
 第 19 卷 第 2 期

  2017 年 2 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.19 No.2

Feb. 2017

·242·

线粒体自噬对新生大鼠缺氧缺血脑损伤的影响

李明熹　屈艺　母得志

（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 /
发育与妇儿疾病四川省重点实验室，四川 成都　610041）

［摘要］　目的　了解缺氧缺血脑损伤的动物模型中线粒体自噬情况，探讨其在缺氧缺血脑损伤中的作

用。方法　将 120 只新生 7 日龄 Sprague-Dawley 大鼠分为假手术组、缺氧缺血脑损伤（HIBD）组、自噬抑制剂

干预组（3MA 组）。HIBD 组行右侧颈总动脉结扎后置于低氧仓（8% 氧气和 92% 氮气）2.5 h，3MA 组腹腔注

射 2 μL 3MA 30 min 后再进行结扎和低氧处理，假手术组不予结扎和低氧处理。在造模后提取各组单细胞悬液，

用 Mitotracker 标记线粒体、Lysotracker 标记自噬小体、LC3 标记自噬进行免疫荧光共定位观察线粒体自噬情况；

荧光探针 JC-1 染色后，采用流式细胞仪检测线粒体膜电位。TTC 染色法检测脑梗死灶大小。提取皮质神经元中

的细胞浆蛋白，Western blot 法检测线粒体自噬相关蛋白的表达情况。结果　与假手术组相比，HIBD 组线粒体

膜电位明显降低（P<0.05），线粒体自噬增加（P<0.05），线粒体分裂相关蛋白 Drp1、Fis1 的表达升高，线粒

体外膜蛋白受体 Tom20 与内膜蛋白受体 Tim23 的表达降低（P<0.05）；3MA 组膜电位比 HIBD 组降低更为明显

（P<0.05），但线粒体自噬程度明显减少（P<0.05）。3MA 组大鼠脑组织梗死程度较 HIBD 组明显增加（P<0.05）。

结论　HIBD 能够增加线粒体自噬的发生，抑制线粒体自噬会加重新生大鼠 HIBD 的损伤程度。

［中国当代儿科杂志，2017，19（2）：242-249］
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Role of mitophagy in neonatal rats with hypoxic-ischemic brain damage

LI Ming-Xi, QU Yi, MU De-Zhi. Department of Pediatrics, West China Second Hospital, Sichuan University/Key 
Laboratory of Birth Defects and Related Diseases of Women and Children, Ministry of Education/Key Laboratory of 
Development and Related Diseases of Women and Children, Chengdu 610041, China (Mu D-Z, Email: mudz@scu.edu.
cn)

Abstract: Objective    To investigate mitophagy in an animal model of hypoxic-ischemic brain damage (HIBD) 
and its role in HIBD. Methods    A total of 120 neonatal Sprague-Dawley rats aged 7 days were divided into three 
groups: sham-operation, HIBD, and autophagy inhibitor intervention (3MA group). The rats in the HIBD group were 
treated with right common carotid artery ligation and then put in a hypoxic chamber (8% oxygen and 92% nitrogen) for 2.5 
hours. Those in the 3MA group were given ligation and hypoxic treatment at 30 minutes after intraperitoneal injection of 
2 μL 3MA. Those in the sham-operation group were not given ligation or hypoxic treatment. Single cell suspension was 
obtained from all groups after model establishment. Immunofluorescence localization was performed for mitochondria 
labeled with MitoTracker, autophagosomes labeled with LysoTracker, and autophagy labeled with LC3 to observe 
mitophagy. After staining with the fluorescent probe JC-1, flow cytometry was used to measure mitochondrial membrane 
potential. TTC staining was used to measure infarct volume. Cytoplasmic proteins in cortical neurons were extracted, 
and Western blot was used to measure the expression of mitophagy-related proteins. Results    Compared with the sham-
operation group, the HIBD group had a significant reduction in mitochondrial membrane potential (P<0.05), a significant 
increase in mitophagy (P<0.05), a significant increase in the expression of the proteins associated with the division 
of the mitochondrial Drp1 and Fis1 (P<0.05), and a significant reduction in the expression of the mitochondrial outer 
membrane protein Tom20 and the mitochondrial inner membrane protein Tim23 (P<0.05). Compared with the HIBD 
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新 生 儿 缺 氧 缺 血 性 脑 病（hypoxic-ischemic 
encephalophathy, HIE）是儿科常见的严重疾病，也

是引起儿童神经伤残的重要原因之一 [1]。因此，研

究和阐明缺氧缺血脑损伤（HIBD）的分子基础及

其与预后的关系对于探寻特异防治方法具有重要

意义。神经元细胞需要合成神经递质，进行轴突

运输，有氧代谢，实现信息的整合转导和输出，

这些生理活动都需要线粒体进行供能，因此神经

元对缺氧十分敏感 [2]。当 HIBD 发生后，由于缺氧，

ATP 合成被打断，线粒体受损，氧化呼吸链中的

电子发生漏出产生大量的活性氧和凋亡因子释放

到神经元胞浆，激活细胞死亡通路 [3]。此时细胞会

做出应激反应，在线粒体释放促凋亡因子之前，

通过自噬将受损的线粒体选择性的隔离和降解，

预防下一步的损伤。Drp1 和 Fis1 是线粒体分裂有

关的蛋白 , 二者相互作用可促进线粒体的分裂，从

而参与线粒体自噬的调节 [4-6]。线粒体外膜蛋白受

体 Tom20 与线粒体内膜蛋白受体 Tim23，定位于

线粒体上 , 当线粒体形态与功能完整时，二者稳

定表达，当线粒体受损时，二者表达降低，可致

线粒体自噬 [7-8]。三甲基腺嘌呤（3-methyladenine, 
3MA）是自噬抑制剂，通过抑制 Class Ⅲ PI3K，

从而抑制自噬体的形成 [9]，3MA 既能抑制非选择

性自噬，也能抑制选择性自噬。近年来，许多研

究表明线粒体自噬调节异常与许多疾病密切相关，

尤其是在神经退行性疾病和脑外伤中 [10-13]。但是，

线粒体自噬在新生儿 HIE 中的作用鲜有报道。

本研究将建立新生大鼠缺氧缺血模型模拟新生儿

HIE，探讨发生缺氧缺血时，线粒体自噬的表达情

况，了解其在 HIBD 后的修复作用，以及调控机制，

为 HIE 的治疗提供新的思路。

1　材料与方法

1.1　主要试剂

8% 氧气和 92% 氮气混合气（四川大学华西

第二医院中央供气站）；自噬抑制剂 3-MA（Sigma，

美国）；ECL 底物化学发光试剂（Pierce 公司，美

国）；BCA 蛋白定量检测试剂盒（北京百泰克生

物技术有限公司）；聚偏氟乙烯（PVDF）膜（O. Roche

公司，瑞士）；组织线粒体分离试剂盒、蛋白酶

抑制剂 PMSF、线粒体膜电位检测试剂盒（上海碧

云天生物技术有限公司）；兔抗鼠 Tom20 抗体、

兔抗鼠 Tim23 抗体、兔抗鼠 Drp1 抗体（Abcam 公

司，英国）；兔抗鼠 Fis1 抗体、兔抗鼠 β-actin 抗体、

辣根过氧化物酶标记的抗兔 IgG 抗体（Santa Cruz

公司，美国）；线粒体示踪剂（mitotracker）、自

噬小体示踪剂（lysotracker）（Invitrogen 公司，美国）；

兔抗鼠 LC3 抗体（Novus 公司，美国）。

1.2　动物分组与模型建立

出 生 后 7 日 龄 Sprague-Dawley 大 鼠 120 只，

雌雄不限，由四川大学华西动物实验中心提供。

将新生大鼠分为假手术组、HIBD 组、自噬抑制剂

干预组（3MA 组），每组又分为缺氧后 2、12、

24、48、72 h 5 个亚组，每个亚组动物数相同（n=8）。

通过改良 Rice-Vannuncci 法 [14] 建立新生大鼠

HIBD 模型：7 日龄新生大鼠吸入乙醚进行麻醉后，

固定在操作台上，碘酒消毒颈部皮肤后，于正中

偏右行纵向切口后逐层分离，游离右侧颈总动脉

后用 5-0 号丝线进行结扎，缝合皮肤伤口，术后

将新生大鼠放入 37℃恒温箱中恢复 30 min，然

后放入缺氧舱中给予含 8% 氧气和 92% 氮气混合

气，气体流量为 1.5 L/min，维持 2.5 h。假手术组

大鼠行颈总动脉分离后不作结扎，缝合切口，不

作缺氧处理。3MA 组大鼠于 HIBD 造模前 30 min

腹腔注射 2 μL 溶于 PBS 的 3MA（100 nmol/μL），

HIBD 组和假手术组腹腔注射 2 μL PBS。

1.3　大脑皮层单细胞悬液的制备

处死大鼠后，切取右侧大脑皮层 100 mg，用

PBS 洗涤组织 1 次。将组织置于冰上的培养皿中，

用眼科剪剪碎组织，将组织悬液转移到离心管中，

加入 0.25% 胰酶 -EDTA 复合消化液于 37℃消化

20 min，消化期间可间断振荡或吹打。用细胞培养

液终止消化。用吸管吹打均匀后，放细胞筛（200 目）

group, the 3MA group had a significantly greater reduction in mitochondrial membrane potential (P<0.05), but showed 
significantly reduced mitophagy (P<0.05). In addition, the 3MA group had a significantly increased degree of cerebral 
infarction compared with the HIBD group (P<0.05). Conclusions    HIBD can increase the degree of mitophagy, and the 
inhibition of mitophagy can aggravate HIBD in neonatal rats.               [Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(2): 242-249]

Key words: Mitophagy; Hypoxic-ischemic brain damage; Neonatal rats
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过滤，收集细胞悬液，3 000 r/min 离心 5 min，吸

弃上清，将沉淀冲洗 2 次后加 PBS，制成单个细胞

悬液。

1.4　免疫荧光共定位检测线粒体自噬发生情况

Mitotracker 是一种线粒体的红色荧光探针，

用于活细胞线粒体的特异性荧光染色；lysotracker

是一种自噬体的蓝色荧光探针，用于细胞内自噬

体的荧光染色。两者进行荧光共定位可以检测在

线粒体中自噬的发生情况。将分离脑细胞在细胞

计 数 仪 下 计 数， 调 整 细 胞 数 至 1×106 个 /mL。

将 mitotracker 和 lysotracker 分别溶解于无水二甲

基亚砜（DMSO）中，均调整浓度至 1 mmol/L 储

存。取 1 mmol/L 的 lysotracker 加到 PBS 中使最终

浓 度 为 150 nmol/L， 取 1 mmol/L 的 mitotracker 加

入到 PBS 中使最终浓度为 200 nmol/L，将单细胞

悬液离心后除去上清，用 37℃预热 PBS 洗涤 3

次，离心后吸弃上清，用 37℃预热 mitotracker 工

作液和 lysotracker 工作液在 EP 管中悬浮细胞，与

细胞避光共孵育 30 min。除去染色工作液，加入

500 μL 预热的 PBS 漂洗 2 次，加入含 4% 多聚甲

醛的 PBS 溶液，在室温下固定 20 min，PBS 洗涤 3

次后 4℃避光保存。用 PBS 洗涤 2 次后加入含 0.2% 

TritionX-100 的 PBS 溶液，室温孵育 5 min。PBS 洗

涤 3 次后，加入 DAPI 孵育 5 min，PBS 洗涤后进

行共焦成像。当用 LC3 标记自噬时，在 mitotracker

染色固定后，PBS 洗涤 3 次后封闭液封闭 1 h，一

抗于 4℃冰箱中孵育过夜；滴入荧光素标记的二抗，

避光孵育 1 h，PBS 洗涤 3 次后，加入 DAPI 孵育

5 min，PBS 洗涤后，进行共聚焦成像。

1.5　JC-1 法检测线粒体膜电位

正常细胞线粒体膜电位高，线粒体内 JC-1 聚

集体的浓度高，红色荧光增强；当细胞发生损伤时，

线粒体膜电位下降，线粒体内 JC-1 呈单体形式，

发绿色荧光。因此，当观察到绿色荧光增强或红

色荧光下降时，表示线粒体膜电位下降，线粒体

受损。取 50 μL JC-1（200X）加入 8 mL 超纯水后

充分混匀，再加入 2 mL JC-1 染色缓冲液（5X），

混匀后即为 JC-1 染色工作液。每 1 mL JC-1 染色

缓冲液（5X）加入 4 mL 蒸馏水配置 JC-1 染色缓

冲液（1X）冰浴。缺氧缺血后 24 h 取各组大鼠脑

组织进行单细胞分离，将分离的脑细胞在细胞计

数仪下计数，调整细胞数至 1×106 个 /mL。重悬

于 500 μL PBS 中，加入 0.5 mL JC-1 染色工作液，

37℃孵育 20 min 后，2 300 r/min 4℃离心 3 min，沉

淀细胞。弃去上清，用 JC-1 染色缓冲液（1X）洗

涤 2 次，加入 1 mL JC-1 染色缓冲液（1X）重悬后

上流式细胞仪检测。

1.6　TTC 染色检测脑梗死灶大小

缺氧缺血后 24 h 取各组大鼠脑组织，将脑组

织置于脑切片模具中 -20℃冻 10~15 min，由视交

叉开始沿冠状位向后切片，切片厚度为 2 mm。

切 片 后 放 置 于 2% 浓 度 TTC 中，37 ℃ 温 箱 孵 育

30 min。染色结果红色为正常组织，白色为梗死组

织，计算梗死体积。

1.7　Western blot 法检测线粒体自噬相关蛋白的

表达水平

取皮质神经元中细胞浆蛋白，用 BCA 蛋白定

量检测试剂盒测定蛋白浓度，调整蛋白浓度至统

一浓度。10% 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶

120 V 电泳 90 min 分离蛋白，电泳结束后 300 mA

转膜 90 min，将蛋白转印到 PVDF 膜上，5% 脱脂

奶粉室温封闭 1 h 后弃去封闭液，分别加入一抗

anti-β-actin（1 : 1 000）、anti-β-Tubulin（1 : 500）、

anti-Drp1（1 : 1 000）、anti-Fis1（1 : 1 000）、anti-
Tom20（1 : 200）、anti-Tim23（1 : 200） 置 于 摇 床，

4℃过夜。加入 TBST 置于摇床上清洗 3 次，每次

5 min；加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温孵育

1 h，加入 TBST 洗膜 3 次，每次 5 min。在 PVDF 膜

上均匀滴入 ECL 超敏发光液，将膜放入凝胶成像仪

成像。

1.8　统计学分析

采用 SAS 9.4 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，多组间比较采用 One-way 

analysis of cariance（ANOVA），组间两两比较采

用 SNK-q 检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　缺氧缺血对 HIBD 大鼠线粒体膜电位的影响

流式细胞结果提示：与假手术组（131±35）

相比，HIBD 组中绿色平均荧光强度（257±50）增

加（t=5.835，P<0.05），线粒体内 JC-1 单体的浓度高，

表明活线粒体膜电位降低，凋亡细胞增多（图 1）。
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2.2　缺氧缺血对新生大鼠线粒体相关蛋白表达的

影响

Western bolt 检测结果显示：在胞浆中，线粒

体分裂相关蛋白 Drp1、Fis1 的表达均在 HIBD 后

开始增高，分别在 HIBD 后 12 h 和 24 h 达到峰值，

与假手术组相比差异有统计学意义（P<0.05）；

相反，线粒体外膜蛋白受体 Tom20 与线粒体内膜

蛋白受体 Tim23 的表达在 HIBD 后逐渐降低，均在

HIBD 后 24 h 达到谷值，与假手术组相比，差异有

统计学意义（P<0.01）。见图 2。

图 1　JC-1 法检测假手术组与 HIBD 组线粒体膜电位的变化　　线粒体膜电位下降时，线粒体内 JC-1 呈单体形式，

发绿色荧光，线粒体膜电位越低，绿色荧光越强；可见与假手术组相比，HIBD 组中绿色荧光流式图峰值增高、右移，平均荧

光强度增加，线粒体膜电位减低。

图 2　Western blot 检测线粒体分裂相关蛋白 Drp1、Fis1 和线粒体外 / 内膜蛋白受体 Tom20、Tim23 表达

情况　　左侧为 Drp1、Fis1 蛋白电泳条带图及统计图（n=8）；右侧为 Tom20、Tim23 蛋白电泳条带图及统计图（n=8）。

a 示与假手术组比较，P<0.05。
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2.3　大鼠 HIBD 后线粒体自噬的表达情况

免疫荧光结果提示：线粒体染色呈红色荧光，

自噬小体染色呈蓝色荧光（图 3）；两者共定位显

示，与假手术组（19.1±2.3）相比，HIBD 组红色

荧光数减少，分布弥散，密集程度降低，线粒体

数 量（12.5±2.9） 减 少（t=5.069，P<0.05）； 与

假手术组（6.6±1.8）相比，HIBD 组中线粒体和

自噬小体的共定位阳性细胞计数（9.7±1.3）增多，

差异有统计学意义（t=4.03，P<0.05）。

图３　免疫荧光共定位检测 HIBD 后线粒体以及线粒体自噬的表达（×400）　　线粒体染色呈红色荧光，自噬

小体染色呈蓝色荧光，胞浆中线粒体红色荧光与自噬小体蓝色荧光重叠合成的紫色荧光小点代表线粒体自噬的表达；与假手

术组相比，HIBD 组的红色荧光减少，紫色荧光增多，表示线粒体数量减少，线粒体自噬发生增多。

2.4　抑制线粒体自噬对 HIBD 新生大鼠脑组织损

伤程度的影响

LC3 标记自噬染色呈绿色荧光，线粒体染色

呈红色荧光，细胞核染色呈蓝色荧光。免疫荧光

结果提示，与 HIBD 组相比，3MA 组红色与绿色

荧光表达均减少（P<0.05），共定位阳性细胞计数

下降（P<0.05），荧光分布弥散，密集程度降低；

提示 3MA 抑制后，HIBD 新生大鼠线粒体自噬明

显减少。见表 1，图 4。

流式细胞学结果表明，HIBD 24 h 后，与假手

术组和 HIBD 组相比，3MA 抑制自噬后，红色荧

光强度降低，绿色荧光强度增高（P<0.05），线粒

体膜电位下降，凋亡细胞增多。见图 5，表 2。

脑 组 织 TTC 染 色 结 果 表 明：HIBD 24 h 后

各组脑梗死体积百分比比较差异有统计学意义

（F=242.4，P<0.05）。与假手术组（0.006±0.004）

相比，HIBD 组脑梗死体积占脑总体积（0.257±

0.039）明显增加（P<0.05）；3MA 组脑梗死体积

占脑总体积（0.385±0.041）与 HIBD 组相比，梗

死灶更为明显（P<0.05），提示脑梗死加重。见图 6。

表 1　各组免疫荧光结果比较　（x±s）

组别 n LC3 阳性细胞计数 线粒体细胞计数 LC3- 线粒体复合物细胞计数

　假手术组 8 0.29±0.19 21±5 0.092±0.028

　HIBD 组 8 20.82±2.76a 12±6a 8.504±3.001a

　3MA 组 8 11.11±4.01a,b 8±4a,b 4.707±3.290a,b

F 值 106.8 15.47 21.48

P 值 <0.01 <0.01 <0.01

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

假手术组

HIBD 组

蓝色荧光红色荧光 融合
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图 4　免疫荧光共定位检测假手术组、HIBD 组及 3MA 组线粒体自噬的情况（×400）　　LC3 染色呈绿色荧光，

线粒体染色呈红色荧光，细胞核染色呈蓝色荧光，胞浆中线粒体红色荧光与 LC3 绿色荧光重叠合成的黄色荧光小点代表线粒

体自噬的表达；与 HIBD 组相比，3MA 组红色与绿色荧光表达均减少，黄色荧光表达也相应降低，表明 3MA 注射后，抑制线

粒体自噬的表达。

HIBD 组假手术组  3MA 组  

绿色荧光

红色荧光

图 5　JC-1 法检测各组线粒体膜电位的变化　　当线粒体膜电位下降时，JC-1 染色红色荧光减弱，绿色荧光增强。

与假手术组和 HIBD 组相比，3MA 组中绿色荧光流式图峰值增高、右移，平均荧光强度增加；红色荧光流式图峰值降低、左移，

平均荧光强度下降；提示线粒体膜电位明显降低。

绿色荧光                               红色荧光                             蓝色荧光                                 融合
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3　讨论

线粒体是一个处于不断分裂和融合动态平衡

中的细胞器，当这一平衡被打破时会导致线粒体

的功能发生障碍，而线粒体功能障碍涉及到许多

疾病的发生和进展 [15]。通过特异性的自噬清除受

损的线粒体这一过程称为线粒体自噬，因此线粒

体自噬对于维持线粒体的自稳态以及细胞的存活

至关重要 [16]。目前 Zuo 等 [17] 在成年大鼠大脑中动

脉缺血模型中证实了在早期的缺氧缺血应激条件

下依赖线粒体分裂蛋白 Drp1 表达的线粒体自噬清

除受损线粒体，可以维持细胞稳态，促进细胞存活。

荧光探针 JC-1 是一种阳离子型的亲脂性染料，能

够跨过细胞膜，随着细胞膜电位的变化在膜两侧

保持动态平衡。正常细胞线粒体膜电位高，线粒

体内 JC-1 聚集体的浓度高，红色荧光增强，在流

式图上表现为 FL2 阳性率增加，当细胞发生损伤时，

线粒体膜电位下降，线粒体内 JC-1 呈单体形式，

发绿色荧光，FL1 阳性率增强。本研究发现，在新

生大鼠缺氧缺血模型中，与假手术组相比，线粒

体内 JC-1 单体的浓度高，FL1 通道绿色荧光强度

增加，线粒体膜裂解增加，膜电位明显降低。免

疫荧光结果显示线粒体和自噬小体的共定位阳性

率增多，提示线粒体自噬程度明显增加。Western 

表 2　各组流式荧光结果比较

组别 例数 绿色荧光强度 红色荧光强度

假手术组 8 131±35 142±29

HIBD 组 8 257±50a 77±18a

3MA 组 8 564±58a,b 16±4a,b

F 值 168 79.25

P 值 <0.01 <0.01

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

图6　各组脑组织TTC染色结果　　白色部分为梗死区。

与假手术组相比，HIBD 组和 3MA 组脑梗死面积明显增加；与

HIBD 组相比，3MA 组脑梗死面积更大。

bolt 结果提示线粒体分裂相关蛋白 Drp1 及 Fis1 表

达增加，线粒体外 / 内膜蛋白受体表达下降。我们

推测新生大鼠缺氧缺血后，线粒体膜裂解增加，

从而导致受损线粒体自噬增加。Cavallucci 等 [18] 通

过切除大鼠小脑半球构建急性局灶性脑损伤模型

中，依靠电镜检测线粒体形态，发现在脑损伤中

存在线粒体自噬，而增强线粒体自噬可以推迟局

灶性脑损伤的远期退化。本研究发现，自噬抑制

剂 3MA 注射后可以观察到线粒体和自噬小体共定

位阳性率减少，线粒体自噬被显著抑制。免疫荧

光结果显示 3MA 抑制线粒体自噬后，红色荧光降

低绿色荧光增加，线粒体膜电位下降，凋亡细胞

增多。3MA 抑制线粒体自噬后梗死灶扩大，提示

抑制线粒体自噬会加重 HIBD。我们推测抑制线粒

体自噬后，线粒体受损加重，氧化呼吸链中的电

子发生漏出，产生大量的活性氧和凋亡因子释放

到神经元胞浆，激活细胞死亡通路，从而促进了

细胞的凋亡。本研究初步揭示新生大鼠缺氧缺血

后出现的线粒体自噬对 HIBD 有一定的保护作用，

可能与线粒体分裂相关蛋白的表达有关，值得注

意的是线粒体自噬相关蛋白的修饰状态变化也能

够影响 HIBD 的进程，具体分子机制尚需进一步阐

明。
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