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利拉鲁肽对大鼠急性脊髓损伤后神经细胞自噬与运动功能恢复的作用

李昊天，赵兴长，孙　平，王继权，褚　鑫，吕　刚，范仲凯
辽宁医学院附属第一医院，辽宁锦州　121001

摘要：目的  探讨利拉鲁肽注射液 (Liraglutide) 对急性脊髓损伤 (spinal cord injury，SCI) 后神经细胞的保护作用及其可能机制。

方法  54 只 SD 大鼠随机分成假手术组 (Sham 组 )、脊髓损伤组 (SCI 组，损伤后立即腹腔注射 0.9% 氯化钠注射液 50μg/kg)

和治疗组 (Liraglutide 组，损伤后立即腹腔注射利拉鲁肽 50μg/kg)，每组 18 只，Allen 法建立大鼠脊髓损伤模型，于损伤

后 3 d 取脊髓组织，Western blot 检测 LC3- Ⅱ、Caspase-3 表达，免疫荧光双标染色观察神经元自噬表达水平、神经细胞凋

亡情况 ；于损伤后 1 d、3 d、7 d 分别进行 Basso Beattle Bresnahan (BBB) 运动评分。结果  与 Sham 组相比，SCI 组 LC3- Ⅱ、

Caspase-3 表达、自噬阳性神经细胞数目、神经细胞凋亡数目均增多 (P ＜ 0.01)，BBB 评分显著降低 (P ＜ 0.01) ；Liraglutide

组与 SCI 组相比，LC3- Ⅱ显著增多，Caspase-3 表达降低 (P ＜ 0.01) ；免疫荧光双标染色示自噬阳性细胞数目明显增多 (P ＜

0.01) ；神经元凋亡双标染色法示神经凋亡细胞数目明显减少 (P ＜ 0.01) ；BBB 评分在 3 d 与 7 d 时有显著提高 (P ＜ 0.01)。

结论  利拉鲁肽增强大鼠脊髓损伤后神经细胞自噬，降低凋亡相关蛋白表达，减少神经细胞凋亡，促进大鼠运动功能恢复，

对脊髓损伤具有保护作用。
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Effect of Liraglutide on neuronal autophagy and movements recovery after spinal cord injury 
in rats
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Abstract: Objective  To explore the neuroprotective effect and possible mechanism of Liraglutide in the rat model of spinal cord 
injury (SCI). Methods  Fifty-four SD rats were randomly divided into three groups: sham operation group (n=18), spinal cord 
injury (SCI) group (immediately received 50μg/kg saline injection intraperitoneally after injury, n=18) and Liraglutide group 
(immediately received 50μg/kg Liraglutide injection intraperitoneally after injury, n=18). Spinal cord injury model was established 
using Allen's method. The rats were sacrificed and the spinal cord tissue were taken out 3 days after injury. Western blot was used 
to analyze the LC3- Ⅱ and caspase-3 expression. Immunofluorescent double labeling was used to detect the autophagy positive 
neurons and neuronal apoptosis. Finally, behavioral assessment with Basso Beattle Bresnahan locomotor rating scale (BBB) was 
done at 1 d, 3 d and 7 d after injury. Results  Compared with sham group, the expression of LC3- Ⅱ , the level of caspase-3 and the 
number of autophagy positive neurons and neuronal apoptosis increased significantly in SCI group (P ＜ 0.01), while the BBB score 
decreased significantly (P ＜ 0.01). Furthermore, compared with SCI group, Western blot showed that the expression of LC3- Ⅱ 
increased while the level of caspase-3 decreased in Liraglutide group (P ＜ 0.01). Immunofluorescent double labeling showed that 
the number of autophagy positive neurons enhanced significantly (P ＜ 0.01) and the neuronal apoptosis in Liraglutide group reduced 
significantly compared with SCI group (P ＜ 0.01). Finally, behavioral assessment showed that animals in Liraglutide group achieved 
significant increase in BBB score on 3 d and 7 d (P ＜ 0.01). Conclusion  Liraglutide promotes neuronal autophagy, decreases 
neuronal apoptosis and improves the locomotor function after SCI. Liraglutide may be a new candidate for clinical application in the 
treatment of SCI.
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  脊髓损伤 (spinal cord injury，SCI) 后可导致继

发性缺血、缺氧等一系列迟发性神经坏死，由此引

发的细胞凋亡是脊髓神经元死亡的主要原因 [1]。自

噬是在营养缺乏或氧化应激时，细胞利用溶酶体

降解自身受损的细胞器、大分子物质的过程，对

维持细胞稳态具有重要意义 [2]。近年来研究表明，

SCI 后细胞自噬水平显著提高，对细胞凋亡有复杂

的作用与影响 [3]。胰高血糖素样肽 1(glucagon-like 

peptide-1，GLP-1) 是主要由远端回肠等的 L 细胞

分泌的一种肠促胰岛素，通过胰高血糖素样肽 1

受体 (glucagon-like peptide-1 receptor，GLP-1R) 产

生作用 [4]。利拉鲁肽是由丹麦诺和诺德公司研发的

长效 GLP-1 类似物，2010 年 1 月被美国食品与药

物管理局 (FDA) 批准用于成年人 2 型糖尿病 (type 2 

diabetes mellitus，T2DM) 的治疗。近年来，利拉鲁

肽的胰腺外作用越来越被学者所重视。研究表明，

利拉鲁肽通过抑制细胞凋亡对脑出血、脑缺血 [5-6]、

脑部慢性炎症 [7]、阿尔茨海默病 [4] 等中枢神经系

统疾患及胰腺细胞 [8]、血管平滑肌细胞 [9] 的损伤

有一定的保护作用，可以通过促进自噬抑制肝细

胞和胰腺 β 细胞的凋亡 [10-11]。目前，利拉鲁肽在

SCI 的作用尚未见相关报道。本研究通过利拉鲁肽

对 SCI 大鼠模型进行干预，通过检测神经细胞自噬

与凋亡及大鼠运动功能，研究利拉鲁肽对脊髓损

伤后脊髓神经元的保护作用及其机制。

材料和方法

1 材料和试剂　健康成年 SD 大鼠 54 只，雌雄不

限，体质量 (260±30) g，辽宁医学院实验动物中心

提供。利拉鲁肽注射液 (18 mg/ 支，丹麦诺和诺德

公司，批号 ：CP51279) ；兔抗大鼠 LC3、Caspase-3

抗体，小鼠抗大鼠 NeuN( 美国 Abcam 生物技术公

司 ) ；小鼠抗大鼠 β-actin，山羊抗小鼠及山羊抗兔

IgG 二抗，FITC 标记的驴抗小鼠 IgG，Taxes 标记的

驴抗兔 IgG(Santa Cruz) ；DAPI，RIPA( 美国 Sigma 公

司 ) ；增强型 ECL 试剂盒 (Millipore) ；BCA 蛋白浓度

测定试剂盒 ( 碧云天 ) ；TUNEL 试剂盒 (Roche)。

2 动物分组　将大鼠随机分组为对照组 (Sham 组，

n=18)， 脊 髓 损 伤 组 (SCI 组，n=18)， 利 拉 鲁 肽 组

(Liraglutide 组，n=18)。每组再分为 3 个亚组 (n=6)，

第 1 组应用 Western Blot 法检测 LC3 Ⅱ、Caspase-3

含量，第 2 组应用 LC3/NeuN/DAPI/ 免疫荧光双标

记法、TUNEL 法检测神经细胞自噬及凋亡情况，第

3 组进行 BBB 运动评分。Sham 组大鼠仅暴露脊髓，

其他组制成脊髓损伤模型 ；根据以往学者对于利

拉鲁肽在神经系统中的作用以及急性脊髓损伤病

理过程的前期研究 [1,5,13]，我们制定如下给药方式 ：

SCI 组与 Liraglutide 组在打击后分别立即腹腔注射

0.9% 氯化钠注射液与利拉鲁肽 ( 均为 50μg/kg)。

3 脊髓损伤模型制备　10% 水合氯醛 (3.0 ml/kg)

腹腔麻醉大鼠，背部备皮消毒，于后背部 T10 棘

突做正中切口，暴露 T9、T10 棘突及椎板，用咬

骨钳咬除棘突和椎板以暴露脊髓。采用 Allen's 法

建立脊髓损伤模型 [12-13] ：击打器直径 4.0 mm，质量

20 g，打击高度为 2.5 cm，致伤能量 20 g×2.5 cm，

以出现脊髓充血、双下肢、尾巴痉挛为造模成功，

确保每只大鼠达到相同的损伤程度，模型的稳定

性与可重复性良好。术后处理 ：将每只大鼠分笼

饲养，食物和饮水不限，室温维持在 (25±1)℃，

保持干燥通风。术后定时协助大鼠排尿、排便。

4 Western blot 检测 LC3、Caspase-3　SCI 模型建

立后统一于 3 d 时取脊髓组织。用 RIPA 裂解液裂

解脊髓组织，提取总蛋白，用 BCA 法测蛋白浓度。

制备 15% SDS-PAGE 进行恒压电泳，通过湿转移

到 PVDF 膜上，封闭液室温封闭 1 h，加入 LC3、

Caspase-3和β-actin 抗体，4℃孵育过夜。洗涤后，

分别加入 HRP 标记的山羊抗小鼠及山羊抗兔二抗，

室温孵育 1 h，用 PBST 洗涤，ECL 化学发光试剂显影。

5 神经元自噬免疫荧光双标记染色 (LC3/NeuN/

DAPI 染色 )　SCI 模型建立后 3 d 取大鼠损伤脊髓

组织，4% 多聚甲醛固定 1 d，30% 蔗糖脱水 2 d。

在冷冻切片机中包埋后行连续横行切片 ( 厚 5μm)。

加正常驴血清封闭 1 h。LC3、NeuN 两种一抗按

1 ∶ 500 稀释混合滴加到切片上，４℃孵育过夜。

加入二抗 FITC 标记的驴抗小鼠 IgG 与 Taxes 标记

的驴抗兔 IgG 的二抗混合物 (1 ∶ 500 稀释 )，室

温孵育 1 h，再用 DAPI 染色 2 min。在避光条件下

于荧光显微镜下观察。对于每段脊髓组织，以打

击点为中心分别向头尾侧延伸 2 mm，共取长度为

4 mm 的脊髓组织进行冷冻切片，每间隔 0.5 mm 取

一张切片，每段脊髓组织取 6 张切片 ；对于每张

切片在 40×10 倍视野下随机选取打击中心周边区

不重叠的 6 个视野。计数绿色荧光的 NeuN 标记与

红色的 LC3 标记共同定位的自噬阳性细胞数。

6 神经元凋亡免疫荧光双标记染色 (TUNEL/NeuN/

DAPI 染色 )　冷冻切片方法同 5。加正常驴血清封

闭 1 h。NeuN 一抗按 1 ∶ 500 稀释滴加到切片上，

4 ℃ 孵 育 过 夜。 加 入 二 抗 FITC 标 记 的 驴 抗 小 鼠

IgG(1 ∶ 500 稀释 )，室温孵育 1 h，再按照 TUNEL

染色试剂盒说明进行操作。再用 DAPI 染色 2 min。
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在避光条件下于荧光显微镜下观察。切片及选取

方法同 5。计数绿色荧光的 NeuN 标记与红色的凋

亡小体标记共同定位的 TUNEL 阳性细胞数。

7 行为学评分　根据文献报道的方法分别于伤后

1 d、3 d 和 7 d 进行 BBB 评分，研究利拉鲁肽对于

大鼠 SCI 的运动恢复作用 [14] ：将动物置于宽阔活

动场地自由活动 5 min，观察其后肢运动情况，分

别评分左右两侧肢体，取平均值为每只大鼠的功

能得分。由不参与动物分组与治疗但熟悉评分标

准的 2 位观察者同时独立进行评分，取平均值。

8 统计学处理　应用 SPSS13.0 软件进行统计学分

析。所得数据均以 -x±s 表示，各组均数间比较采

用单因素方差分析，组间多重比较采用 LSD-t 检

验，检验水准 α=0.05。

结　果

1 各组 LC3- Ⅱ和 Caspase-3 蛋白表达　Sham 组

有 极 少 量 LC3- Ⅱ ；与 Sham 组 相 比，SCI 组 与

Liraglutide 组 LC3- Ⅱ表达量均增多 (P ＜ 0.01) ；与

SCI 组相比，Liraglutide 组 LC3- Ⅱ表达显著增多

(P ＜ 0.01)。Sham 组 Caspase-3 有 少 量 表 达， 而

SCI 组与 Liraglutide 组 Caspase-3 表达量均增加 (P ＜

0.01) ；与 SCI 组 相 比，Liraglutide 组 Caspase-3 表

达量显著降低 (P ＜ 0.01)。见图 1。

2 各组神经元自噬水平比较　DAPI 指示细胞核，

绿色荧光的 NeuN 标记指示神经细胞，红色斑点

荧光的 LC3 标记指示自噬相关蛋白 LC3，绿色与

红色荧光共同定位于的细胞为自噬阳性神经细胞。

Sham 组 LC3 阳性细胞数少，与 Sham 组相比，SCI

组与 Liraglutide 组阳性细胞数增多 (P ＜ 0.01) ；与

SCI 组相比，Liraglutide 组阳性细胞数显著增多 (P ＜

0.01)，提示自噬水平显著提高。见图 2。

3 各组神经元凋亡数量比较　蓝色荧光的 DAPI

指示细胞核，绿色荧光的 NeuN 标记指示神经细胞，

红色荧光是 TUNEL 法指示凋亡小体，绿色与红色

荧光共同定位于的细胞为凋亡神经细胞。与 Sham

组相比，SCI 组与 Liraglutide 组神经细胞凋亡数量

明 显 增 多 (P ＜ 0.01) ；与 SCI 组 相 比，Liraglutide

组神经细胞凋亡数量明显降低 (P ＜ 0.01)。见图 3。

4 行为学评分　Sham 组在 1 d、3 d、7 d 的 BBB 评

分 分 别 为 18.50±1.18、18.92±0.74、19.42±0.86。

SCI 组在 1 d、3 d、7 d 的 BBB 评分分别为 0.91±0.80、

1.50±0.44、3.16±0.82 ；与 Sham 组 相 比，SCI 组

在 1 d、3 d 及 7 d 的运动评分均显著降低 (P ＜ 0.01) ；

Liraglutid 组 在 各 个 时 间 点 BBB 评 分 分 别 为

1.08±0.66、3.75±0.69、6.17±0.61。与 SCI 组相比，

Liraglutide组在3 d和7 d运动功能评分显著提高(P ＜

0.01)。见图 4。

讨　论

  SCI 后脊髓神经元的死亡主要由细胞凋亡所

致 [1,15]。近年来研究表明，自噬与细胞凋亡存在

密切的关系 [2-3]。自噬是真核细胞的一种高度保守

的降解途径，将蛋白质、生物膜、线粒体、核糖

体、内质网及过氧化物酶体等细胞器运送至溶酶

体，形成自噬体后被降解为有生物活性的小分子，

并重新利用，以维持细胞内环境稳定。在内环境

变化 (DNA、线粒体损伤 ) 或应激等外界刺激 ( 氧

供减少、葡萄糖供应不足、氨基酸缺乏 ) 的条件下

可以诱导细胞自噬的发生。Sekiguchi 等 [16] 研究发

现，SCI 后自噬相关蛋白 LC3 增高，同时通过雷帕

霉素促进自噬可以抑制脊髓神经元凋亡。近来较

多研究得出相符结论 [3,17]。因此笔者认为通过促进

SCI 后神经细胞自噬，可能具有抗凋亡作用，为治

疗脊髓损伤提供新的方法。

  GLP-1 的生理功能主要是调节胰岛素分泌及

维持体内葡萄糖代谢，而近年来研究发现，GLP-1

受体在啮齿类动物和心、人脑、脊髓等多种组织

中广泛表达 [18]，其胰腺外作用也逐渐被学者所重

视。利拉鲁肽为长效 GLP-1 类似物，弥补了外周

图 1　Western blot检测各组LC3-Ⅱ和Caspase-3的表达 (aP ＜0.01，与Sham组比较；bP ＜0.01，与SCI组比较 )
Fig. 1　Western blot analysis of LC3-Ⅱ and Caspase-3 protein in different groups (aP ＜0.01, vs sham group; bP ＜0.01, vs SCI group)
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图 2　各组自噬阳性细胞数 (荧光显微镜 , ×400; aP ＜0.01，与Sham
组比较； bP ＜0.01，与SCI组比较 )

Fig. 2　Number of autophagy positive neurons in different groups 
(Fluorescence Microscope, ×400; aP ＜0.01, vs sham group; bP
＜0.01, vs SCI group)

图 3　TUNEL检测各组中神经细胞凋亡情况 (荧光显微镜 , ×400, 
aP ＜0.01，与Sham组比较；bP ＜0.01，与SCI组比较 )

Fig. 3　Neuronal apoptosis was identified by TUNEL staining in 
each group (Fluorescence microscope, ×200; aP ＜0.01, vs 
sham group; bP ＜0.01, vs SCI group)
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图 4　不同实验组行为学评分 (aP ＜ 0.01，与Sham组比较； bP ＜
0.01，与SCI组比较 )

Fig. 4　Behavioral assessment in different groups (aP ＜0.01, vs sham 
group; bP ＜0.01, vs SCI group)

循环中 GLP-1 的半衰期短暂的缺点 (1 ~ 2 min)，一

些研究发现，利拉鲁肽对神经系统有一定的保护

作用 [4-11]，但是利拉鲁肽在神经系统中的作用机制

尚未阐明。

  LC3- Ⅰ和 LC3- Ⅱ蛋白是由哺乳动物中酵母

Atg8 基因的同源物编码的蛋白，参与自噬过程中

自噬体的形成。当细胞发生自噬时，LC3- Ⅰ与磷

脂酰乙醇胺结合，形成 LC3- Ⅱ，进而定位于自噬

体膜上，其含量的多少与自噬体数目成正比，因

此 LC3- Ⅱ常用来衡量细胞自噬水平 [2]。根据先前

学者对于利拉鲁肽在神经系统中的研究 [5] 以及急

性脊髓损伤后的病理过程 [1,13]，本试验在建立 SCI

模型后对每只大鼠立即予以 50μg/kg 利拉鲁肽治

疗，Western blot 法显示，与 Sham 组、SCI 组相比，

Liraglutide 组 LC3- Ⅱ蛋白表达水平增高 ；进一步

通过免疫荧光双标染色示 Liraglutide 组脊髓损伤区

域 LC3- Ⅱ较另外两组表达显著提高。这说明利拉

鲁肽可以提高 SCI 后神经细胞的自噬水平。本研究

结果与 Sharma 等 [10] 发现利拉鲁肽通过促进自噬减

轻肝细胞脂肪性变、促进肝细胞存活的保护作用

相符。同时，Zhou 等 [11] 也指出利拉鲁肽可以通过

促进自噬抑制胆固醇引发的胰腺细胞凋亡。因此，

我们认为利拉鲁肽在 SCI 中的保护作用机制与促进

细胞自噬有密切的关系。

  SCI 导致脊髓氧化应激、炎症反应、血脊髓

屏障破坏、自由基释放、线粒体内质网功能受损

等多方面改变，引起多种促凋亡因子释放，激活

下游凋亡相关蛋白 Caspase-3，最终导致细胞凋

亡 [19]。本研究通过 Western blot 法研究各组凋亡蛋

白 Caspase-3 的表达，结果显示，与 SCI 组相比，

Liraglutide 组 Caspase-3 表达显著减少 ；进一步应

用 TUNEL/NeuN 双 标 染 色 法 发 现 Liraglutide 组 神

经细胞凋亡数量明显小于 SCI 组。以上结果说明

利拉鲁肽可以有效抑制 SCI 后神经细胞凋亡。以

往研究也得出相符结论 ：Hou 等 [6] 研究发现，利

拉鲁肽可以减轻脑出血后的炎症反应与神经损害 ；

Briyal 等 [5] 指出，利拉鲁肽在脑缺血中可以抑制神

经细胞凋亡，促进神经功能恢复。我们进一步通

过在伤后不同时间进行 BBB 评分，结果示与 SCI

组相比，利拉鲁肽在伤后 3 d 与 7 d 可显著提高运

动功能评分。综上，笔者认为利拉鲁肽可以通过

促进自噬从而抑制 SCI 后神经细胞凋亡，减轻神经

损伤。

  研 究 表 明， 利 拉 鲁 肽 等 GLP-1 类 似 物 在 神

经系统等胰腺外系统中的保护作用机制可能是多

方 面 的。 首 先，Ogata 等 [8] 与 Dai 等 [9] 指 出 利 拉

鲁肽可以通过抑制线粒体活性氧自由基生成、减

轻氧化损伤、保护线粒体功能从而抑制人血管平

滑肌细胞与胰腺 B 细胞的凋亡，说明其神经保护

作用可能与保护线粒体功能有关 ；Parthsarathy 和

Hölscher[7] 指出，利拉鲁肽可以减轻大鼠辐射后脑

部慢性炎症，进而改善神经功能 ；此外，Xiong 等 [4]

发现，利拉鲁肽在阿尔茨海默病小鼠模型中有促

进记忆能力恢复、减轻退行性病变的作用。

  综上所述，利拉鲁肽具有抑制神经细胞凋亡

及促进脊髓功能恢复的作用，其可能机制为促进

了 SCI 后神经细胞自噬。本研究为进一步研究及临

床应用奠定基础，并印证了干预自噬可能成为未

来治疗 SCI 的新方法。
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DAC 是否仅通过增加 FasL 的表达来调控宫颈癌的

发生、发展 [18]，还有哪些通路参与其中都有待于

进一步实验验证。

  因此，通过系统合理地应用去甲基化药物

DAC，提高 CTA 表达率，有助于提高肿瘤细胞的

免疫原性，促进以 T 细胞对肿瘤细胞的识别和杀

伤为主的生物免疫治疗。本研究为地西他滨用于

临床宫颈癌的免疫治疗提供实验依据。
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