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自噬参与氧糖剥夺对 Ｎ２ａ 细胞的损伤

谌雯琦ꎬ谢　 明∗

(南华大学附属第一医院神经内科ꎬ湖南 衡阳 ４２１００１)

摘　 要:　 自噬在脑缺血中的作用目前没有统一定论ꎮ 本文主要是通过建立氧糖剥夺(ＯＧＤ)模型来模拟脑缺

血的过程从而探讨自噬在脑缺血中的作用ꎮ 在小鼠神经母细胞瘤细胞(Ｎ２ａ)经过 ＯＧＤ 处理后ꎬ检测处理前后自噬

相关蛋白、细胞活力以及乳酸脱氢酶释放率的改变ꎮ 结果发现在 ＯＧＤ 处理后ꎬＮ２ａ 细胞中微管相关蛋白 １ 轻链 ３
(ＬＣ３)、Ｂｅｃｌｉｎ １ 及溶酶体相关膜蛋白 ２(ＬＡＭＰ２)蛋白表达量均增高ꎬ而细胞活力明显下降ꎻ与 ＯＧＤ 组相比ꎬ使用 ３￣
甲基腺嘌呤(３￣ＭＡ)抑制自噬后ꎬＮ２ａ 细胞乳酸脱氢酶释放率下降ꎮ 本研究表明在脑缺血过程中自噬被激活ꎬ但自

噬的激活可能对神经细胞是起损伤性作用的ꎮ
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　 　 卒中是世界上常见死亡原因之一ꎬ并且是导致

成人神经功能损伤的重要原因ꎮ 有近 ２０％卒中是

出血性卒中ꎬ而有 ８０％的卒中是缺血性脑卒中[１]ꎮ
研究表明卒中与痴呆[２]、老年人癫痫[３] 以及老年人

抑郁[４]的发生密切相关ꎮ
自噬广泛存在于真核细胞中ꎬ它是一种由一系

列基因调节的细胞成分自我消化的过程ꎮ 自噬的

功能是将细胞内可溶性大分子物质及衰老细胞器

等转运至溶酶体进行降解ꎬ实现其降解产物的再循

环利用ꎬ从而参与细胞内稳态的维持[５]ꎮ
已有研究表明ꎬ自噬参与脑缺血过程中ꎮ 石瑶

等[６]研究发现白藜芦醇通过 Ｓｉｒｔｕｉｎｓ１ 通路促进自

噬减轻大鼠脑缺血 /再灌注损伤ꎬ从而表明自噬在

脑缺血中的激活是起保护性作用的ꎮ 然而ꎬ耿武军

等[７]研究表明下调自噬能改善大鼠脑缺血再灌注

损伤ꎬ提示自噬在脑缺血中可能起到损伤性作用ꎮ
因此ꎬ目前自噬在脑缺血过程中的作用一直存在

争议ꎮ
Ｎ２ａ 细胞是由 Ｒ.Ｊ.Ｋｌｅｂｅ 和 Ｆ.Ｈ.Ｒｕｄｄｌｅ 经 Ａ 株

白鼠的自生肿瘤建立ꎬ细胞贴壁良好ꎬ多数成神经

元样ꎬ具有轴突样结构ꎬ被广泛用于神经病理分子
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机制研究ꎮ 且近年来 Ｎ２ａ 细胞的 ＯＧＤ 模型被广泛

使用作为细胞水平模拟脑缺血的临床过程[８￣９]ꎮ 本

研究利用 Ｎ２ａ 细胞体外脑缺血模型来探讨自噬在

脑缺血过程中的作用ꎬ从而为后续研究自噬对脑缺

血发生发展的影响以及相关机制提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料　 Ｎ２ａ 细胞由上海交通大学医学院附属

仁济医院干细胞中心实验室馈赠ꎮ 高糖 ＤＭＥＭ、无
糖 ＤＭＥＭ、胎牛血清购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ ＲＩＰＡ
Ｂｕｆｆｅｒ、 ＢＣＡ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ 及 ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ Ｗｅｓｔ
Ｐｉｃｏ Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ 为 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司产品ꎻ兔多抗 Ｂｅｃｌｉｎ １ 抗体为美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司产品ꎻ兔多抗 ＬＣ３Ｂ 抗体、兔抗 ＬＡＭＰ２、鼠
单抗 β￣ａｃｔｉｎ、ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ、ＨＲＰ 标记的

羊抗鼠 ＩｇＧ 以及 ３￣ＭＡ 购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＣＣＫ８
试剂盒 / Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ￣８ 为日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ 公司产

品ꎻ乳酸脱氢酶( ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＬＤＨ)试剂盒

购于中国南京建成生物工程研究所ꎮ
１.２　 仪器　 二氧化碳细胞培养箱购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻ多气体细胞培养箱为日本 ＳＡＮＹＯ 公

司产品ꎻ多功能酶标仪为美国 Ｂｉｏ Ｔｅｋ 公司产品ꎻ
ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ 化学发光成像系统购于美国 ＢＩＯ￣
ＲＡＤ 公司ꎻ倒置荧光显微镜购于日本 Ｎｉｋｏｎ 公司ꎻ
ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪为美国 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司产品ꎮ
１.３　 方法

１.３.１　 Ｎ２ａ 细胞培养　 Ｎ２ａ 细胞用含 １０％胎牛血清

的高糖 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２、９５％空

气的恒温培养箱中培养ꎬ每隔 ４８~７２ ｈ 传代一次ꎮ
１.３.２　 ＯＧＤ 模型的建立　 Ｎ２ａ 细胞 ＯＧＤ 模型建立

参照文献[１０￣１１] 并加以改进ꎮ 选用生长良好的 Ｎ２ａ
细胞ꎬ置换成无糖无血清培养基后ꎬ置于 ３７℃多气

体细胞培养箱(１％Ｏ２、５％ＣＯ２ 和 ９４％Ｎ２)中分别培

养 １ ｈ、４ ｈ、８ ｈ 以及 １２ ｈꎬ然后选择最佳处理时间ꎮ
１.３.３　 细胞生长曲线的测定　 细胞增殖采用 ＣＣＫ８
法来进行测定ꎮ 将 Ｎ２ａ 细胞以 ５×１０３个 /孔的密度

种植在 ９６ 孔板中ꎬ将细胞分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＯＧＤ ８ｈ 及

ＯＧＤ １２ｈ 组ꎬ每组设置 ３ 个重复孔ꎬ经过 ＯＧＤ 处理

后ꎬ弃原培养基ꎬ然后每孔加入 ９０ μＬ 新鲜高糖

ＤＭＥＭ 培养基及 １０ μＬ ＣＣＫ８ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈ 后在酶

联检测仪上测定波长 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值ꎮ
１.３.４　 细胞免疫荧光检测　 取生长良好的 Ｎ２ａ 细

胞种植于 ６ ｃｍ 细胞培养皿中ꎬ待细胞生长融合到

７０％~８０％左右ꎬ将 Ｎ２ａ 细胞分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＯＧＤ ８ ｈ
及 ＯＧＤ １２ ｈ 组ꎬ经过 ＯＧＤ 处理后ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３
次ꎬ４％多聚甲醛注射液固定 １０ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 再次清

洗 ３ 次ꎮ 然后利用 ０.５％ Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ １００ 对细胞进行透

化处理 ５ 分钟且用 ＰＢＳ 清洗后ꎬ置入含 ５％ＢＳＡ 液

体中室温封闭 ３０ ｍｉｎꎬ加入 １ ∶ ２００ 稀释的 ＬＣ３ 抗体

４ ℃孵育过夜ꎮ 接下来 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ再加入 １ ∶
２００ 稀释的荧光二抗室温避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 再

次清洗 ３ 次ꎮ 最后加入 ＤＡＰＩ 染色 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清

洗且封片后ꎬ置于倒置荧光显微镜下观察ꎮ
１.３.５　 免疫印迹　 将 Ｎ２ａ 细胞种植于 ６ 孔板中ꎬ待
细胞生长融合到 ７０％ ~ ８０％ 左右ꎬ 将细胞分为

Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＯＧＤ ８ｈ 及 ＯＧＤ １２ｈ 组ꎬ各组经过相应处理

后ꎬ使用裂解液裂解各组细胞ꎬ提取总蛋白ꎮ ＢＣＡ
法测定蛋白浓度后ꎬ每组各取 ２０μｇ 蛋白进行 １０％
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ然后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ
５％脱脂牛奶室温封闭处理 １ｈꎬ然后加入 １ ∶ ２００ 稀

释的 Ｂｅｃｌｉｎ １、 ＬＡＭＰ２ꎬ １ ∶ ５００ 稀 释 的 ＬＣ３ 和

１ ∶ １ ０００稀释的 β￣ａｃｔｉｎ 抗体 ４℃反应过夜ꎬＴＢＳＴ 洗

膜 ３ 次ꎬ再加入 １ ∶ ５ ０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记的羊抗

兔 ＩｇＧ 及羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗室温孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３
次ꎬ显影ꎮ 将显影所得的 Ｂｅｃｌｉｎ １、ＬＡＭＰ２、ＬＣ３ 和

β￣ａｃｔｉｎ 条带通过 ＩｍａｇｅＪ 软件进行灰度值分析后ꎬ计
算 Ｂｅｃｌｉｎ １、ＬＡＭＰ２、ＬＣ３ 相对蛋白表达量ꎮ 本组实

验重复 ３ 次ꎮ
１.３.６　 ＬＤＨ 释放率的测定　 本实验分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
和 ３￣ＭＡ 组ꎬＯＧＤ 组和 ＯＧＤ＋３￣ＭＡ 组ꎬ将 Ｎ２ａ 细胞分

别种植于 ２ 块 ６ 孔板中ꎬ将 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组及加入含

５ ｍｍｏｌ / Ｌ ３￣ＭＡ 细胞培养基的 ３￣ＭＡ 组置于正常培养

箱中培养ꎬ将分别加入无糖培养基及含 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ３￣
ＭＡ 无糖培养基的 ＯＧＤ 组及 ＯＧＤ＋３￣ＭＡ 组置于二氧

化碳细胞培养箱中培养 ８ ｈꎬ然后收集上清及细胞裂

解液ꎬ按南京建成检测试剂盒说明书加入如下试剂及

样品:丙酮酸、标准品或样品、双蒸水、基质缓冲液、辅
酶 Ｉꎬ混匀ꎬ３７ ℃温育 １５ ｍｉｎꎬ加入 ２ꎬ４ 二硝基苯肼ꎬ混
匀ꎬ３７ ℃温育 １５ ｍｉｎꎬ再加入０.４ ｍｍｏｌ / Ｌ碳酸氢钠溶

液ꎬ混匀ꎬ室温放置 ５ ｍｉｎꎬ波长 ４５０ ｎｍꎬ酶标仪测定吸

光度ꎮ 按照所给计算公式分别计算出各组上清及细

胞裂解液中 ＬＤＨ 浓度ꎮ ＬＤＨ 释放率 ＝上清 ＬＤＨ 浓

度 / (上清＋细胞裂解液 ＬＤＨ 浓度)ꎬ再分别以 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组和 ＯＧＤ 组 ＬＤＨ 释放率为 １００％来计算 ３￣ＭＡ 组及

ＯＧＤ＋３￣ＭＡ 组的相对 ＬＤＨ 释放率ꎮ
１.４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １６.０ 统计软件对数据

进行统计学分析ꎮ 实验数据采用均数±标准差表

示ꎬ组间比较采用方差分析及 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差
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异有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 免疫荧光检测 ＬＣ３ 在 ＯＧＤ 处理后 Ｎ２ａ 细胞中

的表达　 免疫荧光检查结果发现 ＯＧＤ 处理 Ｎ２ａ 细

胞 ８ ｈ 及 １２ ｈ 后ꎬＬＣ３ 表达较对照组增高ꎬ且以

ＯＧＤ ８ ｈ 组 ＬＣ３ 表达增高最显著(图 １)ꎮ

图 １　 免疫荧光检测 ＬＣ３ 在 ＯＧＤ 处理后 Ｎ２ａ 细胞中的表达(４００×)

２.２　 免疫印迹法检测自噬相关蛋白在 ＯＧＤ 处理后

Ｎ２ａ 细胞中的表达　 免疫印迹分析结果显示ꎬ与对

照组比较ꎬＯＧＤ ８ｈ 组及 ＯＧＤ １２ｈ 组ꎬＬＣ３ＩＩ / Ｉ 蛋白

表达量明显增加(Ｐ<０.０５)ꎬＢｅｃｌｉｎ １ 与 ＬＡＭＰ２ 蛋白

表达量有增加趋势ꎬ但差异无显著性(Ｐ>０.０５)ꎬ(图
２ꎬ３)ꎮ

图 ２　 免疫印迹检测 ＬＣ３ 及 Ｂｅｃｌｉｎ １ 在
ＯＧＤ 处理后 Ｎ２ａ 细胞中的表达

图 ３　 免疫印迹检测 ＬＡＭＰ２ 在 ＯＧＤ 处理后

Ｎ２ａ 细胞中的表达

２.３　 ＣＣＫ８ 法检测 ＯＧＤ 处理后 Ｎ２ａ 细胞活力　 将

ＣＣＫ８ 法检测结果进行统计分析ꎬ结果显示 ＯＧＤ 处

理后ꎬＮ２ａ 细胞活力较对照组明显下降ꎬ且随着

ＯＧＤ 处理时间的延长ꎬＮ２ａ 细胞活力下降更加明显

(Ｐ<０.０５)(图 ４)ꎮ
２.４　 ＯＧＤ 处理对 Ｎ２ａ 细胞 ＬＤＨ 释放率的影响　 综

合上述实验结果ꎬ发现 Ｎ２ａ 细胞经过 ＯＧＤ ８ ｈ 处理
后ꎬ自噬相关蛋白增加更为明显ꎬ因此采用经过 ＯＧＤ
处理 ８ ｈ 的 Ｎ２ａ 细胞来检测使用自噬抑制剂 ３￣ＭＡ 后

Ｎ２ａ 细胞 ＬＤＨ 释放率的变化ꎮ 在未经 ＯＧＤ 处理的

Ｎ２ａ 细胞中ꎬ３￣ＭＡ 组的 Ｎ２ａ 细胞 ＬＤＨ 释放率相比对

５７４中南医学科学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ４６ 卷第 ５ 期



图 ４　 ＣＣＫ８ 法检测 ＯＧＤ 处理后 Ｎ２ａ 细胞活力

照组无明显变化(图 ５Ａ)ꎻ而在经过 ＯＧＤ 处理的 Ｎ２ａ
细胞中ꎬＯＧＤ＋３￣ＭＡ 组 Ｎ２ａ 细胞的 ＬＤＨ 释放率相比

ＯＧＤ 组降低(Ｐ>０.０５)(图 ５Ｂ)ꎮ

图 ５　 ＯＧＤ 处理对 Ｎ２ａ 细胞 ＬＤＨ 释放率的影响

３　 讨　 　 论

自噬是指在自噬相关基因 ( ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅꎬＡｔｇ)的调控下ꎬ细胞吞噬自身受损的细胞器和

蛋白质ꎬ从而维持细胞内环境稳定的一种溶酶体依

赖的降解途径[１２]ꎮ 目前的研究发现ꎬ自噬参与胰腺

癌[１３]、神经退行性疾病[１４￣１５]、心肌缺血再灌注损

伤[１６]、慢性阻塞性肺疾病[１７] 的发生与发展过程中ꎮ
脑缺血性疾病是危害人类身体健康的重要疾病之

一[１８]ꎮ 近年来ꎬ越来越多的研究发现在脑缺血过程

中也有自噬参与ꎮ 但对于自噬在脑缺血中是否激

活以及自噬的作用ꎬ目前尚未有统一的结论ꎮ
为了探讨自噬在脑缺血中是否激活ꎬ本研究采

用 Ｎ２ａ 细胞 ＯＧＤ 模型来模拟体外脑缺血过程ꎮ
ＬＣ３ 分为 ＬＣ３ Ｉ 和 ＬＣ３ ＩＩ 两种蛋白形式ꎬ前者作为

细胞质性的 ＬＣ３ꎬ主要分布在细胞质中ꎬ而后者作为

膜型 ＬＣ３ 则定位于自噬体膜上ꎮ 因此 ＬＣ３ 通常被

作为自噬标志物来检测自噬活性[１９]ꎮ 研究中发现ꎬ
Ｎ２ａ 细胞经过 ＯＧＤ 处理以后ꎬ自噬标记性蛋白 ＬＣ３
免疫荧光表达较对照组明显增加ꎬ表明在 ＯＧＤ 过程

中ꎬ自噬活性增加ꎮ 接下来ꎬ检测了自噬相关蛋白

ＬＣ３ 及 Ｂｅｃｌｉｎ １ 蛋白表达量ꎮ 结果发现 ＯＧＤ ８ｈ 及

１２ｈ 后ꎬＮ２ａ 细胞 ＬＣ３ＩＩ / Ｉ 比值显著增加ꎬ而 Ｂｅｃｌｉｎ １
蛋白也有增加的趋势ꎬ但尚未达到统计学意义ꎮ 这

可能与实验样本重复一致性欠佳ꎬ从而导致统计学

未有阳性结果ꎮ 但是ꎬ上述研究结果基本上证实

ＯＧＤ 过程中自噬蛋白表达增加ꎮ
近几年来越来越多研究者提出“自噬通量”的

概念ꎬ认为仅仅自噬相关蛋白如 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ １ 的表

达增加ꎬ甚至电镜下自噬体数目增加都不一定代表

自噬活性增加ꎬ也有可能是因为自噬体数目增加ꎬ
而溶酶体活性并没有增加ꎬ导致自噬相关蛋白聚集

而没有得到有效的降解ꎮ 自噬是自噬体与溶酶体

融合形成自噬溶酶体后ꎬ使自噬体内包裹的物质被

有效降解的过程ꎮ ＬＡＭＰ２ 是一种定位于溶酶体膜

上的重要溶酶体膜蛋白[２０]ꎬ经常被使用作为一种溶

酶体的标志物[２１￣２２]ꎮ 因此ꎬ进一步检测了 ＬＡＭＰ２
蛋白的表达ꎬ结果发现 ＯＧＤ ８ ｈ 及 １２ ｈ 后ꎬＮ２ａ 细

胞中 ＬＡＭＰ２ 蛋白的表达较对照组尽管没有显著增

加ꎬ但仍有增加趋势ꎮ 猜测可能与 ＯＧＤ 处理时间点

(ＯＧＤ ８ ｈꎬＯＧＤ １２ ｈ)有关ꎬ可以适当增加 ＯＧＤ 处

理时间点的范围ꎬ从而找出最适宜的 ＯＧＤ 处理时

间ꎬ或者增加其他溶酶体标志物如 Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｂ 来进

一步验证溶酶体活性ꎮ 综合上述实验结果ꎬ认为

ＯＧＤ 后自噬活性是增加的ꎮ
本实验发现ꎬＮ２ａ 细胞经过 ＯＧＤ 处理后细胞活

性逐渐下降ꎬ且有显著意义ꎮ 而前一部分实验也初

步证实 ＯＧＤ 后 Ｎ２ａ 细胞自噬活性增加ꎬ因此 ＯＧＤ
后自噬活性的增加对 Ｎ２ａ 细胞是起损伤性作用的ꎮ
３￣ＭＡ 是一种通过调节 ＩＩＩ 型 ＰＩ３Ｋ 形成来阻断自噬

体的形成的自噬抑制剂[２３￣２４]ꎮ 为了进一步证实本

文的推测ꎬ使用 ３￣ＭＡ 抑制自噬ꎬ且通过检测乳酸脱

氢酶释放率来进行细胞毒性检测ꎮ 实验结果发现

在未经 ＯＧＤ 处理的 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组与 ３￣ＭＡ 组两组 Ｎ２ａ
细胞的乳酸脱氢酶释放率无差异ꎬ而在 ＯＧＤ 处理

后ꎬ使用 ３￣ＭＡ 处理的 Ｎ２ａ 细胞的乳酸脱氢酶释放

率较 ＯＧＤ 组下降ꎮ 尽管差异未达到统计学意义(Ｐ
>０.０５)ꎬ但是后续试验加大样本量及增加重复次数

可能获得阳性结果ꎮ 这部分结果提示 ３￣ＭＡ 可能减

轻了 ＯＧＤ 对 Ｎ２ａ 的细胞损伤ꎮ
总之ꎬ本实验结果表明 ＯＧＤ 后 Ｎ２ａ 细胞自噬途

径被激活ꎬ而自噬活性被 ３￣ＭＡ 抑制后减轻了 ＯＧＤ
后 Ｎ２ａ 细胞的损伤ꎮ 本实验目前初步证实 ＯＧＤ 诱

导的自噬对 Ｎ２ａ 细胞是起损伤作用的ꎬ至于自噬的

具体作用机制以及信号途径ꎬ有待后续试验进一步

探讨ꎮ
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