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自噬通过降解铁蛋白促进神经元铁死亡参与蛛网膜下腔出血后早期脑损伤
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　　［摘要］　目的　观察大鼠蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）后抑制自噬对早期脑
损伤（ｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＥＢＩ）恢复的作用，揭示自噬促进神经元铁死亡从而影响ＥＢＩ的具体机制。方法
　将ＳＤ大鼠随机分为对照组、ＳＡＨ组、ＳＡＨ＋ＬＶＡＴＧ５组和 ＳＡＨ＋ＬＶＳｃｒａｍｂｌｅ组，每组１２只。采用血
管内穿刺法构建ＳＡＨ模型，自噬相关基因５（ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ５，ＡＴＧ５）慢病毒（ＬＶＡＴＧ５）抑制
自噬，免疫荧光检测ＳＡＨ后２４ｈＡＴＧ５、铁蛋白重链１（ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ１，ＦＴＨ１）和谷胱甘肽过
氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）在皮质神经元的表达和定位情况。ＰＣＲ检测 ＡＴＧ５ｍＲＮＡ
的表达情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＴＧ５、ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ、ＦＴＨ１和ＧＰＸ４的表达变化，尼氏染色（Ｎｉｓｓｌｓｔａｉｎｉｎｇ）和
神经行为学评分、脑水含量等检测抑制自噬后神经元形态和功能的变化情况，并检测细胞内铁沉积、游

离铁含量、脂质过氧化物产物丙二醛（ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、ＧＰＸ４活性等铁死亡指标。结果　免疫荧
光显示ＡＴＧ５、ＦＴＨ１和ＧＰＸ４广泛表达于ＳＡＨ后皮质神经元胞质中。ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示ＡＴＧ５ｍＲＮＡ、ＡＴＧ５和ＬＣ３Ⅱ／Ｉ蛋白表达量显著降低（Ｐ＜０．０５），自噬被成功抑制。抑制自噬后，Ｎｉｓｓｌ
染色提示神经元数量和形态得到一定程度的改善，神经行为学评分升高（Ｐ＜０．０５），脑水含量减少（Ｐ＜
０．０５）。对其可能的具体通路进行探索，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 ＳＡＨ后 ＦＴＨ１和 ＧＰＸ４表达量下降
（Ｐ＜０．０５），ＬＶＡＴＧ５抑制自噬后 ＦＴＨ１和 ＧＰＸ４表达量升高（Ｐ＜０．０５），与 ＳＡＨ组、空载病毒组相比，
慢病毒干预组中细胞内铁沉积减少，铁含量、ＭＤＡ减少（Ｐ＜０．０５）；ＧＳＨ含量提高、ＧＰＸ４活性增强
（Ｐ＜０．０５）。结论　自噬可能通过降解神经元内铁蛋白，导致神经元内游离铁含量增加，促进神经元铁
死亡，加重ＥＢＩ。
　　［关键词］　 蛛网膜下腔出血；早期脑损伤；自噬；铁死亡；铁蛋白
　　［中图法分类号］　Ｒ３６３．２１；Ｒ７４２；Ｒ７４３．３５ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１８７０９２７）
［通信作者］　何朝晖，Ｅｍａｉｌ：ｇｅｎｏ＿ｈｅ＠１６３．ｃｏｍ
［网络首发］　ｈｔｔｐ：／／ｋｎｓ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ＫＣＭＳ／ｄｅｔａｉｌ／５０．１１２６．ｒ．２０１９０４１１．１７０７．００３．ｈｔｍｌ

Ａｕｔｏｐｈａｇｙｐｒｏｍｏｔｅｓｎｅｕｒｏｎａｌｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｂｙｄｅｇｒａｄｉｎｇｆｅｒｒｉｔｉｎａｎｄｉｎｄｕｃｅｓｅａｒｌｙ
ｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙａｆｔｅｒｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｉｎｒａｔｓ
ＬＩＡＮＧＹｉｄａｎ，ＱＩＮＷａｎｇ，ＨＵＡＮＧＨａｏ，ＸＩＮＹｕａｎｊｕｎ，ＺＨＡＯＪｕｎ，ＸＩＡＮＧＸｉａｎｇ，ＷＵＸｉｎｔｏｎｇ，ＨＥＺｈａｏｈｕｉ　　
ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｙｏｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｅａｒｌｙ
ｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ（ＥＢＩ）ａｆｔｅｒｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ（ＳＡＨ）ｉｎｒａｔｓ，ａｎｄｔｏｒｅｖｅａｌｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｎｗｈｉｃｈ
ａｕｔｏｐｈａｇｙｐｒｏｍｏｔｅｓｎｅｕｒｏｎａｌｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｔｈｅｎａｆｆｅｃｔｓＥＢＩ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＳＡＨｇｒｏｕｐ，ＳＡＨ＋ＬＶＡＴＧ５ｇｒｏｕｐａｎｄＳＡＨ＋ＬＶＳｃｒａｍｂｌｅｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ１２ａｎｉｍａｌｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ．ＲａｔｍｏｄｅｌｏｆＳＡＨｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｉｎｔｒａｖａｓｃｕｌａｒｐｕｎｃｔｕｒｅ．ＬｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒＬＶＡＴＧ５ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ５（ＡＴＧ５）ｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔａｕｔｏｐｈａｇｙ．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄ
ｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＡＴＧ５，ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ１（ＦＴＨ１）ａｎｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４（ＧＰＸ４）ｉｎｎｅｕｒｏｎｓｉｎ２４ｈａｆｔｅｒＳＡＨｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＴＧ５ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＴＧ５，ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ，ＦＴＨ１ａｎｄＧＰＸ４ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

７０４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）



Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＮｉｓｓｌｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅａｎｄｂｒａｉｎｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｗｅｒｅａｌｓｏｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｉｒｏｎｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ，ｉｒｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，
ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＧＰＸ４ａｃｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　
ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＡＴＧ５，ＦＴＨ１ａｎｄＧＰＸ４ｗｅｒｅｗｉｄｅｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｆ
ｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓａｆｔｅｒＳＡＨ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＴＧ５ａｔ
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　　早期脑损伤（ｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＥＢＩ）是指蛛网膜
下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）后 ７２ｈ内
发生的一系列病理生理变化，也是其高致死率和致残

率的重要原因［１］，文献报道［２－３］ＳＡＨ后早期脑皮质中
的自噬随即显著加强，并在ＥＢＩ的整个阶段持续存在。
铁死亡是一种新型程序性细胞死亡方式，主要特征是细

胞内过量的铁沉积诱导活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）堆积、细胞内抗氧化剂谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，
ＧＳＨ）耗竭以及清除脂质ＲＯＳ所需的谷胱甘肽过氧化
物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）表达减少、活
性降低［４］。课题组前期研究发现［５］，ＳＡＨ后神经元内
游离铁含量增加，进而导致了铁死亡，它可能是导致

ＳＡＨ后ＥＢＩ的又一重要病理机制。
　　自噬和铁死亡均被证实参与 ＳＡＨ后 ＥＢＩ的病理
过程，然而，此过程中二者的关系以及其相互作用机制

尚不清楚。铁稳态对维持细胞的正常结构和功能起关

键作用，细胞中的游离铁储存在铁蛋白（ｆｅｒｒｉｔｉｎ）中，铁
蛋白重链１（ｆｅｒｒｉｔｉｎｈｅａｖｙｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ１，ＦＴＨ１）是铁蛋
白的重要组成部分［６］。ＨＯＵ等［６］和ＧＡＯ等［７］通过离

体细胞实验报道了自噬和铁死亡在基因层面的关

系———自噬通过降解铁蛋白导致细胞内游离铁含量增

加，从而激活铁死亡。这种以铁蛋白为降解底物的特

殊的自噬途径被称为铁自噬（ｆｅｒｒｏｔｉｎｏｐｈａｇｙ），是一种
自噬性细胞死亡方式（ａｕｔｏｐｈａｇｉｃｃｅｌｌｄｅａｔｈ）。ＳＡＨ后
早期自噬即被激活，但它是否通过降解神经元内铁蛋

白，进而诱导神经元铁死亡，仍需进一步探明。本实验

拟探究ＳＡＨ后自噬和铁死亡的关系，揭示自噬影响神
经元铁稳态并最终导致神经元死亡的具体机制，旨在

对ＳＡＨ后自噬的作用进行更为客观的分析，为临床治
疗提供新的思路和靶点。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　实验动物为健康成年ＳＤ大鼠，体质量２８０～３２０ｇ，
购于重庆医科大学动物实验中心。大鼠随机抽签法分

为假手术组（Ｓｈａｍ组）、蛛网膜下腔出血组（ＳＡＨ组）、
蛛网膜下腔出血＋空载病毒组（ＳＡＨ＋ＬＶＳｃｒａｍｂｌｅ
组）、蛛网膜下腔出血＋慢病毒抑制自噬组（ＳＡＨ＋ＬＶ
ＡＴＧ５组），每组１２只。
１．２　药品与试剂
　　用于沉默自噬相关基因 ５（ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ
５，ＡＴＧ５）的慢病毒（ＬＶＡＴＧ５）和对照慢病毒（ＬＶ
Ｓｃｒａｍｂｌｅ）由上海吉玛制药有限公司合成，其序列为：
５′ＧＡＡＧＧＴＴＡＴＧＡＧＡＣＡＡＧＡＡＧＡ３′。试剂：ＡＴＧ５抗
体（ＣｅｌｌＳｉｎｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，美国）、ＬＣ３Ⅱ／Ｉ抗
体（ＣｅｌｌＳｉｎｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，美国）、ＦＴＨ１抗体
（ＣｅｌｌＳｉｎｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，美国）、ＧＰＸ４抗体
（武汉三鹰生物技术有限公司）、βａｃｔｉｎ抗体（武汉三
鹰生物技术有限公司）、神经元核抗原 ＮＥＵＮ抗体
（Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ公司，美国）、荧光二抗（山羊抗兔抗体，山
羊抗小鼠抗体，武汉三鹰生物技术有限公司）、荧光定

量ＰＣＲ相关试剂（Ｔａｋａｒａ公司，日本）、尼氏（Ｎｉｓｓｌ）染
色液（碧云天生物技术有限公司），组织铁含量测定试

剂盒、ＧＳＨ试剂盒、脂质过氧化物产物丙二醛（ｍａｌｏｎ
ａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）试剂盒、ＧＰＸ４活性试剂盒均购于南
京建成生物试剂公司。
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１．３　ＳＤ大鼠ＳＡＨ模型构建
　　采用 ＳＵＲＵＫＩ等［８］报道的血管内穿刺法构建

ＳＡＨ模型，选用戊巴比妥（５０ｍｇ／ｋｇ）通过腹腔注射麻
醉大鼠，使其仰卧位固定，取正中切口暴露和分离颈总

动脉、颈外动脉和颈内动脉。于颈外动脉远端结扎并

切断颈外动脉，上静脉夹于颈内动脉及颈总动脉以阻

断血流，并于颈外动脉残端作一“Ｖ”形切口，再将４０
尼龙线沿切口导入，经颈总动脉至颈内动脉颅内段，自

觉有阻力感后继续进线０．２ｃｍ，有落空感即为穿刺成
功。１０ｓ后抽出尼龙线，结扎颈外动脉残端并缓慢松
开静脉夹，缝合伤口。假手术组操作方法同模型组，但

尼龙线穿入后不刺破血管。

１．４　慢病毒侧脑室注射
　　自噬相关（Ａｔｇ）基因在自噬的介导中起着重要作
用。其中，Ａｔｇ５对自噬体的形成至关重要［７］，因此选

择用ＬＶＡＴＧ５沉默ＡＴＧ５ｍＲＮＡ的表达，从而抑制自
噬。在ＳＡＨ手术前７ｄ，于ＳＤ大鼠侧脑室内注射ＬＶ
ＡＴＧ５或 ＬＶＳｃｒａｍｂｌｅ。简言之，腹腔注射戊巴比妥
（５０ｍｇ／ｋｇ）使大鼠麻醉并置于立体定位装置（Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ，
美国）中。于右半球前囟旁 １．３ｍｍ，后 １．５ｍｍ处钻
１个孔，将１０μＬＨａｍｉｌｔｏｎ注射器（ＨａｍｉｌｔｏｎＣｏ．，美国）
通过立体定位插入到为侧脑室注射准备的孔中（硬脑膜

表面下３．８ｍｍ）。将５μＬＬＶＡＴＧ５（１×１０９ＴＵ／ｍＬ）或
ＬＶＳｃｒａｍｂｌｅ（１×１０９ＴＵ／ｍＬ）以０．５μＬ／ｍｉｎ的速度注
入右半球。将针保持在适当位置 ５ｍｉｎ以防止回流，
然后缓慢取出。

１．５　指标检测及方法
１．５．１　免疫荧光检测　　大鼠于 ＳＡＨ后 ２４ｈ用生
理盐水、４％多聚甲醛灌注后取出脑组织，经后固定、脱
水后冻存于－８０℃，而后制作成１０μｍ厚的冰冻切片
备用。取出晾干１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗片３次，每次１０ｍｉｎ；
０．５％Ｔｒｉｔｏｎ破膜２ｈ后洗片３次，每次１０ｍｉｎ；枸橼酸
盐溶液修复后自然冷却，洗片３次，每次１０ｍｉｎ；山羊
血清３７℃孵育２ｈ后，擦干周围多余血清，滴加目的蛋
白一抗和ＮＥＵＮ一抗４℃过夜。次日３７℃复温１ｈ后
洗片３次，每次１０ｍｉｎ，滴加绿色与红色荧光二抗于３７℃
孵育２ｈ后洗片３次，每次１０ｍｉｎ；ＤＡＰＩ染核１０ｍｉｎ后
洗片５次，每次１０ｍｉｎ，甘油封片后观察ＡＴＧ５、ＦＴＨ１和
ＧＰＸ４在ＳＡＨ２４ｈ后脑皮质的表达定位情况。
１．５．２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　　按Ｔａｋａｒａ公司说明书
提取各组大鼠大脑皮质总ＲＮＡ，用于ＰＣＲ检测。引物
购于上海生工，根据 ＧｅｎＢａｎｋ提供的基因序列，扩增
大鼠 ＡＴＧ５ｍＲＮＡ引物为 Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＴＧＡＡＣＧＡＧＡ
ＡＧＣＡＧＡＧＣＣＡＴＡＣ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＴＧＴＧＡＴＧＴＴＣＣＡＡ
ＧＧＣＡＧＡＧＣ３′，扩增长度２２０ｂｐ，参考基因 βａｃｔｉｎ引

物序列为 Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＴＧＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＴＡ３′，
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣＡＡＡ３′。扩增条
件为预变性９５℃ ３０ｓ，ＰＣＲ反应 ９５℃５ｓ、６０℃３０ｓ，
４０个循环。
１．５．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　既往研究报道，ＳＡＨ后
２４ｈ自噬出现高峰，其标志蛋白 ＬＣ３Ⅱ表达量达到最
高［３］。因此选择 ２４ｈ作为干预时间点，以判断 ＬＶ
ＡＴＧ５对沉默ＡＴＧ５和抑制自噬的效果。细胞内富余
的游离铁以铁蛋白形式储存，而 ＦＴＨ１是细胞内铁蛋
白的重要组成部分，也是反映细胞内铁稳态的关键指

标。ＧＰＸ４是调控铁死亡的重要蛋白，铁死亡发生时
ＧＰＸ４的表达减少、活性降低。于ＳＡＨ后２４ｈ将脑组
织取出，置于 ＥＰ管中冻存于－８０℃。分别称取各组
皮质０．２ｇ于ＥＰ管中，每管加入组织裂解液和蛋白酶
抑制剂混合液 ６００μＬ，超声打碎组织后于冰上静置
２０ｍｉｎ。４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液，用
ＢＣＡ试剂盒侧浓度后稀释为同一浓度标准，煮沸 ５～
８ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ后加样。凝胶电泳后将
蛋白转至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶封闭２ｈ后置于一抗
中４℃过夜。次日洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，然后滴加二
炕孵育１ｈ，再洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。滴加ＥＣＬ发光
液后即可显影，用Ｆｕｓｉｏｎ软件分析条带灰度值。
１．５．４　早期脑损伤指标及检测方法　　①神经行为
学评分：参照 ＳＵＧＡＷＡＲＡ等［９］的方法，在 ＳＡＨ后
２４ｈ（动物被处死前）使用 ＭｏｄｉｆｉｅｄＧａｒｃｉａＳｃａｌｅ以盲
法评估神经功能缺损情况。通过这个总分为１８分的
评分系统，测试了以下６个项目：自主活动，四肢自主
运动，前肢伸展性，攀爬运动，肢体的本体感觉以及触

须反应。得分越低提示神经功能缺损情况越严重；

②干湿法测定脑水含量：脑水含量通过ＨＥ等［１０］报道

的标准干／湿法测量。
　　在ＳＡＨ后２４ｈ麻醉并处死大鼠，立即取出大脑
并分离出左、右半球，小脑和脑干。去除表面血块、脑

膜后，立即称量各脑区脑组织质量，即为湿质量，然后

在烘箱中干燥２４ｈ后再次称取，获得干质量。脑组织
含水量＝（湿质量－干质量）／湿质量×１００％。
１．５．５　尼氏染色　　将脑组织冰冻切片取出后放入
双蒸水中洗２次，每次２ｍｉｎ。然后将切片放入尼氏染
色液中染色１０ｍｉｎ，蒸馏水洗涤２次，每次５ｓ。之后
在９５％的乙醇中脱水５ｓ，７０％的乙醇中脱水２次，每
次５ｓ，最后蒸馏水洗涤１次，中性树脂封片后在光镜
下观察。

１．５．６　铁死亡检测及方法　　铁死亡检测指标包括：
细胞内铁沉积、组织铁含量、脂质过氧化物产物 ＭＤＡ
含量、ＧＳＨ含量、ＧＰＸ４活性等［４，１１－１２］。①普鲁士蓝染
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色（Ｋｏｅｐｐｅｎ’ｓＰｅｒｌｓ’Ｐｒｕｓｓｉａｎｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ）检测细胞
内铁沉积情况：ＳＡＨ后２４ｈ大鼠脑组织用于普鲁士蓝
染色。将脑组织制作成厚度为１０μｍ的石蜡切片，然
后放入二甲苯 Ｉ和二甲苯Ⅱ中各 １５ｍｉｎ；用 １００％、
９５％、８５％、８０％、７５％和 ７０％的乙醇溶液梯度水合各
１ｍｉｎ，放入 Ｐｅｒｌｓ′染色液（８０ｍＬ２０％ＨＣｌ和 ８０ｍＬ
１０％亚铁氰化钾）中浸泡２０～３０ｍｉｎ并用蒸馏水洗涤
３次；ＨＥ染色１ｍｉｎ后，置于８０％、８５％、９０％和１００％
的乙醇溶液中快速梯度脱水，每次５ｓ。最后用二甲苯
固定切片，并用中性树脂封片；②用组织铁含量试剂
盒、脂质过氧化物产物 ＭＤＡ试剂盒、ＧＳＨ试剂盒及
ＧＰＸ４试剂盒分别检测抑制自噬前后脑组织铁含量、
脂质过氧化物含量、ＧＳＨ表达量以及 ＧＰＸ４活性的变
化。以上检测具体步骤均参照厂家说明书。

１．６　统计学分析
　　所有数据运用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件，计量资料均
用 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检验；多组间比较采用
单因素分析，事后检验采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ检验比较两组
之间的差异。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＡＴＧ５、ＦＴＨ１和ＧＰＸ４在大鼠皮质神经元的定位
　　取大鼠ＳＡＨ后２４ｈ脑组织切片进行免疫荧光染
色，结果显示：ＡＴＧ５、ＦＴＨ１和 ＧＰＸ４在脑组织中广泛
表达。采用神经元标记物 ＮＥＵＮ分别与 ＡＴＧ５、ＦＴＨ１
和ＧＰＸ４进行荧光双染，发现三者均主要表达于神经
元胞质中（图１）。
２．２　自噬抑制及抑制自噬后神经元损伤、早期脑损伤

的变化

２．２．１　ＬＶＡＴＧ５干预后 ＡＴＧ５ｍＲＮＡ和 ＡＴＧ５、ＬＣ３
Ⅱ蛋白表达情况　　ＳＡＨ后２４ｈ后，假手术组未见明
显出血，ＳＡＨ组脑组织表面可见不同程度的明显出血
（图 ２Ａ）。慢病毒干预后，与 ＳＡＨ组和 ＳＡＨ＋ＬＶ
Ｓｃｒａｍｂｌｅ组比较，ＳＡＨ＋ＬＶＡＴＧ５组 ＡＴＧ５ｍＲＮＡ的表
达显著降低（Ｐ＜０．０５），ＳＡＨ＋ＬＶＡＴＧ５组 ＡＴＧ５和
ＬＣ３Ⅱ／Ｉ蛋白水平也明显降低（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ～Ｄ），说
明ＬＶＡＴＧ５有效地沉默了 ＡＴＧ５ｍＲＮＡ，从而达到了
抑制自噬的目的。
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图１　免疫荧光检测ＡＴＧ５、ＦＴＨ１和ＧＰＸ４在大鼠皮质神经元中的表达定位情况
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２．２．２　ＬＶＡＴＧ５抑制自噬后神经元损伤的变化情况
　　尼氏体是神经元内合成蛋白质的重要部位，当神
经元受到刺激后，胞质内的尼氏体数量、形态发生变

化。在Ｓｈａｍ组中，Ｎｉｓｓｌ染色显示神经元轮廓清晰，结
构紧凑，富含胞质和尼氏体。然而，在ＳＡＨ组和ＳＡＨ＋
ＬＶＳｃｒａｍｂｌｅ组中观察到明显的神经元丢失和变性，神
经元排列稀疏，轮廓模糊。抑制自噬显著增加了存活

神经元的数量，改善了神经元的形态（图２Ｅ）。

２．２．３　ＬＶＡＴＧ５抑制自噬后 ＥＢＩ变化情况的检测　
　神经行为学评分和脑水肿是反映 ＳＡＨ后 ＥＢＩ的重
要指标。与Ｓｈａｍ组相比，ＳＡＨ后２４ｈ神经行为学评
分显著降低，左右脑半球脑水含量明显增加（Ｐ＜
０．０５）；而用 ＬＶＡＴＧ５抑制自噬后，与 ＳＡＨ和 ＳＡＨ＋
ＬＶＳｃｒａｍｂｌｅ两组相比，神经行为学评分和脑水肿显著
改善（Ｐ＜０．０５，图２Ｆ、Ｇ）。
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图２　自噬抑制及抑制自噬后神经元损伤、早期脑损伤的变化

１１４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）



２．３　抑制自噬前后通路相关蛋白及下游指标的变化
２．３．１　ＬＶＡＴＧ５抑制自噬后铁代谢及铁死亡相关蛋
白ＦＴＨ１和ＧＰＸ４的表达ＳＡＨ后，ＦＴＨ１和ＧＰＸ４的表
达量明显下降（Ｐ＜０．０５）。用 ＬＶＡＴＧ５抑制自噬后发
现，与ＳＡＨ组和 ＳＡＨ＋ＬＶＳｃｒａｍｂｌｅ组相比，ＳＡＨ＋ＬＶ
ＡＴＧ５组内ＦＴＨ１和ＧＰＸ４的表达量显著增加（Ｐ＜０．０５，
图３Ａ，Ｂ），铁蛋白的降解和铁死亡减轻。以上结果提
示自噬参与调控细胞内铁代谢，通过降解细胞内铁蛋

白从而诱导细胞铁死亡。

２．３．２　ＬＶＡＴＧ５抑制自噬后铁死亡相关指标的变化
ＳＡＨ后，普鲁士蓝染色显示细胞内游离铁沉积明显增
加，脑组织内游离铁含量、脂质过氧化物（ＭＤＡ）含量
明显增加，而 ＧＳＨ含量显著减少，ＧＰＸ４酶活性降低。
与 ＳＡＨ组、ＳＡＨ＋ＬＶＳｃｒａｍｂｌｅ组相比，ＳＡＨ＋ＬＶＡＴＧ５
组中普鲁士蓝染色提示细胞内铁沉积减少，脑组织内

铁含量、脂质过氧化物（ＭＤＡ）含量减少（Ｐ＜０．０５），而
ＧＳＨ含量和ＧＰＸ４酶活性增加（Ｐ＜０．０５，图３Ｃ～Ｇ）。提
示抑制自噬后，神经元内游离铁含量减少，铁死亡减轻。
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图３　自噬促进神经元死亡的通路相关蛋白及下游指标变化

２１４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



３　讨论

　　自噬是一种进化保守的降解途径，在维持细胞稳
态中起关键作用。自噬途径参与神经退行性变、脑缺

血和创伤性脑损伤等多种中枢神经系统（ＣＮＳ）疾
病［１３］。研究发现，自噬是介导 ＳＡＨ后 ＥＢＩ的关键病
理机制之一。ＬＥＥ等［２］和ＷＵ等［１４］报道了 ＳＡＨ后急
性期神经元中的自噬途径即被激活并参与 ＳＡＨ后
ＥＢＩ的病理过程。
　　２０１２年，ＤＩＸＯＮ等［４］报道了一种新型程序性细胞

死亡模式———铁死亡，其特征是谷胱甘肽（ＧＳＨ）耗
竭、ＧＰＸ４的失活，最终导致铁依赖的脂质过氧化物
（ｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ＬＰＯ）蓄积。有趣的是，新近研究发
现自噬和铁死亡存在着重要联系。ＨＯＵ等［６］通过在

永生化小鼠胚胎成纤维细胞（ＭＥＦｓ）、人胰腺癌细胞系
（ＰＡＮＣ１和ＰＡＮＣ２．０３）和人纤维肉瘤细胞系ＨＴ１０８０
中敲低ＡＴＧ５和ＡＴＧ７，进而抑制自噬后发现，细胞内
游离铁水平和脂质过氧化终产物（如 ＭＤＡ）水平均显
著下降，而细胞内稳定铁蛋白标志物 ＦＴＨ１的表达显
著上升。其研究揭示了自噬和铁死亡在基因层面的关

系，自噬通过降解铁蛋白，增加细胞内游离铁含量，从

而促进细胞内 ＬＰＯ蓄积，随后铁死亡发生。ＧＡＯ
等［７］在随后的研究里进一步证实了此种关系。这种

以铁蛋白为降解底物的特殊自噬途径被称为铁自噬

（ｆｅｒｒｏｔｉｎｏｐｈａｇｙ）［６，７，１５］，是一种自噬性细胞死亡方式
（ａｕｔｏｐｈａｇｉｃｃｅｌｌｄｅａｔｈ），它极大地引起了我们的兴趣。
铁死亡被证实参与神经退行性变、缺血／再灌注损伤和
癌症等疾病的病理过程［１６］，而自噬可以通过促进铁蛋

降解诱发铁死亡，由此大家把目光转向了铁自噬，以期

通过调节铁自噬达到治疗上述疾病的目的。近年来铁

自噬在神经退行性变、肿瘤和感染性疾病中均有研

究［１７－１９］，其相关性也得到了直接或间接的证实。

　　课题组前期研究发现［５］，ＳＡＨ后神经元内游离铁
含量增加，铁死亡发生并加重 ＥＢＩ。有研究发现［２，１４］，

ＳＡＨ后早期阶段同侧额基底皮质的自噬活性显著增
加，且在ＥＢＩ的过程中发挥深远影响。自噬和铁死亡
均参与ＳＡＨ后ＥＢＩ的病理过程，但二者的关系和相互
作用机制却鲜有报道。由此我们猜想，自噬可能通过

降解神经元内铁蛋白，增加神经元内游离铁和脂质过

氧化物含量，从而促进神经元铁死亡，加重ＥＢＩ。
　　本研究中，我们采用免疫荧光双标法发现ＳＡＨ后
２４小时ＡＴＧ５、ＦＴＨ１、ＧＰＸ４均在大鼠脑皮质神经元内
广泛表达，采用 ＬｅｎｔｉｖｉｒｕｓＡＴＧ５（ＬＶＡＴＧ５）有效抑制
自噬后，ＳＡＨ模型大鼠脑皮质神经元损伤、神经功能
缺损情况明显改善，脑水肿减轻，提示 ＳＡＨ后早期抑

制自噬达到了减轻脑损伤的作用。为进一步明确

ＳＡＨ后自噬引起神经元铁死亡的可能机制，我们分别
检测了铁蛋白和铁死亡的相关指标，本研究结果表明

抑制自噬后可上调脑内 ＦＴＨ１和 ＧＰＸ４的表达，降低
神经元内游离铁含量和ＭＤＡ含量，增加ＧＳＨ含量，提
高ＧＰＸ４活性，表明ＳＡＨ后自噬可能通过降解铁蛋白
促进神经元铁死亡。

　　目前自噬在细胞中的作用仍存在争议。在大多数
条件下，自噬作为一种促生存机制，对细胞起正向保护

作用［２０］。另一方面，新近研究报道，在某些特定背景

下，自噬也可能是促进细胞死亡的方式，即自噬性细胞

死亡，如前述的自噬通过降解铁蛋白导致细胞铁死亡。

对于自噬在中枢神经系统疾病中的作用也是富有争议

性的。部分学者［２１－２３］认为 ＳＡＨ后自噬通过抑制神经
元凋亡等途径减轻 ＥＢＩ，但也有学者在脑缺血、脑缺
氧、外伤性脑出血模型中报道了抑制自噬后神经元死

亡减少，神经功能改善的现象［２４－２６］。

　　本研究通过从基因层面抑制自噬，达到了改善神
经元死亡，减轻ＳＡＨ后ＥＢＩ的效果。通过对其具体机
制的进一步探索发现，自噬可能通过降解神经元内铁

蛋白，从而促进神经元铁死亡，加重ＥＢＩ。但对于自噬
在ＳＡＨ中的作用仍不可一概而论，需根据其作用背景
对其作用进行更为客观、全面的分析。本研究旨在探

明自噬在ＳＡＨ后促进神经元铁死亡的方式，将对阻断
神经元铁死亡从而改善 ＳＡＨ患者的预后提供重要依
据。实验仍存在一些不足之处，如未对更深入、具体的

机制进行探索，ＥＢＩ的检测时间点较单一等。在后期
的实验中，我们将对自噬促进神经元铁死亡的具体通

路进行深入研究。
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