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大鼠脊髓损伤后自噬相关蛋白ＬＣ３和ＢＮＩＰ３的表达

于大堂１，李茗芳２，倪　兵３，张正丰１　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院骨科１；４０００３８重庆，第三军医大学：西南医院
皮肤科２，基础医学部全军免疫学研究所３）

　　［摘要］　目的　检测大鼠脊髓损伤后神经元自噬以及相关蛋白的表达。方法 　 ２４只雄性ＳＤ大鼠，按随机数字表
法分为假手术组，损伤后６、１２、２４、４８、７２ｈ组，每组４只。假手术组仅作Ｔ１０椎板切除，Ａｌｌｅｎ’ｓ法建立损伤模型。透射电
镜观测损伤组织的超微结构，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＣ３、ＢＮＩＰ３的表达变化，免疫荧光检测ＬＣ３、ＢＮＩＰ３的表达及定位。结果　
透射电镜下脊髓损伤４８ｈ后观测到自噬小体；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示ＬＣ３Ⅱ表达量４８ｈ后明显升高（Ｐ＜０．０１），ＢＮＩＰ３损
伤后１２ｈ明显升高（Ｐ＜０．０５）；免疫荧光显示ＬＣ３、ＢＮＩＰ３在损伤区域的神经元中高表达。结论 　大鼠脊髓损伤后激活
神经元自噬以及相关蛋白表达。
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　　脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）按病理、生理学
机制可分为原发性和继发性损伤。两者均能引起神经

的功能丧失，但因原发性损伤不可逆，目前研究的焦点

主要是继发性脊髓损伤。继发性脊髓损伤的原因主要

包括局部缺血、兴奋毒性、氧化应激、炎症、神经细胞营

养不良等［１］。神经元继发性死亡的方式分为坏死和

凋亡［２］。自噬是在营养缺乏和氧化应激时，细胞利用

溶酶体降解自身受损的细胞器和大分子物质的过程，

在维持细胞内环境的稳定方面发挥重大作用［３］。透

射电镜下可见自噬的全过程，是检测自噬体的金标准。
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此外，自噬体膜上的标志性蛋白微管相关蛋白１轻链
３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）也
被作为检测标准。基因 ｂｃｌ２／腺病毒 Ｅ１Ｂ１９０００相互
作用蛋白（ｂｃｌ２／Ｅ１Ｂ１９Ｋｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＮＩＰ３）
属于ｂｃｌ２家族成员，含有 ｂｃｌ２家族 ＢＨ３相似的区域，
ＢＮＩＰ３在肿瘤细胞和心肌缺氧模型中发现介导自
噬［４］。目前，针对脊髓损伤后神经元的自噬研究不

多［５－６］。本研究利用透射电镜、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧
光技术，进一步探讨自噬在脊髓损伤继发性神经元死

亡的机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　２４只雄性 ＳＤ大鼠（体质量２００～２２０ｇ，
第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供），

按照随机数字表法分为６组，每组４只。动物实验均通过第三
军医大学实验动物管理委员会的批准。

１．１．２　主要试剂和仪器　　ＴＰＥＲ组织蛋白提取试剂
（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，美国），ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒 （Ｂｅｙｏｔｉｍｅ
ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，中国），４％～１２％ ＮｕＰＡＧＥ凝胶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美
国），封闭液（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，美国），兔抗 ＬＣ３多克隆抗体
（Ａｂｃａｍ，美国），兔抗ＢＮＩＰ３多克隆抗体（Ａｂｃａｍ，美国），小鼠
抗βａｃｔｉｏｎ单克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国），ＨＲＰ标记山羊抗兔
ＩｇＧ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国），ＨＲＰ标记山羊抗小鼠的 ＩｇＧ抗体
（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国），小鼠抗 ＮｅｕＮ单克隆抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美
国），Ｃｙ３标记山羊抗兔 ＩｇＧ抗体（Ｂｅｙｏｔｉｍｅｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，中
国），ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠ＩｇＧ抗体（Ｂｅｙｏｔｉｍｅｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，中
国），化学发光液（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国），低温高速离心机（Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ，美国），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳仪、转膜仪（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国），酶
标仪（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，美国），冰冻切片机（ＭｉｃｒｏｍＨＭ５５０，德
国），激光共聚焦显微镜（ＬｅｉｃａＳＰ５，德国），超微切片机（ＬＫＢＶ，
瑞典），透射电镜（ＰＨＩＬＩＰＳＴＥＣＮＡＩ１０，荷兰）。

１．２　方法
１．２．１　动物模型建立　　大鼠腹腔注射戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ），
切除Ｔ１０椎板，暴露硬脊膜，自制 Ａｌｌｅｎ’ｓ打击器，１５ｇ打击棒
（直径３ｍｍ），自２０ｍｍ的高度自由落体击打暴露的脊髓，造成
脊髓冲击伤。假手术组没有冲击伤，仅切除椎板。术后给予人

工排尿３次／ｄ，直至膀胱反射恢复。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　在脊髓损伤后不同时间点，大鼠
过量麻醉后，迅速取出长约１０ｍｍ包括损伤区域的脊髓组织，
ＴＰＥＲ组织蛋白提取试剂提取脊髓总蛋白，ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒定量蛋白浓度，相同质量的样品（４０μｇ），４％ ～１２％
ＮｕＰＡＧＥ凝胶恒压分离，湿转到 ＰＶＤＦ膜上，封闭液室温封闭
１ｈ，兔抗ＬＣ３多克隆抗体 （１∶５００），兔抗 ＢＮＩＰ３多克隆抗体
（１∶２００）和小鼠抗 βａｃｔｉｏｎ单克隆抗体（１∶５００）４℃ 孵育过
夜，分别加入ＨＲＰ标记山羊抗兔和 ＨＲＰ标记山羊抗小鼠的二
抗（１∶５０００），室温孵育１ｈ，化学发光液显影。
１．２．３　免疫荧光检测　　损伤２４、４８ｈ的大鼠，过量麻醉后，
自左心室灌注生理盐水，４％多聚甲醛灌注固定，取出损伤组织
长约１０ｍｍ，２０％蔗糖４度脱水过夜，冰冻切片机连续横切片
（片厚２０μｍ），１０％山羊血清封闭１ｈ，兔抗 ＬＣ３多克隆抗体
（１∶２００），兔抗ＢＮＩＰ３多克隆抗体 （１∶２００）和小鼠抗 ＮｅｕＮ单
克隆抗体（１∶２００）４℃孵育过夜，Ｃｙ３标记山羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０）
抗体和ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠ＩｇＧ抗体（１∶１００）３７℃ 湿盒孵育
１ｈ，ＤＡＰＩ染色，抗荧光淬灭封片液封片，激光共聚焦显微镜下
观测。

１．２．４　透射电镜观察　　损伤４８ｈ的大鼠，过量麻醉后，自左
心室灌注生理盐水，４％多聚甲醛２．５％戊二醛灌注固定，损伤脊
髓后角取约１ｍｍ３的组织，ＰＢＳ漂洗，１％锇酸后固定１ｈ，酒精、
丙酮逐级脱水，环氧树脂６１８包埋，甲苯胺蓝染色后定位，超薄
切片（７０ｎｍ），醋酸铀、柠檬酸铅分别染色，透射电镜下观测。
１．３　统计学分析
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果通过ＩｍａｇｅＪ软件收集灰度值，目的
条带灰度值与内参灰度值之比作为相对表达量，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５单因素方差分析。

２　结果

２．１　透射电镜观测神经元自噬
　　透射电镜结果显示，假手术组神经元有明亮的细胞核、粗
面内质网和线粒体，并没有发现自噬小体（图１Ａ、Ｂ）。脊髓损
伤４８ｈ后，可以看到线粒体肿胀、自噬小体以及溶酶体，高倍镜
下可以看到双层膜的自噬小体包裹着损伤的线粒体以及细胞

器碎片（图１Ｃ、Ｄ）。
２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＣ３表达增高
　　自噬激活后，ＬＣ３Ⅰ转换成磷脂酰乙醇胺结合的 ＬＣ３Ⅱ。
ＬＣ３Ⅰ（１８×１０３）表达量在损伤后各时间点与假手术组比并没
有发生明显变化，而ＬＣ３Ⅱ（１６×１０３）的表达量在损伤后４８ｈ
却有明显的升高（Ｐ＜０．０１，图２）。
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Ａ：假手术组；Ｂ：高倍镜下假手术组　箭头示正常的线粒体；Ｃ：损伤组４８ｈ；Ｄ：高倍镜下损伤组４８ｈ　箭头示双层膜的自噬小体包
裹着细胞碎片

图１　透射电镜观察假手术组和损伤组（４８ｈ）神经元的超微结构
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１：假手术组；２～６：损伤后６、１２、２４、４８、７２ｈ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析（ｎ＝４）　ａ：Ｐ＜０．０１，与
假手术组比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＣ３不同损伤时间点的表达

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＮＩＰ３表达增高
　　ＢＮＩＰ３（６０×１０３）在假手术组几乎不表达，脊髓损伤后１２ｈ
明显升高（Ｐ＜０．０５），２４ｈ后达到高峰（Ｐ＜０．０１），７２ｈ后又下
降至假手术组的水平（图３）。
２．４　免疫荧光检测ＬＣ３在神经元表达增高
　　ＬＣ３和ＮｅｕＮ双标发现，ＬＣ３在损伤组织的神经元中高表
达。在假手术组的神经元中，并没有发现ＬＣ３的表达（图４）。
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１：假手术组；２～６：损伤后６、１２、２４、４８、７２ｈ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析（ｎ＝４）　ａ：Ｐ＜０．０５，
ｂ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＮＩＰ３不同损伤时间点的表达

２．５　免疫荧光检测ＢＮＩＰ３在神经元中表达增高
　　ＢＮＩＰ３在损伤组织的神经元中高表达。在假手术组的神
经元中，并没有发ＢＮＩＰ３的表达（图５）。

３　讨论

　　脊髓损伤后，神经元的死亡方式主要是坏死以及
凋亡。新近文献报道脑外伤以及脊髓损伤后发现自噬
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箭头示ＬＣ３与神经元共表达
图４　免疫荧光双标检测ＬＣ３与神经元的表达
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箭头示ＢＮＩＰ３与神经元共表达
图５　免疫荧光双标检测ＢＮＩＰ３与神经元的表达　

以及自噬相关蛋白 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１增高［５］。为检测脊

髓损伤后是否出现自噬，我们通过透射电镜在损伤脊

髓中发现神经元自噬小体；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＬＣ３和
ＢＮＩＰ３在损伤不同时间点的表达变化；免疫荧光观测
ＬＣ３和ＢＮＩＰ３在损伤区域神经元高表达。较多文献通
过电镜观测自噬小体，文献［５］报道脊髓损伤后３ｄ透
射电镜下观测到自噬小体，本实验也在脊髓损伤后２ｄ
发现神经元自噬小体，与文献报道基本相符，但 Ｋａｎｎｏ
等［５］的电镜图片分不清损伤细胞的类型以及基本结

构，而我们的可以清楚地观察到细胞的超微结构。

ＬＣ３是检测自噬活性的一个标志性蛋白，Ｋａｎｎｏ等［５］

通过免疫荧光来观测 ＬＣ３在４ｈ出现，３ｄ后达到高
峰。本研究Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果与之基本相符。我
们同时通过免疫荧光发现 ＬＣ３主要在损伤区域的中
心增高，并在神经元高表达，这与Ｋａｎｎｏ等［５］发现ＬＣ３
在其他细胞类型中也表达不同。主要原因可能是动物

模型、损伤的时间点以及抗体的种类不同。

　　自噬性细胞死亡有别于凋亡（Ｉ型程序性死亡），
而被称为Ⅱ型程序性死亡。自噬过程的信号调控主要
通过雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，
ｍＴＯＲ）信号途径和磷酸肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／Ａｋｔ
（ＰＫＢ）途径［７］。活性氧 （ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）［８］在肿瘤细胞缺氧模型中发现了介导自噬，这可
能是ＢＮＩＰ３引起线粒体损伤后ＲＯＳ蓄积，导致自噬的
发生［４］。正常的神经元中不能检测到 ＢＮＩＰ３，但在缺
血、缺氧时发现 ＢＮＩＰ３表达增高，诱导非典型性凋
亡［９］。另外，在谷氨酸引起神经元兴奋毒性死亡［１０］和

β淀粉样蛋白引起神经元氧化应激性细胞毒性的体外

实验中［１１］，均发现 ＢＮＩＰ３表达增高。脊髓损伤后，神
经元缺氧后的兴奋毒性、氧化应激损伤是神经元继发

性死亡的主要原因，这些体外发现提示 ＢＮＩＰ３与脊髓
损伤后继发性神经元死亡相关。本实验也证实脊髓损

伤后 ＢＮＩＰ３表达增高。新近有报道 ＬＣ３与 ＢＮＩＰ３二
聚体上的 ＬＣ３结合区域（ＬＣ３ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｒｅｇｉｏｎ，ＬＩＲ）
结合诱导自噬［１２］。那么 ＢＮＩＰ３是否也在脊髓损伤中
与ＬＣ３相互作用诱导自噬，需要进一步研究。
　　大量研究报道自噬在多种疾病模型中诱导细胞死
亡［１３－１４］，然而也有报道自噬具有细胞保护作用，减少

细胞的死亡［１５－１６］。有关自噬在脊髓损伤中的作用报

道较少。有研究报道，雷帕霉素抑制了 ｍＴＯＲ增强自
噬并减少了神经组织的损伤，促进了神经功能的恢

复［１７－１８］。与此相反，Ｗａｌｋｅｒ等［１９］研究发现激活

ｍＴＯＲ信号通路减少自噬，增强了大鼠运动功能的恢
复。因此，自噬在脊髓损伤细胞死亡中的作用非常复

杂，这取决于实验条件的不同、损伤发展的不同阶段、

外环境的变化等。
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　　（上接８３６页）
脏自身的重力作用，直接压迫在右季肋部，起到体位压迫预防

出血的目的。患者右侧卧位２ｈ后可将床头抬高３０°卧床休
息：患者双上肢放于躯体两侧，双下肢伸直或屈曲，将枕头放于

膝关节下使腿屈曲，或两腿原样伸展，成自由放置于舒适体位。

此体位对循环、呼吸影响小，而且患者也感舒适。

１．３．３　病情观察　　术后２４ｈ重点观察穿刺点出血、疼痛、排
尿困难、腰背酸痛等。指导患者可在床上适当活动双下肢或按

摩，但不可坐起，尽量避免体位改变幅度过大及频繁改变体位，

２４ｈ后可下床活动，针对性宣教，保持患者心情舒畅。

２　结果

　　１７３例患者穿刺成功率为１００％，均取得理想肝组织标本。
术后无１例出血和发热，无其他如肝包膜下出血、胆汁性腹膜
炎、血气胸等严重并发症。肝穿后疼痛是最常见并发症，发生

率由于评价标准的不同而异。本组３例感疼痛较剧，同时感胸
闷、心悸，给予吸氧、变换体位等处理后逐渐缓解；其余局部疼

痛感较轻，未预特殊处理。２例有轻微恶心感，未予特殊处理后
均逐渐缓解。

３　讨论

　　肝活检术后出血是最危险的并发症，如何预防出血是肝活
检过程中必须解决的关键问题。引起肝活检术后出血的原因

多与穿刺者的操作技术有关，如动作粗暴、穿刺过深等、也与患

者心情紧张，配合欠佳、穿刺过程中身体移位或穿刺局部有肝

硬化结节、肿瘤等因素有关。在护理方面，频繁改变体位、剧烈

运动、过早下床活动等均为引发出血的重要因素。传统的肝活

检术护理常规为术后２４ｈ绝对卧床，沙袋局部压迫６ｈ，腹带包
扎２４ｈ，此方法部分限制了患者的活动，使患者不适，且易出现
穿刺点疼痛、腰背酸痛、排尿困难等情况。右侧卧位可以使肝

脏穿刺点利用肝脏自身的重力作用，直接压迫在右季肋部，起

到体位压迫预防出血的目的［４］。本组通过对１７３例采用体位
压迫肝活检患者的观察，无１例有术后出血等并发症的发生，
表明体位压迫有益于肝活检术后出血的预防，并通过体位压迫

替代沙袋、腹带的作用，更有利于及时发现病情变化。良好的

体位不仅可使患者感到舒适，还可缓解患者的症状。体位压迫

护理较肝活检术后传统的护理方法更加简便、易行，减轻患者

痛苦，值得临床推广应用。
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