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神经营养因子3通过激活自噬抑制焦亡促进脓毒症

脑损伤后神经功能恢复

丛岩1，2，3 王培1，4  孙志德1，3 于健1，3

（1. 河北省神经损伤与修复重点实验室，河北  承德  067000；2. 河北省泛血管疾病重点实验室，河北  承德  067000；3. 承德医学院附属医院急诊
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摘要  目的 探讨神经营养因子3 （NT-3） 促进脓毒症脑损伤 （SAE） 后神经功能恢复的作用及机制。方法  将24只SD大鼠随

机分成Sham组、SAE 组和SAE+NT-3组，每组8只。采用大鼠脑损伤行为学评分评估脑损伤情况； 采用Western blotting检测各组

NT-3、s100β、胱天蛋白酶1 （caspase-1）、微管相关蛋白1轻链3B （LC3B） 表达，采用免疫组织化学检测各组白细胞介素-1β （IL-1β） 

表达。将小鼠海马神经元HT22细胞分成Normal组、脂多糖 （LPS） 组、LPS+NT-3组、 LPS+NT-3+3-MA组和LPS+NT-3+Compound C

组。采用Western  blotting检测各组LC3B、NLRP3、ASC、AMPK、p-AMPK、mTOR、p-mTOR表达；采用免疫荧光检测细胞caspase-1
表达。结果  与第1天相比，脓毒症大鼠脑组织NT-3表达在第2~3天逐渐增多 （P < 0.05）； 与SAE组相比，SAE+NT-3组神经功

能评分上升，IL-1β、S100β、caspase-1在第1~2天表达水平下降，自噬水平表达水平升高 （均P < 0.05）。与LPS组相比，LPS+NT-3
组caspase-1在1~3 h表达水平下降，自噬水平升高 （均P < 0.05）； 与LPS+NT-3相比，LPS+NT-3+3-MA组NLRP3、ASC表达水平升

高，caspase-1阳性细胞增多 （均P < 0.05），LPS+NT-3+Compound C组p-AMPK减少，p-mTOR增多，自噬水平降低 （均P < 0.05）。结

论  NT-3经AMPK/mTOR信号通路在SAE早期激活自噬，清除焦亡激活蛋白NLRP3、ASC，从而促进神经功能恢复。
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Neurotrophin-3 promotes neural functional recovery after sepsis-associated encephalopathy by
inhibiting pyroptosis through autophagy activation
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Abstract  Objective To investigate the role and mechanism of neurotrophin-3 （NT-3） in promoting neurological recovery after sep-
sis-associated encephalopathy （SAE）. Methods  Twenty-four Sprague-Dawley （SD） rats were randomly divided into the Sham，SAE，

and+NT-3 groups （n = 8）. Neurological deficits were evaluated using a behavioral scoring system. Western blotting was performed to assess 

the expression levels of NT-3，S100β，caspase-1，and microtubule-associated protein 1 light chain 3B （LC3B） in brain tissues. Immuno-
histochemistry （IHC） was performed to assess interleukin-1β （IL-1β） expression level. For cellular experiments，groups included normal，

lipopolysaccharide （LPS），LPS+NT-3，LPS+NT-3+3-MA （autophagy inhibitor），and LPS+NT-3+compound C （AMPK inhibitor）. Western 

blotting was used to analyze LC3B，NLRP3，ASC，AMPK，phosphorylated AMPK （p-AMPK），mTOR，and phosphorylated mTOR （p-mTOR） 

expression levels. Caspase-1 expression in cells was evaluated using immunofluorescence （IF）. Results  NT-3 expression in septic rat 

brain tissues increased progressively from d1 to d2 （P < 0.05）. Compared with the SAE group，the SAE+NT-3 group exhibited elevated 

neurological scores. The expression levels of IL-1β，S100β，and caspase-1 decreased from d1 to d2，while the aurtophagy level increased 

from d1 to d2 （all P < 0.05）. In cellular models，the LPS+NT-3 group showed decreased caspase-1 expression and increased autophagy 

activity compared to that in the LPS group from 1 h to 3 h （P < 0.05）. Compared to the LPS+NT-3 group，the LPS+NT-3+3-MA group 

exhibited elevated NLRP3，ASC，and caspase-1-positive cells （P < 0.05），whereas the LPS+NT-3+Compound C group exhibited reduced 
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p-AMPK，increased p-mTOR，and attenuated autophagy （P < 0.05）. Conclusion  NT-3 activates autophagy through the AMPK/mTOR 

signaling pathway during the early phase of SAE，thereby eliminating pyroptosis-associated proteins NLRP3 and ASC to promote neurolog-
ical recovery.

Keywords  sepsis-associated encephalopathy； autophagy； pyroptosis； neurotrophin-3； neuron； pyroptosis activation protein

脓毒症脑损伤 （sepsis-associated encephalopathy，

SAE） 与全身炎症反应、血脑屏障损伤及神经细胞死

亡密切相关，但其发病机制尚未完全明确。脓毒症

状态下，过量释放的肿瘤坏死因子α （tumor necrosis 

factor α，TNF-α）、白细胞介素-1β （interleukin-1β，IL-

1β） 等炎症介质可破坏血脑屏障结构的完整性，加

重神经炎性损伤［1］。同时，微循环障碍引发的脑组

织缺氧和能量代谢紊乱，可导致神经递质失衡及神

经退行性改变，进而诱发认知功能障碍［2］。目前以

抗感染为主的治疗方式仍存在局限性［3］，亟待寻找

更有效的治疗方法。

神经营养因子在神经保护领域展现出独特优

势，其中神经营养因子-3 （neurotrophin-3，NT-3） 在

中枢神经系统存在特异性表达，受到广泛关注［4］。

研究［5］发现神经营养因子不仅可以通过调节自

噬-焦亡平衡发挥神经保护作用，还能阻断IL-1β等

焦亡相关炎症介质释放［6］，为SAE的治疗提供了新

思路。本研究旨在探讨NT-3调控自噬抑制焦亡的

具体分子机制，为神经保护的靶向治疗奠定理论基

础。

1 材料与方法 

1.1 材料

1.1.1 实验动物：SPF级雌性SD大鼠24只，体重（250±

10） g，由 北 京 华 阜 康 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 提

供，许 可 证 号：SCXK （京） 2019-0008。本 研 究 获 得

承德医学院附属医院伦理委员会批准，批准号：

LL2021013。

1.1.2 实验材料：NT-3及NT-3一抗均购自武汉华美

生物技术有限公司；微管相关蛋白1轻链3B （micro-

tubule-associated protein 1 light chain 3B，LC3B） 一

抗、AMPK/p-AMPK、mTOR/p-mTOR均购购自杭州华

安生物技术有限公司，脂多糖 （lipopolysaccharide，

LPS）、3-甲基腺嘌呤 （3-methyladenine，3-MA） 购自美

国Merck公司；小鼠海马神经元细胞系HT22购自武

汉普诺赛生命科技有限公司；S100β、胱天蛋白酶1 

（caspase-1）、Compound C、NLRP3、ASC均购自英国

abcam公司；IL-1β购自北京博奥森生物技术有限公

司。

1.2 实验方法

1.2.1 大鼠SAE模型建立及分组： 将大鼠用异丙烷吸

入麻醉后，做腹部正中切口，消毒后逐层进腹，提起

回盲部，结扎盲肠末端，使肠管扩张炎症水肿，刺破

盲肠，使肠液及内容物进入腹腔，逐层关腹。将大鼠

随机分为Sham 组、SAE 组和SAE+NT-3组。其中Sham 

组仅打开腹腔，未损伤肠管。SAE+NT-3组采用蛛网

膜下腔穿刺置管给药，NT-3给药浓度为1.25 μg/kg，

造模成功后连续注射4 d。具体操作如下：动物麻醉

成功后，充分暴露L3~4棘突间隙。使用医用留置针穿

刺硬脊膜及蛛网膜，将导管插入蛛网膜下腔，插入

深度为2 cm。缝合固定后，使用微量进样器注入20 

μL无菌生理盐水冲洗导管并封闭导管外口。术后大

鼠恒温环境下单笼饲养，肌肉注射青霉素 （50 000

U/kg） 预防感染。在大鼠清醒状态经导管注入20 μL 

2%盐酸利多卡因后,若大鼠双后肢出现瘫痪并在30 

min内恢复正常，表明置管成功。于手术第1天 （d1）、

第2天 （d2）、第3天 （d3） 和第4天 （d4） 用大鼠神经行

为学评分评估大鼠耳廓反射、角膜反射、翻正反射、

甩尾反射和逃避反射。0分，无反射；1分，反射减弱；

2分，正常反射。<10分表明造模成功。

1.2.2 神经元损伤模型：将HT22细胞复苏后接种于

培养皿中，置于37 ℃、5% CO2培养箱中传代培养，细

胞密度调整为5×105/cm2。本研究应用LPS细胞损伤

模型模拟神经元炎性损伤。将LPS用无菌PBS稀释成

浓度为1 mg/mL的工作液，处理前将LPS工作液用完

全培养基 （含10 %胎牛血清的1640培养基） 稀释至

10 μg/mL。将培养皿中原细胞培养基替换为含有LPS

工作液的完全培养基。将细胞随机分成Normal组、

LPS组、LPS+NT-3组、LPS+NT-3+3-MA组 和LPS+NT-

3+Compound C组。Normal组为未经LPS处理的正常

细胞。细胞实验中涉及的干预药物均在造模前24 h

应用，浓度为NT-3 5 μg/mL和Compound C 5 μg/mL，
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3-MA 1 μg/mL。

1.2.3 免疫组织化学检测：将石蜡切片常规脱蜡，

PBS冲洗3次，每次5 min。抗原修复后，冷却至室温，

PBS冲洗3次。应用内源性过氧化物酶阻断剂室温孵

育10 min，PBS冲洗3次。滴加IL-1β抗体 （1 ∶ 100），4 

℃孵育过夜。PBS冲洗3次后，加入IgG （1 ∶ 100） 在

37 ℃孵育20 min。再次用PBS冲洗3次并滴加DAB显

色剂进行显色。随后进行苏木素染料复染、梯度乙

醇脱水、二甲苯透明及封片。拍照并应用ImageJ软件

统计阳性细胞数。直接计数随机 5 个视野下的阳性

细胞数，并计算平均值。

1.2.4 免疫荧光检测：将各组HT22细胞用PBS冲洗3

次，每次5 min。用4%多聚甲醛固定20 min，PBS冲洗3

次。加入0.1% Triton 1 mL通透20 min后应用5% BSA

室 温 封 闭1 h。加 入1 mL caspase-1一 抗 （1 ∶ 100），

4 ℃孵育过夜。PBS冲洗3次后，用辣根过氧化物酶

标记的山羊抗兔单克隆抗体IgG （1 ∶ 100） 在室温

避光孵育1 h，PBS冲洗3次。DAPI室温孵育10 min，

PBS冲洗3次后在荧光显微镜下观察并截取图片，最

后应用ImageJ软件统计阳性细胞数。统计方法同免

疫组织化学检测。

1.2.5 Western blotting：将各组样品溶解于RIPA裂

解缓冲液中，12 000  r/min离心7 min，提取总蛋白。

应用BCA试剂盒检测蛋白浓度。凝胶电泳后将目的

蛋白转移至PVDF生物膜，封闭非特异性抗原。目的

蛋白一抗4 ℃过夜，二抗室温孵育1 h，抗体浓度按照

说明书配制。置于ECL化学发光溶液中孵育5 min，

使用BACKMAN显影仪进行显影并采集图像。最后

使用ImageJ软件检测目的蛋白的灰度值。自噬蛋白

LC3B的相对表达水平用LC3BⅡ/LC3BⅠ表示，磷酸

化蛋白的相对表达水平用磷酸化蛋白灰度值与总

蛋白灰度值的比值表示。

1.3 统计学分析 

采用SPSS 28.0软件进行统计分析，应用Graph-

Pad Prism 5.01软件制作统计图。符合正态分布的计

量资料以x-±s表示，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两比较使用最小显著性差异法 （least 

significance difference，LSD），P < 0.05为 差 异 有 统 计

学意义。

2  结果 

2.1 NT-3通过减少炎症介质释放促进大鼠脑损伤

后神经功能恢复

与Sham组 （10.00±0.00） 比较，SAE组大鼠在d1~

d4行为学评分 （7.67±0.58，6.67±0.58，5.00±1.00，

3.33±1.53）逐渐降低 （均P < 0.05）。与SAE组 （5.00±

1.00，3.33±1.53） 相比，SAE+NT-3组d3~d4行为学评

分 （5.33±0.58，6.33±0.58）升 高 （均P < 0.05）。与

d1 （0.26±0.12） 相比，SAE组d2~d4 NT-3表达 （0.54±

0.05，0.66±0.02，0.90±0.19）逐渐增多 （均P < 0.05）。

与SAE组 （25.40±2.97） 相比，SAE+NT-3组d3 IL-1β

表达（16.20±3.03） 减少 （P < 0.05）。见图1。

A，expression of NT-3 protein in brain tissue；B，immunohistochemical image （×100）. The black arrows represent IL-1β positive cells.

图1  大鼠脑组织NT-3、IL-1β的表达

Fig.1  NT-3 and IL-1β expression levels in rat brain tissues

2.2 NT-3抑制焦亡蛋白表达

与Sham组 （ 0.14±0.01，0.17±0.01，0.19±0.04，

0.27±0.02） 相比，SAE组d1~d4脑组织S100β的表达

（0.27±0.03，0.39±0.04，0.54±0.16，0.86±0.07）增多 

（均P < 0.05）；与SAE组 （0.22±0.03，0.26±0.04，0.34±

0.03，0.48±0.06） 相比，SAE+NT-3组d1~d4 caspase-1 

表达（0.17±0.02，0.17±0.03，0.25±0.05，0.35±0.04） 

减少 （P均< 0.05）；与LPS组 （0.27±0.03，0.39±0.04，

0.54±0.16，0.86±0.07） 相比，LPS+NT-3组1 h、3 h、

6 h、9 h caspase-1表达 （0.14±0.01，0.17±0.01，0.19±

d1        d2       d3        d4

GAPDH

NT-3

Sham SAE SAE+NT-3

A B

中国医科大学学报  第54卷



·687·

0.04，0.27±0.02）减少 （均P < 0.05）。见图2。

2.3 NT-3早期能够通过促进自噬减少焦亡激活蛋

白NLRP3及ASC的表达

与SAE组 （0.28±0.06，0.35±0.09，0.45±0.02） 相

比，SAE+NT-3组d1~d3 LC3BⅡ/LC3BⅠ的比值 （0.98±

0.02，0.96±0.05，0.94±0.10） 增加 （均P < 0.05）。与

LPS组 （0.27±0.05，0.35±0.03） 相比，LPS+NT+3组

1 h、3 h LC3BⅡ/LC3BⅠ的比值 （0.61±0.06，0.69±0.10） 

增加 （均P < 0.05） 。

与LPS+NT-3组 （0.15±0.04，0.19±0.05） 相比，

LPS+NT+3+3-MA组3 h NLRP3和ASC表达 （0.42±0.04，

0.47±0.04） 增多 （P < 0.05）；免疫荧光实验结果显

示，与LPS+NT-3组 （28.80±3.96） 相比，LPS+NT-3+3-

MA组3 h caspase-1阳性细胞 （15.40±2.97） 增多 （P < 

0.05）。见图3。

2.4 NT-3通过AMPK/mTOR信号通路促进自噬

A，LC3B protein in brain tissue；B，LC3B protein in HT22 cell；C，NLRP3 and ASC proteins in HT22 cell；D， caspase-1 expression in HT22 cell by 

immunofluorescence staining （×400）.

图3  NT-3通过促进自噬抑制焦亡

Fig.3  NT-3 inhibits pyroptosis by promoting autophagy

A，S100β protein in brain tissue；B，caspase-1 protein in brain tissue；C，caspase-1 protein in HT22 cell.

图2  大鼠脑组织及HT22细胞中S100β、caspase-1的表达

Fig.2  S100β and caspase-1 expression levels in rat brain tissues and HT22 cells

与LPS组 （0.32±0.05，0.37±0.03） 相 比，LPS+

NT-3组1 h、3 h p-AMPK/AMPK比值 （0.39±0.12，0.46±

0.08） 增加 （均P < 0.05）；与LPS组 （0.49±0.05，0.41±

0.03） 相 比，LPS+NT-3组1 h、3 h p-mTOR/mTOR比 值

 （0.21±0.08，0.13±0.08） 减少 （均P < 0.05）。与LPS+

NT-3组 （0.64±0.08，0.83±0.08） 相比，LPS+NT-3+

Compound C组 1 h、3 h LC3BⅡ/LC3BⅠ的比值（0.32±

0.02，0.29±0.03） 减少 （均P < 0.05）。见图4。

d1        d2       d3        d4

GAPDH

Sham

SAE

d1        d2       d3        d4

d1          d2         d3          d4

GAPDH

Sham

SAE

SAE+NT-3

GAPDH GAPDH

1 h       3 h       6 h      9 h

GAPDH

Normal

LPS

LPS+NT-3A B C

1 h         3 h         6 h         9 h

GAPDH

NLPR3

ASC

LPS

LPS

LPS+NT-3

LPS+
NT-3

LPS+NT-3+3-MA

LPS+
NT-3+

3-M
A

A B C

D
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3 讨论 

SAE是脓毒症的常见并发症，炎症介质穿过血

脑屏障造成脑水肿和神经细胞损伤［7］，并诱发微循

环障碍和代谢紊乱，最终影响神经细胞功能与活

性［8］。有效减轻SAE所造成的神经元损伤或死亡已

成为目前治疗的难点。神经营养因子，尤其是NT-3，

在改善神经功能和维持神经元活性方面表现出了

巨大潜力［9］，但关于NT-3的作用机制仍未完全明确。

本研究通过观察SAE大鼠的神经功能，以及脑

组织中IL-1β和S100β的表达，证实了脓毒症可以导

致大鼠中枢神经元损伤，并且发现随着损伤时间的

延长，脑组织中NT-3的表达逐渐增多。为证实NT-3

的作用效果，本研究应用外源性NT-3进行治疗，发

现与SAE组相比，SAE+NT-3组大鼠神经行为学评分

d3~d4升高。

脓毒症发生时，炎症介质会促进细胞焦亡，而

细胞焦亡又会促进炎症介质的释放［10］。抑制细胞焦

亡是维持神经元功能和活性的有效方法。本研究发

现应用NT-3干预的HT22细胞早期自噬水平增强，焦

亡蛋白caspase-1表达减少，提示自噬与焦亡存在相

互作用关系。免疫荧光检测结果显示，应用自噬抑

制剂后，caspase-1的阳性细胞明显增多，表明NT-3早

期能够通过增强自噬抑制焦亡。

caspase-1的激活依赖于与NLRP3、ASC的结合［11］。

研究［12］发现在细胞损伤早期，焦亡可能受到细胞

自噬的调节。在脓毒症引起的应激状态下，自噬能

够帮助神经元处理和清除受损或不利的细胞成分，

从而减少细胞死亡。本研究结果显示，在早期应用

3-MA抑制自噬，HT22细胞中NLRP3、ASC的表达明

显增多，表明自噬在损伤早期所清除的不利成分中

包含了NLRP3、ASC这两种焦亡激活蛋白。

AMPK/mTOR是 经 典 的 促 进 自 噬 的 信 号 通

路［13］。本研究检测了应用NT-3后早期AMPK/mTOR

磷酸化情况，以及应用AMPK抑制剂后早期LC3BⅡ

与LC3BⅠ比值情况。结果显示，NT-3在早期促进自

噬的机制与该信号通路被激活有关。

综上所述，NT-3能够通过AMPK/mTOR信号通

路在SAE早期激活自噬，降解焦亡激活蛋白NLRP3、

ASC，从而抑制焦亡，维持神经细胞活性与功能，并

促进神经功能恢复。这一研究结果为NT-3的临床应

用提供了新的理论依据及治疗思路。本研究仍存在

一定局限性，未来需要进行更多的研究来确定焦亡

与炎症介质表达的具体调控关系，以及NT-3是否存

在其他信号通路调节自噬。
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综上所述，ALM复苏液通过抑制NF-κB信号通

路活化，减轻脓毒症大鼠肺组织损伤和炎症反应，

改善LPS诱导的PMVEC增殖抑制并降低炎性细胞因

子水平。然而，ALM复苏液对肺组织的保护作用可

能还存在其他机制，有待进一步阐明。
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