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·论著·

6- 姜烯酚抑制死亡相关蛋白激酶 1 介导的自噬 
减轻大鼠心搏骤停 - 心肺复苏后脑损伤
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【摘要】 目的  观察 6- 姜烯酚（6-SH）在大鼠心搏骤停（CA）- 心肺复苏（CPR）后全脑缺血 / 再灌注损伤

（CIRI）中的神经保护作用。方法  采用计算机分子对接技术观察 6-SH 是否能自发性结合死亡相关蛋白激酶 1 
（DAPK1）。将 SPF 级雄性 SD 大鼠随机分为假手术组（5 只）、CPR 组（7 只）和 CPR+6-SH 组（7 只），再根据观
察时间点将CPR组和CPR+6-SH组分为12、24、48 h 3个亚组。采用窒息法制备大鼠CA-CPR后全脑CIRI模型。
假手术组仅进行气管插管、动静脉插管，不诱导窒息及 CPR；CPR 组制模成功后即刻腹腔注射生理盐水 1 mL；
CPR+6-SH组制模成功后即刻腹腔注射20 mg/kg 6-SH 1 mL，之后每12 h注射 1次，直至观察点结束。记录大鼠
制模后各时间点的神经功能缺损评分（NDS）；在各时间点观察结束后麻醉处死大鼠取脑组织标本。苏木素 - 伊 
红（HE）染色后光镜下观察神经细胞病理学改变；透射电镜下观察海马组织神经元超微结构及自噬情况；实时
荧光定量聚合酶链反应（RT-qPCR）检测脑组织 DAPK1、空泡分选蛋白 34（VPS34）、自噬相关蛋白 Beclin1 和
微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）的 mRNA 表达；蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测脑组织 DAPK1、磷
酸化 DAPK1（p-DAPK1）ser308、VPS34、Beclin1 和 LC3 的蛋白表达；荧光显微镜下观察脑组织 Beclin1 和 LC3
的免疫荧光表达。结果  分子对接结果表明，6-SH 能自发性结合 DAPK1。与假手术组比较，CPR 组大鼠制模
各时间点 NDS 评分均显著升高；光镜下可见大鼠脑组织细胞排列紊乱，细胞间隙增宽，呈水肿表现，部分区域
可见细胞核固缩、坏死；透射电镜下可见线粒体明显肿胀，膜完整，基质溶解，嵴减少、消失，空泡变，自噬体增
多。与 CPR 组比较，CPR+6-SH 组大鼠制模各时间点 NDS 评分均显著降低；光镜下可见大鼠脑组织局部神经
元水肿，胞核周围间隙增宽；透射电镜下可见线粒体大多轻度肿胀，膜完整，自噬体数量相对较少，损伤情况减
轻。RT-qPCR 结果显示，与假手术组比较，CPR 各亚组脑组织 DAPK1、VPS34、Beclin1、LC3 的 mRNA 表达均
显著升高，且以 CPR 24 h 组变化最显著；与 CPR 组比较，CPR+6-SH 各亚组脑组织上述指标的 mRNA 表达均
显著降低〔制模 24 h（相对表达量）：DAPK1 mRNA 为 3.41±0.68 比 4.48±0.62，VPS34 mRNA 为 3.63±0.49 比
4.66±1.18，Beclin1 mRNA 为 3.08±0.49 比 4.04±0.22，LC3 mRNA 为 2.60±0.36 比 3.67±0.62，均 P＜0.05〕。
Western blotting 结果显示，与假手术组比较，CPR 各亚组脑组织 DAPK1、VPS34、Beclin1 和 LC3 的蛋白表达均
显著升高，p-DAPK1 ser308 的蛋白表达显著降低，且以 CPR 24 h 组变化最显著；与 CPR 组比较，CPR+6-SH 各
亚组脑组织 DAPK1、VPS34、Beclin1 和 LC3 的蛋白表达均显著降低〔制模 24 h：DAPK1/β-actin 为 1.88±0.22 
比2.47±0.22，VPS34/β-actin为2.55±0.06比3.46±0.05，Beclin1/β-actin为2.12±0.03比2.87±0.03，LC3/β-actin 
为 2.03±0.24 比 3.17±0.23，均 P＜0.05〕，p-DAPK1 ser308 的蛋白表达显著升高〔制模 24 h：p-DAPK1 ser308/
β-actin 为 0.40±0.02 比 0.20±0.07，P＜0.05〕。荧光显微镜下显示，与假手术 24 h 组比较，CPR 24 h 组脑组织
Beclin1 和 LC3 的荧光强度均显著升高；与 CPR 24 h 组比较，CPR+6-SH 24 h 组大鼠脑组织 Beclin1 和 LC3 的
荧光强度均显著降低。结论  6-SH 能够抑制 DAPK1 的表达，减轻大鼠 CA-CPR 后全脑 CIRI 的过度自噬，发
挥神经保护作用，其机制可能与 DAPK1 ser308 位点磷酸化有关。
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【Abstract】 Objective  To  observe  the  neuroprotective  effect  of  6-shogaol  (6-SH)  in  global  cerebral 
ischemia/reperfusion  injury  (CIRI)  following  cardiac  arrest  (CA)  and  cardiopulmonary  resuscitation  (CPR)  in  rats.   
Methods  Computer-aided molecular docking was used to determine whether 6-SH could spontaneously bind to death-
associated protein kinase 1 (DAPK1). SPF-grade male SD rats were randomly divided into a sham group (n = 5), a CPR 
group  (n = 7), and a CPR+6-SH group  (n = 7). The CPR group and CPR+6-SH group were  further divided  into 12-, 
24-, and 48-hour subgroups based on observation time points. A rat model of global CIRI after CA-CPR was established 
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by  asphyxiation.  In  the  sham  group,  only  tracheal  and  vascular  intubation  was  performed without  asphyxia  and CPR 
induction.  The  CPR  group  was  intraperitoneally  injected  with  1  mL  of  normal  saline  immediately  after  successful 
modeling.  The  CPR+6-SH  group  received  an  intraperitoneal  injection  of  20  mg/kg  6-SH  (1  mL)  immediately  after 
successful modeling, followed by administration every 12 hours until the endpoint. Neurological Deficit Score (NDS) was 
recorded at each  time point after modeling. After completion of observation at each  time point,  rats were anesthetized 
and  sacrificed,  and brain  tissue  specimens were collected. Histopathological  changes of neurons were observed under 
light microscopy after hematoxylin-eosin (HE) staining. Ultrastructural changes of hippocampal neurons and autophagy 
were observed by transmission electron microscopy (TEM). Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) 
was used to detect mRNA expression levels of DAPK1, vacuolar protein sorting 34 (VPS34), Beclin1, and microtubule-
associated protein 1 light chain 3 (LC3) in brain tissues. Western blotting was used to detect protein expression levels of 
DAPK1, phosphorylated DAPK1 at serine 308 (p-DAPK1 ser308), VPS34, Beclin1, and LC3. Immunofluorescence was 
used  to  observe Beclin1  and LC3 expression  in brain  tissues under  a  fluorescence microscope.  Results  Molecular 
docking results indicated that 6-SH could spontaneously bind to DAPK1. Compared with the sham group, the NDS scores 
of  the CPR group rats were significantly  increased at all modeling time points; under light microscopy, disordered cell 
arrangement, widened intercellular spaces, and edema were observed in brain tissues, with pyknotic and necrotic nuclei 
in  some areas; under TEM, mitochondria were markedly  swollen with  intact membranes, dissolved matrix,  reduced or 
disappeared cristae, vacuolization, and increased autophagosomes. Compared with the CPR group, the NDS scores of the 
CPR+6-SH group rats were significantly decreased at all modeling time points; under light microscopy, local neuronal 
edema and widened perinuclear space were observed; under TEM, mitochondria were mostly mildly swollen with intact 
membranes, fewer autophagosomes, and alleviated injury. RT-qPCR results showed that compared with the sham group, 
mRNA  expression  levels  of  DAPK1,  VPS34,  Beclin1,  and  LC3  in  brain  tissues  were  significantly  upregulated  in  all 
CPR subgroups, with the most pronounced changes at 24 hours. Compared with the CPR group, the CPR+6-SH group 
showed significantly lower mRNA expression of the above indicators at each time point [24 hours post-modeling (relative 
expression): DAPK1 mRNA: 3.41±0.68  vs.  4.48±0.62; VPS34 mRNA: 3.63±0.49  vs.  4.66±1.18; Beclin1 mRNA: 
3.08±0.49 vs. 4.04±0.22; LC3 mRNA: 2.60±0.36 vs. 3.67±0.62; all P < 0.05]. Western blotting results showed that 
compared with the sham group, the protein expression levels of DAPK1, VPS34, Beclin1, and LC3 in all CPR subgroups 
were  significantly  increased,  while  the  expression  of  p-DAPK1  ser308  was  significantly  decreased,  with  the  most 
pronounced changes observed in the CPR 24-hour subgroup. Compared with the CPR group, the CPR+6-SH subgroups 
exhibited  significantly  reduced  protein  expression  of  DAPK1,  VPS34,  Beclin1,  and  LC3  [24-hour  post-modeling: 
DAPK1/β-actin: 1.88±0.22 vs. 2.47±0.22; VPS34/β-actin: 2.55±0.06 vs. 3.46±0.05; Beclin1/β-actin: 2.12±0.03 
vs. 2.87±0.03; LC3/β-actin: 2.03±0.24 vs. 3.17±0.23; all P < 0.05]. Conversely, the expression of p-DAPK1 ser308 
was significantly upregulated in the CPR+6-SH group compared to the CPR group [24-hour post-modeling: p-DAPK1 
ser308/β-actin: 0.40±0.02 vs. 0.20±0.07, P < 0.05]. Under  the  fluorescence microscope,  fluorescence  intensities of 
Beclin1 and LC3 in the CPR 24-hour group were significantly higher than those in the sham 24-hour group; compared 
with  the CPR 24-hour  group,  the CPR+6-SH 24-hour  group  showed  significantly  reduced  fluorescence  intensities  of 
Beclin1 and LC3.  Conclusions  6-SH inhibited the expression of DAPK1, alleviated excessive autophagy after global 
CIRI following CA-CPR in rats, and exerted neuroprotective effects. The mechanism may be related to phosphorylation at 
the DAPK1 ser308 site.

【Key words】  Cardiac  arrest-cardiopulmonary  resuscitation  cerebral  injury;  6-Shogaol;  Death-associated 
protein kinase 1;  Autophagy
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  心搏骤停（cardiac arrest，CA）是指由于多种

原因引起心脏射血停止，导致血液循环中断，患者

出现心跳、呼吸停止，并伴有意识丧失的急危重 

症［1］。心肺复苏（cardiopulmonary resuscitation，CPR） 

被认为是抢救 CA 最有效的方法，随着医学技术的进

步，特别是体外心肺复苏（extracorporeal cardiopulmonary  

resuscitation，ECPR）［2］等新技术的应用，越来越多的

患者自主循环恢复（return of spontaneous circulation，

ROSC），且出院后能够正常生活［3］。然而，即使成功

实施了 CPR 并 ROSC，患者也可能面临严重的神经

损伤，神经损伤是由于患者CA-CPR后全脑缺血/再

灌注损伤（cerebral ischemia-reperfusion injury，CIRI）

引起，是导致患者不良预后和死亡的主要原因之 

一［3-5］。因此，近年来越来越多的学者开始关注能

够减轻全脑 CIRI 的新治疗方法。

  死亡相关蛋白激酶 1（death-associated protein 

kinase 1，DAPK1）是一种 Ca2+/ 钙调素（calmodulin，

CaM）依赖的丝氨酸 / 苏氨酸激酶，其在大脑中高度

表达，被认为是神经细胞死亡的重要调节因子［5-6］。

有研究显示，DAPK1 可通过增强自噬现象，介导细

胞死亡［7］。在全脑 CIRI 中，适度自噬可以减轻脑损

伤，但过度自噬则可能加重损伤［8］。因此，深入探

究全脑 CIRI 过程中 DAPK1 的激活及其调控机制具

有重要意义。

  6- 姜烯酚（6-shogaol，6-SH）是干姜的主要活性

成分之一，被广泛应用于许多疾病的治疗［9-10］。有
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研究表明，6-SH 能够保护星形胶质细胞免受氧化损

伤，促进神经元生长和减少海马氧化损伤［11-12］；更

为重要的是，6-SH 能以被动扩散的形式穿透血脑屏

障，在脑组织中广泛分布［13-15］，提示其在治疗脑损

伤中具有潜力。尽管有研究提出 6-SH 可能发挥神

经保护效应，但其在全脑 CIRI 中的具体作用机制尚

未明确。

  基于以上背景，本研究旨在探索 6-SH 调节

DAPK1 对 CA-CPR 后全脑 CIRI 的神经保护作用，

为减轻或预防全脑 CIRI 提供新的治疗策略。

1 材料和方法 

1.1  分子对接：从 UniProt 数据库下载 DAPK1 蛋白

结构（ID：A0A0G2K5V8），并从 PubChem 数据库获取

小分子 6-SH。以 DAPK1 为受体、6-SH 为配体，使

用 AutoDockTools 进行加氢、设置 AD4 原子类型、计

算 Gasteiger 电荷，并构建对接网格盒，导出“.pdbqt”

文件。随后利用 AutoDock Vina 完成分子对接，评

估结合能。对蛋白 - 小分子复合物使用 PyMOL 和 

Discovery Studio 2019 软件进行三维结构分析和二

维作用力可视化，探讨其相互作用模式。

1.2  主要试剂及仪器：DAPK1 抗体、磷酸化 DAPK1 

（phospho-DAPK1，p-DAPK1）Ser308 抗体（江苏亲科

生物研究中心有限公司），自噬相关蛋白 Beclin1 抗

体、微管相关蛋白 1 轻链 3（light chain 3，LC3）抗

体（武汉三鹰生物技术有限公司），空泡分选蛋白 34

（vacuolar protein sorting-associated protein 34，VPS34）抗

体（美国 Abcam 公司）；6-SH（美国 Med Chem Express 

公司），盐酸肾上腺素注射液（黑龙江哈药集团三精

制药有限公司）；BCA 蛋白检测试剂盒（上海碧云天

生物科技有限公司），化学发光成像分析仪（上海勤

兴科学仪器有限公司），DW-3000A 型小动物呼吸机

（北京海富达科技有限公司），ZL-620A 型医学信号

采集处理系统（合肥斯派克仪器科技有限公司）。

1.3  实验动物：SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量 250～ 

350 g，6～8 周龄，由北京维通利华实验动物有限公

司提供〔动物许可证号：SCXK（粤）20220063〕。大

鼠饲养于温度（22±2） ℃、12 h 光照 / 黑暗循环的

SPF 级动物房，自由摄食饮水，适应性饲养 7 d 后制

模。本研究动物实验方案经贵州医科大学动物伦理

委员会批准（审批号：2304126），并遵循中国医学科

学院相关动物管理规范执行。

1.4  CPR 后脑损伤模型的建立：采用窒息法构建大

鼠 CA-CPR 后全脑 CIRI 模型。经腹腔注射 3 mL/kg  

20%乌拉坦溶液麻醉大鼠，常规编号及备皮处理后，

将大鼠仰卧位固定于手术板上，制模过程中借助电

热毯维持体温。麻醉完成后对大鼠进行心电监测，

气管插管用于连接小动物呼吸机，股动脉插管用于

监测动脉血压，股静脉插管用于肾上腺素静脉给药。

手术完成后，记录基线信息〔体温、心率、平均动脉

压（mean arterial pressure，MAP）〕，采集心电图，封堵

气管导管诱导大鼠窒息。将开始窒息至 MAP 降至

25 mmHg（1 mmHg≈0.133 kPa）以下的时间以及心

电图呈无脉性电活动或窦性停搏或室颤的时间定义

为窒息致 CA 时间。间歇 4 min 后开始 CPR。利用

手动胸外按压和小动物呼吸机进行 CPR，推注肾上 

腺素0.02 mg，每2 min注射1次。直至ROSC或复苏 

失败（CPR 10 min 后仍未 ROSC）。MAP≥60 mmHg

且持续 10 min 的室上节律，被认定为复苏成功（即

制模成功），记录复苏成功时间。复苏后继续机械通

气并持续监测心电图、血压、心率 1 h，若大鼠生命

体征稳定，可终止机械通气，拔除所有导管，结扎相

关血管后将大鼠放入笼中，自由进食饮水，环境温度

维持在 26 ℃。大鼠神经功能缺损评分（neurological  

deficit score，NDS）显著升高，苏木素-伊红（hematoxylin- 

eosin，HE）染色和透射电镜可见典型的脑 CIRI 的病

理学改变，提示制模成功。

1.5  动物分组及处理：将 SD 大鼠随机分为假手术

组（5 只）、CPR 组（7 只）和 CPR+6-SH 组（7 只），其

中 CPR 组和 CPR+6-SH 组又以复苏成功时间点（即

制模成功时间点）作为观察时间节点，分为 12、24、

48 h 3 个亚组。假手术组仅进行气管插管和动静脉

插管，不诱导窒息及 CPR；CPR 组 CA 4 min 后进行

CPR 直至 ROSC，随后立即腹腔注射生理盐水 1 mL； 

CPR+6-SH 组 CA 4 min 后进行 CPR 直至 ROSC，随

后立即腹腔注射 20 mg/kg 6-SH 1 mL［16-18］，之后每

12 h 注射 1 次，直至观察点结束。

1.6  指标检测及方法

1.6.1  神经功能检测：在脑缺血 / 再灌注后各时间

点对大鼠意识、呼吸、颅神经反射、运动、感觉、协

调等 6 个方面进行 NDS 评分，分数越高表示神经损

伤越严重［19］。

1.6.2  脑组织样本制备及检测：各组大鼠在各时间

点观察结束后，用 20% 乌拉坦溶液深麻醉处死大

鼠，将脑组织进行冠状连续切片，均分为 6 块。从脑

组织额极到枕极进行计数，取第 2 块脑片中的皮层

组织检测 mRNA 和蛋白表达量，取第 3 块脑片中的
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海马组织进行透射电镜检测，取第 4 块脑片组织用

于免疫荧光检测，取第 5 块脑片组织用于 HE 染色。

1.6.2.1  脑组织病理学观察：取出脑组织后，将其置

于 4% 多聚甲醛溶液中固定 24 h，随后依程序进行

脱水及石蜡包埋处理。将包埋后的脑组织连续切片，

制备成厚度为 4 μm 的冠状切片。经脱蜡和再水化

处理后行 HE 染色，光镜下观察切片并拍照记录。

1.6.2.2  海马组织神经元超微结构观察：取海马组

织块约 1 mm×1 mm×1 mm 大小，操作过程中尽量

避免牵拉、挤压及其他机械性损伤，并置于4 ℃固定

液中固定2～4 h。随后依次进行后固定、脱水、渗透

及包埋处理，并制备超薄切片。组织切片经醋酸铀 - 

枸橼酸铅双重染色处理 15 min 后于室温条件下自

然干燥过夜,透射电镜下观察切片并采集图像分析。

1.6.2.3  实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative 

real-time polymerase chain reaction，RT-qPCR）：使用

Trizol试剂提取总RNA，使用Hifair® Ⅲ第1链cDNA 

合成 SuperMix 进行 qPCR，以逆转录和合成 cDNA。

以β-肌动蛋白（β-actin）作为DAPK1的内部参考，

检测DAPK1、VPS34、Beclin1和LC3的mRNA表达。

1.6.2.4  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检

测：采用 RIPA 裂解缓冲液提取总蛋白，并通过二

喹啉甲酸（bicinchoninic acid assay，BCA）试剂盒测

定蛋白浓度，进行蛋白定量分析；用十二烷基硫酸

钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecylsulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）法分

离等量蛋白质，转移到聚偏氟乙烯（polyvinylidene 

fluoride，PVDF）膜上，将膜浸入含吐温 20 的 Tris 缓

冲液（Tris-buffered saline with Tween 20，TBST）中，封

闭处理后依次进行一抗、二抗孵育，随后使用化学

发光试剂并借助发光成像系统检测蛋白信号。抗体

稀释比例分别为 DAPK1 抗体（1 : 2 000）、p-DAPK1  

Ser308抗体（1 : 2 000）、VPS34抗体（1 : 5 000）、Beclin1 

抗体（1 : 2 500）、LC3 抗体（1 : 2 500）、山羊抗兔抗体

（1 : 5 000）。使用 ImageJ 图像分析软件对条带灰度

值进行定量分析，通过目标蛋白与内参β-actin灰度

比值评估 DAPK1、p-DAPK1 ser308、VPS34、Beclin1 

和 LC3 的蛋白相对表达水平。

1.6.2.5  免疫荧光：脑组织经固定、包埋、切片、透

化和封闭后，4 ℃孵育一抗（LC3、Beclin1）过夜；

PBS洗涤 3次，37 ℃孵育二抗1 h，再 PBS洗涤 3次； 

随后37 ℃用4'，6-二脒基-2-苯基吲哚（4'，6-diamidino- 

2-phenylindolem，DAPI）染核 2 h，荧光显微镜下观察 

Beclin1 和 LC3 的免疫荧光表达并拍照。

1.7  统计学分析：所有实验均进行至少 3 次独立生 

物学重复，使用 GraphPad Prism 9.5 软件进行数据分

析。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，两组

间比较采用非配对 t 检验，多组间比较采用单因素

方差分析，并通过 Tukey 检验进行后续多重比较。 

检验水准 α值取双侧 0.05。

2 结 果 

2.1  6-SH自发性结合DAPK1：小分子6-SH与DAPK1 

蛋白之间的结合能为 -28.45 kJ/mol。三维图显示，

配体小分子 6-SH 可通过 2 条分别为 3.1Å 和 4.0Å
的氢键结合至受体 DAPK1 蛋白的 1 027 号 GLU 氨

基酸残基和 1 028 号 THR 氨基酸残基中，通过 2 条

分别为 3.3Å 和 3.5Å 的氢键的疏水作用力结合至受

体 DAPK1 蛋白的 1 424 号 ILE 氨基酸残基中，通过

2 条均为 3.7Å 的疏水作用力结合至受体 DAPK1 蛋

白的 826 号 TYR 氨基酸残基中，通过 1 条 3.8Å 的

疏水作用力结合至受体 DAPK1 蛋白的 825 号 ASP

氨基酸残基中；此外，二维作用力分析也得到了相

似的结果（图 1）。

表 1 各组大鼠制模各时间点 NDS 评分比较（x±s）

组别
动物数

（只）

制模各时间点 NDS 评分（分）

12 h 24 h 48 h

假手术组 7   0.00±0.00   0.00±0.00   0.00±  0.00
CPR 组 7 51.83±2.79 a 75.00±4.98 a 53.50±  3.51 a

CPR+6-SH 组 7 31.33±4.72 ab 59.00±3.69 ab 39.50±10.62 ab

注：NDS 为神经功能缺损评分，CPR 为心肺复苏，6-SH 为 6- 姜 

烯酚；与假手术组比较，aP＜0.05；与 CPR 组比较；bP＜0.05

2.2  6-SH 可降低 CPR 后大鼠 NDS 评分（表 1）：与

假手术组比较，CPR 各亚组及 CPR+6-SH 各亚组大

鼠 NDS 评分均显著升高（均 P＜0.05），以 CPR 24 h

组 NDS 评分最高；与 CPR 各亚组比较，CPR+6-SH

各亚组大鼠 NDS 评分均显著降低（均 P＜0.05）。

注：三维模拟图中，黄色棒状结构代表 6- 姜烯酚（6-SH）， 
蓝色丝带结构代表死亡相关蛋白激酶 1（DAPK1）蛋白的 

整体构象，蓝红色棒状结构代表 DAPK1 蛋白的氨基酸残基， 
蓝色实线代表氢键，黑色虚线代表疏水作用力

图 1  6-SH 与 DAPK1 分子对接的三维和二维模拟示意图
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2.3  6-SH 可减轻 CPR 后大鼠病理 

损伤（图 2）：光镜下显示，假手术组 

脑组织细胞未见病理学改变；CPR

各亚组脑组织均表现出明显损伤，

主要特征为神经元排列紊乱、细胞

间隙增宽及脑水肿表现，部分区域

可见核固缩和坏死，以 CPR 24 h 组

损伤最为严重；CPR+6-SH 各亚组

脑组织损伤程度有所缓解，局部神

经元水肿减轻，胞核周围间隙轻度

扩大，病理学改变较 CPR 组减轻。

2.4  6-SH 可减轻 CPR 后大鼠海马 

组织神经元超微结构损伤，减少自

噬体形成（图3）：根据HE染色结果， 

选择损伤最重的 CPR 24 h 组行透

射电镜观察，结果显示，假手术组

海马组织神经元超微结构未见病理学改变；CPR 24 h 

组海马组织神经元细胞中部分线粒体明显肿胀，膜结

构完整，基质溶解，嵴减少或消失，出现空泡变性，自

噬体数量增多；与 CPR 24 h 组相比，CPR+6-SH 24 h 

组细胞损伤相对较轻，线粒体大多表现为轻度肿胀，

膜完整，基质溶解，嵴减少或消失，自噬体数量较少。

图 2  光镜下观察各组大鼠脑组织病理学改变　绿色箭头所示为坏死、水肿的神经细
胞。假手术组脑组织正常，细胞排列致密均匀，无明显液泡间隙，核仁清晰可见；心肺
复苏（CPR）各亚组脑组织损伤较重，出现神经元排列紊乱、细胞间隙增宽、部分可见
核固缩坏死现象等典型缺血 / 再灌注损伤病理表现，其中以 CPR 24 h 组损伤最严重；
CPR+6- 姜烯酚（6-SH）各亚组脑组织病理学改变较 CPR 组减轻，表现为局部神经元水
肿减轻，胞核周围间隙轻度增宽　苏木素 - 伊红（HE）染色　中倍放大

图 3  透射电镜下观察各组大鼠海马组织神经元超微结构　红
色箭头所示为自噬小体或自噬溶酶体。假手术组海马组织细胞
结构正常，细胞核完整；心肺复苏（CPR） 24 h 组海马组织线粒
体部分明显肿胀，膜完整，基质溶解，嵴减少或消失，出现空泡
化，自噬体增多；CPR+6- 姜烯酚（6-SH）24 h 组海马组织细胞
损伤较轻，线粒体轻度肿胀，膜完整，基质溶解，嵴减少，自噬体
数量相对较少　醋酸铀 - 枸橼酸铅双重染色

2.5  6-SH 可降低 CPR 后大鼠脑组织自噬水平： 

RT-qPCR 检测结果显示（表 2），与假手术组比较， 

CPR各亚组和CPR+6-SH各亚组大鼠脑组织VPS34、 

Beclin1、LC3的mRNA表达均显著升高（均P＜0.05）， 

以 CPR 24 h 组变化最显著；与相应时间点 CPR 亚

组比较，CPR+6-SH 各亚组大鼠脑组织上述指标

的 mRNA 表达均显著降低（均 P＜0.05）。Western 

blotting 检测结果显示（图 4；表 3），与假手术组比较， 

CPR各亚组和CPR+6-SH各亚组大鼠脑组织VPS34、 

Beclin1、LC3 的蛋白表达均显著升高（均 P＜0.05），

以 CPR 24 h 组变化最显著；与相应时间点 CPR 亚组

比较，CPR+6-SH 各亚组大鼠脑组织上述指标的蛋

白表达均显著降低（均 P＜0.05）。选择自噬基因和

蛋白表达水平最高的 CPR 24 h 组行免疫荧光检测，

结果显示（图 5；表 4），与假手术组比较，CPR 24 h 

组大鼠脑组织 Beclin1 和 LC3 的荧光强度均显著升

高（均 P＜0.05）；与 CPR 24 h 组比较，CPR+6-SH 

24 h 组大鼠脑组织 Beclin1 和 LC3 的荧光强度均显

著降低（均 P＜0.05）。

VPS34 为空泡分选蛋白 34，Beclin1 为自噬相关蛋白， 
LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3，CPR 为心肺复苏， 

6-SH 为 6- 姜烯酚，β-actin 为 β- 肌动蛋白

图 4  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组大鼠 
脑组织 VPS34、Beclin1、LC3 的蛋白表达
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表 4 各组大鼠脑组织 Beclin1 和 LC3 的 
荧光强度表达比较（x±s）

组别
动物数

（只）

Beclin1

（荧光强度）

LC3

（荧光强度）

假手术组 3 1.00±0.05 1.00±0.06
CPR 24 h 组 3   8.75±0.16 a 7.17±0.17
CPR+6-SH 24 h 组 3   5.49±0.18 b 4.94±0.13

注：Beclin1 为自噬相关蛋白，LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3，

CPR 为心肺复苏，6-SH 为 6- 姜烯酚；与假手术组比较，aP＜0.05；

与 CPR 24 h 组比较；bP＜0.05

图 5  荧光显微镜下观察各组大鼠脑组织自噬相关蛋白 Beclin1 和微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）的荧光表达　Beclin1 表达呈绿色，LC3 表
达呈红色，4'，6- 二脒基 -2- 苯基吲哚（DAPI）染细胞核呈蓝色。假手术组脑组织Beclin1和 LC3荧光信号较弱，呈散在分布；心肺复苏（CPR）
组脑组织 Beclin1 和 LC3 荧光显著增强，呈弥漫分布；CPR+6- 姜烯酚（6-SH）组脑组织 Beclin1 和 LC3 荧光强度较 CPR 组明显减弱　免
疫荧光染色　高倍放大

表 3 各组大鼠脑组织 VPS34、Beclin1 和 LC3 的 
蛋白表达比较（x±s）

组别 时间点
动物数

（只）

VPS34/

β-actin

Beclin1/

β-actin

LC3/

β-actin

假手术组 制模 12 h 3 1.00±0.04 1.00±0.00 1.00±0.26
制模 24 h 3 1.00±0.04 1.00±0.00 1.00±0.26
制模 48 h 3 1.00±0.04 1.00±0.00 1.00±0.26

CPR 组 制模 12 h 3 2.93±0.02 a 2.44±0.05 a 2.45±0.15 a

制模 24 h 3 3.46±0.05 a 2.87±0.03 a 3.17±0.23 a

制模 48 h 3 2.78±0.03 a 2.11±0.07 a 1.89±0.27 a

CPR+ 制模 12 h 3 1.33±0.98 ab 1.70±0.04 ab 1.58±0.13 ab

　6-SH 组 制模 24 h 3 2.55±0.06 ab 2.12±0.03 ab 2.03±0.24 ab

制模 48 h 3 1.79±0.03 ab 1.49±0.05 ab 1.62±0.28 ab

注：VPS34 为空泡分选蛋白 34，Beclin1 为自噬相关蛋白，LC3

为微管相关蛋白 1 轻链 3，β-actin 为 β- 肌动蛋白，CPR 为心肺复

苏，6-SH 为 6- 姜烯酚；与假手术组比较，aP＜0.05；与 CPR 组比较；
bP＜0.05

2.6  6-SH 可促进 CPR 后大鼠脑组织 DAPK1 磷

酸化、抑制 DAPK1 表达：RT-qPCR 检测结果显示 

（表 5），与假手术组比较，CPR 各亚组和 CPR+6-SH

各亚组大鼠脑组织 DAPK1 mRNA 表达均显著升高

（均 P＜0.05），以 CPR 24 h 组变化最显著；与 CPR

各亚组比较，CPR+6-SH 各亚组大鼠脑组织 DAPK1  

mRNA表达均显著降低（均P＜0.05）。Western blotting 

检测结果显示（图 6；表 5），与假手术组比较，CPR

各亚组和 CPR+6-SH 各亚组大鼠脑组织 DAPK1 的

蛋白表达均显著升高，p-DAPK1 ser308 表达均显

著降低（均 P＜0.05），以 CPR 24 h 组变化最显著；

与 CPR 各亚组比较，CPR+6-SH 各亚组大鼠脑组织

DAPK1 的蛋白表达均显著降低，p-DAPK1 ser308 的

蛋白表达均显著升高（均 P＜0.05）。

3 讨 论 

  脑 CIRI 是一种严重的神经系统损伤，分为局部

脑 CIRI 和全脑 CIRI［20-21］。目前脑 CIRI 研究主要

表 2 各组大鼠脑组织 VPS34、Beclin1 和 LC3 的 
mRNA 表达比较（x±s）

组别 时间点
动物数

（只）

VPS34 mRNA

（相对表达量）

Beclin1 mRNA

（相对表达量）

LC3 mRNA

（相对表达量）

假手术组 制模 12 h 3 1.00±0.28 1.00±0.29 1.00±0.30
制模 24 h 3 1.00±0.28 1.00±0.29 1.00±0.30
制模 48 h 3 1.00±0.28 1.00±0.29 1.00±0.30

CPR 组 制模 12 h 3 3.59±0.33 a 3.12±0.39 a 2.63±0.38 a

制模 24 h 3 4.66±1.18 a 4.04±0.22 a 3.67±0.62 a

制模 48 h 3 3.77±0.58 a 3.28±0.19 a 3.18±0.68 a

CPR+ 制模 12 h 3 2.85±0.43 ab 2.08±0.36 ab 1.93±0.32 ab

　6-SH 组 制模 24 h 3 3.63±0.49 ab 3.08±0.49 ab 2.60±0.36 ab

制模 48 h 3 3.09±0.70 ab 2.73±0.22 ab 1.84±0.60 ab

注：VPS34 为空泡分选蛋白 34，Beclin1 为自噬相关蛋白，LC3

为微管相关蛋白 1 轻链 3，CPR 为心肺复苏，6-SH 为 6- 姜烯酚；与

假手术组比较，aP＜0.05；与 CPR 组比较；bP＜0.05
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表 5 各组大鼠脑组织 DAPK1 的 mRNA 表达及 
DAPK1 和 p-DAPK1 ser308 的蛋白表达比较（x±s）

组别 时间点
动物数

（只）

DAPK1 mRNA

（相对表达量）

DAPK1/

β-actin

p-DAPK1 

ser308/β-actin

假手术组 制模 12 h 3 1.00±0.01 1.00±0.03 1.00±0.08
制模 24 h 3 1.00±0.01 1.00±0.03 1.00±0.08
制模 48 h 3 1.00±0.01 1.00±0.03 1.00±0.08

CPR 组 制模 12 h 3 3.49±0.52 a 1.95±0.12 a 0.40±0.02 a

制模 24 h 3 4.48±0.62 a 2.47±0.22 a 0.20±0.07 a

制模 48 h 3 3.25±0.43 a 1.90±0.26 a 0.48±0.07 a

CPR+ 制模 12 h 3 2.32±0.27 ab 1.27±0.17 ab 0.64±0.12 ab

　6-SH 组 制模 24 h 3 3.41±0.68 ab 1.88±0.22 ab 0.40±0.02 ab

制模 48 h 3 2.70±0.24 ab 1.35±0.14 ab 0.66±0.04 ab

注：DAPK1为死亡相关蛋白激酶1，p-DAPK1为磷酸化DAPK1， 

β-actin 为 β- 肌动蛋白，CPR 为心肺复苏，6-SH 为 6- 姜烯酚；与

假手术组比较，aP＜0.05；与 CPR 组比较；bP＜0.05

聚焦于局部脑 CIRI，但全脑 CIRI 与局部脑 CIRI 在

严重性方面存在明显差异。全脑 CIRI 通常指整个

大脑缺血后重新灌注的情况，可能发生在 CA、严重

心律失常或低血压灌注等情况下，具有更广泛、更

严重、更复杂的特点［22］。尽管全脑 CIRI 领域的研

究取得了一些进展［23-26］，但其机制尚不明确。

  本研究通过窒息法诱导大鼠CA，构建全脑CIRI 

模型，深入探讨了脑 CIRI 导致神经细胞过度自噬的

机制，并评估了6-SH调节DAPK1对该过程的影响。

  首先，本研究显示，CPR 后 24 h 是大鼠脑损伤

最严重的时间点。本实验观察到大鼠 CPR 后 24 h 

的 NDS 评分最高，伴随着严重的脑组织病理损伤，

这与临床上 CPR 后脑损伤患者早期病情较重相符

合［27］。此外，透射电镜下观察显示，CPR 24 h 组的

神经元超微结构损伤最为显著，伴随着大量自噬小

体的形成。进一步的分子生物学分析显示，与假手

术 24 h 组相比，CPR 24 h 组 DAPK1 的 mRNA 和蛋

白表达显著升高，同时 p-DAPK1 ser308 的蛋白表达

显著降低，这反映了 DAPK1 活性的增加可能与细胞

死亡途径的激活有关。

  其次，本研究验证了DAPK1在全脑CIRI中的关

键作用。DAPK1 是一种钙调蛋白依赖性丝氨酸 / 苏 

氨酸蛋白激酶，在大脑中高度表达，已被证明参与调

控细胞凋亡和自噬等过程［28-29］。DAPK1 的活性受

到 p-DAPK1 ser308 磷酸化水平的调控。有研究表

明，在脑缺血等应激状态下，钙离子通过激活 CaM

促进其与蛋白磷酸酶 2A（protein phosphatase 2A，

PP2A）结合，去磷酸化 Ser308 并活化 DAPK1；活化

的 DAPK1 通过两种机制调控 VPS34 复合物，促进

自噬体形成：一是激活磷酸化蛋白激酶 D（protein 

kinases D，PKD），间接磷酸化 VPS34；二是直接磷酸

化Beclin1，促进其脱离Bcl-2，增强Beclin1-VPS34复 

合物形成，提升自噬流并诱导自噬性细胞死亡［30］。

上述研究表明，脑 CIRI 会引起自噬的过度激活。本

研究通过构建全脑 CIRI 模型得到了相同的结果，

CPR 后大鼠脑组织 DAPK1 表达显著升高，p-DAPK1 

ser308 表达显著降低，表明全脑 CIRI 后 DAPK1 去

磷酸化从而激活 DAPK1，活化后的 DAPK1 引起过

度自噬；透射电镜下可见自噬体及自噬溶酶体数

量明显增加，同时自噬相关蛋白和基因如 VPS34、

Beclin1、LC3 的表达显著上调，提示神经元在全脑

CIRI 后自噬活性增强。

  最后，本研究明确了 6-SH 在 CPR 后脑损伤的

神经保护作用。6-SH 是干姜中最丰富的姜辣素类

似物，具有多种生物活性。研究显示，6-SH 通过抑

制神经炎症途径发挥神经保护作用，提示 6-SH 可

能是潜在的神经保护剂［31］。Nazim 和 Park［32］研究

发现，6-SH 处理会增加 p62 的表达并减少 LC3 的

表达，抑制自噬，减轻细胞死亡。本实验观察到6-SH

处理可显著降低大鼠 NDS 评分，减轻脑组织的病理

损伤；透射电镜下观察进一步显示，相比 CPR 组，

CPR+6-SH 组细胞损伤减轻，自噬体数量减少。这

可能表明 6-SH 通过保护神经元的超微结构，减少

自噬体的形成来发挥神经保护作用。此外，分子生

物学分析结果显示，6-SH 治疗能够降低自噬相关基

因和蛋白的表达水平，同时促进 DAPK1 ser308 位点

的磷酸化，并降低DAPK1的表达水平。这提示6-SH

可能通过调节抑制 DAPK1 介导的自噬来实现其神

经保护作用。

  尽管本实验结果显示 6-SH 对 CA-CPR 后脑损

伤具有神经保护作用，但仍然存在一些不足之处。

首先，本研究只设置了 20 mg/kg 的 6-SH 剂量，未来

的研究应该探索不同剂量下6-SH的效应，并确定最

佳的治疗剂量；其次，本研究动物模型的 CA 时间是

4 min，ROSC后设置了12、24、48 h 3个观察点，这并 

DAPK1 为死亡相关蛋白激酶 1，p-DAPK1 为磷酸化 DAPK1， 
β-actin 为 β- 肌动蛋白，CPR 为心肺复苏，6-SH 为 6- 姜烯酚

图 6  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组大鼠 
脑组织 DAPK1 和 p-DAPK1 ser308 的蛋白表达
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不能完全反映临床上各种 CA 患者的 CPR 情况，因

此未来的研究有待设置更长的 CA 时间和观察点。

  综上所述，本研究表明，CA大鼠CPR后，DAPK1 

被激活引起过度自噬，加重脑损伤；6-SH 能够抑制

DAPK1 的表达，减轻大鼠 CPR 后脑损伤的过度自

噬，发挥神经保护作用，其机制可能与DAPK1 ser308 

位点磷酸化有关。
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