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缺氧缺血新生大鼠神经元自噬基因
表达节律及调控机制

李世平　朱将虎　赵凤艳　郑臻　母得志　屈艺

（四川大学华西第二医院儿科 / 出生缺陷与相关妇儿疾病教育部重点实验室，四川 成都　610041）

［摘要］　目的　通过新生大鼠缺氧缺血脑损伤后神经元自噬基因和节律基因的表达，探讨缺氧缺血引起

神经损伤的新机制。方法　将 12 只 Sprague-Dawley 大鼠随机分为缺氧缺血组和假手术组，每组 6 只。采用结

扎并切断大鼠右侧颈总动脉并给予低氧处理的方法建立体内缺氧缺血脑损伤模型。Western blot 检测两组大鼠大

脑皮层和海马组织节律蛋白 Clock 表达情况。体外培养大鼠神经元细胞，随机分为氧糖剥夺（OGD）组和对照

组，OGD 组加入无糖无血清 DMEM 培养基模拟细胞缺血状态，并给予低氧处理建立体外缺氧缺血脑损伤模型。

采用 Western blot 检测两组不同时间点自噬相关蛋白 Beclin1 和 LC3，以及节律基因 Clock 蛋白表达情况。应用

siRNA 技术抑制神经元 Clock 蛋白表达后，检测 Beclin1 和 LC3 的表达变化。结果　体外培养神经元 Beclin1 和

LC3 Ⅱ的表达呈现节律性波动；OGD 处理后，体外培养神经元 Beclin1 和 LC3 Ⅱ的表达随着时间的延长逐渐升高，

不再呈现节律性波动；与假手术组相比，缺氧缺血引起大鼠皮层和海马组织 Clock 表达降低（P<0.05）；体外

培养神经元经 OGD 处理后，Clock 表达也较对照组显著降低（P<0.05）；与阴性对照组相比，抑制神经元节律

基因 Clock 表达后，自噬相关蛋白 Beclin1 和 LC3 Ⅱ的表达均显著下降（P<0.05）。结论　缺氧缺血引起神经元

Beclin1 和 LC3 Ⅱ表达节律紊乱，其机制可能与 Clock 参与调控 Beclin1 和 LC3 Ⅱ的表达有关。 
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Expression rhythm of autophagic gene in neurons of neonatal rats with hypoxia/
ischemia and its regulatory mechanism
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Laboratory of Obstetric & Gynecologic and Pediatric Diseases and Birth Defects of Ministry of Education, West China 
Second Hospital, Sichuan University, Chengdu 610041, China (Qu Y, Email: quyi712002@163.com)

Abstract: Objective    To investigate the expression of autophagic gene and circadian gene in the neurons of 
neonatal rats after hypoxic-ischemic brain damage and the mechanism of nerve injury induced by hypoxia/ischemia. 
Methods    Twelve Sprague-Dawley (SD) rats were randomly divided into hypoxic-ischemic (HI) group and sham-
operation group, with 6 rats in each group. Ligation of the right common carotid artery and hypoxic treatment were 
performed to establish a model of hypoxic-ischemic brain damage. Western blot was used to measure the expression of 
the circadian protein Clock in the cortex and hippocampus. The neurons of the rats were cultured in vitro and randomly 
divided into oxygen glucose deprivation (OGD) group and control group. The neurons in the OGD group were treated 
with DMEM medium without glucose or serum to simulate ischemic state, and hypoxic treatment was performed to 
establish an in vitro model of hypoxic-ischemic brain damage. Western blot was used to measure the expression of 
autophagy-related proteins Beclin1 and LC3 and Clock protein at different time points. The changes in the expression 
of Beclin1 and LC3 were measured after the expression of Clock protein in neurons was inhibited by small interfering 
RNA technique. Results    The expression of autophagy-related proteins Beclin1 and LC3 Ⅱ in neurons cultured in 
vitro displayed a rhythmic fluctuation; after OGD treatment, the expression of Beclin1 and LC3 Ⅱ gradually increased 
over the time of treatment and no longer had a rhythmic fluctuation. Compared with the sham-operation group, the 
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新生儿缺氧缺血脑病（hypoxic-ischemic encepha-
lopathy, HIE）是新生儿期一种常见的中枢神经系统

疾病，是新生儿致残和致死的主要原因之一，严重

威胁患儿的健康和生命。目前其发病机制尚不完全

清楚，临床治疗缺乏特异治疗手段 [1]。因此，探讨

HIE 的发病机制及防治措施，对指导临床治疗 HIE

具有重要意义。

自噬是指细胞通过包裹受损的细胞器、蛋白

等大分子物质形成自噬体，再转运到溶酶体形成自

噬溶酶体进行降解，以维持细胞内环境稳定的生理

过程 [2-3]。自噬是参与新生大鼠缺氧缺血后神经损

伤的重要因素，在新生大鼠局灶性脑缺血模型中，

抑制自噬后，脑损伤减轻 [4]。已有研究表明，在新

生儿 HIE 中，濒临死亡的神经元自噬显著增强，提

示自噬增加与神经元死亡密切相关 [5]。因此，探索

神经元自噬的调控机制有利于阐明 HIE 的发病机

制。最新研究表明，节律基因参与调控细胞自噬，

使细胞自噬过程具有节律性 [6]。节律因子 Rev-erbα
和 Per1b 敲除的斑马鱼中，自噬相关基因表达和自

噬活性都增强，而且自噬节律出现紊乱 [7]。自噬节

律对维持细胞自噬稳定具有重要作用，但是关于自

噬节律与缺氧缺血的研究还未见报道。本研究通过

建立体内、体外缺氧缺血脑损伤模型，检测不同

时间点自噬相关蛋白 Beclin1 和 LC3 的表达情况，

研究缺氧缺血与自噬相关蛋白 Beclin1 和 LC3 表达

节律的关系。并采用 RNA 干扰技术抑制神经元节

律基因 Clock 表达，研究节律基因对自噬相关蛋白

Beclin1 和 LC3 的表达影响，以期为阐明缺氧缺血

引起神经损伤的新机制及发现新的 HIE 治疗靶点奠

定基础。

1　材料与方法

1.1　实验动物

缺 氧 缺 血 动 物 模 型 采 用 10 日 龄 SPF 级

Sprague-Dawley（SD）大鼠 12 只，雌雄不限，体

重 18~20 g，随机分为缺氧缺血组和假手术组，每

组 6 只。神经元体外缺氧缺血模型采用孕 18 d SPF

级 SD 孕鼠 3 只。

1.2　实验试剂与仪器

实验所需试剂：Neurobasal 培养基、DMEM 高

糖培养基、DMEM 无糖培养基、PBS、双抗、胰蛋

白酶、胎牛血清（美国 Gibco 公司），L- 谷氨酰胺、

多聚赖氨酸、DNA 酶 I（DNAse Ⅰ）（美国 Sigma

公司），Clock shRNA 慢病毒和阴性对照慢病毒（上

海吉凯基因化学技术有限公司），RIPA 细胞裂解

液（上海碧云天生物技术有限公司），抗 Clock 抗

体（英国 Abcam 公司）；抗 Beclin1 抗体、抗 LC3

抗体（美国 Novus 公司）；抗 β-actin 抗体、辣根

过氧化物酶标记山羊抗兔和山羊抗小鼠 IgG 抗体

（成都正能生物技术有限责任公司），ECL 检测

试剂盒（美国 Millipore 公司），预染蛋白 Marker（立

陶宛 Fermentas 公司）。

主要仪器：二氧化碳恒温培养箱（日本三洋

公司）；生物安全柜（德国贝克公司）；倒置显

微镜 TE 2000-U（日本尼康公司）；微量移液器、

水平离心机、低温离心机（德国 Eppendorf 公司）；

化学发光仪（美国 GE 公司）；聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS-PAGE）垂直电泳系统及湿式膜转移系统

（美国 BIO-RAD 公司）。

1.3　模型建立

动物缺氧缺血模型 [8]：缺氧缺血组大鼠经异

氟烷吸入麻醉后，结扎并切断右侧颈总动脉，术后

送回母鼠处休息 1 h，然后置于低氧仓（8%O2/92%N2

混合气）内，37℃低氧处理 2.5 h。假手术组仅分

离颈总动脉，不结扎，不作低氧处理。

神经元体外缺氧缺血模型 [8]：取孕 18 d SD 胎

鼠大脑，分离出大脑皮质并剪碎，以 0.25% 胰蛋

白酶和终浓度为 10 μg/mL 的 DNAse Ⅰ在 37℃孵箱

中消化 15 min，吸去消化液，加入 4 mL 含有 10%

胎牛血清的 DMEM 培养基终止消化，用 1 mL 移

液器轻柔吹打，静置 3 min 后吸取上部细胞悬液，

HI group had a significant reduction in the expression of Clock protein in the cortex and hippocampus (P<0.05). After OGD 
treatment, the neurons cultured in vitro had a significant reduction in the expression of Clock protein (P<0.05). Compared with 
the negative control group, the Clock gene inhibition group had significant reductions in the expression of Beclin1 and LC3 Ⅱ 
(P<0.05). Conclusions    Hypoxia/ischemia induces the disorder in the expression rhythm of autophagy-related proteins Beclin1 
and LC3, and the mechanism may be associated with the fact that the circadian protein Clock participates in the regulation of the 
expression of Beclin1 and LC3.                                                                            [Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(8): 938-944]

Key words: Hypoxia/ischemia; Autophagy; Circadian gene; Clock; Beclin1; LC3; Neuron; Neonatal rats
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用 70 μm 细胞滤网过滤，再加入 4 mL 培养基，重

复吹打剩余组织 2 次，收集细胞悬液离心，吹打

成单细胞悬液，以 2×106 个 /mL 的细胞密度接种

于培养皿中，置于 37℃、5%CO2 培养箱中培养 7 d

后分为对照组和氧糖剥夺（OGD）组，弃去培养

基，用 PBS 轻轻洗涤两次，加入预处理的 OGD 培

养基（无糖无血清 DMEM 培养基）模拟细胞缺血

状态，置于 37℃、5%CO2、1%O2 缺氧培养箱中孵

育 2 h，对照组给予正常培养基置于正常条件培养

箱中培养，OGD 结束后两组细胞用 PBS 清洗后给

予正常培养基于正常条件培养箱中继续培养。

1.4　神经元自噬相关蛋白表达节律检测

体 外 培 养 7 d 的 神 经 元 经 50% 马 血 清 诱 导

2 h，使神经元细胞节律同步 [9]，然后参照 1.3 小节

对神经元细胞进行分组和处理，当两组都换回正

常培养基，置于正常条件培养箱中继续培养时，

记为 0 h，从 0~48 h 每间隔 4 h 收集 OGD 组和正

常对照组神经元细胞，利用 Western blot 检测自噬

相关蛋白 Beclin1 和 LC3 在各时间点的表达水平。

实验独立重复 3 次。

1.5　标本采集

新生大鼠缺氧缺血术后 24 h，断头取脑，将

脑组织置于冰上，去除嗅球和小脑，取结扎颈总

动脉同侧大脑半球组织（右侧），去除脑白质，

用眼科镊夹取海马组织后，将海马和皮层分别置

于预冷的 RIPA 裂解液中。假手术组采取与缺氧缺

血组大鼠相同方法，采集右侧皮层和海马组织，

置于预冷的 RIPA 裂解液中。

1.6　神经元转染

提取孕 18 d SD 胎鼠大脑皮层神经元细胞，按

2×106 个 /mL 的细胞密度接种于 6 孔板中，分为

Clock shRNA 干扰组和阴性对照组，细胞培养 3 d 后，

分别用慢病毒包装的 Clock shRNA 病毒和阴性对照

病毒感染细胞，每组设 3 个复孔。感染 24 h 后，换

为正常培养基，继续培养 3 d，收集细胞提取总蛋白。

1.7　Western blot 检测蛋白表达

分别提取神经元细胞、大鼠大脑皮层及海

马组织总蛋白，并进行 SDS-PAGE，然后转移至

PVDF 膜 上， 用 脱 脂 奶 粉 封 闭 1 h， 分 别 加 入 抗

Clock 抗体、抗 Beclin1 抗体、抗 LC3 抗体、抗 β-Actin

抗体，4℃孵育过夜，洗膜后加入相应的辣根过氧

化物酶标记的二抗，用 ECL 发光液（北京全式金

生物技术有限公司）进行显色，用化学发光系统

进行拍照分析。实验独立重复 3 次。

1.8　统计学分析

采用 SPSS 13.0 统计软件对数据进行统计学分

析。计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，两

组间比较采用 t 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　两组不同时间点 Beclin1 和 LC3 表达情况

体外正常培养神经元自噬相关蛋白 Beclin1 表

达在 24 h 内呈现节律性波动，其中在 8 h 和 24 h

时处于表达低谷；在 24~48 h 内具有与 24 h 内相

似的节律波动。同时，自噬相关蛋白 LC3 Ⅱ的表

达与 Beclin1 具有相似趋势，在 24 h 内也是在 8 h

和 24 h 时处于表达低谷，且在 24~48 h 内具有与

24 h 内相似的节律波动。Beclin1 和 LC3 Ⅱ的表达

情况在 3 次独立重复实验中的变化趋势一致，提

示神经元自噬相关蛋白 Beclin1 和 LC3 Ⅱ的表达具

有节律性。见图 1~2。

 0 h        4 h       8 h     12 h     16 h    20 h    24 h     28 h     32 h    36 h     40 h     44 h     48 h

图 1　Western blot 法检测神经元自噬相关蛋白 Beclin1 和 LC3 表达电泳图

LC3 Ⅰ

LC3 Ⅱ

Beclin1

β-actin
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图 4　Western blot 法检测 OGD 处理后神经元自噬相关蛋白 Beclin1 和 LC3 表达情况（n=3）

图 3　Western blot 法检测 OGD 处理后神经元自噬相关蛋白 Beclin1 和 LC3 表达电泳图

2.2　OGD 处理后神经元自噬相关蛋白 Beclin1 和

LC3 表达情况

体外培养神经元经 OGD 处理后，自噬相关蛋

白 Beclin1 和 LC3 Ⅱ的表达随着时间的延长逐渐升

高，不再呈现节律性波动（图 3~4），在 40 h 时

开始出现表达降低。提示，OGD 处理能够影响神

经元自噬相关基因 Beclin1 和 LC3 Ⅱ节律性表达。

图 2　Western blot 法检测神经元自噬相关蛋白 Beclin1 和 LC3 表达情况（n=3）

2.3　缺氧缺血对神经元 Clock 蛋白表达的影响

体外培养神经元经 OGD 处理后，与对照组

相比，OGD 组神经元 Clock 蛋白表达量显著降低

（t=3.735，P<0.05）。与体外培养神经元结果相似，

新生大鼠经缺氧缺血处理后，缺氧缺血组大鼠大

脑皮层和海马 Clock 蛋白表达量较假手术组均显著

降低（分别 t=3.628、7.365，P<0.05）。表明缺氧

缺血会引起神经元 Clock 蛋白表达降低。见图 5。
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图 6　抑制 Clock 基因表达对自噬相关基因 Beclin1 和 LC3 蛋白表达的影响　　左图为 Western blot 检测相关

蛋白表达电泳条带图，右图为统计图（n=3）。a 示与阴性对照组相比，P<0.05。

图 5　Western blot 法检测神经元 Clock 蛋白的表达　　A：体外培养神经元经 OGD 处理后，Clock 基因蛋白表达

电泳条带图及统计图（n=3）；B：缺氧缺血处理后，新生大鼠大脑皮层和海马 Clock 基因蛋白表达电泳条带图及统计图（n=6）。

a 示与对照组 / 假手术组相比，P<0.05。

2.4　抑制 Clock 基因表达对自噬相关蛋白 Beclin1

和 LC3 表达的影响

为了探明 Clock 基因表达降低能否影响自噬

相关蛋白 Beclin1 和 LC3 的表达，采用慢病毒包

装的 Clock shRNA 和阴性对照病毒感染体外培养

神经元。与阴性对照组相比，Clock shRNA 干扰

组 Clock 表 达 显 著 降 低（t=4.286，P<0.05）， 表

明成功抑制神经元 Clock 基因表达；与阴性对照

组相比，抑制神经元 Clock 基因表达后，自噬相

关蛋白 Beclin1 和 LC3 Ⅱ的表达都显著降低（分别

t=2.567、3.950，P<0.05）， 提 示 Clock 基 因 参 与

调控自噬相关蛋白 Beclin1 和 LC3 Ⅱ的表达。见图 6。
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3　讨论

目前新生儿 HIE 发病机制的研究主要集中在

探索缺氧缺血引起的神经损伤的机制。发育期中

枢神经系统在缺氧缺血应激后会产生一系列级联

反应，引起神经细胞死亡，参与调控神经细胞死

亡的过程包括自噬、凋亡和坏死性凋亡等 [10-11]。

已有研究表明自噬在缺氧缺血引起的神经损伤过

程中发挥重要作用。采用自噬激活剂雷帕酶素可

致缺氧缺血后细胞凋亡明显增加 [12]。然而最新研

Clock/β-actin

Beclin1/β-actin

LC3 Ⅱ /β-actin



 第 19 卷 第 8 期

  2017 年 8 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.19 No.8

Aug. 2017

·943·

究表明，自噬在神经病理状态下具有双重作用，

缺氧缺血引发神经细胞过度自噬会导致细胞死亡，

但一些应激刺激下适度增加自噬可抵御应激损伤，

发挥神经保护作用 [13-15]。也有研究发现，细胞自

噬过程具有节律性，并且自噬节律受到节律系统

和节律基因的调控 [6]。自噬的这种双重作用可能和

自噬节律相关，维持神经细胞自噬节律稳定可能

是神经细胞保持正常生理功能的重要因素之一。

我们建立体外缺氧缺血模型，探索神经元自

噬相关基因 Beclin1 和 LC3 的表达是否具有节律性，

且是否受到缺氧缺血的影响。Beclin1 作为自噬信

号通路中重要的因子，参与缺氧缺血诱导的自噬

发生 [16]。干扰 Beclin1 表达能够降低缺氧缺血诱导

的自噬 [17]。LC3 Ⅱ表达被认为是自噬体形成和成

熟的标志。本研究发现，神经元细胞自噬相关蛋

白 Beclin1 和 LC3 Ⅱ的表达具有节律性，并且缺氧

缺血会引起神经元 Beclin1 和 LC3 Ⅱ的表达节律紊

乱。由于 Beclin1 和 LC3 在自噬过程中具有重要作

用，Beclin1 和 LC3 Ⅱ的表达具有节律性，表明神

经元自噬具有节律性。而缺氧缺血会扰乱神经元

的自噬节律，提示自噬节律在缺氧缺血引起的神

经损伤中具有重要作用，值得进行深入研究。

最近有研究报道，缺氧缺血引起新生大鼠节

律基因 Clock 表达异常 [18]。Clock 基因作为节律系

统的核心基因，在多种组织中都有表达，并参与

调控下游其他基因的表达 [19-20]。并且，Clock 基

因在维持细胞正常生理活动中起到重要作用，如

参与调控细胞增殖和凋亡等 [21]。而且，节律基因

还参与调控细胞自噬，使细胞自噬过程具有节律

性 [6]。节律因子 Rev-erbα 和 Per1b 敲除的斑马鱼

中，自噬相关基因表达和自噬活性都增强，而且

自噬节律出现紊乱 [7]。因此，本课题组推测节律

基因 Clock 可能参与了缺氧缺血引起的神经细胞

自噬节律紊乱的调控。本研究发现，缺氧缺血引

起新生大鼠神经元 Clock 基因蛋白表达降低。采

用 shRNA 抑制神经元 Clock 基因表达后，神经元

细胞中自噬相关蛋白 Beclin1 和 LC3 Ⅱ表达降低，

表明 Clock 基因能够调控自噬相关蛋白 Beclin1 和

LC3 Ⅱ的表达，提示 Clock 基因调控的自噬信号通

路可能参与缺氧缺血引起的神经细胞自噬节律紊

乱的调控。而 OGD 处理后的神经元自噬相关蛋白

Beclin1 和 LC3 Ⅱ的表达相较对照组有升高，与抑

制神经元 Clock 基因表达后，神经元细胞中自噬相

关蛋白 Beclin1 和 LC3 Ⅱ表达降低的结果相反，这

可能与 Clock shRNA 转染成功后 3 d 才检测 Beclin1

和 LC3 Ⅱ的表达（OGD 处理后 48 h 内完成蛋白检

测），或在 OGD 处理过程中，可能存在其他调节

Beclin1 和 LC3 Ⅱ表达的因素有关。由于自噬在缺

氧缺血脑损伤中发挥重要的作用 [22]，因而自噬节

律紊乱可能是缺氧缺血引起神经细胞损伤的新机

制。缺氧缺血后神经细胞自噬的节律调控及效应

也有待深入研究。
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·消息·

《实用儿童脑病学》新书介绍

儿童脑损伤和脑病是危害儿童健康成长和人口素质的主要疾病，严重影响儿童社会

交往能力、适应能力、注意力和学习能力，甚至导致癫癎、视听障碍、语言障碍、智力

障碍、脑性瘫痪、植物状态等神经伤残。

由陈光福教授主编、人民卫生出版社出版的《实用儿童脑病学》，全书共 30 章，

139 万字，460 多幅图（部分彩图），涉及儿童神经发育、神经解剖、神经影像学检查、

脑功能检查、神经学检查评估、神经保护治疗、神经免疫治疗、神经修复治疗与康复治疗，

以及各种儿童脑疾病的病因、发病机制、病理、临床表现、诊断方法与治疗进展等内容。

本书编委为从事儿童神经发育基础、神经影像、神经电生理、神经内科、神经外科、

儿童康复和新生儿等专业的专家，专家们历时 2 年精心撰写，反复修改、补充，力求反

映本领域近 5 年国内外的最新研究进展、诊治指南和专家共识，以及作者的临床经验与

研究成果，并对新的探索性治疗应用前景进行了述评和展望。全书图文并茂、条理清晰、内容丰富、可读性强，是

一部具有先进性、科学性和实用性的专业参考书。

有意购买者请联系王波医师，电话：13823108103，邮箱：66286432@qq.com。




