
网络出版时间：２０２２ － ０４ － １９ １４：０７　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２２０４１５． １５１１． ００２． ｈｔｍｌ

◇基础医学研究◇

七氟烷后处理对原代海马神经元氧糖
剥夺 ／复氧损伤及自噬的影响

王佳楠１，２，黄春霞１，２，胡宪文１，２

２０２２ － ０３ － ２１ 接收

基金项目：国家自然科学基金（编号：８１８０１０５０）；安徽省卫生健康委

科研项目（编号：ＡＨＷＪ２０２１ａ０１７）；安徽医科大学科研平

台基地建设提升计划项目 （编号：２０２０ｘｋｊＴ０６０）

作者单位：１ 安徽医科大学第二附属医院麻醉与围术期医学科，合肥

２３０６０１
２ 麻醉与围手术期医学安徽普通高校重点实验室，合肥　
２３０６０１

作者简介：王佳楠，女，硕士研究生；
胡宪文，男，教授，主任医师，博士生导师，责任作者，Ｅ⁃
ｍａｉｌ： ｈｕｘｉａｎｗｅｎ００１＠ １２６． ｃｏｍ

摘要　 目的　 探讨七氟烷后处理对原代海马神经元氧糖剥

夺 ／复氧（ＯＧＤ ／ Ｒ）损伤、氧化应激及自噬的影响。 方法　 取

（１８ ± ０. ５）ｄ 孕鼠子宫内胎鼠海马组织，收集海马神经元进

行培养，７ｄ 后培养的海马神经元随机分为 ３ 组：正常对照组

（ＣＯＮ 组）、氧糖剥夺 ／复氧组（ＯＧＤ ／ Ｒ 组）、七氟烷后处理组

（ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＳＥＶＯ 组）。 ＣＯＮ 组正常培养；ＯＧＤ ／ Ｒ 组：氧糖剥

夺 １. ５ ｈ，复氧复糖 ２４ ｈ，建立 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤模型；ＯＧＤ ／ Ｒ ＋
ＳＥＶＯ 组经氧糖剥夺后即刻予 ２. ４％七氟烷后处理 １ ｈ，复氧

复糖 ２３ ｈ。 处理结束后，比色法检测各组乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）
的活性，原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测各组神经元凋亡变

化，免疫荧光法检测各组神经元线粒体活性氧和微管相关蛋

白 １ 轻链 ３Ｂ（ＬＣ３Ｂ）的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测丝氨酸 ／苏氨

酸激酶（ＰＩＮＫ１）、Ｅ３ 泛素连接酶（Ｐａｒｋｉｎ）的表达。 结果 　
与 ＣＯＮ 组比较，ＯＧＤ ／ Ｒ 组 ＬＤＨ 释放增加（Ｐ ＜ ０. ０１），神经

元凋亡增加，线粒体活性氧和自噬标志性蛋白 ＬＣ３Ｂ 表达增

加（Ｐ ＜ ０. ０１）， ＰＩＮＫ１ 蛋白和 Ｐａｒｋｉｎ 蛋白表达上调（Ｐ ＜
０. ００１，Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组比较，ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＳＥＶＯ 组 ＬＤＨ
释放减少（Ｐ ＜ ０. ０５），神经元凋亡减少，线粒体活性氧和自

噬标志性蛋白 ＬＣ３Ｂ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５）， ＰＩＮＫ１ 蛋白和

Ｐａｒｋｉｎ 蛋白表达下调（Ｐ ＜ ０. ０１，Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 七氟烷后

处理可以通过减少 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的细胞过度自噬、减轻氧化

应激、减少凋亡等途径来保护原代海马神经元，且其降低自

噬的机制可能与 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路有关。
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　 　 在临床上，急性缺血性脑病的发病率、致残率、
病死率很高。 脑缺血可导致神经细胞损伤甚至死

亡，造成不可逆的损伤［１］。 临床治疗脑缺血的有效

方法是尽快恢复血液灌注。 再灌注后缺血区组织血

供恢复但组织损伤加重的现象被称为脑缺血再灌注

损伤（ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ， ＣＩＲＩ） ［２］。
有研究［３］报道，在脑组织特别是海马中氧与三磷酸

腺苷储存较少，海马神经元对线粒体功能障碍和线

粒体活性氧增加敏感，对能量缺乏的耐受性较差，海
马神经细胞极易因缺血再灌注受损。 ＣＩＲＩ 的发病

机制复杂，其机制涉及线粒体功能障碍、自噬、自由

基损伤、钙超载、炎症损伤、神经细胞凋亡。 自噬是

一种细胞自降解过程，能够降解和回收胞内组分，被
证实与许多疾病的发生和发展有关，包括神经退行

性疾病、癌症、自身免疫性疾病。
　 　 七氟烷是一种临床上广泛应用的吸入性麻醉

药，既往研究［４］ 表明，七氟烷后处理对 ＣＩＲＩ 有神经

保护作用，可以减少脑梗死面积。 本课题组前期研

究［５］表明七氟烷后处理可通过增加抗凋亡蛋白

Ｂｃｌ⁃２的表达，降低促凋亡蛋白 Ｂａｘ、细胞色素 Ｃ、含
半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 ３（ｃａｓｐａｓｅ⁃３）的表

达，减少海马神经元丢失，从而抑制细胞凋亡，对大

鼠有神经保护作用。 但七氟烷后处理对脑自噬的

影响还不清楚。故拟研究七氟烷后处理对原代海

马神经元氧糖剥夺 ／复氧（ ｏｘｙｇｅｎ ⁃ ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａ⁃
ｔｉｏｎ ／ ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ， ＯＧＤ ／ Ｒ）后损伤凋亡，线粒体氧

化应激及自噬的影响，探讨七氟烷后处理脑保护作

用的相关分子机制，为临床治疗 ＣＩＲＩ 提供新的参考

依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 实验动物　 健康成年 ＳＰＦ 级雄鼠和雌鼠由

安徽医科大学实验动物中心提供，动物使用许可证

号：ＳＹＸＫ（皖）２０１７ － ００６。
１． １． ２　 主要试剂　 胎牛血清（货号：Ｓ７１１⁃００１Ｓ）购
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自上海 Ｌｏｎｓｅｒａ 公司；ＤＭＥＭ⁃１２ 细胞培养液（货号：
１１３３０５００ＢＴ）、 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ Ｍｅｄｉｕｍ （ 货 号： ２１１０３⁃
０４９）、 ０. ２５％ 胰蛋白酶 （货号： ２５２０００５６ ）、 Ｇｌｕ⁃
ｔａＭＡＸ （货号：３５０５０⁃０６１）、Ｂ２７ （货号：１７５０４⁃０４４）、
青链霉素 （货号：１５１４０１２２）均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司；５⁃氟⁃２′⁃脱氧尿嘧啶核苷（货号：Ｆ０５０３）、多聚赖

氨酸 （货号：Ｐ１３９９）均购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；Ｐａｒｋｉｎ
抗体（货号：２１３２Ｓ）、 微管相关蛋白 １ 轻链 ３Ｂ（Ｍｉ⁃
ｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３Ｂ， ＬＣ３Ｂ）
抗体（货号：３８６８Ｓ） 、活化的半胱氨酸蛋白酶 ３
（ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３）抗体（货号：９６６１Ｓ）均购自美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；丝氨酸 ／苏氨酸激酶

（ＰＴＥＮ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｋｉｎａｓｅ １， ＰＩＮＫ１）抗体（货
号：ｓｃ⁃５１７３５３）购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｌｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司；线 粒 体 超 氧 化 物 指 示 剂 （ ＭｉｔｏＳＯＸ， 货 号：
Ｍ３６００８）购自美国 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司 ；ＢＣＡ 蛋白浓度

测定试剂盒（货号： Ｐ００１２）、 ＲＩＰＡ 裂解液（货号：
Ｐ００１３Ｋ）均购自上海碧云天生物技术有限公司；七
氟烷（货号： ８３２９１）购自美国艾伯维公司；原位末端

标 记 法 （ ＴｄＴ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ，
ＴＵＮＥＬ）凋亡检测试剂盒（货号： １２１５６７９２９１０）购自

美国 Ｒｏｃｈｅ 公司；ＥＣＬ 显影液（货号：３２１０９）购自美

国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； 乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）测定试剂盒（货号：Ａ０２０）购自南京建成生物

工程研究所。
１． １． ３　 主要仪器　 缺氧小室（加拿大 Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ 公
司）；七氟烷蒸发罐（德国 Ｄｒａｇｅｒ 公司）；荧光显微镜

（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；Ｔａｎｏｎ Ｆｉｎｅ Ｄｏ Ｘ６ 全自动化

学发光图像分析系统（上海 Ｔａｎｎｏｎ 公司）；Ｔｅｃａｎ Ｍ
１０００ 酶标仪（德国 Ｔｅｃａｎ 公司）；３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养

箱（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 原代海马神经元细胞提取及培养　 雌雄大

鼠交配，以雌性大鼠出现阴道栓日计算胎龄，提取自

孕鼠子宫内胎龄（１８ ± ０. ５） ｄ 胎鼠海马组织。 根据

文献方法［６］，用 ７５％ 乙醇消毒器械及孕鼠腹部，
“Ｖ”字形剪开腹部，取出胚胎，断头取脑，放入预冷

的无菌平衡盐溶液中，显微镜下分离海马组织，
０. ２５％ 胰蛋白酶消化 １０ ｍｉｎ 左右，加入培养基

（９０％ ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２ ＋ １０％ 胎牛血清 ） 终止消化 ５
ｍｉｎ，３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液后，加入培养

基（８８％ ＤＭＥＭ⁃Ｆ１２ ＋ １％ 青链霉素 ＋ １％ Ｇｌｕｔａｍａｘ
＋ １０％胎牛血清），制成细胞悬液，种植于多聚赖氨

酸包被的玻片中，放入 ３７ ℃细胞培养箱中进行培

养。 ２４ ｈ 后培养基全部换成细胞维持液（９６％ Ｎｅｕ⁃
ｒｏｂａｓａｌ Ｍｅｄｉｕｍ ＋２％ Ｂ２７ ＋ １％ Ｇｌｕｔａｍａｘ ＋ １％ 青链

霉素），再加入 ５⁃氟⁃２′⁃脱氧尿嘧啶核苷（４０ μｍｏｌ ／
Ｌ）抑制胶质细胞生长。 每 ３ ｄ 更换培养液的 １ ／ ３。
培养至第 ７ 天，神经元已经基本上发育成熟。
１． ２． ２　 建立细胞 ＯＧＤ ／ Ｒ 损伤模型　 参照文献方

法［７］，将原代海马神经元细胞正常培养时的完全培

养基换为无血清无糖的平衡液（１３９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、
４. ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ、 ０. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２、 １. ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＣａＣｌ２、５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ，ｐＨ ７. ４），细胞置于缺氧小

室中，通入 ９５％ Ｎ２ ＋ ５％ ＣＯ２ 气体 １０ ｍｉｎ 以驱除小

室内的氧气，随后将缺氧小室放入 ３７ ℃培养箱中

培养 １. ５ ｈ 进行氧糖剥夺处理，然后用完全培养基

正常培养来进行复氧复糖。
１． ２． ３　 实验分组及处理　 原代海马神经元培养已

经基本发育成熟，对能量缺乏敏感。 将细胞随机分

为 ３ 组： 对照组（ＣＯＮ 组），原代海马神经元细胞置

于培养液中常规培养；氧糖剥夺 ／复氧组（ＯＧＤ ／ Ｒ
组），将原代海马神经元细胞进行 １. ５ ｈ 氧糖剥夺和

２４ ｈ 复氧复糖处理；七氟烷后处理组（ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＳＥ⁃
ＶＯ 组），原代海马神经元细胞进行氧糖剥夺处理

后，缺氧小室内预充浓度 ２. ４％ 七氟烷 ６ ｍｉｎ，然后

密闭缺氧小室培养 １ ｈ ，后置于 ３７ ℃， 培养箱继续

培养 ２３ ｈ。
１． ２． ４　 检测细胞 ＬＤＨ 活性　 完成以上分组及处理

后，每组各取 ４０ μｌ 细胞培养上清液，严格按照 ＬＤＨ
试剂盒说明书操作，利用酶标仪于波长 ４５０ ｎｍ 处测

定各孔吸光度值，然后根据公式计算各组培养液中

ＬＤＨ 活性，以反映神经元的损伤程度。
１． ２． ５　 ＭｉｔｏＳＯＸ 染色 　 培养细胞经处理后用磷酸

盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ， ＰＢＳ）洗涤，在培

养皿中加入 ＭｉｔｏＳＯＸ 与培养基混合物，３７ ℃ 黑暗

条件下孵育 ２０ ｍｉｎ。 用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，将爬片捞出，
用抗淬灭剂封片后固定至载玻片，用荧光倒置显微

镜获得图像，统计荧光强度，以其反映线粒体活性氧

水平。
１． ２． ６　 ＴＵＮＥＬ 染色 　 用 ＰＢＳ 洗涤两次爬片，在样

品上加入 ５０ μｌ ＴＵＮＥＬ 反应混合物。 为了确保

ＴＵＮＥＬ 反应混合物在细胞单层间均匀扩散，并避免

蒸发损失，样品在孵化过程中应覆盖副膜。 在 ３７ ℃
黑暗条件下，在加湿气氛中孵育 ６０ ｍｉｎ。 用 ＰＢＳ 洗

涤玻片 ３ 次。 采用共聚焦显微镜获得图像。
１． ２． ７ 　 免疫荧光 　 处理结束后的细胞用 ＰＢＳ 冲

洗，使用 ４％多聚甲醛固定细胞形态 １０ ｍｉｎ，使用含
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有 ０. １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 和 １％牛血清白蛋白的 ＰＢＳ 溶

液通透并封闭细胞 １２０ ｍｉｎ，４ ℃过夜孵育一抗：兔
抗 ＬＣ３Ｂ （１ ∶ ２００）。 细胞在室温下与相应的二抗孵

育 ２ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤后，用含细胞核标记物（ＤＡＰＩ）的
抗淬灭剂封片后，指甲油将爬片固定至载玻片，采用

共聚焦显微镜获得图像。
１． ２． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 取处理结束后的原代海马神

经元加入 ＲＩＰＡ 裂解液充分反应 ３０ ｍｉｎ，１３ ２００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 后取上清液，检测各组细胞蛋白浓

度，加入上样缓冲液，１００ ℃煮 １０ ｍｉｎ。 蛋白样品用

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离，转膜，室温下用 ５％ 脱脂牛奶

封闭 ２ ｈ， 含 Ｔｒｉｓ 缓冲液（ＴＢＳＴ）洗涤 ２ 次，加一抗 ４
℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，加二抗室温孵育 １ ｈ，
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后用 ＥＣＬ 化学发光法检测蛋白表

达，采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算目的蛋白与内参灰度值。
１． ３　 统计学处理 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件

进行统计分析，正态分布的计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，
组间比较采用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结果

２． １　 七氟烷后处理对原代海马神经元 ＬＤＨ 释放

的影响　 与 ＣＯＮ 组相比，ＯＧＤ ／ Ｒ 组原代海马神经

元培养液中 ＬＤＨ 活性增加（Ｆ ＝ ２３. １２， Ｐ ＜ ０. ０１）；
与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组相比，ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＳＥＶＯ 组 ＬＤＨ 活性降

低（Ｆ ＝ １５. ３０， Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 １。

图 １　 七氟烷后处理对原代海马神经元 ＬＤＨ 释放的影响

　 　 ａ： ＣＯＮ 组； ｂ： ＯＧＤ ／ Ｒ 组； ｃ： ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＳＥＶＯ 组； 与 ＣＯＮ 组比

较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ２　 七氟烷后处理对原代海马神经元氧化应激的

影响　 与 ＣＯＮ 组相比，ＯＧＤ ／ Ｒ 组线粒体活性氧增

多（Ｆ ＝ ２４. ４１， Ｐ ＜ ０. ０１）；与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组相比，ＯＧＤ ／
Ｒ ＋ ＳＥＶＯ 组线粒体活性氧减少（Ｆ ＝ １７. ３８， Ｐ ＜
０. ０５）。 见图 ２。

２． ３　 七氟烷后处理对原代海马神经元细胞凋亡的

影响　 与 ＣＯＮ 组相比，ＯＧＤ ／ Ｒ 组 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞

数量和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达量增多；与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组

相比，ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＳＥＶＯ 组 ＴＵＮＥＬ 阳性细胞数量和

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达量减少。 见图 ３。

图 ２　 七氟烷后处理对原代海马神经元线粒体活性氧的影响

　 　 ａ： ＣＯＮ 组； ｂ： ＯＧＤ ／ Ｒ 组； ｃ： ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＳＥＶＯ 组；与 ＣＯＮ 组比

较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４　 七氟烷后处理对原代海马神经元细胞自噬的

影响　 采用免疫荧光染色检测原代海马神经元细胞

ＬＣ３Ｂ 的表达水平。 ＬＣ３Ｂ 蛋白荧光染色结果如图 ４
所示，与 ＣＯＮ 组相比，ＯＧＤ ／ Ｒ 组 ＬＣ３Ｂ 蛋白的表达

增多 （ Ｆ ＝ ６. ９７， Ｐ ＜ ０. ０１ ）；与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组相比，
ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＳＥＶＯ 组 ＬＣ３Ｂ 蛋白减少（Ｆ ＝ ４. ７４， Ｐ ＜
０. ０５）。 用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞 ＰＩＮＫ１ 和 Ｐａｒｋｉｎ
蛋白表达，结果如图 ５ 所示，与 ＣＯＮ 组相比，ＯＧＤ ／
Ｒ 组 ＰＩＮＫ１ 的表达增多（Ｆ ＝ １９. ３０， Ｐ ＜ ０. ００１），
Ｐａｒｋｉｎ 的表达增多（Ｆ ＝ ５. ２６， Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＯＧＤ ／ Ｒ
组相比，ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＳＥＶＯ 组 ＰＩＮＫ１ 的表达减少（Ｆ ＝
１４. ８０， Ｐ ＜ ０. ０１），Ｐａｒｋｉｎ 的表达也降低（Ｆ ＝ ５. ６５，
Ｐ ＜ ０. ０５）。

３　 讨论

　 　 脑组织尤其海马区域因供能方式单一对能量缺

乏非常敏感，极易因缺血再灌注受损。 脑缺血再灌

注的潜在病理改变与炎症、氧化应激、自噬密切相

关，这些改变最终可导致细胞凋亡、坏死。 临床上，
麻醉和手术中遇到的失血性休克与复苏事件非常常

见，故找到一种有效且切实可行的方法来减轻 ＣＩＲＩ
具有非常重要的临床意义。
　 　 课题组前期研究［８］表明 ２. ４％七氟烷后处理可

通过抑制细胞凋亡改善大鼠失血性休克和复苏损伤

后的空间学习和记忆障碍。 有研究［９］ 表明七氟烷

后处理可以减轻ＨＴ２２细胞ＯＧＤ ／ Ｒ损伤及凋亡程
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图 ３　 ＴＵＮＥＬ 法检测七氟烷后处理对原代海马神经元凋亡的影响

Ａ：Ｍｅｒｇｅ × ２００；Ｂ：ＴＵＮＥＬ × ６００；Ｃ：ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ × ６００；Ｄ：Ｍｅｒｇｅ × ６００

图 ４　 七氟烷后处理对原代海马神经元

ＬＣ３Ｂ 蛋白表达的影响

　 　 Ａ：免疫荧光法检测 ＬＣ３Ｂ × １２０；Ｂ：原代海马神经

元中 ＬＣ３Ｂ 的表达变化； ａ： ＣＯＮ 组； ｂ：ＯＧＤ ／ Ｒ 组； ｃ：
ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＳＥＶＯ 组；与 ＣＯＮ 组比较： ∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与

ＯＧＤ ／ Ｒ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ５　 七氟烷后处理对原代海马神经元 ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ 蛋白的影响

　 　 Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ； Ｂ： 原代海马神经元中

ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ 的表达变化；ａ：ＣＯＮ 组；ｂ：ＯＧＤ ／ Ｒ 组；ｃ：ＯＧＤ ／ Ｒ ＋ ＳＥ⁃
ＶＯ 组；与 ＣＯＮ 组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＯＧＤ ／ Ｒ 组比

较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

度。 故研究采用（１８ ± ０. ５） ｄ 孕鼠子宫内胎鼠进行

体外原代海马神经元培养，其对氧糖剥夺敏感性

高［１０］。 对培养 ７ ｄ 的原代海马神经元进行 ＯＧＤ ／ Ｒ
处理，以此模拟体内脑缺血再灌注过程。 本研究通

过此体外模型进行七氟烷保护作用机制的验证与探

索。 ＯＧＤ ／ Ｒ 处理后神经元 ＬＤＨ 释放及凋亡细胞数

量均增加，说明 ＯＧＤ ／ Ｒ 模型建立成功。 经过 ２. ４％
的七氟烷处理后 ＬＤＨ 释放减少，证实采用的七氟烷

后处理可减轻 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的细胞损伤。 在实验中

七氟烷后处理可以降低 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的神经元线粒

体活性氧的生成，降低神经元氧化应激水平，改善线

粒体功能。 ＴＵＮＥＬ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 染色证明七

氟烷后处理可以减轻 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的细胞凋亡，改
善凋亡早期的 ＤＮＡ 断裂。 此次体外实验证实七氟

烷后处理可以减少 ＯＧＤ ／ Ｒ 后的细胞损伤和凋亡，
改善线粒体损伤。
　 　 目前越来越多的研究关注自噬在缺血 ／再灌注

中的病理生理过程。 自噬作为一种机体自我防御的

机制，在缺血再灌注诱导的脑损伤中起着重要作用。
在体外氧糖剥夺条件下，自噬是通过自噬体包裹损

坏的蛋白及细胞器，将其送入溶酶体降解，提高自噬

水平从而保护细胞免受损伤。 有体外研究［１１］ 证明，

七氟烷后处理通过减少自噬体形成，增加自噬体的

清除率而有助于细胞保护。 ＬＣ３Ｂ 是哺乳动物细胞

中常见的自噬小体的标志蛋白。 有研究［１２］ 表明细

胞在能量底物缺乏的情况下，会产生过度自噬的激

活。 本研究中 ＯＧＤ ／ Ｒ 处理后神经元 ＬＣ３Ｂ 表达增

多，神经元自噬过度激活。 而七氟烷后处理可以减

轻 ＯＧＤ ／ Ｒ 所致的过度自噬。 在细胞发生自噬的过

程中，多种途径被激活发挥作用。 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 可

以通过对受损线粒体的识别来启动及扩大自噬信

号，是目前较公认的自噬途径，被广泛用来评估自噬

水平［１３］。 本 研 究 表 明， ＯＧＤ ／ Ｒ 处 理 后 神 经 元

ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ 蛋白表达量增多，而七氟烷处理后这

两种蛋白表达量降低，证明七氟烷后处理可以减轻

ＯＧＤ ／ Ｒ 所 致 的 过 度 自 噬， 且 这 种 作 用 可 能 与

ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路有关。
　 　 综上，研究表明七氟烷后处理可以通过减少

ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的细胞过度自噬、减轻氧化应激、减少

凋亡等途径来保护原代海马神经元，且降低自噬的

机制可能与 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路有关。 该研究证实

了七氟烷后处理对 ＣＩＲＩ 中神经元的保护作用，探讨

了七氟烷后处理对 ＣＩＲＩ 中神经元自噬的影响。 但

该研究只初步探讨了可能的分子机制，没有应用

ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路抑制剂进行进一步证明，需在后

续的研究中进一步深入研究其具体机制，为临床治

疗 ＣＩＲＩ 提供潜在的分子靶点。
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