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摘要　目的：研究ＰＣ１２细胞ＯＧＤ／Ｒ后自噬与损伤的经时性变化以及黄芪甲苷的干预效应。方法：探讨ＰＣ１２细胞ＯＧＤ／
Ｒ后不同时间自噬的变化及与细胞损伤的关系，初步确定细胞发生自噬性损伤的时间点，再制作ＰＣ１２细胞 ＯＧＤ／Ｒ自噬
性损伤模型，研究黄芪甲苷抗自噬性损伤的作用。结果：复糖复氧６～３６ｈ后，细胞存活率降低、ＬＤＨ漏出率增加；用３
ＭＡ预处理后，可使复糖复氧６～１２ｈ细胞存活率降低、ＬＤＨ漏出率增加，复糖复氧后２４～３６ｈ相反。激光共聚焦和ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，复糖复氧后６ｈＬＣ３、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值增加，至２４ｈ达高峰；ｐ６２蛋白表达随再复糖复氧时间的延长
逐渐降低。黄芪甲苷对ＯＧＤ２ｈ复糖复氧２４ｈ的ＰＣ１２细胞自噬具有显著抑制作用，且呈剂量依赖性。结论：ＰＣ１２在在
ＯＧＤ复糖复氧６～１２ｈ，自噬减轻神经细胞的损伤，而在２４～３６ｈ后加重细胞损伤；黄芪甲苷可通过抑制细胞过度自噬诱
导的细胞损伤，从而发挥对受损细胞的神经保护作用。
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　　自噬（Ａｕｔｏｐｈａｇｙ），即自体吞噬，是近年来逐渐 被认识的细胞除坏死和凋亡外的第 ３种死亡方
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式［１］，是细胞受到刺激后，通过溶酶体途径降解细胞

内物质的统称。正常自噬能清除体内异常蛋白质及

受损或过多的细胞器，从而维持着细胞的存活、分

化、发育和稳态；而自噬过度，可诱发自噬性细胞死

亡，并和凋亡、坏死交互作用，使细胞损伤加重［２４］。

缺血缺氧是自噬激活的重要诱因，有研究表明，脑缺

血后自噬发挥了双刃剑的作用。在轻度缺氧等情况

下，自噬能够通过降解损伤的蛋白和细胞器为合成

新的蛋白提供原料和能量，从而对组织细胞发挥修

复作用；若损伤过重，如重度缺氧，或组织细胞损伤

时间长，自噬过度激活，则促进对组织细胞的损

伤［５７］。目前通过采用 ＰＣ１２细胞建立氧糖剥夺（或
复糖复氧）模型，模拟脑缺血（或再灌注）后研究神

经细胞自噬的变化已有一些报道［８１３］。但氧糖剥

夺／复糖复氧后不同时间，ＰＣ１２细胞自噬发挥了怎
样的动态变化？这种改变与氧糖剥夺／复糖复氧导
致的神经细胞损伤具有何种关系？对这些问题都不

清楚。黄芪是治疗心脑血管疾病的常用中药，黄芪

总苷（Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｓ，ＡＳＴ）是黄芪中具有心脑血管药
理作用的药效物质，主要含黄芪甲苷（Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ
ＩＶ）。已有研究表明 ＡＳＴ及其有效成分 Ａｓｔｒａｇａｌｏ
ｓｉｄｅⅣ具有抗脑缺血后氧化损伤［１４１６］。我们前期研

究也表明，ＡＳＴ抗缺血再灌注后神经细胞损伤的作
用可能与其改善脑组织能量代谢、通过抑制 ＪＮＫ信
号转导通路活化从而抑制线粒体凋亡途径有关［１７］。

但其对脑缺血再灌注后神经细胞自噬性损伤有何影

响，应当以什么样的剂量可以更好地达到抗缺血性

脑损伤的效果，都还不清楚。因此，本研究首先探讨

了ＰＣ１２细胞氧糖剥夺再复糖复氧不同时间点细胞
自噬与损伤的关系，确定自噬引起细胞产生损伤的

氧糖剥夺复糖复氧的可能时间点，并制作ＰＣ１２细胞
氧糖剥夺再复糖复氧产生自噬性损伤的细胞模型；

然后再在此基础上进行黄芪甲苷抗自噬性损伤的作

用研究，为其进一步地研究和临床的合理应用提供

科学依据。
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Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，批号６０００８１ｌｇ）；荧光素四甲基异硫氰
酸 罗 丹 明 （ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍｉｎｅ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，
ＴＲＩＴＣ）标记羊抗兔二抗 （中国 Ｂｏｓｔｅｒ，批号：
ＢＡ１０９０）；Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８（中国Ｓｏｌａｒｂｉｏ，批号ＣＯＯ２０
１０）；辣根过氧化物酶（ＨｏｒｓｅｒａｄｉｓｈＰｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）
标记的羊抗兔、羊抗小鼠二抗（美国 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，批
号 ＳＡ００００１１、ＳＡ００００１２）；３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ（３ＭＡ）
（美国ｓｅｌｌｅｃｋ，批号Ｓ２７６７）。
１２　受试药物　黄芪甲苷（批号：Ａ００７０），购自中
国成都曼思特生物科技有限公司，纯度≥９８％。黄
芪甲苷以含０１％ＤＭＳＯＰＢＳ溶解。
１３　细胞　ＰＣ１２细胞，来源于大鼠的肾上腺嗜铬
细胞瘤细胞，高分化，永生性，在美国模式菌种收集

中心（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）中的
编号为ＣＲＬ１７２１，购自武汉大学中国典型培养物保
存中心。

２　方法
２１　ＰＣ１２细胞的培养与 ＮＧＦ诱导　ＰＣ１２细胞以
含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养基于 ３７℃、
２０％ Ｏ２、７５％ Ｎ２、５％ＣＯ２及饱和湿度的培养箱中培
养，２ｄ换液１次，待细胞生长融合后传代培养。细
胞以 １×１０４／ｍＬ接种于 ９６孔培养板，每孔 ０１８
ｍＬ，培养２４ｈ待细胞贴壁后再加终浓度５０μｇ／Ｌ的
ＮＧＦ诱导分化４８ｈ后［１８］，弃原培养液，加入无血清

培养基培养２４ｈ，使细胞同步化到Ｇ０期后备用。
２２　ＰＣ１２细胞氧糖剥夺复糖复氧后自噬的经时性
变化及与损伤的关系

２２１　实验分组及氧糖剥夺后复糖复氧　实验分
为正常对照组、氧糖剥夺后复糖复氧模型组（缺糖缺

氧２ｈ后复糖复氧６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ）和自噬抑制
剂组。细胞以ＤＭＥＭ高糖培养液（含１０％胎牛血清
和１％青链霉素）接种于９６孔培养板，每孔２００μＬ，
置３７℃、２０％ Ｏ２、７５％ Ｎ２、５％ＣＯ２及饱和湿度的培
养箱中常规培养２ｈ后进行如下处理：正常对照组
换ＤＭＥＭ高糖培养液同上常规培养。模型组加２００
μＬ的无糖Ｅａｒｌｅ’ｓ培养液，置于三气培养箱中（５％
ＣＯ２，１％Ｏ２，９４％Ｎ２）模拟缺糖缺氧培养２ｈ后

［１９］，

换成ＤＭＥＭ高糖培养液常规培养进行复糖复氧，分
别于复糖复氧后６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ终止培养进行
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检测。自噬抑制剂组于缺糖缺氧前３０ｍｉｎ加入终
浓度２５ｍｍｏｌ／Ｌ［２０２１］的３ＭＡ，再进行缺糖缺氧和复
糖复氧培养。

２２２　细胞生存测定和 ＬＤＨ漏出率测定　采用
ＭＴＴ法。细胞上述处理完成后，加入 ２０μＬ５ｍｇ／
ｍＬ的 ＭＴＴ继续培养 ４ｈ，弃上清后加 ２００μＬ的
ＤＭＳＯ，震荡 １０ｍｉｎ后于 ４９０ｎｍ处检测光密度值
（ＯＤ）。ＯＤ值越大，则细胞存活越多，细胞损伤越
少。细胞上述处理完成后，分别吸取培养液，１０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清检测培养液中的 ＬＤＨ活
性。然后将细胞用ＰＢＳ洗涤３次后再用等量培养液
悬浮，置 －２０℃、３７℃反复冻融３次，再将冻融液
１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清检测作为细胞冻融
液的ＬＤＨ活性。按ＬＤＨ试剂盒说明方法测定 ＬＤＨ
活性，并计算出细胞 ＬＤＨ漏出率［２１］：ＬＤＨ漏出率
（％）＝培养液ＬＤＨ活性／（培养液ＬＤＨ活性＋细胞
冻融液ＬＤＨ活性）×１００％。
２２３　自噬体形态和数量测定：ＰＣ１２细胞以 １×
１０４／ｍＬ接种于６孔板中，细胞培养及处理同前，吸
去上清，ＰＢＳ洗１次后加入２５％戊二醛固定液固定
过夜，１％锇酸后固定２ｈ，依次以５０％、７０％、９０％、
１００％的丙酮脱水，包埋、染色后以透射电子显微镜
（美国ＦＥＩ，型号ＴｅｃｎａｉＧ２ｓｐｉｒｉｔ）观察单位面积细胞
内自噬体数目和形态。

２２４　细胞ＬＣ３Ⅱ定位及相对定量检测：正常情况
下ＬＣ３蛋白主要以ＬＣ３Ⅰ形式散在分布于胞浆中，
激光共聚焦显微镜检测ＬＣ３蛋白可见胞质中出现弥
散状荧光；若细胞出现自噬则表现为 ＬＣ３Ⅱ的形成
和在胞浆的聚集，激光共聚焦显微镜检测 ＬＣ３Ⅱ蛋
白可见胞质中出现斑片状荧光体。ＰＣ１２细胞以１×
１０４／ｍＬ接种于２４孔板中，制作细胞爬片，细胞培养
及处理同前，吸去上清，ＰＢＳ洗一次后加４％多聚甲
醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，加０５％曲拉通１０ｍｉｎ
后，ＰＢＳ洗３次，再加１％牛血清白蛋白封闭液封闭
１ｈ后，加兔抗大鼠微管相关蛋白ＬＣ３一抗（１∶５００）
４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗３次，加 ＴＲＩＴＣ标记的羊抗兔
荧光二抗（１∶１００）室温孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，加
Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８（１∶２００）１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，甘油封片
后于激光共聚焦显微镜下（日本 ＮｉＫｏｎ，型号
Ａ１１３０３０９）观察斑片状荧光体。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｇ６０
图像分析软件测定细胞面积及斑片状荧光体个数，

计算单位面积的斑片状荧光体个数。

２２５　细胞 ＬＣ３、ｐ６２蛋白定量检测　以 ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法测定。ＰＣ１２细胞以１×１０４／ｍＬ接种于６孔板

中，细胞培养及处理同前，吸去上清，ＰＢＳ洗一次后
加５００μＬ的 ＰＢＳ，用细胞刮刮下细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，弃去上清，加入１００μＬ的蛋白裂解液和
１μＬ的蛋白酶抑制剂，冰上充分混匀后静置２０ｍｉｎ
后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清，ＢＣＡ试剂盒测
定总蛋白含量。取３０μｇ蛋白１００℃水浴１０ｍｉｎ变
性后，１２０ｖ恒压电泳７０ｍｉｎ后，２００ｍＡ转膜２ｈ，
５％脱脂牛奶封闭１ｈ，再分别与兔抗大鼠 ＬＣ３一抗
（１∶５００）、兔抗大鼠ｐ６２一抗（１∶５００）和小鼠抗大鼠
βａｃｔｉｎ一抗（１∶１０００）溶液混合，４℃静置过夜，ＴＢＳ
洗３次后ＴＢＳＴ洗１次；然后分别加羊抗兔二抗（１∶
２０００）或羊抗小鼠二抗（１∶２０００），３７℃孵育１ｈ，
ＴＢＳ洗３次后ＴＢＳＴ洗１次，暗室中加ＥＣＬ化学发光
剂显影。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｇ６０图像分析软件测定目的
条带的累积光密度值（ＩＯＤ），以目的条带的 ＩＯＤ与
βａｃｔｉｎ条带的 ＩＯＤ的比值作为该目的蛋白的相对
表达量。自噬发生后，胞浆型ＬＣ３（即ＬＣ３Ｉ，分子量
为１８ｋＤ）会酶解切掉一小段多肽，转变为（自噬体）
膜型ＬＣ３（即 ＬＣ３ＩＩ，分子量为１６ｋＤ），通过 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ可以检测到两个条带的蛋白质，用 ＬＣ３ＩＩ相
对表达量与ＬＣ３Ｉ相对表达量的比值代表自噬水平
的高低。

２３　ＯＧＤ／Ｒ自噬性损伤模型的建立及黄芪甲苷对
细胞自噬的抑制作用　根据上述２２研究结果，确
定ＰＣ１２细胞 ＯＧＤ２ｈ复糖复氧发生自噬性损伤的
时间点为复糖复氧２４～３６ｈ，故以氧糖剥夺２ｈ复
糖复氧２４ｈ制作细胞 ＯＧＤ／Ｒ自噬性损伤模型，同
时进行药物作用研究。实验分为正常对照组、模型

组和药物干预组。细胞培养及造模方法同前。药物

组于缺糖缺氧前３０ｍｉｎＤＭＥＭ高糖培养液中加入
黄芪甲苷０、９８１、１９６３、３９２５、７８５μｇ／ｍＬ［２２］以及
阳性对照药３ＭＡ后，加２００μＬ的无糖Ｅａｒｌｅｓ培养
液，置于三气培养箱中（５％ＣＯ２，１％Ｏ２，９４％Ｎ２）模
拟缺糖缺氧培养２ｈ，换成 ＤＭＥＭ高糖培养液常规
培养继续复糖复氧２４ｈ。复糖复氧２４ｈ后按２２４
做细胞ＬＣ３Ⅱ定位及相对定量检测。以（模型组斑
片体数量药物组斑片体数量）／模型组斑片体数量
×１００％，计算药物对自噬的抑制率；以药物浓度为
自变量，抑制率为因变量进行曲线回归分析（即以药

物浓度的自然对数为自变量，抑制率为因变量），并

计算药物的半数抑制浓度（ＩＣ５０）和９５％的可信区
间。

２４　黄芪甲苷对 ＰＣ１２细胞 ＯＧＤ／Ｒ自噬性损伤的
保护作用　通过 ＭＴＴ、ＬＤＨ漏出率探讨黄芪甲苷对
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ＰＣ１２细胞ＯＧＤ／Ｒ自噬性损伤的作用。细胞照２３
处理完成后，将实验分为正常对照组、氧糖剥夺后复

糖复氧模型组（缺糖缺氧２ｈ复糖复氧２４ｈ）、黄芪
甲苷（３４５μｇ／ｍＬ）组及阳性对照药物３ＭＡ组。药
物处理和检测方法同前。

２５　统计学方法　实验数据用“珋ｘ±ｓ”表示。用
ＳＰＳＳ１７０进行统计分析，多组间均数比较用单因素
方差分析，组间两两比较方差齐者用 ＬＳＤ检验，方
差不齐者用 ＤｕｎｎｅｔＴ３检验。Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

３　结果
３１　不同时间点细胞存活情况和 ＬＤＨ漏出率的比
较　与正常组比较，缺糖缺氧２ｈ复糖复氧６ｈ、１２
ｈ、２４ｈ、３６ｈ各模型组及抑制剂组细胞存活显著降
低（均Ｐ＜００１）。复糖复氧２４ｈ、３６ｈ组细胞存活
显著低于６ｈ、１２ｈ组（均Ｐ＜００１）。与同时间点模
型组比较，抑制剂组６ｈ、１２ｈ细胞存活显著低于模
型组（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），２４ｈ、３６ｈ细胞存活显
著高于模型组（Ｐ＜００１）（图１）。

与正常对照组比较，缺糖缺氧２ｈ复糖复氧 ６
ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ后细胞 ＬＤＨ漏出率增加（Ｐ＜
００５或Ｐ＜００１），以２４ｈ最高，且显著高于复糖复
氧６ｈ、１２ｈ（Ｐ＜００１）。与同时间点模型组比较，抑
制剂组１２ｈＬＤＨ漏出率显著升高（Ｐ＜００１），２４ｈ
和３６ｈＬＤＨ漏出率显著降低（均Ｐ＜００１）（图１）。

图１　各组复糖复氧后不同时间细胞存活率和乳酸脱
氢酶（ＬＤＨ）漏出率比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

　　注：与正常对照组比较：＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；与同时刻

模型组比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

３２　不同时间点细胞自噬体的形态和数量的比较
以及ＬＣ３Ⅱ定位和相对定量检测　正常对照组未见
明显自噬体形成。缺糖缺氧２ｈ复糖复氧６ｈ后胞
浆内可见少量完整自噬体，呈双层膜结构包裹细胞

内容物；复糖复氧１２ｈ自噬体数目较６ｈ组明显增
多，２４ｈ达高峰，且可见少量自噬体与溶酶体融合形
成自噬溶酶体现象，部分自噬体内容物被降解，形成

单层膜结构；复糖复氧３６ｈ自噬体体积增大，降解
加重，数量减少（图２）。与正常组比较，复糖复氧６、

１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ自噬体数目均显著增多（Ｐ＜００５或
Ｐ＜００１）（图３）。正常对照组细胞胞浆内可见均匀
分布的红色荧光点，无斑片状荧光体形成。ＯＧＤ２ｈ
复糖复氧６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ后，胞浆内可见斑片状
荧光体聚集（图４）。与正常组比较，模型组复糖复
氧６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ细胞内斑片状荧光体数目显
著增多（均Ｐ＜００１），其中以２４ｈ组斑片状荧光体
数量最多。与同时刻模型组比较，抑制剂组斑片状

荧光体数目均显著减少（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）（图
３）。

图２　各组细胞自噬体的超微形态（×３００００，Ｂａｒ＝１μｍ）
　　注：Ａ正常对照组；Ｂ缺糖缺氧２ｈ复糖复氧６ｈ箭头
所示为双层膜结构的自噬体；Ｃ缺糖缺氧２ｈ复糖复氧１２
ｈ，箭头所示为双层膜的自噬体；Ｄ缺糖缺氧２ｈ复糖复氧
２４ｈ，箭头所示为单层膜结构的自噬体（自噬溶酶体）；Ｅ缺
糖缺氧２ｈ复糖复氧３６ｈ，箭头所示为自噬溶酶体。

图３　各组细胞自噬体数量及ＬＣ３Ⅱ相对定量的
比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

　　注：与正常对照组比较：＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；与同时刻

模型组比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

３３　不同时间点ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ及ｐ６２蛋白表达的
比较　与正常对照组比较，模型组和抑制剂组复糖
复氧６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ细胞 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值
显著增加（均Ｐ＜００１），２４ｈ达到高峰，然后逐渐下
降。与同时刻模型组比较，抑制剂组复糖复氧６ｈ、
１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ细胞 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值均显著降
低（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）（图５）。

与正常对照组比较，模型组 ｐ６２蛋白表达均显
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著下降（均 Ｐ＜００１），３６ｈ最低。与同时刻模型组
比较，抑制剂组６ｈ、１２ｈ、２４ｈ及３６ｈ细胞ｐ６２蛋白
表达均显著升高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）（图５）。

图４　各组细胞ＬＣ３Ⅱ定位（×６００，Ｂａｒ＝２０μｍ）
　　注：Ａ正常对照组；Ｂ缺糖缺氧２ｈ复糖复氧６ｈ组；
Ｃ缺糖缺氧２ｈ复糖复氧１２ｈ组；Ｄ缺糖缺氧２ｈ复糖复
氧２４ｈ组；Ｅ缺糖缺氧２ｈ复糖复氧３６ｈ组；Ｆ复糖复氧６
ｈ抑制剂组；Ｇ复糖复氧１２ｈ抑制剂组；Ｈ复糖复氧２４ｈ
抑制剂组；Ｉ复糖复氧３６ｈ抑制剂组。箭头代表斑片状荧
光体。

图５　各组ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ及Ｐ６２蛋白表达
比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

　　注：与正常组比较：＃＃Ｐ＜００１；与同时刻模型组比较：Ｐ
＜００５，Ｐ＜００１。

３４　黄芪甲苷对ＯＧＤ／Ｒ细胞自噬的抑制作用　由
图６可知，ＰＣ１２细胞ＯＧＤ２ｈ复糖复氧２４ｈ后，无
药物干预时，对自噬的抑制率为０。而自噬抑制剂
３ＭＡ和不同浓度黄芪甲苷对自噬有显著的抑制作
用，与模型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；且
黄芪甲苷对自噬的抑制作用随着药物剂量的增加而

逐步增强，经曲线回归分析得出黄芪甲苷抑制自噬

的ＩＣ５０为（２７２２±０６１４）μｇ／ｍＬ，９５％可信区间为
［２５９６，２９０３］μｇ／ｍＬ。

图６　不同剂量的黄芪甲苷对自噬的抑制率（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
　　注：１模型组；２黄芪甲苷９８１μｇ／ｍＬ组；３黄芪甲苷
１９６３μｇ／ｍＬ组；４黄芪甲苷３９２５μｇ／ｍＬ组；５黄芪甲苷
７８５μｇ／ｍＬ组；６３ＭＡ自噬抑制剂组；与模型组比较，△△Ｐ
＜００１。

３５　ＩＣ５０的黄芪甲苷对氧糖剥夺复糖复氧后ＰＣ１２
细胞存活和ＬＤＨ漏出率影响　ＭＴＴ细胞存活实验
结果表明，与正常对照组比较，模型组细胞存活显著

减少，ＬＤＨ漏出率显著增加（Ｐ＜００１）。与模型组
比较，黄芪甲苷组、３ＭＡ组细胞存活均显著增加
ＬＤＨ而漏出率显著降低（Ｐ＜００１）（图７）。

图７　各组细胞存活、ＬＤＨ漏出率数量的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△△Ｐ＜
００１。

４　讨论
自噬过程是指从粗面内质网的无核糖体附着区

脱落的双层膜或高尔基体膜包裹部分胞质和细胞内

需降解的细胞器、蛋白质等成分形成自噬体（Ａｕｔｏ
ｐｈａｇｏｓｏｍｅ），并与溶酶体融合形成自噬溶酶体，降解
其所包裹的内容物，以实现细胞本身的代谢需要和
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某些细胞器更新的过程。微管相关蛋白３（Ｍｉｃｒｏｔｕ
ｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎ１ＬｉｇｈｔＣｈａｉｎ３，ＬＣ３）是 Ａｔｇ８
基因的同源物，自噬产生过程中 ＬＣ３在半胱氨酸蛋
白酶Ａｔｇ４的作用下脱去羟基端变成 ＬＣ３Ⅰ，随后
ＬＣ３Ⅰ被 Ａｔｇ７激活并转位到 Ａｔｇ３，在 Ａｔｇ３的作用
下与磷脂酰乙醇胺连接并酯化形成 ＬＣ３ＩＩ，定位于
自噬体的内膜和外膜，参与自噬体的形成；ＬＣ３Ⅱ始
终稳定地保留在自噬体膜上直到与溶酶体融合，因

此被用来作为自噬体的标记，ＬＣ３Ⅱ的水平和 ＬＣ３
ＩＩ／ＬＣ３Ｉ比值的大小在某种程度上反映了自噬体的
数量和细胞自噬水平的高低［２３２５］。ｐ６２是一种多功
能泛素结合蛋白，参与了细胞信号转导和功能的调

节，其中ＬＲＳ结构域由１１个氨基酸（Ｓｅｒ３３４Ｓｅｒ３４４）
组成，供ＬＣ３ＩＩ识别，为自噬形成过程中 ＬＣ３ＩＩ蛋
白的底物，在自噬小体形成过程中作为连接 ＬＣ３和
泛素化蛋白之间的桥梁，与定位于自噬小体内膜上

的ＬＣ３ＩＩ蛋白形成复合物，并通过泛素信号途径将
聚合的蛋白、受损的细胞器、错误折叠或聚合的蛋白

以及某些长寿分子、入侵的细菌作为受体转运到自

噬小体，一同在自噬溶酶体（Ａｕｔｏｌｏｓｏｓｏｍｅ）中降解。
因此ｐ６２参与了自噬形成过程的选择性自噬，可结
合泛素，也可与ＬＣ３结合，从而靶向自噬体并促进泛
素化蛋白的清除和自身的特异性降解，是反映自噬

活性的标记蛋白之一，与 ＬＣ３ＩＩ共同参与自噬活性
的判断；自噬过程受损时通常伴有细胞内 Ｐ６２的累
积［２６２８］。

本研究结果显示，ＰＣ１２细胞在缺糖缺氧２ｈ复
糖复氧６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ后，细胞存活率显著减
少、ＬＤＨ漏出率显著增加，表明产生了细胞损伤。在
复糖复氧后６～１２ｈ，以自噬抑制剂干预后，细胞存
活率降低，ＬＤＨ漏出率升高，细胞损伤加重；而在复
糖复氧后２４～３６ｈ，自噬抑制剂可使细胞存活率增
加，ＬＤＨ漏出率减少，细胞损伤减轻。表明自噬在
ＰＣ１２细胞氧糖剥夺后再复糖复氧中产生了双向作
用，即在复糖复氧后６～１２ｈ可能对细胞起保护作
用，在复糖复氧后２４～３６ｈ对细胞具有损伤作用。
透射电镜结果显示，缺糖缺氧２ｈ复糖复氧６ｈ后即
可见自噬体形成，复糖复氧１２～２４ｈ可见大量自噬
体聚集，复糖复氧３６ｈ还可见自噬溶酶体，并伴随
自噬体降解自身和细胞内容物的现象，自噬体数量

有所减少。激光共聚焦显微镜检测ＬＣ３蛋白定位和
ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＣ３蛋白表达，结果也显示，在复糖
复氧６ｈ，即出现 ＬＣ３向自噬体膜的转位、ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ比值增加，表明自噬被诱导；复糖复氧１２～

２４ｈ，ＬＣ３向自噬体膜的转位增多，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ
比值进一步增加，表明自噬程度逐渐增强；至复糖复

氧３６ｈ，ＬＣ３Ⅱ向自噬体膜的转位及ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ
有所降低，自噬体数量减少，但仍高于正常对照。可

能是在复糖复氧 ３６ｈ后，由于自噬体活性过度增
强，使细胞内 ＬＣ３Ⅱ蛋白降解，从而使转位的 ＬＣ３
Ⅱ减少及 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值降低。用自噬抑制剂
３ＭＡ干预后，复糖复氧各时间点 ＬＣ３Ⅱ转位及
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ均有所减少，自噬减轻。表明自噬抑
制剂可抑制复糖复氧诱导的自噬激活。ｐ６２蛋白表
达结果也显示，在复糖复氧６ｈ、１２ｈ、２４ｈ及３６ｈ
ｐ６２蛋白表达逐渐降低；３ＭＡ预处理后，可使各时
间点ｐ６２蛋白表达增强。表明随着复糖复氧时间的
延长，自噬活性逐渐增强，导致ｐ６２蛋白逐渐降解。

由以上研究结果可知，在缺糖缺氧２ｈ复糖复
氧６～１２ｈ自噬对细胞模拟的缺血再灌注损伤可能
起保护作用，而在复糖复氧２４～３６ｈ后可能起损伤
作用。故我们在后继研究中选用缺糖缺氧２ｈ复糖
复氧２４ｈ制作ＰＣ１２细胞ＯＧＤ／Ｒ自噬性损伤模型，
结果表明，ＰＣ１２细胞在ＯＧＤ２ｈ复糖复氧２４ｈ后，
细胞存活减少，ＬＤＨ漏出率和自噬体数量增多。不
同剂量的黄芪甲苷可使自噬体数量减少，且黄芪甲

苷对自噬的抑制率随着剂量的加大而增加，表明黄

芪甲苷对 ＯＧＤ／Ｒ诱导的细胞自噬具有抑制作用。
黄芪甲苷的ＩＣ５０为（３４５±０５７３）μｇ／ｍ，在该剂量
下，黄芪甲苷可使ＯＧＤ２ｈ复糖复氧２４ｈ后的ＰＣ１２
细胞存活增加，ＬＤＨ漏出率减少。

综上所述，缺糖缺氧２ｈ再复糖复氧２４ｈ后，细
胞出现过度自噬和损伤，提示细胞过度自噬参与了

对细胞的损伤，黄芪甲苷可通过对细胞自噬性损伤

的拮抗，从而发挥对受损神经元的保护作用。具体

机制有待进一步研究。
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