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·基础研究·

[Gly14]-Humanin对大鼠局灶性脑缺血
再灌注损伤的影响及其机制研究*

余 智1 于 民2 顾苏兵2 宋长友1 邵晓莉3 张 腾3 姜丽琴3

摘要

目的：通过观察[Gly14]-Humanin（HNG）预处理对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤后神经功能缺损评分、脑水肿、细胞

凋亡及炎症反应等方面的影响，探讨其相关的神经功能保护机制。

方法：将96只健康雄性SD大鼠随机分为HNG组、生理盐水组、模型组及假手术组，每组24只。采用改良的Zea-lon-

ga线栓法建立大脑中动脉缺血再灌注损伤模型，生理盐水组与假手术组大鼠术前7天给予生理盐水（2ml/kg）连续尾

静脉注射，每日1次；HNG组给予HNG（2μl/kg），而模型组除正常饲养外术前不接受任何处理。各组大鼠在线栓法造

模成功后6h，再拔除线栓恢复血液灌注24h后进行神经功能缺损评分（NDS），开阔法观察SD大鼠脑缺血再灌注后行

为学改变；采用干湿质量法检测脑组织含水量、HE染色观察缺血区病理学改变，ELISA法测定大鼠脑组织核因子-

κB p65（NF-κB p65）及干扰素-γ（IFN-γ）水平，原位末端标记染色观察凋亡细胞数并进行统计学分析。

结果：①与假手术组相比，其余3组大鼠的NDS、脑组织含水量、NF-κB p65及 IFN-γ水平及细胞凋亡数均升高，而行

为学指数降低，差异有显著性意义（P<0.01—0.05）；②与生理盐水组及模型组相比，HNG组大鼠的NDS、脑组织含

水量、NF-κB p65和 IFN-γ水平、细胞凋亡数降低，而行为学指数增高，差异有显著性意义（P<0.01—0.05）；③HNG

组大鼠脑组织 IFN-γ与NF-κB p65含量水平呈正相关（r=0.762，P<0.001）。

结论：HNG预处理减轻脑缺血再灌注损伤过程中的脑水肿，下调脑组织中NF-κB p65的水平，减少促炎介质（IFN-

γ）的释放，抵制神经细胞的凋亡，从而减轻临床神经功能的缺损。

关键词 脑缺血再灌注；[Gly14]-Humanin；脑水肿；干扰素-γ；核因子-κB p65；细胞凋亡；神经保护；神经细胞

中图分类号：R743.3, R493 文献标识码：A 文章编号：1001-1242（2019）-05-0515-06

Effects of [Gly14]-Humanin on focal cerebral ischemia reperfusion injury in rats and its mechanism/ YU
Zhi, YU Min, GU Subing, et al.//Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, 2019, 34(5): 515—520
Abstract
Objective: To study the effect of [Gly14]-Humanin (HNG) on focal cerebral ischemia reperfusion injury in rats

and its mechanism.

Method: Ninety-six healthy male Sprague-Dawley rats were randomly divided into HNG group, normal saline

group, model group and sham-operation group, with 24 rats in each group. A rat model of acute middle cere-

bral artery occlusion (MCAO) and reperfusion was established by suture embolism, relevant (normal saline in

the rats of the sham-operation group and normal saline group, HNG in the rats of the HNG group) were giv-

en to rats 7 days before operation respectively (iv, seven times, qd). After 6h after cerebral ischemia and

24h after reperfusion, neurological deficit score (NDS) were performed for each group, the ethological index of

rats was counted by the open field method; brain water content of the ischemic areal was performed for each

group, ELISA was used to detect the levels of NF-κB p65 and IFN-γ in cerebral tissue, HE staining is used
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如何提高缺血性脑血管病患者的疗效及功能康

复是神经科临床实践中迫切需要解决的难题，而寻

找更好的神经细胞保护剂对防治再灌注损伤具有重

要的现实意义。近几年来，炎症反应在脑缺血再灌

注损伤机制中的地位越来越受到关注[1]，大多数学

者认为再灌注时受血流变学和缺血缺氧的改变引起

神经细胞释放大量的炎症信号，促进炎性细胞的聚

集和炎性因子的释放[2]，导致脑缺血损伤区炎性细

胞浸润，加速神经细胞的凋亡。本课题组前期的实

验研究也已证实，核转录因子的表达和炎性细胞的

浸润均参与了脑缺血再灌注损伤过程[3]。

最近研究表明，[Gly14]-Humanin（HNG）除能抑

制颅脑损伤诱导的自噬激活和凋亡之外，还可抵御

外伤诱导的神经细胞质膜完整性的破坏，减少脑缺

损体积，改善神经功能缺损[4]，但目前国内外尚缺乏

关于HNG对缺血性脑损伤炎性反应的干预研究报

道。本研究应用 Humanin 衍生物——HNG 对脑缺

血再灌注大鼠进行预处理，观察其对缺血再灌注大

鼠脑组织的含水量、炎性因子及细胞凋亡的影响，进

一步在细胞凋亡和炎症反应层面探讨HNG在脑缺

血再灌注损伤的神经保护作用，为缺血性脑血管病

的防治研究提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 大鼠与分组：成年健康雄性SD大鼠（浙江大

学医学院实验动物中心提供），SPF 级，96 只，体重

（285±15）g，按随机数字表法分为HNG组、生理盐水

组、模型组及假手术组，每组24只。在每天光照12h

环境中适应性饲养2w。

1.1.2 主要药物、试剂与仪器：[Gly14]-Humanin（美

国 R&D Systems 公司，批号：061M8719）；核因子-

κB p65（nuclear transcription factor κB p65, NF-

κB p65）（美国 Promega 公司，批号：9034P501D）及

干扰素-γ（interferon-γ, IFN-γ）ELISA 试剂盒（美国

Promega公司，批号：DEC022005）；电热恒温鼓风干

燥箱（上海跃进医疗器械厂，型号：GZX-DH202-2）；

多功能酶标仪（美国 BioTek 公司，型号：Spectra

MaxM2）；原位末端标记（TUNEL）试剂盒（美国Sig-

ma 公司，批号：20141223）；高速低温离心机（美国

BioTek 公司，型号：Labo fuge 400R），电子显微镜

（日本OLYMPUS，型号：BX51）等。

1.2 研究方法

1.2.1 大鼠预处理及模型的建立：经腹腔注射

0.3ml/100g 水合氯醛（300mg/kg）麻醉成功，采用改

良的 Zea-longa[5]法建立大鼠大脑中动脉阻塞（mid-

dle cerebral artery occlusion, MCAO）再灌注损伤

模型，缺血 6h后直接外拉尼龙线抽出颈内动脉（in-

ternal carotid artery, ICA）约 16mm 即可完成再灌

注，实验过程中保持肛温（37±0.5）℃至再灌注后

2h。模型成功判断标准：大鼠苏醒后提尾悬拉后出

现右前肢蜷缩屈曲；左侧 Horner 征，爬行时向右侧

to observe morphologic changes of neuron cells in ischemia region and TUNEL staining was used to detect

the number of neuron apoptosis. Then the linear correlation analysis was used to determine the association be-

tween the levels of IFN-γ and NF-κB p65 in cerebral tissue with HNG group.

Result: ①Compared with sham-operation group, the NDS, the brain water content, the levels of NF-κB p65,

IFN-γ and the number of neurocytes apoptosis were significantly increased, but the behavioral mark was de-

creased in the other three groups (P<0.01—0.05); ②Compared with normal saline group and model group, the

NDS, the brain water content, the levels of NF-κB p65, IFN-γ and the number of neurocytes apoptosis were

significantly decreased, but the behavioral mark was increased in HNG group (P<0.01—0.05); ③The levels of

IFN-γ and NF-κB p65 in HNG group showed perfect positive correlations(r=0.762, P<0.001).

Conclusion: [Gly14]- Humanin can mitigate the neurologic deficit. Its mechanism is probably to lighten the

brain water content, down-regulate NF-κB p65 levels and then reduce the release of IFN-γ in the process of

the focal cerebral ischemia reperfusion, therefore to inhibit the apoptosis of neurons of ischemic area.

Author's address Dept. of Rehabilitation Medicine,The First People's Hospital of Chun'an,Hangzhou,311700

Key word cerebral ischemia/reperfusion; [Gly14]-Humanin; brain water content; nuclear transcription factor-κB

p65; interferon-γ; cell apoptosis; neuroprotection; neurocyte
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跌倒或转圈。剔除标准：并发蛛网膜下腔出血者；镜

下观察无缺血病理改变者；未到观察时间点死亡

者。造模过程中共有6只被剔除，均由备养的SD大

鼠补充。模型组除正常饲养外术前不接受任何处

理，而HNG组大鼠术前7天给予2μl/kg HNG[6]连续

尾静脉注射，每日1次；生理盐水组与假手术组均给

予生理盐水（2ml/kg），假手术组大鼠在术中不插入

尼龙线仅分离左侧颈总动脉（common carotid ar-

tery, CCA）、ICA 及颈外动脉（external carotid ar-

tery, ECA）。

1.2.2 评估神经功能缺损（neural function defi-

cient scale, NDS）及行为学改变：再灌注 24h后，按

照Zea-Longa 5个评分等级对各组大鼠的神经功能

情况进行评价：①0分，无任何神经功能缺损症状；

②1分，不能完全伸展右前肢；③2分，爬行时向对侧

转圈，左侧Horner征；④3分，爬行时身体向右侧倾

倒；⑤4分，意识障碍或不能自发爬行。开阔法观察

大鼠脑缺血再灌注后行为学改变，所用的迷宫尺寸

为76cm×72cm×57cm，划分为25个方格。检查时将

大鼠放于正中格中，记数其 10min 内爬过的格子

数。每次检查时保持室内灯光强度一致和房间安

静。实验观察人员采用盲测，其中如果大鼠在一次

评测中出现恰当的行为，而其后却未出现，按前次记

分。爬行格子数越多表示大鼠神经功能状态越好。

1.2.3 测定脑组织含水量：再灌注24h后，各组随机

抽取 8 只大鼠再经腹腔注射 0.3ml/100g 水合氯醛

（300mg/kg）麻醉成功后，暴露心脏，显露升主动

脉。进行快速心脏灌洗，于冰上在左侧距额叶前端

4mm和 8mm处进行冠状分离，取中间 4mm厚的脑

组织块，然后沿矢状缝两侧约 2mm处，从上至下切

去两侧半球的正中结构，将左侧脑块用滤纸擦去表

面残血，测大鼠脑组织含水量的标本称湿重，然后置

烤箱内烘干，24h后称干重。按以下公式计算脑组

织含水量：脑组织含水量（%）=（湿重-干重）/湿重×

100%，并将此作为脑含水量的指标。

1.2.4 测定脑组织匀浆液 NF-κB p65 及 IFN-γ水

平：再灌注24h后，各组再随机抽取8只大鼠，于麻醉

成功后立即断头取脑，切除枕部和额部，于冰上距额

叶前端 4mm和 8mm处进行冠状分离，取中间 4mm

厚的脑组织块，沿矢状缝两侧约 2mm处，从上至下

切除两侧半球的正中结构，取左侧大脑半球用冰盐

水冲洗，拭干后称重，放入5ml烧杯中。按组织比生

理盐水 1∶9加人冰冷的生理盐水，用眼科剪将脑组

织剪成组织小块。将处理后的脑组织悬液倒入

20ml玻璃组织匀浆进行上下研磨，取匀浆液作为检

测标本。按 NF-κB p65 及 IFN-γ ELISA 试剂盒的

要求进行严格操作。

1.2.5 观察缺血区病理学改变及凋亡细胞：再灌注

24h 后，各组分别取其余 8 只大鼠行常规麻醉成功

后，150ml温生理盐水快灌，然后续用预冷的 4%多

聚甲醛 400ml 持续灌注、固定（先 200ml 快灌，后改

为慢灌）。断头取脑固定于10%的甲醛溶液中，常规

石蜡包埋，冷却后修正蜡块，取视交叉向后1.5cm的

脑组织石蜡切片机连续切片，厚度5µm，烤干制成石

蜡切片。将制备好的石蜡切片按常规步骤进行HE

染色；PBS 洗涤、孵育，加 50µl 生物素标记液，37℃

孵育 60min，加 0.1—0.3ml 标记反应终止液，再加

50µl 工作液孵育 30min，再加 DAB 显色液，常规乙

醇脱水，二甲苯透明后封片，光学显微镜下观察凋亡

细胞（胞核出现棕黄染色颗粒），每张切片在脑缺血

再灌注皮层区各随机选取 5 个不重复高倍镜视野

（10×40）中的凋亡细胞数及细胞总数，计算平均每

个高倍视野下凋亡细胞的百分率（凋亡细胞数/细胞

总数×100%）。

1.3 统计学分析

采用SPSS 19.0统计软件进行统计学处理。计

量资料用均数±标准差表示，两两比较采用LSD-t检

验，多组间均数比较采用单因素方差分析（ANO-

VA）；计数资料用中位数/四分位数法表示，两两比

较采用Nemenyi检验，多组间比较采用Kruskal-Wal-

lis H 检验；采用 Pearson 线性相关分析对 IFN-γ与

NF-κB p65含量水平相关性进行分析。均以P<0.05

为差异具有显著性意义。

2 结果

2.1 各组大鼠NDS及行为学的比较

假手术组大鼠 NDS 计 0 分，行为学指标计

（415±75）个；生理盐水组及模型组NDS及行为学指

标分别计为3.0/1.0分、3.0/0分和（321±45）个、（334±

51）个；HNG 组 NDS 计为 2.0/1.0 分，行为学指标计

517



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, May 2019, Vol. 34, No.5

（378±63）个；HNG 组的 NDS 均低于模型组及生理

盐水组，而行为学指标均高于模型组及生理盐水组，

差异具有显著性意义（均P<0.05）。

2.2 各组大鼠脑组织含水量的比较

与假手术组相比，HNG组、生理盐水组及模型组

大鼠脑组织含水量不同程度升高，差异有显著性意

义（均P<0.01）；与生理盐水组及模型组相比，HNG组

大鼠脑组织含水量较低，差异亦有显著性意义（均P<

0.01）；但生理盐水组与模型组相比，大鼠脑组织含水

量的差异无显著性意义（P＞0.05），见表1。

2.3 对大鼠脑组织NF-κB p65及 IFN-γ水平的影响

与假手术组大鼠相比，HNG组、生理盐水组及

模型组脑组织NF-κB p65及 IFN-γ水平含量高，差

异具有显著性意义（均P<0.05）；HNG组NF-κB p65

及 IFN-γ含量水平低于生理盐水组及模型组，差异

亦具有显著性意义（均P<0.05）；而生理盐水组与模

型组NF-κB p65及 IFN-γ含量水平差异无显著性意

义（P＞0.05），见表1。

表1 各组大鼠脑组织含水量、NF-κB p65及 IFN-γ水平及凋亡细胞率的比较 (x±s)

组别

HNG组
生理盐水组

模型组
假手术组

F
P

与假手术组比较：①P<0.01；与生理盐水组及模型组比较：②P<0.05；与模型组比较：③P＞0.05

例数

8
8
8
8

脑组织含水量(%)

83.09±0.87①②

90.33±1.24①③

92.14±1.52①

74.57±1.58
89.122
<0.01

NF-κB p65(pg/mg)

13.35±0.79①②

22.02±0.94①③

22.16±0.71①

7.15±0.52
135.616
<0.01

IFN-γ(pg/mg)

5.11±0.69①②

10.73±0.34①③

10.71±0.15①

1.43±0.36
12.187
<0.01

凋亡细胞率(%)

48.15±7.52①②

71.31±8.13①③

69.04±6.31①

3.16±0.28
100.619
<0.01

2.4 HNG 组大鼠脑组织 NF-κB p65 与 IFN-γ水平

的相关性

HNG组大鼠脑组织匀浆液 IFN-γ与NF-κB p65

含量水平呈正相关（r=0.762，P<0.001）。

2.5 各组大鼠脑组织病理改变

观察缺血灶中心区，假手术组大鼠神经细胞间

隙及形态均正常，胞核清晰，核大而圆，胞质色淡且

均匀（图1A）；模型组及生理盐水组细胞正常组织结

构消失，多数细胞体积缩小，胞浆疏松且胞核固缩深

染，部分细胞呈空泡性坏死灶（图 1B 及图 1D）。

NHG组缺血性损害改变较模型组及生理盐水组明

显减轻，细胞间质略水肿，细胞膜较完整，坏死区域

明显缩小（图1C）。

2.6 对大鼠脑组织凋亡细胞表达的影响

光镜下显示缺血灶中心区，假手术组大鼠脑组

织未见明显的凋亡细胞表达（图2A），生理盐水组及

模型组凋亡细胞较多表达，且体积形态不一，细胞核

固缩、凝集（图 2B、图 2C），而HNG组大鼠脑组织凋

亡细胞较生理盐水组及模型组有所减少（图 1D）。

与假手术组相比，HNG组、生理盐水组及模型组凋

亡细胞数增多，差异具有显著性意义（均 P<0.05）；

而HNG组大鼠凋亡细胞数低于生理盐水组及模型

组，差异亦具有显著性意义（均 P<0.05）；生理盐水

组与模型组凋亡细胞数的差异无显著性意义（P＞

0.05），见表1。

3 讨论

临床实践中发现，在急性脑缺血性脑卒中症状

发生后的 6h内应用尿激酶静脉溶栓恢复血液灌流

时发生再灌注损伤而使神经功能缺损加重，其中炎

图1 各组大鼠脑组织病理改变 （HE染色，×400）
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图2 大鼠脑组织凋亡细胞表达 （TUNEL染色，×400）

性细胞的激活及多种炎性因子的级联反应占有主导

地位，而炎性因子主要包括转录因子及炎症细胞

等[7]。NF-κB由NF-κB p65与NF-κB p50组成二聚

体，存在于神经细胞及血管内皮细胞等几乎所有细

胞。既往有文献报道，NF-κB p65中含有激活转录

的处理区并能促进其他细胞基因转录和表达，与免

疫反应、炎症反应以及细胞的分化、增殖和凋亡等密

切相关[8]。小胶质细胞被缺血激活后，转变为吞噬

细胞，释放毒性细胞因子（如 IFN-γ、TNF-α、IL-1及

IL-6）介导周围组织一系列炎症反应，加重脑缺血再

灌注损伤而导致神经细胞的凋亡。

近期研究发现在阿尔茨海默病发病过程中，枕

叶脑组织的mRNA 可能启动了新基因并表达一个

含有 24个氨基酸残基的线性多肽，将其命名为Hu-

manin（HN），使枕叶神经元免受致病因子的毒性作

用[9]。其中Pro3—Pro19为其功能核心区，核心区的

Pro3、Ser7、Cys8、Leu9、Leu12、Thr13、Ser14和Pro19

与Humanin的神经保护作用密切相关。更为重要的

是，第 14 位的 Ser 被 Gly 取代后形成的 HN 衍生物

[Gly14]-Humanin的神经保护作用是HN的1000倍，

其在纳摩尔水平就有神经保护作用。体内实验表

明，HNG不仅能改善AD转基因小鼠的学习记忆能

力，对东莨菪碱（scopolamine）[10]，二苯乙醇酸（3-qui-

nuclidinyl benzilate）[11]及 β-淀粉样肽相关因子诱导

的神经记忆功能的损害同样具有保护作用[12]。体外

实验也发现，HNG不仅能有效地抑制多种阿尔茨海

默病相关致病因子诱发的神经细胞和非神经细胞的

凋亡，还能保护脂多糖诱导的原代星形胶质细胞炎

症反应、缺血/再灌注（hypoxia/reperfusion, I/R）损伤

诱导的小鼠原代皮质神经细胞凋亡等[13]。此外，研

究还进一步证实HNG还能减少小鼠大脑中动脉闭

塞导致的急性脑卒中损伤侧大脑半球的梗死体积并

增强瘫痪肢体的运动功能[14]。

本研究发现在脑缺血6h再灌注24h后的大鼠经

HNG 预处理时 NDS 明显低于模型组及生理盐水

组，而行为学指数显著增加，差异均具有显著性（均

P<0.05）。这表明HNG预处理对改善脑缺血再灌注

损伤后的神经功能缺损具有积极意义。脑组织含水

量是评价局部脑缺血及缺血性脑损害程度的重要指

标。本研究结果也发现在脑缺血6h再灌注24h后，

假手术组各大鼠脑组织含水量最低，与其余 3组比

较差异有显著性意义（P<0.01）；与HNG组比较，生

理盐水组及模型组大鼠脑组织含水量较高，差异有

显著性意义（P<0.01）；而生理盐水组及模型组相比，

脑组织含水量差异无显著意义（P＞0.05）。提示

HNG可显著减轻脑缺血再灌注损伤后脑水肿，从而

改善缺血及再灌注损伤所致的神经功能缺损。

既往研究报道[15]，NF-κB p65通过释放促炎介

质 IFN-γ，从而活化P38激酶，诱导细胞因子和Ⅱ类组

织相容性复合体（major histocompatibility com-

plex, MHC）的表达，导致细胞的凋亡。本研究发

现，经 HNG 预处理的大鼠脑组织 NF-κB p65 及

IFN-γ水平明显低于生理盐水组及模型组（均 P<

0.05），而模型组与生理盐水组NF-κB p65及 IFN-γ

水平的差异无显著性（P＞0.05）；本研究行相关性分

析也发现，HNG组大鼠脑组织NF-κB p65与 IFN-γ

水平呈正相关（P<0.001）。

同时，从本研究的病理形态学观察分析，模型组

缺血灶中心区大鼠神经细胞表现为细胞结构消失，

胞核固缩深染，胞浆疏松，部分细胞可见呈空泡性坏

死灶，这表明再灌注损伤时脑组织已发生不可逆的

缺血缺氧；经HNG预处理的大鼠则以神经细胞肿胀

为主，而给予生理盐水预处理的大鼠脑组织病理形

态学改变与模型组无明显差异，可见HNG在一定程
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度上具有延缓或阻止再灌注损伤后神经细胞坏死的

作用。此外，从本研究TUNEL染色结果观察比较，

生理盐水组和模型组大鼠凋亡细胞较多表达，而经

HNG预处理的大鼠缺血半暗带中细胞凋亡数明显

减少（P<0.01—0.05）。我们认为，上述结果表明

HNG可降低诱发NF-κB p65的释放，减少促炎介质

（IFN-γ）的水平，具有延缓或阻止缺血再灌注损伤后

神经细胞凋亡的作用，这对脑缺血再灌注损伤的临

床防治具有重要的意义。
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