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肌肽通过 AMPK/mTOR信号通路抑制自噬对氧糖剥夺/复糖

复氧诱导星形胶质细胞损伤的保护作用

王宇彤, 冉睿黎, 边 疆, 姜晓涵, 宋俊秋, 王德威, 杨 菁

（锦州医科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室，辽宁  锦州  121001）

［［摘 要］］   目的目的：：探讨肌肽 （CAR） 对氧糖剥夺/再灌注 （OGD/R） 诱导的星形胶质细胞 （AS） 损伤

的改善作用，并阐明其可能的作用机制。方法方法：：将 AS 分为对照组、模型组 （OGD/R 组）、OGD/R+
CAR 组 （CAR 组） 和 OGD/R+CAR+ 腺 苷 酸 活 化 蛋 白 激 酶 （AMPK） 激 活 剂 AICAR 组 （CAR+
AICAR 组）。MTT 法和绿菁染色检测各组 AS 存活率和绿菁染色阳性细胞率，Annexin Ⅴ-FITC/PI 法

流式细胞术检测各组 AS 凋亡率，Western blotting 法检测各组 AS 中 AMPK、磷酸化 AMPK （p-AMPK）、

哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 （mTOR）、 磷 酸 化 mTOR （p-mTOR）、 微 管 相 关 蛋 白 轻 链 3B （LC3B）、

Beclin-1 和 P62 蛋白表达水平，免疫荧光染色法观察各组 AS 中 LC3B 阳性荧光强度。结果结果：：与对照组

比 较 ， OGD/R 组 AS 存 活率和绿菁染色阳性细胞率明显降低 （P<0. 01），AS 凋亡率明显升高 （P<

0. 01）， AS 中 p-AMPK/AMPK 和 LC3B Ⅱ/LC3B Ⅰ 比 值 及 Beclin-1 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<

0. 01），p-mTOR/mTOR 比值及 P62 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 01）。与 OGD/R 组比较，CAR 组

AS 存活率和绿菁染色阳性细胞率明显升高 （P<0. 01），AS 凋亡率明显降低 （P<0. 01），AS 中 p-AMPK/
AMPK 和 LC3B Ⅱ/LC3BⅠ比值及 Beclin-1 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 01），p-mTOR/mTOR 比值

和 p62 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 01）。与 CAR 组比较，CAR+AICAR 组 AS 存活率和绿菁染色

阳 性 细 胞 率 明 显 降 低 （P<0. 01）， AS 凋 亡 率 升 高 （P<0. 01）、 AS 中 p-AMPK/AMPK 和 LC3BⅡ/
LC3BⅠ 比 值 及 Beclin-1 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 01）， p-mTOR/mTOR 比 值 和 P62 蛋 白 表 达

水 平 明 显 降 低 （P<0. 01）。 LC3B 免 疫 荧 光 染 色 结 果 与 Western  blotting 法 检 测 结 果 趋 势 一 致 。

结论结论：：CAR 对 OGD/R 所致 AS 损伤具有保护作用，其作用机制可能与抑制 AMPK/mTOR 信号途径，

进而抑制细胞自噬有关。

［［关键词］］   肌肽； 自噬； 星形胶质细胞； 腺苷酸活化蛋白激酶； 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白
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ABSTRACT  Objective：To discuss the protective effect of carnosine（CAR） against oxygen-glucose 
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deprivation/reoxygenation（OGD/R）-induced astrocyte（AS） injury，and to clarify its possible mechanism.  
Methods：The AS were divided into control group， model group （OGD/R group）， OGD/R+CAR group 

（CAR group）， and OGD/R+CAR+AMP-activated protein kinase （AMPK） activator AICAR group
（CAR+AICAR group）.  MTT assay and green cyanine staining method were used to detect the 
survival rates and green cyanine staining positive rates of the AS in various groups； Annexin Ⅴ-FITC/PI 
method  and  flow cytometry were used to detect the apoptotic rates of the AS in various groups； Western 
blotting method was used to detect the expression levels of AMPK，  phosphorylated AMPK （p-AMPK），  
mammalian target of rapamycin （mTOR）， phosphorylated mTOR （p-mTOR）， microtubule-associated 
protein light chain 3B（LC3B）， Beclin-1， and P62 proteins in the AS in various groups； immunofluorescence 
staining was used to observe the LC3B positive fluorescence intensities in the AS in various groups.  
Results：Compared with control group ， the survival rate  and green cyanine staining positive rate of the 
AS in OGD/R group were decreased （ P<0. 01）， the apoptotic rate of the AS was increased （P<
0. 01）， the ratios of p-AMPK/AMPK and LC3B Ⅱ/LC3B Ⅰ and the expression level of Beclin-1 protein 
were increased （P<0. 01），  and the ratio of p-mTOR/mTOR and the expression level of P62 protein 
were decreased （P<0. 01）.   Compared with OGD/R group ， the survival rate  and green cyanine 
staining positive rate of the AS in CAR group were increased （P<0. 01），  the apoptotic rate of the AS 
was decreased （P<0. 01），  the ratios of p-AMPK/AMPK and LC3B Ⅱ/LC3B Ⅰ and the expression 
level of Beclin-1 protein were decreased （P<0. 01）， and the ratio of p-mTOR/mTOR and the expression 
level of P62 protein were increased （P<0. 01）.  Compared with CAR group， the survival rate and green 
cyanine staining positive rate of the AS in CAR+AICAR group were decreased （P<0. 01），  the 
apoptotic  rate  of  the  AS  was  increased （P<0. 01），  the  ratios  of  p-AMPK/AMPK  and  LC3B Ⅱ/
LC3BⅠ  and  the  expression  level  of  Beclin-1  protein  were  increased （P<0. 01），  and  the  ratio  of 
p-mTOR/mTOR and the expression level of P62 protein were decreased （P<0. 01）.  The LC3B 
immunofluorescence staining results were consistent with the Western blotting results.  Conclusion：CAR 
has the protective effect on injury of the AS induced by OGD/R， and its molecular mechanism may be 
related to the inhibition of the AMPK/mTOR signaling pathway， thereby inhibiting autophagy.
KEYWORDS Carnosine； Autophagy； Astrocyte； Adenosine monophosphate activated protein kinase；

Mammalian target of rapamycin

肌肽 （carnosine，CAR） 是一种由 β-丙氨酸和

L-组氨酸组成的内源性二肽，在动物大脑和肌肉等

组织中广泛存在，具有抗氧化、抗糖基化、金属螯

合和 pH 缓冲等作用 ［1］。研究 ［2-4］ 显示：CAR 对脑

缺血再灌注损伤 （ischemia/reperfusion injury，IRI）
具有保护作用。星形胶质细胞 （astrocyte，AS） 是

中枢神经系统内含量最丰富的胶质细胞，在正常生

理活动和疾病状态中发挥调节作用。自噬是一种进

化上保守的细胞内溶酶体降解途径，主要对细胞质

中聚集的大分子和受损细胞器进行降解，通过氨基

酸和葡萄糖的再循环保持能量平衡。AS 自噬参与

了脑 IRI 的发生发展过程，其调控机制涉及多个复

杂 的 信 号 传 导 途 径 ， 故 调 节 AS 的 自 噬 是 治 疗 脑

IRI 有 效 策 略 之 一 ［5-8］。 CAR 可 通 过 对 自 噬 调 节 来

减 轻 糖 尿 病 脑 病 和 肌 肉 组 织 的 IRI［9-10］。 深 入 研 究

CAR 与中枢神经系统疾病的内在关系可以为 CAR

的 开 发 利 用 提 供 实 验 依 据 。 本 实 验 采 用 体 外 培 养

AS 进 行 氧 糖 剥 夺/再 灌 注 （oxygen-glucose 
deprivation/reperfusion， OGD/R） 模 拟 脑 IRI， 从

细胞自噬角度探讨 CAR 在减轻 OGD/R 诱导的 AS
损伤中的作用。

1 材料与方法  

1. 1　　细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　大鼠脑 AS 购自上海

中 科 院 细 胞 库 。 CAR 由 苏 州 富 士 莱 医 药 股 份 有 限

公 司 惠 赠 ， 批 号 ： 2104282， 纯 度 ≥99. 9%。 5-氨

基咪唑 -4-羧基酰胺核糖核苷 （5-amin-oimidazole-4-

carboxamide 1- β -D-ribofuranoside， AICAR） 购 自

美国 MedChemExpress 公司，腺苷酸活化蛋白激酶

（adenosine monophosphate activated protein kinase，

AMPK）、  磷      酸      化     AMPK （phosphorylated，

p-AMPK）、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （mammalian 

1298



王宇彤， 等 . 肌肽通过 AMPK/mTOR 信号通路抑制自噬对氧糖剥夺/复糖复氧诱导星形胶质细胞……

target of rapamycin， mTOR）、 磷 酸 化 mTOR
（phosphorylated-mTOR ，   p-mTOR）、  Beclin-1 、

微 管 相 关 蛋 白 轻 链 3B （microtubule-associated 
protein light chain 3B， LC3B）、 P62 和 β-肌 动 蛋 白

（β -actin） 一 抗 购 自 武 汉 ABclonal 生 物 科 技 有 限

公 司 ， 杜 氏 改 良  eagle 培 养 基 /F12 营 养 混 合 液

（Dulbecco’s   modified   eagle’s  medium/nutrient 
mixture F-12，DMEM/F12） 无糖基础培养液、磷

酸 盐 缓 冲 液 （phosphate buffer solution， PBS） 购

自武汉普诺赛生命科技有限公司，胰酶细胞消化液

（0. 25% 胰酶）、青 -链霉素溶液、噻唑蓝溴化四唑

（methyl  thiazolyl  tetrazolium，  MTT）、  Western 
blotting 及  IP 细  胞  裂  解  液 、  苯  甲  基  磺  酰  氟

（phenylmethylsulfonul fluoride， PMSF） 和 特 超 敏

增 强 化 学 发 光 法 （enhanced chemiluminescence，

ECL） 试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。

CO2 培养箱和三气低氧培养箱购自中国赛默飞世尔

科技有限公司，倒置生物显微镜购自美国 ZEISS 公

司，流式细胞仪购自美国 BD 公司，电泳仪购自美

国 Bio-Rad 公司，凝胶成像仪购自上海天能科技有

限公司。

1. 2　　细胞培养细胞培养、、OGD/R 处理和细胞分组处理和细胞分组　　将大鼠

脑 AS 置 于 含 10% 的 胎 牛 血 清 和 青 霉 素 - 链 霉 素

DMEM/F12 完 全 培 养 液 中 ， 37 ℃ 、 5% CO2 培 养

箱中培养。基础培养液饥饿 12 h 后将细胞随机分为

对照组、模型组 （OGD/R 组）、OGD/R+CAR 组

（CAR 组） 和 OGD/R+CAR+AICAR 组 （CAR+
AICAR 组），在血清饥饿结束前 2 h CAR 组培养液

中加入终浓度为 9. 0 mmol·L-1 CAR； 在 血 清 饥 饿

结 束 前 2 h， CAR+AICAR 组 培 养 液 中 加 入 终

浓 度 为 9. 0 mmol·L-1 CAR 和 1 mmol·L-1 
AICAR ［11］。 血 清 饥 饿 结 束 后 ， OGD/R 组 、 CAR
组 和 CAR+AICAR 组 分 别 加 入 无 血 清 无 糖 培 养

液，并保持培养液中 CAR 和 AICAR 浓度与前期相

同 ， 立 刻 置 于 气 体 环 境 为 95% N2 和 5% CO2 温 度

为 37 ℃三气低氧培养箱中培养 6 h 后，各组更换为

含 有 相 应 CAR 和 AICAR 的 完 全 培 养 液 常 规 培 养

24 h。对照组加入完全培养液培养 30 h。

1. 3　　MTT 法检测各组法检测各组 AS 存活率存活率　　将 AS 以 每 孔

5×103 个的密度接种于 96 孔细胞培养板，将其置于

37 ℃、5% CO2 培养箱中 24 h 后按照“1. 2”中方法

处理细胞，另设不接种细胞只加培养液的空白组，

其 他 实 验 步 骤 与 其 余 组 保 持 一 致 ， 每 组 设 定 3 复

孔。实验结束后每孔加入 5 g·L-1 MTT 溶液 20 μL，

将其置入 37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 4 h，随 后 吸

弃 MTT 溶液每孔加入 150 μL 二甲基亚砜，在多功

能酶标仪上自动震板后检测 490 nm 处吸光度 （A）

值，每组设置至少 3 个复孔，实验重复 3 次，最 终

结 果 取 其 平 均 值 。 细 胞 存 活 率 = （实 验 组 A 值−
空白组 A值） /（对照组 A值−空白组 A值） ×100%。

1. 4　　绿菁染色检测各组绿绿菁染色检测各组绿菁染色阳性细胞率菁染色阳性细胞率  将

细胞接种于 12 孔细胞培养板中，按照“1. 2”中方法

处理细胞后，吸弃原溶液，将绿菁染液按照 1∶1 000
比 例 采 用 完 全 培 养 液 稀 释 ， 每 孔 加 入 500 μL 稀 释

后的绿菁染液，之后将其置入 37 ℃培养箱中避光孵

育 10 min， 采 用 PBS 缓 冲 液 洗 涤 3 次 ， 将 Hoechst 
33342 按照 1∶1 000 比例稀释后，每孔加入 500 μL
稀释后染液，置于 37 ℃培养箱中避光孵育 10 min，

采 用 PBS 缓 冲 液 洗 涤 3 次 ， 每 次 5 min， 置 于 荧 光

显微镜下避光观察并进行拍照。绿菁只染色死亡细

胞核，死亡细胞在荧光显微镜下观察呈绿色荧光，

正 常 细 胞 则 不 被 染 色 ， Hoechst 33342 可 以 穿 透 细

胞膜染细胞核，镜下观察呈蓝色荧光，用来表示细

胞总数。随机选取 6 处不同视野下细胞计数细胞死

亡数和总细胞数，计算绿菁染色阳性细胞率。绿菁

染 色 阳 性 细 胞 率 = （Hoechst 33342 细 胞 数 - 绿 菁

染色阳性细胞数） /Hoechst 33342 细胞数×100%。

1. 5　　流式细胞术检测各组流式细胞术检测各组 AS 凋亡率凋亡率　　取 AS，以

密度为每孔 2×105 个接种于 6 孔细胞培养板内，按

照 “1. 2” 中 方 法 处 理 后 ， 将 6 孔 细 胞 培 养 板 中 的

培养液收集到离心管中，细胞消化后，采用收集的

原培养液终止消化，1 000 r·min-1 离心 5 min，弃上

清， PBS 缓 冲 液 冲 悬 细 胞 后， 1 000 r·min-1 离 心

5 min，加 入 1×结合缓冲液，调节细胞浓度为 （1~
5） ×106 mL-1，取 100 μL 细 胞 溶 液 于 流 式 管 中 加

5 μ L Annexin Ⅴ -FITC 室温避光孵育 5 min，加入

10 μL PI （20 μg·mL-1） 和  400 μL PBS 缓 冲 液 ，

立 刻 上 机 检 测 。 细 胞 凋 亡 率 = （早 期 细 胞 凋 亡

数+晚期细胞凋亡数） /细胞总数×100%。

1. 6　　Western  blotting 法检测各组法检测各组 AS 中中 AMPK、、

p--AMPK、、mTOR、、p--mTOR、、Beclin--1、、LC3B 和和 P62

蛋白表达水平蛋白表达水平　　按照“1. 2”中方法处理细胞后加

入 裂 解 液 （浓 度 比 例 为 PMSF∶ RIPA=1∶ 100）

在冰上进行裂解，收集各组蛋白样本，采用 Lowry
法检测细胞蛋白浓度，采用常规 Western blotting 法

检  测  蛋  白  表  达  水  平 。 抗  体 AMPK、 p-AMPK、
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mTOR、p-mTOR、Beclin-1、LC3B 和 P62的稀释倍

数分别为 1∶1 000、1∶1 000、1∶1 000、1∶1 000、

1∶1 000、1∶500 和 1∶1 000，以 β-actin 蛋白作为

内 参 ， 采用凝胶成像仪显影，采用 Image J 软件进

行 灰 度 分 析 ， 计 算 目 的 蛋 白 表 达 水 平 。 目 的 蛋 白

表 达 水 平 = 目 的 蛋 白 条 带 灰 度 值/β-actin 蛋白条带

灰度值。

1. 7　　免疫荧光染色检测各组免疫荧光染色检测各组 AS 中中 LC3B 阳性荧光阳性荧光

强度强度　　 取 对 数 生 长 期 的 AS 接 种 于 24 孔 细 胞 培 养

板 ， 细 胞 密 度 为 每 孔 1×104 个 ， 按 照 “1. 2” 中 方

法处 理 细 胞 后 ， 吸 弃 原 培 养 液 ， PBS 缓 冲 液 洗

涤 3 次，每次 5 min。每孔加入 4% 多聚甲醛于室温

下固定半小时，PBS 缓冲液洗涤 3 次，每次 5 min，

加 入 0. 5% Triton X-100 通 透 液 ， 置 于 冰 上 通 透

15 min，吸弃通透液，加入 3% BSA 封闭液，于室

温下封闭半小时，吸弃封闭液，加入由封闭液稀释

的一抗 LC3B （1∶100），置于 4 ℃环境中过夜，封

闭 液 洗 涤 4 次 ， 每 次 5 min， 加 入 封 闭 液 稀 释 的

Cy3 IgG 抗兔二抗 （1∶50），室温下避光孵育 3 h，

采 用 封 闭 液 洗 涤 3 次 ， 每 次 5 min， 在 室 温 条 件 下

Hoechst 33342 染 核 10 min， PBS 缓 冲 液 洗 涤 3 次，

每次 5 min，在免疫荧光显微镜下观察染色效果并

拍 照 。 采 用 Image J 图 像 分 析 软 件 分 析 LC3B 阳 性

荧光强度。

1. 8　　统计学分析统计学分析　　采用 SPSS 22. 0 统计软件进行

统计学分析。各组细胞存活率，AS 绿菁染色阳性

细  胞  率，  AS 凋  亡  率，  AS 中  mTOR、  AMPK、

Beclin-1、P62 和 LC3B 蛋 白 表 达 水 平，LC3B 阳 性

荧光强度均呈正态分布且方差齐性，以 x±s 表示，

多组间样本均数比较采用单因素方差分析，组间样

本 均 数 两 两 比 较 采 用 最 小 显 著 性 差 异 法 。 以 P<
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　 各 组各 组 AS 存 活 率 和 绿 菁 染 色 阳 性 细 胞 率存 活 率 和 绿 菁 染 色 阳 性 细 胞 率  　　  

 MTT 结果显示：与对照组比较，OGD/R 组 AS存

活率降低 （P<0. 01）；与 OGD/R 组比较，CAR 组

AS 存活率升高 （P<0. 01）；与 CAR 组比较，加入

AMPK 激活剂 AICAR 后的 CAR+AICAR 组 AS 存

活 率 降 低 （P<0. 01）（表 1）。 绿 菁 染 色 法 检 测 结

果显示：与对照组比较，OGD/R 组绿菁染色阳性

细胞率降低 （P<0. 01），细胞形态发生明显改变，

提示 OGD/R 导致细胞明显损伤。与 OGD/R 组比较，

CAR 组绿菁染色阳性细胞率明 显 升 高 （P<0. 01），

细胞形态损伤程度改善；与 CAR 组比较，CAR+
AICAR 组 绿 菁 染 色 阳 性 细 胞 率 降 低 （P<0. 01），

细胞形态受损加重。见表 1 和图 1。

2. 2　　各组各组 AS 凋亡率凋亡率　　Annexin Ⅴ-FITC PI 双标记

流式细胞仪检测结果显示：与对照组比较，OGD/R组

AS 凋 亡 率 明 显 升 高 （P<0. 01）； 与 OGD/R 组 比

较 ， CAR 组 AS 凋 亡 率 明 显 降 低 （P<0. 01）； 与

CAR 组 比 较 ， CAR+AICAR 组 AS 凋 亡 率 明 显 升

高 （P<0. 01）。见图 2。

2. 3　　 各各  组组  AS 中中  AMPK、、 p--AMPK、、 mTOR、、

p--mTOR、、LC3B、、P62 和和 Beclin--1 蛋 白 表 达 水 平蛋 白 表 达 水 平　　 

 与对照组比较，OGD/R 组 AS中 p-AMPK/AMPK
比 值 、 LC3B Ⅱ/LC3B Ⅰ 比 值 和 Beclin-1 蛋 白 表 达

水 平 明 显 升 高 （P<0. 01）， p-mTOR/mTOR 比 值

和 P62 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<0. 01）； 与

OGD/R 组 比 较 ， CAR 组 AS 中 p-AMPK/AMPK
比 值 、 LC3BⅡ/LC3BⅠ 比 值 和 Beclin-1 蛋 白 表 达

水 平 明 显 降 低 （P<0. 01）， p-mTOR/mTOR 比 值

和 P62 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 01）； 与

CAR 组  比  较，CAR+AICAR 组  AS 中  p-AMPK/
AMPK 比 值 、 LC3B Ⅱ/LC3B Ⅰ 比 值 和 Beclin-1 蛋

白  表  达  水  平  明  显  升  高 （P<0. 01）， p-mTOR/
mTOR 比 值 和 P62 蛋 白 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<
0. 01）。见图 3。

2. 4　　各组各组 AS 中中 LC3B 阳性阳性荧光强度荧光强度　　 与 对 照 组

（1. 00±0. 08） 比较，OGD/R 组细胞质中荧光颗粒

聚集，LC3B 阳性荧光强度 （3. 10±0. 08） 明显升

高 （P<0. 01）；与 OGD/R 组比较，CAR 组 AS 细

胞 质 中 LC3B 荧 光 颗 粒 聚 集 减 少 ，LC3B 阳 性 荧 光

强 度 （1. 44±0. 10） 明 显 降 低 （P<0. 01）； 与

表表  1　　AS 存活率和各组绿菁染色阳性细胞率存活率和各组绿菁染色阳性细胞率

TabTab.. 11　　Survival rates and green cyanine staining positive rates Survival rates and green cyanine staining positive rates 
of of AS in various groups detected by MTT assayAS in various groups detected by MTT assay

（n=9，x±s，η/%）

Group

Control
OGD/R
CAR
CAR+AICAR

Survival rate of AS

100.00±4.81
46.03±1.97*

85.20±5.04△

55.99±2.03#

Malachite green 
positive rate of AS

99.45±0.25
80.25±1.19*

95.82±1.73△

88.11±1.38#

*P<0.01 compared with control group； △P<0.01 compared with 
OGD/R group；#P<0.01 compared with CAR group.
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CAR 组 比 较 ， CAR+AICAR 组 AS 胞 质 中 LC3B
荧光颗粒聚集增加，LC3B 阳性荧光强度 （2. 60±
0. 16） 明显升高 （P<0. 01）。见图 4。

3 讨  论  

前 期 研 究 ［12］ 显 示 ： 9. 0 mmol·L-1 CAR 对

OGD/R 诱 导 的 AS 损 伤 具 有 较 好 保 护 作 用 ， 进 一

步升高 CAR 浓度，效果提高并不明显，因此本研

究选定该浓度进行实验。缺血性卒中是致残和死亡

的主要原因之一，常采用血管内溶栓进行治疗，但

脑组织恢复血流后常发生 IRI［13］。寻找切实有效的

IRI 保护药物一直是缺血性卒中研究领域的重要方

向 ［14-15］。AS 是中枢神经系统数量最多的细胞，具

有为神经元提供能量、产生神经递质、抑制氧化和

分泌神经保护因子等作用 ［16］。探讨 OGD/R 条件下

药物对 AS 的保护作用及其机制对于 IRI 研究十分必

要 ［17］。本研究结果显示：与对照组比较，OGD/R 组

细胞存活率明显降低，细胞凋亡率和细胞死亡率明

显升高，细胞形态明显改变，说明 OGD 6 h 和再灌

注 24 h 对 AS 产 生 明 显 损 伤 ， 模 型 制 备 成 功 ； 与

OGD/R 组比较，CAR 组细胞存活率明显升高，细

胞凋亡率明显降低，细胞死亡率明显降低，细胞形

态 趋 于 好 转 ， 说 明 CAR 对 OGD/R 损 伤 具 有 保 护

作 用 ； 加 入 AMPK 激 活 剂 AICAR 后 ， CAR 的 保

护作用被明显抑制。

发生 OGD/R 时，能量供应不足导致腺苷单磷

酸 （adenosine monophosphate， AMP） /腺 苷 三 磷

酸 （adenosine triphosphate， ATP） 比 值 升 高 ， 激

BF Hoechst 33342 Green cyanine staining Merge

Control

OGD/R

CAR

CAR+AICAR

图图 1　绿菁染色法观察各组　绿菁染色法观察各组 AS 存活情况存活情况（（×400））

Fig. 1　　Survival of AS in various groups observed by green cyanine staining （（×400））
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A：Control group； B：OGD/R group； C：CAR group； D：CAR+AICAR group.
图图 2　流式细胞术检测各组　流式细胞术检测各组 AS 凋亡率凋亡率

Fig. 2　　Apoptotic rates of AS in various groups detected by flow cytometry
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活 AMPK 可抑制 mTOR 激活 ［18］。mTOR 是机体的

感受器，能够检测到机体能量、氨基酸和激素等水

平 的 变 化 ， 在 细 胞 生 长 过 程 中 起 重 要 调 节 作 用 。

mTOR 作 为 自 噬 的 负 调 控 分 子 ， 不 仅 抑 制 自 噬 的

发生，还充当自噬“守门员”的角色 ［19］。CAR 可

以提高 OGD/R 处理的 AS 中 ATP 含量 ［20］，进而降
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A ：Electrophoregram（Lane 1 ：Control group ；Lane 2 ：OGD/R group ；Lane 3 ：CAR group ；Lane 4 ： CAR+AICAR group）； B-F ：

Histograms ；B ：Ratio of p-AMPK/AMPK ；C ：Ratio of p-mTOR/mTOR ；D ：Ratio of LC3B Ⅱ/LC3B Ⅰ ； E ：Expression level of 
Beclin-1 protein ； F：Expression level of P62 protein. *P<0.01 compared with control group ；△P<0.01 compared with OGD/R group ；
#P<0.01 compared with CAR group.
图图 3　　Western blotting 法检测各组法检测各组 AS 中中 AMPK、、p--AMPK、、mTOR、、p--mTOR、、LC3B、、Beclin--1 和和 P62 蛋白表达电泳图和蛋白表达电泳图和

直条图直条图

Fig. 3　　 Electrophoregram and histograms of expressions of AMPK, p--AMPK, mTOR, p--mTOR, LC3B, Beclin--1,

and P62 proteins in AS in various groups detected by Western blotting method

 Control                                OGD/R                                  CAR                           CAR+AICARW

Hoechst
   33342

LC3

Merge

图图 4　荧光显微镜下观察各组　荧光显微镜下观察各组 AS 中中 LC3B 阳性荧光强度阳性荧光强度（（×400））

Fig. 4　　Positive fluorescence intensities of LC3B in AS in various groups observed by fluorescence microscope（（×400））
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低 AMP/ATP 比 值 。 结 合 本 实 验 结 果 推 测 ： CAR
可 能 是 通 过 抑 制 AMPK 的 过 度 激 活 ， 进 而 调 节

mTOR 活性来发挥保护作用。

自噬是降解细胞内成分和受损细胞器以维持细

胞 内 稳 态 的 机 制 ［21］， 具 有 维 持 细 胞 完 整 及 正 常 代

谢的重要功能，可对细胞内环境进行监控，维持内

环境稳定。自噬也是一把“双刃剑”，适度自噬会

起 到 神 经 保 护 作 用 ， 过 度 自 噬 则 会 加 重 细 胞 损

害 ［22-23］。 mTOR 是 自 噬 发 生 过 程 中 的 经 典 信 号 分

子 ， 可 抑 制 自 噬 激 活 ［24-25］。Beclin-1 是 促 进 自 噬 启

动 的 主 要 基 因 ， 参 与 自 噬 的 起 始 阶 段 ［26］。 细 胞 质

中 LC3B Ⅰ 与 磷 脂 酰 乙 醇 胺 结 合 形 成 LC3B Ⅱ 。

LC3BⅡ可 以 作 为 特 异 性 标 记 定 位 于 吞 噬 细 胞 膜 ，

诱导自噬体的形成，LC3BⅡ表达水平增高被认为

是 自 噬 的 标 志 ［27］。 自 噬 在 系 统 中 的 发 生 程 度 主 要

取 决 于 LC3BⅡ/LC3BⅠ 比 值 ［28-29］。 P62 是 一 种 多

功能蛋白，在自噬中发挥重要作用，是自噬过程中

的蛋白水解底物，细胞中 P62 蛋白表达水平也会随

着 自 噬 反 应 程 度 的 升 高 而 降 低 ［30-31］。 本 研 究 结 果

显示：与对照组比较，OGD/R 组 AS 中 Beclin-1 水

平 和 LC3BⅡ/LC3BⅠ 比 值 升 高 、 P62 蛋 白 表 达 水

平 降 低 ； CAR 可 以 抑 制 Beclin-1 水 平 和 LC3B Ⅱ/
LC3BⅠ比 值 升 高，同 时 升 高 P62 蛋 白 表 达 水 平 ，

说 明 OGD/R 引 起 细 胞 自 噬，而 CAR 对 自 噬 具 有

一 定 抑 制 作 用，加 入 AMPK 激 活 剂 AICAR 可 使

CAR 的自噬抑制能力减弱，推断 CAR 可能是通过

抑制过度自噬来发挥其保护作用。

综 上 所 述 ， CAR 可 有 效 降 低 OGD/R 造 成 的

AS 损 伤，其 作 用 机 制 可 能 是 通 过 抑 制 AMPK/
mTOR 通路诱导的自噬发挥其保护作用。
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