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亚低温对 OGD/R 模型新生大鼠海马神经元损伤的保护分子机制
研究

王雪芹 郭小凤 杨培源

［摘 要］　目的　观察亚低温（MH）对新生大鼠海马神经元氧糖剥夺/复糖复氧（OGD/R）损伤的保护作用，并探讨其作用机制。 
方法　体外培养新生大鼠海马神经元，将实验细胞随机分为对照组、OGD/R 组、OGD/R+MH 组和 OGD/R+MH+Chl 组；OGD/R 组神经元

给予 OGD 处理 6 h，再于 37℃复糖复氧处理 24 h 建立 OGD/R 模型。OGD/R+MH 组和 OGD/R+MH+Chl 组神经元均给予 OGD 处理 6 h，

再分别于 32℃不加或加氯喹（Chl）条件下复糖复氧处理 24 h。收集各组复糖复氧处理 24 h 后的细胞及细胞培养上清液；采用电镜观

察神经元超微结构变化，MTT 法检测神经元活力，ELISA 法检测乳酸脱氢酶（LDH）漏出率，TUENL 染色法检测神经元凋亡情况，West‑
ern blot 检测半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3 剪切体（Cleaved caspase-3）、聚 ADP 核糖聚合酶剪切体（Cleaved PARP）、溶酶体相关膜蛋白 2

（LAMP2）、泛素结合蛋白 P62、微管相关蛋白 1 轻链 3-Ⅱ（LC3Ⅱ）表达水平。 结果　与对照组比较，OGD/R 组出现明显的细胞器损伤、

降解、线粒体肿胀等神经元损伤表现，神经元活力下降、LDH 漏出率增加、凋亡神经元增多（P<0.05），凋亡标志物 Cleaved caspase-3、

Cleaved PARP 表达升高（P<0.05），LAMP2、P62 蛋白表达降低，LC3Ⅱ蛋白表达升高（P<0.05）。MH 干预后，OGD/R+MH 组较 OGD/R 组

细胞器损伤减轻，神经元活力升高、LDH 漏出率减少、凋亡神经元减少（P<0.05），凋亡标志物 Cleaved caspase-3、Cleaved PARP 表达降

低（P<0.05），LAMP2 蛋白表达升高，P62、LC3Ⅱ蛋白表达降低（P<0.05）。而 OGD/R+MH+Chl 组同时给予 MH 和自噬通量抑制剂 Chl 干

预后，MH 的上述作用被逆转（P<0.05）。 结论　MH 可能通过改善自噬通量、增加海马神经元自噬活性，从而减轻 OGD/R 所致的神经

损伤。 
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Molecular mechanism of protective effects of mild hypothermia on hippocampal neuron damage in OGD/R model newborn rats 
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[Abstract] Objective　 To observe the protective effect of mild hypothermia (MH) against oxygen-glucose deprivation/reoxygenation 

(OGD/R) injury of hippocampal neurons in neonatal rats, and to explore its action mechanism. Methods　The hippocampal neurons of neona‑
tal rats were cultured in vitro, and then they were randomly divided into control group, OGD/R group, OGD/R+MH group and OGD/R+MH+Chl 
group. The neurons in OGD/R group were treated with OGD for 6 h, and then treated with reoxygenation for 24 h under 37°C to construct OGD/
R models. The neurons in the OGD/R+MH group and OGD/R+MH+Chl group were treated with OGD for 6 h, and then treated with reoxygen‑
ation without or with chloroquine (Chl) for 24 h under 32°C,respectively.The cells and cell supernatants after 24 h of reoxygenation in each 
group were collected. The ultrastructural changes of neurons were observed by electron microscope. The activity of neurons was detected by 
MTT. The leakage rate of lactate dehydrogenase(LDH) was detected by ELISA. Neuronal apoptosis was detected by TUENL staining. The ex‑
pression levels of cleaved cysteine proteinase 3 (Cleaved caspase-3), cleaved poly ADP-ribose polymerase (Cleaved PARP), lysosome-
associated membranes protein 2 (LAMP2),ubiquitin-binding protein P62 and microtubule-associated protein 1 light chain 3-II (LC3II) were 
detected by Western blot. Results　 Compared with control group, there were obvious neuron injuries (organelle damage, degradation, mito‑
chondrial swelling), declined neurons activity, increased leakage rate of LDH and apoptotic neurons in OGD/R group (P<0.05), the expressions 
of Cleaved caspase-3 and Cleaved PARP increased (P<0.05), the expressions of LAMP2 and P62 decreased, and LC3II increased (P<0.05). 
Compared with the OGD/R group, organelle damage was reduced,neuron activity increased, the leakage rate of LDH and apoptotic neurons de‑
creased in the OGD/R+MH group (P<0.05), the expressions of Cleaved caspase-3 and Cleaved PARP decreased (P<0.05), LAMP2 increased, 
and P62 and LC3II decreased (P<0.05). However, in the OGD/R+MH+Chl group, the above-mentioned effects of MH were significantly re‑
versed(P<0.05). Conclusions　MH may alleviate OGD/R-induced nerve injury by improving autophagic flux and increasing autophagic activ‑
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ity of hippocampal neurons. 
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新 生 儿 缺 血 缺 氧 性 脑 病（hypoxic-ischemic en‑
cephalopathy，HIE）是围生期窒息引起的常见脑损伤性

疾病［1］，是导致新生儿认知功能障碍的主要原因之一。

在存活的 HIE 患儿中，20%~30% 遗留有不同程度的神

经功能缺陷［2-3］。亚低温（mild hypothermia，MH）已被证

实是治疗 HIE 的有效方法之一，且无严重的副作用［4］。

MH 对 HIE 的保护机制复杂，研究［5］发现 MH 通过减少

神经元凋亡来改善神经功能损伤。MH 可抑制氧糖剥

夺/复 糖 复 氧（oxygen glucose deprivation/reoxygenation，

OGD/R）诱导的大鼠海马神经元中 caspase-3 的激活，

然而其潜在的机制尚不清楚［6］。自噬是维持细胞内稳

态的重要机制，在脑缺血再灌注（ischemia-reperfusion，

I/R）损伤后激活，并发挥神经保护作用，且其作用可被

自噬抑制剂阻断［7］。体内外研究［8-9］表明，MH 通过自

噬途径保护心脏、肝脏等免受 I/R 损伤。此外，自噬与

细胞凋亡机制间存在密切联系［10］。基于此，本研究旨

在通过体外构建新生大鼠海马神经元 OGD/R 模型以

模拟 I/R 损伤和 HIE，并观察 MH 是否通过调节自噬活

性改善 OGD/R 诱导的神经元损伤。现报道如下。

1　材料与方法

1. 1　实验动物　SPF 级新生 1～3 日龄乳鼠 9 只，雌

雄不限，体质量 12~15 g，购自北京维通利华实验动物

技术有限公司，动物许可证号：SCXK（京）2016-0011。

1. 2　试剂与仪器　DMEM/F12 培养基购自美国 Gibco
公 司 ；四 甲 基 偶 氮 唑 蓝（methyl thiazoyl terazolium，

MTT）、氯喹（chloquinate，Chl）购自美国 Sigma 公司；乳

酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）酶联免疫吸附法

（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）检 测 试 剂

盒购自深圳子科生物科技有限公司；TUNEL 细胞凋亡

检测试剂盒购自上海翌圣生物科技有限公司；兔抗鼠

β-actin、Cleaved caspase-3、Cleaved PARP、溶酶体相关

膜 蛋 白 2（lysosome-associated membrane protein 2，

LAMP2）、P62 和 LC3 一抗购自美国 Abcam 公司；二抗

购自北京索莱宝科技有限公司；Tecnai G2 透射电微购

自荷兰 FEI 公司；全自动酶标免疫分析仪购自美国

Biotex 公司。

1. 3　方法　

1. 3. 1　新生大鼠海马神经元的分离、培养与鉴定　将

新生大鼠消毒后断头处死，迅速从颅骨中取出大鼠大

脑组织，放入含有 4℃ PBS 的培养皿中，于手术显微镜

下分离海马组织后放入含有 DMEM/F12 培养基的离心

管中，轻轻吹打分散。1 000 r/min 离心 5 min 后弃上

清，使用含 10% 胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）的

DMEM/F12 培养基重悬细胞。将细胞悬液以 1×106 个/
皿密度接种于 6 cm 细胞培养皿中，置于 37℃，5%CO2
培养箱中培养。培养 24 h 后，替换为含 2% B27 的培

养基继续培养。培养第 3 天，加入终浓度为 5 μmol/L
的阿糖胞苷作用 24 h，以抑制胶质细胞生长。之后每

3 d 换液继续培养，第 8 天进行 MAP-2 免疫荧光鉴定。

1. 3. 2　海马神经元 OGD/R 模型的建立与分组　新生

大鼠海马神经元 OGD/R 模型建立参照文献［11］：培养第

8 天，将含海马神经元的培养皿取出后弃去培养基，加

入预先配制的无糖 Earle’s 液，并将三气培养箱调节为

缺氧条件（1% O2、94% N2、5%CO2），37℃培养 6 h 后，更

换含 10% FBS 的 DMEM 培养基，于正常氧条件（21% 
O2、74% N2、5%CO2）培养 24 h。将培养的海马神经元随

机分为对照组、OGD/R 组、OGD/R+MH 组和 OGD/R+
MH+Chl 组，对照组神经元于正常培养基和氧条件，

37℃培养箱培养。OGD/R 组神经元 OGD 处理 6 h，再

复 糖 复 氧 处 理 24 h。 OGD/R+MH 组 和 OGD/R+MH+
Chl 组神经元均给予 OGD 处理 6 h，然后分别于 32℃不

加或加氯喹条件下复糖复氧处理 24 h。

1. 3. 3　电镜观察海马神经元超微结构　将复糖复氧

处理 24 h 后的海马神经元从细胞培养箱中取出，弃去

培养液，2% 戊二醛固定 2 h，PBS 清洗，用梯度乙醇脱

水。标本脱水后，使用环氧树脂 618 浸润包埋；切取超

薄切片，用醋酸铀酰和柠檬酸铅染色后送电镜室观察。

1. 3. 4　MTT 法检测海马神经元活力　将各组神经元

以 10 000 个/孔密度接种于 96 孔板中，并根据 1. 3. 2
中实验分组给予相应的处理。复糖复糖 24 h 后加入

20 μL 的 MTT 溶液继续培养 4 h 后弃去 MTT 溶液，并

加入 1 00 μL DMSO，使用酶标仪测定 490 nm 处各孔的

光密度值（OD490）。

1. 3. 5　海马神经元 TUNEL 染色　将经复糖复氧处理

24 h 后的海马神经元接种至 6 孔板中，4% 多聚甲醛固

定 20 min，然后加入 0. 3% Triton X-100 孵育 10 min，

根据 TUNEL 染色检测试剂盒说明书步骤行 TUNEL 染

色。用荧光显微镜在 200 倍镜下随机取 5 个视野并拍

照，用 ImagePro Plus 6. 0 软件计数 TUNEL 阳性细胞。

1. 3. 6　LDH 漏出率检测　复糖复氧处理 24 h 后，取

50 μL 神经元培养上清液，用大鼠 LDH ELISA 检测试

剂盒测定细胞外 LDH 活性。将含有 Triton-100 细胞

裂解液加入培养皿，检测上清液细胞总 LDH 活性。

LDH 漏出率=细胞外 LDH 活性/总 LDH 活性×100%。
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1. 3. 7　Western blot 检测海马神经元蛋白表达　收集

复糖复氧处理 24 h 后各组神经元，PBS 冲洗后使用细

胞裂解液冰上充分裂解提取总蛋白。采用二喹啉甲酸

法（bicinchoninic acid，BCA）法对提取蛋白质进行定量

后，取 25 μg 样品蛋白经聚丙烯酰胺凝胶电泳转印至

聚偏二氟乙烯膜，5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h 后，加入 β
-actin、Cleaved caspase-3、Cleaved PARP、LAMP2、P62
和 LC3Ⅱ一抗 4 ℃孵育过夜；洗膜后，加入二抗室温孵

育 2 h，ECL 法显色，Image J 软件分析蛋白条带灰度值。

1. 4　统计学方法　使用 SPSS 20. 0 统计软件，计量资

料以
-x±s 表示，多组间比较使用单因素方差分析，两两

比 较 使 用 SNK 法 。 所 有 检 验 均 采 取 双 侧 检 验 ，α
取 0. 05。

2　结果

2. 1　新生大鼠海马神经元鉴定　海马神经元的胞浆

和轴突经 MAP-2 染色后发出红色荧光，而所有培养细

胞（含胶质细胞）的细胞核经 DAPI 染色后发出蓝色荧

光。2 种免疫荧光染色融合后的结果显示海马神经元

占所有培养细胞的 90% 以上。见图 1。

2. 2　MH 对 OGD/R 所致海马神经元损伤的影响　与对

照组比较，OGD/R 组神经元出现明显的细胞器损伤或

降解、线粒体肿胀等损伤表现，神经元活力下降（P<
0. 05），LDH 漏出率增加（P<0. 05）；与 OGD/R 组比较，

OGD/R+MH 组神经元细胞器损伤减轻，神经元活力升

高（P<0. 05），LDH 漏出率减少（P<0. 05）；与 OGD/R+
MH 组比较，OGD/R+MH+Chl 组神经元细胞器损伤加

剧，神经元活力下降（P<0. 05），LDH 漏出率增加（P<
0. 05）。见图 2、表 1。

2. 3　MH 对 OGD/R 所致海马神经元凋亡的影响　与对

照 组 比 较 ，OGD/R 组 凋 亡 神 经 元 增 多（P<0. 05）；与

OGD/R 组 比 较 ，OGD/R+MH 组 凋 亡 神 经 元 减 少（P<
0. 05）；与 OGD/R+MH 组比较，OGD/R+MH+Chl 组凋亡

神经元增多（P<0. 05）。见图 3、表 2。

2. 4　海马神经元凋亡标志物表达比较　与对照组比

较 ，OGD/R 组 凋 亡 标 志 物 Cleaved caspase-3、Cleaved 
PARP 蛋白表达均升高（P<0. 05）；与 OGD/R 组比较，

OGD/R+MH 组 Cleaved caspase-3、Cleaved PARP 蛋 白

表达均降低（P<0. 05）；与 OGD/R+MH 组比较 OGD/R+

注：A 为 MAP-2 免疫荧光染色结果；B 为 DAPI 染色结果；C 为同一视野 MAP-2 和 DAPI 染色融合结果。

图 1　海马神经元 MAP-2 和 DAPI 染色

注：箭头指示损伤的细胞器。

图 2　海马神经元超微结构

表 1　神经元活力、LDH 漏出率比较（
-x±s）

组别

对照组

OGD/R 组

OGD/R+MH 组

OGD/R+MH+Chl 组

F 值

P 值

例数

6
6
6
6

神经元活力（%）

99. 98±2. 75
48. 60±5. 13①

70. 76±7. 82②

50. 18±5. 53③

109. 799
<0. 001

LDH 漏出率（%）

20. 78±2. 77
64. 55±5. 90①

37. 15±3. 96②

60. 88±6. 04③

108. 174
<0. 001

注：LDH 为乳酸脱氢酶，与对照组比较，①P<0.05；与 OGD/R
组比较，②P<0.05；与 OGD/R+MH 组比较，③P<0.05。
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MH+Chl 组 Cleaved caspase-3、Cleaved PARP 蛋白表达

均升高（P<0. 05）。见图 4、表 3。

2. 5　海马神经元溶酶体功能及自噬相关蛋白表达比

较　与对照组比较，OGD/R 组 LAMP2、P62 蛋白表达降

低（P<0. 05），LC3Ⅱ蛋白表达升高（P<0. 05）；与 OGD/R
组 比 较 ，OGD/R+MH 组 LAMP2 蛋 白 表 达 升 高（P<
0. 05），P62、LC3Ⅱ蛋白表达降低（P<0. 05）；与 OGD/R+
MH 组比较，OGD/R+MH+Chl 组 LAMP2 蛋白表达降低

（P<0. 05），P62、LC3Ⅱ蛋白表达升高（P<0. 05）。见图

5、表 4。

图 3　各组海马神经元 TUNEL 染色情况（TUNEL 染色）

表 4　海马神经元相关蛋白表达水平比较（
-x±s）

组别

对照组

OGD/R 组

OGD/R+MH 组

OGD/R+MH+Chl 组

F 值

P 值

例数

6
6
6
6

LAMP2
0. 49±0. 04

0. 18±0. 03①

0. 40±0. 05②

0. 21±0. 03③

90. 847
<0. 001

P62
0. 71±0. 07

0. 49±0. 05①

0. 22±0. 03②

0. 67±0. 06③

100. 487
<0. 001

LC3Ⅱ
0. 08±0. 02

0. 84±0. 10①

0. 13±0. 03②

0. 81±0. 09③

214. 474
<0. 001

注：LAMP2 为溶酶体相关膜蛋白 2，P62 为泛素结合蛋白

P62，LC3Ⅱ为微管相关蛋白 1 轻链 3-Ⅱ。与对照组比较，①P<
0.05；与 OGD/R 组比较，②P<0.05；与 OGD/R+MH 组比较，③P
<0.05。

表 2　TUNEL 阳性海马神经元百分比比较（
-x±s）

组别

对照组

OGD/R 组

OGD/R+MH 组

OGD/R+MH+Chl 组

F 值

P 值

例数

6
6
6
6

TUNEL 阳性神经元百分比（%）

3. 88±0. 51
40. 76±5. 08①

10. 52±1. 73②

28. 37±4. 02③

217. 529
<0. 001

注：与对照组比较，①P<0.05；与 OGD/R 组比较，②P<0.05；与

OGD/R+MH 组比较，③P<0.05。

图 4　海马神经元凋亡相关蛋白表达水平

表 3　海马神经元调亡相关蛋白表达水平比较（
-x±s）

组别

对照组

OGD/R 组

OGD/R+MH 组

OGD/R+MH+Chl 组

F 值

P 值

例数

6
6
6
6

Cleaved caspase-3
0. 18±0. 03

0. 73±0. 07①

0. 38±0. 04②

0. 70±0. 07③

136. 374
<0. 001

Cleaved PARP
0. 15±0. 02

0. 82±0. 09①

0. 22±0. 03②

0. 74±0. 08③

182. 114
<0. 001

注：Cleaved caspase-3 为半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3 剪切
体，Cleaved PARP 为聚 ADP 核糖聚合酶剪切体。与对照组比较，
①P<0.05；与 OGD/R 组比较，②P<0.05；与 OGD/R+MH 组比较，③P
<0.05。

图 5　海马神经元 LAMP2、P62 和 LC3Ⅱ蛋白表达水平
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3　讨论

亚低温是一种广泛应用的神经保护策略，已被证

明对各种类型的脑损伤有效。炎症介质释放、氧自由

基产生、细胞内钙内流和线粒体通透性转变孔的开放

等多种机制参与了 I/R 损伤。自噬是一种溶酶体依赖

的途径，通常在饥饿、I/R、生长因子缺失或应激等情况

下被激活，在细胞生存、分化、发育和内稳态中发挥重

要作用。自噬可以更新细胞内环境，在 I/R 损伤后自噬

对维持内稳态尤为重要。既往研究发现，促进线粒体

自噬对 OGD/R 大鼠海马神经元具有保护作用［12］。与

众多 I/R 损伤模型中自噬小体形成的研究相比，少有研

究从自噬通量的整体状态进行系统探讨。本研究发

现，OGD/R 可以导致海马神经元自噬通量功能障碍，而

MH 可能通过改善自噬通量、增加海马神经元自噬活

性，从而减轻 OGD/R 所致的神经损伤。

OGD/R 诱导的细胞凋亡通路激活是导致海马神经

元损伤的重要机制［13-14］。本研究中，TUNEL 染色提示

MH 干预明显抑制了 OGD/R 诱导的海马神经元凋亡，

发挥神经保护作用；与此相一致的是，Western blot 实验

中，OGD/R 处理后的神经元伴有明显的 Cleaved cas‑
pase 3、Cleaved PARP 表达水平上调，而 MH 干预后该

指标明显改善。以上这些结果提示，MH 对 OGD/R 诱

导的神经损伤的保护作用与抑制凋亡通路有关。本研

究进一步评估了 MH 对神经元活力和 LDH 漏出率的

影响，结果进一步证实 MH 可以缓解 OGD/R 诱导的神

经损伤，而加入自噬抑制剂——Chl 可以阻断这一保护

作用，这提示 MH 可能经自噬途径对 OGD/R 诱导的细

胞损伤发挥保护作用。

自噬作为一个动态过程，包含了自噬小体形成、自

噬体与溶酶体的融合以及细胞内容物在自噬溶酶体中

的降解［15］。有研究［16］表明，自噬小体与溶酶体的融合

受阻，可以引起自噬小体的累积和自噬通量的阻断。

溶酶体在自噬通量中起着至关重要的作用，也被称为

溶酶体依赖途径，是自噬降解成功的关键细胞器。为

了研究 MH 是否通过改善自噬活性来保护海马神经元

免受 OGD/R 诱导的神经损伤，本研究通过 Western blot
实验检测了溶酶体功能及自噬相关蛋白表达变化。

LAMP2 表达水平是反映溶酶体数量和功能的重要指

标。在本研究中，海马神经元在 OGD/R 处理后，溶酶

体标记蛋白 LAMP2 表达明显降低，而 MH 处理可以提

高溶酶体标记蛋白 LAMP2 表达，然而其作用被 Chl 所

阻断；相关研究［17］显示，Chl 作为一种溶酶体抑制剂，能

通过改变溶酶体 PH 值阻断自噬小体与溶酶体的融合。

这些结果表明，MH 可改善 OGD/R 损伤后海马神经元

的溶酶体功能。此外，本研究评估了 MH 对 OGD/R 损

伤后海马神经元自噬通量的影响。LC3II 是自噬小体

膜的关键成分，在自噬小体与溶酶体融合后被降解回

收［18］。由于 P62 通过与 LC3 结合进入自噬体，随后在

自噬溶酶体中降解，因此 P62 也被用于评价自噬溶酶

体的降解过程，从侧面反映自噬小体的清除水平［19-20］。

在本研究中，OGD/R 后 LC3II 表达增加，而 P62 表达明

显减少，表明 OGD/R 损伤后自噬小体形成增加。而在

给予 MH 干预后，LC3II 的累积得到明显缓解，同时伴

有 P62 水平的显著下降，这一现象在加入 Chl 后被明

显抑制。以上结果表明 MH 促进了自噬小体与溶酶体

融合以及自噬小体的降解，从而加速了 LC3II 和 P62
的降解，表明 MH 可通过改善自噬通量减轻 OGD/R 诱

导的海马神经元损伤。

综上所述，OGD/R 可以导致海马神经元自噬通量

功能障碍，而 MH 可能通过改善自噬通量、增加海马神

经元自噬活性，从而减轻 OGD/R 所致的神经损伤。然

而 MH 改 善 自 噬 通 量 的 机 制 仍 待 进 一 步 的 研 究 和

完善。
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