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Ｇ蛋白偶联受体３９在小鼠脑出血后脑损伤的作用及机制研究

张忠意，唐于广，代金雨，谢宗义　　４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院神经外科

　　［摘要］　目的　探究激活Ｇ蛋白偶联受体３９（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ３９，ＧＰＲ３９）对小鼠脑出
血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）后神经炎症和脑损伤的影响及其作用机制。方法　１７６只雄性
Ｃ５７／ＢＬ６小鼠按随机数字表法分成８组：Ｓｈａｍ组（ｎ＝４２）、ＩＣＨ组（ｎ＝３４）、ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组 （ｎ＝３２）、
ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８组（ｎ＝４４）、ＩＣＨ＋ＧＰＲ３９ｓｉＲＮＡ组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＳｃｒａｍｂｌｅｓｉＲＮＡ组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣ
Ｇ１００８＋６６６１５组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋Ｖｅｈｉｃｌｅ２组 （ｎ＝６）。通过小鼠自体血建立 ＩＣＨ模型。在
小鼠ＩＣＨ建模后１ｈ和２５ｈ灌胃ＧＰＲ３９特异性激动剂ＴＣＧ１００８治疗。在ＩＣＨ建模前２４ｈ，通过侧脑
室注射ＧＰＲ３９ｓｉＲＮＡ、环磷腺苷效应元件结合蛋白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）抑制
剂６６６１５分别抑制内源性的ＧＰＲ３９和ｐＣＲＥＢ的表达。小鼠ＩＣＨ后４８ｈ，通过改良的加西亚实验、前
肢置放实验、转角实验评估小鼠短期的神经功能缺陷，脑组织湿／干法测定脑含水量；免疫荧光检测血肿
周围脑组织ＧＰＲ３９与神经元、小胶质细胞共定位和 ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）在神经元中的表达情况；ＥＬＩＳＡ检测血肿周
围组织中的白介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β），肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）和髓过
氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）的含量；ＴＵＮＥＬ检测血肿周围凋亡神经元的数量；尼氏染色评估血肿
周围神经元损伤情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测血肿周围脑组织中ＧＰＲ３９、ｐＣＲＥＢ、ＣＲＥＢ、ＮＲＬＰ３、裂解型半胱
天冬酶１（Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１，Ｃｃａｓｐａｓｅ１）、ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ蛋白（ＧＳＤＭＤ）的表达。结果　ＧＰＲ３９在小鼠
ＩＣＨ后４８ｈ达到表达高峰（Ｐ＜０．０５），在神经元和小胶质细胞均有表达。ＴＣＧ１００８（２４ｍｇ／ｋｇ）激活
ＧＰＲ３９后显著改善了小鼠 ＩＣＨ后改良的加西亚实验评分，左前肢放置成功率和左转次数增加（Ｐ＜
０．０５）。同侧基底节（ｂａｓａｌｇａｎｇｌｉａ，ＢＧ）和皮层（ｃｏｒｔｅｘ，ＣＸ）的脑水肿显著减轻（Ｐ＜０．０５）。血肿周围凋
亡和受损的神经元数量显著减少（Ｐ＜０．０５）。焦亡相关分子ＮＬＲＰ３、Ｃｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ的表达和炎症
相关因子ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＭＰＯ的水平降低（Ｐ＜０．０５）。敲低 ＧＰＲ３９和下调 ｐＣＲＥＢ的表达显著增加了
小鼠ＩＣＨ后血肿周围脑组织焦亡相关分子的表达和炎症相关因子的含量（Ｐ＜０．０５）。结论　ＧＰＲ３９激
活可能部分通过ＣＲＥＢ信号通路抑制小鼠ＩＣＨ后的神经炎症和脑损伤，ＧＰＲ３９可能是ＩＣＨ后减轻神经
炎症和脑损伤潜在的治疗靶点。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒｓｉｎｐｅｒｉｈｅｍａｔｏｍａｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｐｏｓｔ
ＩＣＨｉｎｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＧＰＲ３９ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍａｙｉｎｈｉｂｉｔｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ
ａｆｔｅｒＩＣＨ ｉｎｍｉｃｅｐａｒｔｌｙｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＣＲＥＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ＧＰＲ３９ｍａｙｂｅａｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｆｏｒｍｉｔｉｇａｔｉｎｇｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｂｒａｉｎｄａｍａｇｅａｆｔｅｒＩＣＨ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ；ｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ；Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ３９

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＢ２０２３ＮＳＣＱＭＳＸ０１０７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸＩＥＺｏｎｇｙｉ，Ｅｍａｉｌ：
ｚｙｘｉｅ２００８＠ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　脑出血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）的预后差
与血肿形成后的继发性脑损伤（ｓｅｃｏｎｄａｒｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，
ＳＢＩ）密切相关［１］。ＳＢＩ的病理生理机制包括氧化应
激、细胞凋亡、铁死亡、线粒体功能障碍和神经炎症等，

然而目前ＳＢＩ的发病机制尚未完全阐明［２］。神经炎症

作为ＩＣＨ后ＳＢＩ病理生理学的主要因素之一，介导了
ＩＣＨ后继发性的神经元死亡。焦亡是一种由炎症小体
介导的新型程序性细胞死亡，其特点是质膜快速破裂

和胞内物质的释放，其中炎性物质的释放可进一步促

进ＩＣＨ后过度的神经炎症反应［３－４］。因此，抑制神经

元焦亡从而减少炎性物质释放可能是减轻 ＩＣＨ后的
神经炎症和脑损伤的治疗靶点。

　　Ｇ蛋白偶联受体３９（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ３９，
ＧＰＲ３９）是细胞膜上 Ｇ蛋白偶联受体家族的成员之
一［５］。研究表明ＧＰＲ３９可以调节大量的生理功能，如
细胞的增殖和分化、细胞连接和离子的转运等［６］。最

近，越来越多的体外证据表明，激活 ＧＰＲ３９通过减少

促炎细胞因子白介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）的表
达、增强抗炎细胞因子白介素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ１０）
的产生发挥抗炎活性。在中枢神经系统中，ＧＰＲ３９被
证实在维持神经系统、神经精神和神经血管生理稳态

中都发挥着重要的作用，并展现出其作为相关疾病治

疗靶点的潜力［７－９］。体外的细胞实验证明，激活

ＧＰＲ３９可以减轻由皮质酮引起的神经元细胞损伤［１０］。

在体内大鼠模型的研究中，激活 ＧＰＲ３９可通过抑制
因缺血缺氧脑病导致的神经炎症，从而改善新生大鼠

的神经功能和脑损伤［１１］。然而，激活 ＧＰＲ３９在 ＩＣＨ
后脑损伤是否具有神经保护作用，目前仍然不清楚。

　　研究表明 ＧＰＲ３９激活后可引起磷酸化的环磷腺
苷效应元件结合蛋白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＥＢ）表达增加［１２］。在小鼠 ＩＣＨ模型中，通
过激活ＣＲＥＢ信号通路可抑制氧化应激和改善神经炎
症从而提供神经保护［１３］。最近的研究表明 ＣＲＥＢ激
活可以调节 ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３

５５２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１１）



（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）的表达，从而起到抗炎作用［１４］。

　　本研究假设激活 ＧＰＲ３９可能部分通过 ＣＲＥＢ信
号通路抑制神经元焦亡引起的神经炎症。通过自体血

注射法建立小鼠ＩＣＨ模型，探索激活ＧＰＲ３９后可能的
神经保护作用及其相关机制，旨在为 ＩＣＨ后改善 ＳＢＩ
寻找新的临床治疗方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物及材料
　　１７６只雄性Ｃ５７／ＢＬ６小鼠（ＳＰＦ级，年龄６～８周，
体质量２０～２５ｇ）从重庆医科大学动物实验中心购买
［生产许可证：ＳＣＸＫ（渝）２０２２００１０，使用许可证：
ＳＹＸＫ（渝）２０２２００１６］。将小鼠置于温度为（２２±１）℃
和周期为１２ｈ自然光和暗光的受控环境中，在生活区
内可以不受限制地获得新鲜食物和干净的水。动物实

验经重庆医科大学动物伦理委员会审核通过（ＩＡＣＵＧ
ＣＱＭＵ２０２２００１５）。所有的操作过程和处死方案遵循
国际通用实验动物使用指南。小鼠按随机数字表法分

成８组：Ｓｈａｍ组（ｎ＝４２）、ＩＣＨ组（１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、
７２ｈ、７ｄ，ｎ＝３４）、ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组（ｎ＝３２）、ＩＣＨ＋ＴＣ
Ｇ１００８组（ｎ＝４４）、ＩＣＨ＋ＧＰＲ３９ｓｉＲＮＡ组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋
ＳｃｒａｍｂｌｅｓｉＲＮＡ组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋６６６１５组
（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋Ｖｅｈｉｃｌｅ２组 （ｎ＝６）。
ＧＰＲ３９抗体购自中国博奥森公司，抗神经元细胞核
（ＮｅｕＮ）抗体购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，
抗离子钙接头分子１（Ｉｂａ１）抗体购自中国艾方生物公
司，ｐＣＲＥＢ抗体、Ｃｃａｓｐａｓｅ１和 ＮＬＲＰ３抗体购自美
国 Ａｂｃａｍ 公 司，ＣＲＥＢ 抗 体、ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ 蛋 白
（ＧＳＤＭＤ）抗体和 βａｃｔｉｎ抗体购自中国武汉三鹰公
司，抗鼠或抗兔二抗购自中国爱博泰克公司。ＥＬＩＳＡ
试剂盒购自美国 Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司，ＴＵＮＥＬ凋亡和尼
氏染色试剂盒购自中国塞维尔生物。蛋白提取试剂

盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒等购自中国碧云天生物
科技有限公司。

１．２　方法
１．２．１　小鼠脑出血模型的建立　　小鼠经腹腔注射
１％戊巴比妥（５０ｍｇ／ｋｇ）深度麻醉后，俯卧位固定于立
体定位仪框架内，在前囟右侧距离颅骨中线２ｍｍ处，使
用直径 １ｍｍ的钻头钻 １个小孔。从小鼠尾部抽取
３０ｍＬ尾静脉血，然后将未抗凝的血液通过微量注射器
缓慢注射至小鼠右侧基底节，其立体定位坐标为：前囟

前方０．２ｍｍ，前囟右侧２．３ｍｍ，颅骨腹侧３．５ｍｍ。在
目标位置上方０．７ｍｍ处先注射５ｍＬ血液并保持微量
注射器在原位５ｍｉｎ，将剩余的２５ｍＬ血液输送到３．５ｍｍ
深度。注射后固定针头 １０ｍｉｎ，接着以 １ｍｍ／ｍｉｎ的

速度缓慢退出针头。最后用骨蜡覆盖钻孔，缝皮后消

毒。ＩＣＨ组小鼠都进行了脑出血模型的建立，其中
Ｓｈａｍ组小鼠在相同位置注射等体积的无菌生理盐水。
１．２．２　侧脑室注射　　小鼠深度麻醉后固定于立体
定位仪，去除毛发消毒后沿中线做纵向切口，在前囟右

侧距离颅骨右侧１ｍｍ处，钻１个小孔以方便针头穿
过，并在 ２．５ｍｍ深度将药物注射到侧脑室。将
ＧＰＲ３９ｓｉＲＮＡ（ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ，上海，正义链５′ＧＣＧＣＵＡ
ＣＡＵＵＧＣＣＡＵＵＵＧＵＴＴ３′，反义链 ５′ＡＣＡＡＡＵＧＧＣＡ
ＡＵＧＵＡＧＣＧＣＴＴ３′）或 ＳｃｒａｍｂｌｅｓｉＲＮＡ（ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ，
上海，正义链 ５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＡＣＧＵＴＴ３′，反义链
５′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３′）或 ＣＲＥＢ抑制
剂６６６１５（ＭＣＥ，美国）按照制造商的说明溶解在无菌
无核酸水中。使用微型注射器将 ＧＰＲ３９ｓｉＲＮＡ或
ＳｃｒａｍｂｌｅｓｉＲＮＡ（１００ｐｍｏｌ／２

!

Ｌ）或６６６１５（１０ｍｇ／ｋｇ）
的混合物注入侧脑室。注射完毕后，将针头保持在原

位５ｍｉｎ后，再缓慢拔出针头。最后用骨蜡封住颅骨
针刺口，缝合切口并消毒。在手术干预和术后恢复期

间全程用加热垫保持合适的温度以保持小鼠体温。其

中ＩＣＨ＋ＧＰＲ３９ｓｉＲＮＡ组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＳｃｒａｍｂｌｅｓｉＲＮＡ
组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋６６６１５组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋
ＴＣＧ１００８＋Ｖｅｈｉｃｌｅ２（ｎ＝６）组都进行了对应药物或对
照载体的侧脑室注射操作。

１．２．３　ＴＣＧ１００８灌胃　　在小鼠ＩＣＨ建模后１ｈ和
２５ｈ根据小鼠体质量给予３种不同剂量的 ＴＣＧ１００８
（８、２４、７２ｍｇ／ｋｇ）灌胃。轻柔的抓住小鼠，使其头、颈
和身体呈一直线，将溶解充分的 ＴＣＧ１００８混合液灌
胃。灌胃过程中控制好速度，以减少小鼠的不适感，灌

胃完成后，仔细观察小鼠反应。其中 ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组
和ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８组所有的小鼠进行了药物或对照
载体溶剂灌胃治疗。

１．２．４　神经行为功能评估　　神经行为功能评估包
括改良的加西亚实验、前肢置放实验和转角实验三部

分。改良的加西亚实验评分由 ７个独立的子测试组
成，包括自由运动（０～３分）、轴向感觉（１～３分）、爪接
触反应（１～３分）、侧向转身（０～３分）、前肢伸展（０～
３分）、肢体对称性运动（０～３分）和攀爬能力（１～
３分），共２１分，评分越低表明神经损伤越严重。前肢
置放实验是由实验人员轻柔地抬起小鼠的身体，让它

的前肢摇摆，让小鼠左侧触须擦拭台面的边缘，统计

１０次实验后小鼠左前肢成功放在台面的次数，每次实
验间隔１ｍｉｎ，成功次数越低表明神经损伤越严重。转
角实验是将小鼠被放在 １个 ３０°的角落，小鼠可自由
地向右转或向左转离开拐角。进行１０次实验，２次实
验之间至少间隔 ３０ｓ。计算出１０次转向中小鼠左转
次数的百分比，小鼠左转的次数比例越高表明神经功

６５２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



能损伤恢复越好。测试均由对本实验不知情的实验员

测试并记录。其中 Ｓｈａｍ组（ｎ＝１２）、ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组
（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８（８ｍｇ／ｋｇ）组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋
ＴＣＧ１００８（２４ｍｇ／ｋｇ）组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８
（７２ｍｇ／ｋｇ）组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋
ＴＣＧ１００８＋６６６１５组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋Ｖｅｈｉｃｌｅ
２组（ｎ＝６）小鼠进行了神经行为评估。
１．２．５　脑水含量测定　　小鼠经深度麻醉后立即予
以处死，完整的取出脑组织。脑组织被迅速分为５个
部分：同侧（ｉｐｓｉｌａｔｅｒａｌ）和对侧（ｃｏｎｔｒａｌａｔｅｒａｌ）的基底节
（ｂａｓａｌｇａｎｇｌｉａ，ＢＧ）组织、同侧和对侧的皮层（ｃｏｒｔｅｘ，
ＣＸ）组织、小脑（ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ）组织，其中小脑组织作为
内部对照。使用电子分析天平称量每个部分湿质量

（ｗｅｔｗｅｉｇｈｔ，ＷＷ），在１００℃下干燥７２ｈ以获得干质
量（ｄｒｙｗｅｉｇｈｔ，ＤＷ）。脑含水量＝［（ＷＷ－ＤＷ）／ＷＷ］×
１００％。其中Ｓｈａｍ组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组（ｎ＝６）、
ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８（８ｍｇ／ｋｇ）组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８
（２４ｍｇ／ｋｇ）组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８（７２ｍｇ／ｋｇ）组
（ｎ＝６）进行了脑水含量测定。
１．２．６　脑切片的制备　　小鼠深度麻醉后，通过心尖
灌注４℃预冷的２０ｍＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ，
ｐＨ＝７．４）置换出体内的血液，快速收集整个大脑，然
后在 ４％的多聚甲醛中于 ４℃固定 ２４ｈ。分别在
１０％、２０％、３０％的蔗糖溶液中脱水后经ＯＣＴ化合物包
埋。在－２５℃的低温恒温切片机将脑组织切成厚度为
１０

!

ｍ的冠状切片，用于进行后续免疫荧光、ＴＵＮＥＬ
染色和尼氏染色实验。

１．２．７　免疫荧光染色　　将经脱蜡、抗原修复、破膜
后的脑组织切片用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤３次后，每次
１０ｍｉｎ。然后与一抗４℃孵育过夜：抗离子钙接头分
子１（Ｉｂａ１，１∶１００）、抗神经元细胞核（ＮｅｕＮ，１∶２００）、
ＧＰＲ３９（１∶２５０）、ＮＬＲＰ３（１∶２５０），随后与荧光二抗抗
鼠或抗兔 （１∶２５０，Ａｂｂｋｉｎｅ，中国）在３７℃孵育１ｈ，最
后用ＤＡＰＩ染色１０ｍｉｎ后封片。封片后用荧光显微镜
（ＵＨＧＬＧＰＳ，ＯＬＹＭＰＵＳ，日本）观察并拍照。其中
Ｓｈａｍ组（ｎ＝８）、ＩＣＨ２４ｈ组（ｎ＝４）、ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组
（ｎ＝４）和ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８（ｎ＝４）组小鼠脑切片进行了
免疫荧光染色。

１．２．８　ＥＬＩＳＡ检测炎性相关因子　　将小鼠麻醉后
立即处死，获得完整的小鼠的脑组织，取出血肿周围

（０．５～２．０ｍｍ）脑组织加入含有蛋白酶抑制剂的裂解
液并匀浆，匀浆充分后的混合液在 ４℃超速离心机
（１００００×ｇ）离心１０ｍｉｎ，取上清液进行测定。最后根
据试剂商提供的 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书分别在各自的
不同波长处测量所得上清液中白介素１β（ＩＬ１β），肿
瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）和髓过氧
化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）的ＯＤ值，记录标准品、

对照品的平均ＯＤ值，然后将数据生成标准曲线，最后
带入各个样品孔的平均 ＯＤ值后计算出对应的数值。
其中Ｓｈａｍ组（ｎ＝１２）、ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组（ｎ＝１２）、ＩＣＨ＋
ＴＣＧ１００８组（ｎ＝１２）、ＩＣＨ＋ＧＰＲ３９ｓｉＲＮＡ组（ｎ＝６）
和ＩＣＨ＋ＳｃｒａｍｂｌｅｓｉＲＮＡ组（ｎ＝６）小鼠脑组织进行了
ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＭＰＯ检测。
１．２．９　ＴＵＮＥＬ染色　　使用 ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测
试剂盒检测神经元的凋亡情况。脑切片按先前概述的

方法制备和脱蜡处理后用按免疫荧光处理方法，切片

在４℃与小鼠抗ＮｅｕＮ抗体（１∶１００）孵育１２ｈ，然后用
蛋白酶Ｋ溶液（２０ｍｇ／ｍＬ）在３７℃下处理切片２０ｍｉｎ。
处理后的切片用 ＰＢＳ洗涤 ３次，每次 １０ｍｉｎ，洗涤后
将脑切片与ＴＵＮＥＬ溶液（含 ＴｄＴ酶溶液）在 ３７℃黑
暗环境中孵育 ３０ｍｉｎ。孵育用 ＰＢＳ洗涤 ３次后与
ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４（１∶５００）标记的二抗在 ３７℃下孵育
１ｈ，用ＤＡＰＩ染色液以显示细胞核。最后封片后在荧
光显微镜观察。其中Ｓｈａｍ组（ｎ＝４）、ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组
（ｎ＝４）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８（ｎ＝４）组小鼠脑切片进行了
ＴＵＮＥＬ染色检测。
１．２．１０　尼氏染色　　尼氏染色用于观察血肿周围神
经元细胞的形态特征和细胞密度。石蜡切片经过脱蜡

和再水化后，脑切片在甲苯胺蓝溶液（塞维尔生物）中

染色４０ｍｉｎ，温度 ５０～６０℃。切片在梯度酒精下脱
水，用二甲苯澄清，用中性树脂封片。最后在显微镜下

观察血肿周围存活神经元结构和形态并计数。其中

Ｓｈａｍ组（ｎ＝４）、ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组（ｎ＝４）、ＩＣＨ＋ＴＣ
Ｇ１００８（ｎ＝４）组小鼠脑切片进行了尼氏染色检测。
１．２．１１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　　小鼠深度麻醉后断头
取脑组织（靠近血肿周围组织 ０．５～２．０ｍｍ），使用
ＲＩＰＡ裂解缓冲液制备蛋白样本。然后将等量 ３０

!

ｇ
的脑组织提取蛋白标本装载到８％浓度的ＳＤＳＰＡＧ凝
胶上并进行电泳。电泳完成后将载装蛋白的凝胶转移

到ＰＶＤＦ膜上，２５０ｍＡ恒定电流转膜，转膜后室温封
闭膜１ｈ，封闭完成后的ＰＶＤＦ膜在４℃与对应的蛋白
一抗稀释液孵育１２ｈ。孵育后的条带用ＴＢＳＴ清洗３次，
每次１０ｍｉｎ，随后将条带在３７℃与对应的二抗（抗兔或
抗鼠）室温继续孵育１ｈ。最后用ＥＣＬ显影液在曝光分
析仪下成像并保留图片。采集的图片采用ＩｍａｇｅＪ软件
分析得出灰度值并记录。其中 Ｓｈａｍ组（ｎ＝１８）、ＩＣＨ
组（ｎ＝３０）、ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组 （ｎ＝１２）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８
组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＧＰＲ３９ｓｉＲＮＡ组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋
ＳｃｒａｍｂｌｅｓｉＲＮＡ组（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋６６６１５组
（ｎ＝６）、ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋Ｖｅｈｉｃｌｅ２组 （ｎ＝６）小鼠脑
组织进行了Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．３　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９进行数据的统计分析，数
据用 珋ｘ±ｓｅ表示。２组之间采用 Ｔｕｋｅｙ’ｓ检验，多组间

７５２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１１）



统计采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５被认为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＩＣＨ后血肿周围组织的内源性ＧＰＲ３９表达增加
　　小鼠ＩＣＨ后，按不同时间点取血肿周围组织，采

用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光检测内源性的ＧＰＲ３９的表
达（图１Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 Ｓｈａｍ组相比，
ＧＰＲ３９在小鼠ＩＣＨ后４８ｈ达到表达高峰（Ｐ＜０．０５，图
１Ｂ、Ｃ）。双标免疫荧光结果表明，ＧＰＲ３９在神经元和
小胶质细胞中均有表达，与 Ｓｈａｍ组相比，ＩＣＨ后４８ｈ
ＧＰＲ３９的表达增加（图１Ｄ）。
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Ａ：脑组织标本取样范围示意图；Ｂ、Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＩＣＨ后各个时间点血肿周围组织中 ＧＰＲ３９的表达及
ＧＰＲ３９定量分析（ｎ＝６，珋ｘ±ｓｅ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；Ｄ：双标免疫荧光染色观察脑出血后４８ｈＧＰＲ３９后神
经元（ＮｅｕＮ）和小胶质细胞（Ｉｂａ１）在血肿周围组织中的表达和细胞定位

图１　小鼠ＩＣＨ后血肿周围组织中ＧＰＲ３９的表达及细胞定位
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２．２　ＴＣＧ１００８激活ＧＰＲ３９改善小鼠 ＩＣＨ后短期神
经功能缺陷和脑水肿

　　与Ｓｈａｍ组相比，短期神经功能测试（改良的加西
亚实验、前肢置放实验和转角实验）结果表明，在 ＩＣＨ
后４８ｈ，小鼠出现严重的神经功能缺陷，相较于低剂量
ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８（８ｍｇ／ｋｇ）组和高剂量 ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８
（７２ｍｇ／ｋｇ）组，中等剂量组ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８（２４ｍｇ／ｋｇ）
组激活ＧＰＲ３９后显著改善了小鼠 ＩＣＨ后改良的加西
亚实验评分、左前肢放置成功率和左转次数增加（Ｐ＜
０．０５，图２Ａ～Ｃ）。与 ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组相比，ＴＣＧ１００８
（２４ｍｇ／ｋｇ）组小鼠同侧基底节和皮层的脑水肿显著
减轻（Ｐ＜０．０５，图２Ｄ）。根据以上实验结果，后续实验
选择２４ｍｇ／ｋｇ为ＴＣＧ１００８的最佳治疗剂量，并选择
ＩＣＨ后４８ｈ作为实验终止时间点。
２．３　ＴＣＧ１００８激活ＧＰＲ３９降低 ＩＣＨ后相关炎性因

子的表达

　　ＥＬＩＳＡ结果表明，小鼠 ＩＣＨ后４８ｈ，与 Ｓｈａｍ组相
比，ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组在ＩＣＨ后４８ｈ促炎相关因子ＩＬ１β、
ＴＮＦα和ＭＰＯ的水平显著升高。同 ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组
相比，ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８组中ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＭＰＯ的水
平显著降低（Ｐ＜０．０５，图 ３Ａ～Ｃ）。免疫荧光结果表
明，同 Ｓｈａｍ组相比，ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组神经元中 ＮＬＲＰ３
炎症小体的表达明显升高，与 ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组相比，

ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８组神经元中 ＮＬＲＰ３炎症小体的表达
显著减少（Ｐ＜０．０５，图３Ｄ、Ｅ）。
２．４　ＴＣＧ１００８激活ＧＰＲ３９减少 ＩＣＨ后血肿周围神

经元的损伤

　　ＴＵＮＥＬ染色结果表明，小鼠 ＩＣＨ后 ４８ｈ，ＩＣＨ＋
Ｖｅｈｉｃｌｅ组小鼠脑组织血肿周围凋亡的神经元数量相
较于Ｓｈａｍ组显著升高，ＴＣＧ１００８治疗后血肿周围的
神经元凋亡的数量显著减少（Ｐ＜０．０５，图４Ａ、Ｂ）。尼
氏染色结果显示，ＩＣＨ后血肿周围的正常形态的存活的
神经元数量减少，与ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组相比，经ＴＣＧ１００８
治疗后，血肿周围神经元细胞轮廓更清晰，存活的神

经元数量增多（Ｐ＜０．０５，图４Ｃ、Ｄ）。
２．５　敲低ＧＰＲ３９对ＩＣＨ后细胞焦亡相关分子表达和

促炎相关因子影响

　　为了验证ＧＰＲ３９对焦亡相关分子的影响，在 ＩＣＨ
建模前２４ｈ经侧脑室注射 ＧＰＲ３９ｓｉＲＮＡ以抑制内源
性ＧＰＲ３９的表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＥＬＩＳＡ检测结果表
明，与ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组相比，ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８组中焦亡
相关分子 ＮＬＲＰ３、Ｃｃａｓｐａｓｅ１和 ＧＳＤＭＤ的表达和促
炎相关因子ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＭＰＯ的水平降低。然而，
ＩＣＨ＋ＧＰＲ３９ｓｉＲＮＡ组与ＩＣＨ＋ＳｃｒａｍｂｌｅｓｉＲＮＡ组相比，
敲低ＧＰＲ３９后焦亡相关分子的表达和促炎相关因子
的水平部分增加（Ｐ＜０．０５，图５）。
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图２　ＴＣＧ１００８治疗ＩＣＨ后４８ｈ各组小鼠神经功能和脑水含量（ｎ＝６，珋ｘ±ｓｅ）
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组；３：ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组比较
Ａ～Ｃ：小鼠ＩＣＨ后４８ｈ各组ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＭＰＯ的含量（ｎ＝６，珋ｘ±ｓｅ）；Ｄ、Ｅ：免疫荧光观察ＮＬＲＰ３在各组的表达
及半定量分析（ｎ＝４，珋ｘ±ｓｅ）

图３　ＴＣＧ１００８激活ＧＰＲ３９对小鼠ＩＣＨ后血肿周围组织炎性因子的影响
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组；３：ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组比较
Ａ：ＩＣＨ后４８ｈ各组ＴＵＮＥＬ染色；Ｂ：ＴＵＮＥＬ阳性神经元数量与总神经元数量比值（ｎ＝４，珋ｘ±ｓｅ）

图４　ＴＣＧ１００８激活ＧＰＲ３９对ＩＣＨ后血肿周围神经元损伤的影响

（图Ｃ、Ｄ续下页）
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组；３：ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组比较
Ｃ：ＩＣＨ后４８ｈ各组尼氏染色；Ｄ：神经元尼氏染色阳性细胞数目（ｎ＝４，珋ｘ±ｓｅ）

续图４　ＴＣＧ１００８激活ＧＰＲ３９对ＩＣＨ后血肿周围神经元损伤的影响
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组；３：ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８组；４：ＩＣＨ＋ＧＰＲ３９ｓｉＲＮＡ组；５：ＩＣＨ＋ＳｃｒａｍｂｌｅｓｉＲＮＡ组；ａ：Ｐ＜
０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣＨ＋ＳｃｒａｍｂｌｅｓｉＲＮＡ组比较
Ａ～Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＧＰＲ３９、ｐＣＲＥＢ、ＮＬＲＰ３、Ｃｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ的蛋白表达及半定量分析；Ｇ～Ｉ：ＩＣＨ后
４８ｈ各组ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＭＰＯ的含量

图５　敲低ＧＰＲ３９对ＩＣＨ后血肿周围脑组织细胞焦亡相关分子和炎症相关因子的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓｅ）
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２．６　６６６１５部分减少ＴＣＧ１００８激活ＧＰＲ３９的神经
保护作用

　　为明确 ＴＣＧ１００８激活 ＧＰＲ３９的神经保护作用
是否与ＣＲＥＢ信号通路有关，在ＩＣＨ建模前２４ｈ通过
侧脑室注射６６６１５，并在建模后给予ＴＣＧ１００８治疗。
与ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋Ｖｅｈｉｃｌｅ２组相比，ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋
６６６１５组小鼠ＩＣＨ后４８ｈ呈现出明显的神经功能缺
陷（Ｐ＜０．０５，图６Ａ～Ｃ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明，当下
调ｐＣＲＥＢ的表达后，与 ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋Ｖｅｈｉｃｌｅ２组
相比，ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋６６６１５组小鼠血肿周围组织中
的 ＮＬＲＰ３、Ｃｃａｓｐａｓｅ１和 ＧＳＤＭＤ的表达增加（Ｐ＜
０．０５，图６Ｄ～Ｈ）。

３　讨论

　　本研究利用小鼠ＩＣＨ模型对ＧＰＲ３９的激活可能部

分通过ＣＲＥＢ信号通路抑制神经元焦亡后神经炎症的
作用进行了探讨。观察到以下结果：①小鼠ＩＣＨ后血肿
周围组织内ＧＰＲ３９表达升高，神经元和小胶质细胞上
均有ＧＰＲ３９表达；②ＴＣＧ１００８激活 ＧＰＲ３９可显著改
善小鼠短期的神经功能障碍和脑水肿；③ＴＣＧ１００８激
活ＧＰＲ３９减轻了小鼠 ＩＣＨ后血肿周围组织神经元的
损伤，并伴有 ＮＬＲＰ３的表达减少，ＩＬ１β、ＴＮＦα和
ＭＰＯ的水平降低；④敲低 ＧＰＲ３９部分增加 ＩＣＨ后焦
亡相关因子 ＮＬＲＰ３、Ｃｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ和炎症相关
因子的表达；⑤ＣＲＥＢ信号通路可能是 ＧＰＲ３９介导神
经保护的潜在机制。

　　焦亡的途径包含经典和非经典焦亡途径。其中经
典的焦亡途径由ｃａｓｐａｓｅ１介导［１５］。最新的研究表明，

ＮＬＲＰ３炎症小体可通过激活 ｃａｓｐａｓｅ１触发 ＧＳＤＭＤ
的切割和加速促炎性因子的成熟参与到ＩＣＨ后的细胞
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组；３：ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８组；４．ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋６６６１５组；５：ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋Ｖｅｈｉｃｌｅ２组；
ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣＨ＋Ｖｅｈｉｃｌｅ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＩＣＨ＋ＴＣＧ１００８＋Ｖｅｈｉｃｌｅ２组比较
Ａ～Ｃ：ＩＣＨ后４８ｈ各组小鼠改良 Ｇａｒｃｉａ评分、左前肢放置实验和转角实验；Ｄ～Ｈ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＣＲＥＢ、
ＮＬＲＰ３、Ｃｃａｓｐａｓｅ１和ＧＳＤＭＤ蛋白表达及半定量分析

图６　６６６１５部分减少ＴＣＧ１００８激活ＧＰＲ３９对ＩＣＨ后小鼠的短期神经功能和细胞焦亡分子的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓｅ）
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焦亡的过程［１６］。裂解的 ＧＳＤＭＤ在细胞膜上形成非
选择的细胞膜孔，以加速细胞内炎症物质的释放，从而

导致炎症反应进一步加重，最终导致细胞炎性死

亡［１７－１８］。焦亡是ＩＣＨ导致脑损伤的重要机制，可导致
血肿周围神经元细胞在内的多种细胞炎性死亡［１９］。

本研究观察到小鼠 ＩＣＨ后血肿周围神经元内焦亡相
关分子ＮＬＲＰ３的表达增加，表明神经元细胞焦亡参与
了ＩＣＨ后脑损伤的过程，因此抑制神经元细胞焦亡可
能缓解ＩＣＨ后过度的神经炎症和脑损伤。
　　Ｇ蛋白偶联受体家族具有典型的七次跨膜结构，
使它们能够检测各种细胞刺激，也使其成为药理学干

预的理想靶点［２０］。ＧＰＲ３９已被证实在中枢神经系统
中的杏仁核、海马区和听觉皮层中广泛表达［７］。Ｚｎ２＋

既往被确定为ＧＰＲ３９的生理激动剂，胞外的Ｚｎ２＋可激
活ＧＰＲ３９受体从而触发多种信号传导途径［６］。缺锌

饮食会导致海马区ＧＰＲ３９表达下降，膳食补锌后可显
著消除 ＧＰＲ３９的异常表达［２１］。在中风的内环境下，

脑组织的神经元会大量释放细胞外Ｚｎ２＋以促进促炎症
细胞因子的产生［２２］。本研究观察到 ＩＣＨ后血肿周围
ＧＰＲ３９的表达以时间依赖性方式增加，可能是由于神
经元释放的 Ｚｎ２＋导致的。然而 Ｚｎ２＋导致内源性
ＧＰＲ３９的表达增加可能还不足以抵抗小鼠 ＩＣＨ后的
整体脑损伤。因此，在给予激动剂进一步激活 ＧＰＲ３９
的表达后，本研究观察到小鼠短期神经行为缺陷的改

善，这表明ＧＰＲ３９参与了ＩＣＨ后的病理进展过程。
　　既往研究表明，ＧＰＲ３９在促进伤口愈合、减轻炎
症性肠病症状、减轻焦虑行为和促进胰岛素分泌等方

面发挥着重要作用［２３］。在中枢神经系统中，体外研究

发现激活ＧＰＲ３９可以通过抗细胞凋亡和缓解内质网
应激保护海马神经元细胞［１０］。体内实验表明激活

ＧＰＲ３９可以抑制神经炎症从而改善新生大鼠的神经
行为缺陷［１１］。在本研究中，ＴＣＧ１００８激活ＧＰＲ３９显
著改善了小鼠ＩＣＨ后短期的神经行为缺陷和脑水肿，
下调了小鼠血肿周围组织焦亡相关分子 ＮＬＲＰ３、
Ｃｃａｐａｓｅ１和ＧＳＤＭＤ的表达，并降低了促炎相关因子
ＩＬ１β，ＴＮＦα和 ＭＰＯ的水平。ＧＰＲ３９ｓｉＲＮＡ敲低
ＧＰＲ３９后小鼠血肿周围组织 ＮＬＲＰ３、Ｃｃａｐａｓｅ１和
ＧＳＤＭＤ以及炎性相关因子的表达增加。因此，
ＧＰＲ３９在小鼠 ＩＣＨ后可能通过抑制血肿周围组织神
经元焦亡，减少炎性物质的释放，从而减轻神经炎症和

脑损伤。

　　ＧＰＲ３９是Ｇ蛋白偶联受体家族中的一员，其可能
通过经典的Ｇ蛋白偶联受体／ＰＫＡ途径调节 ＣＲＥＢ信
号进而调节炎症小体的表达［２４－２５］。在ＩＣＨ的研究中，
ＣＲＥＢ激活通常起到抗神经炎症的作用［２６］。研究发

现，激活ＧＰＲ３９可通过ＣＲＥＢ信号通路抑制皮质酮诱
导的海马细胞神经元凋亡［１０］。最近的研究表明

ＣＲＥＢ参与了 ＩＣＨ后神经元焦亡的机制［２４］。同之前

研究一致，本研究观察到激活ＧＰＲ３９增加了ｐＣＲＥＢ的
表达，而６６６１５抑制ｐＣＲＥＢ后部分减轻了ＴＣＧ１００８
激活ＧＰＲ３９后的神经保护作用。表明激活 ＧＰＲ３９可
能部分通过ＣＲＥＢ信号通路调节神经元焦亡从而抑制
神经炎症。

　　据报道，ＧＰＲ３９是一种多功能蛋白，研究证实激
活ＧＰＲ３９可通过Ｓｉｒｔ１／ＰＧＣ１α／Ｎｒｆ２信号通路调节线
粒体生物发生从而减轻神经炎症引起的慢性神经性疼

痛，但本研究仅探索了ＧＰＲ３９激活后在ＩＣＨ后抗神经
元焦亡和神经炎症的作用。由于 ＧＰＲ３９还在小胶质
细胞中表达，其在ＩＣＨ后参与小胶质细胞中的抗焦亡
作用需要进一步研究。未来还需要进一步探索给予

ＴＣＧ１００８激活 ＧＰＲ３９后在 ＩＣＨ后脑损伤中的长期
结局和其他的潜在机制。

　　综上所述，激活ＧＰＲ３９可能部分通过ＣＲＥＢ信号
通路抑制神经元焦亡，从而减轻因神经元焦亡后炎性

物质释放导致的神经炎症，进而改善小鼠 ＩＣＨ后继发
性脑损伤。因此，ＧＰＲ３９可能作为ＩＣＨ患者减轻脑损
伤的治疗靶点。
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