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自噬在高压氧预处理预防脊髓缺血再灌注损伤中
的作用机制研究 *

曾 毅 张昊鹏 邓 姣 王 枫 董海龙 熊利泽△

(第四军医大学西京医院麻醉科 陕西西安 710032)

摘要 目的：研究自噬在高压氧预处理预防脊髓缺血再灌注损伤中的机制。方法：新生大鼠脊髓神经元原代培养，分为对照组（氧
糖剥夺）和高压氧（HBO）预处理组。通过应用免疫组织化学、Western blot分析两组 LC3-Ⅱ与凋亡相关分子 Beclin-1，Bcl-2，Casp-

ase-3的表达变化。结果：发现重复高压氧预处理对氧糖剥夺诱导原代培养的脊髓神经元损伤具有明显的保护作用。免疫组化和
Western blot显示与对照组相比高压氧预处理显著增加脊髓神经元细胞 Bcl-2的表达，降低 Beclin-1，Caspase-3以及自噬的特异
性标记蛋白 LC3-Ⅱ的表达。氧糖剥夺后对照组与高压氧组相比，LDH释放量明显增多(P<0.05)。结论：HBO预处理通过调节自噬
减轻缺血再灌注损伤，为 HBO预处理神经保护提供一条新的作用机制。
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ABSTRACT Objective: To investigate the mechanism of autophagy in the hyperbaric oxygen pretreatment to prevent spinal cord

ischemia-reperfusion injury. Methods: Neonatal rat spinal cord neurons were cultured. The neurons were divided into two groups: OGD

(oxygen and glucose deprivation) and hyperbaric oxygen preconditioning (HBO) group. By the immunohistochemistry, Western blot ana-

lysis of two groups of Beclin-1, PI3K and apoptosis related molecules Bcl-2, of Beclin-1, LC3. Caspase-3 expression changes. Results:

Repeated hyperbaric oxygen preconditioning on oxygen and glucose deprivation induced primary cultured spinal cord injury has a signif-

icant protective effect. Immunohistochemistry and Western blot showed that pretreatment with hyperbaric oxygenation compared with

the control group significantly increase spinal cord neurons of Bcl-2 expression, reducing of Beclin-1, caspase-3 and the autophagy-speci-

fic marker protein LC3.-II's expression. Control group after oxygen and glucose deprivation compared with the HBO group, the LDH

release was significantly increased (P<0.05). Conclusion: HBO pretreatment by regulating autophagy reduce the ischemic reperfusion

injury, at the same time provide a novel mechanism of neuroprotection of HBO pretreatment.
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前言

围手术期脊髓缺血损伤有别于临床常见的脊髓损伤，其发

生时间有一定的可预见性。因此，实施早期干预措施以预防术

中和术后脊髓缺血损伤的发生具有重要的临床意义。“缺血预

处理”诱导“脊髓缺血耐受”现象的发现为脊髓保护研究开辟了

全新的思路，但“缺血预处理”由于其操作局限性难以直接应用

于围手术期脊髓保护。本课题组前期研究证实高压氧（hyperb-

aric oxygen , HBO）预处理可以产生脊髓保护作用[1-3]，但目前的

研究结果大多仅显示最终效应分子的变化，并没有提出 HBO

预处理诱导缺血耐受相关的信号通路和关键的作用靶点，HBO

预处理机制远未阐明。自噬是一种新的程序性细胞死亡，是细

胞代谢及细胞器更新，维持自身稳态的重要机制。近来发现在

缺血、炎症等病理条件下，自噬可被激活而参与损伤过程。Baba

最新的研究表明，在脊髓短暂的缺血再灌注损伤可以诱导自噬

的发生，明确自噬的激活与细胞死亡密切相关[4]。最新研究发

现，神经组织在低氧或局灶性脑缺血中也会出现自噬的激活，

同样参与了脑缺血保护中发挥重要作用[5]。Itakura 等证实 PI3K

和 Beclin-1 在心肌缺血再灌注阶段自噬现象的诱导中起着重

要的作用[6]。因此本研究利用新生大鼠脊髓神经元原代培养，使

用神经元离体高压氧预处理及氧糖剥夺模型，结合分子生物学
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手段检测自噬分子 PI3K 和 Beclin-1 和凋亡相关蛋白 Bcl-2，

Beclin-1，LC3，Caspase-3 的表达变化，观察自噬体形成通路与

凋亡信号通路的相互作用关系，探讨自噬参与脊髓缺血再灌注

损伤过程及 HBO 预处理的神经保护机制。

1 材料与方法

1.1 材料

原代大脑皮层神经元培养：无菌条件下，孕龄 11d～14d 的

昆明小鼠断头处死，剖宫取胎鼠 6～8 只，暴露椎管和椎间孔，

在解剖显微镜下分离背根节，剔除软脊膜和血管，将其放入

D1-SGH（D1 为无钙、镁离子的 Puck 液，SGH 为蔗糖、葡萄糖

和 4- 羟乙基哌嗪乙磺酸 （HEPES） 缓冲液），解剖液中清洗 2

次。将组织移入 0.125% 胰酶 +0.125% 胶原酶 +2mg/L EDTA

的复合消化液中，在 37℃，5% CO2 培养箱中作用 30min，每隔

10min 轻轻吹打 30 次。消化结束后加入 500 μL FBS 终止消化

10min。将所有混合物用 200 目细胞筛过滤，取过滤悬液于离心

管，300rpm 离心 3min，小心去上清。用加入接种液将其制成单

细胞悬液，混匀将细胞接种于 Poly-D-lysine 处理过的 96 孔板

（1×104 个 / 孔）和 100mL 培养瓶中（2×106 个 / 瓶）。1 h 后，待

神经元贴壁换为含 B27 的 Neurobasal 培养基培养。24h 后换

液，加入终浓度为 10 μM 阿糖胞苷。48h 全量换含 10％FCS 的

DMEM 培养液。以后每 3 天进行半量换液，倒置显微镜下观察

记录细胞生长状况。持续培养 8d。
1.2 方法

1.2.1 分组 原代培养的脊髓神经元随机分为氧糖剥夺对照组

（Control group）和高压氧组（HBO group），两组后续检测均在

OGD 后 72h 进行。
1.2.2 高压氧预处理 参照 Rothfuss 等的方法进行[7]。高压氧预

处理采用 DWC450-1150 型动物实验氧舱。HBO 组培养原代神

经元细胞 3d 后放置于舱中，以含 98%O2、2%CO2 的混合气体

洗舱 10min，然后在 15min 内加压至 0.35MPa 维持 2 h，其后在

20min 内将舱内条件恢复至正常，连续进行 5 d。对照组仅将神

经元细胞于培养 3d 后，每天放置于舱中不进行加压，连续进行

5 d。
1.2.3 新生鼠皮层神经元氧糖剥夺 （oxygen glucose deprivation

OGD）模型 两组神经元细胞在不同处理条件下培养 8d 后，将

培养液换为不含葡萄糖的 Eagle 培养液并将其置入密闭培养

容器，向其中通入 95%N2/5% CO2 混合气体，孵育 2h 后，换含

25mmol/L 葡萄糖的正常培养液，并恢复常氧培养。
1.2.4 细胞凋亡检测 所用试剂盒为 ApoScreen Annexin V Apo-

ptosis Kit (SouthernBiotech Cat. No. 10010-09 )。将 OGD 后 24h

对照组和 HBO 组神经元细胞，用 10×磷酸盐缓冲液（PBS）溶

液浸洗细胞一次，加入消化液 （0.1%胰蛋白酶，0.02% EDTA）

500μL，作用至细胞形态变圆，间隙增大时，停止消化。在冷的

磷酸盐缓冲液中浸洗两次。用凝固缓冲剂 200μL反复吹打细

胞，取细胞悬液 100μL至 1.5mL 离心管，避光冰浴 20～30min。
加入 1×凝固缓冲剂 380μL，在流式细胞仪上进行检测。
1.2.5 细胞损伤评估 用特异性 LDH （lactate dehydrogenase，

LDH）诊断试剂盒（南京建成），按照说明书采用化学比色法计

算 LDH 漏出率。

1.2.6 免疫组化染色和阳性细胞计数 移出培养液，PBS 洗涤细

胞 1 次。4%多聚甲醛 4℃固定细胞 30min，预冷 PBS 液洗细胞

3 次，每次 5 分钟。4℃下 0.5%Triton-X100 通透化处理 5min，再

用预冷的 PBS 液洗细胞 3 次；10%羊血清于室温封闭 1 小时；

吸走封闭液，分别加入一抗为 LC3-Ⅱ，Beclin-1，Bcl-2，Caspase-

3 的多克隆抗体（1：800），4℃孵育过夜。预冷的 PBS 洗细胞 3

次；加入二抗（1：500）室温孵育 40min，PBS 洗细胞 3 次；按二

氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒（南京建成）操作说明显色；苏木

素复染 30s，自来水冲洗；封片后显微镜下观察。每组取 6 个不

同视野计算神经元数目。
1.2.7 Western blot 检测 OGD 后 72 小时分别进行细胞裂解收

集蛋白。收集两组细胞总蛋白，蛋白样品煮沸后经 10％
SDS-PAGE 蛋白电泳后，电泳分离后的蛋白电转至硝酸纤维素

膜上（Millipore, USA），电转条件为恒流 350mA，120min。将硝

酸纤维素膜浸入 Blotto 封闭液中，室温摇床上轻轻摇动 1.5 小

时。加 5％脱脂奶粉室温封闭 2 h，再加入用封闭液稀释的一抗

4℃孵育过夜。用 TBS-T 洗膜 3 次，加入相应的辣根过氧化物

酶标记的二抗 （羊抗兔 IgG）室温孵育 2h，最后用 Western

Lightning R -ECL, Enhanced Chemiluminescence Substrate（Perkin

Elmer，NEL100001EA）检测显影，凝胶成像系统拍照。
1.3 统计学处理

各分组所得计量数据采用均数±标准差（X±S）表示，采

用 SPSS 13.0 软件进行统计分析，计量资料以均数±标准误表

示，两独立样本均数间的比较采用 t 检验，多样本均数间的比

较采用单因素方差分析，P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫组化

OGD 后 72h，两组神经元爬片、固定、染色，观察自噬的特

异性标记蛋白 LC3-Ⅱ与凋亡相关蛋白 Bcl-2，Beclin-1，Caspas-

e-3 表达的变化情况，（图 1）所示，高压氧预处理组神经元细胞

质中 Bcl-2 的表达显著增加同时 Beclin-1，Caspase 3 的表达明

显降低；自噬特异性蛋白 LC3-Ⅱ在高压氧预处理组表达明显

降低。
每组共选取 6 张爬片在 20 倍镜视野下计算阳性细胞数

量，HBO 组和 Control 组相比，LC3-Ⅱ与凋亡相关蛋白 Bcl-2，

Beclin-1，Caspase-3 均有显著差异（P<0.05），提示高压氧预处理

显著增加脊髓神经元细胞 Bcl-2 的表达，降低 Beclin-1，Caspase

-3 以及自噬的特异性标记蛋白 LC3-Ⅱ的表达（图 2）。
2.2 Western blot 检测

Control 组 （n=6）、HBO 组 （n=6）Western blot 检测结果显

示，离体神经元 OGD 后与 Control 组相比，HBO 组神经元

Bcl-2 的表达显著增加同时 Beclin-1，Caspase-3 的表达明显降

低；自噬特异性蛋白 LC3-Ⅱ在高压氧预处理组表达明显降低

(图 3)。
Western blot 结果进行光密度检测，对不同蛋白质表达情

况进行定量分析，结果显示：HBO 组和 Control 组相比，Bcl-2

表达明显增高，HBO 预处理使得 LC3-Ⅱ与凋亡相关蛋白 Bec-

lin-1，Caspase-3 表达均较对照组下降并且有显著差异（P<0.05），

提示高压氧预处理显著增加脊髓神经元细胞 Bcl-2 的表达，降
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低 Beclin-1，Caspase-3 以及自噬的特异性标记蛋白 LC3-Ⅱ的

表达。（图 4）。

Control HBO

图 1 Control 组与 HBO 组免疫细胞化学染色结果

Fig.1 Control group and HBO group immunocytochemical staining results

图 2 免疫细胞化学染色阳性神经元计数（×20）（*P<0.05 VS Con 组）

Fig.2 Count of Positive neurons (×20) ( *P<0.05 compare with control

group)

图 3 两组神经元 OGD 后相关蛋白 Western blot 结果

Fig.3 The results of two groups neurons after OGD related protein by

Western blot

图 4 两组神经元 OGD 后相关蛋白 Western blot 结果光密度分析统计

图（*P<0.05 VS Con 组）

Fig.4 The results of two groups neurons after OGD related protein by

Western blot（*P<0.05 VS Con）

图 5 两组神经元 OGD 后 LDH 水平统计图（*P<0.05 VS Con 组）

Fig.5 LDH level charts of two groups neurons after OGD

（*P<0.05 VS Con）
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2.3 细胞损伤评估

细胞 OGD 72h 后进行乳酸脱氢酶 LDH 检测，间接反应细

胞损伤情况，通过对细胞悬液检测，HBO 组凋亡神经元较 Con

组明显减少，具有统计学差异（P<0.05），提示 HBO 预处理可以

抑制细胞 OGD 后发生的凋亡现象并对神经元产生保护作用，

（图 5）。

2.4 细胞凋亡

细胞 OGD 72h 后进行流式细胞仪检测，观察细胞凋亡发

生情况，通过 LDH 漏出率检测，HBO 组 LDH 释放量较 Con 组

明显减少，具有统计学差异（P<0.05），提示 HBO 预处理对神经

元产生神经保护作用，可以诱导离体神经元对 OGD 产生耐受

现象（图 6、7）。

图 6 两组神经元 OGD 后流式细胞仪结果图

Fig.6 Flow cytometry results figure of two groups neurons after OGD

图 7 两组神经元 OGD 后流式细胞仪结果统计图（*P<0.05 VS Con 组）

Fig.7 Flow cytometry results figure of two groups neurons after OGD

（*P<0.05 VS Con）

3 讨论

本实验发现氧糖剥夺（OGD）处理原代培养的脊髓神经元

可引起损伤，而重复高压氧预处理对这种损伤具有明显的保护

作用。免疫组化和 Western blot 显示与对照组相比，高压氧预处

理显著增加脊髓神经元细胞 Bcl-2 的表达，降低 Beclin-1、凋亡

发生的标志酶 Caspase-3 以及自噬的特异性标记蛋白 LC3-Ⅱ

的表达。氧糖剥夺后对照组与高压氧组相比，LDH 释放量明显

增多。
自噬（Autophagy）表现为细胞通过单层或双层膜包裹待降

解物形成自噬体，然后运送到溶酶体形成自噬溶酶体并进行多

种酶的消化及降解，以实现细胞本身的代谢需要和某些细胞器

的更新。同时对维持细胞的自身稳态也有重要意义[8,9]。然而，当

这样的吞噬动作没有受到良好的调控时，细胞会因为过度的吞

噬而走向死亡。所以，Autophagy 的平衡点是细胞生或死的关键

点。大量研究证实，在缺血、炎症等应激状态下，自噬可以被激

活且与细胞死亡密切相关[10,11]。
近期的研究指出，自噬的作用将很大程度上取决于 Beclin-1

与 Bcl-2 之间的平衡关系，Bcl-2 的表达下调不仅可以诱发凋

亡，还能通过激动 Beclin-1 来激活自噬，从而导致细胞死亡。已

有的文献表明，HBO 预处理可以上调 Bcl-2 的表达[12]，而 Bcl-2

的上调又可以下调 Beclin-1，使自噬得到抑制，从而发挥缺血再

灌注期的保护作用[13]。Bcl-2 是一种抗凋亡蛋白，它主要通过和

Beclin-1 的相互作用来影响自噬，Bcl-2 和 Beclin-1 的平衡状态

决定了自噬的作用。理论上认为：Bcl-2 表达下调不仅可以诱发
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[17] Lee YG, Lee SH, Lee SM. Role of Kupffer cells in cold/worm ische-

mia reperfusion injury of rat liver [J]. Arch Pharm Res, 2000, 23(6):

620-625

[18] Ivan Zanoni, Renato Ostuni, LorriR. Marek, et al. CD14 Controls the

LPS-Induced Endocytosis of Toll-like Receptor 4[J].Cell, 2011, 147

(11):868-880

[19] 王春妍,杨世忠,江海艳. 急性肝损伤大鼠肠源性内毒素血症形成
机理及其作用的实验研究 [J]. 临床肝胆病杂志 , 2007, 23(2):

109-111

Wang Chun-yan, Yang Shi-zhong, Jiang Hai-yan. Study on formation

mechanism and effect of intestinal endotoxemia in the rats with expe-

rimental acute liver injury [J]. Chinese Journal of Clinical Hepatolog-

y, 2007, 23(2):109-111

[20] Urata'K, Brault A, Rocheleau B, et al. Role of Kupffer cells in surviv-

al after rat liver transplantation with long portal vein clamping times

[J]. Transpl Int, 2000, 13(6):420-427

凋亡而且可以通过激活 Beclin-1 来激活自噬[14,15]。实验研究也

表明通过使缺血再灌注心肌过度表达 Bcl-2 而抑制了再灌注

过程中心肌细胞凋亡及自噬性细胞死亡，从而减少了心肌损伤[16,17]。
最新的文献报道，短暂的脊髓缺血再灌注损伤同样可以诱导自

噬现象的发生 [18]。我们的研究也显示高压氧预处理可以下调

Bcl-2 的表达[5]。
实验研究表明脊髓缺血再灌注期，HBO 预处理可能通过

调节自噬体形成及活性减轻缺血再灌注损伤。但是自噬体形成

的相关分子 Beclin-1、PI3K 与凋亡信号通路相关分子 Bcl-2、
caspase-3 的相互作用及其调节关系仍然需要进行深入的研究

探讨。
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