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缺氧缺血海马组织中自噬相关蛋白 Beclin-1 和 LC3 的
表达变化以及雷帕霉素对其表达的影响

李荣虎　于论　缪珀　丁欣　孙斌　冯星

（苏州大学附属儿童医院新生儿科，江苏 苏州　215000）

［摘要］　目的　观察缺氧缺血性脑损伤（HIBD）新生大鼠在不同时间点海马组织中自噬相关蛋白Beclin-1及

LC3 的表达变化，并探讨雷帕霉素对上述蛋白表达的影响。方法　将生后 7 d 的 108 只 Sprague-Dawley 大鼠

随机分为假手术组、HIBD 组和雷帕霉素组，每组 36 只。采用改良 Rice 法建立 HIBD 模型；假手术组分离左

侧颈总动脉但不予结扎，不行低氧处理；雷帕霉素组在模型制作前 1 h 予腹腔注射雷帕霉素（0.5 mg/kg）。

各组大鼠分别于模型制作结束后 0、6、12、24、48、72 h 时间点麻醉后断头取脑，采用 Western blot 法检测大

鼠海马组织 Beclin-1 及 LC3 蛋白表达的变化。结果　HIBD 组 Beclin-1 蛋白及雷帕霉素组 Beclin-1、LC3- Ⅱ蛋白

表达水平均从 0 h 起开始升高，24 h 时达到峰值后回落；HIBD 组 LC3- Ⅱ蛋白表达水平从 0 h 起开始升高，12 h

时达到峰值后回落。与假手术组相比，HIBD 组及雷帕霉素组 Beclin-1、LC3- Ⅱ蛋白表达水平在各时间点均显著

升高（P<0.05）；与 HIBD 组相比，除 12 h 时 LC3- Ⅱ蛋白水平外，雷帕霉素组各时间点 Beclin-1、LC3- Ⅱ蛋白

表达水平均明显升高（P<0.05）。结论　海马组织细胞经缺氧缺血后出现自噬激活，而雷帕霉素能增强自噬这

一表达过程。                                                                                ［中国当代儿科杂志，2015，17（4）：400-404］
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Changes in expression of autophagy-related proteins, Beclin-1 and LC3, and effects 
of rapamycin on their expression in hypoxic-ischemic hippocampus

LI Rong-Hu, YU Lun, MIAO Po, DING Xin, SUN Bin, FENG Xing. Department of Neonatology, Children's Hospital 
Affiliated to Soochow University, Suzhou, Jiangsu 215000, China (Sun B, Email: sunyu628@126.com) 

Abstract: Objective    To observe changes in the expression of autophagy-related proteins, Beclin-1 and LC3, 
in the hippocampal tissue of neonatal rats with hypoxic-ischemic brain damage (HIBD) at different time points, and to 
investigate the effect of rapamycin (Ra) on the expression of the above two proteins. Methods    A total of 108 7-day-
old Sprague-Dawley rats were randomly divided into sham, HIBD, and Ra groups (n=36 each). The HIBD model was 
established using the modified Rice method. For sham rats, only the left common carotid artery was separated without 
ligation or hypoxic treatment. For Ra-treated rats, 0.5 mg/kg Ra was administered by an intraperitoneal injection 1 hour 
before model establishment. The rats were anesthetized and sacrificed to collect brain tissues at 0, 6, 12, 24, 48, and 
72 hours after model establishment. Changes in the expression of Beclin-1 and LC3 proteins in rat hippocampus were 
examined by Western blot. Results    The expression level of Beclin-1 in HIBD rats began to increase at 0 hour, peaked 
at 24 hours, and then declined thereafter, similar as those of Beclin-1 and LC3-II in Ra-treated rats. The expression level 
of LC3-II in HIBD rats began to increase at 0 hour, peaked at 12 hours, and then declined thereafter. At all time points, 
both Beclin-1 and LC3-II expression levels were significantly higher in HIBD and Ra-treated rats than in sham rats 
(P<0.05); except LC3-II at 12 hours, Beclin-1 and LC3-II expression levels were significantly higher in Ra-treated rats 
than in HIBD rats (P<0.05). Conclusions    Hypoxia-ischemia activates autophagy in rat hippocampal cells, while Ra 
enhances the expression process of autophagy.                                       [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(4): 400-404]
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新 生 儿 缺 氧 缺 血 性 脑 病（hypoxic-ischemic 

encephalopathy, HIE）是围产期窒息缺氧导致的缺

氧 缺 血 性 脑 损 伤（hypoxic-ischemic brain damage, 

HIBD）性疾病。HIE 不仅威胁着新生儿的生命，

而且存活者可表现出运动发育障碍、脑瘫、癫癎

等中枢神经系统异常表现 [1-3]。其中海马位于大脑

的缺血易感区，在缺血早期即可受到影响。

HIBD 涉及复杂的病理过程，主要包括能力代

谢障碍、细胞内钙超载、兴奋性氨基酸神经毒性、

氧自由基的损伤、细胞凋亡 [4]。针对这些发病机制

的研究给临床治疗 HIBD 带来了重大进展，但仍缺

乏特效治疗手段。研究表明，自噬在帕金森综合征、

阿尔茨海默病、脑缺血再灌注损伤等方面起保护

神经元的作用。而关于自噬在 HIBD 中的研究甚少，

其在 HIBD 中的水平变化仍没有得到很好的认识。

本实验拟通过构建大鼠 HIBD 模型，采用 western 

blot 法检测自噬相关蛋白的动态水平变化及雷帕霉

素对自噬相关蛋白表达情况的影响，从而进一步

了解缺氧缺血的发病机制，为 HIE 下一步临床治

疗方案带来新的方向。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组

取 7 日 龄 无 特 定 病 原 体（Specific Pathogen 

Free, SPF）Sprague-Dawley 大鼠 108 只，雌雄不限，

体重 11~14 g，由上海斯莱克实验动物有限责任公

司购入 [ 许可证 SCXK（沪）2012-0002]。所有仔

鼠均由母鼠自由哺乳。采用随机数字法分为假手

术组、HIBD 组和雷帕霉素组，每组 36 只。

1.2　实验试剂

Beclin-1 多克隆一抗（美国 Cell Signal 公司）、

微管结合蛋白轻链 3（microtubule-associated protein 

light chain 3, LC3）多克隆一抗（美国 Cell Signal 公

司）、β-actin 多克隆一抗（美国 Santa Ctuz 公司）、

雷帕霉素（美国 Selleckchem 公司）、山羊抗鼠二

抗（美国 Santa Ctuz 公司）、山羊抗兔二抗（联科

生物技术公司）。

1.3　实验模型制备

按照改良 Rice 法 [5] 制作 HIBD 大鼠模型：新

生大鼠乙醚吸入麻醉后，行颈正中切口游离左侧

颈总动脉并行双层永久性结扎，缝合切口，每只

大鼠手术时间约 3~5 min。手术结束后将大鼠放

在 37℃恒温箱中恢复 2 h，然后置于 37℃水浴箱

中的密闭常压低氧舱，给予湿化的 8% 氮氧混合

气（8%O2、92%N2）2 h。模型制作结束的时间点

设为 0 h，并放回母鼠身边自由哺喂。假手术组分

离左侧颈总动脉但不予结扎，不行低氧处理；雷

帕霉素组在模型制作前 1 h 予腹腔注射雷帕霉素

（0.5 mg/kg），假手术组和 HIBD 组造模前予腹腔

注射等量灭菌 PBS 溶液替代。

1.4　标本采集与处理

按模型制作结束后的时间设 0、6、12、24、

48、72 h 共 6 个时间点，各组分别选取 6 只大鼠取脑，

冰上分离结扎左侧的海马组织，放入预冷的 EP 管

后置于 -80℃保存，用于 western blot 测定。

1.5　Western blot 蛋白印记

从 -80℃超低温冰箱中取出保存的海马组织，

裂解后取上清液，沸水浴中加热使蛋白变性；等

量（10 μL）蛋白样本上样，采用 70 V 电压电泳，

待蛋白到浓缩胶和分离胶交界处时改为 90 V 电

压，使要检测蛋白到达最佳分辨区。转膜槽置于

碎冰中降温，90 V 恒压转膜 1 h，取下膜后，5%

脱脂奶粉封闭 2 h，分别孵育 Beclin-1、LC3 一抗

（1 : 2 000）、β-actin 一抗（1 : 3 000），4℃过夜；

弃去一抗液，TBST 漂洗 3 次，每次 10 min，加入

1 : 4 000 二抗摇床 1 h，TBST 洗膜后暗室曝光显影。

用扫描仪获取图像，运用 Image-Pro Plus 6.0 图像

分析软件分析各目的条带的灰度值。以 Beclin-1、

LC3- Ⅱ 与 β-actin 的 灰 度 值 比 值 确 定 Beclin-1、

LC3 蛋白表达的相对水平。

1.6　统计学分析

应用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计学分

析。正态分布计量资料用均数 ± 标准差（x±s）

表示，多组比较行单因素 ANOVA 分析，组间两两

比较采用 SNK-q 检验；计数资料采用百分率（%）

表示，多组比较采用卡方检验，P<0.05 为差异有

统计学意义。

2　结果

2.1　大鼠海马组织 Beclin-1 表达的变化

Beclin-1 出现 1 条条带，位于 60 kD。结果显

示，各组在 6 个时间点的 Beclin-1 蛋白表达水平差
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异均有统计学意义（P<0.01）。与假手术组相比，

HIBD 组 和 雷 帕 霉 素 组 在 6 个 时 间 点 的 Beclin-1
蛋 白 表 达 均 明 显 升 高， 且 均 在 24 h 达 到 高 峰

（P<0.01）；与 HIBD 组相比，雷帕霉素组在 6 个

时间点的 Beclin-1 蛋白表达均明显升高（P<0.05）。

见图 1，表 1。

2.2　大鼠海马组织 LC3 表达的变化

LC3 出现 2 条条带，分别为 14 kD（LC3- Ⅱ）

和 16 kD（LC3- Ⅰ）， 因 LC3- Ⅱ 蛋 白 检 测 在 免

疫印记试验中更加敏感，故选择 LC3- Ⅱ蛋白水

平 代 表 LC3 水 平。 结 果 显 示： 各 组 在 6 个 时 间

点的 LC3- Ⅱ蛋白表达水平差异均有统计学意义

（P<0.01）。与假手术组相比，HIBD 组和雷帕霉

素组在 6 个时间点的 LC3- Ⅱ蛋白表达均明显升高，

HIBD 组在 12 h 达到高峰，雷帕霉素组在 24 h 达

到 高 峰（P<0.01）； 与 HIBD 组 相 比， 除 12 h 时

间点外，LC3- Ⅱ在雷帕霉素组的其余 5 个时间点

表达均明显升高（P<0.05）。见图 2，表 2。

表 1　各组大鼠海马组织 Beclin-1 蛋白表达水平比较　（x±s）

组别 鼠数 0 h 6 h 12 h    24 h 48 h 72 h

假手术组 6 0.201±0.023 0.210±0.018 0.197±0.020 0.205±0.018 0.208±0.021 0.204±0.022

HIBD 组 6 0.304±0.014a 0.374±0.018a 0.478±0.116a 0.634±0.156a 0.439±0.123a 0.448±0.116a

雷帕霉素组 6 0.449±0.032a,b 0.565±0.027a,b 0.696±0.129a,b 0.828±0.190a,b 0.649±0.059a,b 0.554±0.122a,b

F 值 164.910 415.625 37.057 30.078 23.978 20.136

P 值 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

注： a 示与假手术组相比，P<0.01；b 示与 HIBD 组相比，P<0.05。

图 1　Western blot 法定量检测各组大鼠海马组织中 Beclin-1 蛋白表达

图 2　Western blot 法定量检测各组大鼠海马组织中 LC3 蛋白表达
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3　讨论

HIE 是临床围产期窒息缺氧导致的严重新生

儿疾病，致残率及死亡率极高。HIE 发病机制主要

是脑血流量改变和脑组织代谢改变，可以引起大

脑任何部位的损伤，而海马作为主要负责记忆和

表 2　各组大鼠海马组织 LC3- Ⅱ蛋白表达水平比较　（x±s）

组别 鼠数 0 h 6 h 12 h    24 h 48 h 72 h

假手术组 6 0.097±0.022 0.119±0.036 0.111±0.035 0.110±0.026 0.119±0.016 0.109±0.020

HIBD 组 6 0.256±0.050a 0.552±0.081a 0.694±0.103a 0.613±0.052a 0.540±0.054a 0.456±0.072a

雷帕霉素组 6 0.386±0.066a,b 0.681±0.095a,b 0.713±0.086a 0.766±0.123a,b 0.624±0.056a,b 0.553±0.099a,b

F 值 51.084 91.368 109.066 115.210 208.423 63.553

P 值 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

注：a 示与假手术组相比，P<0.01；b 示与 HIBD 组相比，P<0.05。
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学习的功能区域，却位于大脑的缺血易感区，在

缺血早期即可受到影响，故海马的保护至关重要。

缺氧缺血损伤涉及复杂的病理过程，其中各个环

节、各种影响因素的相互作用尚未完全阐明，故

研究此类疾病的机制对进一步的临床治疗具有重

要意义，近几年自噬被发现为缺氧缺血后的另一

病理生理学改变。

Beclin-1 和 LC-3 作为自噬相关蛋白，可在一

定程度上反映自噬表达与强烈程度。Beclin-1 是酵

母自噬基因 6（Ap96/Vps30）在哺乳动物中的同源

物，它是自噬重要的正调节因子，其主要通过控

制自噬体的形成，调节其他的自噬蛋白定位到前

自噬体膜上，控制自噬体的形成，从而调节自噬

活性，可以说在自噬起始阶段起重要作用 [6-7]。本

实验显示假手术组 6 个时间点的 Beclin-1 蛋白在组

织内表达水平较平稳，不存在明显差异；而 HIBD

组 Beclin-1 蛋白含量的表达却出现显著动态变化，

在缺氧缺血模型制成后 0 h 起，Beclin-1 蛋白表达

即开始出现升高，至 24 h 达到峰值，且每个时间

点与假手术组相比，差异均有统计学意义，表明

HIBD 组大鼠在接受缺氧缺血刺激后，机体处于应

激状态并激发神经系统发生自噬。

LC3- Ⅱ也是自噬检测过程中常用的一种蛋白。

LC-3 是哺乳动物细胞中酵母 ATG8 基因的同源物，

是自噬体膜的标记物。LC3 有 LC3- Ⅰ和 LC3- Ⅱ

两种形式，分别定位于前自噬体和自噬体膜表面，

LC3- Ⅱ含量的多少在某种程度上反映了细胞的自

噬活性，在免疫印记试验中，LC3- Ⅱ较 LC3- Ⅰ更

加敏感一些 [8]。本实验在假手术组内各个时间点

均有 LC3- Ⅱ的低水平表达，趋势较稳定，且无显

著性差异；而 HIBD 组 LC3- Ⅱ蛋白表达自 0 h 起

出现升高趋势，在 12 h 达到高峰，随后维持在较

高水平，与假手术组的每个时间点相比，差异均

有统计学意义。该数值的动态变化可以认为是自

噬启动后胞质型 LC3 转位至自噬体膜并结合成为

膜型 LC3（即 LC3- Ⅱ）的转变过程，是自噬活性

增强的指标之一。以上结果表现与 Carloni 等 [9] 和

Ginet 等 [10] 的报道结果相吻合。

近 年 来 发 现 哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

（mammalian target of rapamycin, mTOR）是一种重

要的信号转导分子，mTOR 作为自噬的主要负调

控者在蛋白合成以及自噬抑制中占据着中心的位

置 [11-12]，当细胞接受到外界刺激或营养缺乏时，

mTOR 活性受到抑制而自噬被激活。本实验应用雷

帕霉素进行预干预，并对反映自噬活性的相关蛋

白进行检测，实验结果发现，HIBD 组与雷帕霉素

组的 Beclin-1 蛋白自 0 h 起表达迅速升高，至 24 h

达到高峰，虽然两组表达趋势较一致，但雷帕霉

素组在每个时间点的蛋白表达均高于 HIBD 组，差

异有统计学意义。在 LC3 蛋白检测上，雷帕霉素

组相比 HIBD 组在每个时间点均升高，除 12 h 这

一点外，其他时间点差异均有统计学意义，这些

都提示雷帕霉素增强了自噬这一现象。

同时本实验还发现雷帕霉素组的 LC3- Ⅱ表

达高峰相比 HIBD 组推迟至 24 h，Beclin-1 表达在

HIBD 组与雷帕霉素组只有表达量上的差别，而时

间没有发生推迟。针对这种表达现象，可能原因

考虑：（1）Beclin-1 作为自噬的启动点，雷帕霉

素在自噬起始后在每个时间点增强了自噬活性，

从而导致后面的自噬标志物 LC3 表达量的增加。

（2）雷帕霉素经腹腔注射后进入血液循环，再透

过血脑屏障对神经细胞产生预刺激；雷帕霉素与

mTOR 受体结合后，产生抑制作用并激活自噬，从

而使神经细胞自噬水平处于“高阈值”状态，故

缺氧缺血改变引起自噬的刺激强度累积时间要长

于正常自噬“阈值”状态，由此出现雷帕霉素组

LC3- Ⅱ蛋白高峰推迟现象。

有报道自噬是细胞自我保护、自我更新的一

种重要机制 [13]。自噬发生时细胞如果应激不很强

烈，细胞将试图通过激活自噬挽救途径来处理，

细胞可能恢复，反之自噬持续循环进行，自噬水

平超过细胞所承受的范围，细胞会严重“抽干”

最终死亡。可以说自噬既可以作为一种防御机制

来抵御环境变化对细胞造成的损伤，又可以诱导

细胞主动性的死亡 [14-15]。这给我们一定提示：在

病变早期激活自噬是否能在一定程度上上调自噬

水平，发挥部分神经细胞保护作用，从而改善缺

氧损伤后神经细胞的预后？这也是我们进一步要

研究的问题。

总之，自噬参与到新生大鼠缺氧缺血的病理

过程，并发生动态改变，雷帕霉素能增强这一过程，

但是自噬早期是否对 HIE 起保护作用，或者通过

干预自噬而减轻细胞死亡率，仍是下一步需待研

究和解决的问题。
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·消息·

“新生儿高级生命支持与呼吸机应用培训班”通知

广州市医学会新生儿科分会、广州市妇女儿童医疗中心（广州市儿童医院）拟于 2015 年 7 月 23~26 日在广州市

联合举办“新生儿高级生命支持与呼吸机应用培训班”，为期 3 天。本项目系国家级继续教育项目（2015-06-03-007），

学习结束授予 I 类学分 9 分。

本项目拟采用理论讲授与技能站培训的方法使学员掌握新生儿呼吸衰竭、新生儿休克、急性肾功能衰竭、心律

失常、DIC、胃肠功能衰竭、脑功能衰竭和脑死亡的基本理论；掌握新生儿常频机械通气和高频振荡通气的临床应用；

掌握新生儿危重症的诊断处理程序和评估方法；系统掌握新生儿复苏和新生儿高级生命支持技术；掌握除颤仪的使

用以及心电图的解读等，并模拟 NICU 常见典型病例，借助智能模拟人、呼吸机等进行实例演练、分析和讨论，提高

学员解决临床实际问题的能力。

报名办法及注意事项：学费（含资料费）900 元，食宿统一安排，费用自理。由于要分组进行技能培训，故限招

60 人。有意参加者请来信、电话或电子邮件联系。主办方联系地址：广州市人民中路 318 号广州市儿童医院新生儿科，

邮编 510120；联系人：尧杰，15521191236，Email：yaojie125034@163.com；周伟，13928737378，Email：zhouwei_

pu002@126.com。

广州市妇女儿童医疗中心  广州市儿童医院

2015 年 3 月 20 日




