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前言

糖尿病目前已成为继心脑血管疾病和肿瘤之后，危害人类

健康的第三大疾病。糖尿病的危害在于长期高血糖所导致的各

种慢性并发症，脑梗塞是糖尿病致死、致残的原因之一。如何减

轻糖尿病并发脑梗塞后脑缺血再灌注损伤，降低致死及致残

率，是目前临床医生经常面临的问题之一。MMP-9 是一种能降

解细胞外基质的蛋白水解酶，可以降解基底膜，致血脑屏障

(blood brain barrier，BBB)受损[1]，从而与脑缺血再灌注损伤程度

密切相关。TIMPs 的作用主要是与 MMPs 特异性结合，阻断

MMPs 对细胞外基质的降解，正常情况下 MMPs 与 TIMPs 保

持平衡状态。胰高血糖素样肽 -1 （glucagon like peptide-1，

GLP-1）由肠 L 细胞合成、释放[2]，是近年来发现的一种肠促胰

岛素，其作用机制是目前在治疗糖尿病领域研究的热点。Ex-

endin-4 是从美洲大毒蜥蜴 (heloderma suspectum ) 的毒液中分

离出来的一种 GLP-1 天然类似物, 与 GLP-1 具有相似的功能，

是由 39 个氨基酸组成的肽段，与 GLP-1 具有大约 53%的结构

同源性[3,4]，对 GLP-1 体内降解酶二肽基肽酶 IV(dipeptidyl pep-
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tidase IV，DPP-IV)有较强的耐受性，半衰期明显延长[5]。近来研

究表明，Exendin-4 能减轻脑缺血再灌注损伤，改善脑功能[6]，但

其机制尚不明确。本文拟用糖尿病脑缺血再灌注损伤大鼠模

型，通过观察应用 Exendin-4 处理对脑组织中的 MMP-9 表达

的影响，来探讨 Exendin-4 对糖尿病大鼠脑缺血再灌注损伤的

可能保护作用机制。

1 材料和方法

1.1 材料与试剂

SPF 级 SD 健康成年雄性大鼠,体重 (250±20)g 购于第四

军医大学实验动物中心。Exendin-4、STZ 及 TTC 购于 Sigma 公

司。戊巴比妥钠购于上海化学试剂公司。鼠 MMP-9 抗体购于

Abcam 公司。RT-PCR 试剂盒购于 TaKaRa 公司。HRP 标记兔

抗山羊 IgG 抗体购于武汉博士德生物工程有限公司。
1.2 动物模型制备及分组

SD 大鼠，给予一次性腹腔注射 STZ55mg/kg，连续 3 次测

空腹血糖＞16.7mmol/L 或随机血糖＞13.5mmol/L 的大鼠，确

诊为糖尿病大鼠。糖尿病模型建立成功后，常规普食喂养，随机

分组，A 组：糖尿病对照组（n=6）；B 组：模型组（n=6）；C 组：Ex-

endin-4 低剂量组（n=6）；D 组：Exendin-4 中剂量组（n=6）；E 组：

Exendin-4 高剂量组（n=6）。成模后第 2 日，A 组和 B 组给予生

理盐水 1.0 mL 腹腔注射，1 次 /d ，C 组、D 组及 E 组分别腹腔

注射 2、4 和 8 μg/kg 的 Exendin-4，1 次 /d ，动态观察大鼠的症

状和体征，共 4 周。将各组大鼠应用 1%戊巴比妥 40 mg/kg 腹

腔注射麻醉，取仰卧位，颈前左旁正中切口，分离暴露左侧颈总

动脉、颈外动脉及左颈内动脉。将 B 组、C 组、D 组及 E 组大鼠

采用颈外动脉插入线栓法进行左侧大脑中动脉栓塞制备局灶

性脑缺血再灌注模型。缺血 90min 抽线复灌。A 组不进行大脑

中动脉栓塞，暴露 90min 后缝合切口。复灌 24h 后神经功能缺

陷评分：应用 Longa 等评分标准，0 分：正常，无神经学征象 ；1

分：动物不能完全神展右前肢；2 分：动物右侧肢体瘫痪，行走

时向右侧转圈，出现追尾现象 ；3 分：动物行走向右侧跌倒，或

动物不能站立或动物打滚；4 分：无自发活动，有意识障碍[7]。评

分在 1～3 分为造模成功。
1.3 标本采集

各组于复灌 24h 后，1%戊巴比妥 40 mg/kg 腹腔注射麻醉，

心脏采血测空腹血糖(FBG)、糖化血红蛋白(HbA1c)、甘油三酯

(TG)及总胆固醇(TC)。同时断头开颅取脑，冰上快速取缺血侧

额顶部皮质，4℃生理盐水冲洗干净后，保存于 -80℃冰箱中待

用。
1.4 观察指标及方法

1.4.1 生化指标 HbA1c 检测采用离子交换层析法。血糖、TC 及

TG 采用 AMS300 全自动生化分析仪检测。
1.4.2 脑梗死体积百分比测定 将梗死侧脑组织取出后置于液

氮中快速冷冻 20 min，去除嗅球、小脑及低位脑干，由前向后

冠状面切片，片厚 2.0 mm，置于 2.0%TTC 溶液中，在 37℃水

浴箱中避光孵育 30 min，显色完全后置于 4%多聚甲醛溶液固

定 24 h 后，数码相机采集切片照片，应用病理图像分析软件

Imaging-Pro-Plus6.0 测量梗死面积，并计算梗死体积百分比。计

算公式：梗死体积 = 切片厚度×梗死面积，脑梗死灶总体积与

全脑体积之比为梗死容积百分比。
1.4.3 Western-blot 法检测脑组织中 MMP-9 及 TIMP-1 的水

平 取 0.2 g 梗死区脑组织标本，提取脑组织蛋白，考马斯亮蓝

（Bradford）法进行蛋白定量。取 25 μL 上样，12%的 SDS 聚丙

烯酰胺凝胶电泳，电泳后转至 NC 膜上，以 5%脱脂奶粉溶液进

行蛋白封闭后，一抗封闭过夜，辣根过氧化物酶标记的二抗封

闭 2 h，β-actin 为内对照，用化学发光剂进行发光。用 Scion

Image 软件计算 MMP-9 的灰度值和 β-actin 的灰度值，检测样

本 MMP-9 及 TIMP-1 表达水平即 MMP-9、TIMP-1 及 β-actin

的灰度值。
1.4.4 RT-PCR 法检测脑组织中 MMP-9 及 TIMP-1 的表达水

平 取 0.2 g 梗死区脑组织标本，加入 1mL Trizol 提取组织总

RNA；取 5 μg 总 RNA 逆转录为 cDNA。用 PCR 方法扩增

MMP-9 （基因登录号：NM_031055） 及 TIMP-1 (基因登录号：

NM_053819)。MMP-9 引物序列，上游：5′-AAA GGT CGC

TCG GAT GGT TA-3，下游：5′ -AGG ATT GTC ATC TGG

AGT CGA-3′，扩增长度 159 dp。TIMP-1 引物序列，上游：5′
-GACCTGGTCATAAGGGCTAAA-3′，下游：5′-GCCCGT-

GATGAGAAACTCTTCACT-3′，扩增长度 134 dp。内参采用

GAPDH：上游 5′-TCC CTC AAG ATT GTC AGC AA-3′，下

游 5′-AGA TCC ACA ACG GAT ACA TT-3′，扩增长度 101

dp。PCR 条件：94℃，0.5 min，55℃，0.5min，72℃，1min，30 个

循环，凝胶成像系统摄像并扫描分析，以目的基因条带吸光度

（optical density,OD）值与 GAPDH 的 OD 值的比值作为该基因

mRNA 的相对表达强度。
1.5 统计学分析

数据以均数±标准差(x±s)表示，采用 SPSS17.0 软件中

独立样本 t 检验分析，进行统计学处理，P <0. 05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 生化指标变化

与 A 组比较，给予 Exendin-4 处理的 C 组、D 组及 E 组中，

随着 Exendin-4 的剂量递增，血浆中各组的甘油三酯含量明显

降低，差异具有显著性( P<0. 05)；且在 Exendin-4 处理的高与低

剂量组之间差异具有显著性( P<0. 05)，见表 1。
2.2 脑梗死体积百分比变化

给予 Exendin-4 处理的 C 组、D 组及 E 组中，脑梗死体积

百分比明显下降，与 B 组比较差异具有显著性( P<0. 05)，见表

2。
2.3 Western-blot 检测脑组织中的 MMP-9 及 TIMP-1 的变化

脑缺血再灌注能致脑组织中 MMP-9 及 TIMP-1 表达量增

高，各组与 A 组比较，有显著差异（P<0. 05）；给予 Exendin-4 处

理的 C 组、D 组及 E 组中，脑组织中 MMP-9 及 TIMP-1 表达增

高程度明显降低，与 B 组比较有显著差异（P<0. 05），见图 1 及

表 3。
2.4 RT-PCR 检 测 脑 组 织 中 的 mRNA MMP-9 及 mRNA

TIMP-1 的变化

脑缺血再灌注能致脑组织中 mRNA MMP-9 及 mRNA

TIMP-1 的表达量明显增高，各组与 A 组比较，有显著差异
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图 1 脑组织中 MMP-9 的 Western-blot 检查结果

Fig. 1 A levels of MMP-9, TIMP-1 and β-Actin from brain tissue in rats of

five group was detected by Western-blot

图 2 脑组织中 mRNA MMP-9 及 mRNA TIMP-1 的 RT-PCR 检测结果

Fig. 2 A levels of mRNA MMP-9 ,mRNA TIMP-1 andβ-Actin from

brain tissue in rats of five group was detected by RT-PCR

Note: aP <0. 05,compared with A group,bP <0. 05, compared with C group.

Note: Note:※P <0. 05,compared with B group.

Note:aP <0. 05,compated with A group;bP <0. 05，compared with B group.

组别 Group
空腹血糖（mmol/L）

FBG（mmol/L）

糖化血红蛋白（μmol/L）

HBAlc（μmol/L）

甘油三酯（mmol/L）

TC（mmol/L）

总胆固醇（mmol/L）

TG（mmol/L）

Group A 14.54±2.39 44.82±3.22 0.65±0.12 2.01±0.13

Group B 13.79±2.11 43.72±4.36 0.67±0.10 2.04±0.08

Group C 13.50±2.57 43.16±2.78 0.54±0.08a 1.95±0.17

Group D 12.97±2.63 42.57±4.36 0.39±0.11a，b 1.94±0.09

Group E 5.84±2.86 a,b 32.57±3.17 a,b 0.37±0.13a,b 1.93±0.11

表 1 各组 FBG、HBAlc、TC 及 TG 的比较（n=6，X±S）

Table 1 Comparison of FBG, HBAlc,TC and TG between each group

（P<0. 05）；给予 Exendin-4 处理的 C 组、D 组及 E 组中，脑组织

中 mRNA MMP-9 及 mRNA TIMP-1 表达增高程度明显降低，

与 B 组比较有显著差异（P<0. 05），见图 2 及表 3。

组别

Group

脑梗死体积百分比（%）

The brain infarct volume（%）

Group A 0.32±0.12

Group B 36.04±7.32

Group C 24.35±6.76※

Group D 23.76±5.54※

Group E 22.57±6.11※

表 2 各组脑梗死体积百分比的比较（n=6，X±S）

Table 2 Comparison of the brain infarct volume between each group

组别 Group
MMP-9 TIMP-1

Western-blot RT-PCR Western-blot RT-PCR

Group A 0.52±0.19 0.37±0.14 0.47±0.13 0.27±0.18

Group B 17.04±0.96a 7.8±0.48 15.12±0.87a 8.7±0.45

Group C 13.33±1.11a,b 4.27±0.57a,b 12.14±1.11a,b 5.14±0.37a,b

Group D 11.69±0.59a,b 3.69±0.62a,b 10.89±0.49a,b 3.27±0.42a,b

Group E 8.79±0.87a,b 3.53±0.73a,b 7.63±0.51a,b 3.21±0.47a,b

表 3 各组 MMP-9 及 TIMP-1 表达的光密度比比较（n=6，X±S）

Table 3 Comparison of the optical density ratio of MMP-9 and TIMP-1 between each group
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3 讨 论

脑组织中多种细胞可产生 MMPs 及 TIMPs，正常情况下脑

组织中有少量的低水平 MMPs 及 TIMPs 基础表达，二者保持

动态平衡，并不对细胞外基质产生降解作用，同时 MMP-9 对基

底膜的降解作用受多种因素调节。目前的研究显示，在脑缺血

再灌注损伤中，MMP-9 可导致 BBB 完整性破坏和血管源性脑

水肿[8]，其表达高低与脑缺血再灌注损伤程度密切相关[9]，其表

达越高，脑损伤程度越严重，采取有效措施抑制缺血后 MMP-9

的表达后，脑损伤程度明显减轻[10]，可作为预测和评估脑缺血

再灌注损伤程度的重要指标，成为治疗脑缺血再灌注损伤的潜

在的新靶点。同时研究表明，脑缺血损伤时 TIMPs 表达与

MMPs 同步升高[11]。
Exendin-4 是由美国 Amyli 公司首先合成，在 2004 年获得

专利，并于 2005 年由美国食品和药物管理局批准上市，是治疗

2 型糖尿病一种新型药物。Exendin-4 是通过与胰岛 β 细胞上

GLP-1 受体特异性结合而发挥作用的。许多研究发现，GLP-1

受体不仅存在于胰岛细胞中，而且广泛存在于许多组织器官

中，包括心脏、肾脏和周围及中枢神经系统中 [12,13]。GLP-1 受体

分布的广泛性决定了 GLP-1 受体作用的多样性，提示其在不同

的部位可能有其它的生理功能。目前已有研究显示，Exendin-4

对 2 型糖尿病大鼠缺血再灌注损伤的心脏及脑组织有保护作

用，其作用机制可能与 Exendin-4 与心、脑组织中 GLP-1 受体

结合有关[6,14]。
本研究显示，Exendin-4 对脑缺血再灌注损伤有保护作用，

其机制可能是 Exendin-4 与脑组织中 GLP-1 受体结合，通过下

调 MMP-9 和 TIMP-1 的表达来实现其保护作用，且不完全依

赖于降糖作用。在脑缺血再灌注损伤机制中，大量的细胞因子

参与了炎症反应所引发的损伤，肿瘤坏死因子（tumor necrosis

factor-α，TNF-α）是其中重要的促炎因子之一[15]。TNF-α 可以在

转录水平促进 MMPs 合成增加。Masayuki 等研究表明[16]，给予

Exendin-4 处理后，Exendin-4 能明显减少脂多糖（hpopolysac-

charide，LPS）诱导的 TNF-α 的表达量，同时减轻炎症反应，其

主要机制是通过 cAMP 信号通路实现。我们推测，在 Exendin-4

对脑缺血再灌注损伤中保护机制，一方面可能是通过 Ex-

endin-4 与 GLP-1 受体结合后，通过 cAMP 信号通路下调 TNF-

α 的表达量，TNF-α 表达量的减少使得其促 MMPs 合成作用的

的减弱，从而减少了 MMPs 的合成；另一方面，给予 Exendin-4

处理后减轻了炎症反应，从而使 MMPs 合成减少，发挥了其保

护作用。
总之，本研究显示，Exendin-4 能减轻糖尿病大鼠脑缺血再

灌注损伤。这一结果提示应用 Exendin-4 治疗 2 型糖尿病脑梗

塞，可以为治疗脑缺血再灌注损伤提供了一个新的治疗方法和

策略。
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