
中国现代医学杂志 Vol. 33  No.6

Mar. 2023

第 33 卷 第 6 期

2023 年 3 月 China Journal of Modern Medicine

GLP-1/GIP双靶点受体激动剂DA5-CH对脑缺血
再灌注损伤大鼠脑组织的作用及其机制研究*

董丽荣 1， 徐娜 1， 吕建东 2

（河北北方学院附属第二医院 1.药剂科， 2.中医科， 河北 张家口 075100）

摘要 ： 目的　研究胰高血糖素样肽-1/抑胃肽（GLP-1/GIP）双靶点受体激动剂DA5-CH对脑缺血再灌注损

伤（I/R）大鼠脑组织的作用及其可能机制。方法　将30只脑I/R大鼠随机分为模型组、DA5-CH组、DA5-CH + 

SB431542组，每组10只。另取10只大鼠仅做假手术（假手术组）。DA5-CH组腹腔注射10 nmol/kg DA5-CH；

DA5-CH + SB431542组腹腔注射10 nmol/kg DA5-CH和5 mg/kg SB431542，假手术组、模型组腹腔注射等体

积生理盐水。检测各组大鼠脑组织含水量；免疫组织化学染色检测海马CA1区神经核抗原（NeuN）阳性细胞数；

Western blotting检测脑组织转化生长因子β1（TGF-β1）、Smad3、p-Smad3蛋白的表达。结果　与假手术组比较，

模型组脑组织含水量增加，海马CA1区每个视野NeuN阳性细胞数减少，脑组织TGF-β1、p-Smad3/Smad3蛋

白表达升高（P <0.05）；与模型组比较，DA5-CH组脑组织含水量降低，海马CA1区NeuN阳性细胞数增加，脑

组织TGF-β1、p-Smad3/Smad3蛋白表达降低（P <0.05）；与DA5-CH组比较，DA5-CH ＋SB431542组脑组

织含水量增加，海马CA1区NeuN阳性细胞数减少，脑组织TGF-β1、p-Smad3/Smad3蛋白表达升高（P <0.05）。

结论　GLP-1/GIP双靶点受体激动剂DA5-CH可保护脑I/R大鼠神经功能，减少脑组织含水量及神经元坏死，

减轻海马区病理改变，其作用机制可能与激活TGF-β1/Smads通路有关。
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Abstract:  Objective To study the effect of dual GIP/GLP-1 receptor agonist DA5-CH on cerebral ischemia-

reperfusion (I/R) injury in rats and the potential underlying mechanisms.  Methods Thirty cerebral I/R injury rat 

models were randomly divided into model group, DA5-CH group, and DA5-CH + SB431542 group, with 10 rats in 

each group. Another 10 rats only underwent sham operation and were set as sham group. Rats in the DA5-CH group 

were intraperitoneally injected with DA5-CH at a dose of 10 nmol/kg, those in the DA5-CH + SB431542 group were 

intraperitoneally injected with DA5-CH at a dose of 10 nmol/kg and SB431542 at a dose of 5 mg/kg, while those in 

the sham group and model group were intraperitoneally injected with an equal volume of normal saline. The water 

content of the brain tissues of rats was detected. The number of neuronal nuclear antigen (NeuN)-positive cells in 

hippocampal CA1 area was determined by immunohistochemical staining. The protein expressions of transforming 
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growth factor β1 (TGF- β1), Smad3, and p-Smad3 in brain tissues were detected by Western blotting.  Results   

Compared with the sham group, the water content of brain tissues was increased, the number of NeuN-positive cells 

in each field of hippocampal CA1 area was decreased, and the protein expressions of TGF-β1 and p-Smad3/Smad3 in 

brain tissues were increased in the model group (P < 0.05). Compared with the model group, the water content of 

brain tissues was decreased, the number of NeuN-positive cells in each field of hippocampal CA1 area was 

increased, and the protein expressions of TGF-β1 and p-Smad3/Smad3 in brain tissues were decreased in the DA5-

CH group (P < 0.05). Compared with DA5-CH group, the water content of brain tissues was increased, the number 

of NeuN-positive cells in each field of hippocampal CA1 region was decreased, and the protein expressions of TGF-

β1 and p-Smad3/Smad3 in brain tissues were increased in the DA5-CH + SB431542 group (P < 0.05).  Conclusions   

The dual GIP/ GLP-1 receptor agonist DA5-CH can protect the neurological function of rats with cerebral I/R injury, 

reduce the brain water content, and ameliorate the neuronal necrosis and pathological changes in the hippocampus. 

The underlying mechanism may be related to the activation of TGF-β1/ Smads pathway.

Keywords:  cerebral ischemia-reperfusion; dual glucagon-like peptide-1/glucose-dependent insulinotropic 

polypeptide receptor agonist; DA5-CH; neurological function; rat

缺血性脑卒中是临床高发的脑血管疾病，早期

再灌注可及时疏通堵塞血管，促进缺血脑组织血流

再灌注的恢复，保护神经功能[1]。然而，血流再灌注

通常会激活缺血级联反应，加剧神经元凋亡，导致

缺 血 再 灌 注 损 伤（ischemia-reperfusion injury, I/R）。

肠促胰岛素是具有胰岛素增敏作用的生长因子家

族，其中肠促胰素胰高血糖素样肽-1（glucagon-like 

peptide-1, GLP-1）、抑 胃 肽（gastric inhibitory peptide, 

GIP）是该家族主要成员，其类似物已被开发用于糖

尿病的治疗。近年来有动物研究表明，GLP-1、GIP

可通过抗炎、抗氧化应激、抑制神经胶质细胞激活

等途径对帕金森、阿尔茨海默病等疾病发挥神经保

护作用，开发其类似物为神经系统疾病的治疗带来

了新希望[2-3]。DA5-CH 是新型的 GLP-1/GIP 双靶点

受体激动剂，能减少酪氨酸神经元丢失，具有神经

保护作用[4]。目前关于 DA5-CH 对脑 I/R 大鼠神经功

能作用的报道尚少，本研究通过复制脑 I/R 大鼠模

型，观察 DA5-CH 对脑神经功能的作用，并探讨其可

能的作用机制。

1 材料与方法

1.1　材料

1.1.1 　 实验动物 　45 只 SPF 级 SD 雄性大鼠，6 周

龄，体质量（210±10）g，购自上海茂生衍生物科技有

限公司，实验动物生产许可证号：SCXK（沪）2017-

0004，实验动物使用许可证号：SYXK（冀）2019-004。

1.1.2 　 主 要 药 物 、试 剂 　 DA5-CH（上 海 强 耀 生

物 科 技 有 限 公 司），转 化 生 长 因 子 β1（transforming 

growth factor β1, TGF- β1）/Smads 通 路 抑 制 剂

SB431542（纯 度 > 99%，美 国 Abcam 公 司），兔 抗 大

鼠 神 经 核 抗 原（neuronal nuclear antigen, NeuN）、

TGF- β 1、Smad3、p-Smad3 一 抗（美 国 Santa Cruz 公

司），免疫组织化学染色试剂盒（上海莼试生物技

术有限公司）。

1.1.3 　 主要仪器 　RM2265 病理切片机（德国徕卡

显微系统贸易有限公司），Synergy-HD 显微镜（日本

Toshiba 株 式 会 社），Mini PROTEANTetra 电 泳 槽（美

国伯乐公司）。

1.2　实验方法

1.2.1 　 线栓法复制脑 I/R 模型 　2% 戊巴比妥钠腹

腔注射麻醉大鼠，固定于操作台。常规消毒后取颈

部正中切口，逐层分离左侧肌肉，显露颈总、内、外

动脉，将颈外动脉结扎、离断，以合适线栓从颈外动

脉残端进入，经过颈部动脉至大脑中动脉，阻塞动

脉血流，形成局灶性缺血。2 h 后抽出线栓至颈外动

脉残端，使血流通畅，实现再灌注。术后 24 h 后采

用 Zea Longa 评分评价大鼠神经功能，1～3 分为模

型复制成功。Zea Longa 评分标准：无神经功能缺损

（0 分）；对侧前爪不能完全伸张（1 分）；向对侧转圈

行走（2 分）；向对侧行走倾倒（3分）；意识模糊，难以站

立行走（4 分）[5]。

1.2.2 　 分组及干预方式 　从 45 只 大 鼠 随 机 抽 取

10 只仅将线栓从颈外动脉残端进入颈内动脉，不阻

塞大脑中动脉，作为假手术组；其余 35 只复制脑 I/R

模型，取模型复制成功的 30 只大鼠随机分为模型

组、DA5-CH组、DA5-CH + SB431542组，每组10只。将
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DA5-CH 溶 于 生 理 盐 水 ，大 鼠 苏 醒 后 即 刻 给 药 。

DA5-CH 组腹腔注射 10 nmol/kg DA5-CH；DA5-CH + 

SB431542 组腹腔注射 10 nmol/kg DA5-CH 和 5 mg/kg 

SB431542，假手术组、模型组腹腔注射等体积生理盐

水[6]。1 次/d，连续干预 28 d。

1.2.3 　 取材方式 　末次干预后 4 h，采用 Zea Longa

评分评价大鼠神经功能，评价完成后颈椎脱臼处死，

剖开头颅并清除颅骨，暴露脑组织，随机选取 5 只大

鼠的脑组织检测脑组织含水量；其余 5 只大鼠患病侧

脑组织分成两份，一份于 4% 多聚甲醛中固定 24 h，

切片机切片厚约 4 μm，在《大鼠脑立体定位图谱》[7]指

导下进行海马 CA1 区免疫组织化学染色和苏木精-

伊红（Hematoxylin-eosin, HE）染色；另一份保存于液

氮中用于检测脑组织蛋白的表达。

1.2.4 　 检测脑组织含水量 　采用锡箔纸盛放脑组

织，天平称重（湿重），100 ℃烤 24 h，再次称重（干

重），计算脑组织含水量（%）=（湿重-干重）/湿重×

100%[8]。

1.2.5 　 免疫组织化学染色检测海马 CA1 区 NeuN 阳

性细胞数 　取脑组织切片烘烤 10 min，在二甲苯Ⅰ、

Ⅱ 中 浸 泡 后 梯 度 乙 醇 脱 水 ，磷 酸 盐 缓 冲 液

（phosphate buffer solution, PBS）冲洗。微波抗原修复

后冷却至室温，PBS 冲洗，3% 过氧化氢溶液室温孵

育 15 min ，PBS 冲 洗 ，山 羊 血 清 封 闭 ，室 温 孵 育

35 min，吸干多余血清，滴加兔抗大鼠 NeuN 一抗（1∶

500），4 ℃过夜，PBS 冲洗，滴加生物素标记的二抗，

37 ℃孵育 30 min，PBS 冲洗，DAB 显色，苏木精复染，

盐酸酒精分化，梯度酒精脱水，中性树胶封片，晾干

后显微镜下观察[9]。以棕黄色或棕色细胞为阳性细

胞，随机选取 5 个不相邻视野用 Image-Pro Plus 6.0 软

件进行计数。

1.2.6 　 HE 染色观察海马 CA1 区病理变化 　取脑组

织切片，脱蜡、水化后苏木精染色，冲洗 5 min，1% 盐

酸酒精分化 2 min，冲洗后伊红染色 15 min，80% 酒

精浸泡 1 min，90% 酒精浸泡 10 s，无水乙醇浸泡 10 s，

二甲苯处理后中性树胶封片[10]。显微镜下观察病理

变化。

1.2.7 　 Western blotting 检测脑组织 TGF-β1、Smad3、

p-Smad3 蛋白的表达 　取液氮保存的脑组织，匀浆

后加入放射免疫沉淀细胞裂解液裂解，全蛋白提取

试剂盒提取总蛋白，离心取上清，二喹啉甲酸试剂

盒定量。取 40 μg 待测蛋白，混合 5 倍体积上样缓冲

液，混匀后，沸水浴 10 min，离心，电泳后转至膜，5%

脱脂奶粉室温摇床封闭 2 h，洗涤后加入兔抗大鼠

TGF-β1、Smad3、p-Smad3 一抗（1∶600），4 ℃孵育过

夜，加入山羊抗兔 IgG 二抗（1∶5 000），常温孵育 2 h，

洗涤后加入 ELC 发光液，暗室曝光，凝胶成像系统

扫描、分析结果[11]。

1.3　统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用单因素方差分

析，两两比较用 LSD-t 检验。P <0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1　各组大鼠神经功能评分、脑组织含水量比较

模型组、DA5-CH 组、DA5-CH + SB431542 组大

鼠神经功能评分分别为（2.85±0.37）、（1.90±0.32）、

（2.34±0.40）分 ，经 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（F =16.982，P =0.000）。假手术组、模型组、DA5-CH

组 、DA5-CH + SB431542 组 脑 组 织 含 水 量 分 别 为

（76.98±0.91）% 、（81.73±0.96）% 、（77.46±0.89）%

和（79.14±0.87）%，经方差分析，差异有统计学意义

（F =27.901，P =0.000）。与假手术组比较，模型组脑

组织含水量增加（P <0.05）；与模型组比较，DA5-CH

组 神 经 功 能 评 分 降 低 ，脑 组 织 含 水 量 减 少（P <

0.05）；与 DA5-CH 组比较，DA5-CH + SB431542 神经

功能评分升高，脑组织含水量增加（P <0.05）。

2.2　各组大鼠海马CA1区NeuN阳性细胞数比较

假 手 术 组 、模 型 组 、DA5-CH 组 、DA5-CH + 

SB431542 组 海 马 CA1 区 NeuN 阳 性 细 胞 数 分 别 为

（123.40±24.78）、（32.80±5.79）、（79.20±11.47）个 、

（55.00±8.16）个/HP，经方差分析，差异有统计学意

义（F =35.615，P =0.000）。与假手术组比较，模型组

NeuN 阳 性 细 胞 数 减 少（P <0.05）；与 模 型 组 比 较 ，

DA5-CH 组 NeuN 阳 性 细 胞 数 增 加（P <0.05）；与

DA5-CH 组比较，DA5-CH + SB431542 组 NeuN 阳性

细胞数减少（P <0.05）。见图 1。

2.3　各组大鼠海马CA1区病理变化

HE 染色显示，假手术组神经元排列完整，结构

整齐，胞浆染色均匀，未观察到水肿、间质水肿，细

胞核清晰，未观察到核固缩；模型组神经元排列紊

乱、疏松，细胞塌陷，胞浆深染，细胞核固缩且周围
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出 现 空 泡 ，与 细 胞 浆 之 间 界 限 模 糊 ；DA5-CH 组 、

DA5-CH + SB431542 组干预后正常神经元数增加，

神经元轮廓清晰、破坏程度降低，核周围空泡及核

固缩有所改善，其中 DA5-CH 组病理改善更明显。

见图 2。

2.4　各组大鼠脑组织 TGF-β1、p-Smad3、Smad3

蛋白表达比较

假 手 术 组 、模 型 组 、DA5-CH 组 、DA5-CH + 

SB431542 组 TGF-β1、p-Smad3/Smad3 蛋白表达比较，

经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）。与假手术

组比较，模型组脑组织 TGF-β1、p-Smad3/Smad3 蛋白

表 达 升 高（P <0.05）；与 模 型 组 比 较 ，DA5-CH 组

TGF-β1、p-Smad3/Smad3 蛋白表达升高（P <0.05）；与

DA5-CH 组比较，DA5-CH + SB431542 组 TGF-β1、p-

Smad3/Smad3 蛋白表达降低（P <0.05）。见表1和图3。

3 讨论

I/R 发病机制复杂，目前多认为与血管内皮功能

损伤、炎症反应、一氧化氮与自由基损伤、谷氨酸兴

奋性毒作用及[Ca2+]i 超载有关[12]。该病治疗关键在于

及时恢复脑组织血供并抑制再灌注损伤，减轻脑组

织内皮功能损伤，保护神经细胞，避免缺血梗死区域

再扩大，促进缺血半暗带神经元结构及功能的恢复。

利拉鲁肽作为 GLP-1 的类似物已被证实可通过激活

过氧化物酶体增殖物，激活受体，改善合并糖尿病的

局灶性脑缺血损伤，为 GLP-1 在神经系统疾病治疗

作用的研究提供了理论基础[13]。

NeuN 特异性表达于神经系统大多数神经元细

胞核及胞浆中，通常作为神经元特异性标志物[14-15]。

本研究结果显示，与模型组比较，DA5-CH 组神经功能

评分降低，脑组织含水量减少，海马 CA1 区 NeuN 阳

性细胞数增加，提示 DA5-CH 可保护脑 I/R 大鼠神经

功能，保护神经元。GLP-1 是由胰腺α细胞及肠道分

泌的对葡萄糖稳态具有控制作用的内分泌激素，其

受体广泛表达于下丘脑、海马及椎体神经元中，表明

GLP-1 在调节神经元活动中具有重要作用。GLP-1

与 GIP 类似物进入机体后可穿透血脑屏障至脑组

织，作用于神经元表面，结合对应受体后激活下游

                          假手术组                                     模型组

                         DA5-CH组                     A5-CH + SB431542组

图2　各组大鼠海马CA1区病理变化 （HE 染色×200）

表 1　各组大鼠脑组织TGF-β1、p-Smad3/Smad3蛋白表

达比较 （n =5， x±s）

组别

假手术组

模型组

DA5-CH 组

DA5-CH + SB431542 组

F 值

P 值

TGF-β1

0.09±0.01

0.22±0.03①

0.69±0.07②

0.41±0.05③

161.647

0.000

p-Smad3/Smad3

0.10±0.02

0.38±0.04①

0.74±0.08②

0.57±0.06③

125.486

0.000

注 ： ①与假手术组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05； ③
与 DA5-CH 组比较，P <0.05。

44.3 kD

77 kD

77 kD

146 kD

A              B              C             D

TGF-β1

p-Smad3

Smad3

GAPDH

A：假手术组； B：模型组； C：DA5-CH组； D：DA5-CH + SB431542组。

图3　各组大鼠脑组织TGF-β1、p-Smad3、Smad3蛋白的表达

                          假手术组                                     模型组

                         DA5-CH组                     A5-CH + SB431542组

图1　各组大鼠海马CA1区NeuN阳性表达 

（免疫组织化学染色×200）
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信号分子，发挥诱导神经元分化及突触生长等生理

效 应 ，减 轻 脑 I/R 所 致 损 伤 。 DA5-CH 可 同 时 激 活

GLP-1、GIP 受体，且其效果明显优于单受体激动剂。

LI 等[6]在研究 DA5-CH 治疗阿尔茨海默病的效果时

发现，其神经保护作用显著，且相较于其他 GLP-1/

GIP 双靶点受体激动剂可更快地穿透血脑屏障。

TGF-β1 在正常生理状态下几乎不在大脑中表

达，当受缺血缺氧刺激后，其表达显著上调，通过与

下游受体型 Smad3 结合，促进其 C 端丝氨酸残基发

生磷酸化，参与神经细胞增殖、凋亡、分化等调控[16]。

国外有研究认为，通过上调局灶性脑 I/R 大鼠脑组

织 TGF-β1 表达，可减少神经变性和脑组织病理改

变，提示其可能参与脑 I/R 的发展进程[17]。也有国内

研究指出，通过调节 TGF-β1/SMAD 信号通路，可发

挥对大鼠脑 I/R 后的神经保护作用[18]。本研究结果

显示，与假手术组比较，模型组脑组织 TGF-β1、p-

Smad3/Smad3 蛋白表达上调，可能与脑 I/R 后该通路

发挥抑制脑缺血后血管反应、促血管新生、抗神经

元凋亡等神经保护作用有关。采用 DA5-CH 干预后

TGF- β1/Smads 通 路 被 进 一 步 激 活 ，其 抑 制 剂

SB431542 也可减弱 DA5-CH 对脑 I/R 的治疗作用，提

示 DA5-CH 对脑 I/R 的保护作用可能通过激活该通

路来实现。

综上所述，GLP-1/GIP 双靶点受体激动剂 DA5-

CH 可保护脑 I/R 大鼠神经功能，减少脑组织含水量

及神经元坏死，减轻海马区病理变化，其作用机制

可能与激活 TGF-β1/Smads 通路有关。
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