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ＴＧＦβ１对间歇性缺氧诱导海马神经元自噬的影响
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　　［摘要］　目的　探讨 ＴＧＦβ１对间歇性缺氧诱导海马神经元自噬的影响。方法　体内实验：将
１２只ＳＤ大鼠按完全随机分组方法分为对照组（Ｎ组）和间歇性缺氧组（ＩＨ组），Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫评估大鼠
认知功能；透射电镜、免疫组织化学观察神经元的自噬改变；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＣ３、Ｐ６２及ＴＧＦβ１的表
达。体外实验：将小鼠海马神经元细胞系ＨＴ２２细胞分为对照组（Ｎ组）、间歇性缺氧组（ＩＨ组）、间歇性
缺氧＋ＴＧＦβ１组（ＩＨ＋ＴＧＦβ１组）和间歇性缺氧＋ＳＢ４３１５４２组（ＩＨ＋ＳＢ４３１５４２组），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＴＧＦβ１、ＬＣ３和Ｐ６２的表达。结果　与 Ｎ组相比，ＩＨ组 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验平均逃逸潜伏期延长（Ｐ＜
０．０５），目标象限停留时间延长（Ｐ＜０．０５）；电镜下自噬小体增多，免疫组织化学 ＬＣ３染色增加；体内体
外实验中 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｐ６２表达上调（Ｐ＜０．０５），ＴＧＦβ１表达下调 （Ｐ＜
０．０５）；与 ＩＨ组相比，ＩＨ＋ＴＧＦβ１组 ＴＧＦβ１表达上调（Ｐ＜０．０５），ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｐ６２表达降低（Ｐ＜
０．０５），ＩＨ＋ＳＢ４３１５４２组ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达增加（Ｐ＜０．０５）。结论　间歇性缺氧导致大鼠认知功能障
碍，可能与神经元自噬累积有关，ＴＧＦβ１可以减轻间歇性缺氧诱导的自噬增多。
　　［关键词］　间歇性缺氧；转化生长因子β１；神经元；自噬；认知功能障碍
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　　阻塞性睡眠呼吸暂停（ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｓｌｅｅｐａｐｎｅａ，
ＯＳＡ）是临床上常见的睡眠障碍性疾病，可引起全身多
脏器功能障碍。认知功能障碍是其累及神经系统的一

个常见表现［１］。间歇性缺氧（ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔｈｙｐｏｘｉａ，ＩＨ）
是ＯＳＡ主要的病理生理特征，通过引起氧化应激、钙
超载以及线粒体功能障碍导致细胞损伤甚至死亡，被

认为是引起神经元损伤的潜在因素［２－４］。有研究表

明，ＩＨ诱导海马神经元自噬增加与神经元损伤有
关［５］。自噬是一种广泛存在于真核细胞中的现象，它

可以为细胞合成新蛋白和更新细胞器提供所需的起始

材料，以维持细胞的稳态［６］。但是 ＩＨ诱导自噬增多
的具体机制尚未阐明。研究显示，ＴＧＦβ１发挥显著的
神经生物学作用，除了参与免疫应答和炎症反应外，还

在神经元发生和死亡过程中发挥重要作用，其信号传

导失调与认知功能受损有关［７］。近期一项研究表明，

ＴＧＦβ１可以减弱过氧化氢诱导的大鼠纤维环细胞自
噬［８］。因此我们推测自噬累积导致的海马神经元损

伤可能与ＩＨ减少 ＴＧＦβ１的表达有关。本研究通过
构建间歇性缺氧大鼠和 ＨＴ２２细胞模型，观察海马神
经元自噬改变及ＴＧＦβ１水平，通过外源性给予ＴＧＦβ１
及 ＴＧＦβ１受体抑制剂（ＳＢ４３１５４２），探讨 ＴＧＦβ１对
神经元自噬的影响，以期为临床治疗ＯＳＡ继发的认知
功能障碍提供新的药物靶点及临床思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物与分组　　选取 ４～５周龄的健康雄性
ＳＤ大鼠（体质量１５０～２００ｇ，由重庆医科大学实验动物
中心提供），以国家标准啮齿类动物饲料喂养，自由饮

食。适应性喂养１周后，将大鼠按照完全随机分组方法
分为对照组（Ｎ组，ｎ＝６）和间歇性缺氧组（ＩＨ组，ｎ＝６）。
１．１．２　细胞与分组　　小鼠海马神经元细胞系ＨＴ２２
细胞由重庆医科大学神经内科惠赠。将 ＨＴ２２细胞放
入含有１０％胎牛血清的ＤＥＭＥ普通培养基中，在３７℃，
５％ＣＯ２的潮湿环境常规培养，并在达到８０％～９０％汇合
时进行传代培养。将细胞分为Ｎ组，ＩＨ组，ＩＨ＋ＴＧＦβ１
组（１５ｎｇ／ｍＬ）和ＩＨ＋ＳＢ４３１５４２（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）组。
１．１．３　试剂　　ＤＭＥＭ培养液和特级胎牛血清购自
荣达普麦生物公司；兔抗 ＴＧＦβ１抗体购自 Ａｂｃａｍ公
司；兔抗ＬＣ３Ｂ、Ｐ６２抗体购自ｂｉｍａｋｅ公司；鼠抗βａｃｔｉｎ

抗体购自武汉三鹰生物公司；ＨＲＰ标记山羊抗鼠ＩｇＧ、
山羊抗兔ＩｇＧ购自正能生物公司；ＲＩＰＡ裂解缓冲液、
蛋白酶抑制剂、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒及 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ配胶试剂盒购自碧云天生物技术研究所，ＥＣＬ
化学发光试剂盒购自Ａｄｖａｎｓｔａ公司。
１．２　方法
１．２．１　动物模型建立　　Ｎ组在空气环境下常规饲
养。将ＩＨ组的大鼠放置于间歇性低氧动物舱模型装
置（本项目组专利 ＺＬ２０１６２０１１００１２．４）持续 ８ｈ
（０８：００－１６：００），内循环交替向低氧舱输入空气和氮
气，保持每个循环周期内装置的氧气最低浓度达到

７％～１０％，持续３～５ｓ，然后渐渐恢复到２１％。
１．２．２　细胞模型建立　　Ｎ组正常氧暴露。ＩＨ组、
ＩＨ＋ＴＧＦβ１组和 ＩＨ＋ＳＢ４３１５４２组进行间歇性缺氧暴
露，缺氧条件３７℃，５％ＣＯ２，１．５％Ｏ２，缺氧５ｍｉｎ，之
后复氧１０ｍｉｎ［５］。
１．２．３　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　　构建间歇性缺氧模型
４周后进行 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试。在平台实验期间，将
大鼠从准随机起点放置在池中，最多允许６０ｓ的时间
找到逃生平台，并被允许在平台停留３０ｓ。６０ｓ末未
能找到平台的大鼠被手动引导至平台，并允许其停留

３０ｓ，平台的位置始终保持恒定。平台实验进行 ５ｄ，
并分析平均逃逸潜伏期。第６天进行６０ｓ的测试，移
除平台，分析６０ｓ测试期间目标象限的停留时间及穿
越目标平台次数。

１．２．４　免疫组织化学分析　　大鼠麻醉后通过心脏
灌注ＮＳ，随后４％多聚甲醛固定。解剖分离海马组织
制作石蜡切片以检测 ＬＣ３蛋白表达。组织切片脱蜡
和水合后，置于盛满柠檬酸抗原修复缓冲液（ｐＨ＝６．０）
的修复盒中于微波炉内进行抗原修复，洗涤后将切片

放入３％双氧水溶液以消除内源性过氧化物酶的活
性。３％ＢＳＡ室温封闭后，在切片上滴加一抗，切片平
放于湿盒内４℃孵育过夜。次日将玻片洗涤后，在圈
内滴加与一抗相应种属的二抗覆盖组织，室温孵育

５０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤切片。在圈内滴加新鲜配制的 ＤＡＢ
显色液，显微镜下控制显色时间，阳性为棕黄色，自来

水冲洗切片终止显色。苏木精复染 ３ｍｉｎ左右，自来
水洗，苏木精分化液分化数秒，自来水冲洗，苏木精返

蓝液返蓝，流水冲洗，随后脱水封片。

１．２．５　透射电镜观察　　大鼠麻醉后，通过心脏灌注
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ＮＳ，注入２００ｍＬ２．５％戊二醛固定，快速分离大鼠海
马组织。将样品浸泡在２．５％的戊二醛中。再将样品
用１％锇酸固定，梯度酒精脱水后进行包埋制片，最后
在电子显微镜下观察分析。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　剪碎海马组织或刮下细胞后，
加入ＲＩＰＡ裂解缓冲液和蛋白酶抑制剂按１００∶１配成
混合液，从样品中提取蛋白质，使用 ＢＣＡ试剂盒测定
蛋白浓度。通过浓度为 １２％的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳
分离蛋白质（３０μｇ／条带），并将其转移到０．４５μｍ或
０．２２μｍ的ＰＶＤＦ上。在室温下，将膜在ＴＢＳＴ稀释的
５％脱脂奶粉中封闭２ｈ。随后将膜与一抗孵育过夜。
次日，将膜与偶联有辣根过氧化物酶的二抗在室温下

孵育１ｈ，再用超敏发光试剂盒显影分析。
１．３　统计学分析
　　使用 ＳＰＳＳ２２．０对实验数据进行统计分析，并以
珋ｘ±ｓ表示。逃逸潜伏期采用方差分析进行重复测量，
事后检验选择ＬＳＤ检验，其他行为学指标及生物学实
验结果采用独立样本 ｔ检验。Ｐ＜０．０５被认为差异有
统计学意义。使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍｖ６．０绘制图形。

２　结果

２．１　间歇性缺氧导致大鼠学习记忆障碍
　　平台实验中，与 Ｎ组相比，ＩＨ组大鼠第４天和第
５天的逃逸潜伏期明显延长（Ｐ＜０．０５）。空间探索实
验中，Ｎ组实验轨迹平均热图显示热区富集在目标象
限附近，而ＩＨ组较为分散；ＩＨ组穿越平台次数较Ｎ组
减少（Ｐ＜０．０５），且 ＩＨ组在目标象限停留时间缩短
（Ｐ＜０．０５）。见图１。
２．２　间歇性缺氧诱导自噬小体增多
　　透射电镜结果显示 Ｎ组海马神经元胞体中偶见
单个自噬小体（图２Ａ、Ｂ）。ＩＨ组海马神经元胞体内细
胞器数量减少，线粒体嵴肿胀消失，可见明显增多的双

层或多层磷脂双分子层包裹的自噬小体（图２Ｃ、Ｄ）。
２．３　歇性缺氧诱导自噬相关蛋白表达上调
　　为了确认在透射电镜观察到的自噬小体的增加，
利用免疫组织化学检测了 ＬＣ３的水平。ＬＣ３蛋白主
要表达于大鼠海马区神经元的胞质中，与 Ｎ组相比，
ＩＨ组大鼠海马区阳性细胞显著增多，染色加深，免疫
反应性显著增强（图 ３）。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析 ＬＣ３
和Ｐ６２的水平来检测自噬过程。与Ｎ组比较，大鼠ＩＨ
组ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ 表达增加（Ｐ＜０．０５），Ｐ６２表达上调
（Ｐ＜０．０５，图４Ａ）；在细胞实验中，ＩＨ组ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表
达增加（Ｐ＜０．０５），Ｐ６２表达上调（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ），结
果与体内实验一致。
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图１　间歇性缺氧对大鼠认知功能的影响
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Ａ：Ｎ组神经元自噬体（×１００００）；Ｂ：Ｎ组神经元自噬体
（×３００００）；Ｃ：ＩＨ组神经元自噬体（×１００００）；Ｄ：ＩＨ组神
经元自噬体（×３００００）；箭头示自噬体

图２　透射电镜观察大鼠海马神经元自噬
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Ａ、Ｃ：Ｎ组ＬＣ３的表达；Ｂ、Ｄ：ＩＨ组ＬＣ３的表达

图３　免疫组化检测ＬＣ３在大鼠海马组织中的表达

２．４　ＴＧＦβ１减轻间歇性缺氧诱导的自噬激活
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析发现与 Ｎ组比较，ＩＨ组大鼠海
马组织ＴＧＦβ１的表达减少（Ｐ＜０．０５，图５Ａ），在细胞
实验中，ＩＨ组ＴＧＦβ１的表达同样下调（Ｐ＜０．０５，

图５Ｂ）。为了进一步验证 ＴＧＦβ１是否会影响自噬，
在暴露于间歇性缺氧的细胞（ＨＴ２２）中分别加入ＴＧＦβ１
和ＳＢ４３１５４２，结果表明与ＩＨ组比较，ＩＨ＋ＴＧＦβ１组自
噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达下调（Ｐ＜０．０５），Ｐ６２
表达减少（Ｐ＜０．０５），而 ＩＨ＋ＳＢ４３１５４２组 ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ表达增加（Ｐ＜０．０５），Ｐ６２表达上调（Ｐ＜０．０５）。
见图６。
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图５　间歇性缺氧对神经元ＴＧＦβ１表达的影响
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图４　间歇性缺氧对神经元自噬相关蛋白ＬＣ３和Ｐ６２表达的影响
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图６　ＴＧＦβ１对间歇性缺氧诱导ＨＴ２２细胞自噬的作用

３　讨论

　　ＯＳＡ是常见的睡眠障碍性疾病，表现为睡眠结构
紊乱、间断低氧血症和／或高碳酸血症［９］，累及神经系

统时表现为白天嗜睡、易激惹、抑郁情绪及认知功能障

碍等临床症状［１０－１１］。ＯＳＡ患者通常存在不同程度的
认知功能障碍，集中表现在记忆力、注意力、警觉性、执

行能力、学习能力等方面的功能受损［１２］。在本研究

中，我们利用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫评估大鼠的认知功能，随着
大鼠探索时间的增加，逃逸潜伏期的时间也越来越短，

第１天和第２天两组的逃逸潜伏期均无统计学差异，
这意味着所有大鼠的运动和视觉功能均相似。ＩＨ组
大鼠第４天和第５天的逃逸潜伏期明显延长，并且空
间探索实验ＩＨ组穿越平台次数减少和目标象限停留
时间也明显缩短，这些数据都证实了间歇性缺氧导致

大鼠学习记忆受损。

　　自噬广泛存在于真核细胞中，是除坏死和凋亡外
的第 ３种死亡方式［１３］。研究表明，ＩＨ致大鼠神经元
损伤与细胞超微结构改变有关，神经细胞自噬异常可

能参与其发生、发展过程［１４］。为了确认间歇性缺氧是

否可以激活神经元自噬，我们结合自噬相关标记物

（ＬＣ３和Ｐ６２）进行检测。自噬小体的形成涉及ＬＣ３从
ＬＣ３Ⅰ到ＬＣ３Ⅱ的转化，胞质中ＬＣ３Ⅰ与磷脂酰乙醇
胺结合形成小分子量的ＬＣ３Ⅱ，当自噬小体形成增多
时ＬＣ３Ⅱ的表达量增多，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值的增加
可作为自噬增加的标志［１５］。Ｐ６２被称为选择性自噬
受体，连接ＬＣ３与待降解泛素化底物，当自噬流受阻
时Ｐ６２含量增加［１６］，例如早期 ＩＨ诱导大鼠线粒体自
噬形成及自噬相关蛋白 ＬＣ３表达增多［１７］。自噬的过

度激活可能损伤神经细胞。ＩＨ是缺氧再复氧不断重

复的过程，在缺氧条件下，自噬过程被激活，通过清除

多余或受损的细胞内结构保护细胞免受损伤；然而在

复氧过程中，如炎性反应会导致自噬的大量增加，过度

的自噬激活可能会损伤细胞［１８］。研究发现，ＩＨ的程
度和持续时间对海马神经元自噬影响不同，更严重和

持续时间长的ＩＨ会造成明显的细胞损伤，表现为结构
破坏和数量减少［５］。有研究表明，ＩＨ加重全脑缺血／
再灌注导致的神经损伤，其机制可能与自噬激活和神

经细胞损失增加有关［１９］。ＺＨＡＮＧ等［２０］研究发现肾

脏功能受损可能与 ＩＨ上调小鼠肾脏组织自噬相关蛋
白的表达有关。本研究发现 ＩＨ组大鼠海马神经元胞
体中自噬小体增多，自噬相关蛋白表达上调，表明间歇

性缺氧可激活自噬。在ＨＴ２２细胞模型得到与大鼠体
内实验一致的结论，间歇性缺氧使自噬过度激活，但自

噬底物增加，自噬流受阻，使得自噬累积。我们推断可

能是由于ＩＨ缺氧引起自噬累积，使得神经元受损，从
而导致认知功能障碍。

　　转化生长因子ＴＧＦβ１是一种能够滋养和保护神
经元的抗炎性细胞因子，其活性主要通过多种蛋白酶

将 ＴＧＦβ１转化为活性 ＴＧＦβ１来调节［２１］。ＤＩＮＧ
等［２２］研究表明，ＴＧＦβ１可以显著抑制由 Ａβ１４２诱导
的小胶质细胞激活引起的炎性细胞因子的增加和神经

营养因子的减少，其缺陷在认知受损疾病中起重要作

用。ＣＡＲＡＣＩ等［２３］研究发现神经炎性疾病和认知功

能障碍性疾病可能与 ＴＧＦβ１途径异常有关。在本研
究中，体内实验和体外实验均证实了间歇性缺氧减少

ＴＧＦβ１的表达，间歇性缺氧 ＨＴ２２细胞中加入 ＴＧＦβ１
后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达减少，
Ｐ６２表达下调，自噬通路流畅，自噬被抑制。ＳＢ４３１５４２
是一种 ＴＧＦβ１受体激酶抑制剂，ＴＲＡ等［２４］通过用
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ＳＢ４３１５４２处理人类胚胎干细胞，发现自噬被上调。我
们发现间歇性缺氧 ＨＴ２２细胞中加入 ＳＢ４３１５４２后，
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣⅠ表达增加，Ｐ６２表达上调，表明其通过减
少ＴＧＦβ１的保护作用增加了海马神经元的自噬。目
前ＴＧＦβ１如何调控神经元自噬尚不清楚，有研究报
道，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路的激活抑制自噬并促进神
经元存活［２５］，而该通路又受到 ＴＧＦβ１的调控，因此，
我们推测ＴＧＦβ１可能通过调控 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信
号通路参与间歇性缺氧致神经元自噬发生，这一推测

仍有待于进一步研究探索。此外，本研究仅在细胞层

面探讨ＴＧＦβ１对神经元自噬的影响，针对大鼠体内
ＴＧＦβ１与神经元自噬之间的潜在机制，将在后续进行
深入研究。

　　综上所述，本研究发现间歇性缺氧导致大鼠认知
功能障碍，可能与神经元自噬累积有关，ＴＧＦβ１可减
轻间歇性缺氧诱导的自噬增多。ＴＧＦβ１表达减少引
起自噬累积可能是间歇性缺氧导致认知功能障碍的重

要机制。
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