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　　［摘要］　目的　观察血管性痴呆（ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ，ＶＤ）模型大鼠海马ＣＡ１区自噬及微管相关蛋白１轻链３（ｍｉｃｒｏｔｕ

ｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＭＡＰ１ＬＣ３，ＬＣ３）的表达，探讨自噬在血管性痴呆发病中的可能作用。方法　大鼠随机
分为假手术组（ｓｈａｍ组）、血管性痴呆模型组（ＶＤ组）和 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ自噬抑制剂组（ＷＭ 组），每组又随机分为模型制备后１、

２、４、８、１２周５个亚组。采用四血管阻断法制作血管性痴呆模型，Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫法检测学习记忆能力，透射电镜观察自噬体的

形成，蛋白质印迹法检测ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ 的比值作为自噬活性的指标。结果　与假手术组相比，ＶＤ组大鼠平均逃避潜伏期
延长（Ｐ＜０．０５或０．０１），穿越平台次数减少（Ｐ＜０．０５或０．０１）；与 ＶＤ组比较，ＷＭ 组大鼠逃避潜伏期缩短（Ｐ＜０．０５或

０．０１），穿越平台次数增加（Ｐ＜０．０５或０．０１）。ＶＤ组大鼠海马ＣＡ１区１周时神经细胞核膜凹陷，胞核浓缩，线粒体肿胀，可见

自噬体、溶酶体；４周时自噬体、溶酶体数量显著增多；１２周时仍可见自噬体。ＷＭ组神经元损伤较ＶＤ组减轻，自噬体数量减

少。ＶＤ组大鼠海马ＣＡ１区ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值在１周时升高，４周时达到高峰，８周时开始下降，１２周时仍较高。ＷＭ组各时

间点ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值较ＶＤ组低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或０．０１）。结论　血管性痴呆大鼠海马ＣＡ１区自噬活性被
激活，可能参与了血管性痴呆的发生发展。
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　　自噬是细胞利用溶酶体降解自身受损的细胞器

和大分子物质的过程，是真核细胞特有的生命现

象［１］。自噬是一种高度调控的细胞内成分降解方

式，一方面能够清除细胞内受损的细胞器如线粒体

等，在维持神经细胞稳定方面发挥着重要作用；另一

方面，过度激活可以导致神经细胞死亡，被称为自噬

性细胞死亡［２］。自噬的不同作用可能取决于细胞受

损伤的程度、自噬激活的程度和病理因素的持续存

在与否。研究表明，自噬与衰老、肿瘤、感染、心脏疾

病、神经变性疾病、肌肉疾病和脑血管病等多种疾病

相关［３５］，从而对这些疾病的发病机制起着重要的作

用［６９］。但是目前对血管性痴呆（ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ，

ＶＤ）发病过程中自噬的作用研究较少，自噬对血管

性痴呆患者神经细胞的作用尚未明确。本研究旨在

观察血管性痴呆模型大鼠海马ＣＡ１区自噬及微管

相关蛋白１轻链３（ＬＣ３）Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值的表达与变

化，探讨自噬在血管性痴呆发病中的作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ＡｎｔｉＬＣ３单抗、ＤＴＴ、ＨＲＰ
偶联的山羊抗兔ＩｇＧ、山羊抗鼠ＩｇＧ、ＲＩＰＡ组织细

胞裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、渥曼青霉素

（Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ），均购于北京碧云天生物技术公司。

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫由淮北正华生物仪器设备有限公司提

供，电凝仪器由张家港市航天医疗电器有限公司提

供，透射电子显微镜由日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司提供。

１．２　实验动物及分组　健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠９０只，体质量２５０～２８０ｇ，由北京华阜康

生物科技股份有限公司提供，合格证号ＳＣＸＫ（京）

２０１２００１３。在河北联合大学屏障环境动物实验室

自由进食喂养，室温控制在（２３±２）℃，自然光照，实

验前适应喂养２周。动物分组：实验大鼠随机分为

假手术组（ｓｈａｍ组）、血管性痴呆模型组（ＶＤ组）和

Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ自噬抑制剂组（ＷＭ组），每组又随机分

为模型制备后１、２、４、８、１２周５个亚组（ｎ＝６）。

１．３　大鼠血管性痴呆模型的制备　采用改良

Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉ四血管阻断（４ＶＯ）法制作血管性痴呆大

鼠模型［１０］。大鼠于术前禁食１２ｈ，用１０％的水合氯

醛（３５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔麻醉后，背侧颈正中切口，暴露

双侧第１颈椎横突小孔，用直径０．５ｍｍ电凝针插入

双侧翼小孔烧灼双侧椎动脉，造成永久性闭塞。再

将大鼠仰卧固定，同时行腹侧颈正中切口，分离双侧

颈总动脉，以４号丝线穿线备用。２４ｈ后用微动脉

夹夹闭双侧动脉５ｍｉｎ，共夹闭３次，每次间隔１ｈ。

术后手术部位施以庆大霉素喷洒处理以抗感染，然

后缝合，常规饲养观察。自噬抑制剂（ＷＭ）组腹腔

注射 Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ（０．５ｍｇ／ｋｇ），注药１ｈ后再按上

述方法制作模型。假手术组步骤同上，但不做缺血

处理。术后大鼠均连续３ｄ给予庆大霉素，预防感

染。

１．４　大鼠学习记忆能力测试　采用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫

实验测试大鼠学习记忆能力［１１］，包括：定位航行实验

和空间探索实验。

１．５　大鼠海马组织超微结构的观察　用１０％水合

氯醛（０．３ｍＬ／１００ｇ）对大鼠进行深度麻醉，以４％多

聚甲醛２．５％戊二醛混合灌流液灌注固定，迅速断

头取脑，冠状切取海马段脑组织（１ｍｍ３）数块，放入

２．５％戊二醛中固定，制成超薄切片，在透射电镜下

观察超微结构变化。

１．６　蛋白质印迹测定蛋白表达　用１０％水合氯醛

（０．３ｍＬ／１００ｇ）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，将海马组织置于１５ｍＬ离心管中，组织匀浆

机１２０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝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１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，留取上清液４℃保

存。经蛋白定量后分装，用４℃预冷的磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）调蛋白浓度至

一致（７５０μｇ／ｍＬ），加入等体积的上样缓冲液，沸水

中煮至少５ｍｉｎ。

１．７　总蛋白浓度及ＬＣ３蛋白表达的测定　按照

ＢＣＡ蛋白测定试剂盒操作步骤，依据不同浓度标准

蛋白光密度（Ｄ）值绘制标准曲线，根据总蛋白不同Ｄ
值测定总蛋白浓度。ＬＣ３蛋白表达水平的测定：等

量蛋白样品（每个泳道５０μｇ）经１０％十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ

ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）分

离后，以湿转法电转移至聚偏二氟乙烯膜（ｐｏｌｙｖｉ
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ｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜上。转移缓冲液（甘氨酸

５．８ｇ，Ｔｒｉｓ２．９ｇ，ＳＤＳ０．３７ｇ，８００ｍＬ重蒸馏水溶解

后加入２００ｍＬ甲醇）。转移后的ＰＶＤＦ膜放入封闭

液中封闭，然后加入稀释好的一抗ＬＣ３（１１０００）

４℃孵育过夜。ＰＢＳ洗膜，加入相应稀释好的二抗（羊

抗兔，１２０００），３７℃反应１ｈ，洗膜，以ＥＣＬ显色，胶

片曝光显影，结果用ＩｍａｇｅＪ软件分析。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行

分析，所得数据以珚ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因

素方差分析，两组之间均数比较采用ｔ检验，检验水

准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组大鼠学习记忆行为能力的比较　结果（表

１、表２）表明：第１、２天，各组大鼠寻找平台的时间差

异无统计学意义；与假手术组相比，从第３天起，ＶＤ
组大鼠平均逃避潜伏期延长（Ｐ＜０．０５或０．０１）；与

ＶＤ组相比，从第３天起，ＷＭ 组大鼠逃避潜伏期缩

短（Ｐ＜０．０５或０．０１）。与假手术组比较，ＶＤ组大

鼠穿越平台次数减少（Ｐ＜０．０５或０．０１）；与 ＶＤ组

比较，ＷＭ 组大鼠穿越平台次数增加（Ｐ＜０．０５或

０．０１）。

表１　各组大鼠逃避潜伏期的比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｉｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｔ／ｓ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅｄｕｒｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｄａｙ１ Ｄａｙ２ Ｄａｙ３ Ｄａｙ４ Ｄａｙ５

Ｓｈａｍ

　１ｗｅｅｋ ５９．４０±２．１６ ４４．０６±１．２１ ３１．２９±３．３１ ２４．００±１．７８ １３．６６±２．６３

　２ｗｅｅｋｓ ５８．８３±２．６３ ４５．８３±２．９６ ３１．８３±２．４８ ２４．３３±２．１６ １４．１６±３．０７

　４ｗｅｅｋｓ ５８．００±２．８９ ４６．００±２．３１ ３３．１６±２．４０ ２６．５０±２．５８ １５．８３±１．４７

　８ｗｅｅｋｓ ５９．３３±３．６５ ４７．０６±２．２８ ３３．２９±２．０４ ２５．３３±２．４０ １５．６６±３．１８

　１２ｗｅｅｋｓ ５７．５０±２．２８ ４６．６６±１．８７ ３０．２６±２．４２ ２５．００±１．２１ １４．６６±２．０９
ＶＤ

　１ｗｅｅｋ ５９．５０±３．９３ ５１．００±１．４１ ４５．１０±１．７２△ ３５．３０±３．４４△ ２６．３３±２．７３△

　２ｗｅｅｋｓ ５９．３３±２．５８ ５６．６６±２．５８ ４８．１６±２．０４△ ３８．１６±３．１８△ ３２．５０±１．８７△

　４ｗｅｅｋｓ ５９．００±４．０４ ５３．３３±２．９４ ５２．６６±２．１６△△ ４６．１６±２．８４△△ ３５．８３±３．１８△△

　８ｗｅｅｋｓ ５８．８３±２．３１ ４９．８３±２．４８ ４６．６６±１．８６△ ４０．００±１．７８△ ３２．００±２．０９△

　１２ｗｅｅｋｓ ５７．５０±３．７２ ５０．８３±３．３１ ４６．５０±２．４２△ ３７．６６±１．２１△ ３０．５０±１．８７△

ＷＭ

　１ｗｅｅｋ ５７．６６±２．４２ ５０．８３±２．６３ ３９．５０±１．８７ ３１．３３±２．８０ ２３．００±２．３６

　２ｗｅｅｋｓ ５８．００±２．８９ ５０．８３±１．１６ ４４．１６±２．０４ ３５．６６±２．５８ ２７．８３±３．１８

　４ｗｅｅｋｓ ５８．１６±３．６５ ５１．８３±３．３１ ４８．００±１．６７ ３８．１６±２．４０ ２９．１６±１．４７

　８ｗｅｅｋｓ ５７．８３±３．４３ ５２．５０±２．８８ ４６．１６±２．２８ ３７．８３±２．１６ ２８．１６±１．１６

　１２ｗｅｅｋｓ ５８．５０±２．０７ ５２．００±４．２８ ４５．８３±３．１８ ３５．６６±１．７５ ２７．５０±５．７８

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＶＤｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．

ＶＤ：Ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ；ＷＭ：Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ

表２　各组大鼠穿越平台次数的比较

Ｔａｂ２ Ｔｉｍｅｓｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｔ／ｗｅｅｋ

１ ２ ４ ８ １２
Ｓｈａｍ ８．３３±０．５１ ８．１８±１．４１ ８．５０±１．２１ ７．８３±０．８２ ８．２０±０．７５
ＶＤ ５．６６±１．２１△ ４．８３±１．４７△ ３．８２±０．７５△△ ５．５２±０．７５△ ６．１２±０．６７△

ＷＭ ７．５０±０．７５ ６．６３±０．４０ ６．３３±０．８０ ７．３６±０．６２ ７．６７±０．８３

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＶＤｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．

ＶＤ：Ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ；ＷＭ：Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ

２．２　大鼠海马组织电镜观察结果　透射电镜下，假 手术组大鼠海马ＣＡ１区神经细胞核膜完整，染色质
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分布均匀，核仁明显，胞质内细胞器丰富，结构完整，

线粒体无肿胀，未见自噬体（图１Ａ）。ＶＤ组海马

ＣＡ１区１周时神经细胞胞质电子密度增加，核膜凹

陷，胞核浓缩明显，可见有少量正常的线粒体及空泡

变的线粒体，粗面内质网扩张，核周见微空泡形成，

多聚核糖体解聚，高度肿胀，细胞器稀少，出现自噬

体，呈圆形，大多位于细胞核旁，初级溶酶体数量增

多（图１Ｂ）；４周时自噬体、溶酶体数量显著增多，有

时可见自噬体包裹的线粒体残体，并可见到自噬现

象正在发生（图１Ｃ）；１２周时仍可见自噬体（图１Ｄ）。

ＷＭ组：１周时海马ＣＡ１区神经元损伤较ＶＤ组减

轻，可见部分细胞器变性，细胞核皱缩不明显，水肿

减轻，依然可见肿胀和空泡变的线粒体，可见自噬现

象发生，但较ＶＤ组明显减少（图１Ｅ）；１２周时神经

元内可见较多基本正常的细胞器，如线粒体和粗面

内质网，未见到自噬体（图１Ｆ）。

图１　各组大鼠海马组织透射电镜观察图

Ｆｉｇ１　Ｒａｔｓｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｕｎｄｅｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

Ａ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｗｅｅｋ１ｉｎＶＤｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｗｅｅｋ４ｉｎＶＤｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｗｅｅｋ１２ｉｎＶＤｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｗｅｅｋ１ｉｎＷＭｇｒｏｕｐ；Ｆ：

Ｗｅｅｋ１２ｉｎＷＭｇｒｏｕｐ．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２５０００

２．３　大鼠海马组织ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ 的比较　结果

（表３、图２）表明：假手术组海马ＣＡ１区各时间点仅有

少量ＬＣ３蛋白表达，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值低。ＶＤ组海马

ＣＡ１区，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值在１周时升高，４周时达到高

峰，８周时开始下降，１２周时仍较高，与假手术组相

比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或０．０１）。ＷＭ组各

时间点ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值较ＶＤ组低，与ＶＤ组比较差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或０．０１）。

表３　各组大鼠海马组织ＣＡ１区微管相关蛋白１轻链３（ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ）的比值

Ｔａｂ３　Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３（ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ）ｒａｔｉｏｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ａｒｅａｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｔ／ｗｅｅｋ

１ ２ ４ ８ １２
Ｓｈａｍ ０．３１±０．０２ ０．３２±０．０６ ０．３１±０．０５ ０．３２±０．０２ ０．３２±０．０７
ＶＤ ０．３７±０．０４△ ０．４２±０．０３△ ０．６８±０．０６△△ ０．５１±０．０５△ ０．４２±０．０４△

ＷＭ ０．３４±０．０３ ０．３７±０．０１ ０．５５±０．０４ ０．４５±０．０７ ０．３８±０．０６

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＶＤｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＳｈａｍｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．
ＶＤ：Ｖａｓｃｕｌａｒｄｅｍｅｎｔｉａ；ＷＭ：Ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ
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图２　各组大鼠脑组织ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰｏｆｒａｔｂｒａｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

ＬＣ３：ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３．Ａ：ＶＤ

ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＷＭｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　血管性痴呆的基础疾病是脑血管疾病，反复脑

缺血是血管性痴呆发生的主要原因。本研究采用改

良Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉ四血管阻断（４ＶＯ）法制备大鼠血管性

痴呆模型，很好地模拟了人类血管性痴呆的发病过

程，最终导致神经细胞功能下降，学习记忆功能障

碍，是较理想的ＶＤ动物模型。另外，研究发现不同

脑组织区域神经元对缺血的敏感性不同，海马结构

是最敏感的区域，而海马ＣＡ１区与空间辨别及学习

记忆关系最为密切［１２］。本研究应用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫

实验进行学习记忆能力测试，观察各组大鼠的学习

记忆能力。实验结果显示，模型组大鼠平均逃避潜

伏时间延长，跨越平台的次数及在原平台象限停留

时间明显减少，与假手术组相比，差异具有统计学意

义（Ｐ＜０．０５或０．０１），符合ＶＤ模型判定标准，提示

造模成功。应用自噬抑制剂后，ＷＭ 组大鼠逃避潜

伏时间与ＶＤ组大鼠逃避潜伏时间比较缩短，穿越

平台次数多于ＶＤ组，提示抑制自噬能够改善血管

性痴呆大鼠学习记忆能力。

　　自噬现象发生过程中的关键是自噬体的形成，

迄今为止，检测自噬体的金标准仍然是电子显微

镜［１３］。本研究通过对电镜下各组大鼠海马ＣＡ１区

神经元超微结构的观察发现，假手术组大鼠神经细

胞核膜完整，核大而圆，染色质分布均匀，核仁明显，

胞质内细胞器丰富，结构完整，线粒体无肿胀，未见

自噬体。模型组１周时出现自噬体，呈圆形，大多位

于细胞核旁，初级溶酶体数量增多；４周时自噬体、

溶酶体数量显著增多，有时可见自噬体包裹的线粒

体残体，并可见到自噬现象正在发生；１２周时仍可

见自噬体。ＷＭ 组神经元损伤较模型组减轻，可见

到自噬体，但较模型组少。这说明血管性痴呆大鼠

海马ＣＡ１区发生明显的神经元超微结构改变，存在

自噬现象。

　　自噬是细胞对内外环境变化所产生应激的适应

性反应，相关刺激因子启动自噬基因，引起相关产物

表达的增加。这表现为自噬体、溶酶体的形成和自

噬溶酶体途径相关蛋白表达的增加。ＬＣ３是在高等

真核细胞中发现的第１种自噬体膜蛋白。ＬＣ３分为

Ⅰ型和Ⅱ型，ＬＣ３Ⅰ相对分子质量为１８０００，为可溶

性，是发生自噬前ＬＣ３的表达形式，主要存在于胞

质中。ＬＣ３Ⅱ相对分子质量为１６０００，是发生自噬

时Ⅰ型ＬＣ３经过遍在蛋白样加工修饰过程，与自噬

膜表面的磷脂酰乙醇胺结合而成，定位于前自噬体

和自噬体，是自噬体的标志性蛋白。ＬＣ３Ⅱ总量或

膜结合型ＬＣ３Ⅱ和胞质可溶性ＬＣ３Ⅰ的比例与自噬

泡的形成数量相关，采用蛋白质印迹法测定ＬＣ３Ⅱ
或ＬＣ３Ⅱ对ＬＣ３Ⅰ的比值是一种评价自噬活性简单

并且相对定量的办法［１４１５］。本实验结果显示，血管

性痴呆模型组海马ＣＡ１区，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值在

１周时升高，４周时达到高峰，８周时开始下降，１２周

时仍较高。ＷＭ 组各时间点ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值较

ＶＤ组低，与 ＶＤ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５或０．０１）。结果说明血管性痴呆大鼠缺血损伤后

海马区自噬活性被激活，自噬参与了血管性痴呆的

发病过程。

　　自噬抑制剂 ＷＭ 是一种霉菌代谢产物，是

ＰＩ３Ｋ的特异性抑制剂，通过与 ＰＩ３Ｋ 的催化亚基

Ｐ１１０结合，而阻断细胞内 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通

路，减少自噬现象的发生［１６１７］。文献报道自噬抑制

剂渥曼青霉素可通过抑制癫　大鼠海马自噬活性发

挥神经保护作用［１８］。本研究使用 ＷＭ 预处理后，

ＷＭ可减少血管性痴呆大鼠海马神经元的损伤，增

加神经元存活数量，抑制自噬激活。这提示在血管

性痴呆的发病过程中过度的自噬激活可导致神经元

死亡，加重海马损伤。自噬抑制剂通过抑制自噬活
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性减轻血管性痴呆所致的海马损伤，具有神经保护

作用，为血管性痴呆的药物治疗提供了新的途径和

靶点。
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