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Che-1通过抑制自噬减轻氧糖剥夺所致神经元损伤的研究 *
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摘要 目的：研究 Che-1蛋白对氧糖剥夺（Oxygen glucose deprivation, OGD）所致神经元损伤的保护作用及机制。方法：OGD处理

神经元后，采用免疫荧光染色和免疫印迹法检测 Che-1蛋白的表达；慢病毒转染神经元实现 Che-1过表达，检测乳酸脱氢酶（Lac-

tate dehydrogenase, LDH）释放量和流式细胞术检测神经元凋亡反映 OGD所致神经元损伤程度，采用免疫荧光染色和免疫印迹法

检测神经元自噬；使用自噬激动剂雷帕霉素（Rapamycin）处理神经元，并通过检测 LDH释放量和流式细胞术研究自噬在 Che-1

保护作用中的作用。结果：免疫荧光结果显示，OGD后神经元 Che-1蛋白表达明显增高；免疫印迹结果显示，OGD后 6至 48 h神

经元 Che-1蛋白表达明显增高；慢病毒转染过表达 Che-1蛋白后，OGD所致神经元 LDH释放量明显减低，且 OGD所致神经元凋

亡明显减少；过表达 Che-1蛋白可显著减少 OGD所致神经元 Beclin1和 LC3II的表达；自噬激动剂 Rapamycin可逆转 Che-1对

OGD所致神经元损伤的保护作用。结论：过表达 Che-1蛋白可通过抑制神经元自噬对 OGD所致神经元损伤发挥保护作用。
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Study on Che-1-induced Attenuation of Neuronal Injury through Inhibiting
Autophagy after Oxygen Glucose Deprivation in Neurons*

The aim of the present study was to investigate the protective effect of Che-1 on neuronal injury induced by

oxygen glucose deprivation (OGD) and the potential underlying mechanisms. After treatment with OGD, immunostaining and

western blot were performed to detect the expression of Che-1 in neurons. Transfection with lentivirus was used to overexpress Che-1,

and lactate dehydrogenase (LDH) release and flow cytometry were performed to measure neuronal injury. Immunostaining and western

blot were used to determine autophagy in neurons. After treatment with the autophagy activator rapamycin, LDH release and flow cytom-

etry were performed to investigate the protective effect of Che-1 against OGD. The results of immunostaining showed that OGD

significantly increased the expression of Che-1 in cortical neurons. The results of western blot showed that OGD significantly increased

the expression of Che-1 from 6 to 48 h. Overexpression of Che-1 alleviated the OGD-induced LDH release and apoptotic neuronal death.

Overexpression of Che-1 significantly decreased the expression of Beclin1 and LC3II in neurons. The autophagy activator rapamycin par-

tially prevented the Che-1-induced protection against OGD in neurons. Overexpression of Che-1 could exert protective ef-

fect against OGD-induced neuronal injury through activating autophagy in cortical neurons.
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前言

近三十年来，随着医疗技术的进步，脑卒中患者的死亡率

下降了约 37%，但在世界范围内，脑卒中仍是致死、致残的主要

病因之一[1,2]。研究发现脑卒中仍是仅次于缺血性心脏病的第二

位死亡原因[3]但脑卒中后缺血性神经元损伤机制不清是造成目

前疗效不令人满意的主要原因之一。Che-1又叫做抗凋亡转录

因子（Anti-apoptotic transcription factor, AATF），它是一种 RNA

聚合酶 II结合蛋白，可通过调控多种基因的转录参与胚胎发

生、细胞分化等众多病理生理过程[4]。Che-1具有很强的抗凋亡

活性，当细胞凋亡时，Che-1 可与鼠双微体同源物 2（Mouse

double minute 2 homolog, MDM）及神经生长因子受体作用黑

色素瘤抗原基因同源蛋白（neurotrophin receptor-interacting

MAGE homology, NRAGE）相互作用而发生降解，致其表达降
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低[5,6]。以往研究表明，在应激因素作用时，Che-1可对多种细胞

损伤发挥保护作用。当 DNA损伤时，Che-1可被多种蛋白激酶

磷酸化，被募集至 P53基因启动子区域，进而激活 P53基因的

转录与翻译，引起 P53蛋白表达增加[7]。最近的一项研究显示，

Che-1可维持突变型 P53基因在人类肿瘤细胞中的表达，而干

涉 Che-1的表达可引起 DNA损伤，激活 P73基因转录而导致

细胞凋亡[8]。更重要的是，Che-1可在内质网应激（Endoplasmic

reticulum stress, ER stress）的状态下发挥抗凋亡作用[9]。但是，

Che-1在脑卒中后缺血性神经元损伤中的作用，及其在神经细

胞中发挥抗凋亡作用的机制，目前尚不清楚。因此，在本实验

中，我们利用神经元氧糖剥夺（Oxygen glucose deprivation,

OGD）模型模拟缺血性神经元损伤，观察 OGD对神经元 Che-1

蛋白表达的影响，研究过表达 Che-1对 OGD所致神经元损伤

的作用，并以自噬为靶点探讨 Che-1在 OGD所致神经元损伤

中发挥保护作用的分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料

孕 14天 BALB/c小鼠购自西安交通大学动物实验中心；

DMEM培养基、神经元专用培养基、B27、L-谷氨酰胺、青霉素、

链霉素、二脒基苯基吲哚（Diamidino-phenyl-indole, DAPI）均购

自美国 Sigma 公司；乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase, LDH）

检测试剂盒和蛋白定量试剂盒均购自美国 Promega公司；流式

细胞术试剂盒购自美国罗氏公司；Che-1 一抗 （货号：

sc-81225）、Beclin1一抗（货号：sc-48341）、LC3II一抗（货号：

sc-28266）、茁-actin一抗（货号：sc-376421）和对应二抗均购自美
国 Santa Cruz公司。

1.2 方法

1.2.1 原代神经元培养 原代神经元按如下方法培养[10]：孕 14

天 BALB/c小鼠断头处死，取出子鼠，分离双侧大脑半球皮层，

眼科剪剪碎后以蛋白酶处理 5 min，加入 DNA 消化酶后以

1000 r/min离心 3 min。获得的神经元加入 10%胎牛血清，以

1× 106个 / 皿密度接种于多聚赖氨酸预包备的 6 cm 培养皿

中，次日将培养基更换为含有 2% B27，0.2 mM L-谷氨酰胺和

1%青霉素 /链霉素的神经元专用培养基。每 3日更换一次培养

基，神经元培养 12-14天用于后续实验。

1.2.2 OGD模型建立 使用原代培养神经元 OGD模型模拟

离体条件下缺血缺氧性神经损伤[11]。移除神经元培养基后，以

PBS轻柔洗涤三次，加入无糖 DMEM后置于含 5%二氧化碳、

95%氮气的 37℃培养箱中继续培养。2 h后弃去培养基，更换为

神经元专用培养基，并将神经元置于常规培养箱中继续培养。

1.2.3 LDH释放量检测 神经元损伤程度通过检测 LDH释

放量进行评估。LDH是神经元胞浆中存在的一种酶，在胞膜受

损时释放至细胞外，是细胞膜完整性的衡量指标。LDH释放量

使用商品化试剂盒按厂家说明书进行检测。

1.2.4 流式细胞术检测神经元凋亡 使用异硫氰酸荧光素

(Fluorescein isothiocyanate, FITC) 标记的 Annexin V和碘化丙

啶(Propidium iodide, PI)对神经元进行双标染色，然后以流式细

胞仪检测神经元凋亡。样品由 FACScan flow cytometer（Becton

Dickinson，Bedford，MA）进行分析，每个样品分析最少使用 1×

105个神经元，计数 Annexin V和 PI阳性细胞数。以 Annexin

V+/-且 PI+细胞记为凋亡细胞，细胞凋亡率以细胞总数的百分

比表示。

1.2.5 神经元免疫荧光染色 将原代培养神经元接种于 1.5

cm神经元培养玻片上，慢病毒转染后 72 h给予 OGD处理，24

h后弃去培养基，以多聚甲醛固定 15 min，予磷酸缓冲盐溶液

(Phosphate buffer saline, PBS)冲洗 3遍。加入 Che-1的一抗(1:

200)、LC3II的一抗(1:100)和 5 滋g/mL的 4',6-二脒基 -2- 苯基

吲哚(4',6-diamidino-2-phenylindole, DAPI)在 37℃孵育过夜。次

日，弃去一抗孵育液后，加入对应二抗在室温下孵育 4 h，封片

后置于倒置荧光显微镜下观察。

1.2.6 Western blot 检测 在预制的各时间点终止神经元培

养，常规方法提取总蛋白并定量，取 80 滋g蛋白样品进行聚丙
烯酰胺凝胶电泳，将蛋白转移至膜上后，以脱脂奶粉封闭非特

异性位点，持续 2 h。PBS洗涤 3次后，加入 Che-1 (1:500)、Be-

clin1 (1:1000)和 茁-actin (1:2000)一抗及对应二抗，采用化学发

光法检测各蛋白表达。

1.3 统计学分析

数据以均数± 标准差表示，统计学分析使用 SPSS 16.0软

件进行，两组数据间比较采用 t检验，多组数据间比较采用单

因素方差分析，以 P<0.05作为有统计学意义的比较标准。

2 结果

2.1 OGD增加神经元 Che-1表达

为了观察 OGD对 Che-1表达的影响，我们给予原代培养

皮层神经元 OGD处理，在处理后的 24 h使用 Che-1一抗进行

免疫荧光染色，以 DAPI衬染细胞核。结果显示，与 Control组

对比，OGD组神经元红色荧光强度明显增高，提示 Che-1蛋白

表达明显增高，结果详见图 1A。为进一步对 Che-1蛋白表达进

行定量，我们在 OGD后的 6、12、24和 48 h分别收集神经元并

提取总蛋白，采用 western blot的方法检测各时间点 Che-1蛋

白表达量的变化。结果显示，与 Control组对比，OGD后 6、12、

24和 48 h 神经元 Che-1蛋白表达明显增高（P<0.05），结果详
见图 1B。

2.2 过表达 Che-1减轻 OGD所致神经元损伤

为了进一步研究 Che-1 在 OGD所致神经元损伤中的作

用，我们采用慢病毒转染的方法在原代培养神经元中过表达

Che-1蛋白。我们使用 Che-1的特异性过表达载体（LV-Che-1）

和对照载体（LV-Control）分别转染神经元，在 72 h后收集神经

元并提取总蛋白，进行 western blot检测。结果显示，与 Control

组对比，LV-Control 组神经元 Che-1 蛋白表达无明显变化

（P>0.05）；与 LV-Control组对比，LV-Che-1组神经元 Che-1蛋

白表达明显增加(P<0.05)，结果详见图 2A。神经元受损后，细胞

内的 LDH通过破坏的细胞膜释放到细胞外是其特征性改变之

一。因此，我们在载体转染神经元基础上进行 OGD损伤，24 h

后通过检测细胞外 LDH的量来评估神经元损伤程度。结果显

示，OGD 可显著增加神经元 LDH的释放；与 OGD 组对比，

LV-Control 组神经元 LDH 释放量无明显变化（P>0.05）；与
LV-Control组对比，LV-Che-1组神经元 LDH释放量明显减少

(P<0.05)，结果详见图 2B。同时我们采用流式细胞术的方法检
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图 1 OGD增加神经元 Che-1的表达

Fig.1 OGD increases the expression of Che-1 in cortical neurons

Note: #P<0.05 vs. Control group. Scale bar, 20 滋M.

测了神经元的凋亡，早期凋亡细胞（Annexin V阳性，PI阴性）

与晚期凋亡细胞（Annexin V阳性，PI阳性）合计为凋亡细胞。

结果显示，OGD可显著增加神经元凋亡（23.1± 3.6% vs 3.3±

1.8%，P<0.05）；与 OGD组对比，LV-Control组神经元凋亡无明

显变化（24.7± 4.5% vs 23.3± 3.6%, P>0.05）；与 LV-Control 组

对比，LV-Che-1组神经元凋亡明显减少（14.6± 2.7% vs 24.7±

4.5%，P<0.05），结果详见图 2C。

图 2 过表达 Che-1减轻 OGD所致神经元损伤

Fig.2 Overexpression of Che-1 alleviates OGD-induced neuronal injury

Note: #P<0.05 vs. Control group. *P<0.05 vs. LV-Control group.
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2.3 过表达 Che-1抑制 OGD后神经元自噬

神经元转染慢病毒载体后，给予 OGD处理，24 h后采用

western blot的方法检测 Beclin1蛋白的表达。结果显示，OGD

可显著增加神经元 Beclin1 蛋白的表达；与 OGD 组对比，

LV-Control 组神经元 Beclin1 蛋白的表达无明显变化（P>0.
05）；与 LV-Control组对比，LV-Che-1组神经元 Beclin1蛋白的

表达明显降低(P<0.05)，结果详见图 3A。同时，我们使用 LC3II

一抗进行免疫荧光染色，以 DAPI衬染细胞核。结果显示，与

Control组对比，OGD组神经元 LC3II阳性点数量明显增多；与

OGD组对比，LV-Control组神经元 LC3II阳性点数量无明显变

化（P>0.05）；与 LV-Control组对比，LV-Che-1 组神经元 LC3II

阳性点数量明显减少(P<0.05)，结果详见图 3B。

图 3 过表达 Che-1抑制 OGD后神经元自噬

Fig.3 Overexpression of Che-1 inhibits autophagy after OGD in cortical neurons

Note: #P<0.05 vs. Control group. *P<0.05 vs. LV-Control group. Scale bar, 20 滋M.

2.4 激活自噬部分逆转 Che-1过表达对 OGD的保护作用

为进一步验证自噬介导了 Che-1对 OGD所致神经元损伤

保护作用，我们在病毒转染神经元后，使用自噬激动剂雷帕霉

素（Rapamycin）处理神经元，并给予 OGD 损伤。24 h后检测

LDH释放量，结果显示，与 LV-Che-1组对比，联合使用雷帕霉

素组 LDH 释放量明显增加 (P<0.05)，提示雷帕霉素逆转了

LV-Che-1所致的 OGD后 LDH释放量减少，结果详见图 4A。

同时，我们采用流式细胞术的方法检测了神经元凋亡。结果显

示，与 LV-Che-1组对比，联合使用雷帕霉素组神经元凋亡明显

增加(P<0.05)，提示雷帕霉素逆转了 LV-Che-1的抗凋亡作用，

结果详见图 4B。

图 4 激活自噬部分逆转 Che-1过表达对 OGD的保护作用

Fig.4 Activating autophagy partially reverses the protection against OGD induced by Che-1

Note: *P<0.05 vs. LV-Control group. &P<0.05 vs. LV-Che-1 group.
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3 讨论

随着世界范围内的人口老龄化的加剧，缺血性脑卒中发生

率逐年增高，成为威胁人类健康的 "三大杀手 "之一[12]。以往研

究表明，缺血性脑卒中后神经细胞损伤的主要机制包括：兴奋

性神经递质释放、钙离子超载、自由基损伤、凋亡信号激活及炎

症反应等[13,14]。目前针对这些机制设计和研制了多种神经保护

剂，主要是通过抑制损伤过程中各种有害信号途径的激活，尽

可能保护位于缺血半暗带区域中的神经元的功能[15]。然而，这

些脑保护剂在临床试验中均未达到预期的治疗效果，抗血小板

药被证实只能作为二级预防药物使用，而 tPA由于有导致出血

的风险也只能使大约 5%患者从中获益[16,17]。本研究发现，过表

达 Che-1 蛋白可显著减轻 OGD 所致的神经元损伤，提示

Che-1蛋白很可能成为缺血性脑卒中后神经保护药物研发的新

的靶点。

Che-1属于 RNA聚合酶Ⅱ结合蛋白，在真核生物进化过

程中均高度保守，在调节基因转录、细胞增殖、细胞周期、DNA

损伤应答及凋亡等方面扮演着重要作用[18]。在 DNA损伤过程

中，Che-1除了可以启动 p53的转录外，还可以通过共济失调 -

毛细血管扩张突变基因（Ataxia telangiectasia-mutated gene,

ATM）/细胞周期检测点激酶 2（Check point kinase 2, Chk-2）磷

酸化 Che-1，进而与 P53以及抑癌基因乳腺癌 1号基因（Breast

cancer 1, BRCA1）直接结合，抑制 P53介导的细胞凋亡。此外，

研究证实，Che-1在神经保护中也扮演重要角色。在原代培养

皮层神经元中，Che-1具有抗凋亡活性，可保护细胞免受淀粉样

茁肽诱导的神经元损伤。NRAGE最近被鉴定为细胞死亡诱导

剂，在神经元发育凋亡过程扮演重要的角色。Che-1 可与

NRAGE直接结合，抵抗 NRAGE介导的神经细胞凋亡[19]。本研

究发现，OGD可显著增加原代培养皮层神经元 Che-1蛋白的

表达，而通过慢病毒转染的方法过表达 Che-1 可显著减轻

OGD所致的神经元损伤及凋亡，提示 OGD后 Che-1的表达增

高可能是机体的一种应激状态下的自我保护机制。

最新研究表明，在缺血缺氧条件下，神经元不仅发生凋亡

与坏死，还可发生自噬，影响脑卒中后神经元的结构与功能。自

噬是细胞精确调控的自我消化过程，在饥饿、分化及细胞正常

生长时通过溶酶体系统吞噬胞质内大分子及细胞器，以维持细

胞的生存、分化、生长以及稳定[20]。生理条件下，自噬处于持续

低水平活动状态，其功能主要是清除细胞内受损蛋白，发挥管

家作用。应激状态下自噬会过度激活，导致大量胞浆内蛋白降

解及线粒体等细胞器的自我消化，从而导致细胞能量代谢障

碍，甚至死亡，称为Ⅱ型程序性死亡，与许多疾病的病理机制有

关[21]。与凋亡和坏死不同，自噬在神经元损伤中发挥的作用尚

存在争议[22]。大部分研究表明，神经元在应激因素作用下自噬

相关分子过度活化，大量神经元通过自噬的方式死亡；另有研

究证实，在缺血再灌注损伤的早期，神经元通过自噬消除功能

异常的细胞器，减少能量消耗，发挥神经保护作用[23-25]。本研究

在原代神经元 OGD模型的基础上，采用免疫荧光和 western

blot的方法检测了自噬相关蛋白 Beclin1和 LC3II的表达。结

果显示，OGD后神经元 Bcelin1蛋白表达明显增高，且与 LC3II

抗体结合的荧光点数明显增多，提示 OGD激活了神经元自噬。

雷帕霉素是一种大环内酯类抗生素，早期被作为低毒性的抗真

菌药物而广泛使用。随后的研究发现，雷帕霉素是哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白(mammalian target of rapamycin, mTOR)的特异性

抑制剂，可通过抑制 mTOR信号通路而激活细胞自噬[26,27]。因

此，为了进一步验证自噬在 Che-1神经保护中发挥的作用，我

们使用雷帕霉素处理神经元。结果显示，雷帕霉素减轻了 Che-1

过表达所致的 LDH释放的下降，并且逆转了 LV-Che-1的抗凋

亡作用。以上结果提示，自噬的激活介导了 OGD所致的神经元

损伤，而 Che-1过表达可通过抑制自噬发挥神经保护作用。

综上所述，本研究在神经元 OGD模型上证实缺血性损伤

可引起 Che-1蛋白表达增高，过表达 Che-1蛋白可通过抑制神

经元自噬对 OGD导致的损伤发挥保护作用，Che-1蛋白可能

成为缺血性脑卒中后神经保护药物研发的新靶点。
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