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  摘 要:目的 探讨利拉鲁肽减轻糖尿病大鼠脑缺血损伤的作用及机制。方法 实验动物为SPF级SD
雄性大鼠54只,分为假手术组(S组)、糖尿病合并脑缺血组(Di组)、利拉鲁肽干预糖尿病合并脑缺血组(Li
组),每组18只。采用神经功能缺损评分对各组大鼠的神经功能进行评估;采用2,3,5-氯化三苯基四氮唑

(TTC)染色法检测脑梗死面积;采用过氧化氢还原法检测脑组织中的髓过氧化物酶(MPO)活性;采用酶联免

疫吸附试验(ELISA)检测脑组织中的IL-1β水平;采用 Western
 

blot检测脑组织核转录因子-κB(NF-κB)和肿

瘤坏死因子-α(TNF-α)的蛋白表达水平。结果 神经功能缺损评分显示:S组、Li组和Di组分别为0、(2.57±
0.64)、(3.50±0.55)分,Di组和Li组的评分均高于S组(P<0.05),Li组的评分低于Di组(P<0.05)。TTC
染色显示:S组、Li组和Di组的梗死面积百分比分别为0、(29.44±2.52)%、(36.58±4.85)%,Di组和Li组的

梗死面积百分比均高于S组(P<0.05),Di组高于Li组(P<0.05);MPO活性的测定:S组、Di组和Li组分别

为(0.067±0.003)、(0.973±0.049)、(0.549±0.420)U/mL,Di组和Li组均高于S组(P<0.05),Li组比Di
组显著降低(P<0.05)。IL-1β水平的 测 定:S组、Di组 和 Li组 分 别 为(35.43±2.35)、(72.42±6.13)、
(56.94±2.15)pg/mL,Di组和Li组均高于S组(P<0.05),Li组比Di组显著降低(P<0.05)。NF-κB、TNF-
α蛋白表达的相对水平:Di组和Li组均高于S组(P<0.05),Li组比Di组显著降低(P<0.05)。结论 利拉

鲁肽具有减轻糖尿病大鼠局灶性脑缺血损伤的作用,其机制与降低 MPO活性、降低 NF-κB及相关炎性因子

TNF-α、IL-1β的表达有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

liraglutide
 

in
 

reducing
 

cerebral
 

ischemic
 

damage
 

in
 

diabetic
 

rats.Methods The
 

experimental
 

animals
 

were
 

54
 

SPF
 

male
 

SD
 

rats,which
 

were
 

divided
 

into
 

sham
 

operation
 

group
 

(S
 

group),diabetes
 

combined
 

with
 

cerebral
 

ischemia
 

group
 

(Di
 

group),and
 

liraglu-
tide

 

intervention
 

diabetes
 

combined
 

with
 

cerebral
 

ischemia
 

group
 

(Li
 

group),n=18
 

in
 

each
 

group.The
 

neuro-
logical

 

deficit
 

score
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

neurological
 

function
 

of
 

each
 

group.The
 

2,3,5-triphenyltetrazoli-
um

 

chloride
 

(TTC)
 

staining
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

area
 

of
 

cerebral
 

infarction;the
 

hydrogen
 

peroxide
 

reduction
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

myeloperoxidase
 

(MPO)
 

activity
 

in
 

brain
 

tissue;enzyme-linked
 

im-
munosorbent

 

assay
 

(ELISA)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

level
 

of
 

interleukin-1β
 

(IL-1β)
 

in
 

brain
 

tissue;Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

nuclear
 

transcription
 

factor-κB
 

(NF-κB)
 

in
 

brain
 

tissue
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
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(TNF-α)
 

protein
 

expression
 

level.Results The
 

neurological
 

deficit
 

scores
 

showed
 

that
 

the
 

scores
 

of
 

S
 

group,
Li

 

group
 

and
 

Di
 

group
 

were
 

0,(2.57±0.64),(3.50±0.55),respectively.The
 

scores
 

of
 

Di
 

group
 

and
 

Li
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

S
 

group
 

(P<0.05),The
 

score
 

of
 

Li
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

Di
 

group
 

(P<
0.05).TTC

 

staining
 

showed
 

that
 

the
 

infarct
 

area
 

percentages
 

of
 

S
 

group,Li
 

group
 

and
 

Di
 

group
 

were
 

0,
(29.44±2.52)%,(36.58±4.85)%,respectively,and

 

the
 

percentage
 

of
 

infarct
 

areas
 

of
 

Di
 

group
 

and
 

Li
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

S
 

group
 

(
 

P<0.05),the
 

Li
 

group
 

is
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

Di
 

group
 

(P<0.05).Meas-
urement

 

of
 

MPO
 

activity:the
 

MPO
 

activity
 

of
 

S
 

group,Di
 

group
 

and
 

Li
 

group
 

were
 

(0.067±0.003),(0.973±
0.049),(0.549±0.420)

 

U/mL,respectively;the
 

Di
 

and
 

Li
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

S
 

group
 

(P<0.05),the
 

Li
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

Di
 

group
 

(P<0.05).Determination
 

of
 

IL-1β
 

levels:the
 

levels
 

of
 

the
 

S
 

group,Di
 

group
 

and
 

Li
 

group
 

were
 

(35.43±2.35),(72.42±6.13),(56.94±2.15)
 

pg/mL,respectively;the
 

Di
 

group
 

and
 

Li
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

S
 

group
 

(P
 

<0.05),the
 

Li
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

Di
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

levels
 

of
 

NF-κB
 

and
 

TNF-α
 

protein
 

expression:the
 

Di
 

group
 

and
 

Li
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

S
 

group
 

(P<0.05),the
 

Li
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

Di
 

group
 

(P<0.05).Conclusion 
Liraglutide

 

has
 

certain
 

protective
 

effect
 

on
 

diabetes
 

mellitus
 

complicated
 

with
 

cerebral
 

ischemia
 

injury
 

in
 

rats.
Its

 

mechanism
 

may
 

be
 

associated
 

with
 

the
 

downregulation
 

the
 

activity
 

of
 

MPO,reduce
 

the
 

expression
 

of
 

NF-
κB,TNF-α

 

and
 

IL-1β.
Key

 

words:Liraglutide; diabetes
 

mellitus; cerebral
 

ischemia; myeloperoxidase; nuclear
 

transcrip-
tion

 

factor-κB; tumor
 

necrosis
 

factor-α; interleukin-1β

  脑梗死属于缺血性脑血管疾病,是最常见的疾病

之一,严重危害人类健康,其具有发病率高、致残率

高、病死率高、复发率高等特点[1]。糖尿病和缺血性

脑血管病常常伴发,脑梗死患者发病时合并糖尿病的

约占20%[2]。糖尿病可增加脑梗死患者的病死率、致
残率和复发率[3],因此推测糖尿病可能会促进脑梗死

的发展与恶化。利拉鲁肽是一种治疗糖尿病的药物,
是人工合成的胰高血糖素样肽(GLP-1)类似物,其同

源序列与天然的GLP-1高度吻合[4],具备天然GLP-1
的各种生理作用。近年的研究发现利拉鲁肽可顺利

透过人体的血脑屏障[5],与脑内 GLP-1受体(GLP-
1R)相结合从而发挥抗炎、抗氧化应激等作用。本研

究通过建立大脑中动脉缺血(MCAO)糖尿病大鼠模

型,探讨了利拉鲁肽在糖尿病脑缺血中的抗炎作用

机制。
1 材料与方法

1.1 实验材料 实验动物为54只SPF级雄性SD
大鼠,每只280~320

 

g,8~10周龄,购买于佛山市医

学实验动物中心。
1.2 实验试剂 利拉鲁肽注射液购自丹麦诺和诺德

生物科技有限公司);链脲佐菌素(STZ)、2,3,5-氯化

三苯基四氮唑(TTC)购自美国Sigma公司;髓过氧化

物酶(MPO)过氧化氢还原法检测试剂盒、白细胞介

素-1β(IL-1β)ELISA检测试剂盒均购自南京建成生物

工程研究所有限公司;鼠源性抗体肿瘤坏死因子-α
(TNF-α)、兔源性抗体核转录因子-κB(NF-κB)购自美

国Santa生物科技公司;辣根过氧化物酶(HRP)标记

山羊抗兔IgG抗体购自北京中杉生物科技有限责任

公司。
1.3 方法

1.3.1 实验分组 将54只雄性SD大鼠按随机数字

表法随机分成数量相等的3个组,分别为假手术组(S
组)、糖尿病合并脑缺血组(Di组)、利拉鲁肽干预糖尿

病合并脑缺血组(Li组),每组18只。
1.3.2 糖尿病大鼠模型的制作 参照制备糖尿病大

鼠模型相关文献[6]:Di组和Li组大鼠高脂高糖饮食

喂养14
 

d后,对其禁食禁饮8
 

h以上,左侧下腹部腔

内注射STZ
 

20
 

mg/kg,24
 

h后再次同部位注射STZ
 

35
 

mg/kg。密切动态观察大鼠症状和体征变化,采用

罗氏血糖仪测定尾尖静脉血糖,若随机血糖>16.9
 

mmol/L且伴有多饮、多尿、体质量下降等表现判定

为糖尿病大鼠模型制作成功(7
 

d内判定)。S组大鼠

腹腔注射等体积经灭菌处理的枸椽酸/枸椽酸钠缓冲

液。Li组大鼠糖尿病模型制作成功后再给予利拉鲁

肽注射液100
 

μg/kg(每12小时给药1次),连续注射

7
 

d(包括 MCAO手术日)。各组大鼠均连续监测血

糖14
 

d。
1.3.3 MCAO模型制作 糖尿病大鼠模型制作成

功后,Di组和Li组(给予利拉鲁肽进行干预后)均采

用Longa线栓法建立永久性 MCAO模型。S组将线

栓插入距颈内外动脉分叉10.0~12.0
 

mm处,其余

各组将线栓插入至颈动脉分叉处(18.0±0.5)mm(略
感阻力为止)。
1.3.4 神经功能缺损评分及实验动物剔除 根据文

献[5]进行评分:0分,无功能缺损体征;1分,不能伸

展对侧前爪子;2分,向病灶对侧转圈圈;3分,轻推鼠

背时向瘫痪处倾倒;4分,无自发活动和意识;5分,死
亡。在模型制作后24

 

h进行神经功能缺损评分,1~4
分视为制模成功,0分和5分者剔除。
1.3.5 TTC染色检测脑梗死面积 MCAO模型建
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立48
 

h,随机取各组大鼠6只进行麻醉断头取脑(在
冰上进行),脑组织置于-20

 

℃冰箱中速冻10
 

min,
将大脑平均冠状切为5片,厚度约2

 

mm。置于2%
 

TTC磷酸盐缓冲液(PBS)内,37
 

℃锡箔纸避光孵育

30
 

min,翻面染色,正常脑组织会被染成红色而梗死

区不会被染色。4%多聚甲醛固定12
 

h,随后拍照,照
片采用Image

 

J软件进行分析,计算脑梗死面积百

分比。
1.3.6 脑组织 MPO活性的检测 MCAO模型建立

48
 

h后,每组中随机取6只大鼠,断头取脑,取缺血区

脑组织(S组取手术侧)超声波粉碎(30
 

s,3次),4
 

℃
 

12
 

000
 

r/min离心10
 

min,保持温度20~25
 

℃,按试

剂盒说明要求操作,取上清液于分光光度计下立即进

行扫描,检测吸光度,随后按公式计算 MPO的活性
 

。
1.3.7 酶联免疫吸附试验(ELISA)检测脑组织中的

IL-1β水平 MCAO术48
 

h麻醉断头取脑,取缺血区

脑组织(S组取手术侧),每组称取100
 

mg,加入9倍

体积4
 

℃
 

0.9%生理盐水,用超声波粉碎机将标本制

成组织匀浆,置入冷冻离心机,以4
 

℃、4
 

000
 

r/min离

心10
 

min,取上清液用于检测,按试剂盒的说明书进

行操作,随后在不同波长的分光光度仪中测定吸光

度值。
1.3.8 脑组织 NF-κB和 TNF-α蛋白的 Western

 

blot检测 各组分别取6只大鼠脑缺血组织作为检

测标本,将所取标本与SDS裂解液按一定比例混合在

冰上快速研磨10
 

min,用脑组织匀浆器反复匀浆,置
于4

 

℃冷冻离心机高速离心,以12
 

000
 

r/min离心5
 

min,收集离心完成的上清液提取总蛋白(NF-κB进行

核蛋白提取),应用标准的BCA法进行总蛋白定量。
取处理好的样品加入等体积2×电泳样品缓冲液均匀

混合,以每条泳道上样20~25
 

μg蛋白进行SDS-
PAGE电泳,随后将蛋白电转至硝酸纤维膜上,用5%
全脱脂奶粉(溶解于2×PBS)封闭,常温下孵育1

 

h,
加入与抗原相对应一抗[兔抗大鼠NF-κB(1∶600)或
羊抗大鼠TNF-α(1∶500)],在4

 

℃摇床上缓慢摇振

并孵育过夜;反复使用PBS-T(1
 

L
 

PBS
 

中加入1
 

mL
吐温-20溶液)洗膜5次,每次10~12

 

min,随即加入

含HRP标记的二抗[山羊抗兔(1∶7
 

000),兔抗山羊

(1∶7
 

000)],避光条件下常温孵育1
 

h;反复使用

PBS-T洗膜5次,每次10~12
 

min,用ECL显色剂显

色,拍摄滤膜相片,用 HPIAS-1000病理图文分析系

统进行胶带图像分析,获取各组胶带显影的平均吸光

度,将目的蛋白与内参蛋白(β-Actin)吸光度比值作为

目标蛋白的相对表达水平。
1.3.9 统计学处理 采用SPSS

 

13.5软件包进行数

据统计分析。符合正态分布的计量资料以x±s 表

示,多个均数间的比较使用单因素方差分析,进一步

两两比较采用LSD-t检验。P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1 各组的血糖水平的变化 S组注射前与注射后

(监测血糖第14天时)血糖水平比较,差异无统计学

意义(P>0.05);Di组、Li组注射后(监测血糖第14
天时)血糖水平均比注射前显著升高(P<0.05);Li
组注射后(监测血糖第14天时)血糖水平低于Di组

(P<0.05),见表1。
表1  各组大鼠腹腔注射STZ或枸椽酸/枸椽酸钠缓冲液

   前后血糖水平变化(x±s,n=18,mmol/L)

组别 注射前 注射后

S组 4.77±0.41 4.55±0.55

Di组 4.61±0.34 27.31±4.22a

Li组 4.79±0.50 18.62±3.24ab

  注:与同组腹腔注射前的血糖水平比较,aP<0.05;与 Di组比

较,bP<0.05;注射后是指监测血糖第14天时。

2.2 神经功能缺损评分 Di组和Li组评分均高于S
组(P<0.05),Li组评分低于 Di组(P<0.05),见
表2。
2.3 脑梗死面积 TTC染色后S组无梗死区,其余

组均有梗死区,见图1。与S组比较,Di组和Li组的

梗死面积百分比显著增加(P<0.05);与Di组比较,
Li组的梗死面积减小(P<0.05),见表2。

表2  各组神经功能缺损评分及梗死面积百分比

   比较(x±s,n=6)

组别 神经功能缺损评分(分) 梗死面积百分比(%)

S组 0.00±0.00 0.00±0.00

Di组 3.50±0.55a 36.58±4.85a

Li组 2.57±0.64ab 29.44±2.52ab

F 11.43 8.463

P <0.05 <0.05

  注:与S组比较,aP<0.05;与Di组比较,bP<0.05。

图1  术后各组48
 

h的TTC染色结果

2.4 MPO 活性的测定 Di组和 Li组的脑组织

MPO活性高于S组(P<0.05);Li组MPO活性低于

Di组(P<0.05),见表3。
2.5 ELISA检测脑组织IL-1β水平 Di组和Li组

脑组织IL-1β水平高于S组(P<0.05);Li组脑组织
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IL-1β水平低于Di组(P<0.05),见表3。
2.6 Western

 

blot检测脑组织中的NF-κB和TNF-α
蛋白表达水平 Di组和Li组的NF-κB、TNF-α蛋白

相对表达水平高于S组(P<0.05);与Di组比较,Li
组的TNF-α、NF-κB 蛋 白 相 对 表 达 水 平 显 著 降 低

(P<0.05),见表3。

表3  3组脑组织 MPO活性、IL-1β水平及NF-κB、TNF-α相对表达水平比较(x±s,n=6)

组别 MPO(U/mL) IL-1β(pg/mL) NF-κB TNF-α

S组 0.067±0.003 35.43±2.35 0.315±0.048 0.307±0.085

Di组 0.973±0.049a 72.42±6.13a 72.420±6.130a 1.756±0.515a

Li组 0.549±0.042ab 56.94±2.15ab 56.940±2.150ab 1.219±0.317ab

F 18.156 7.403 28.5 27.723

P P<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05

  注:与S组比较,aP<0.05;与Di比较,bP<0.05。

3 讨  论

本研究发现利拉鲁肽可减少糖尿病脑缺血组织

的梗死面积百分比和改善神经功能缺损评分,显著降

低缺血脑组织中 MPO的活性和IL-1β水平,可显著

下调NF-κB和TNF-α蛋白的表达水平。利拉鲁肽具

有抗炎作用,利拉鲁肽下调上述炎性因子可能是保护

糖尿病合并脑缺血患者神经细胞的机制之一。
糖尿病是严重威胁人类健康的慢性疾病,易并发

各类严重的血管疾病。曾有研究报道糖尿病是脑梗

死发病或(和)预后不良的独立危险因素之一[7]。本

研究中,Di组大鼠神经功能缺损评分比Li组大鼠更

高,梗死面积百分比更大,提示糖尿病是导致脑缺血

病情加重的重要因素之一。
利拉鲁肽为GLP-1长效类似物,由基因重组技术

合成,半衰期为13
 

h,用于2型糖尿病患者的治疗。
有研究显示,利拉鲁肽可透过血脑屏障,与颅内GLP-
1R结合而发挥作用[8]。国外学者研究发现利拉鲁肽

有抗炎性反应的作用[9]。利拉鲁肽能够通过抗氧化

和抗炎效应上调血管内皮生长因子(VEGF),显著减

轻大脑中动脉阻塞所致的脑缺血再灌注损伤[10]。利

拉鲁肽可通过抗炎、抗凋亡和抗氧化应激等作用,减
少糖尿病大鼠脑缺血引起的神经细胞损伤,是一个神

经保护剂[11]。本研究表明,利拉鲁肽通过一系列抗炎

性反应、抗氧化应激作用,可显著减轻糖尿病模型大

鼠的脑缺血损伤程度。MPO为中性粒细胞活化的标

记物,其活性是评价中性粒细胞在组织中浸润的关键

指标[12]。本研究显示,Di组和Li组脑组织 MPO活

性均较S组显著升高,神经功能缺损评分和脑梗死面

积百分比显著增大,表明中性粒细胞浸润与糖尿病合

并脑缺血发生发展关系密切,而利拉鲁肽干预后

MPO活性下降,神经功能缺损评分和脑梗死面积百

分比均显著降低,表明利拉鲁肽具有降低 MPO活性

的作用,从而降低糖尿病合并脑缺血损伤的程度。
研究已证实NF-κB、TNF-α、IL-1β为促炎性细胞

因子,在脑缺血发生、发展中发挥重要作用,参与脑缺

血损伤加重的过程[13]。IL-1β在炎症启动阶段发挥关

键作用。NF-κB是真核细胞中尤为重要的核转录因

子,其参与了众多基因表达与调控。研究发现脑缺血

后其表达显著上调,随后促炎性细胞因子TNF-α、IL-
1β也表达上调,从而加重炎性反应和脑缺血损伤,故
通过抑制NF-κB蛋白表达可减轻脑缺血损伤。在本

研究中,Di组 NF-κB、TNF-α蛋白表达水平和IL-1β
表达水平均较S组显著增高,提示其参与了糖尿病脑

缺血损伤的病理过程,利拉鲁肽干预后NF-κBT、NF-
α和IL-1β表达水平均显著下调,相应的神经功能缺

损评分和脑梗死面积百分比也降低,表明利拉鲁肽减

轻糖尿病脑缺血大鼠的神经损伤可能与其下调炎性

因子NF-κB、TNF-α和IL-1β相关。
本研究表明,利拉鲁肽对糖尿病脑缺血损伤者神

经功能的保护作用可能主要是通过下调炎性因子的

表达水平实现的。因利拉鲁肽广泛应用于临床治疗,
是治疗糖尿病合并脑缺血的新途径,本研究为探讨利

拉鲁肽保护糖尿病脑缺血损伤者神经细胞的作用机

制明确了方向。
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者的研究中发现,miR-20a水平的异常升高,并不是仅

仅存在于肺癌患者中,肺癌、肝癌以及食管癌患者中

均可发现 miR-20a水平的异常升高。miR-20a通过

对局部组织的促癌基因以及抑癌基因的影响,进而造

成肿瘤的发生。同时,miR-20a还可调节缺氧肿瘤细

胞的线粒体功能,进而促进肿瘤细胞的生长[14],对于

肿瘤的远处播散以及浸润均具有重要的意义[15]。因

此,通过对患者的 miR-20a水平分析,有助于对肺癌

患者进行诊断,但单独检测 miR-20a不足以对肺癌进

行确诊。
在对肺癌患者的联合诊断效能的分析中,联合诊

断对肺癌患者的诊断特异度高于单独检测,两种方法

的诊断可起到互补作用。
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