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摘要 本研究旨在解析仔猪脑海马甘丙肽2型受体（galanin receptors type 2，GALR2）参与氧化应激调节的分子机制 . 本研

究基于成功构建的仔猪活体和大鼠海马神经元氧化应激模型，采用实时PCR技术考察仔猪脑海马和大鼠海马神经元GALR2

的表达变化 . 并采用实时PCR、蛋白质印迹法及透射电镜技术进一步探索GALR2介导的信号途径和自噬之间的关系 . 结果

发现，与对照组相比，氧化应激仔猪脑海马与大鼠海马神经元GALR2的转录水平上调（P＜0.01；P＜0.05） . 同时，氧化

应激神经元自噬相关基因LC3、ATG5与Beclin-1的转录水平均上调（P＜0.05；P＜0.05；P＜0.01） . 相关性分析结果显示，

GALR2与LC3、ATG5及Beclin-1的转录水平正相关（P＜0.05；P＜0.05；P＜0.01） . GALR2特异性抑制剂M871的处理降

低氧化应激海马神经元的活力 （P＜0.01）、抑制氧化应激引起的自噬小体数量增多 （P＜0.01）、自噬相关基因 LC3、

Beclin-1及ATG5转录水平的上调（均P＜0.01）以及LC3-Ⅱ/β-actin比值与P62蛋白质水平的升高（均P＜0.05），表明伴随

GALR2表达水平的抑制，被氧化应激上调的海马神经元自噬效应被抑制，从而削弱对氧化损伤的抵抗，降低了神经元的活

力 . 与此同时，M871的处理也降低了被氧化应激上调的 JNK蛋白表达量（P＜0.01）及磷酸化水平（P＜0.05），表明 JNK是

GALR2调控海马神经元氧化应激的下游靶酶 . 而 JNK特异性抑制剂SP600125的处理则下调了被氧化应激上调的自噬标记蛋

白LC3-Ⅱ/β-actin比值（P＜0.01），表明氧化应激状态下，抑制的 JNK阻碍了神经元中上调的GALR2对自噬信号通路的激

活 . 综上可见：氧化应激状态下，海马神经元中上调的GALR2可通过调节 JNK信号途径激活细胞自噬途径，从而降低神经

元的氧化应激损伤，保护神经元 .
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氧化应激（oxidative stress，OS）是指动物机

体 氧 化 与 抗 氧 化 作 用 失 衡 ， 活 性 氧 自 由 基

（oxygen free radical，OFR） 产生过多，机体自身

无法及时清除，产生大量氧化中间产物，进而导致

动物机体损伤的病理状态 . 仔猪在生长过程中，由

于环境、营养条件的改变及生物应激源的刺激，容

易发生氧化应激［1］ . 氧化应激可降低仔猪的生产

性能、增加发病率和死亡率，严重地阻碍了养猪业

的发展［2］ . 动物脑海马体由于富含多不饱和脂肪

酸、相对高水平的氧化还原过渡金属离子，因此极

易遭受氧化应激［3-4］，同时海马体由于富含多种具

有抗氧化特性的神经肽、神经递质和受体等，使其

也成为调节机体氧化应激的核心位点［5］ . Lathe［6］

在 2001年的一篇综述中特别强调了海马在监测生

理环境和调节应激反应中的重要作用 .

甘丙肽（galanin，GAL）是一种在中枢神经系

统中广泛分布的神经肽，其主要通过激活G蛋白偶

联受体GALR1、GALR2和GALR参与体内信号通

路的调节，与细胞的生长、分化、对环境的应激适

应、炎症反应等多种生理或病理过程密切相关 . 哺

乳动物中GAL及GALRs在组织系统间的表达分布

高度相似，且序列具有较高同源性，其中，

GALR2在海马齿状回中具有最高的表达水平［7-9］ .
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Gan等［10］研究发现，脑海马GAL信号途径可能通

过上调GALR2的表达参与对仔猪氧化应激的调控，

然而其下游的调控机制尚不清楚 .

自噬（autophagy）是机体中回收再利用受损

细胞器的溶酶体降解途径 . 该途径高度保守，广泛

存在于真核生物中 . 研究表明，氧化应激中产生的

活性氧物质（reactive oxygen species，ROS）能诱

导自噬的发生，而自噬能清除氧化应激损伤的线粒

体、内质网、过氧化物酶体等细胞器，减缓细胞死

亡［11-13］，因此，自噬是动物机体氧化应激调控中不

可或缺的重要环节［14］ . 当自噬过程被阻断时，将

发生毒性蛋白聚集和线粒体功能损伤，从而加剧氧

化应激［12-13，15-16］ . 目前，细胞自噬是否介导了

GALR2信号途径对海马神经元氧化应激的调控尚

不清楚 . 本研究采用肌注右旋糖酐铁构建仔猪活体

氧化应激模型，考察GALR2 转录水平的变化，并

基于成功培养的大鼠海马神经元，采用H2O2诱导

构建海马神经元氧化应激损伤模型，检测GALR2

与自噬信号通路相关分子的表达变化，并进一步通

过阻断试验探索细胞自噬和GALR2信号途径之间

的关系，为动物脑海马氧化应激调控机制的研究提

供科学依据 .

1 材料与方法

1.1 试验动物

出生 24 h内的 SD大鼠（SPF级）购自重庆医

科大学实验动物中心；新生荣昌猪仔猪由重庆市荣

昌猪保种猪场提供 .

1.2 主要试剂

100 g/L右旋糖酐铁购自湖北江峰药业有限公

司；丙二醛 （MDA）、超氧化物歧化酶 （SOD）、

总抗氧化能力（T-AOC）、过氧化氢含量测定试剂

盒购自南京建成生物工程研究所；多聚赖氨酸

（PDL）、阿糖胞苷、台盼蓝购自Sigma公司；L-谷

氨 酰 胺 、 Penicillin-Streptomycin、 HBSS basic、

B27 supplement、FBS、DMEM/F-12 培养基、NB

（neurobasal TM-a）培养液均购自美国GIBCO；鼠

抗 MAP2 多克隆抗体、鼠抗 GFAP 多克隆抗体、

FITC Affinipure抗鼠荧光二抗购自美国Novusbio公

司 ； DAPI 购 自 北 京 四 正 柏 生 物 有 限 公 司 ；

Triton-X-100购自北京索莱宝公司；山羊血清工作

液购自北京中杉生物试剂有限公司；MTT细胞增

殖检测试剂盒、M-MuLV 第一链 cDNA 合成试剂

盒、即用PCR扩增试剂盒、TBST购自上海生工生

物有限公司；2步法实时定量PCR （RT-qPCR）专

用反转录试剂盒、SYBR Premix Ex TaqⅡ 定量试剂

盒购自 TaKaRa 公司 （日本）；DEPC、BeyoECL

Star （化学发光试剂盒）购自碧云天生物技术有限

公司（中国上海）；Trizol、脱脂奶粉购自BBI生命

科 学 有 限 公 司 （中 国 上 海）； 琼 脂 糖 购 自

BIOWEST （西班牙）；RIPA、PMSF、SDS-PAGE

凝胶快速制备试剂盒、Tris、SDS、Glycine等购自

Biosharp （中国安徽）；蛋白质印迹法 （Western

bloting）所用一抗均购自CST （美国）；二抗HRP-

羊抗兔 IgG购自武汉三鹰；M871、SP600125等抑

制剂购自 Abcam （英国）；戊二醛固定液购自

Spi-Chem（中国北京） .

1.3 试验方法

1.3.1 引物设计与合成

根据GenBank中已公布的基因序列号（表1），

采用 Primer Premier 5.0软件设计引物，所有引物均

由生工生物工程（上海）股份有限公司合成 .

1.3.2 仔猪肌肉注射右旋糖酐铁以构建氧化应激

模型

将 60只胎次相似、母猪日粮成分相同、体重

差异不显著（<0.1 kg）的1日龄健康荣昌仔猪随机

分为两组，每组 5个重复，每个重复 6只仔猪 . 参

考Meneghini［17］的方法，在仔猪出生的第1天，氧

化应激建模组每只仔猪肌肉注射 200 mg右旋糖酐

铁 . 在仔猪出生的第 3天，氧化应激建模组仔猪继

续肌肉注射 400 mg右旋糖酐铁，而对照组肌肉注

射相同剂量的生理盐水 . 7日龄时前腔静脉采集各

组仔猪血液并按照T-AOC与过氧化氢含量测定试

剂盒说明书要求检测血清中T-AOC的大小与H2O2

的含量 . 8日龄时在每个重复组中选取最接近平均

体重的两只仔猪，麻醉、剖杀后采集脑部组织样

本，并分离海马组织，经液氮速冻后，保存于-
80℃冰箱备用 . 提取总 RNA，并采用实时 PCR

（real-time PCR）技术检测GALR2的转录水平 .

1.3.3 原代大鼠海马神经元培养及氧化应激模型的

构建

取新生 24 h 内 SD 大鼠在无菌条件断头处死，

冰上剥离海马组织，并浸润在 10% FBS -DMEM-

F12培养基中剪碎、吹散、消化，用 200目孔径筛

网过滤后，用适量 DMEM/F12 （含 10% FBS 胎牛

血清） 将单细胞悬液稀释后，均匀接种在细胞瓶

或 6孔板中，进行海马神经元原代培养，2~4 h后

待大多数细胞开始附壁，将培养基换成含2% B27、
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1% L- 谷氨酰胺及 1% 双抗 （105 U/L 青霉素、

100 mg/L 链霉素）的 neurobasal TM-a 培养基进行

维持培养，每 2 d 置换一次，2 d 后加入阿糖胞苷

（终浓度：2 mg/L）抑制胶质细胞增殖，24 h后全

部置换培养基 . 采用MAP2-GFAP免疫荧光法鉴定

神经元的纯度，以确保胶质细胞百分比低于5% .

为了确定诱导氧化应激发生的最佳条件，分别

采 用 终 浓 度 为 0、 100 µmol/L、 200 µmol/L、

300 µmol/L的 H2O2对培养第 7 天的神经元进行 2 h

的诱导刺激，以构建体外培养的原代海马神经元氧

化损伤模型，每组 3个重复 . 按照MDA与 SOD试

剂盒说明书要求检测MDA含量和SOD的活性 .

1.3.4 氧化应激对GAL及其受体与自噬的影响

采用Trizol裂解法分别提取大鼠海马神经元及

荣昌仔猪脑海马的总RNA，并采用2步法 real-time

PCR专用反转录试剂盒进行cDNA的制备，反转录

合成的 cDNA分装于-20℃冷冻保存 . 以GAPDH作

为内参基因，采用RT-qPCR技术检测神经元GAL、

GalR1-3、自噬相关基因（Beclin-1、LC3与ATG5）

及仔猪海马组织中 GalR2 的转录水平 . real-time

PCR 的反应体系（20 µl）如下：SYBR Premix Ex

Taq 10.0 µl， ROX Reference Dye 0.4 µl， PCR

Forward Primer 0.4 µl，PCR Reverse Primer 0.4 µl，

DNA 模板 2.0 µl，ddH2O 6.8 µl. 反应程序 （两步

法）：95℃，30 s；95℃，5 s，60℃，30 s，40 个

循环；95℃，15 s，60℃，1 min，95℃，15 s. 采

用2-ΔΔCt相对定量法计算基因相对表达量 .

1.3.5 GALR2特异性抑制剂M871对氧化应激海马

神经元的影响

将原代培养第7天的海马神经元随机分为对照

组、氧化应激组及氧化应激+ M871 组，每组 3 个

重复 . 其中，氧化应激组采用终浓度为 200 µmol/L

H2O2 进行诱导，而氧化应激+ M871 组则在添加

H2O2的基础上添加M871 （终浓度为 1 µmol/L）作

为抑制剂处理组 . 采用透射电镜观察自噬体的形成

变化：将细胞转移至 1.5 ml 离心管中，4℃下用

0.1 mol/L PBS漂洗 3次，15 min/次；1% 锇酸溶液

固定 2 h，无菌水清洗 3 次， 15 min/次； 50%、

70%、90% 梯度乙醇浸泡脱水各 15 min，100% 乙

醇脱水 3 次，5 min/次，100% 环氧丙烷脱水 3 次，

5 min/次；环氧丙烷∶包埋液=2∶1包埋2 h，环氧

丙烷∶包埋液=2∶1包埋 3 h或过夜，再使用纯包

埋液处理过夜后室温静置 3~4 h；放恒温烘箱内聚

合，37℃ 12 h，45℃ 12 h，60℃ 48 h；超薄切片

机切片（70 nm）；3%醋酸铀-枸橼酸铅双染色，染

片后晾干观察拍片，每组选取5张相同倍数视野进

行自噬小体计数 . RT-qPCR 法检测各组神经元

GALR1-3 及 Beclin-1、LC3 与 ATG5 等基因的转录

Table 1 Primer pairs used in the study

Genes

GAPDH-Pig

GALR2-Pig

GAPDH

GAL

GALR1

GALR2

GALR3

LC3

Beclin-1

ATG5

NCBI No.

NM_001206359.1

XM_021066605.1

NM_017008.4

NM_033237.1

NM_012958.3

NM_019172.5

NM_019173.1

NM_199500.2

NM_001034117.1

NM_001014250.1

Sequences（5'→3'）

F：CATCAAGAAGGTGGTGAA

R：AAGTGGAAGAGTGAGTGT

F：GCACCACCAACCTGTTCATCCTC

R：CAGAGCAGCGAGCCGAACAC

F：GACATGCCGCCTGGAGAAAC

R：AGCCCAGGATGCCCTTTAGT

F：CCATTGACAACCACAGATCATTTA

R：CAACACTTCCTAGTCTCCCTTC

F：GTTCCCATAGGTGTACAGAGTTC

R：GGTGTCTTAGTCCACAGGATTAC

F：AACGCAAGGTGACACGGATGATC

R：GGTTGACACAGGAGTTGGCATAGG

F：TGCCTTAACCCGCTCGTCTA

R：TGGGCTCCATACTCCAACCA

F：GCCTGTCCTGGATAAGACCAA

R：ACCATGCTGTGCTGGTTCAC

F：CTGGACCGAGTGACCATTCA

R：AGACACCATCCTGGCGAGTT

F： AAGCAGCTCTGGATGGGACT

R： CCACAGGACGGAACAGCTTC

Length/bp

92

121

92

96

108

174

196

135

133

165
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变化，具体方法与 1.3.4相同 . Western blotting检测

自噬相关蛋白LC3、P62和 JNK信号通路相关蛋白

质的表达水平：用含1% PMSF的RIPA裂解液裂解

细胞，冰上静置 30 min，12 000 r/min，4℃，离心

30 min，收集上清；加入上样缓冲液 （loading

buffer），98℃热处理 10 min 后进行垂直电泳：

80 V 20 min，120 V 1 h；转膜：200 mA，90 min；

取下PVDF膜5%脱脂奶粉室温慢摇封闭1~2 h；一

抗孵育：室温慢摇2 h或4℃过夜，TBST漂洗3次，

10 min/次；二抗孵育：室温慢摇1 h，TBST漂洗3

次，10 min/次，即可滴加适量显色液进行显影 .

1.3.6 JNK特异性阻断剂SP600125对氧化应激海马

神经元自噬的影响

将原代培养第 7 天的海马神经元随机分为 3

组 . 添加H2O2 （终浓度为200 µmol/L）作为氧化应

激 组 ， 添 加 H2O2 （终 浓 度 为 200 µmol/L） +

SP600125 （终浓度为 20 µmol/L）作为抑制剂处理

组，添加等量 DMSO （＜0.05%） 设为对照组 .

Western blotting检测各组神经元LC3的表达变化 .

1.3.7 统计分析

采用 SPSS 20.0 软件对试验数据进行统计分

析 . 独立样本 t检验或单因素方差分析检测各组数

据的差异显著性 . 所有的试验结果均用均值±标准

差（x±s）表示，P＜0.05 表明差异显著，P＜0.01

表明差异极显著 . 采用线性相关分析考察两变量之

间的相关性 .

2 结 果

2.1 氧化应激状态下仔猪海马组织中GALR2基因

mRNA水平的变化

结果显示，与对照组相比，肌注右旋糖酐铁组

仔猪脑组织及血清中的 H2O2 含量均极显著升

高 （P＜0.01，图 1a），T-AOC 水平均极显著降低

（P＜0.01，图 1b），表明仔猪氧化应激模型构建

成功 .

Real-time PCR 结果显示，与对照组相比，氧

化应激组仔猪脑海马GALR2的转录水平极显著上

调（P＜0.01）（图1c） .

2.2 氧化应激状态下大鼠海马神经元中GAL及自

噬信号通路相关基因mRNA水平的变化

由于神经元是构成神经系统结构和功能的基本

单位，因此，为进一步考察GALR2参与氧化应激

调控的下游信号途径，本研究在体外构建大鼠海马

神经元氧化应激模型 . 结果显示，不同浓度H2O2处

理下，H2O2 浓度越高，SOD 活力越低 （图 2a），

MDA 含 量 越 高 （图 2b） . 与 对 照 组 相 比 ，

200 µmol/L 处理组神经元的 SOD 活力极显著降低

（P＜0.01，图2a），而MDA含量显著升高（P＜0.05，

图2b） . 因此，后续选择200 µmol/L H2O2作为构建

海马神经元氧化应激模型的工作浓度 .

与对照组相比，氧化应激状态下，海马神经元

中 GALR2 的表达量显著升高 （P＜0.05，图 2c），

与氧化应激状态下仔猪脑海马中上调的GALR2表

达水平一致 . 此外，与对照组相比，氧化应激神经

元中自噬相关基因LC3及ATG5的转录水平均显著

上调（P＜0.05），Beclin-1的转录水平则极显著上

调（P＜0.01，图2d） .

Fig. 1 Effects of iron injection on H2O2 content，T-AOC levels in brain and serum as well as GALR2 transcription levels in
hippocampus of piglets（x±s，n=5）

(a) The H2O2 content in brain and serum of piglets; (b)The T-AOC levels in brain and serum of piglets; (c) The transcription expression levels of

GALR2 in hippocampus of piglets. OS: oxidative stress induced by the injection of iron dextran; ** the difference is extremely significant compared

with the control, P＜0.01.
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2.3 大鼠海马神经元中GALR2与自噬相关基因转

录水平的相关性分析

线性相关性分析结果显示：海马神经元中

GALR2 与 LC3 的转录水平呈显著正相关关系

（Pearson系数=0.978，P＜0.05，图 3a）；GALR2与

Beclin-1的转录水平呈极显著正相关关系（Pearson

系数=0.990，P＜0.01，图 3b）；GALR2与ATG5的

转录水平呈显著正相关关系（Pearson系数=0.714，

P＜0.05，图 3c） . 以上结果表明GALR2的表达与

神经元的自噬信号通路呈正相关 .

Fig. 3 Correlation analysis of GALR2 and LC3/ Beclin-1/ATG5 transcription levels（x±s，n≥3）
(a) Correlation analysis of GALR2 and LC3 transcription level; Pearson=0.978, P＜0.05. (b) Correlation analysis of GALR2 and Beclin-1

transcription expression levels; Pearson=0.990, P＜0.01. (c) Correlation analysis of GALR2 and ATG5 transcription levels; Pearson=0.714, P＜0.05.

Fig. 2 Effect of H2O2on MDA content，SOD activity and the transcription levels of GALR2 and autophagy signaling
pathway related genes in hippocampal neurons（x±s，n≥3）

(a) SOD activities; (b) MDA content; (c) The transcription levels of GALR2; (d) The transcription levels of LC3, Becllin-1 and ATG5. *The

difference is significant compared with the control, P＜0.05; ** The difference is extremely significant compared with the control, P＜0.01.
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2.4 GALR2特异性抑制剂M871对氧化应激海马

神经元细胞活力、自噬水平及自噬相关基因表达水

平的影响

为考察GALR2是否介导了氧化应激海马神经

元自噬活性的变化，本研究在使用GALR2特异性

抑制剂M871处理神经元后，采用MTT法考察海马

神经元的活力 . 结果显示，在M871处理后，氧化

应激海马神经元的活力极显著下降（P＜0.01），进

一步表明GALR2参与了海马神经元抵抗氧化应激

损伤，保护神经元活率的调控过程（图4a） .

采用透射电镜观察神经元自噬小体 . 结果显

示，与对照组相比（图 4b，e），氧化应激组海马

神 经 元 双 层 膜 结 构 的 自 噬 小 体 数 量 极 显 著

增多（P＜0.01，图4c，e），而M871处理组的自噬

小 体 数 量 同 氧 化 应 激 组 相 比 则 极 显 著 降 低

（P＜0.01，图 4d，e） .Western blotting 分析结果显

示，氧化应激状态下，海马神经元中自噬降解底物

P62 表达量极显著上升 （P＜0.01，图 4f，g），而

LC3蛋白表达量也显著增加，LC3 Ⅱ/β-actin比值显

著升高（P＜0.05，图 4f，h），由此表明，氧化应

激诱发了不完全的自噬效应 . 而使用M871处理后，

P62的蛋白质表达水平与LC3-Ⅱ/β-actin比值均显著

降低（P＜0.05），LC3、Beclin-1及ATG5的转录水

平均极显著下调 （P＜0.01，图 4i） . 以上结果显

示，伴随GALR2表达的抑制，被氧化应激上调的

海马神经元自噬效应被显著抑制，表明氧化应激上

调的GALR2通过激活自噬通路抵抗氧化损伤 .

2.5 JNK信号通路在氧化应激激活海马神经元自

噬过程中的功能解析

本研究发现：氧化应激状态下，海马神经元中

JNK的蛋白质水平极显著上调（P＜0.01），磷酸化

蛋白p-JNK表达量显著增加（P＜0.05）；而与氧化

应激组相比，M871处理组 JNK蛋白表达量极显著

减少（P＜0.01），磷酸化蛋白p-JNK表达水平显著

下调（P＜0.05）（图 5a，b，c） . 由此表明，JNK

是GALR2调控海马神经元氧化应激的下游靶酶 .

为进一步表明 JNK介导了GALR2调节自噬抵

抗氧化应激过程，本研究采用 JNK 特异性抑制剂

SP600125处理氧化应激海马神经元 . 结果表明，与

氧化应激组相比，抑制剂组的p-JNK水平极显著降

低（P＜0.01），与此同时，被氧化应激上调的自噬

标记蛋白LC3-Ⅱ/β-actin比值也显著下调（P＜0.01）

（图5d，e，f），表明氧化应激状态下，抑制的 JNK

阻碍了神经元中上调的GALR2对自噬信号通路的

激活 .

Fig.4 Effect of M871 on viability and autophagy of hippocampal neurons（x±s，n≥3）
(a) Neuronal viability; (b) Electron micrograph in the control group (20 000× , arrow means autophagosomes); (c) Electron micrograph in the

oxidative stress group (20 000×, arrow means autophagosomes) ; (d) M871 group (20 000×, arrow means autophagosomes) ; (e) Statistical analysis of

the number of autophagosomes in each group; (f) The expression profiles of LC3 and P62 detected by Western blotting; (g) Based on figure (f), the

protein level of P62 was digitized; (h) LC3-II/β -actin ratio was calculated based on (f); (i) Transcription levels of LC3, Beclin-1 and ATG5. *The

difference is significant compared with the control, P＜0.05; ** The difference is extremely significant compared with the control, P＜0.01; # The

difference is significant compared with the oxidative stress group, P＜0.05; ## The difference is extremely significant compared with the oxidative

stress group, P＜0.01.
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3 讨 论

肌肉注射右旋糖酐铁是诱导新生仔猪氧化应激

的有效模型［18-19］ . 与此相似，在本研究中，肌肉注

射右旋糖酐铁极显著地提高了仔猪脑海马H2O2的

含量，降低了总抗氧化能力，表明仔猪脑海马氧化

应激模型构建成功 . H2O2和O2•-是生物学中最常见

也最重要的ROS. 因此，为了进一步考察脑海马神

经元在氧化应激状态下激活的GALR2对下游信号

通路的调节机制，本研究采用H2O2处理原代海马

神经元以构建神经元氧化应激模型 . 结果发现，

200 µmol/L 的 H2O2 处理能极显著降低 SOD 活力，

且显著增加MDA的含量 . 由于SOD是对抗氧自由

基的第一道防线，而 MDA 是脂质过氧化的产物，

引起细胞毒性应激的罪魁祸首之一，是氧化应激标

志物［20］，因此上述结果表明，海马神经元氧化损

伤模型构建成功 . 此外，本研究发现，成功诱发的

氧化应激导致海马神经元中GALR2转录水平增加，

这与氧化应激仔猪海马组织中GALR2的表达变化

一致，表明海马神经元表达的GALR2参与了对氧

化应激的调控 . 由于神经肽及其受体的抗应激作用

明显优于其他内源性化合物［21］，因此解析海马中

神经肽信号通路对氧化应激的调控，将有助于实现

氧化应激损伤的精准防控 . 以前的研究表明，神经

肽P物质（substance P，SP）［22］、降钙素基因相关

肽 （calcitonin gene-related peptide，CGRP）［23］ 及

肌肽（carnosine）［24］等都曾被报道在氧化应激过程

中发挥重要的调控功能 . 与此同时，我们也发现自

噬相关基因LC3、ATG5及Beclin-1的转录水平也显

著或极显著上调 . ATG1~10、12~14、16和 18被称

为“核心ATG蛋白”，是自噬体形成所必需的关键

物［25］，自噬启动时，ULK1 （Unc-1ike kinase 1，

Atg1 同源物） 复合物会调节 Beclin-1 及 ATG12-

ATG5-ATG16 等复合物的生成，启动自噬体的形

成［26-27］ . 自噬过程中，当自噬泡闭合时，ATG12-

ATG5-ATG16复合物从膜上脱落，只有膜结合形式

的 LC3-Ⅱ定位于自噬体膜上，其含量与自噬体数

量成正比，因而被广泛用于自噬研究［28］ . 因此，

检测LC3、ATG5及Beclin-1的表达变化能很好地反

映神经元的自噬状态 . 这与以前的研究报道相似，

Fig. 5 Regulation of JNK pathway to autophagy in hippocampal neurons with oxidative stress（x±s，n=3）
(a) Western blotting technique was used to detect the effect of M871 on JNK protein and its phosphorylation level in oxidative stress hippocampal

neurons; (b) The protein level of JNK was digitized based on (a); (c) JNK phosphorylation level was digitized based on (a); (d) Western blotting

technique was used to detect the effect of SP600125 on JNK phosphorylation and LC3 protein expression in oxidative stress hippocampal neurons.

(e) LC3-II/β -actin ratio was calculated based on (d). (f) JNK phosphorylation level was digitized based on (d). *The difference is significant

compared with the control, P＜0.05; ** The difference is extremely significant compared with the control, P＜0.01; # The difference is significant

compared with the oxidative stress group, P＜0.05; ## The difference is extremely significant compared with the oxidative stress group, P＜0.01.



·824· 2021；48（7）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

外源性H2O2的添加可导致胞内物质氧化及自噬相

关蛋白Beclin-1水平的增加［29-30］ . 另外有文献提出，

自噬在神经退行性疾病的发展过程中扮演着重要角

色，对神经元的存活起着关键的调控性作用 . 李天

亮［31］ 利用 siRNA 干扰技术抑制自噬相关基因

（autophagy related gene，ATG） ATG5或ATG7的表

达后发现，通过抑制细胞自噬，可显著提高

salinomynic诱导的细胞凋亡率 . Cheng等［32］的研究

结果显示，通过调节自噬可以促进神经元的存活，

当自噬相关蛋白Beclin-1和ATG5的表达被抑制时，

细胞活力显著降低 . 由此可见，自噬介导了细胞氧

化应激过程中抵抗损伤、保护细胞的作用过程 . 本

研究的相关性分析表明，GALR2与自噬相关基因

的表达水平呈正相关，推测GALR2可能通过调节

自噬途径来发挥抗氧化损伤，保护神经元的作用 .

为了验证该推测，本研究采用 GALR2特异性抑制

剂 M871 抑制 GALR2 的表达，结果表明，伴随

GALR2表达的抑制，被氧化应激上调的海马神经

元自噬效应被显著抑制 . 以前的大量研究报道了

GALR2在海马病理性损伤部位的高度表达，而相

关体外试验也证实了GALR2对氧化损伤神经元的

高度营养及修复作用［33-34］ . 因此，结合本研究结

果，不难理解GALR2能调节自噬抵抗氧化损伤保

护，从而保护神经元的效果和机制 .

c-Jun N 端 激 酶 （c-Jun N-terminal kinases，

JNK）， 也 被 称 为 应 激 活 化 蛋 白 激 酶 （stress-

activated protein kinase，SAPK），是MAPK家族中

一种响应于细胞内各种应激信号而激活的蛋白酶

体，可对细胞自噬等机体多种生理活动进行调

节［35］ . 研究表明，JNK 可响应于胞内 ROS 的刺激

而被活化，并通过介导抗氧化反应激活自噬［36］ .

JNK可促进Bcl-2 / Bcl-xL磷酸化，导致Beclin-1与

Bcl-2 / Bcl-xL的解离，同时干扰解离后的Beclin-1

与其他含BH3结构域蛋白结合，从而刺激自噬的

发生［37］ . 与 JNK 同属 MAPK 家族中细胞外信号调

节蛋白激酶（extracellular regulated kinases，ERK）

通路在促进神经元细胞增殖、分化抑制凋亡中发挥

重要的调节作用 . MAPK/ERK通道参与了增殖、分

化、生存和长时程增强［38］，而 p38 MAPK 通道在

中枢神经系统的激活可导致细胞死亡，与脑缺血损

伤 有 密 切 关 系 . Banerjee 等［39］ 的 研 究 显 示 ，

GALR2 可通过 p38-MAPK 介导促血管生成细胞因

子（proangiogenic cytokines）、血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）和 IL-6

的分泌，诱导 SCCHN肿瘤中的血管生成 . 此前该

作者也曾发表GALR2通过ERK途径介导其他癌症

表型（如癌细胞的生长及存活）的相关报道［40］ .

本研究发现，JNK是GALR2调控海马神经元氧化

应激的下游靶酶 . 抑制的 JNK阻碍了氧化应激神经

元中上调的GALR2对自噬信号通路的激活，证实

氧化应激激活的 GALR2可通过调节 JNK信号通路

上调氧化应激海马神经元中的自噬活性，从而保护

神经元免遭氧化应激损伤 .

4 结 论

本研究首次表明，氧化应激状态下，海马神经

元中上调的GALR2通过调节 JNK信号途径激活细

胞自噬途径，从而缓减海马神经元的氧化应激，保

护神经元 . 本研究结果为仔猪神经系统氧化应激的

调节机制及损伤防控提供了重要的信息 .
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The Regulatory Effect and Mechanism of Galanin Receptor on Autophagy in
Hippocampal Neurons Under Oxidative Stress*
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2)Immunology Research Center, Institute of Medical Sciences, Southwest University, Chongqing 402460, China)

Abstract The aim of this study is to elucidate the molecular mechanism of Galanin receptors type 2(GALR2)

which involved in regulation of oxidative stress in the hippocampus. We used real-time PCR technique to

investigate the change of GALR2 expression in hippocampus of piglets and hippocampal neurons of rats, based

on the successfully constructed oxidative stress model. Real-time PCR, Western blotting and transmission electron

microscopy were used to further explore the relationship between the signal pathway mediated by GALR2 and

autophagy. The results showed that the transcription levels of GALR2 were up-regulated in the hippocampus of

oxidative stressed piglets and rat hippocampal neurons compared with the control group (P<0.01; P<0.05). At the

same time, the transcription levels of LC3, ATG5 and Beclin-1 in oxidative stressed neurons were up-regulated (P

<0.05; P<0.05; P<0.01). Correlation analysis showed that GALR2 was positively correlated with LC3, ATG5 and

Beclin-1 (P<0.05; P<0.05; P<0.01). The treatment with M871, a specific inhibitor of GALR2, decreased the

activity of hippocampal neurons under oxidative stress (P<0.01) , increased the number of autophagosomes (P<

0.01) and transcription levels of LC3, Beclin-1 and ATG5(P<0.01) , and increased the ratio of LC3-Ⅱ/actin and

P62 protein level (P<0.05) , showing that the autophagy of hippocampal neurons, which was up-regulated by

oxidative stress, was inhibited with the inhibition of GALR2 expression, thus weakening the resistance to

oxidative damage and decreasing the viability of neurons. Simultaneously, M871 treatment also decreased the up-

regulated protein level (P<0.01) and the phosphorylation level of JNK (P<0.05) in oxidative stressed neurons,

indicating that JNK is the downstream target enzyme of GALR2 in hippocampal neurons under oxidative stress.

However, treatment with JNK specific inhibitor SP600125 lowered the ratio of LC3-II/actin, which was up-

regulated by oxidative stress (P<0.01), showing the inhibition of JNK blocks the activation of the autophagic

pathway by an up-regulated GALR2 in neurons. To sum up: under oxidative stress, the up-regulated GALR2 in

hippocampal neurons can activate the autophagy pathway by up-regulating JNK signal pathway, thus attenuate

oxidative stress injury and protect neurons.
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