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　　［摘要］　目的　探讨自噬对血管性痴呆大鼠海马ＣＡ１区突触素（ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ，Ｓｙｎ）及突触后膜致密物质９５

（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｄｅｎｓｉｔｙｍａｔｅｒｉａｌ９５，ＰＳＤ９５）表达的影响。方法　健康雄性ＳＤ大鼠９６只，随机分为假手术组（Ｓｈａｍ

组）、血管性痴呆模型组（ＶＤ组）、自噬抑制剂３甲基腺嘌呤预处理组（３ＭＡ组）和自噬激动剂雷帕霉素预处理组（Ｒａｐ

组）。每组又分为模型制备成功后１、２、４、８周４个亚组，每个亚组６只大鼠。应用改良的Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉ四血管阻断法制备

血管性痴呆模型，采用蛋白质印迹法检测大鼠海马ＣＡ１区微管相关蛋白１轻链３（ＬＣ３）、Ｓｙｎ、ＰＳＤ９５蛋白表达。结

果　（１）与Ｓｈａｍ组比较，ＶＤ组各时间点ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值增加，Ｓｙｎ、ＰＳＤ９５蛋白表达均减少，差异有统计学意义

（犘均＜０．０１）；与ＶＤ组比较，３ＭＡ组各时间点ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值减少，Ｓｙｎ、ＰＳＤ９５蛋白表达增加（犘＜０．０５或犘＜

０．０１），Ｒａｐ组各时间点ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值增加，Ｓｙｎ、ＰＳＤ９５蛋白表达降低（犘均＜０．０１）。（２）自噬相关蛋白ＬＣ３Ⅱ／

ＬＣ３Ⅰ比值与Ｓｙｎ、ＰＳＤ９５蛋白表达呈负相关（犘均＜０．０１）。结论　自噬对血管性痴呆大鼠海马ＣＡ１区突触可塑性

相关蛋白Ｓｙｎ、ＰＳＤ９５表达具有抑制作用，抑制自噬有利于血管性痴呆大鼠海马ＣＡ１区神经突触重塑。
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［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ；ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｄｅｎｓｉｔｙｍａｔｅｒｉａｌ９５；ｓｙｎａｐｔｉｃｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（２）：２０６２１１］

　　血管性痴呆（ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ，ＶＤ）是老年期

常见病之一［１２］。关于ＶＤ的发病机制，目前还不十

分清楚。慢性脑低灌注是其主要的发生机制之一，

自噬激活及突触可塑性损伤在ＶＤ发病中的作用越

来越受国内外学者的关注［３４］。我们的前期研究［５６］

证明自噬及突触可塑性相关蛋白均在ＶＤ的发病中

发挥 重 要 作 用。微 管 相 关 蛋 白 １ 轻 链 ３

（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，

ＬＣ３）是自噬体从胞浆到空泡靶向囊泡所必需的蛋

白，是常用的自噬标记物，检测ＬＣ３Ⅱ或ＬＣ３Ⅱ／

ＬＣ３Ⅰ比值是评价自噬活性简单易行的方法
［７］。

突触素（ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ，Ｓｙｎ）是位于突触囊泡

膜上的钙结合蛋白，与突触的结构和功能密切相关，

是突 触 发 生 的 标 志［８］。突 触 后 膜 致 密 物 质

（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｄｅｎｓｉｔｙｍａｔｅｒｉａｌ，ＰＳＤ）含有多种蛋白

质和酶，其成分的改变是突触生化变化的基础，其中

突触后膜致密物质９５（ＰＳＤ９５）是其主要蛋白，是

神经元重塑的常用分子标记物［９］。Ｓｙｎ与ＰＳＤ９５

作为突触的特异性标记物及突触核心构建蛋白，在

维持突触正常功能和可塑性方面具有重要作用。

为进一步探讨在ＶＤ发病中自噬与突触可塑性

之间的关系，我们通过对ＶＤ模型大鼠分别进行侧

脑室注射自噬抑制剂３甲基腺嘌呤（３ＭＡ）和自噬

激动剂雷帕霉素（Ｒａｐ）进行预处理，采用蛋白质印

迹法分别检测大鼠海马ＣＡ１区 ＬＣ３Ⅱ、Ｓｙｎ和

ＰＳＤ９５蛋白表达，探讨自噬对ＶＤ大鼠海马ＣＡ１

区Ｓｙｎ和ＰＳＤ９５表达的影响，为探索ＶＤ的发病机

制及治疗提供依据。

１　材料和方法

１．１　研究对象　清洁级健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ

（ＳＤ）大鼠９６只，２～３个月龄，体质量２６０～２８０ｇ，

购于北京华阜康生物科技股份有限公司［动物生产

许可证号ＳＣＸＫ（京）２０１３００１３］。实验前在华北理

工大学屏障环境动物实验室适应喂养２周，自然光

照，控制室温在（２４±２）℃。本研究遵守《实验动物

使用和管理指南》，研究方案通过华北理工大学附属

医院伦理委员会批准后实施。

１．２　主要试剂与仪器　兔抗大鼠ＬＣ３Ⅱ多克隆抗

体、兔抗大鼠Ｓｙｎ多克隆抗体、兔抗大鼠ＰＳＤ９５多

克隆抗体（北京博奥森生物技术有限公司），ＳＰ免疫

组化试剂盒和ＤＡＢ显色试剂盒（北京中杉金桥生物

技术有限公司）。Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫（淮北正华生物仪器

设备有限公司），脑立体定位仪（Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ公司），

Ｏｌｙｍｐｕｓ光学显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），动物电凝仪

器（张家港市航天医疗电器有限公司），组织切片机

（德国Ｌｅｉｔｚ公司）。

１．３　动物分组　实验大鼠编号，用随机数生成器随

机抽取不同数字，将大鼠随机分为假手术组（Ｓｈａｍ

组）、ＶＤ模型组（ＶＤ组）、自噬抑制剂３ＭＡ预处理

组（３ＭＡ组）和自噬激动剂 Ｒａｐ预处理组（Ｒａｐ

组）。每组又分为模型制备成功后１、２、４、８周４个

亚组，每个亚组６只大鼠。

１．４　ＶＤ模型制备　用改良的Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉ四血管阻断

（４ＶＯ）法制备 ＶＤ大鼠模型
［１０］。１０％水合氯醛

（３５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉大鼠。ＶＤ模型组用电凝针烧灼双

侧第１颈椎横突孔内的椎动脉，使双侧椎动脉永久性

闭塞，消毒、缝合；分离双侧颈总动脉，并穿线备用。

２４ｈ后，用动脉夹夹闭双侧颈总动脉，每次夹闭

５ｍｉｎ，间隔１０ｍｉｎ，反复夹闭３次。可观察到大鼠四

肢及尾巴僵硬，甚至出现尾巴向上强直卷曲，翻正反

射消失。３ＭＡ组和Ｒａｐ组：将麻醉好的大鼠俯卧位

固定于大鼠立体定位仪上，暴露颅骨十字缝处。于十

字交叉前０．９ｍｍ，侧１．５ｍｍ定位标记。用无菌

５ｍＬ注射器针头钻孔，微量进样器进针深３．５ｍｍ，分

别缓慢注射３ＭＡ（将１４．９２ｍｇ３ＭＡ用灭菌生理盐

·７０２·
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水配制浓度为１００ｎｍｏｌ／μＬ，６μＬ／只）和Ｒａｐ（将Ｒａｐ

配制成浓度为８ｎｇ／μＬ，４μＬ／只），注射完毕后将针头

在侧脑室继续停留１０ｍｉｎ后再缓缓拔出，然后消毒并

缝合切口。侧脑室注射完毕后行ＶＤ模型手术。假

手术组制备过程中只暴露双侧颈总动脉及第１颈椎

横突孔，然后缝合，不进行椎动脉电凝及颈总动脉的

夹闭。手术后给大鼠腹内注射庆大霉素注射液

１万Ｕ／ｋｇ，每天１次，共３ｄ，以预防感染。

４周左右大鼠出现 ＶＤ 行为学改变。进行

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验，观察大鼠穿越平台次数，筛选

出造模成功的大鼠［１１］。其中４只由于病情过重给

予淘汰，另有４只死亡，均给予相应补充。

１．５　标本制备　各组大鼠分别在模型制备成功后

１、２、４、８周取材。用１０％水合氯醛（３５０ｍｇ／ｋｇ）对

大鼠进行深度麻醉。断头后于冰上开颅取脑，用冷

的ＰＢＳ漂洗残余血，立即分离出新鲜海马，将海马

ＣＡ１区组织置于１５ｍＬ离心管中，组织匀浆机

１２０００ｒ／ｍｉｎ（狉＝３ｃｍ）匀浆１５ｓ，加入４℃预冷的

组织裂解液，振荡混匀，４℃作用３０ｍｉｎ，细胞悬液

４℃低温离心１２０００ｒ／ｍｉｎ（狉＝３ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，

留取上清液４℃保存。经蛋白定量后分装，用４℃预

冷的ＰＢＳ调蛋白浓度到７５０μｇ／ｍＬ，加入等体积的

上样缓冲液，沸水中煮至少５ｍｉｎ，冷却至室温，放入

４℃冰箱备用。

１．６　检测方法　取等量蛋白样品（每个泳道５０μｇ）

经１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，以湿转法电转移至

ＰＶＤＦ膜上。转移后的ＰＶＤＦ膜放入封闭液中封

闭，然后分别加入稀释好的兔抗大鼠 ＬＣ３Ⅱ

（１∶２０００）、Ｓｙｎ（１∶３０００）及 ＰＳＤ９５一 抗

（１∶６００）４℃孵育过夜。ＰＢＳ洗膜，加入相应稀释

好的二抗（羊抗兔，１∶１０００），３７℃反应１ｈ，洗膜，

以ＥＣＬ显色，胶片曝光显影。用ＩｍａｇｅＪ图像程序

分析软件分析目的蛋白条带及内参的灰度值（犇），

以βａｃｔｉｎ蛋白作为内参，目的蛋白与内参犇比值即

为目的蛋白的相对表达量。

１．７　统计学处理　数据均采用ＳＰＳＳ１７．０软件进

行分析，计量资料用珔狓±狊表示，多组间均值比较采

用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两组间比较

采用狋检验，两变量间关系分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性

分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组大鼠海马ＣＡ１区ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ检测结

果　Ｓｈａｍ组各时间点大鼠海马ＬＣ３Ⅱ的条带较

窄，相反ＬＣ３Ⅰ条带较宽，颜色较深，其比值较小；

ＶＤ组ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值在１周时开始增多，４周

时达到最大，８周时减少。ＶＤ组各时间点ＬＣ３Ⅱ／

ＬＣ３Ⅰ比值均大于Ｓｈａｍ组，差异有统计学意义

（犘均＜０．０１）；与 ＶＤ组比较，３ＭＡ组各时间点

ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值减少（犘＜０．０５或犘＜０．０１），

Ｒａｐ组各时间点ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值增加（犘均＜

０．０１）。如图１所示。

图１　各组大鼠海马犆犃１区犔犆３Ⅱ／犔犆３Ⅰ蛋白质印迹结果

犉犻犵１　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳犔犆３Ⅱ／犔犆３Ⅰ犻狀犆犃１犺犻狆狆狅犮犪犿狆犪犾狉犲犵犻狅狀狅犳狉犪狋狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

ＶＤ：Ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ；３ＭＡ：３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ；Ｒａｐ：Ｒａｐａｍｙｃｉｎ；ＬＣ３：Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３．犘＜０．０１ｖｓｓｈａｍ

ｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５，△△犘＜０．０１ｖｓＶＤｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊
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第２期．刘　斌，等．自噬对血管性痴呆大鼠海马ＣＡ１区突触素及突触后膜致密物质９５表达的影响

２．２　各组大鼠海马 ＣＡ１区 Ｓｙｎ蛋白检测结

果　Ｓｈａｍ组各时间点大鼠海马Ｓｙｎ的条带较宽，颜

色较深。ＶＤ组Ｓｙｎ表达在１周时较少，２周开始增

多，４周时达到最多，８周时减少。与Ｓｈａｍ组比较，

ＶＤ组各时间点Ｓｙｎ表达均减少，差异有统计学意义

（犘均＜０．０１）；与ＶＤ组比较，３ＭＡ组各时间点Ｓｙｎ

表达均增多（犘＜０．０５或犘＜０．０１），Ｒａｐ组各时间点

Ｓｙｎ表达均减少（犘均＜０．０１）。如图２所示。

图２　各组大鼠海马犆犃１区犛狔狀蛋白质印迹结果

犉犻犵２　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳犛狔狀狆狉狅狋犲犻狀犻狀犆犃１犺犻狆狆狅犮犪犿狆犪犾狉犲犵犻狅狀狅犳狉犪狋狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

ＶＤ：Ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ；３ＭＡ：３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ；Ｒａｐ：Ｒａｐａｍｙｃｉｎ；Ｓｙｎ：Ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ．犘＜０．０１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５，△△犘＜

０．０１ｖｓＶＤｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊

２．３　各组大鼠海马ＣＡ１区ＰＳＤ９５蛋白检测结

果　Ｓｈａｍ组各时间点大鼠海马ＰＳＤ９５蛋白的条带

较宽，颜色较深。ＶＤ组ＰＳＤ９５的表达在１周时较

少，２周时表达增多，４周时表达最多，８周时减少。

与Ｓｈａｍ组比较，ＶＤ组各时间点ＰＳＤ９５表达均减

少，差异有统计学意义（犘均＜０．０１）。与ＶＤ组比

较，３ＭＡ组各时间点ＰＳＤ９５表达均增多（犘均＜

０．０１），Ｒａｐ组各时间点 ＰＳＤ９５的表达均减少

（犘均＜０．０１）。如图３所示。

２．４　大鼠海马ＣＡ１区自噬与突触可塑性相关蛋白

相关性分析　采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析法分析自噬

相关蛋白ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值与突触可塑性相关蛋

白Ｓｙｎ、ＰＳＤ９５的关系，结果为大鼠海马ＣＡ１区

ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值与Ｓｙｎ蛋白（狉＝－０．４８１，犘＝

０．０００）和ＰＳＤ９５蛋白（狉＝－０．６５６，犘＝０．０００）表

达均呈负相关。

图３　各组大鼠海马犆犃１区犘犛犇９５蛋白质印迹结果

犉犻犵３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳犘犛犇９５狆狉狅狋犲犻狀犻狀犆犃１犺犻狆狆狅犮犪犿狆犪犾狉犲犵犻狅狀狅犳狉犪狋狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

ＶＤ：Ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ；３ＭＡ：３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ；Ｒａｐ：Ｒａｐａｍｙｃｉｎ；ＰＳＤ９５：Ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｄｅｎｓｉｔｙｍａｔｅｒｉａｌ９５．犘＜０．０１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；

△△犘＜０．０１ｖｓＶＤｇｒｏｕｐ．狀＝６，珔狓±狊
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３　讨　论

自噬是主要来源于粗面内质网双层膜结构的自

噬溶酶体包裹和溶解细胞内部分蛋白和细胞器的过

程，是凋亡和坏死以外的另一种程序性细胞死亡方

式［１２］。适度的自噬是细胞正常生长发育和稳态维

持的重要途径，不适当的自噬可导致机体的自噬性

细胞死亡。ＬＣ３是在自噬泡内膜发现的第一种自噬

体膜蛋白，是自噬相关蛋白８（Ａｔｇ８）的同源物，参与

多种信号转导调节相关的蛋白［３］。常通过检测

ＬＣ３Ⅱ或ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值来确定自噬是被诱导

还是被抑制［７］。本实验结果显示，各时间点ＶＤ大

鼠海马ＣＡ１区ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值均高于Ｓｈａｍ

组，３ＭＡ组各时间点ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值均低于

ＶＤ组，Ｒａｐ组各时间点ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值均高于

ＶＤ组。说明ＶＤ大鼠缺血缺氧性损伤后，海马区自

噬被激活，自噬参与了ＶＤ的发病过程。

突触是神经细胞信息传递的基本结构单位，神

经系统许多重要功能的完成以突触为基础，其形态、

数量的改变即为突触可塑性。突触可塑性是神经系

统生长发育、损伤修复及学习记忆等活动的生物学

基础［１３１４］。学习和记忆功能与突触的结构及可塑性

密切相关。Ｓｙｎ与神经生长、修复、再生等功能密切

相关。有研究表明［１５１６］，Ｓｙｎ可通过磷酸化作用调

节神经递质释放，又可通过对突触结构影响，在突触

可塑性中发挥一定作用。因此，Ｓｙｎ是一种与突触

结构和功能可塑性调节密切相关的突触前膜囊泡蛋

白［１７］，可准确反映突触的分布、数量和密度，是反映

突触可塑性变化最直接的指标［１８］。ＰＳＤ９５在突触

后密度区含量丰富，作为突触后膜的代表物质之一，

是膜相关的鸟苷酸激酶家族的一员［１９］，与膜受体、

离子通道、细胞粘附因子和信号分子等相互作用，参

与突触可塑性的调节［９，２０］，在突触的可塑性、学习记

忆及大脑的病理生理方面发挥重要作用。本实验结

果显示，ＶＤ组各时间点Ｓｙｎ蛋白、ＰＳＤ９５蛋白表

达均低于Ｓｈａｍ组，３ＭＡ组各时间点Ｓｙｎ蛋白、

ＰＳＤ９５蛋白表达均高于ＶＤ组，Ｒａｐ组各时间点

Ｓｙｎ蛋白、ＰＳＤ９５蛋白表达均低于ＶＤ组。这与文

献报道的结果基本一致［４，２１］。结果表明，ＶＤ大鼠海

马区的突触结构及功能均发生了明显的改变，突触

变化在ＶＤ的认知障碍中扮演着重要角色。

自噬及突触可塑性相关蛋白在ＶＤ的发病中均

有重要作用，但自噬与突触可塑性之间在ＶＤ发病

中的关系目前尚未明确。Ｃｈｅｎ等
［２２］的研究表明，

痴呆小鼠出现自噬增加、突触损失及认知功能障碍，

通过应用细辛脑可以减少自噬的发生和突触的损

失，改善认知功能，说明自噬对于突触发育至关重

要。３ＭＡ是一种常用的细胞自噬抑制剂
［２３］，能通

过抑制自噬体形成过程中的磷脂酰肌醇３激酶

（ＰＩ３Ｋ）而抑制自噬体的形成。Ｒａｐ是一种新型免

疫抑制剂，它能与哺乳动物Ｒａｐ靶蛋白特异性结合，

抑制 ｍＴＯＲ的蛋白激酶活性，诱导自噬发生
［２４］。

本实验研究结果显示：增加ＶＤ大鼠海马ＣＡ１区自

噬的发生，突触可塑性相关蛋白Ｓｙｎ、ＰＳＤ９５表达

减少，抑制ＶＤ大鼠海马ＣＡ１区自噬的发生，突触

可塑性相关蛋白Ｓｙｎ、ＰＳＤ９５表达增加，ＶＤ大鼠海

马ＣＡ１区自噬与Ｓｙｎ、ＰＳＤ９５蛋白表达呈负相关。

结果表明自噬对ＶＤ大鼠海马ＣＡ１区突触可塑性

相关蛋白Ｓｙｎ、ＰＳＤ９表达具有抑制作用，抑制自噬

有利于ＶＤ大鼠海马ＣＡ１区神经突触重塑，这为

ＶＤ的治疗及预防提供理论依据。
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