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新生大鼠缺氧缺血性脑损伤模型中TRPC3通路介导的
神经自噬研究

薛 梅，杨 丽，樊晓艳，李 玲，钱金明

（南京医科大学附属泰州人民医院新生儿科，泰州 225300）

【摘 要】目的：探讨新生大鼠缺氧缺血性脑损伤模型中 TRPC3通路介导的神经自噬作用。方法：7日龄 Sprague-Dawley（SD）
雄性幼鼠随机分为 4 组，每组 20 只，分别为 Sham 组、HIBD 组、HIBD+Vector 组和 HIBD+TRPC3 组。HIBD+Vector 组和 HIBD+
TRPC3组在诱导HIBD模型前 24 h，分别将Vector或TRPC3注射到左侧脑室中。评估各组幼鼠脑梗死面积、神经系统评分、脑

水肿体积、神经元凋亡和线粒体自噬。体外将小鼠海马神经元细胞系（HT22）分为以下 6 组：Control 组、OGD/R 组、OGD/R+
TRPC3组、OGD/R+NC组、OGD/R+si-Pink1组和OGD/R+TRPC3+si-Pink1组。除Control组外，其他组使用氧气-葡萄糖剥夺/再
灌注（Oxygen-glucose deprivation/reperfusion，OGD/R）方法建立体外脑缺血再灌注模型。通过线粒体膜电位的检测线粒体损伤

情况。结果：与 Sham 组相比，HIBD 组和 HIBD+Vector 组显示出较大的梗死面积、脑含水量、神经学评分和神经元凋亡（P<
0.05）。HIBD+TRPC3组的梗死面积、脑含水量、神经学评分和神经元凋亡较HIBD+Vector组明显降低（P<0.05）。与 Sham组相

比，HIBD组和HIBD+Vector组线粒体自噬相关蛋白PTEN诱导假定激酶 1（PTEN induced putative kinase 1，Pink1）、E3泛素连接

酶（Parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase，Parkin）和微管相关蛋白轻链 3（light chain 3，LC3）Ⅱ的表达水平增加（P<0.05）。与

HIBD+Vector组相比，HIBD+TRPC3组 Pink1、Parkin和 Lc3Ⅱ的表达水平进一步增加（P<0.05）。体外实验显示，TRPC3上调可

以强烈增加Pink1、Parkin的表达和Lc3Ⅱ/Lc3Ⅰ比值，以及减少选择性自噬接头蛋白（sequestosome-1，p62）的表达。Pink1沉默

可以部分阻止TRPC3对线粒体自噬的影响。TRPC3上调增加了健康线粒体的数量，减少了受损线粒体的数量，提高了HT-22
细胞的生存率。然而，Pink1沉默阻止了TRPC3对线粒体功能和增殖能力的恢复。结论：TRPC3通过激活Pink1/Parkin通路介

导的线粒体自噬，在HIBD早期阶段中发挥了重要的保护作用。
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A study of neuro-autophagy mediated by the TRPC3 pathway in a neonatal 
rat model of hypoxic-ischemic brain damage

Xue　Mei，Yang　Li，Fan　Xiaoyan，Li　Ling，Qian　Jinming
（Department of Neonatology，The Affiliated Taizhou People’s Hospital of Nanjing Medical University）

【Abstract】Objective：To explore neuro-autophagy mediated by the transient receptor potential channel 3（TRPC3） pathway in a neo⁃
natal rat model of hypoxic-ischemic brain damage（HIBD）. Methods：Seven-day-old male Sprague-Dawley（SD） mice were randomly 
divided into four groups，with 20 rats in each group：sham group，HIBD group，HIBD+vector group，and HIBD+TRPC3 group. At 24 
hours before the induction of the HIBD models，vector and TRPC3 were injected into the left ventricle of the young mice in the HIBD+
vector and HIBD+TRPC3 groups，respectively. The mice in each group were assessed for brain infarct area，neurological score，cerebral 
edema volume，and neuronal apoptosis and mitophagy. The in vitro mouse hippocampal neuronal cell line（HT22） was divided into the 
following six groups：control group，OGD/R group，OGD/R+TRPC3 group，OGD/R+NC group，OGD/R+si-Pink1 group，and OGD/R+
TRPC3+si-Pink1 group. The oxygen-glucose deprivation/reperfusion（OGD/R） method was used to establish an in vitro cerebral 
ischemia-reperfusion model in all groups except the control group. Mitochondrial damage was measured based on the mitochondrial 

membrane potential. Results：Compared with the sham group，the 
HIBD and HIBD+vector groups had greater infarct area，brain water 
content，neurological score，and neuronal apoptosis（P<0.05）. The 
infarct area，brain water content，neurological score，and neuronal 
apoptosis were significantly reduced in the HIBD+TRPC3 group 
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compared with the HIBD+vector group（P<0.05）. The expression levels of mitophagy-related proteins PTEN-induced putative kinase 1
（Pink1），Parkin RBR E3 ubiquitin-protein ligase（Parkin），and light chain 3（LC3）Ⅱ were significantly higher in the HIBD and 
HIBD+vector groups than in the sham group（P<0.05）. The expression levels of Pink1，Parkin，and LC3Ⅱ were further increased in the 
HIBD+TRPC3 group compared with the HIBD+vector group （P<0.05）. In vitro experiments showed that TRPC3 upregulation signifi⁃
cantly increased Pink1 and Parkin expression and the LC3Ⅱ/LC3Ⅰ ratio，and reduced sequestosome-1（p62） expression. Silencing 
Pink1 partially blocked the effect of TRPC3 on mitophagy. TRPC3 upregulation increased the number of healthy mitochondria，reduced 
the number of damaged mitochondria，and increased HT-22 cell survival rate. However，silencing Pink1 prevented TRPC3 from restor⁃
ing mitochondrial function and proliferative capacity. Conclusion：TRPC3 plays an important protective role in the early stages of 
HIBD by activating the Pink1/Parkin pathway-mediated mitophagy.
【Key words】neonatal；hypoxic-ischemic brain damage；typical transient receptor potential channels 3；mitophagy

缺 氧 缺 血 性 脑 损 伤（hypoxic-ischemic brain 
damage，HIBD）是新生儿死亡和神经系统残疾的主

要原因[1]。研究这种疾病的发病机制并开发更有效

和实用的治疗方案是围产医学的研究重点。自噬

是神经元的正常生理过程，阻断基底自噬会导致动

物模型中的神经元死亡[2]。此外，自噬是维持神经

元平衡的必要条件，在HIBD情况下，适度的线粒体

自噬对神经系统有保护作用[3]。典型的瞬时受体电

位 3（transient receptor potential channels 3，TRPC3）
作为Ca2+通道，在脑细胞外间隙、神经元和血管平滑

肌细胞中表达[4]。研究发现，敲除神经元 TRPC3 通

道与脑血流受损和神经元活动的高度瞬间变化相

关[5]。还有研究发现，TRPC3作为线粒体Ca2+负荷的

调控因子，其激活促进过量Ca2+内流，导致线粒体内

膜通透化，进而激活线粒体自噬将受损的线粒体清

除[6-7]。然而，目前尚不清楚TRPC3介导的线粒体自

噬是否参与 HIBD 病理过程。在本研究中，通过建

立新生大鼠 HIBD 模型，初步研究了 TRPC3 是否参

与了HIBD的病理过程及相关机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物

7日龄 Sprague-Dawley（SD）雄性幼鼠购自上海西普尔-
必凯实验动物有限公司，体质量（22±2） g，实验动物生产许

可证编号：SCXK（上海）2019-005。将大鼠随机分为 4组，每

组 20 只，分别为 Sham 组、HIBD 组（2 只死亡）、HIBD+Vector
组（3只死亡）和HIBD+TRPC3组（3只死亡）。所有大鼠置于

温度（22±2）℃、湿度 50%~60%，12 h/12 h 明暗循环的标准

环境中。

1.2　实验方法

1.2.1　分组处理　HIBD组、HIBD+Vector组和HIBD+TRPC3

组参照文献方法建立HIBD模型[8]，具体操作为：幼鼠用异氟

烷完全麻醉（3%~4% 用于诱导，1%~2% 用于维持），并在解

剖显微镜下，分离左侧颈总动脉，用 8~0缝线在近端和远端

结扎，然后从中间切开以防止血管再生。手术后，将幼鼠置

于 37 ℃的暖室中 30 min 以恢复；随后，将它们放置在具有

37 ℃绝缘垫的低氧室中，并以 1 L/min的流速引入纯氮气，以

将低氧的氧浓度保持在 8%。缺氧 60 min后，将幼鼠放回母

亲身边休息，自由摄取母乳。相比之下，Sham组左侧颈总动

脉不被结扎和不暴露于缺氧环境中，在 37 ℃的暖箱中短暂

休息后，将幼鼠放回其母亲身边，让其自由摄取母乳。

通过将 TRPC3 cDNA 克隆到 pcDNA3.1载体（美国 Invit⁃
rogen 公司）中获得 TRPC3 表达载体 pcDNA3-TRPC3 质粒

（TRPC3），构建的序列经DNA测序验证。HIBD+Vector组和

HIBD+TRPC3 组在诱导 HIBD 模型前 24 h，将幼鼠麻醉并固

定在定位器上，将 Hamilton微型注射器插入脑桥后 1.0 mm，

中线侧 2.0 mm，颅骨表面腹侧 3.5 mm，将 pcDNA3-NC 载体

（Vector）或 TRPC3（20 nmol/L，12 μL）在 5 min内注射到左侧

脑室中。注射前后幼鼠的行为无任何变化。

1.2.2　脑水肿的测量　HIBD 后 24 h，幼鼠在麻醉下被安乐

死。迅速取出大脑，然后将大脑分为同侧和对侧半球。立即

用电子秤测量 2个半球的湿重；然后将半球在 100 ℃的烤箱

中加热 48 h，得到干重。脑含水量的计算公式：脑含水量

（%）=（1-干重/湿重）×100%。

1.2.3　梗死体积分析　采用 2，3，5-三苯基氯化四氮唑（2，
3，5-triphenyltetrazolium chloride，TTC）（美国 Sigma-Aldrich
公司）评估脑梗死面积。HIBD后24 h，幼鼠在麻醉下被安乐

死，并收集脑组织。在-20 ℃下冷冻 15 min 后，取成年大鼠

的脑基质，切成 5 个 3 mm厚的冠状切片。采集染色图像后，

用 Image J测量和分析白色梗死区和红色非梗死区的面积。

梗死区的计算：梗死区百分比=（右半球尺寸-左半球红色尺

寸）/右半球尺寸×100%。

1.2.4　神经系统缺损评分的评估　在幼鼠安乐死之前，对神

经功能缺损评分进行评估[8]。0分反映了正常的行为；1分反

映了未能完全伸出右前爪；2分表示向右盘旋；3分表示向右
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跌倒；4分表示缺乏自发行走和意识水平低下；5分表示动物

死亡。课题组在分析中排除了得分为0或5的实验性幼鼠。

1.2.5　苏木精和曙红（HE）染色、TUNEL细胞凋亡试验和电

镜检查　HIBD 后 24 h，用正常生理盐水+4% 多聚甲醛（0.1 
mol/L磷酸盐缓冲液，pH 7.4）灌注心肌。将脑组织在上述固

定器中放置 48 h，嵌入石蜡中，然后切成切片（5 μm），根据

操作手册进行 HE 染色。使用光学显微镜观察海马组织中

神经细胞胞质水肿、染色疏松和核固缩情况。对于 TUNEL
检测，将切片与 TUNEL检测液在 37 ℃下孵育 1 h，然后根据

TUNEL 检测法用 DAPI 对细胞核进行染色。在荧光显微镜

下计算每组每个组织的 TUNEL 阳性核的数量和细胞凋亡

率。从梗死区取出皮质，用 2.5% 戊二醛固定。使用 JEM-
1400PLUS透射电子显微镜（日本电子公司）获得大脑皮层神

经细胞中线粒体周围自噬体的超结构图像。

1.2.6　细胞培养和处理　小鼠海马神经元细胞系（HT22）
来自中国科学院上海细胞生物学研究所。将 HT22 细胞以

2×105个/孔的密度平均接种于 6/96 孔板中，用于进一步研

究。HT22 细胞在含 10% 胎牛血清的 Dulbecco’s Modifified 
Eagle’s Medium（DMEM，美国Hyclone公司）中培养。将细胞

分为以下 6 组：Control 组、OGD/R 组、OGD/R+TRPC3 组、

OGD/R+NC组、OGD/R+si-Pink1组和OGD/R+TRPC3+si-Pink1
组。除 Control 组外，其他组使用氧气-葡萄糖剥夺/再灌注

（Oxygen-glucose deprivation/reperfusion，OGD/R）方法，建立

体外脑缺血再灌注模型[9]。OGD/R+si-Pink1组在建立OGD/R
模型前 24 h，用 Pink1 特异性小干扰 RNA（si-Pink1）序列

（5'-CCAATTGACAGGCCATAAA-3'）转染HT22细胞。OGD/
R+TRPC3 组在建立 OGD/R 模型前 24 h，用 TRPC3 质粒转染

HT22细胞。OGD/R+TRPC3+si-Pink1组在建立 OGD/R 模型

前 24 h，用TRPC3质粒和 si-Pink1转染HT22细胞。OGD/R+
NC 组在建立 OGD/R 模型前 24 h，用 Vector 和 si-NC 转染

HT22细胞。si-Pink1和 si-NC均购自美国 Invitrogen公司。

1.2.7　免疫荧光染色　对于动物实验，幼鼠的大脑在 0.9%
生理盐水灌注后迅速取出，用 4%多聚甲醛在 4 ℃固定 24 h，
在30%蔗糖溶液中脱水48 h，然后在-80 ℃冷冻。将大脑切片

（20 μm）在4 ℃封闭缓冲液中用LC3B兔单克隆抗体（1∶2 000，
英国 Abcam 公司）和 HSP60 兔多克隆抗体（1∶500，美国

Servicebio公司）一起孵育过夜。用PBS洗涤后，将脑切片与

相应的二抗在室温下孵育1 h。脑切片用DAPI（美国Servicebio
公司）染色15 min，用 PBS 洗涤 3 次，每次 5 min，对于细胞实

验，细胞在固定、包埋、制备、透化和封闭后，在 4 ℃封闭缓冲

液中用Tomm20兔单克隆抗体（1∶2 000，英国Abcam公司）和

Parkin兔单克隆抗体（1∶1 500，英国Abcam公司）一起孵育过

夜。用 PBS 洗涤后，将样品在 37 ℃下浸入二抗中 1 h。用

PBS 冲洗样品 3 次，每次 10 min，在 37 ℃下用将细胞核染色

2 h。然后用荧光显微镜观察结果（日本Nikon公司）。

1.2.8　体外线粒体膜电位的检测　根据制造商的说明[10]，

JC-1可以在健康线粒体中聚集并发出红色荧光，而在去极化

的线粒体中发出绿色荧光。用 JC-1检测试剂（北京 Solarbio
公司）处理后，用荧光显微镜获得荧光图像。

1.2.9　体内和体外蛋白质印迹　体内和体外海马细胞在含

PMDF 的冷 RIPA 缓冲液中匀浆 10 min，通过高速离心获得

总蛋白。在通过比辛可宁酸分析（北京 Solaibao 公司）定量

后，将 30 μg蛋白质在 10%~12%（w/v）硫酸盐-聚丙烯酰胺凝

胶电泳凝胶上电泳 2 h，然后转移到聚偏二氟乙烯膜（美国

Millipore Corp公司）上约 1.5 h。将膜在 37 ℃下在 5%脱脂乳

中浸泡 1.5 h。在含有吐温 20的 Tris缓冲盐水中洗涤 10 min
后将膜浸泡在抗线粒体自噬标志蛋白线粒体体外膜移位酶

20（translocase of outer mitochondrial membrane20，Tomm20）
（1∶5 000，英国 Abcam 公司）、微管相关蛋白轻链 3（light 
chain 3，LC3）（1∶2 000，英国Abcam公司）、选择性自噬接头蛋

白（sequestosome-1，p62）（1∶20 000，英国 Abcam 公司）、热休

克蛋白-60（human heat shock protein 60，HSP60）（1∶500，
美国 Servicebio 公司）、PTEN 诱导假定激酶 1（PTEN induced 
putative kinase 1，Pink1）（1∶5 000，美国 Bio Vision 公司）、E3
泛素连接酶（parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase，Parkin）
（1∶1 000，美国 Cell Signaling 公司）、TRAC3（1∶1 000，美国

Proteintech 公司）和 β-actin（1∶2 000，北京 ZSGB-BIO 公司）

稀释的初级抗体一起孵育过夜。将膜洗涤3次，并在37 ℃下

用山羊抗兔 IgG （1∶5 000，安诺伦（北京）生物科技有限公

司）渗透 1.5 h。用TBST 洗涤 3 次，每次 10 min，使用增强化

学发光溶液和 Amersham Imager 600 检测膜上的蛋白质

表达。

1.3　统计学方法

采用SPSS 23.0进行所有的统计分析。采用Kolmogorov-
Smirnov检验计量资料的正态性，检验结果确认为正态分布。

计量资料采用均数±标准差（x±s）形式表达，多组间比较采

用单因素方差分析，然后进行Tukey的多重比较检验。检验

水准α=0.05。

2　结 果

2.1　上调TRPC3改善HIBD幼鼠脑损伤

研究考察了上调 TRPC3对大脑HIBD的影响。在HIBD
幼鼠造模前注射质粒来上调海马组织中 TRPC3 的表达（图

1A）。TTC 染色结果证明，各组梗死面积存在统计学差异

（F=71.950，P<0.001）；与 Sham 组相比，HIBD 组和 HIBD+
Vector 组显示出较大的梗死面积（P<0.05）。HIBD+TRPC3
组的梗死面积较 HIBD+Vector 组明显降低（P<0.05）（图 1B、

C）。此外，各组脑含水量和神经学评分存在明显差异（F=
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77.940、16.520，均 P<0.001）；与 Sham 组相比，HIBD 组和

HIBD+Vector 组显示出较大的脑含水量和神经学评分（P<
0.05）。HIBD+TRPC3组的脑含水量和神经学评分较HIBD+
Vector 组明显降低（P<0.05）（图 1D、E）。HE 染色显示，与

sham组相比，HIBD 组和 HIBD+Vector 组的神经细胞胞质水

肿、染色疏松和核固缩增加，HIBD+TRPC3组这些病理改变

得到改善（图1F）。

2.2　TRPC3上调减轻HIBD后的神经元凋亡

接下来研究考察了在上调 TRPC3 对神经元凋亡的影

响。免疫荧光分析结果显示，各组神经元凋亡存在明显

差 异（F=42.250，P<0.001）；与 Sham 组 相 比 ，HIBD 组 和

HIBD+Vector组神经元凋亡明显增加（P<0.05），并且 HIBD+
TRPC3 组神经元凋亡较 HIBD+Vector 组明显降低（P<0.05）
（图 2A、B）。

       注：a，与Sham组比较，P<0.001；b，与HIBD+Vector组比较，P<0.05
图 1　上调 TRPC3 改善 HIBD 幼鼠脑损伤（n=5）

图 2　TRPC3 上调减轻 HIBD 后的神经元凋亡（n=5）
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2.3　TRPC3增强HIBD后的线粒体自噬

为了研究上调 TRPC3 对线粒体自噬的影响，用电子显

微镜观察了大脑皮层神经细胞中线粒体的形态。Sham组线

粒体形态正常。在 HIBD 组和 HIBD+Vector 组中，许多线粒

体被细胞溶酶体包围，表明存在线粒体自噬作用。在HIBD+
TRPC3组中，越来越多的自噬小泡包裹线粒体，显示出更强

的线粒体自噬活性（图 3A）。免疫荧光分析结果（图 3B、C）
显示，各组 LC3B+HSP60+细胞数目差异有统计学意义（F=
37.630，P<0.001）；与 Sham 组相比，HIBD 组和 HIBD+Vector
组 LC3B+HSP60+ 细胞数目明显增加（P<0.05）。与 HIBD+
Vector 组相比，HIBD+TRPC3 组海马组织中 LC3B+HSP60+细

胞数目进一步增加（P<0.05）。免疫印迹分析显示，各组细胞

Lc3Ⅱ/Lc3Ⅰ比值和 p62、Pink1、Parkin 的表达差异有统计学

意义（F=13.570、18.920、20.72、18.81，均 P<0.001）；与 Sham
组相比，HIBD 组和 HIBD+Vector 组线粒体自噬相关蛋白

Pink1、Parkin和Lc3Ⅱ的表达水平增加（P<0.05），和 p62的表

达水平降低（P<0.05）。与 HIBD+Vector 组相比，HIBD+
TRPC3组 Pink1、Parkin和 Lc3Ⅱ的表达水平进一步增加（P<
0.05），和p62的表达水平进一步降低（P<0.05）（图3D～F）。

2.4　上调TRPC3通过Pink1/Parkin促进线粒体自噬

为了进一步验证 TRPC3对线粒体自噬的激活是否依赖

于 Pink1/Parkin 通路，在 HT-22 细胞中使用 Pink1 沉默来检

测其在线粒体自噬中的作用。各组细胞 Tomm20 和 Parkin
之间的共定位存在明显差异（F=14.360，P<0.001）；用TRPC3
处理可以明显增强 Tomm20 和 Parkin 之间的共定位，诱导

Parkin在线粒体的积累。然而，Pink1沉默可以减少Tomm20
和 Parkin 之间的共定位（图 4A、B）。各组细胞 Lc3Ⅱ/Lc3Ⅰ
比值和 p62、Pink1、Parkin 的表达存在明显差异（F=24.170、
15.260、21.540、22.830，均P<0.001）；TRPC3上调可以强烈增

加Pink1、Parkin的表达和Lc3Ⅱ/Lc3Ⅰ比值（P<0.05），以及减

少 p62 的表达（P<0.05）。此外，Pink1 沉默可以部分阻止

TRPC3对线粒体自噬的影响（图 4C~E）。总之，这些结果表

明，TRPC3可以在体外以依赖 Pink1的方式促进神经元的线

粒体自噬。

2.5　TRPC3 通过 Pink1/Parkin 介导的线粒体自噬改善了

HT-22的损伤

为了验证 Pink1/Parkin 通路在 TRPC3 激活的线粒体自

噬中的积极作用，课题组检查了 HT-22 细胞在 OGD/R 后的

    注：a，与Sham组比较，P<0.01；b，与HIBD+Vector组比较，P<0.05
图 3　TRPC3 增强 HIBD 后的线粒体自噬（n=5）
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线粒体功能和细胞生存能力。TRPC3上调增加了健康线粒

体的数量（红色），减少了受损线粒体的数量（绿色）。各组细

胞存活率存在明显差异（F=27.18，P<0.001）；与对照组相比，

OGD/R组HT-22细胞的存活率明显降低（P<0.05）。与OGD/
R 组相比，OGD/R+TRPC3 组 HT-22 细胞的存活率明显增加

（P<0.05）。然而，Pink1的沉默阻止了 TRPC3对线粒体功能

的恢复。同样，与 OGD/R+TRPC3 组相比，OGD/R+TRPC3+
si-Pink1 组 HT-22 细胞的存活率明显降低（P<0.05）（图 5）。

所有数据表明，TRPC3的神经保护和 Pink1/Parkin途径的增

强参与了线粒体自噬的过程。

           注：a，与Control组比较，P<0.01；b，与OGD/R组比较，P<0.05；c，与OGD/R+TRPC3组比较，P<0.05
图 4　上调 TRPC3 通过 Pink1/Parkin 促进线粒体自噬（n=3）
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3　讨 论

线粒体功能障碍与各种中枢神经系统疾病（如

HIBD）有关[11]。本研究建立了新生大鼠缺氧缺血模

型，观察 TRPC3 是否参与了 HIBD 的过程。首先，

TTC染色和HE染色确认成功建立了新生大鼠HIBD
模型，并发现TRPC3上调减轻脑缺血缺氧损伤。通

过电子显微镜观察到自噬体的形成，表明TRPC3上

调后线粒体自噬活动更强，并且神经元凋亡减少。

证据表明，TRPC3可以保护海马神经元免受体内和

体外 HIBD 的影响[12]。因此，关注线粒体的神经保

护作用可能是HIBD的一种新的治疗策略[3]。此外，

相关研究表明，促进线粒体自噬可以通过改善线粒

体功能来保护受损的神经元[13]。本研究探讨了

TRPC3通过线粒体自噬治疗HIBD及其潜在的治疗

机制。所有的研究结果与之前的研究一起支持了

线粒体自噬作用可能是 TRPC3 治疗 HIBD 的潜在

目标。

线粒体自噬是 HIBD 的一个重要病理变化，已

成为研究的重点[14]。研究表明，不同器官的缺氧缺

血可以诱发细胞凋亡，而细胞凋亡与自噬密切相

关[15]。值得注意的是，线粒体损伤的程度往往决定

了细胞的命运，对细胞凋亡的调节是一把“双刃

剑”。有报道显示，在缺氧缺血的早期阶段，线粒体

自噬在清除受损的线粒体方面起到保护作用[15]；但

随着缺氧缺血时间的延长，线粒体自噬的过度降解

会导致自噬样细胞坏死，进一步加重损伤[16]。最近，

Feng J 等[17]在脑缺血后的不同时间进行了实验，他

们发现缺血大鼠在缺血 24 h后，脑梗死的面积和自

噬程度扩大。这些结果证明了缺血时间延长能够

激活了过度线粒体自噬的有害影响。1项研究也证

明，雷帕霉素在瞬时 MCAO 前同时治疗（I/2 h 和 R/
22 h），能够增强线粒体自噬作用并削弱了脑缺血再

灌注损伤[18]。基于上述实验现象，课题组认为本研

究建立的 HIBD 处于脑损伤早期阶段，在这一阶段

中激活线粒体自噬可以清除受损的线粒体，并有利

于回收细胞成分回收，以维持细胞的平衡[19]。值得

注意的是，Pink1和Parkin的蛋白表达也随着TRPC3
的上调而增加，表明 TRPC3 对 HIBD 大鼠的神经保

护作用可能与 Pink1/Parkin介导的线粒体自噬的激

活有关。

众所周知，线粒体自噬是由 FUNDC1、BNIP3 和

Pink1/Parkin等多种途径介导[20]。其中，Pink1/Parkin
是调节线粒体自噬的经典途径。Pink1 位于 Parkin
的上游，它们之间的相互作用可以诱导线粒体自

噬[16]。生理上，Pink1可在缺血条件下稳定积聚在受

损线粒体外膜，并募集 Parkin启动线粒体吞噬。随

后，自噬体可以通过识别连接受损线粒体和自噬体

的桥梁 LC3 和 p62 来吞噬受损线粒体。最终，受损

的线粒体可被溶酶体降解[16]。在本研究中，Pink1沉

默用于检测 Pink1/Parkin信号通路在 TRPC3上调对

OGD/R损伤的HT22细胞的神经保护中的作用。结

果表明，在OGD/R背景下，Pink1沉默可抑制TRPC3

注：a，与Control组比较，P<0.01；b，与OGD/R组比较，P<0.01；c，与OGD/R+TRPC3组比较，P<0.05
图 5　TRPC3 通过 Pink1/Parkin 介导的线粒体自噬改善了 HT-22 的损伤（n=3）
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上调对HT-22细胞的线粒体保护作用和增殖作用。

综上所述，本研究结果表明TRPC3上调促进的

线粒体自噬作用可以保护神经元免受 HIBD 损伤，

并且这一过程依赖于激活的 Pink1/Parkin通路。然

而，本研究未能抽提线粒体膜行WB验证，以及没有

设计Trpc3基因敲除小鼠进行体内验证。在未来的

研究中需要针对上述不足开展相关研究，进一步明

确TRPC3通路介导的神经自噬作用。

这些结果表明，TRPC3 通过激活 Pink1/Parkin
通路介导的线粒体自噬，在 HIBD 早期阶段中发挥

了重要的保护作用。因此，选择性去除受损的线粒

体被认为是 HIBD 的有效治疗策略。同时，本研究

为 TRPC3 作为新生大鼠缺血缺氧后的治疗提供了

一个新的治疗靶点。
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