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PERK信号通路介导的线粒体未折叠蛋白反应在
低氧缺血性脑损伤中的作用

王映云，于利国，曹海燕，李艳芳

（武汉市第一医院/武汉市中西医结合医院康复医学科，武汉 430022）

【摘 要】目的：探讨蛋白激酶RNA样ER激酶（protein kinase RNA-like ER kinase，PERK）信号通路介导的线粒体未折叠蛋白反

应（mitochondrial unfolded protein response，mtUPR）在缺氧缺血性脑损伤（hypoxic-ischemic brain injury，HIBI）中的作用。方法：

将大鼠随机分为假手术（Sham）组和 5 个 HIBI 亚组（HIBI 后 3、6、12、24、48 h）。用于蛋白质印迹检测 PERK、转录激活因子 4
（activating transcription factor 4，ATF4）、热休克蛋白 60（heat shock protein 60，HSP60）蛋白的时程表达。将大鼠随机分为 Sham
组、HIBI组、HIBI + PERK组和HIBI+载体（Vector）组，每组15只。HIBI+PERK组和HIBI+Vector组大鼠在HIBI手术前1 h，将基

于腺病毒相关病毒（adeno-associated virus，AAV）的 PERK过表达质粒或AAV载体注射到脑室内，用于特异性表达 PERK。在

HIBI后 24 h进行FJC染色分析神经元变性和DHE染色、酶联免疫吸附试验分析氧化应激。将大鼠随机分为 Sham组、HIBI组、

HIBI+PERK 激动剂（CCT020312）组，每组 12 只。在 HIBI 手术前 1 h，向 HIBI+CCT020312 组大鼠脑室内注射 CCT020312。在

HIBI后 3周进行开阔场地测试和莫里斯水迷宫测试。结果：与 Sham组相比，PERK、ATF4、HSP60在HIBI后 3 h开始明显升高，

在 12 h达到高峰，然后逐渐下降，直到 48 h（F=60.23、56.72、74.31，均P<0.001）。与HIBI组相比，HIBI+PERK组神经元变性的

数量（100.2±3.1 vs. 582.4±15.7，P<0.001）、活性氧（reactive oxygen species，ROS）（42.4±2.9 vs. 17.7±2.1，P<0.01）、丙二醛

（Malondialdehyde，MDA）（0.81±0.06 vs. 0.54±0.04，P<0.001）水平显著降低，和谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，
GSHPx）（112.4±3.6 vs. 177.5±6.6，P<0.05）、超氧化物歧化酶（superoxide Dismutase，SOD）活性（46.3±1.9 vs. 64.2±2.3，P<
0.05）活性明显增加。与 Sham组相比，HIBI组大鼠海马组织中PERK（1.00±0.03 vs. 1.66±0.08，P<0.01）、ATF4（1.00±0.04 vs. 
1.53±0.06，P<0.05）、动力蛋白相关蛋白 1（dynamin-related protein 1，Drp1）（1.00±0.02 vs. 1.98±0.07，P<0.01）、HSP60（1.00±

0.03 vs. 1.37±0.04，P<0.05）蛋白表达均明显增加（P<0.05）。与HIBI组相比，HIBI+PERK组大鼠海马组织中PERK（1.66±0.08 
vs. 2.95±0.17，P<0.01）、ATF4（1.53±0.06 vs. 3.42±0.22，P<0.01）、HSP60（1.37±0.04 vs. 2.03±0.09，P<0.05）蛋白表达均明显

增加（F=46.72、30.63、20.64，P<0.001），和 Drp1（1.98±0.07 vs. 1.04±0.05，P<0.05）蛋白表达明显降低（F=35.72，P<0.001）。

HIBI+CCT020312组的平均逃避潜伏期和平台穿越次数均较HIBI组明显增加（F=246.84、113.62，P<0.001）。结论：PERK减轻

HIBI模型诱导的氧化应激和神经元凋亡，其机制可能涉及PERK/ATF4信号通路对mtUPR的调节。通过CCT020312给药具有

神经保护作用。
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Role of PERK signaling pathway-mediated mitochondrial unfolded protein 
response in hypoxic-ischemic brain injury
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【Abstract】Objective：To examine the role of mitochondrial unfolded protein response（mtUPR） mediated by the protein kinase RNA-
like ER kinase（PERK） signaling pathway in hypoxic-ischemic brain injury（HIBI）. Methods：Rats were randomly divided into the 

sham group and five HIBI groups（3，6，12，24 and 48 h after HIBI） 
for Western blot analysis of PERK，activating transcription factor 4 
（ATF4），and heat shock protein 60（HSP60） protein expression 
over time. In another experiment，rats were randomly divided into 
the sham group，HIBI group，HIBI+PERK group，and HIBI+Vector 
group，with 15 rats in each group. Rats in the HIBI+PERK group 
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and HIBI+Vector group were given intracerebroventricular injection of adeno-associated virus（AAV）-based PERK overexpression 
plasmid or empty AAV vector 1 h before HIBI to induce specific PERK expression. FJC staining was performed 24 h after HIBI to ana⁃
lyze neuronal degeneration，and oxidative stress was examined by DHE staining and enzyme-linked immunosorbent assay. In a third ex⁃
periment，rats were randomly divided into the sham group，HIBI group and HIBI+CCT020312（PERK agonist） group，with 12 rats in 
each group. Rats in the HIBI+CCT020312 group were given intracerebroventricular injection of CCT020312 one hour before HIBI. 
Open field test and Morris water maze test were performed 3 weeks after HIBI. Results：Compared with the sham group，the HIBI 
groups showed significantly increased PERK，ATF4，and HSP60 expression at 3 h post-HIBI，which peaked at 12 h and then gradually 
decreased until 48 h（F=60.23，56.72，74.31，all P<0.001）. The HIBI+PERK group had significantly lower number of degenerated 
neurons（100.2±3.1 vs. 582.4±15.7，P<0.001），reactive oxygen species（ROS） level （42.4±2.9 vs. 17.7±2.1，P<0.01），and malo⁃
ndialdehyde（MDA） level（0.81±0.06 vs. 0.54±0.04，P<0.001），but significantly higher glutathione peroxidase（GSH-Px） activity 
（112.4±3.6 vs. 177.5±6.6，P<0.05） and superoxide dismutase （SOD） activity （46.3±1.9 vs. 64.2±2.3，P<0.05），as compared with 
the HIBI group. PERK（1.00±0.03 vs. 1.66±0.08，P<0.01），ATF4 （1.00±0.04 vs. 1.53±0.06，P<0.05），dynamin-related protein 1 
（Drp1；1.00±0.02 vs. 1.98±0.07，P<0.01），and HSP60 （1.00±0.03 vs. 1.37±0.04，P<0.05） protein expression in the hippocampal 
tissue were significantly higher in the HIBI group than in the sham group. Furthermore，the HIBI+PERK group demonstrated signifi⁃
cantly higher PERK（1.66±0.08 vs. 2.95±0.17，P<0.01），ATF4（1.53±0.06 vs. 3.42±0.22，P<0.01），and HSP60 （1.37±0.04 vs. 
2.03±0.09，P<0.05） protein expression（F=46.72，30.63，20.64，P<0.001） but significantly lower Drp1（1.98±0.07 vs. 1.04±0.05，
P<0.05） protein expression in the hippocampal tissue than the HIBI group（F=35.72，P<0.001）. Mean escape latency and the number 
of platform crossings were significantly higher in the HIBI+CCT020312 group than in the HIBI group（F=246.84，113.62，P<0.001）. 
Conclusion：PERK attenuates oxidative stress and neuronal apoptosis induced by HIBI，possibly through the regulation of mtUPR via 
the PERK/ATF4 signaling pathway. CCT020312 has neuroprotective effects in HIBI.
【Key words】protein kinase RNA-like ER kinase；mitochondrial unfolded protein response；hypoxic ischemic brain injury；neuron

缺氧缺血性脑损伤（hypoxic-ischemic brain in⁃
jury，HIBI）主要由围产期窒息引起，发生率为 2.5/
千，通常会导致长期的神经损伤和障碍（如学习和

记忆障碍）[1]。尽管低温治疗已在临床上批准用于

HIBI，但治疗效果并不令人满意，并且在最佳治疗

窗口内（HIBI 后 6 h 内）进行低温干预可能很困

难[2-3]。此外，由于对HIBI相关的确切潜在机制和病

理生理学了解不足，个性化治疗的发展受到限制；

因此，进一步的研究是必要的，以适应 HIBI治疗方

案。神经元损伤是导致 HIBI后认知功能障碍的直

接原因[4]。氧化应激被认为是导致神经元损伤的重

要机制[5]。在实验性模型中，抗氧化治疗具有神经保

护和抗血管痉挛作用[6]。线粒体是活性氧（reactive 
oxygen species，ROS）的重要产生者，也是氧化应激

的主要场所，氧化应激可以破坏线粒体的完整性，

并在许多病理状态下引发线粒体功能障碍[7]。已证

实线粒体功能障碍可引起多种神经系统异常[8]。线

粒体生物发生在维持中枢神经系统中线粒体的

完整性方面起着重要的作用；其中线粒体未折叠

蛋白反应（mitochondrial unfolded protein response，
mtUPR）通过调节分子伴侣和线粒体相关蛋白酶的

转录而被激活，以恢复线粒体功能[9-10]。最近研究

表明，mtUPR 参与了受损线粒体的修复，以减轻帕

金森氏病毒介导的神经元损伤[11]。此外，mtUPR 是

细胞适应低氧微环境的一种自我保护过程[12]。然

而，HIBI期间mtUPR在海马神经元损伤中的作用仍

不清楚。蛋白激酶 RNA 样 ER 激酶（protein kinase 
RNA-like ER kinase，PERK）是一种氧化应激诱导

的转录因子，参与氨基酸的代谢和转运以及蛋白质

稳态的维持[13]。研究表明，PERK 与线粒体功能密

切相关[14]。最近 1项研究报道，PERK可以通过诱导

mtUPR 来减轻肺泡上皮细胞的损伤[15]。因此，这项

研究重点分析了 HIBI 期间 PERK 通路在新生大鼠

海马组织中的时程表达，并分析 PERK 通路表达上

调对mtUPR和海马神经元损伤的影响。

1　材料与方法

1.1　动物

7 d龄Sprague-Daw ley大鼠购自上海斯莱克实验动物有

限责任公司，饲养在无特定病原体的动物区，温度为（24±

1） ℃，光照/黑暗周期为 12 h，可随意进食和饮水。本研究中

使用的方法和协议由本院动物伦理委员会批准。

1.2　新生儿HIBI模型

参照文献方法建立新生儿HIBI模型[16]。在七氟醚麻醉
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后 5 min内，通过颈部的小切口，使用 7-0外科手术丝线永久

结扎大鼠（性别比为 1∶1）的左侧颈总动脉。唤醒后让大鼠

恢复 2 h。此后，将大鼠幼仔置于 8%O2、92%N2和 37 ℃下的

低氧室中2 h。
1.3　实验分组设计

1.3.1　实验 1　将 24只大鼠分为假手术（Sham）组（n=6）和 5
个HIBI亚组[HIBI后3 h（n=3）、6 h（n=3）、12 h（n=3）、24 h（n=
6）、48 h（n=3）]。各组取 3只用于蛋白质印迹检测 PERK、转

录激活因子 4（activating transcription factor 4，ATF4）、热休克

蛋白 60（heat shock protein 60，HSP60）蛋白的时程表达。此

外，将假手术组和HIBI 24 h亚组其余3只通过双重荧光染色

进行PERK的细胞定位。

1.3.2　实验 2　将 60 只大鼠随机分为 Sham 组、HIBI 组、

HIBI+PERK 组和 HIBI+载体（Vector）组，每组 15 只。HIBI+ 
PERK组和HIBI+Vector组大鼠在HIBI手术前 1 h，将基于腺

病毒相关病毒（adeno-associated virus，AAV）的PERK过表达

质粒或 AAV 载体（1×1012 vg/mL，3 μL）注射到脑室内，用于

特异性表达 PERK。在 HIBI 后 24 h 进行 DHE 染色（n=4）、

FJC染色（n=4）、酶联免疫吸附试验（n=6）、蛋白质印迹（n=6）
和免疫荧光染色（n=4）。

1.3.3　实验 3　将 36 只大鼠随机分为 Sham 组、HIBI 组、

HIBI+PERK 激动剂（CCT020312）组，每组 12 只。在 HIBI 手
术前1 h，向HIBI+CCT020312组大鼠脑室内注射3 pmol/3 μL 
CCT020312（溶解在含有 1% 二甲基亚砜中，美国 MedChem⁃
Express公司）。在HIBI后 3周进行开阔场地测试（n=8）和莫

里斯水迷宫测试（n=8）。

1.4　蛋白质印迹

收集实验大鼠的海马组织，并在放射免疫沉淀分析裂解

缓冲液中制备匀浆（上海碧云天公司）。通过电泳分离等量

的蛋白质到聚偏二氟乙烯膜，用初级抗体在 4 ℃探测膜

过夜，并在室温下用辣根过氧化物酶偶联的二级抗体（美国

Affinity公司）孵育 2 h。使用增强化学发光对免疫反应性进

行可视化。使用的一抗如下：抗 PERK 抗体（1∶1 000）、抗

ATF4抗体（1∶1 000）、抗动力蛋白相关蛋白1（dynamin-related 
protein 1，Drp1）抗体（1∶1 000）、抗 HSP60抗体（1∶1 000）、抗

甘油醛 3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydro⁃
genase，GAPDH）抗体（1∶1 000，均购自美国Abcam公司）。

1.5　免疫荧光染色

制备石蜡包埋的脑切片（4 μm厚度），在室温下用 5%山

羊血清（北京 Solarbio 公司）封闭切片 30 min，然后在 4 ℃下

与抗PERK抗体（1∶50）、抗HSP60抗体（1∶60）孵育过夜。用

Alexa Fluor 594山羊抗小鼠 IgG（1∶400，美国Abcam公司）或

Alexa Fluor 488 山羊抗兔 IgG（1∶400，美国 Abcam 公司）在

37 ℃下反应 1 h。使用Hoechst 33342（美国 Sigma公司）对细

胞核染色 15 min。由 DMI8 荧光显微镜（德国 Leica 公司）捕

捉图像。

1.6　氟玉C（fluoro-Jade C，FJC）染色

使用商业检测试剂盒（德国 Millipore 公司）进行 FJC 染

色以评估退化的神经元。脑切片与 FJC 反应混合物在室温

下孵育 1 h。切片用 4', 6-二脒基-2-苯基吲哚（4', 6-di⁃
amidino-2-phenylindole，DAPI）染 色 以 显 示 细 胞 核 。 在

DM2500 光学显微镜系统（德国 Leica 公司）下观察并获得

图像。

1.7　ROS水平的测量

将新鲜制备的冷冻脑切片（10 μm）与 2 μmol/L 荧光染

料二氢乙锭（dihydroethidium，DHE，美国 Thermo Fisher Sci⁃
entific公司）在 37 ℃下在潮湿的室温中避光孵育 30 min。通

过光学显微镜获得DHE染色的图像。

1.8　酶联免疫吸附测定

分别用蛋白质羰基（proteincarbonylation，PCO）和丙二醛

（malondialdehyde，MDA）检测试剂盒分析脑氧化损伤指标的

水平。分别用 SOD测定试剂盒和GSHPx测定试剂盒测定抗

氧化因子超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）和谷

胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSHPx）活性水

平。所有试剂盒均购自上海酶联生物科技有限公司。

1.9　开阔场地测试（open-field test，OFT）
在 HIBI 后第 21 天使用黑色正方形开放视野装置

（100 cm×100 cm×45 cm）进行OFT。地板分为中心区和边

缘区，并在2次测试之间用70%的乙醇清洗。使用EthoVision 
XT 视频跟踪系统（荷兰 Noldus 公司）监测其活动 10 min，记
录运动、行进距离和平均速度。

1.10　莫里斯水迷宫（morris water maze，MWM）

在 HIBI 后第 22~27 天进行 MWM 测试。将温水（20±

1） ℃注入 1个圆形水池（直径，160 cm；高度，60 cm）中，水深

度为 15 cm。连续 5 d 每天进行 4 次训练。将 8 只大鼠分别

从不同象限放入水中，并允许它们搜寻平台长达 90 s。未能

找到平台的大鼠被引导至平台。诱导所有大鼠在平台上停

留 20 s。逃避潜伏期定义为到达平台所需的时间。对于无

法在规定时间内找到平台的大鼠，逃跑潜伏期记录为 90 s。
在 HIBI 后第 27 天，将大鼠放入水中，并在没有平台的情况

下自由游泳 90 s。使用 EthoVision XT 视频跟踪系统（荷兰

Noldus公司）监测和分析逃避潜伏期、游泳路径、游泳速度。

1.11　统计学方法

使用 SPSS 19.0 软件进行所有统计分析，数据以平均

值±标准偏差（x±s）表示。采用单因素方差分析进行多组

间比较，随后进行LSD检验或Dunnett的T3检验组间两两比

较。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　HIBI模型和HIBI后PERK、ATF4、HSP60的时程表达

与 Sham组相比，PERK、ATF4、HSP60在HIBI后 3 h开始

明显升高，在 12 h 达到高峰，然后逐渐下降，直到 48 h（F=
60.23、56.72、74.31，均P<0.001）（图 1A、B）。此外，双重免疫

荧光染色显示 PERK 位于大脑皮质的神经元（NeuN）中，并
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且在 HIBI 后 24 h，PERK 阳性神经元的数量明显高于 Sham
组（图1C）。

2.2　PERK参与调节保护HIBI后的神经元变性、氧化应激

FJC 染色分析大鼠大脑海马组织中神经元变性情况显

示：与 Sham 组相比，HIBI 组神经元变性的数量明显增加

（P<0.001）。与HIBI组相比，HIBI+PERK组神经元变性的数

量明显降低（P<0.01）（图 2A、表 1）。DHE染色和ELISA分析

大鼠大脑海马组织中氧化应激情况显示：与 Sham 组相比，

HIBI 组 ROS、MDA、PCO 水平明显增加（P<0.001），和 GSH-
Px、SOD 活性明显降低（P<0.001）。与 HIBI 组相比，HIBI+
PERK 组 ROS、MDA、PCO 水平明显降低（P<0.01），和 GSH-
Px、SOD活性明显增加（P<0.05）（图2B、表1）。

2.3　PERK参与调节保护HIBI后的mtUPR调节

通过蛋白质印迹检测大鼠大脑海马组织中 PERK、

ATF4、Drp1、HSP60的蛋白表达水平情况显示：与 Sham组相

比，HIBI 组大鼠海马组织中 PERK、ATF4、Drp1、HSP60 蛋白

表达均明显增加（P<0.05）。与 HIBI 组相比，HIBI+PERK 组

大鼠海马组织中 PERK、ATF4、HSP60 蛋白表达均明显增加

（P<0.05），和Drp1蛋白表达明显降低（P<0.05）（图3A、表2）。

A. 蛋白质印迹检测蛋白表达

B. ERK、ATF4、HSP60 蛋白表达的定量分析

C. PERK-NeuN 双重染色

注：绿色荧光：PERK，红色荧光：神经元，蓝色荧光：细胞核。a，与Sham
组相比，P<0.05；b，与 Sham 组相比，P<0.01；c，与 Sham 组相比，P<
0.001

图 1　HIBI后 PERK、ATF4、HSP60 的时程表达（n=3）

图 2　PERK 参与调节保护 HIBI后的神经元变性、氧化应激

表 1　PERK 参与调节保护 HIBI后的神经元变性、氧化应激（n=6，x±s）

组别

Sham

HIBI

HIBI+PERK

HIBI+Vector

F值

P值

FJC阳性神经元数量/

mm2

100.24±3.08

582.42±15.67a

325.56±10.30c

575.89±12.04a

207.6

<0.001

ROS水平

（%）

5.00±1.08

42.42±2.89a

17.67±2.10c

47.58±3.77a

91.4

<0.001

MDA

（nmol/mg·protein）

0.42±0.03

0.81±0.06a

0.54±0.04c

0.79±0.03a

46.8

<0.001

PCO

（ng/mg·protein）

9.81±0.78

22.40±2.56a

15.33±1.14b

21.7±2.2a

40.7

<0.001

GSH-Px

（mU/mg·protein）

241.00±5.78

112.38±3.56a

177.49±6.62b

118.20±4.78a

62.5

<0.001

SOD

（U/mg·protein）

78.53±2.9 2

46.30±1.88a

64.19±2.35b

47.03±1.78a

32.9

<0.001

注：a，与 Sham 组相比，P<0.001；b，与 HIBI 组相比，P<0.05；c，与 HIBI 组相比，P<0.01
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此外，与免疫印迹分析一致，来自不同组的神经元中 HSP60
也出现类似变化（图3B）。

2.4　CCT020312治疗可缓解HIBI相关的学习和记忆障碍

CCT020312是一种 PERK激动剂，本研究进行了行为测

试，以确定 PERK/ATF4信号在HIBI诱导的学习和记忆障碍

中的作用。OFT结果显示，3组的平均速度和总距离差异无

统计学意义（P>0.05）。与 Sham 组相比，HIBI组的平台穿越

次数明显降低（P<0.001）。与HIBI组相比，HIBI+CCT020312

组的平台穿越次数显著增加（P<0.001）（表 3）。此外，MWM
结果表明，与 Sham 组相比，HIBI 组的平均逃避潜伏期显著

降低（P<0.05）。HIBI+CCT020312 组的平均逃避潜伏期较

HIBI组显著增加（P<0.01）（表4）。

3　讨 论

HIBI是新生儿脑损伤的一种常见形式，具有终

身神经损伤的高风险[17]。本研究的主要发现如下：

①PERK/ATF4 信号通路在 HIBI 后 12 h 达到高峰，

并在之后逐渐降低；②施用外源性 PERK 促进了

mtUPR 相关蛋白 HSP60 的表达，并在一定程度上

保护了大脑免受 HIBI 的影响；③ PERK 激动剂

CCT020312 在一定程度上恢复了 HIBI 导致的学习

和记忆损伤。这些数据突出了 PERK/ATF4 信号通

路可作为HIBI治疗的潜在治疗靶点。

线粒体生物发生在维持中枢神经系统中线粒

体的完整性方面起着重要的作用[18]。最近研究证

注：绿色荧光：HSP60，红色荧光：神经元，蓝色荧光：细胞核

图 3　PERK 参与调节保护 HIBI后的 mtUPR 调节

表 2　通过蛋白质印迹检测 PERK、ATF4、Drp1、HSP60 的蛋白表达水平（n=6，x±s）

组别

Sham

HIBI

HIBI+PERK

HIBI+Vector

F值

P值

PERK

1.00±0.03

1.66±0.08b

2.95±0.17d

1.60±0.07b

246.72

<0.001

ATF4

1.00±0.04

1.53±0.06b

3.42±0.22d

1.48±0.08b

30.63

<0.001

Drp1

1.00±0.02

1.98±0.07b

2.03±0.09d

1.92±0.09b

35.72

<0.001

HSP60

1.00±0.03

1.37±0.04a

1.04±0.05c

1.33±0.03a

20.64

<0.001

注：a，与 Sham 组相比，P<0.05；b，与 Sham 组相比，P<0.01；c，与 HIBI 组相比，P<0.05；d，与 HIBI 组相比，P<0.01

表 3　OFT 期间测量的总距离、平均速度和平台穿越次数的统计结果（n=8，x±s）

组别

Sham

HIBI

HIBI+CCT020312

F值

P值

总距离（cm）

3982.00±154.00

4375.00±207.00

4108.00±226.00

1.36

0.205

平均速度（cm/s）

7.00±0.38

7.48±0.50

7.31±0.42

0.53

0.736

平台穿越次数（次）

9.00±2.03

1.00±0.51a

7.02±1.45b

113.62

<0.001

注：a，与 Sham 组相比，P<0.001；b，与 HIBI 组相比，P<0.001

表 4　逃避潜伏期的测量结果（n=8，x±s）

组别

Sham

HIBI

HIBI+CCT020312

F值

P值

时间（d）

1

70.02±5.11

85.00±5.97a

73.00±4.98

4.92

0.039

2

39.04±4.38

84.00±5.42b

44.01±5.03c

19.37

<0.001

3

21.04±3.42

83.21±8.01b

30.54±4.56d

26.75

<0.001

4

11.03±1.24

72.96±9.00b

18.22±2.33d

33.92

<0.001

5

10.45±0.78

58.00±9.56b

15.13±1.89c

21.24

<0.001

注：a，与 Sham 组相比，PP<0.05；b，与 Sham 组相比，P<0.001；c，与 HIBI 组相比，P<0.01；d，与 HIBI 组相比，P<0.001
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实，低氧微环境可能影响线粒体生物发生的基因变

化[19]。另一项研究表明，线粒体抗氧化剂保护缺氧

缺血性神经元损伤[20-21]。当线粒体应激发生时，细

胞通过激活 mtUPR 启动部分保护[22]。此外，mtUPR
是细胞适应低氧微环境的一种自我保护过程[12]。

PERK/ATF4 通路被证明是调节 mtUPR 的关键因

子[23-24]。因此，本研究试图确定 PERK/ATF4通路调

节的 mtUPR 对 HIBI诱导的细胞凋亡的影响。在目

前的研究中，本课题组发现 PERK、ATF4 的表达和

mtUPR相关蛋白HSP60在HIBI后 12 h内显著上调，

之后逐渐下调。外源性 PERK 增加 PERK/ATF4 通

路和HSP60表达。本研究结果表明，PERK/ATF4通

路可能参与调节mtUPR激活。

细胞启动一系列适应性修复保护机制，以抵抗

线粒体功能障碍，如 mtUPR。HSP60是调节细胞内

代谢的 mtUPR 相关分子，其具有与线粒体 DNA 稳

定性相关的特异性结合活性，并维持线粒体功能[25]。

PERK作为内质网中启动未折叠蛋白反应的传感器

之一，其能与线粒体通讯，调节线粒体相关内质

网膜（mitochondria-associated endoplasmic reticulum 
membranes，MAM）的氧化应激[12]。此外，PERK 是

MAM的主要成分之一，能与多功能主链蛋白相互作

用，并在接触部位调节整体代谢物如脂质、ROS 和

Ca2+的交换。MAM也是启动自噬的关键位点，通过

特定的调节蛋白清除有缺陷的细胞器和错误折叠

的蛋白质[26]。因此，PERK 将信号从细胞核传递到

这些膜结构的细胞器，这些细胞器形成一个相互

连接的网络来调节 mtUPR。近年来，靶向异常的

mtUPR 信号是神经系统疾病新的治疗策略研究的

焦点，并且研究证实 PERK 通路介导的 mtUPR 激活

在神经疾病中在治疗作用，如神经退行性疾病[27]。

在本研究中，PERK过表达减轻了 HIBI诱导的神经

元变性、氧化应激，抑制 Drp1 触发的线粒体凋亡。

基于这一发现，本课题组认为 PERK 可能调节

mtUPR水平，并在HIBI模型中对神经元损伤发挥保

护作用。

由于对临床医生管理 HIBI 患者的现有方法不

满意，一些新的治疗概念，包括外源性和内源性修

复策略，已被研究用于未来的临床治疗。外源性修

复方法，如采用干细胞来取代丢失的神经元，并将

其整合到现有的宿主受损区域中，促进生长因子的

释放，以支持和刺激内源性修复过程等[28]。然而，在

这些方法转化为临床治疗之前，需要克服许多障

碍，如注射细胞（主要研究间充质基质细胞）的长期

存活，以及患者未来将面临的经济负担[29]。相反，基

于提高存活细胞的活力和功能的内源性修复策略

抵消了与外源性修复疗法相关的缺点，这种策略在

临床翻译中表现出更大的潜力，并吸引了当今研究

者的更多目光[30]。本研究中，利用大鼠 HIBI 模型，

本研究发现了CCT020312（PERK信号化学激动剂）

治疗可缓解 HIBI 相关的学习和记忆障碍。因此，

CCT020312 可能是内源性 mtUPR 靶向治疗的潜在

候选物，以延缓甚至逆转HIBI的进程。

总之，本研究结果表明 PERK 减轻 HIBI 模型

诱导的氧化应激和神经元凋亡，其机制可能涉及

PERK/ATF4 信 号 通 路 对 mtUPR 的 调 节 。 通 过

CCT020312 给药具有神经保护作用。这些结果在

一定程度上为 HIBI的治疗提供了新的见解。需要

强调的是，这项研究有以下局限性。首先，脑室注

射 CCT020312 在临床实践中还没有广泛应用。第

二，虽然本研究关注的是 PERK/ATF4信号通路，但

其他途径可能与mtUPR有关。因此，在未来的研究

中应进一步考察PERK/ATF4信号通路的作用机制，

并探讨其他可能与mtUPR相关的途径。
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