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远程缺血后处理抑制心肺复苏后

大鼠海马神经细胞自噬
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　　［摘　要］　目的：观察远程缺血后处理（ＲＩＰｏｓｔＣ）对心肺复苏后（ＣＰＲ）大鼠海马神经细胞自噬水平的影响。
方法：４５只雄性ＳＤ大鼠随机分为假手术组（ｓｈａｍ组）、心脏停搏（ＣＡ）／ＣＰＲ组和ＲＩＰｏｓｔＣ组，每组１５只。通过夹闭
气管导管建立窒息性ＣＡ／ＣＰＲ模型。在自主循环恢复（ＲＯＳＣ）后不同时点进行神经功能缺损评分（ＮＤＳ），ＲＯＳＣ后
２４ｈ处死大鼠并取出海马组织，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测海马神经细胞ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达，ＴＵＮＥＬ法
检测细胞凋亡，免疫荧光观察ＬＣ３颗粒形成，透射电镜观察细胞自噬小体和线粒体的超微结构形态学变化。结果：
与ｓｈａｍ组相比，ＣＡ／ＣＰＲ组ＮＤＳ评分降低，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和 ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达均升高（Ｐ＜００５），神经细胞凋亡
增多（Ｐ＜００５）；与ＣＡ／ＣＰＲ组相比，ＲＩＰｏｓｔＣ组的ＮＤＳ评分升高，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和ｂｅｃｌｉｎ１表达下降（Ｐ＜００５），
神经细胞凋亡减少（Ｐ＜００５），ＬＣ３颗粒形成减少，细胞内自噬小体减少，线粒体结构损伤减轻。结论：远程缺血后
处理可改善心肺复苏后大鼠神经功能，这可能与抑制海马神经细胞过度自噬有关。
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　　自噬（ａｕｔｏｐｈａｇｙ）是指细胞内的长寿命蛋白质以
及受损的细胞器经溶酶体途径被降解的过程，广泛

参与生长发育、免疫、新陈代谢和老化等生理性过

程，普遍存在于真核细胞中。近期研究表明，细胞自

噬的过度激活可导致另一种程序性细胞死亡———自

噬性细胞死亡。远程缺血后处理（ｒｅｍｏｔｅｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｐｏｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ，ＲＩＰｏｓｔＣ）是在远端器官或部位进行
短暂的、非致死性缺血和再灌注的处理方式。大量

研究表明，这种处理方式可减轻心肺复苏（ｃａｒｄｉｏｐｕｌ
ｍｏｎａｒｙｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ，ＣＰＲ）后神经功能障碍，然而其
诱导的内源性保护机制还不明确。本研究采用夹闭

气管导管建立窒息性心脏停搏（ｃａｒｄｉａｃａｒｒｅｓｔ，ＣＡ）／
ＣＰＲ模型，观察远程缺血后处理对心肺复苏后大鼠
海马神经细胞自噬水平的影响，并初步探讨其保护

机制。

材　料　和　方　法

１　实验动物与分组
　　雄性清洁级ＳＤ大鼠４５只，体重２００～３００ｇ，由
华中科技大学同济医学院实验动物中心提供，实验

动物许可证为 ＳＣＸＫ（鄂）２０１６０００９。随机分为 ３
组，即假手术组（ｓｈａｍ组，ｎ＝１５）、ＣＡ／ＣＰＲ组（ｎ＝
１５）和 ＲＩＰｏｓｔＣ组（ｎ＝１５）。饲养室通风、恒温 ２３
℃，标准鼠料饲养。
２　实验方法
２．１　大鼠窒息性（ＣＡ／ＣＰＲ）模型的建立　实验大鼠
术前禁食１２ｈ，不禁水。２％戊巴比妥钠２ｍＬ／ｋｇ腹
腔注射麻醉，仰卧位固定于操作台，肢体导联连接监

测心电图。右侧股动脉置入２４Ｇ静脉留置管，通过
预充肝素的延长管连接压力换能器，以 Ｐｏｗｅｒｌａｂ系
统监测血压。左侧股静脉置入２４Ｇ静脉留置管，接
输液装置，以备输注急救药物。经口置入１６Ｇ静脉
留置针软套管，置管成功后作颈部正中切口，分离气

管予以粗线结扎，以防止机械通气时漏气影响窒息

时心跳骤停效果。连接小动物呼吸机行机械通气，

调节呼吸参数，呼吸频率６０ｍｉｎ１，潮气量６ｍＬ／ｋｇ，
ＦｉＯ２２１％，稳定１０ｍｉｎ。在呼气末夹闭气管导管，密
切观察大鼠血压和心电图变化，以收缩压（ｓｙｓｔｏｌｉｃ
ｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＳＢＰ）≤２５ｍｍＨｇ作为心跳骤停标准。
达到心跳骤停标准后开始计时，持续５ｍｉｎ后开始机
械通气，呼吸频率 ８０ｍｉｎ１，潮气量 ６ｍＬ／ｋｇ，ＦｉＯ２
２１％，同时依据节拍器节奏行快速、标准胸外按压，
按压频率２００ｍｉｎ１，按压深度为大鼠胸廓前后径的
１／３，先后经股静脉快速注射肾上腺素（００４ｍｇ／ｋｇ）
和１ｍＬ万汶（羟乙基淀粉１３０／０４氯化钠注射液），
并记录血压、心率和心电图。若出现自主心律，且

ＳＢＰ高于６０ｍｍＨｇ并能维持１０ｍｉｎ，则判定为自主
循环恢复（ｒｅｔｕｒｎｏｆｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，ＲＯＳＣ），
若按压３ｍｉｎ仍未出现自主心律或ＳＢＰ低于６０ｍｍ
Ｈｇ则放弃抢救，视为复苏失败。复苏成功者继续呼
吸机支持，自主呼吸恢复满意即可停止机械通气，结

扎股动、静脉并缝合皮肤切口，术后每６ｈ腹壁皮下
注射１０％葡萄糖２ｍＬ，直至动物能自主饮水进食，
放入单独的鼠笼，置入 ２３℃恒温鼠舍继续喂养。
Ｓｈａｍ组大鼠仅行动、静脉插管和气管插管等操作。
２．２　远程缺血后处理　大鼠自主循环恢复后即刻
用动脉夹夹闭左侧股动脉５ｍｉｎ，再释放５ｍｉｎ，依次
重复３个循环。
２．３　神经功能缺损评分（ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓｃｏｒｉｎｇ，
ＮＤＳ）　由１名不清楚实验分组的人员于自主循环
恢复后对实验动物进行ＮＤＳ评分，分别从一般行为、
脑干反射、运动及感觉评估、行为学及癫痫发作等方

面来评估神经功能，范围为０～８０分，８０分为正常，０
分为脑死亡。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３
Ⅰ和ｂｅｃｌｉｎ１的表达　大鼠处死后取新鲜海马组织，
经过裂解，提取细胞总蛋白。测定蛋白浓度，进行

ＳＤＳＰＡＧＥ，蛋白质转膜，显色，曝光，扫描胶片，结果
用分析软件ＩｍａｇｅＪ进行处理，ＧＡＰＤＨ作为总蛋白内
参照对比，比值结果表示其蛋白的相对含量。

２．５　ＴＵＮＥＬ法检测神经细胞凋亡　石蜡包埋切片，
常规脱蜡，滴加蛋白酶Ｋ工作液，复染核，封片，荧光
显微镜下观察并照相。大鼠海马 ＣＡ区选择３个视
野，计算各组大鼠海马神经细胞凋亡率。　
２．６　免疫荧光染色观察ＬＣ３颗粒　常规石蜡切片、
脱蜡，３％的过氧化氢阻断内源性过氧化物酶活性，
高温柠檬酸盐缓冲液抗原修复，加完 Ｉ抗 ＬＣ３
（１∶１００；Ａｂｃａｍ，Ａｂ１９２８９０）后于４°Ｃ湿盒中孵育过
夜。ＰＢＳ清洗３次，滴加稀释好的荧光（ＣＹ３）标记羊
抗兔ＩｇＧ（１∶１００；武汉博士德生物工程有限公司，
ＢＡ１０３２），滴加 ＤＡＰＩ对标本进行染核，荧光显微镜
下观察采集图像，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０半定量 ＬＣ３的
表达。

３　统计学处理
采用ＳＰＳＳ２２０软件进行统计分析，计量资料以

均数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示多组样本均数比较
采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两两
比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正的 ｔ检验。以 Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

结　　果

１　大鼠复苏前后基本生理参数和相关指标
　　各组大鼠在ＣＡ前体重、心率和平均动脉压等的
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差异无统计学显著性（Ｐ＞００５），见表１。

表１　各组大鼠复苏前后基本生理参数情况
Ｔａｂｌｅ１．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｍｏｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ

Ｉｔｅｍ Ｓｈａｍ ＣＡ／ＣＰＲ ＲＩＰｏｓｔＣ

Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒ １５ １５ １５

Ｗｅｉｇｈｔ（ｇ） ２６７±１５ ２６２±２０ ２５５±２２

Ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅ（ｍｍＨｇ） ９６±５ ９５±５ ９５±６

Ｈｅａｒｔｒａｔｅ（ｍｉｎ－１） ４３０±２２ ４３０±２４ ４３３±２２

ＴｈｅｔｉｍｅｆｒｏｍａｓｐｈｙｘｉａｙｔｏＳＢＰ≤２５ｍｍＨｇ（ｓ） ——— ２４３±２０ ２４６±２３

ＴｈｅｔｉｍｅｏｆＣＰＲ（ｓ） ——— ８８±２６ ８９±１６

Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎｔｉｍｅ（ｍｉｎ） ——— ４５±３ ４６±３

Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎ［ｎ（％）］ ——— １２（８０） １２（８０）

１２ｈｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ［ｎ（％）］ １５（１００） １０（６６．６） １１（７３．３）

２４ｈｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ［ｎ（％）］ １５（１００） ９（６０） １１（７３．３）

２　各组大鼠不同时点的ＮＤＳ评分
　　ＣＡ／ＣＰＲ组各时点的ＮＤＳ评分较对照组明显降
低（Ｐ＜００５），提示 ＣＡ／ＣＰＲ组复苏后神经功能下
降，存在脑组织损伤；而 ＲＩＰｏｓｔＣ组的 ＮＤＳ评分增高
（Ｐ＜００５），提示远程缺血后处理可改善神经功能，
见表２。

表２　各组大鼠不同时点ＮＤＳ评分比较
Ｔａｂｌｅ２．ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＮＤＳｓｃｏｒｅｓｏｆｔｈｅｒａｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝９）

Ｇｒｏｕｐ １２ｈ ２４ｈ
Ｓｈａｍ ７８．９±１．１ ８０．０±０．０
ＣＡ／ＣＰＲ ４９．８±３．４△ ５７．１±４．７△

ＲＩＰｏｓｔＣ ５６．８±３．８ ６４．０±３．５

　△Ｐ＜０．０５νｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０．０５νｓＣＡ／ＣＰＲｇｒｏｕｐ．

３　自噬相关蛋白ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和ｂｅｃｌｉｎ１的表达
　　与 ｓｈａｍ组比较，ＣＡ／ＣＰＲ组的 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ
和 ｂｅｃｌｉｎ１表达在 ＲＯＳＣ后 ２４ｈ明显升高（Ｐ＜

００５）；与 ＣＡ／ＣＰＲ组比较，ＲＩＰｏｓｔＣ组的 ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ和 ｂｅｃｌｉｎ１表达在 ＲＯＳＣ后 ２４ｈ明显降低
（Ｐ＜００５），提示 ＲＩＰｏｓｔＣ抑制自噬相关蛋白的表
达，降低细胞自噬水平，见图１。
４　神经细胞凋亡情况
　　ＴＵＮＥＬ染色结果显示ｓｈａｍ组凋亡细胞少见，凋
亡率为（２５３±０６０）％；ＣＡ／ＣＰＲ组可见较多凋亡
细胞，凋亡率为（１８５４±３６７）％；ＲＩＰｏｓｔＣ组凋亡率
为（９７８±１６０）％，较 ＣＡ／ＣＰＲ组显著降低（Ｐ＜
００５），见图２。
５　免疫荧光结果分析
　　对照组 ＬＣ３颗粒形成较少，平均吸光度值为
（３８８±０７２）％；ＣＡ／ＣＰＲ组的海马神经细胞胞浆
内可见明显ＬＣ３颗粒形成，平均吸光度值为（９１８±
１１１）％；ＲＩＰｏｓｔＣ组的平均吸光度值为（６０６±
０３４）％，较 ＣＡ／ＣＰＲ组显著降低（Ｐ＜００５），见
图３。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉａｎｄｂｅｃｌｉｎ１ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｔｈｅｎｅｕｒａｌｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．
ｎ＝５．△Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０．０５ｖｓＣＡ／ＣＰＲｇｒｏｕｐ．

图１　各组神经细胞ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和ｂｅｃｌｉｎ１相对蛋白表达水平比较
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Ｆｉｇｕｒｅ２．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｏｆｎｅｕｒａｌｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４００）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．△Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０．
０５ｖｓＣＡ／ＣＰＲｇｒｏｕｐ．

图２　各组大鼠神经细胞凋亡率的比较

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＦｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＬＣ３ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｒａｔｎｅｕｒａｌｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４００）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．△Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｐ＜
０．０５ｖｓＣＡ／ＣＰＲｇｒｏｕｐ．

图３　各组大鼠神经细胞胞浆ＬＣ３颗粒形成

６　透射电镜结果
　　Ｓｈａｍ组大鼠海马神经元内未见明显自噬体，线
粒体外膜完整，嵴光滑清晰可见，基质均匀；ＣＡ／
ＣＰＲ组的神经元内可见较多自噬泡（黑色箭头所
示），线粒体体积缩小，嵴紊乱、粗糙，基质浓缩；

ＲＩＰｏｓｔＣ组神经元内自噬泡较少（黑色箭头所示），线
粒体体积略有缩小，嵴可分辨，基质浓度略不均匀，

见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４．Ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｈｉｐ
ｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒａｌｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×５０００）．

图４　各组大鼠海马神经细胞自噬体和线粒体超微结构

讨　　论

　　心脏停搏是严重危害人类健康与生存的急危重
症之一，尽早恢复血液灌注是治疗心跳骤停最有效

的措施，然而脑缺血一定时间恢复血液供应后，其功

能不但未能恢复，却出现了更加严重的脑机能障碍，

称之为脑缺血再灌注损伤［１］。复苏后脑损伤是心跳

骤停患者恢复自主循环后期死亡和致残最主要的原

因［２］。远程缺血处理是目前研究较为广泛的一种内

源性神经保护策略，因其简单方便，可操作性强，具

有较好的临床应用前景。在这项研究中，笔者发现

远程缺血后处理可改善复苏后神经功能，并降低复

苏后的海马神经细胞凋亡，是一种有效的脑保护策

略，这与许多研究结果一致［３５］，然而其机制仍不清

楚。

　　自噬是真核细胞的一种自我保护机制，通过对
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长半衰期蛋白及细胞器的降解和再利用来满足细胞

代谢的需要，对维持细胞内稳态具有重要作用［６７］。

ＬＣ３定位于自噬体内外膜，参与自噬体的形成。其
有 ＬＣ３Ⅰ和 ＬＣ３Ⅱ ２种存在形式，自噬发生时，
ＬＣ３Ⅰ经泛素样加工修饰并与自噬膜表面的脂酰乙
醇胺结合形成ＬＣ３Ⅱ，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ被通常用作检
测哺乳动物自噬活性的重要指标［８］。在生理状态

下，ｂｅｃｌｉｎ１与 Ｂｃｌ２紧密结合，而缺血缺氧时，ｂｅｃ
ｌｉｎ１与Ｂｃｌ２分离并参与自噬体的形成以及调节其
它自噬蛋白在自噬前体膜的定位，其表达水平与细

胞自噬水平正相关，是调控自噬的重要靶点［９］。近

期研究表明适当自噬可以保护细胞，而自噬过度激

活时，可引起自噬性细胞死亡。Ｓｈｉ等［１０］在缺氧缺

糖的体外细胞实验中证明过度的自噬可导致神经细

胞的死亡；Ｃｕｉ等［１１］在心跳骤停的动物模型上验证

了自噬的激活介导复苏后期海马神经细胞死亡。因

而我们推测远程缺血处理的保护机制可能与抑制复

苏后脑海马组织的自噬有关。

　　本研究用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫荧光和透射电镜的
方法来判断大鼠心肺复苏后神经细胞自噬水平的变

化。研究结果显示，ＲＯＳＣ后２４ｈ大鼠脑海马组织
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和 ｂｅｃｌｉｎ１表达相比 ｓｈａｍ组明显增
加，免疫荧光检测提示海马神经细胞胞浆 ＬＣ３颗粒
形成增多，透射电镜检查可看见神经元出现明显的

自噬泡，提示神经细胞存在自噬水平的激活，而 ＲＩ
ＰｏｓｔＣ组降低了自噬相关蛋白的表达，减少ＬＣ３颗粒
形成，提高心肺复苏后大鼠 ＮＤＳ评分，说明 ＲＩＰｏｓｔＣ
组抑制了脑海马组织的自噬水平，减轻了神经细胞

过度自噬而导致的脑损伤，这也进一步验证了我们

的推测。远程缺血后处理的脑保护机制主要通过内

源性的神经和体液机制来实现。Ｚｈｏｕ等［４］研究发

现，这种处理方式可以通过抑制线粒体通透性转换

孔的开放来实现脑保护作用。另外２项研究表明，
这种处理方式可能通过减少氧化应激和炎症反应来

发挥神经保护机制［１２１３］。我们的研究主要从细胞自

噬的角度进一步阐明了其内源性的神经保护机制。

　　综上所述，远程缺血后处理可以减轻心肺复苏
后海马组织神经细胞凋亡，改善神经功能，这种保护

作用可能与抑制脑海马神经细胞过度自噬有关，但

调控自噬水平的具体分子机制有待进一步研究。
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