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自噬干预在永久性和短暂性脑缺血中作用的比较分析
郭涛  何红云  董玲玲  任璐  邓仪昊*

(昆明理工大学医学院基础医学系形态学教研室, 神经生物学实验室, 昆明 650500)

摘要      近年来, 缺血性脑卒中一直是学者们的研究热点, 根据临床上大脑中动脉缺血病人存

在未得到再通血和实现再通血的情况, 将其分为永久性脑缺血和短暂性脑缺血。大量文献报道了

自噬在两类脑缺血动物或细胞模型中发挥的作用, 但由于自噬和脑缺血复杂的病理因素的影响使

得结论各有不同, 并且始终没有统一的归纳整理。如何运用自噬水平的检测和调控方法进行干预, 
使自噬在缺血性脑卒中的双重作用最终从损伤走向单一的神经保护功能, 通过比较二者的异同, 并
分析其原因, 针对性地对影响因素做适当的调节, 从而为基础和临床研究中自噬干预治疗永久性和

短暂性脑缺血提供有价值的参考。因此, 该文做一综述。
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Comparative Analysis of the Role of Autophagy Intervention in 
Permanent and Transient Cerebral Ischemia
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Abstract      In recent years, ischemic stroke has been a hot topic for researchers. According to the clinical situa-
tion of patients with middle cerebral artery ischemia who do not get recanalization and achieve recanalization, it is di-
vided into permanent cerebral ischemia and transient cerebral ischemia. A large number of literatures have reported the 
role of autophagy in two kinds of ischemic animals or cell models. However, due to the influence of complex patholog-
ical factors of autophagy and cerebral ischemia, the conclusions are different, and there is no unified summary. So this 
paper, through comparing the similarities and differences between the two, appropriately adjusting the influence factors 
as well as analyzing the causes, we want to use the detection and regulation methods of autophagy level to intervene, 
so that the dual role of autophagy in ischemic stroke will eventually change from injury to a single neuroprotective 
function effect. All the studies are aimed at providing a valuable reference for the treatment of permanent and transient 
cerebral ischemia in autophagy interventions in basic and clinical studies. Therefore, this article makes a review.
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脑卒中(cerebral stroke)是一种急性脑血管疾病, 
是人类残疾和死亡的主要因素之一。据临床统计表

明, 大约80%的脑卒中患者是由脑缺血造成的, 其引

起脑动脉闭塞, 导致严重的认知和运动功能障碍[1]。
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目前, 使用纤维组织酶原激活剂(tissue plasminogen 
activator, tPA)仍然是缺血性脑卒中的唯一有效治疗

药物, 但由于安全性问题和小于4.5小时的狭窄治疗

时间, 仅有4%的脑卒中患者可以从中受益[2]。因此, 
迫切需要明确缺血性脑卒中的发病机制, 探索治疗

脑缺血新的靶向策略。脑缺血发生后血液供应中

断, 缺血核心中的神经元在数分钟内迅速死亡。然

而, 在相当长时间内, 缺血核心的外围(缺血半影区)
组织损伤传播速度较慢, 并且该区域中的大量细胞

遭受自噬[3]。由于自噬性损伤是一种可逆性细胞损

伤, 因此, 缺血半影区中的自噬细胞的救援越来越受

到研究者们的重视。

1   自噬在脑缺血中作用的概述
自噬(autophagy)是一种细胞内的回收过程, 通

过该过程的长寿命蛋白质、受损细胞器和可溶性大

分子被递送至溶酶体用于分解和再循环, 维持细胞

内的动态平衡[4]。它涉及多种病理生理情况, 包括炎

症、细胞凋亡、恶性肿瘤和脑缺血损伤。在多种不

同的脑缺血动物模型中常常会发现, 自噬被显著激

活, 并且自噬机制参与脑缺血损伤过程中调节神经

元命运的作用。与凋亡和坏死使不可分裂的神经元

走向死亡的命运不同, 自噬可以使神经元重获新生。

正常情况下, 自噬的表达水平很低, 但是当神经元受

到过度的外部刺激时, 基础自噬被转化为诱导自噬。

大量基础和临床研究表明, 轻度或中度激活的自噬

可以分解利用陈旧的蛋白质, 从而保护神经元免受

损伤, 有益于神经功能恢复[5]。然而, 过度活化的自

噬启动细胞主动性的II型细胞死亡程序, 可以扰乱

神经元的正常代谢, 诱导神经元发生凋亡和坏死, 以
及脑缺血组织和器官的严重损伤[6](图1)。因此, 自

噬在脑缺血中的确切作用仍然存在争议, 并被认为

是一把双刃剑[7-8]。

2   脑缺血后自噬的干预方法
目前, 越来越多的药物被发现其作用机制与自

噬相关, 但是自噬的激活或抑制是否可以在神经保

护中发挥积极作用或负面作用仍然存有争议。因此, 
如何根据研究对象选择合适的研究方法, 检测自噬

的表达水平并对其调控干预, 进而使自噬在脑缺血

中发挥保护作用, 势必对自噬机制及其临床意义的

深入探讨具有十分重要的影响。

2.1   自噬水平的检测

自噬首先根据细胞内含物运送至溶酶体腔内

被降解方式的不同分为巨自噬(macroautophagy)、
微自噬(microautophagy)和分子伴侣介导的自噬

(chaperon-mediated autophagy, CMA), 而研究中常说

的自噬是指巨自噬。自噬过程是动态变化的, 自噬

流(autophagic flux)从自噬膜的诱导、自噬体的形成、

自噬性底物向溶酶体的运输以及在溶酶体内降解的

整个过程中都将被检测到, 是一个高度调控的多步

骤过程, 可采用直接和间接方法对自噬的发生周期

进行检测。

自噬最先是在透射电子显微镜下形态学观察

到的, 一直以来电子显微镜是检测自噬发生的金指

标。依据后期自噬体与溶酶体融合的酸性性质, 可
以采用直接染色法用嗜酸性染料单丹磺酰戊二胺

(monodansylcadaverin, MDC)、吖啶橙(acridine or-
ange, AO)、LysoSensor Blue和LysoTRacker Red标记

自噬溶酶体, 可以较好地观察自噬的发生过程。此

外, 采用分子生物学间接手段(聚合酶链式反应、蛋

白免疫印迹、免疫组化、免疫荧光和免疫共沉淀), 

图1   自噬调节脑缺血后损伤神经元的死亡与存活之间的平衡

Fig.1   Autophagy regulates the balance between death and survival of injured neurons after cerebral ischemia
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测定自噬组成蛋白和信号通路蛋白, 将是较为可靠

的检测方法。在自噬体的形成过程中有自噬相关

基因(autophagy associated gene, Atg)的参与, 它们

的高表达促进了自噬的激活, 倘若将Atg敲除, 则自

噬将不再发生[9]。微管相关蛋白轻链3(microtubule-
associated protein 1 light chain 3, MAP1-LC3)是酵

母自噬基因(Atg7/Atg8)在哺乳动物中的同源物质。

作为自噬体形成的标记蛋白, 其存在于两种形式的

胞浆型(LC3-I)和膜型(LC3-II)的细胞中, 用Western 
blot技术检测LC3-II/I灰度值的比值可以评价自噬

水平高低。Beclin1是酵母Atg6的同源物, 被认为是

自噬启动的标志。P62是一个泛素结合蛋白, 是蛋

白聚集体的组成成分, 其水平的增加表示自噬/溶
酶体降解途径被抑制, 呈负相关。另外, 组织蛋白

酶(cathepsin B、D、L)的蛋白表达和活性影响自

噬溶酶体的形成。两种溶酶体相关蛋白(LAMP-1、
LAMP-2)参与被降解物质转运到溶酶体腔中降解的

过程。

2.2   自噬水平的调控

自噬研究中常常需要借助其靶向工具药物, 这
些化合物能够快速、可控地激活或者抑制自噬, 并
且在治疗脑缺血中同时具有作用全面、疗效明确、

毒副作用小的优点。正常细胞内自噬活性较低, 很
难对其进行观察, 因此, 需要对自噬活性进行广泛的

人工干预来调控, 常用的工具药物如下。

抑制自噬的靶向干预药物根据自噬形成的进

程, 被分为不同的阶段。(1)自噬体形成的抑制剂, 如
3-甲基腺嘌呤(3-methyladenine, 3-MA)是一种选择

性III型磷脂酰肌醇3-激酶(phosphatidylinositol 3-ki-
nase, PI3K)抑制剂, 阻断早期自噬过程, 已被广泛用

作自噬抑制剂; 渥曼青霉素(wortmannin)同样通过抑

制PI3K而抑制自噬的发生; LY294002与ATP的结构

相似, 能完全阻止S6的磷酸化; 放线菌酮(cyclohexi-
mide)作为转肽酶抑制剂能够强烈抑制蛋白质的生

物合成。(2)自噬体和溶酶体融合阶段的抑制, 如巴

伐洛霉素(bafilomycin)是一种大环内酯类抗生素, 主
要通过对三磷酸腺苷酶的作用, 降低酸性环境, 来影

响自噬溶酶体形成; 长春碱抑制微管蛋白的聚合。

(3)对溶酶体内降解阶段的抑制, 如弱碱性氨: 氯喹、

中性红、NH4CL以及氨水能够升高溶酶体的PH值, 
使溶酶体酶失去活性; 蛋白酶抑制剂: E64d、Pep-
statin A以及亮抑酶肽可明显抑制溶酶体的降解进而

阻止自噬的进展。(4)随着转基因技术的成熟, 可以

用反义RNA或siRNA等方法抑制自噬活性, 使得Atg
表达敲除或沉默, 获得自噬缺陷型的动物或细胞模

型。

常用激活自噬的药物: 雷帕霉素(rapamycin, 
RAP)通过模拟氨基酸, 抑制哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白(mammalian target of rapamycin, mTOR)的活性, 有
助于Atg13的去磷酸化并诱导自噬的发生[10]。不同

于RAP, 海藻糖(trehalose)和钙蛋白酶抑制蛋白(cal-
pastatin)是不依赖mTOR的自噬激活因子, 钙蛋白酶

抑制蛋白是一种calpain的抑制剂, 它们与RAP联合

使用具有明显的自噬激活的累加效应。Bredeldin A
可以模拟内质网应激, 从而激活自噬进行消化降解。

N-Acetyl-D-sphingosine是I型PI3K通路的抑制剂, 增
强自噬的表达。

3   自噬与脑缺血
激活自噬和抑制自噬是治疗缺血性中风的新

策略, 针对自噬的一些工具药也开始逐渐从基础走

向临床治疗。然而, 由于自噬干预涉及不同的细胞

类型, 如神经元、星形胶质细胞、小胶质细胞、内

皮细胞等, 这种复杂的细胞反应产生了更加复杂的

分子机制组合, 其中细胞死亡、细胞损伤、应激和

修复混杂在一起。因此, 需要动物和细胞模型来分

析和阐明哪些分子机制必须被促进或者阻断。对

于缺血性脑卒中的研究, 大脑中动脉闭塞(middle 
cerebral artery occlusion, MCAO)是首选的动物在

体模型, 而氧和葡萄糖剥夺(oxygen glucose depriva-
tion, OGD)作为原代神经元离体培养的细胞模型较

为普遍[11]。通过是否给予脑缺血再灌注(ischemia-
reperfution, I/R)或者复氧复糖(OGD/R)可划分为短

暂性脑缺血和永久性脑缺血两种相关的损伤模式, 
它们被认为是治疗人类临床试验成功的关键。目前

存有两种类型的临床脑缺血患者[12]。一是接受及时

的溶栓治疗或手术治疗, 其脑血管梗塞获得完全再

通, 这类患者与短暂性脑缺血模型相似。二是由于

手术困难或客观情况无法完全去除脑梗塞, 这类患

者的病理生理过程与永久性脑缺血模型类似。因此, 
为了模拟临床脑缺血患者在完全再通和永久闭塞的

两个极端条件下的病理过程, 许多科学家通过动物

和细胞实验研究了自噬干预与调节在永久性脑缺血

和短暂性脑缺血中的作用。
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3.1   自噬干预在永久性脑缺血中的影响

脑缺血一旦发生, 由血管闭塞导致的急性局部

缺血在几分钟内很快引起三磷酸腺苷(ATP)的耗竭, 
导致能量和蛋白质合成障碍, 乳酸产生增多, 细胞内

外酸中毒, 细胞膜通透性增加, 去极化和大量Ca2+内

流失调, 引起神经递质(谷氨酸、多巴胺、γ-氨基丁酸、

乙酰胆碱和天冬氨酸等)的异常积累, 造成兴奋性神

经毒性, 细胞内外的离子梯度不能正常维持K+外流

和Na+内流, 引起脑水肿、炎性反应增强, 最终可导

致神经系统破坏和不可逆的神经组织损伤。

毫无疑问, 在永久性脑缺血动物模型中, 相对

于假手术组, 大脑中动脉梗死半影区随着缺血时间

的增长, 严重的病理损伤会导致自噬失控, 过度自噬

引起自噬性死亡, 促进细胞凋亡产生损害作用, 脑
损伤一直呈现恶化状态, 神经元存活数量减少,脑梗

死体积越来越大[13]。Zhang等[14]采用永久中动脉大

脑梗塞(pMCAO)模型, 通过3-MA抑制自噬通量来

缓解内质网应激, 减少大鼠脑梗死体积、脑水肿和

行为学损伤。Zhou等[15]通过自噬抑制剂药物干预

pMCAO和OGD动物和细胞模型, 结果发现, 3-MA和

渥曼青霉素处理逆转了OGD诱导的组织蛋白酶B、
L从溶酶体到细胞质的释放以及星形胶质细胞中

caspase-3的活化, 降低了OGD诱导的溶酶体膜通透

性的增加, 并增强了OGD诱导的星形胶质细胞中溶

酶体热休克蛋白70.1B的上调, 自噬的抑制减少了大

鼠的梗塞体积并且保护了OGD诱导的星形细胞损

伤。Gao等[16]认为, 在pMCAO模型中, 使用自噬抑制

剂3-MA可以促进缺血后处理诱导的神经保护作用, 
而给予自噬激活剂RAP可以将缺血后处理引起的保

护作用消除。这些研究都证明, 在永久性脑缺血中

过度活化的自噬造成神经功能损伤, 自噬的激活可

能是造成脑缺血后神经细胞死亡的重要原因, 而适

当的抑制自噬底物在轴突的异常聚集以维持神经元

的正常代谢功能, 可能是一种内源性神经保护作用。

然而也有研究结果显示, 应用3-MA或渥曼青霉素抑

制自噬只能改善脑缺血后24 h内引起的脑损伤, 而
对于7天时进行的自噬抑制并不能显著减少脑梗死

体积[17], 提示针对永久性脑缺血的自噬干预仅仅缓

解神经元走向死亡的进程, 可以为后续的临床治疗

提供较长的时间窗, 但是不能改变其最终结局。

3.2   自噬干预在短暂性脑缺血中的影响

相对于永久性脑缺血, 显然及时和完全的再灌

注是保护大脑免受缺血的最有效方式, 其实验研究

也更加深入。然而, 短暂性脑缺血损伤的病理生理

机制相比永久性脑缺更加复杂, 由脑血管血流恢复

引起的损伤引发了各种有害的缺血性中风级联反

应, 一直是临床上脑缺血患者面临的重要挑战。

脑中风期间, 自噬可以保护神经元免受死亡或

诱导神经元走向死亡。在短暂性脑缺血模型中, 研究

表明, 自噬的激活和抑制在不同时期表现出不同的

神经保护作用, 用自噬诱导剂如RAP预处理保护神经

元免于死亡, 而用自噬抑制剂预处理增强坏死[18]。相

反, 用自噬抑制剂3-MA处理后减少了梗死体积和脑

水肿形成[19], 治疗前后靶向自噬的不同结果可能反

映早期和晚期自噬的不同作用。Chauhan等[20]分别

建立了大鼠短暂性中动脉大脑梗塞(tMCAO)模型和

原代海马神经元OGD/R模型, 通过在大鼠缺血后1 h
腹腔注射RAP, 再到第2 h用核磁共振成像(MRI)检
测脑梗死体积, 发现脑内丙二醛、过氧化物歧化酶

和细胞色素C等的水平有所下降, 脑梗死的体积减

少, 用3-MA抑制自噬后, 损伤加重, 因此活化自噬对

短暂性脑缺血具有改善作用。然而, Puyal等[21]采用

新生12天大鼠tMCAO模型, 发现在再灌注后2~6 h, 
LC3-Ⅱ水平开始逐渐升高, 24 h时达到峰值, 在透射

电镜下可见缺血半暗带区域出现大量自噬溶酶体形

成, 自噬明显激活。然后选用再灌注后的第3和第6 h, 
侧脑室注射自噬抑制剂3-MA, 观察到梗死体积明显

减小, 神经损伤减轻, 说明抑制自噬有利于短暂性脑

缺血神经功能的损伤修复。仔细观察发现这些差异

的造成可能是因为给药方式和干预时期的不同造成

的。此外, 对大鼠tMCAO模型使用RAP增强自噬是

神经保护作用[22], 但一些研究人员发现, 3-MA治疗

pMCAO模型后, 神经功能缺损也有较大的改善, 表
明缺血激活的自噬导致神经损伤[23]。可以看出由于

不同类型的实验模型, 自噬在脑缺血中发挥不同的

作用。

4   两类模型的比较与分析 
在脑缺血的研究中, 自噬的诱导通常需要添加

自噬抑制剂或激活剂作为实验对比验证。其关键在

于自噬的激活程度, 适当的激活具有神经保护作用, 
而过度的激活将促进神经细胞的死亡。对比不难发

现, 自噬干预在短暂性脑缺血和永久性模型中的作

用存在较大差异。总的来说, 不论是自噬激活剂还
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是自噬抑制剂, 在不同条件下, 自噬药物在脑缺血神

经元中发挥不同的作用, 甚至相反的结果。这个结

果可能是由很多原因造成的, 包括模型类型[24]、脑

损伤部位[25]、脑缺血持续时间[26-27]以及病况发展阶

段的不同, 均会对自噬本身的机制存有影响, 这就使

得在选择自噬靶向药物时必须考虑这些方面的因

素。此外, 自噬靶向药物方面的给药剂量[28]、选定

的干预时间点[17]、给药方式也会影响神经元的存活, 
其导致了对于脑卒中后自噬的确切作用的矛盾认

识。 
分析其原因可以发现, 在永久性脑缺血模型中, 

脑部病灶区由于没有再通血, 持续恶化, 神经细胞大

多呈现坏死状态, 而且坏死区会随时间延长持续扩

大, 自噬的调节将很难对其病理与生理功能发生改

变。因此, 在临床上, 我们建议脑缺血病人应给予及

时的缺血后再灌注, 并且认为对于永久性脑缺血患

者自噬的长期治疗并不是最为恰当的选择。相比之

下, 短暂性脑缺血随着为机体恢复供血供氧, 其存在

恢复期, 针对短暂性脑缺血的自噬干预较为明显。

例如, 一项研究报告显示在28天缺血再灌注组大鼠

较永久性缺血大鼠脑水肿明显改善[29], 提示在再灌

注救治期间进行自噬药物干预(如自噬激活剂RAP
在脑缺血亚急性期的治疗)将是康复治疗中比较有

效的方法之一。但值得注意的是短暂性的脑缺血可

能导致缺血再灌注冲击性损伤, 涉及几种病理过程, 
包括兴奋性毒性、氧化应激、炎症和坏死以及凋亡

性细胞死亡[30]。因此, 我们迫切需要进一步阐明自

噬在脑缺血中的病理机制, 从而为脑缺血患者进行

自噬辅助干预和治疗, 以减少脑缺血造成的脑梗死

和神经功能损伤。

5   小结
综上所述, 缺血性脑损伤是一个复杂的病理生

理过程, 自噬、凋亡和坏死错综复杂地参与其损伤

进程, 并且充分的证据表明自噬靶向性干预的介入

是治疗脑缺血损伤的有效手段。由于自噬本身的双

重机制使其在脑缺血中的作用具有显著特异性, 因
此, 从临床角度观察, 要想寻求治疗脑缺血损伤的理

想方法, 就必须清楚掌握脑缺血疾病的发展状况, 生
理上有保护作用的自噬应该保留, 而过度的自噬应

该消除。根据其进展的不同阶段及细胞周围环境的

变化选择合适的治疗干预措施, 平衡在脑缺血中激

活自噬和抑制自噬的适度表达, 不论临床脑缺血患

者是在脑缺血损伤早期基础自噬的促进, 还是随后

脑缺血半影区过度自噬性死亡的抑制, 目的都是使

自噬可以起到神经保护作用, 从而减少缺血性损伤。

为脑缺血病人的预防和治疗提供更加充实的理论依

据。
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