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ω-3多不饱和脂肪酸对大鼠蛛网膜下腔出血后神经元
凋亡和自噬的影响*

胡 炜,王 沛,王 刚,金海涛,吕建萌,雷 琦,刘建敏,党星波△
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710000)

  [摘要] 目的 探讨ω-3多不饱和脂肪酸对大鼠蛛网膜下腔出血(SAH)后神经元凋亡和自噬的影响。方

法 选取雄性C57BL/6J小鼠48只,将其随机分为4组(n=12):假手术组(Sham组)、假手术+ω-3多不饱和

脂肪酸组(Sham+ω-3组)、SAH组、SAH+ω-3多不饱和脂肪酸组(SAH+ω-3组)。采用血管内穿刺法制备大

鼠实验性蛛网膜下腔出血(eSAH)模型。Sham组和Sham+ω-3组仅在手术操作中将尼龙线头端送至右颈内

动脉,但不刺破动脉管壁;SAH组和SAH+ω-3组制备eSAH模型。Sham+ω-3组和SAH+ω-3组分别于模

型制备后即刻、12
 

h、24
 

h、36
 

h、48
 

h于腹腔注射ω-3多不饱和脂肪酸30
 

mg/kg(溶于2
 

mL
 

1%
 

DMSO)。采用

Garcia评分法评估神经功能;蛋白免疫印迹(Western
 

blot)法检测损伤侧脑皮层 ATG-3、ATG-7、Beclin-1、
LC3-Ⅱ、SIRT1、Cleaved

 

caspase-3的蛋白表达;TUNEL法检测凋亡指数;免疫组织化学染色法检测脑皮层

SIRT1表达。结果 与Sham组和Sham+ω-3组比较,SAH组的Garcia评分显著下降(P<0.05),ATG-3、
ATG-7、LC3-Ⅱ、SIRT1蛋白表达有所增加(P<0.05),Cleaved

 

caspase-3蛋白表达和凋亡指数均显著增加

(P<0.05);而与SAH组小鼠比较,SAH+ω-3组Garcia评分显著改善(P<0.05),ATG-3、ATG-7、LC3-Ⅱ、
SIRT1蛋白表 达 明 显 增 加 (P<0.05),Cleaved

 

caspase-3蛋 白 表 达 和 凋 亡 指 数 显 著 减 少 (P<0.05)。
结论 ω-3多不饱和脂肪酸可通过促进自噬活性减轻大鼠SAH后细胞凋亡及神经功能损伤。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

omega-3
 

polyunsaturated
 

fatty
 

acids
 

on
 

neuronal
 

ap-
optosis

 

and
 

autophagy
 

after
 

subarachnoid
 

hemorrhage
 

in
 

rats.Methods Forty-eight
 

male
 

C57BL/6J
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

4
 

groups
 

(n=12):sham
 

operation
 

group
 

(Sham
 

group),sham
 

operation
 

+
 

omega-3
 

polyunsaturated
 

fatty
 

acid
 

group
 

(Sham+ω-3
 

group),subarachnoid
 

hemorrhage
 

group
 

(SAH
 

group),sub-
arachnoid

 

hemorrhage
 

+
 

omega-3
 

polyunsaturated
 

fatty
 

acid
 

group
 

(SAH
 

+
 

omega-3
 

group).An
 

experimen-
tal

 

subarachnoid
 

hemorrhage
 

(eSAH)
 

model
 

was
 

established
 

by
 

an
 

intravascular
 

puncture.In
 

the
 

Sham
 

group
 

and
 

the
 

Sham+ω-3
 

group,the
 

nylon
 

thread
 

end
 

was
 

sent
 

to
 

the
 

right
 

internal
 

carotid
 

artery,but
 

the
 

arterial
 

wall
 

was
 

not
 

punctured;the
 

eSAH
 

model
 

was
 

performed
 

in
 

the
 

SAH
 

group
 

and
 

the
 

SAH+ω-3
 

group.The
 

Sham+ω-3
 

group
 

and
 

the
 

SAH+ω-3
 

group
 

were
 

intraperitoneally
 

injected
 

with
 

30
 

mg/kg
 

of
 

omega-3
 

polyun-
saturated

 

fatty
 

acid
 

immediately,12
 

h,24
 

h,36
 

h
 

and
 

48
 

h
 

after
 

SAH.The
 

protein
 

expression
 

of
 

ATG-3,ATG-
7,Beclin-1,LC3-Ⅱ,SIRT1,and

 

Cleaved
 

caspase-3
 

in
 

the
 

injured
 

lateral
 

cortex
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
The

 

apoptosis
 

index
 

was
 

detected
 

by
 

TUNEL
 

assays.Histochemical
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

SIRT1
 

in
 

the
 

cortex.Results Compared
 

with
 

the
 

Sham
 

group
 

and
 

the
 

Sham+ω-3
 

group,the
 

Gar-
cia

 

score
 

of
 

the
 

SAH
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

expression
 

of
 

ATG-3,ATG-7,
LC3-Ⅱ

 

and
 

SIRT1
 

protein
 

was
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

Cleaved
 

caspase
 

-3
 

and
 

the
 

apoptotic
 

index
 

were
 

significantly
 

elevated
 

(P<0.05);compared
 

with
 

the
 

SAH
 

group,the
 

Garcia
 

score
 

of
 

SAH+ω-3
 

group
 

was
 

significantly
 

improved
 

(P<0.05),ATG-3,ATG-7,LC3-Ⅱ,SIRT1
 

protein
 

expression
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were
 

significantly
 

augmented
 

(P<0.05),the
 

protein
 

expression
 

Cleaved
 

caspase-3
 

and
 

the
 

apoptosis
 

index
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion Omega-3
 

polyunsaturated
 

fatty
 

acids
 

attenuate
 

apoptosis
 

and
 

neurological
 

damage
 

after
 

subarachnoid
 

hemorrhage
 

in
 

rats
 

by
 

promoting
 

autophagy
 

activity.
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hemorrhage;autophagy;apoptosis

  蛛网膜下腔出血(SAH)主要是由颅内动脉瘤破

裂引起的一种灾难性脑血管疾病[1]。虽然SAH只占

所有卒中患者的5%左右,但病死率和残疾率高达

50%[1-2]。早期脑损伤定义为SAH发病后72
 

h内发

生的脑损伤,在患者的预后中起重要作用[3]。神经元

的凋亡是SAH后早期脑损伤的重要机制[4]。自噬是

一种保守的溶酶体降解途径,对消除细胞内陈旧蛋白

和受损细胞器及维持细胞内稳态起重要作用[5]。研

究发现,神经元中的自噬活性在SAH后显著增加,并
可持续在整个早期脑损伤阶段[6]。这种自噬活性的

增强被认为是一种保护机制,可抑制SAH 后早期脑

损伤中神经细胞的凋亡。因此,促进SAH 后自噬可

能是改善SAH 后细胞凋亡及继发性脑损伤的有效

策略。

ω-3多不饱和脂肪酸是一种具有抗氧化、抗炎作

用的生物活性化合物,在阿尔茨海默病[7]、帕金森

病[8]、脑缺血[9]等多种模型中有脑保护作用。有研究

证实,ω-3多不饱和脂肪酸可抑制神经细胞凋亡和神

经炎症反应[10-11]。而最新研究发现,ω-3多不饱和脂

肪酸可通过上调SIRT1促进神经元的自噬活性以减

轻创伤性脑损伤所致神经元凋亡[12]。因此,本研究拟

探讨ω-3多不饱和脂肪酸对大鼠SAH后神经元凋亡

和自噬的影响,为治疗SAH 的研究提供新的方向和

理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

选取C57BL/6J雄性小鼠48只,体重23~25
 

g,
购自西安交通大学医学院实验动物中心,于22~24

 

℃的温房中饲养,自由进食饮水。采用随机数字表法

将小鼠分为假手术(Sham)组、假手术+ω-3多不饱和

脂肪酸(Sham+ω-3)组、SAH 组、SAH+ω-3多不饱

和脂肪酸(SAH+ω-3)组,每组各12只。

1.2 主要试剂

ω-3多 不 饱 和 脂 肪 酸 购 自 美 国 Sigma公 司;

SIRT1、LC3-Ⅰ/Ⅱ抗体购自美国Abcam公司;ATG-
3、ATG-7、Beclin-1、Cleaved

 

caspase-3抗体购自美国

Cell
 

Signaling公司;β-actin抗体购自美国Santa
 

Cruz
公司,TUNEL凋亡检测试剂盒购自美国 Roche公

司;SABC免疫组织化学试剂盒及DAB染色液购自

武汉博士德生物有限公司。

1.3 方法

1.3.1 造模及实验方法

参照文献[13],采用血管内穿刺法建立大鼠实验

性蛛网膜下腔出血(eSAH)模型。水合氯醛麻醉大鼠

后,分离右颈总动脉、右颈外动脉和右颈内动脉。在

右颈外动脉远侧作一切口,将4-0单丝尼龙缝合线经

残端置入,引入颈内动脉直至感觉到阻力,此时距颈

总动脉分叉处约20
 

mm。继续将缝合线推进约3
 

mm,穿透大脑中动脉分叉处的颈内动脉,后立即撤回

缝合线,允许颈内动脉再灌注以制成eSAH 模型。

Sham组和Sham+ω-3组仅在手术操作中将尼龙线

头端送至右颈内动脉,但不刺破动脉管壁;SAH组和

SAH+ω-3组制备eSAH 模型。Sham+ω-3组和

SAH+ω-3组分别于模型制备后即刻、12
 

h、24
 

h、36
 

h、48
 

h腹腔注射30
 

mg/kg的ω-3多不饱和脂肪酸

(溶于2
 

mL
 

1%
 

DMSO)[12];Sham组和SAH组分别

在模型制备后即刻、12
 

h、24
 

h、36
 

h、48
 

h于腹腔注射

2
 

mL
 

1%
 

DMSO溶液。

1.3.2 Garcia神经功能评分

术后 72
 

h,采 用 Garcia 评 分 行 神 经 功 能 评

价[14-15],主要包括6个部分:(1)自发性活动;(2)四肢

对称性运动;(3)前爪伸展实验;(4)攀爬实验;(5)本
体感受实验;(6)触须接触反应;前3项得分为0~3
分,最后3项得分为1~3分,最低得分为3分,最高

得分为18分。

1.3.3 Western
 

blot检测

本研究通过检测自噬标志物ATG-3、ATG-7、Be-
clin-1、LC3-Ⅱ的蛋白表达反应自噬活性[16]。术后72

 

h,各组取6只大鼠,腹腔注射致死剂量的戊巴比妥钠

(80
 

mg/kg)处死,取右脑半球皮质,称重后充分匀浆

并离心。BCA蛋白质检测试剂盒测定蛋白质含量后,
将等量的蛋白质重悬于上样缓冲液中。蛋白标本变

性后,聚丙烯酰胺凝胶电泳后电转至0.45
 

μm孔径的

PVDF
 

膜上。5%的脱脂牛奶中室温封闭后,加入一

抗(ATG-3抗体,1∶1
 

000;ATG-7抗体,1∶1
 

000;

Beclin-1抗体,1∶1
 

000;Cleaved
 

caspase-3抗体,1∶
400;LC3-Ⅰ/Ⅱ抗体,1∶500;SIRT1抗体,1∶500;β-
actin抗体,1∶400)4

 

℃孵育过夜。加入辣根过氧化

物酶(HRP)标记的生物二抗室温反应2
 

h,后行ECL
显影并拍照。采用 Quantity

 

One软件行图像分析。
蛋白 表 达 水 平 以 目 标 蛋 白 灰 度 值/β-actin灰 度 值

表示。

1.3.4 TUNEL法凋亡检测及SIRT1免疫组织化学

染色
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术后72
 

h,各组取6只大鼠,腹腔注射致死剂量

的戊巴比妥钠(80
 

mg/kg)处死,并用4
 

℃、4%多聚甲

醛心内灌注。分离脑组织,在4%多聚甲醛中后固定

6
 

h,石蜡包埋后切成约5
 

μm 厚的切片。用0.1%
Triton

 

X-100透化2
 

min,封闭30
 

min后,根据厂商

的说明书进行TUNEL染色,并用4',6-二脒基-2-苯
基吲哚(DAPI)行核复染。荧光显微镜400倍镜下观

察损伤测大脑皮层并摄片,DAPI染色细胞核呈蓝色

荧光,TUNEL阳性细胞核呈红色荧光。计算凋亡指

数=TUNEL 阳性 凋 亡 细 胞 数/DAPI有 核 细 胞 总

数×100%。
将切片在4

 

℃下与SIRT1一抗(1∶200)孵育24
 

h。第2天,用PBS洗涤切片,室温下依次加入二抗和

SABC反应液。0.05%
 

DAB染色液显色2~8
 

min,
苏木素复染细胞核,梯度酒精脱水、二甲苯透明和中

性树脂封片。光镜400倍镜下观察并摄片,运用Im-
age-Pro

 

Plus
 

5.0软件系统测定视野下SIRT1阳性染

色的光密度值,结果以实验组光密度值/Sham组平均

光密度值×100%表示。

1.4 统计学处理

采用SPSS13.0统计软件进行数据分析,计量资

料以x±s表示,组间及组内比较采用单因素方差分

析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 小鼠脑组织标本观察及神经功能评分

小鼠脑组织标本观察可见,Sham组(图1A)脑表

面未见显著出血;SAH 组小鼠脑组织(图1B)可见

Willis动脉环区域的蛛网膜下腔存在大量血凝块。与

Sham组和Sham+ω-3组比较,SAH 组 Garcia评分

显著下降(P<0.05);而与SAH组小鼠比较,SAH+
ω-3组Garcia评分显著改善(P<0.05),见表1。

表1  各组小鼠SAH后Garcia评分比较

组别 n Garcia评分(x±s,分)

Sham组 12 17.3±3.2
Sham+ω-3组 12 16.8±4.1
SAH组 12 8.7±1.0ab

SAH+ω-3组 12 13.6±1.5ac

  a:P<0.05,与Sham 组比较;b:P<0.05,与SAH+ω-3组比

较;c:P<0.05,与SAH组比较。

2.2 各组小鼠SAH后皮层自噬标志物蛋白表达水

平比较

与Sham 组 比 较,SAH 组 脑 皮 层 自 噬 标 志 物

ATG-3、ATG-7、LC3-Ⅱ 蛋 白 表 达 有 所 增 加(P <
0.05);与SAH 组比较,SAH+ω-3组脑皮层自噬标

志物ATG-3、ATG-7、Beclin-1、LC3-Ⅱ蛋白表达上调

更加明显(P<0.05),见表2和图2。

2.3 各组小鼠SAH 后皮层Cleaved
 

caspase-3和凋

亡指数的比较

与Sham 组 比 较,SAH 组 脑 皮 层 凋 亡 产 物

Cleaved
 

caspase-3蛋白表达和凋亡指数均显著增加

(P<0.05);与SAH 组比较,SAH+ω-3组脑皮层

Cleaved
 

caspase-3蛋白表达和凋亡指数均显著减少

(P<0.05),见表3和图3、4。

  A:Sham组;B:SAH组。

图1  小鼠脑组织标本肉眼观

表2  各组小鼠SAH后皮层自噬标志物蛋白表达比较(n=6,x±s)

组别 ATG-3 ATG-7 Beclin-1 LC3-Ⅱ

Sham组 0.309±0.068 0.248±0.059 0.365±0.129 0.303±0.055

Sham+ω-3组 0.334±0.023 0.278±0.059 0.269±0.057 0.306±0.036

SAH组 0.571±0.133ab 0.476±0.065ab 0.481±0.081b 0.500±0.075ab

SAH+ω-3组 0.897±0.205abc 0.798±0.147abc 1.003±0.151abc 0.574±0.099ab

  a:P<0.05,与Sham组比较;b:P<0.05,与SAH+ω-3组比较;c:P<0.05,与SAH组比较。
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  A:各组小鼠 Western
 

blot检测自噬标志物在的表达变化;1:Sham
组;2:Sham+ω-3组;3:SAH组;4:SAH+ω-3组;B:自噬标志物蛋白

半定量分析结果;a:P<0.05,与Sham组比较;b:P<0.05,与SAH+
ω-3组比较;c:P<0.05,与SAH组比较。

图2  各组小鼠SAH后皮层自噬标志物蛋白表达

比较(n=6,x±s)

  A:各组小鼠 Western
 

blot检测Cleaved
 

caspase-3蛋白表达变化;

1:Sham组;2:Sham+ω-3组;3:SAH 组;4:SAH+ω-3组;B:Cleaved
 

caspase-3蛋白表达半定量分析结果;a:P<0.05,与Sham 组比较;b:

P<0.05,与SAH+ω-3组比较;c:P<0.05,与SAH组比较。

图3  各组小鼠SAH后皮层Cleaved
 

caspase-3蛋白表达

比较(n=6,x±s)

表3  各组小鼠SAH后皮层Cleaved
 

caspase-3表达和凋亡

   指数比较(n=6,x±s)

组别 Cleaved
 

caspase-3 凋亡指数(%)

Sham组 0.136±0.032 7.3±0.8

Sham+ω-3组 0.226±0.028a 7.9±2.0

SAH组 0.662±0.143ab 38.4±7.9ab

SAH+ω-3组 0.385±0.073abc 20.3±4.3abc

  a:P<0.05,与Sham 组比较;b:P<0.05,与SAH+ω-3组比

较;c:P<0.05,与SAH组比较。

  A:各组小鼠凋亡指数的变化;1:Sham 组;2:Sham+ω-3组;3:

SAH组;4:SAH+ω-3组;B:凋亡指数分析结果;a:P<0.05,与Sham
组比较;b:P<0.05,与SAH+ω-3组比较;c:P<0.05,与SAH 组比

较;标尺=50
 

μm。

图4  各组小鼠SAH后皮层凋亡指数比较(n=6,x±s)

2.4 各组小鼠SAH后SIRT1蛋白表达和免疫组织

化学表达比较

与Sham组比较,SAH 组脑皮层SIRT1蛋白和

免疫组织化学表达均有所增加(P<0.05);与SAH
组比较,SAH+ω-3组脑皮层SIRT1蛋白和免疫组织

化学表达显著增加(P<0.05),见表4和图5、6。
表4  各组小鼠SAH后SIRT1蛋白表达和免疫组织化学

   表达比较(n=6,x±s)

组别 SIRT1蛋白 SIRT1免疫(%)

Sham组 0.296±0.071 100±24

Sham+ω-3组 0.368±0.097 110±34

SAH组 0.709±0.218ab 188±40ab

SAH+ω-3组 1.285±0.252abc 288±27abc

  a:P<0.05,与Sham 组比较;b:P<0.05,与SAH+ω-3组比

较;c:P<0.05,与SAH组比较。
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  A:各组小鼠 Western
 

blot检测SIRT1蛋白表达变化;1:Sham组;

2:Sham+ω-3组;3:SAH组;4:SAH+ω-3组;B:SIRT1蛋白表达半定

量分析结果;a:P<0.05,与Sham 组比较;b:P<0.05,与SAH+ω-3

组比较;c:P<0.05,与SAH组比较。

图5  各组小鼠SAH后皮层SIRT1蛋白表达比较

(n=6,x±s)

  A:各组小鼠SIRT1免疫荧光表达的变化;1:Sham组;2:Sham+

ω-3组;3:SAH组;4:SAH+ω-3组;B:SIRT1免疫荧光表达半定量分

析结果;a:P<0.05,与Sham组比较;b:P<0.05,与SAH+ω-3组比

较;c:P<0.05,与SAH组比较;标尺=50
 

μm。

图6  各组小鼠SAH后SIRT1免疫荧光表达比较

(n=6,x±s)

3 讨  论

本研究探讨了ω-3多不饱和脂肪酸对大鼠SAH
后神经元凋亡和自噬的影响。研究结果显示,腹腔多

次注射ω-3多不饱和脂肪酸能减轻大鼠SAH后的神

经功能损伤,促进自噬活性并抑制神经元凋亡。
ω-3多不饱和脂肪酸在人体新陈代谢中起关键作

用[17]。最近的研究表明,ω-3多不饱和脂肪酸不仅提

供能量,还可调节炎症反应和免疫功能,并具有抗氧

化和抗炎作用[17]。已经在多种中风模型中显示了ω-
3多不饱和脂肪酸对缺血性脑损伤的神经保护作

用[9,18]。本研究表明,ω-3多不饱和脂肪酸能改善大

鼠SAH后的神经功能评分,这说明ω-3多不饱和脂

肪酸对SAH大鼠有脑保护作用。
神经细胞凋亡是SAH后早期脑损伤的重要病理

机制,可能是由SAH 后颅内压增高、脑缺血-再灌注

损伤和血液分解成分毒性引起的[4]。神经系统中自

噬和细胞凋亡之间的关系非常复杂,尚未完全了解。
大量证据表明,自噬可以通过多种机制抑制细胞凋

亡,其中包括清除受损的线粒体或失活蛋白[19]。同

时,自噬也可通过螯合内质网应激启动子达到减少细

胞凋亡的效果[20]。已有研究表明,ω-3多不饱和脂肪

酸可通过促进自噬活性从而减轻创伤性脑损伤所致

的神经细胞凋亡[12]。与之类似,神经元自噬活性在

SAH后显著增加,并被认为是一种保护机制,可抑制

SAH后早期脑损伤中的神经细胞凋亡[6]。本研究结

果表明,ω-3多不饱和脂肪酸可显著减少SAH后脑皮

层凋亡产物Cleaved
 

caspease-3的表达并降低凋亡指

数,提示ω-3多不饱和脂肪酸可抑制SAH 后大脑皮

层细胞凋亡。而ω-3多不饱和脂肪酸还可在抑制细

胞凋亡的同时增加自噬标记物 ATG-3、ATG-7、Bec-
lin-1、LC3-Ⅱ的蛋白表达。因此,笔者推测ω-3多不

饱和脂肪酸可能通过促进神经元自噬活性减轻SAH
后神经细胞凋亡。

最近的研究表明,SIRT蛋白家族对自噬相关蛋

白ATG的去乙酰化是诱导自噬体形成的关键过

程[21]。SIRT1是一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸依赖的

Ⅲ类组蛋白去乙酰化酶,并已被证明可通过介导

ATG的脱乙酰化调节自噬[21]。此外,SIRT1还可通

过介导自噬相关蛋白Beclin-1赖氨酸残基去乙酰化

影响自噬体成熟[22]。而进一步研究发现,ω-3多不饱

和脂肪酸可通过激活SIRT1信号通路介导Beclin-1
去乙酰化,从而增加脑创伤后的自噬活性[12]。与之一

致,本研究结果表明,ω-3多不饱和脂肪酸可上调

SAH后SIRT1信号通路活性,这提示ω-3多不饱和

脂肪酸上调SIRT1可能是其促进SAH 后自噬活性

的重要机制。
综上所述,ω-3多不饱和脂肪酸可通过促进自噬

活性减轻大鼠SAH后凋亡及神经功能损伤。本研究

为临床上治疗SAH早期脑损伤提供了一种新的方法

和思路。
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