRT3(1:500，Abcam，美国)抗体，在 4 ℃冰箱中赋予过夜，洗

脱。滴加荧光二抗(Invitrogen，1:2000,山羊抗兔和山羊抗小鼠)

孵育 3 h，洗去二抗并加入 DAPI染色液暗室孵育 10 min，在荧

光显微镜下观察分析损伤区域海马各区域 SIRT3阳性细胞数

量。观察采用单盲双人法，观察单个低倍镜下(20× )阳性细胞个

数(取 10个切片× 10个视野的平均数)[11]。

1.2.3 海马区域蛋白样品制备和蛋白印迹检测 提取缺血区

海马(即损伤半侧海马组织)蛋白样品，蛋白裂解液冰上裂解 15

min后，4℃ 12000转离心 30 min。BCA蛋白定量后 -20℃保存

待用。分别取 60 滋g 各组蛋白样品进行蛋白电泳 (10%

SDS-PAGE) 和转模 (NC膜)。与兔抗 LC3 (1:2000)、SIRT3(1:

400)、Beclin-1 (1:2000)，茁-Actin (1:2000)，(Abcam，USA)抗体结
合过夜，然后与辣根过氧化物酶标记的二抗(1:20000)结合孵育

1.5 h，显色压片后使用 Gel-Pro analyzer软件进行图像分析。

1.3 统计学分析

应用 SPSS19.0统计软件对数据进行统计分析，所有定量

数据均以均数± 标准差(Mean± SD)表示，两组间比较采用 Stu-

dent-t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 损伤侧海马 3区域 SIRT3, LC3间接免疫荧光染色

如图 1,2所示，脑损伤急性期即模型建立后 6h，小鼠损伤

侧海马 CA1、CA3、DG等区域 SIRT3和 LC3表达(SIRT3，LC3

阳性细胞个数)均明显上调。其中，MCAO组 CA1区阳性细胞

最多，为 SIRT3(33± 5.5)和 LC3 (27± 7.2)，比 sham组明显增多

(P<0.05)；MCAO组 CA3区域阳性细胞数居中，为 SIRT3 (12±

2.9)和 LC3(7± 1.9)，但比 sham组明显增多(P<0.05)；DG 区域

阳性细胞数最少，为 SIRT3(7± 1.7)和 LC3(12± 5.3)，亦相比

sham组显著增多(P<0.05)。

2.2 损伤侧海马区域 SIRT3、LC3 I/II及 Beclin-1蛋白表达

如图 3所示，缺血性脑损伤急性期(即 6h)，相比 sham组，

MCAO组海马区域 SIRT3、自噬相关蛋白 LC3II和 Beclin-1的

表达均在损伤后上调(P<0.05)。

2.3 SIRT3 阳性细胞数和 LC3-II, Beclin-1 蛋白表达的相关性

分析

各组小鼠损伤侧海马 SIRT3蛋白表达和 LC3-II, Beclin-1

蛋白表达进行 Spearman 相关性分析结果显示：LC3-II：r=0.

738，*P<0.05；Beclin-1：r=0.639，P<0.05。

3 讨论

75%以上脑卒中患者为 IS，幸存者往往伴有不同程度的神

经功能障碍[12,13]。近 30年来，IS后脑缺血损伤机制及脑保护作

用研究已成为世界性的难点和热点问题[14]。大量基于电镜、免

疫组化、免疫荧光的形态学证据表明在体或体外培养神经元在

类 IS损伤后急性期出现自噬激活[15]。在原代培养的神经元损伤

模型中，伤后 1、3、6、12和 24 h，自噬相关分子的表达随时间变

化逐渐增高[2]，而自噬的标志分子 LC3-Ⅱ、Beclin-1的表达的高

低与发生自噬的程度成正比[6]。本研究中，急性期小鼠缺血性脑

损伤时，LC3-II以及Beclin-1表达量显著上调，提示自噬被激活。

众所周知，自噬可能对 IS后神经元损伤具有保护作用。以

往研究显示自噬基因 Atg5、Atg7敲除的小鼠中，皮层神经元不

发生自噬，但仍出现大量神经元死亡[16]。有文献报道 SIRT3介

导的线粒体自噬在脑炎症以及退行性神经病动物模型中通过

抑制自体吞噬泡和溶酶体的结合，减轻脑水肿并改善神经功能

可能起到积极作用[12,17-19]。本研究中，SIRT3与自噬相关蛋白表

达成显著正相关，提示 SIRT3可能参与到自噬相关的神经元保

护机制之中。Sirt3主要在线粒体中集聚，作为正性因素发挥着

保护神经元的重要作用，并且 Sirt3介导的保护线粒体功能和

氧化还原内稳态被证明是为多个神经保护药物的保护机制和

策略[20]。如 Mai[16]等发现白藜芦醇显著增加 SIRT3蛋白表达，

SIRT3的抑制会影响到其对 HT22神经元的氧化应激以及内

质网 ROS清除的药物功能。

近来研究亦表明缺血性损伤中，细胞会启动自噬机制来清

除受损线粒体，此时自噬可避免大量凋亡因子释放进入胞质，

对细胞起一定保护作用[2,21]。线粒体自噬是神经元自噬的主要

形式，在神经元转归中扮演重要角色。而目前研究显示 SIRT3

可以通过多种途径调控自噬水平[6,22]对细胞发挥保护作用：①

SIRT3可通过去乙酰化 FOXO3a进而上调众多抗氧化酶，包括

过氧化氢酶(catalase, CAT)和MnSOD等，增加 ROS清除率[23,24]；

也可通过激活异柠檬酸脱氢酶 IDH2和谷氨酸脱氢酶(GDH)，
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图 2 损伤区域海马各区 SIRT3表达的间接免疫荧光染色及分析

Fig.2 The expression of LC3 in the ipsilateral mouse hippocampus using immunofluorescence staining. (A)The expression of LC3 in damaged

hippocampus including CA1, CA3 and DG. (B) the quantification of the LC3 expression between the two groups. The horizontal bar=50 滋m. P <0.05 vs.
sham group

图 1 损伤区域海马各区 SIRT3表达的间接免疫荧光染色及分析

Fig.1 The expression of SIRT3 in the ipsilateral mouse hippocampus using immunofluorescence staining. (A)The expression of SIRT3 in damaged

hippocampus including CA1, CA3 and DG. (B) the quantification of the SIRT3 expression between the two groups. The horizontal bar=50 滋m. P <0.05
vs. sham group
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图 3 损伤侧海马总 SIRT3，LC3 I/II和 Beclin-1表达的蛋白印迹分析

Fig.3 The relative protein expression of SIRT3, LC3 I/II andBeclin-1 in the ipsilateral mouse hippocampus using western blotting. (A)The expression of

SIRT3, LC3 I/II andBeclin-1; (B) the quantification of the expression and the data were normalized to beta-actin. P <0.05 vs. sham group.

促进 NADPH 生成，NADPH 最终通过还原谷型胱甘肽清除

ROS；② SIRT3可去乙酰化线粒体电子传递链中的组分，包括

复合辅 I(NADH脱氢酶)、复合物 II(琥珀酸脱氢酶)及复合物 III

的成分，从而调节 ROS的产生[25]。再者，在原代培养大鼠海马

神经元中，SIRT3通过抑制线粒体钙摄取和促进线粒体生物发

生发挥神经保护作用，SIRT3增加海马神经元对氧化性急性损

伤的抵抗能力[23]。本研究结果提示明MCAO急性期海马区域

SIRT3对自噬可能具有促进作用，进而对细胞产生保护作用。

总之，本研究结果表明小鼠缺血性脑损伤模型急性期海马

区域 SIRT3表达上调，可能通过促进细胞自噬保护神经细胞。

但 SIRT3和自噬相关分子之间如何联系尚未可知。下一步实验

阐明两者的潜在的联系和分子信号通路。
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