
脑缺血再灌注损伤可诱发氧化应激［1］、钙超载［2］、

谷氨酸兴奋毒性［3］、神经炎症［4］和细胞凋亡［5］等一系

列病理反应。越来越多的证据表明自噬可能是治

疗缺血再灌注损伤中的新靶点。在单侧颈动脉结

扎构建的缺氧缺血小鼠模型中，与囊泡延伸和成熟

密切相关的微管相关蛋白1轻链3⁃11（LC3⁃11）蛋白

的表达水平明显增加，首次揭示了自噬参与了迟发

性神经元细胞死亡［6］。此外，通过构建ATG7基因敲

除小鼠，抑制神经元细胞自噬水平，证实了自噬在

脑缺血再灌注脑损伤中具有重要的调节功能［7］。自

长链非编码RNA在脑缺血再灌注损伤中调控神经元细胞自噬
的研究进展

臧小栋 1，2，马思雨 1，胡擎晖 1，浦祎玮 1，莫绪明 1*

1南京医科大学附属儿童医院心胸外科，江苏 南京 211166；2中国科学技术大学附属第一医院儿科，安徽 合肥 230001

［摘 要］ 目前长链非编码RNA（long noncoding RNA，lncRNA）已成为治疗脑缺血再灌注损伤的新靶标。越来越多的证据表

明，lncRNA可以通过影响神经元细胞自噬参与脑缺血再灌注损伤的调节。文章从自噬的角度，以“lncRNA”、“神经元自噬”和

“脑缺血再灌注损伤”等作为关键词，系统回顾了 lncRNA介导的神经元细胞自噬在脑缺血再灌注损伤中的相关研究。结果表明，

lncRNA可以在自噬的各个阶段（诱导、成核、延伸、成熟和自噬体裂解）调控重要分子靶点，从而调节细胞自噬水平发挥神经保护

作用。深入了解 lncRNA在脑缺血再灌注损伤中自噬的调节机制，有望为缺血性脑损伤的治疗带来新的希望。
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［Abstract］ At present，long noncoding RNA（lncRNA）have become a new target for the treatment of cerebral ischemia⁃reperfusion
injury. Accumulating evidence demonstrates that the lncRNA can participate in the regulation of cerebral ischemia⁃reperfusion injury
by affecting neuronal cell autophagy. This article aims to systematically review the effects of lncRNA⁃mediated neuronal cell autophagy
in brain deficiency from the perspective of autophagy，using“lncRNA”，“neuronal autophagy”and“cerebral ischemia ⁃ reperfusion
injury”as keywords. Studies have shown that lncRNA can regulate important target genes at all stages of autophagy（induction，
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effects. Understanding the autophagy regulation of lncRNA and its mechanism of action in cerebral ischemia ⁃ reperfusion injury is
expected to bring new hope for the treatment of ischemic brain injury.
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噬是一种进化上保守的、自我降解的吞噬过程，涉

及蛋白质、脂质和细胞器的降解和循环，属于不依

赖半胱氨酸蛋白酶的程序性死亡［8］。哺乳动物的自

噬一般分为3种类型：巨自噬、微自噬和分子伴侣介

导的自噬。一般而言，自噬是指巨自噬，即内质网

和线粒体的单层或双层膜结构包裹可溶性大分子

物质或受损的细胞器形成自噬囊泡，与溶酶体融合

形成自噬溶酶体，以内含的水解酶来降解相应底

物，维持细胞在缺乏营养素的情况下的细胞活力。

微自噬是一种溶酶体膜自身发生内陷，直接包裹和

吞噬细胞质、细胞器或细胞核，形成自噬体并在溶

酶体中降解。分子伴侣介导的自噬：通过选择性识

别并结合带有特定氨基酸序列的可溶性蛋白质，例

如，分子伴侣HSC70识别具有KFERQ序列的可溶

性胞浆蛋白底物，再经溶酶体膜上的受体Lamp2a转
运到溶酶体内并被水解酶降解。其中巨自噬与脑

缺血再灌注损伤的关系研究最为广泛［9-10］。本文着

重综述巨自噬在脑缺血再灌注损伤中的作用及相

关分子靶点。

巨自噬经历了自噬诱导、囊泡成核、自噬体的

延伸和成熟、自噬溶酶体的融合和降解等多个阶

段，这些过程中涉及到多个自噬相关基因和复杂的

信号通路的调控。ATG1复合物（包括ATG1/ULK1、
ATG13和ATG17/FIP200）和mTORC1的抑制目前被

认为参与了自噬的诱导［11］。Vps34（PI3K）⁃ATG6
（Beclin⁃1）⁃ATG14形成三聚体，持续募集自噬相关

蛋白，并与ULK1/ATG1复合物一起促进自噬体的形

成［12-13］。自噬体的延伸阶段主要依赖于两个泛素化

系统，包括ATG12⁃ATG5复合物和MAP1⁃LC3/LC3/
ATG8复合物［14］。在ATG4的作用下，LC3的前体被

加工成胞浆可溶性LC3⁃1，后者在ATG7和ATG3的
作用下形成脂溶性LC3⁃PE（LC3⁃11），参与自噬体的

延伸直至形成自噬溶酶体。LC3⁃11位于自噬体膜

上，是自噬体形成的生物标记物。p62/SQSTM蛋白

与LC3特异性结合，并将泛素化蛋白聚集体或其他

细胞组分募集到自噬小体中，然后在自噬溶酶体内

降解［15］。这些自噬相关基因是脑缺血再灌注损伤

中调控的关键靶点。然而，自噬对神经细胞的作用

效应具有“双刃剑”的特性，对其确切的作用仍存在

争议。在脑缺血再灌注早期，自噬可以通过清除受

损的细胞器发挥神经保护作用［16-18］。然而，过度自

噬会吞噬正常的蛋白质或细胞器，加重缺血再灌注

期间的神经损伤［19-21］。因此，寻求有效的干预靶点

尤为重要。近年来，已经观察到长链非编码RNA

（long noncoding RNA，lncRNA）在自噬形成过程中起

着重要作用。

人类基因组中大约 75%的基因可以被转录为

RNA，但其中大部分被转录成无蛋白质编码能力的

非编码RNA［22］。lncRNA是长度超过200个碱基，具

有多种调控功能的一类RNA分子。目前对 lncRNA
分类存在多种方式，其中根据其作用机制的不同可

分为 4类：①信号分子作用，lncRNA可以作为信号

分子传递通路信息［23］；②引导分子作用，lncRNA可

以通过染色质修饰酶帮助蛋白酶复合体找到顺势和

反式调控位点［24］；③诱导分子作用，lncRNA 可以间

接调控相关靶基因的转录相关过程［25］；④支架作

用，lncRNA可以在表观遗传水平上修饰调节靶基

因［26］。其中 lncRNA作为一种竞争性内源性RNA，

与相应微小RNA（microRNA，miRNA）互作结合，是

目前 lncRNA介导自噬在脑缺血再灌注损伤中最主

要的分子机制。同时，这些 lncRNA在自噬信号的

诱导、囊泡成核、自噬体的延伸和成熟、自噬溶酶体

的融合和降解等过程中参与了众多关键分子靶点

和信号通路的调控。

1 lncRNA调节自噬的诱导

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of
rapamycin，mTOR）是在疾病条件下感知细胞外营

养、能量以及分泌因子等信号变化的一种丝/苏氨酸

蛋白激酶［27］。在脑缺血再灌注损伤早期阶段，当细

胞处于饥饿状态时，mTOR活性受到抑制，这是真核

生物自噬诱导过程中的关键步骤［28］。mTOR，包括

mTORC1（雷帕霉素敏感）和mTORC2（雷帕霉素不

敏感），其中mTORC1是主要的调控靶点［29］。在氧

糖剥夺或使用雷帕霉素（mTOR 抑制剂）情况下，

mTORC1的激酶活性受到抑制，从而促进自噬的发

生［30-31］。同时，mTORC1的激酶活性受到上游磷脂

酰肌醇 3激酶（phosphatidylinositol 3⁃kinases，PI3K）/
蛋白激酶B（protein kinase B，PKB/Akt）的影响［32-33］。

许多证据表明，多条 lncRNA 可以通过调节

PI3K/Akt/mTOR 信号通路来调节自噬。 lncRNA⁃
RMRP（RNA component of mitochondrial RNA pro⁃
cessing endoribonuclease，RMRP）首次在胃癌中发现

可以作为”海绵”吸附miR⁃206促进胃癌的发病［34］。

氧糖剥夺/复氧（oxygen⁃glucose deprivation/reoxygen⁃
ation，OGD/R）处理可显著增加 SH⁃SY5Y 细胞中

RMRP的表达。免疫荧光和蛋白免疫印迹显示RMRP
沉默可以显著降低OGD/R诱导的LC3⁃11蛋白表达
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而增加 p62 的表达水平。沉默 RMRP 还可抑制

PI3K/Akt/mTOR信号通路的激活，降低促凋亡 Bax
的表达，促进抗凋亡Bcl⁃2的表达。这表明RMRP沉

默可以有效抑制PI3K/Akt/mTOR介导的自噬和细胞

凋亡来改善OGD/R诱导的神经元损伤［19］。

lncRNA ⁃ MEG3（maternally expressed gene 3，
MEG3）是位于人类染色体14q32的母系遗传的印记

基因［35］。MEG3已被证明参与细胞自噬的调节，尤

其在神经细胞中［36-37］，通常充当竞争性内源RNA直

接与相应的miRNA相互作用来调控mRNA表达。

例如，它可以阻止miR⁃19a和miR⁃93与其靶mRNA
的相互作用，增加PTEN和PHLPP2的表达水平，进

而抑制 PI3K/Akt/mTOR通路［38］。大脑中动脉阻塞

（middle cerebral artery occlusion，MCAO）大鼠模型

中，MEG3的表达水平显著升高。沉默MEG3能抑

制神经元凋亡，防止MCAO诱导的缺血性脑损伤，

改善整体神经元功能。同时，MCAO能够显著降低

PI3K、Akt和mTOR蛋白的磷酸化水平；而抑制MEG3
可以激活PI3K/Akt/mTOR通路，从而抑制神经细胞的

自噬，减轻缺血性损伤［21］。图1中显示了MEG3特异

性结合miR⁃378，上调GRB2的表达，进而抑制Akt/
mTOR通路的分子机制路线图。而在新生儿缺血缺

氧模型中，雷帕霉素可以通过激活PI3K/Akt信号通

路抑制 p70S6K的磷酸化，诱导自噬，降低细胞凋亡

水平，发挥神经保护作用［39］。以上研究结果表明所

涉及的 lncRNA通过 PI3K/Akt/mTOR信号通路调控

自噬，可能是脑缺血再灌注损伤的新靶标。然而，

PI3K/Akt对不同动物缺血模型的mTOR信号的调节

作用及其对自噬的影响并不一致的，其机制有待进

一步探讨。

图1 lncRNA调控神经元细胞自噬过程中的相关分子靶点

Figure 1 Target genes in Inc⁃RNA⁃mediated neuronal cell autophage
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同时，叉头框蛋白O类（forkhead box protein O，

FOXO）3转录因子是PI3K/Akt信号通路下游的重要

靶蛋白之一［10］，能促进应激条件下的细胞自噬反

应，并且与自噬相关基因如 LC3、Beclin⁃1、ATG7
和 ATG12的启动子结合来激活自噬［40］。lncRNA⁃
KCNQ1OT1（KCNQ1 opposite strand/antisense tran⁃
script 1，KCNQ1OT1）是位于11p15.5印记基因簇，具

有调节功能的非编码反义RNA，能够调控表观遗传

基因沉默。在短暂性大脑中动脉闭塞（temporary
middle cerebral artery occlusion，tMCAO）脑组织中，

KCNQ1OT1表达水平显著增加。沉默 KCNQ1OT1
减少了小鼠的脑梗死体积并改善神经功能障碍。

抑制KCNQ1OT1可减少对miR⁃200a的“海绵”吸附，

增强其对 FOXO3 靶基因的负性调控作用，降低

FOXO3的表达水平；并进一步抑制ATG7转录，从而

降低了OGD/R诱导的细胞自噬水平，增加细胞活

力，促进神经元存活［41］。类似研究发现，在小鼠海

马神经元HT22细胞中，lncRNA⁃SNHG12（small nu⁃
cleolar RNA host gene 12，SNHG12）和 FOXO3 在糖

氧剥夺模型中表达水平明显上调。抑制SNHG12可
以减少OGD/R诱导的氧自由基和丙二醛的释放。

从机制上讲，SNHG12可以抑制 SIRT1/FOXO3通路

介导的自噬，增强细胞活性，抑制氧化应激，改善脑

缺血再灌注损伤［42］。总之，lncRNA参与了自噬诱导

过程，包括PI3K/Akt信号的激活以及FOXO3转录因

子的调节。因此，在自噬体形成的早期阶段，靶向

自噬途径可能是 lncRNA治疗脑缺血再灌注损伤的

重要靶点。

2 lncRNA调节囊泡成核

细胞接受自噬诱导信号后，囊泡成核是自噬体

形成的第一步。它们主要由Beclin⁃1、ATG1、ATG9
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和 p150介导，其中 Beclin⁃1起关键作用。Beclin⁃1
（酵母ATG6同源物）是自噬体形成过程中所需的重

要的自噬相关蛋白，可强烈诱导自噬形成，并可在

脑缺血再灌注过程中影响神经元的存活［43-44］。激活

Beclin⁃1途径可加剧皮层神经元的死亡［45］。有报道

表明，lncRNA可通过靶向miRNA调控Beclin⁃1基因

表达来调控自噬的形成。lncRNA⁃MALAT1（metas⁃
tasis ⁃ associated lung adenocarcinoma transcript 1，
MALAT1）是一种在哺乳细胞中广泛表达的长链非

编码RNA，位于染色体11q13，在多种癌症的发生发

展中发挥重要作用［46］。MALAT1在MCAO小鼠模型

中明显高度表达［44，47］。将慢病毒 sh⁃MALAT1显微注

射到大脑皮层中可以显著降低脑梗死体积。在机

制上，lncRNA⁃MALAT1可以作为miR⁃30a的分子海

绵，负性调节靶基因Beclin⁃1的表达，抑制自噬，从

而减轻神经元细胞的死亡［44］。然而，其他研究表

明，Beclin⁃1途径的激活对缺血性脑损伤具有神经

保护作用。lncRNA⁃SNHG12位于染色体 1p35.3区

域，含有 1 867个碱基，与肝癌、乳腺癌和胃癌的发

病机制密切相关［48-49］。MCAO 小鼠模型中，qRT⁃
PCR检测结果显示缺血后小鼠脑组织中 SNHG12
的表达水平明显高于假手术组。SNHG12的过表

达可以显著促进神经元细胞中 LC3⁃1 的修饰和

Beclin⁃1 的表达。提示 SNHG12 可能通过促进自

噬，调节囊泡成核和激活Beclin⁃1通路发挥神经保

护作用［17］。

3 lncRNA调节囊泡延伸和成熟

自噬体的延伸阶段主要依赖于两种泛素样偶

联物，它们分别存在于ATG5⁃ATG12系统和LC3系

统［50］。在前一种情况下，首先ATG7作为类E1泛素

活化酶激活 ATG12，ATG12 传递给 ATG10，然后

ATG12与ATG5结合形成复合物，之后复合物进一步

与ATG16L结合形成ATG12⁃ATG5⁃ATG16L复合物，

最终定位于自噬体的外膜［51］。LC⁃3经历了ATG⁃4
介导的蛋白水解和裂解，形成了胞浆可溶形式的

LC3⁃1，随后与自噬体膜表面的底物 PE偶联，从而

生成 LC⁃3II。后者经过加工的形式通过 ATG12⁃
ATG5系统与吞噬膜接合，并负责膜末端之间的融

合［52］。在这些研究中，泛素活化酶ATG7是目前正

在研究的重要分子靶点。根据Wang等［7］的研究，敲

除ATG7基因可以抑制神经元细胞凋亡，减少脑梗

死体积，改善缺血/再灌注引起的急性脑损伤。因

此，靶向调控ATG7蛋白表达可能是治疗脑缺血再

灌注损伤的重要靶点。

在 tMCAO小鼠模型中，lncRNA⁃KCNQ1OT1的

表达显著上调。沉默KCNQ1OT1可显著降低脑梗

死体积，发挥脑保护作用。抑制KCNQ1OT1可通过

增强miR⁃200a对靶基因的负性调控作用，降低转录

因子FOXO3的表达水平降低，抑制ATG7转录和抑

制细胞自噬发挥神经保护作用［41］。类似研究发现，

在 tMCAO小鼠模型和OGD/R细胞模型中，lncRNA⁃
SNHG3（small nucleolar RNA host gene 3，SNHG3）的

表达水平在 tMCAO小鼠模型和OGD/R细胞模型中

显著增加。在此基础上，荧光素酶报告基因证实了

SNHG3、miR⁃485、Atg7的之间的相互关系。此外，3⁃
甲基腺嘌呤（3⁃methyladenine，3⁃MA）能显著抑制

OGD/R诱导的LC3⁃11和Beclin⁃1蛋白的表达，而转

染 pcDNA⁃SNHG3可激活细胞自噬水平。机制上，

SNHG3过表达显著降低miR⁃485的表达，通过上调

ATG7水平促进自噬，加剧组织缺血再灌注损伤［53］。

上述结果表明，lncRNA可以通过调控ATG7的表达

来影响自噬过程。

在囊泡延伸和成熟过程中，LC3是公认的自噬

标志物。其中，LC3⁃11的表达以及LC3⁃1向LC3⁃11
的转化是评估自噬水平的重要指标［54］。在颅脑损

伤大鼠模型中，lncRNA⁃CRNDE（colorectal neoplasia
differentially expressed，CRNDE）在大鼠血清和海马

组织中显著高表达。抑制 CRNDE可显著降低了

LC3⁃11/LC3⁃1比值和LC3⁃11的表达，从而抑制神经

元细胞自噬，减少炎症因子的释放，促进神经元的

修复［55］。然而，与结果不一致的研究显示，在新生

大鼠缺氧缺血性脑损伤模型中，lncRNA⁃CRNDE表

达水平显著升高。抑制 CRNDE能促进 LC3⁃11蛋

白表达，促进细胞自噬，抑制细胞凋亡，发挥了神

经保护作用［18］。这些差异的结果表明，细胞自噬

的确切作用可能因不同的动物模型、缺血时间和

强度而改变。

4 lncRNA调节自噬体与溶酶体融合

由成熟的自噬体与溶酶体融合形成的自噬溶

酶体被认为是最准确的自噬标志物之一［56］。自噬

体和自噬溶酶体的结构和数量可以通过利用电子

显微镜观察。成熟的自噬体是双膜限制的空泡，

其中含有未分级的细胞质，如内质网膜和线粒体，

但不含溶酶体蛋白［57］。 lncRNA可以通过阻断自

噬体与溶酶体的融合抑制自噬的活性，阻止自噬

的发生。
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lncRNA⁃NKILA（NF⁃kappaB interacting lncRNA，

NKILA）被认为是NF⁃κB信号通路的负调节剂，既往

研究表明在肿瘤转移的过程中起着重要作用［58］。在

Ⅳ型胶原酶构建的大鼠脑出血模型中，NKILA在神

经元中的表达显著增加。此外，在脑出血后神经元

细胞中，电子显微镜下可以看到较多完整的双层膜

结构的囊泡。抑制NKILA可降低 LC3⁃11/LC3⁃1比

率和Beclin⁃1的表达水平，显著减少了自噬体数量，

抑制自噬水平，减少炎症因子的释放，发挥了神经

保护作用［16］。在缺血性脑卒中的神经元细胞中，使

用透射电子显微镜可以观察到受损的细胞器的周

围出现大量的空泡状双层膜样结构。同时，用

mRFP⁃GFP⁃LC3腺病毒感染细胞以监测自噬通量。

在早期自噬体中观察到GFP（绿色荧光蛋白）和RFP
（红色荧光蛋白）共定位，显示出黄色斑点；当自噬

体和溶酶体融合形成自噬溶酶体时，GFP在酸性环

境中被降解，仅留下RFP，提示自噬通量水平增多。

在OGD/R细胞模型中，lncRNA⁃KCNQ1OT1沉默组中

黄、红斑点的荧光密度和强度明显低于对照组［41］，提

示KCNQ1OT1可以介导自噬体与溶酶体融合，调节

细胞自噬水平发挥神经保护作用。

5 lncRNA调节自噬体的降解

p62是一种泛素化蛋白，在降解过程中起关键

作用。p62的蛋白质结构分别在C端和N端与泛素

化蛋白和LC3⁃11结合形成复合物，最终在自噬体中

降解［59］。H19是H19基因的转录本，最早在肿瘤中

被发现的 lncRNA之一［60］。研究表明，H19可以通过

调节神经元自噬和小胶质细胞极化来诱导缺血性

中风［61］。此外，缺血性卒中患者外周血中H19的水平

与神经功能缺损的长期恢复呈明显负相关［62］。H19
的表达水平在MCAO小鼠模型和OGD/R细胞模型

中的显著上调。蛋白质印迹实验表明，OGD/R可以

增强LC3⁃11的表达并降低p62蛋白的水平，而沉默

H19可以提高 p62蛋白的表达。这表明H19可以

调节自噬体的降解来保护细胞免受缺血再灌注损

伤［63］。另外一项研究表明，lncRNA⁃CRNDE在OGD/
R细胞模型中的表达水平显著升高。OGD/R显著增

加了LC3⁃11/1比率和Beclin⁃1的蛋白质水平，但显

著降低了 p62蛋白质水平。抑制CRNDE能抑制自

噬，表现为LC3⁃11/1比率降低，p62水平升高，从而减

轻OGD/R诱导的海马神经元细胞损伤［18］。因此，上

述证据表明，lncRNA可以调节p62水平来调节自噬

体的降解，对缺血再灌注损伤发挥神经保护作用。

6 总结与展望

本文从自噬角度系统性地回顾了相关 lncRNA
在脑缺血再灌注损伤过程中的调控靶点。图1显示

了相关 lncRNA在自噬各阶段中调控的重要分子、

靶基因以及它们之间的相互关系。结果表明 ln⁃
cRNA可以影响自噬体信号的诱导、囊泡成核、延伸

和成熟、自噬溶酶体的形成和降解等各个阶段。同

时，研究表明 lncRNA调控自噬对神经细胞的作用

具有双重效应，其激活或抑制都会影响脑缺血再灌

注损伤中神经元细胞的命运。具体而言，在再灌注

的前几个小时内，自噬的形成有助于清除受损的细

胞器，促进物质和能量的代谢和循环，其机制可能

与清除受损的细胞器和减少细胞内氧化应激有

关。相关 lncRNA在早期诱导自噬激活对神经元细

胞具有积极保护作用。然而，过度的细胞自噬会消

化正常生命活动必需的蛋白质和细胞器，导致包括

凋亡在内的自噬细胞死亡。同样，也可以通过相关

lncRNA调控相关的自噬基因降低细胞自噬水平发

挥神经保护作用。这些具有争议的研究结果提示

不同的 lncRNA对自噬的调控作用并不完全一致，

其中与动物模型、缺血方式、缺血时间以及缺血⁃再
灌注的检测时间有关。

随着高通量测序技术的发展，在脑缺血再灌注

损伤中，越来越多差异表达的 lncRNA被发现。然

而，只有少数 lncRNA在自噬过程中表达出明显特

征，大部分 lncRNA在自噬过程中的具体功能和机

制尚不清楚，可作为临床生物标记物的 lncRNA也

屈指可数。同时，目前对自噬相关 lncRNA的研究

大多局限于细胞表型的检测，很少有研究能深入探

索 lncRNA和自噬相关蛋白特定功能位点。因此，

未来需要更多的研究从分子水平阐明 lncRNA在脑

缺血再灌注损伤中调控自噬的的具体分子机制，并

将其应用于临床防治的指导。
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