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SIRT3在氧糖剥夺再灌注损伤小鼠神经元中的表达及意义 *
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摘要 目的：通过建立体外脑缺血模型，探讨沉默信息因子 3（SIRT3）在小鼠皮层神经元氧糖剥夺再灌注（OGD/R）损伤后的表达

和意义。方法：C57BL/6J小鼠皮层神经元原代培养 7天后，以氧糖剥夺不同时长（2 h、4 h、6 h、8 h）再灌注 24 h作为观察时间点，

利用细胞增殖 -毒性检测试剂盒（Cell Counting Kit-8, CCK-8）检测细胞活力；小鼠乳酸脱氢酶（LDH）试剂盒检测 LDH释放；蛋白

印迹法（Western blot WB）观察微管相关蛋白 1轻链 3（LC3-Ⅱ）、活化凋亡蛋白 3（Cleaved caspase-3）、以及 SIRT3的表达变化；免

疫荧光下进一步观察 LC3-II、SIRT3表达。结果：与正常组比，随着氧糖剥夺时间的延长，LDH释放量呈台阶式升高（P <0.01），而

神经元活性进展性下降（P <0.01）；蛋白印迹结果发现在缺血损伤后 LC3-Ⅱ整体上调，并于 OGD 4h达峰值，SIRT3分子表达趋势

与 LC3-Ⅱ相似均呈抛物线状，而 Cleaved caspase-3整体上调；相应的，细胞免疫荧光结果显示缺血损伤后神经元胞体和突起中

LC3呈点状高表达，与此同时 SIRT3荧光强度亦增高。结论：神经元缺血时间越长损伤越重；LC3-Ⅱ和 SIRT3表达呈现相似性；

SIRT3可能通过调控线粒体自噬参与了拮抗神经元缺血损伤的作用。
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The Expression and Significance of SIRT3 in Mouse Cortical Neurons after
Oxygen - glucose Deprivation/Reperfusion*

To verify the expression and significance of silent information regulator 3 (SIRT3) in cerebral ischaemia

using the oxygen glucose deprivation/reperfusion (OGD/R) model in vitro. Primary cultured cortical neurons from C57BL/6J

exposed to oxygen-glucose deprivation for 2 h, 4 h, 6 h, 8h , and followed by 24 h of reperfusion. Additionally, the cell viability was

detected by Cell Counting Kit-8 (CCK-8) assay, the cytotoxicity was measured by LDH kit assay, the expression of LC3-II, cleaved

caspase-3 and SIRT3 was determined by western blot and the levels of LC3-II and SIRT3 were further asssayed by immunofluorescence.

The results showed that there was a time-dependent increase of LDH release and decrease of cell viability (P<0.01). The results

of Western blot demonstrated that LC3-II and SIRT3 increased and peaked at OGD 4h while the expression of Cleaved caspase-3 was

elevated all the time. The results of immunofluorescence indicated that LC3-II and SIRT3 were significantly expressed in somas and

neurites compared with the control. We observed that the expression of LC3 and SIRT3 changes in a similar pattern through

a OGD/R model. Hence, SIRT3 might protects neurons against ischemic injury via regulating autophagy.
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前言

缺血性脑卒中（Ischemic Stroke IS）是目前我国的高发疾

病，给社会和家庭带来沉重的负担。目前研究认为导致神经细

胞损伤的主要机制有：自由基损伤、凋亡信号激活、炎症反应、

钙离子超载等[1,2]。但针对这些机制的治疗，均未达到预期的治

疗效果[3]。因此，我们不得不重新审视缺血性脑卒中背后的核心

机制。神经元能量代谢活跃，含有大量线粒体，其功能正常依赖

于线粒体功能的稳定[4]。SIRT3是一类烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

依赖的组蛋白 /非组蛋白去乙酰化酶之一，定位于线粒体，在

肝脏、心肌、肾脏等高表达[5]。参与能量代谢、细胞凋亡、生存信

号通路的关键环节[6-8]。研究表明 SIRT3在老年性心肌反应性肥

大、肿瘤及衰老等相关疾病中发挥保护作用[8,9]。然而，SIRT3在

缺血性脑卒中如何发挥作用及其机制，目前尚未得到明确肯

定。本研究通过培养原代小鼠皮层神经元，采用氧糖剥夺再灌

注损伤模型[10]，模拟缺血性脑卒中，研究 SIRT3分子在脑缺血
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性损伤中的时空表达及意义。

1 材料和方法

1.1 主要设备和材料

二氧化碳(CO2)培养箱、厌氧培养箱购自于美国 Thermo；

怀孕 15-16 天的 C57BL/6J 孕鼠购自于第四军医大学动物中

心；兔源 LC3B一抗、兔源 SIRT3一抗、兔源茁-Actin一抗由美
国 Abcam提供，兔源 Cleaved caspase-3由美国 CST提供，山羊

抗兔 IgG/辣根酶标记由中杉金桥提供；Neurobasal培养基和

B27神经元培养添加剂（NB培养基）由 Gibco提供；多聚赖氨

酸(Poly-L-Lysine，PLL)由美国 Sigma提供。CCK-8试剂盒由武

汉博士德生物工程有限公司提供；小鼠乳酸脱氢酶(LDH)检测

试剂盒由上海西唐生物科技有限公司提供。

1.2 实验方法和步骤

1.2.1 原代神经元培养 将孕 15~16 d的 C57BL/6J孕鼠颈椎

脱臼处死，75%酒精消毒后，取出胎鼠，快速在显微镜下剥离出

大脑皮层，剪碎后用 0.25 g/L不含 EDTA胰蛋白酶置于 37℃

孵箱消化 20 min。弃去消化液，加入含 20%胎牛血清的改良

Eagle培养基(Dulbecco's modified Eagle's medium, DMEM)终止

消化。用玻璃滴管来回洗涤，并轻轻吹打，静置 5 min后取上层

培养液，用血球计数板计数。接种于用 50 滋g/mL PLL包被过夜
的 6孔、96孔塑料培养板中，4~6 h后全量换 NB培养基，2~3 d

半量换液，待 7 d后神经元成熟做相应处理。

1.2.2 体外培养神经元缺血再灌注损伤的制作及分组 待神

经元成熟后，对照组不做任何处理，其它各组换成无糖 DMEM

培养基，分别放置于 37℃、95 %氮气、5 % CO2孵箱内 2 h、4 h、

6 h、8 h，再更换 NB培养基正常培养 24 h。

1.2.3 CCK-8细胞活力测定 将原代神经元接种于 96孔板

中，同体外培养神经元缺血再灌注损伤的制作、处理及分组，加

入 10 滋L CCK-8溶液后孵育 1-4 h后酶标仪 450 nm下测吸光

度（optical density, OD），实验重复 3次。

1.2.4 LDH释放检测 取 5组细胞培养液，利用 LDH检测试

剂盒和酶标仪测定 LDH，波长 490 nm。按照说明书，以标准品

2000、1000、500、250、125、62.5、31.2、0 U/L为横坐标，OD值为

纵坐标，作出标准曲线。根据样品 OD值在该曲线图上查出相

应 LDH含量。

1.2.5 WB 检测 LC3-Ⅱ、Cleaved caspase-3、SIRT3 蛋白水平变

化 收集各组处理过的神经元，弃去培养皿中 NB培养基,用

磷酸盐缓冲液(phosphate buffered solution，PBS)清洗后，蛋白裂

解液冰上裂解 15 min后 4℃12000 rpm离心 30 min。收集上清

蛋白液,采用 BCA法定量，12 %聚丙烯酰胺凝胶电泳，分离蛋

白后转移到硝酸纤维素膜上，与 LC3-Ⅱ（1: 3000）、Cleaved cas-

pase-3 (1: 500)、SIRT3（1: 400）、茁-Actin（1: 3000）抗体结合，然
后与辣根过氧化物酶标记的二抗结合，显色压片后使用

Gel-Pro analyzer软件进行图像分析。以目的蛋白与茁-actin的蛋
白产物条带灰度值之比作为其蛋白水平的相对量。

1.2.6 免疫荧光检测 LC3、SIRT3 表达 4%多聚甲醛室温固

定 20 min后，PBS洗涤 3遍晾干，固定于载玻片，疏水笔画圈，

驴血清封闭 1 h，加入一抗抗体（SIRT3 1:200）、4℃过夜，PBS洗

涤 3遍，加入驴抗兔荧光二抗抗体（1:1000）室温孵育 3 h，PBS

洗涤 3遍，Hoechst染料染核 5 min，PBS洗涤 3遍，抗荧光淬灭

剂封片后在荧光显微镜观察、拍片。

1.3 统计学分析

应用 Graphpad prism 5软件及绘图软件对数据进行处理。

连续变量以均数± 标准差（x± s）表示，各组间采用单因素方差

分析进行统计学分析，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CCK-8细胞活力测定和 LDH释放检测

CCK-8检测结果显示，随着 OGD/R损伤时间的延长，可

造成细胞活性呈进展性下降趋势，各组间存在显著统计学差异

（P<0.01，图 1A）。而 LDH值检测结果表示，损伤时间的延长，

LDH量呈阶梯式升高，各组间存在显著统计学差异（P<0.01，图

1B）。

图 1 OGD/R损伤对小鼠皮层神经元活性的影响和 LDH释放检测

Fig.1 Effect of OGD /R treatment on mouse cortical neurons viability and LDH release detection

Note: A: neurons viability (a P＜0.01 vs OGD0h). B: LDH activity (a P＜0.01 vs OGD0h).

2.2 WB 检测 OGD/R 后神经元 LC3-II、Cleaved caspase-3、

SIRT3相对表达

根据WB结果提示，在不同时长 OGD/R后，LC3-II/LC3-I

较对照组均有所增高，在 OGD4h/R24h组达到高峰，之后表达

下降（P<0.05），OGD8h/R24组与正常组比较，无显著统计学差

异（见图 3A）。Cleaved caspase-3在损伤发生后升高显著，在

OGD4h/R24h组之前与 LC3-II表达趋势一致，随后表达进入平

台期，但仍逐步增强（P<0.01，见图 3B）。SIRT3在各组损伤后，

818· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.5 MAR.2018

注：与 OGD0h组比较 a P<0.01。

Note: Compared with OGD0h a P<0.01.

表达较对照组均有增高，OGD4h/R24 h与正常组比较有显著差

异（P<0.01），OGD6h/R24 h组和 OGD8h/R24 h组较正常组无

显著性差异（见图 3C）。

表 1 各组神经元细胞活性和 LDH释放量的比较（x± s）

Table 1 The neurons viability by cck-8 and LDH activity in each group（x± s）

Group neurons viability（OD Value，n=7） LDH activity（n=3）

ODG0h 0.85± 0.04 46.96± 2.31

OGD2h/R24h 0.60± 0.06a 105.1± 3.41a

OGD4h/R24h 0.44± 0.05a 118.6± 4.61a

OGD6h/R24h 0.28± 0.04a 138.0± 6.26a

OGD8/R24h 0.22± 0.05a 166.7± 4.62a

图 2 WB法检测氧 OGD/R后不同时间点 LC3-II、Cleaved caspase-3、SIRT3相对表达量

Fig.2 The relative expression of LC3-II, Cleaved caspase-3 and SIRT3 at different time points after OGD/R treat detected by WB

Note: A: Statistical representation for the expression of LC3-II(a P＜0.05 vs OGD0h, b P＜0.01 vs OGD0h).B: Statistical representation for the expression

of Cleaved caspase-3 (b P＜0.01 vs OGD0h). C: Statistical representation for the expression of SIRT3(a P＜0.05, b P＜0.01 vs OGD0h).

注：与 OGD0h组比较 aP＜0.05 vs OGD0h, bP＜0.01 vs OGD0h。

Note: Compared with OGD0h aP<0.01, bP＜0.01 vs OGD0h.

表 2 各组神经元细胞 LC3-Ⅱ、Cleaved caspase-3、SIRT3的相对表达变化（x± s）

Table 2 The relative expression of LC3-II, Cleaved caspase-3 and SIRT3 in each group

Group LC3-II/LC3-I Cleaved caspase-3/Actin SIRT3/Actin

ODG0h 0.06± 0.06 0.02± 0.02 0.005± 0.0200

OGD2h/R24h 0.28± 0.05a 0.33± 0.07b 0.008± 0.0005a

OGD4h/R24h 0.48± 0.04b 0.66± 0.05b 0.010± 0.0007b

OGD6h/R24h 0.42± 0.02b 0.66± 0.06b 0.006± 0.0006

OGD8/R24h 0.31± 0.08b 0.78± 0.06b 0.005± 0.0013

2.3 荧光免疫组化检测 LC3-II、SIRT3表达的结果

LC3-II 在正常神经元细胞膜、包浆及突起均匀分布，

OGD4h/R24h后正常细胞结构改变，荧光强度增加，可见大量

散在红色强点，OGD8h/R24h后包浆结构消失，荧光强度减弱，

红色强点减少。SIRT3定位于线粒体，正常神经元中荧光强度

（+），OGD4h/R24h后细胞荧光强度增加（++），OGD8h/R24h后

包浆结构消失，荧光强度亦相对减弱（+）。Hoechst染色，正常细

胞核为蓝色、均质、圆满。ODG4h/R24h后，部分核固缩，表现为

亮蓝。OGD8h/R24h后可见大量亮蓝色细胞核固缩，部分可见

凋亡小体。

3 讨论

自噬、凋亡、坏死的动态过程一直近年来关注的焦点[11]。在

神经元缺血再灌注损伤中，脑组织血供受阻，脑组织开始出现

不可逆坏死，而这时适度自噬会清除受损和无功能的细胞器，

以维持神经元稳态和内环境。有研究认为凋亡与自噬可以相互

转化，因此如何从凋亡程序转化为自噬程序，是修复神经元的

关键[12]。因此本研究分别给予小鼠原代皮层神经元缺糖氧剥夺

2 h、4 h、6 h、8 h再灌注 24 h，以模拟神经元不同程度缺血缺氧

损伤，探讨自噬、凋亡分子和 SIRT3的时间和空间的表达关系。
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研究表明，SIRT3 可通过调节反应性活性氧（reactive oxygen

species, ROS）的产生发挥抗氧化作用[6]。细胞中 ROS主要来源

于线粒体，SIRT3是线粒体 ROS的重要调节分子。而 ROS是

脑缺血再灌注损伤的重要因素。基于这些，我们认为，SIRT3参

与了整个缺血性脑卒中的病理生理过程，是能量代谢和线粒体

功能的关键靶点分子之一。

图 3 荧光显微镜检测 LC3-II、SIRT3的表达（× 400）

Fig.3 LC3-II and SIRT3 in OGD/R treated mouse cortical neurons during different time detected by immunofluorescense microscopy (× 400)

本实验结果初步表明，在神经元 OGD/R后，细胞随着损伤

时间延长，细胞存活率下降，LDH漏出率升高，差异非常显著。

WB 结果表明，LC3-II 和 SIRT3 在缺血损伤后表达量逐渐上

升，自噬被激活，在 4小时达到峰值后随着时间的延长有所下

降，但整体仍高于正常对照组。作为自噬的标志分子，LC3-Ⅱ的

表达的高低与发生自噬的程度成正比，显然 SIRT3在自噬表达

最高时其表达量亦最高。caspase-3被认为是细胞发生凋亡时最

终的效应分子，Cleaved caspase-3表达水平反应了细胞的凋亡
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状况[13]。我们的WB结果提示，Cleaved caspase-3蛋白表达在缺

血损伤开始即出现明显增高，在 OGD4 h/R24 h以后出现平台

期，但表达仍逐渐增高。通过对细胞免疫荧光结果观察，神经元

在 OGD4 h/R24 h有明显的自噬形态学改变，即自噬标志分子

LC3-II呈点状高荧光表达。而 SIRT3亦在 OGD4 h/R24 h时神

经元胞质表达增高，在 OGD8 h/R24 h时表达降低，与 LC3-II

表达趋势相似。在早期氧糖剥夺 /再灌注应激情况下，细胞会

启动自噬机制来清除受损线粒体，这时自噬足以避免大量凋亡

因子释放进入胞质，对细胞起到一定保护作用。而在氧糖剥夺 /

再灌注应激后期，自噬相对降低，而凋亡进一步增高，细胞存活

率降低，表明神经元已进入不可逆转坏死阶段。所以，我们认

为，缺血性脑卒中发生后，时间窗亦是紧急救治的关键，4 h以

内是进行半暗带神经元修复治疗的重点[14]。在整个缺血缺氧 /

再灌注损伤中，SIRT3表达伴随着 LC3-Ⅱ增高，表明其参与了

小鼠皮层神经元氧糖剥夺模型再灌注整个过程。

常泽明[15]等通过动物模型研究认为，SIRT3可能参与脑缺

血再灌注损伤过程，在大脑皮层内的表达随再灌注时间成抛物

线改变。这也说明在体动物实验与我们的离体实验结果大致吻

合。最新研究表明，上调 SIRT3表达，可通过 Foxo3激活线粒体

自噬相关分子，从而抑制血管内皮细胞的凋亡[16,17]。研究显示白

藜芦醇可改善脑缺血损伤，起到神经元保护作用[18,19]，而白藜芦

醇可诱导 SIRT3增高[20]，且上调 SIRT3可改善细胞存活率[21]。

这些结果进一步提示 SIRT3作为线粒体能量代谢的关键分子，

可能在脑缺血再灌注中发挥重要的脑保护作用。

由此可见，作为神经元 "能量工厂 " 的线粒体，其 SIRT3

可作为脑卒中后潜在干预靶点，有待于我们进一步去研究。
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