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重组人脑利钠肽对脓毒症相关性脑病小鼠神经细胞凋亡的治疗作用 *
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摘要 目的：探讨重组人脑利钠肽(recombinant human brain natriuretic peptide, rhBNP)对脓毒症小鼠脑病理损伤和认知功能障碍的

治疗效应，明确其脑保护作用机制。方法：采用盲肠结扎穿刺法(Cecal ligation and puncture, CLP)建立脓毒症小鼠模型。在 CLP手

术后 6小时皮下注射 rhBNP，相同容积的生理盐水被作为对照，连续 14天，每日一次。通过旷场实验，评价动物基础运动状态、探

索能力和焦虑情绪；采用条件相关恐惧实验，检测动物情景相关记忆能力变化。TUNEL染色检测动物海马 CA1区神经细胞凋亡

变化；蛋白质免疫印迹法(Western blot, WB)检测动物海马组织 TNF-琢、Caspase-8和 Caspase-3蛋白表达水平变化。结果：在旷场实

验中，与 Sham+Veh组小鼠相比较，CLP+Veh组小鼠表现出平均运动速度（P<0.0001）、5分钟穿格次数（P<0.0001）和中央区域运
动时间明显下降（P<0.0001）。与 CLP+Veh组小鼠相比较，CLP+rhBNP组小鼠旷场中平均运动速度（P=0.35）和 5分钟穿格次数

（P=0.064）无显著变化，中央区域运动时间明显增加（P=0.0005）。在条件相关恐惧测试中，与 Sham+Veh组小鼠相比较，CLP+Veh

组小鼠表现为僵直时间比例明显减少（P<0.0001）。与 CLP+Veh组小鼠相比较，CLP+rhBNP组小鼠表现为僵直时间比例显著增加

（P=0.0014）。CLP诱导的脓毒症小鼠表现出海马 CA1区神经细胞凋亡。rhBNP治疗可以明显的减轻脑病理变化，并且通过抑制

Caspase-3上游信号通路 TNF-a-Caspase-8减轻神经细胞凋亡。结论：rhBNP对 SAE具有治疗作用，其机制可能与抑制神经细胞凋

亡有关。
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Therapeutic Effects of Recombinant Human Brain Natriuretic Peptide on
Neuronal Apoptosis of Mice with Sepsis-associated Encephalopathy*

To investigate the therapeutic effect of recombinant human brain natriuretic peptide on pathological brain

injury and cognitive dysfunction in septic mice, and to clarify its mechanism of brain protection. The cecum ligation puncture

method (CLP) septic mice model was established. rhBNP was injected subcutaneously 6 hours after CLP surgery, and the same volume of

saline was used as a control for 14 days, once daily. The basic motion state, exploration ability and anxiety of animals were evaluated by

open-field experiment. The conditional fear test was used to detect the changes in the contextual memory of animals. TUNEL staining

was used to detect the apoptosis of nerve cells in CA1 region of hippocampus. Western blotting was used to detect the expression levels

of TNF-琢, caspase-8 and caspase-3 in hippocampal tissues. In the open-field test, the mice in the CLP+Veh group had a signifi-

cant decrease in average movement speed(P<0.0001), the number of line crossing within 5 min(P<0.0001), and the movement time in the
central region (P<0.0001) when compared with that in the Sham+Veh group. There were no statistically significant differences in average
movement speed (P=0.35) and the number of line crossing within 5 min (P=0.064) after rhBNP treatment in the CLP+rhBNP group, but
the movement time in the central region was significantly increased (P=0.0005) when compared with that in the CLP+Veh group. In the
condition-related fear test, the percentage of freezing time of mice in the CLP+Veh group was significantly reduced when compared with
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that in the Sham+Veh group (P<0.0001). The percentage of freezing time of mice in the CLP+rhBNP group was significantly increased

when compared with that in mice from CLP+Veh group(P=0.0014). CLP-induced septic mice showed neuronal apoptosis of hippocampal
CA1 region. rhBNP therapy can significantly reduce brain pathological changes and reduce neuronal apoptosis by inhibiting the TNF-a-

caspase-8 signaling pathway upstream of caspase-3. Therefore, The mechanism of rhBNP treatment for SAE may be related

to inhibition of neuronal apoptosis.

Sepsis-associated encephalopathy; Cognitive dysfunction; Recombinant human brain natriuretic peptide; Inflammatory

response; Apoptosis

前言

脓毒症相关性脑病(Sepsis-associated encephalopathy, SAE)

是指在脓毒症背景下出现的急性神经功能障碍，以注意力缺

陷、谵妄甚至是昏迷为主要临床特征。现有的临床治疗指南几

乎没有关于 SAE的治疗策略信息[1,2]，因此，急需寻求一种有效

的 SAE防治药物。利钠肽(NPs)是一组内源性激素，通过诱导尿

钠排泄，利尿，血管舒张和降低血压来调节体液稳态[3]。已证实

NPs及其受体在人和动物大脑中广泛分布，参与神经血管和血

脑屏障完整性，神经炎症，神经凋亡，突触传递和脑液体内稳态

的调节 [4,5]，预示着 NPs可能是脑损伤内源性保护机制的一部

分。重组人脑利钠肽 (recombinant human brain natriuretic pep-

tide, rhBNP)，一种利用基因工程技术合成的与人 BNP完全相

同的重组产物，广泛应用于临床治疗失代偿性心力衰竭[6,7]。前

期我们课题组研究结果表明 rhBNP 50 滋g/kg对脓毒症动物心
脏、肺、肾和肠道损伤具有保护作用[8-10]。然而，rhBNP是否对脓

毒症导致的认知功能障碍及脑的病理损伤具有治疗作用，尚未

见报道。

因此，本研究拟评价 rhBNP对脓毒症小鼠脑病理性损伤

和认知功能障碍的治疗效应，明确其脑保护作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

本实验所用动物是成年雄性 C57小鼠，8-10周龄，体重在

20~24 g之间，为健康 SPF级实验用动物，由自北京维通利华实

验动物技术有限公司提供。标准饲养条件(室温 20～24℃，自

然昼夜光线照明)、标准饲料喂养 1周。本实验符合空军军医大

学实验动物饲养规范，遵守动物伦理学要求各项规定，以创伤

性实验操作对队伍伤害最小化为基本原则。

1.2 动物模型制备

采用 CLP法建立小鼠脓毒症模型[11,12]：术前禁食 12小时，

手术开始时，小鼠给予 2 %（氧流量 1 L/min）异氟醚吸入诱导

麻醉，置于 37℃加热板上，固定四肢。异氟醚麻醉维持浓度为

1.2-1.4 %（氧流量 1 L/min，即小鼠 1 MAC）。无菌条件下，在小

鼠中线开腹约 1.5-2 cm的切口，暴露盲肠，不要破坏肠系膜血

管，距离盲肠末端约 50 %处用 5-0丝线结扎。用 22 G注射针头

在结扎和盲肠顶端之间贯通穿刺一次，避免刺破血管，轻轻挤

压盲肠使其内的少量粪渣流出，以确保两侧针孔通畅。然后尽

量将盲肠还纳至腹腔原位，不要将盲肠内的粪便扩散到腹壁伤

口边缘。最后用 5-0丝线逐层缝合切口。假手术动物同样开腹，

盲肠也要被执行同样操作，除结扎和穿刺操作外。术后用安尔

碘涂抹手术区域；切口局部注射 0.1 mL 4 %罗哌卡因，并涂抹

利多卡因软膏。所有手术动物皮下注射预热的生理盐水(5

mL/100 g)，术后 6小时腹腔注射厄他培南 75 mg/kg[13]，每日一

次，直至术后 3天。术后三日内腹部切口处涂抹利多卡因软膏，

充分镇痛。

1.3 给药处理

根据人与动物药物换算公式 [14]、rhBNP 临床使用剂量 [7]

和既往动物研究剂量[8]设定 50 滋g/kg为本研究药物治疗剂量。
Sham+rhBNP组和 CLP+rhBNP组动物在手术后 6小时颈部皮

下注射 rhBNP，Sham+Veh 组和 CLP+Veh 组动物给予同等体

积的溶剂为生理盐水，每日一次，连续治疗 14天。

1.4 实验设计

实验 1.观察不同剂量 rhBNP对脓毒症小鼠 14天存活率

影响。将 80只 C57小鼠按随机数字表法分为 4组，每组 20只，

分为假手术 +溶剂组(Sham+Veh)、假手术 +rhBNP 50 滋g/kg组
(Sham+rhBNP 50 滋g/kg)，脓毒症 +溶剂组(CLP+Veh)和脓毒症

+rhBNP 50 滋g/kg组(CLP+rhBNP 50 滋g/kg)。
实验 2.检测 rhBNP对脓毒症小鼠认知行为学变化的影

响。所有接受行为学测试的动物均为假手术或 CLP手术后 14

天存活动物(每组 10只)，动物分组同实验 1。

实验 3.观察 rhBNP对脓毒症小鼠脑海马 CA1区神经细

胞凋亡的作用。各组动物经行为学检测后，每组 3只小鼠脑组

织通过 TUNEL染色，观察各组小鼠脑海马 CA1区神经细胞凋

亡情况。每组 4 只小鼠脑组织检测海马 TNF-a、Caspase-8 和

Caspase-3蛋白表达水平变化。动物分组同实验 1。

1.5 动物存活率

手术后动物自由进食水，每日记录死亡数量，连续观察 14

天。制作动物生存曲线，并进行分析。

1.6 行为学检测

1.6.1 旷场实验（Open Field Test） 实验前 24小时，将小鼠置

于昏暗的行为学实验室内进行环境适应。实验当天将 40 cm×

40cm不透明无盖旷场，平均划分为 25个小方格。实验时将小

鼠轻放于中央方格内，允许小鼠在旷场内自由活动 10分钟。记

录视频并分析后 5分钟小鼠运动速度、穿格次数和在中央区活

动时间指标[15]。实验后，用 70 %酒精清洗实验平台和目标箱，以

消除气味对下一只动物的导向作用。

1.6.2 情景相关条件恐惧实验 (Contextual Phased Memory)

在旷场实验结束后的 24小时，进行情景相关恐惧实验。实验第

1天将小鼠轻放于恐惧箱内，使小鼠适应新的环境，予自由活
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动 10分钟。第 2天，将小鼠轻放于恐惧箱中 2分钟，观察其运

动状态作为 Freezing基础值。在不伴有任何声音、光照、气味等

关联性刺激条件下，于实验 2分 10秒（刺激内容：电击：0.7

mA，2秒；间隔：35~60秒)开始给予连续 5次非条件刺激，每次

电击前 10秒内的运动状态用于测量非条件刺激间 Freezing情

况。最后一次电击后的 30秒结束训练。第 3天，在非条件恐惧

训练的 24小时后进行记忆提取，再次将小鼠轻放于同一恐惧

箱内，视频记录并分析测试时 Freezing行为时间占总测试时间

比例（Freezing time ratio）反映小鼠信号关联的恐惧记忆能力[16]。

在恐惧训练和记忆提取过程中，每只动物测试后，清洁恐惧箱，

并用 70 %酒精反复擦拭，去除残留气味。全部实验结束后，将

动物放回饲养房。

1.7 TUNEL法

收集脑组织方法同前，取全脑并在 4 %多聚甲醛中后固定

6小时，常规石蜡包埋，连续全海马组织冠状切片，片厚 5 滋m，
直接贴于载玻片，-20℃冰箱保存。TUNEL染色时，将切片在

0.1 M PBS中冲洗，并在 0.1 % TritonX-100孵育 30 min。随后，

用含有 0.03 % TritonX-100、5 %山羊血清的 0.1 M PBS将切片

封闭 1 h。按照 TUNEL试剂盒说明避光配置 rTdT孵育缓冲

液，每张切片 50 滋L，37℃恒温孵箱内避光孵育 1小时，PBS洗

3遍× 5min。避光条件下，加入 DAPI (1:8000)，每张切片 50滋L，
室温下 5 min，PBS 洗 3 遍× 5 min。甘油封片，在 Olympus

BH60显微镜下观察。

1.8 Western blot
总蛋白提取使用组织蛋白提取试剂盒 (Invent 公司

Sc-003)，提取方法参照说明书。通过使用 BCA蛋白质测定试

剂盒(Well-bio，China)定量蛋白质。30 滋g等量蛋白在 10 %丙稀

酰胺凝胶分离，并转移到 0.22 滋m PVDF膜上，5 %的脱脂奶粉

溶于含有 0.1 % Tween20的 TBST溶液，室温封闭 1小时。按

试剂 说明 书 配 置 一抗 TNF-a ( 武 汉 Proteintech 公 司

60291-1-Ig)、Caspase-8(Abcam 公司 ab25901)和 Caspase-3(Ab-

cam公司 ab13847)，4 ℃孵育过夜。使用 GAPDH(Abcam公司

ab8245)作为内参。TBST洗 3遍× 5 min，二抗辣根过氧化物酶

山羊抗兔 IgG、HRP山羊抗鼠 IgG (1:10000，美国 Abcam公司)

室温下孵育 2小时，TBST洗 3遍× 5 min，使用 ECL底物化学

发光显影。应用 Gelcap软件分析吸光度（A）值，以目的条带与

内参 GAPDH的 A值比值反映目的蛋白的表达水平。每个样品

重复三次，结果取平均值。

1.9 统计学方法

利用 Graphpad prism6.0软件绘制生存曲线及分析。生存

率以百分比表示，进行 Log-rank (Mantel-Cox)检验。

旷场实验数据分析：统计了所有需要测试认知行为学小鼠

的基础运动状态及焦虑状态，采用旷场实验观察了实验小鼠的

运动速度，穿格次数（Number of line crossings），在中央区运动

时间（Time in the center）；

恐惧记忆行为学的数据分析：统计了每组 10只小鼠在训

练及检测时 Freezing时间比例（% Freezing time ratio）=（Freez-

ing time/测试时间）× 100 %；

采用 GraphPad Prism 6.0软件处理并分析数据，所有计量

资料均采用均数± 标准差（x± SEM）表示，组间比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t检验。P<0.05表示有统
计学差异。

2 结果

2.1 每日皮下注射 rhBNP 50 滋g/kg显著提高脓毒症小鼠 14天

存活率

Sham+Veh 和 Sham+rhBNP 50 滋g/kg 组动物在观察期间
全部存活(图 1)。CLP+Veh和 CLP+rhBNP 50 滋g/kg组动物存活
率明显下降。每日皮下注射 rhBNP 50 滋g/kg的 CLP小鼠存活

率由 25 %提高到 55% (CLP+rhBNP 50滋g/kg组, P<0.0471)。因
此，我们观察到 rhBNP 50 滋g/kg治疗可以提高中 -重度脓毒症

小鼠存活率，为动物提供保护作用。

2.2 rhBNP 50 滋g/ kg治疗可改善脓毒症小鼠认知功能损害
为了验证采用 CLP手术建立的脓毒症小鼠模型是否成功

诱导出 SAE及相关的认知功能障碍，我们应用多种反映动物

不同学习和记忆能力模式的行为学范式进行检测，并进一步评

价 rhBNP对脓毒症相关认知功能障碍的治疗作用。首先，利用

旷场实验观察不同处理组小鼠基础运动能力、焦虑状态及探索

能力差异。在旷场实验中，对比 Sham+Veh组与 Sham+rhBNP

组小鼠平均运动速度无明显差异，无统计学意义(Sham+Veh

组：50.50± 4.55 mm/s vs. Sham+rhBNP 组：51.00± 6.41 mm/s，

P=0.94)。与 Sham+Veh 组相比，CLP+Veh 组 (Sham+Veh 组 :

50.50 ± 4.55 mm/s vs. CLP+Veh 组：20.60 ± 2.70 mm/s，P<0.
0001) 和 CLP+rhBNP组 (Sham+Veh组：50.50± 4.55 mm/s vs.

CLP+rhBNP组: 25.80± 2.91 mm/s，P=0.0002) 小鼠平均运动速
度均显著降低，具有统计学意义，然而 CLP+Veh 组和

CLP+rhBNP 组小鼠相比，平均运动速度却未见明显差异

(CLP+Veh 组：20.60± 2.70 mm/s vs. CLP+rhBNP 组：25.80 ±

2.91 mm/s，P=0.35)，无统计学意义。观察 5 分钟穿格次数，

Sham+Veh组与 Sham+rhBNP组小鼠无统计学意义(Sham+Veh

组: 264.3± 19.76 vs. Sham+rhBNP组：265.1± 32.52，P=0.98)，与
Sham+Veh 组相比，CLP+Veh 组 5 分 钟穿 格次 数 减少

(Sham+Veh 组：264.3± 19.76 vs. CLP+Veh 组 : 111.3± 14.19，

P<0.0001)，具有显著统计学意义。而给予 rhBNP治疗后，与

CLP+Veh 组相比，CLP+rhBNP 组小鼠 5 分钟穿格次数增加

(CLP+Veh 组：111.3± 14.19 vs. CLP+rhBNP 组：164.2± 15.75，

P=0.064)，但不具有统计学意义。给予 rhBNP 治疗后，

CLP+rhBNP组小鼠 5分钟穿格次数与 Sham+Veh组小鼠相比

图 1 rhBNP治疗提高脓毒症小鼠 14天生存率

生存率以百分数表示，每组动物 n=20只，*P<0.05，**P<0.01，表示与
Sham+Veh组比较；#P<0.05，表示与 CLP+Veh组比较。

Fig.1 rhBNP treatment improved the 14-day survival rate of septic mice

Values are expressed as survival percentage (n=20 in each group). *P<0.05,
**P<0.01, versus Sham+Veh group. #P<0.05, versus CLP+Veh group.
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(Sham+Veh组: 264.3± 19.76 vs. CLP+rhBNP组: 164.2± 15.75，

P=0.0017)，具有显著统计学意义。
检测各组小鼠在旷场中央区运动时间，Sham+Veh 组和

Sham+rhBNP组小鼠无明显差异 (Sham+Veh组：93.39± 9.47 s

vs. Sham+rhBNP组：71.55± 6.11 s，P=0.11)，无统计学意义。与
Sham+Veh组相比，CLP+Veh组小鼠旷场中央区运动时间明显

减少 (Sham+Veh组：93.39± 9.47 s vs. CLP+Veh组：32.92± 7.39 s，

P<0.0001)，具有显著统计学意义。而给予 rhBNP治疗后观察小

鼠在旷场中央区运动时间明显增加 (CLP+Veh组：32.92± 7.39

s vs. CLP+rhBNP组：79.29± 10.89 s，P=0.0005)，具有显著统计
学意义。Sham+Veh和 CLP+rhBNP组小鼠旷场中央区运动时

间，无统计学差异。该结果表明，rhBNP 50 滋g/kg对于假手术组
小鼠的探索能力无损害，与假手术组小鼠相比，严重脓毒症本

身会导致小鼠更易发生基础运动状态差、焦虑水平升高及探索

能力缺陷。而皮下给予 rhBNP 50 滋g/kg进行治疗，脓毒症小鼠
的焦虑水平下降及探索能力障碍有所改善。

图 2 rhBNP对脓毒症小鼠基础运动能力和焦虑样行为的作用

(A)平均速度, (B)穿格次数, (C)中央区域运动时间, (D)旷场内运动轨迹图，每组 n=10只。*P<0.05, **P<0.01，表示与假手术组比较；
#P<0.05, ##P<0.01，表示与 CLP+Veh组比较。

Fig.2 Effects of rhBNP on basic locomotor activity and anxiety-like behaviour in septic mice

(A) Average speed, (B) number of line crossings, (C) time in the centre zone, (D) motion trajectory map in the open field. (n=10 in each group).

*P<0.05, **P<0.01 compared with the Sham+Veh group. #P<0.05, ##P<0.01 compared with the CLP+Veh group.

条件恐惧记忆测试可以反映海马相关的长期学习和记忆

能力，因此我们通过这一行为学范式观察了不同处理组小鼠情

景相关联的恐惧记忆能力差异，结果如 3A所示，假手术组和

CLP手术组动物在接受足底电击这种非条件刺激后均出现了

僵直行为，对于电击刺激的反应即僵直时间比例随训练次数的

增加而升高，在第 5 次足底电击后，与 Sham+Veh 组和

CLP+rhBNP组相比较，CLP+Veh组动物表现出僵直时间比例

明显缩短，具有显著统计学差异。在训练结束的 24小时后进行

记忆提取结果显示，与 Sham+Veh组相比，Sham+rhBNP组小

鼠的僵直时间比例无统计学差异(Sham+Veh组: 28.45± 3.62 %

vs. Sham+rhBNP组: 26.27± 3.73 %，P=0.61)，CLP+Veh组小鼠
僵直时间比例明显缩短，具有显著统计学意义(Sham+Veh组:

28.45± 3.62 % vs. CLP+Veh 组：8.61± 1.63 %，P<0.0001)。将
CLP+Veh 组与 CLP+rhBNP 组小鼠进行比较，CLP+rhBNP 组

小鼠的僵直时间百分比明显增加，有显著统计学意义

(CLP+Veh组：8.61± 1.63 % vs. CLP+rhBNP组：23.36± 2.57 %，

P=0.0014)，基本恢复至与 Sham+Veh组相似 (Sham+Veh组：

28.45± 3.62%vs.CLP+rhBNP组：23.36± 2.57%，P=0.24) (图3B)。

该结果提示，rhBNP 50 滋g/kg对小鼠的长期记忆能力无不良影
响，小鼠在发生脓毒症后损害了海马相关的长期记忆能力，而

接受 rhBNP治疗后，脓毒症小鼠长期的情景相关记忆能力得

到明显改善。

2.3 rhBNP抑制 CLP诱导的脓毒症小鼠的脑海马组织神经细

胞凋亡水平

通过 TUNEL染色检测各组小鼠脑海马组织细胞凋亡水

平变化。如图 4，以 dUTP与细胞核 DAPI共定位系数进行半定

量分析显示：与 Sham+Veh组相比较，CLP+Veh组和 CLP+rhB-

NP组小鼠脑海马组织神经细胞凋亡水平升高 (Sham+Veh:

0.33 ± 0.02 vs. CLP+Veh: 0.76 ± 0.01，P<0.0001，Sham+Veh:
0.33± 0.02 vs. CLP+rhBNP: 0.49± 0.03，P<0.0001)，具有显著统
计学意义。CLP+rhBNP组小鼠脑海马组织中神经细胞凋亡数

量明显要低于 CLP+Veh 组小鼠 (CLP+Veh: 0.76± 0.01 vs.

CLP+rhBNP: 0.49± 0.03，P<0.0001)，具有显著统计学意义，但

图 3rhBNP对脓毒症小鼠情景相关恐惧记忆能力的治疗作用

(A) 5轮足底刺激后僵直时间百分比(无条件刺激)；(B)情景相关恐惧

记忆僵直时间百分比；每组 n=10只。 *P<0.05, **P<0.01，表示与假手
术组比较；#P<0.05, ##P<0.01，表示与 CLP+Veh组比较。

Fig.3 Changes in the contextual fearing memory ability of sepsis mice

after rhBNP treatment

(A) Freezing time ratio after receiving a foot shock five times

(unconditioned stimulation). (B) Freezing time ratio in contextual fearing

memory test. *P<0.05, **P<0.01, compared with Sham+Veh group,
#P<0.05, ##P<0.01, compared with CLP+Veh group.
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较 Sham+Veh组增高 (Sham+Veh: 0.33± 0.02 vs. CLP+rhBNP:

0.49± 0.03，P=0.0019)，未恢复至正常水平，具有显著统计学意
义。而 Sham+Veh组和 Sham+rhBNP组两组小鼠脑组织海马神

经细胞凋亡水平无明显差异 (Sham+Veh: 0.33 ± 0.02 vs.

Sham+rhBNP: 0.31± 0.01，P>0.10)，无统计学意义。结果提示，
rhBNP 50 滋g/kg治疗可以减轻 CLP诱导的脓毒症小鼠海马组

织神经细胞凋亡这一病理性变化。

2.4 rhBNP降低脓毒症小鼠海马组织 TNF-a、Caspase-8和 Cas-

pase-3蛋白表达水平

基于上述现象，我们接下来对脓毒症造成神经细胞凋亡的

相关机制进行深入的研究。与 Sham+Veh 组动物相比较，

CLP+Veh 组动物海马组织 TNF-琢 (Sham+Veh: 0.28± 0.07 vs.

CLP+Veh: 0.86 ± 0.16，P=0.0033) ( 图 5A)，活 化 Caspase-3

(Sham+Veh: 0.24 ± 0.03 vs. CLP+Veh: 0.95 ± 0.168，P=0.0009)
(图 5B)和 Caspase-8蛋白(Sham+Veh: 0.25± 0.03 vs. CLP+Veh:

1.33± 0.15，P<0.0001)(图 5C) 表达水平存在不同程度的增加，

差异存在统计学意义。给予 rhBNP治疗后，CLP+rhBNP组动物

海马组织 TNF-琢(CLP+Veh: 0.86± 0.16 vs. CLP+rhBNP: 0.40±

0.05，P=0.01)(图 5A)，活化 Caspase-3(CLP+Veh: 0.95± 0.16 vs.

CLP+rhBNP: 0.37± 0.05，P=0.0031)(图 5B) 和 Caspase-8 蛋白

(CLP+Veh: 1.33± 0.15 vs. CLP+rhBNP: 0.51± 0.13，P=0.0004)
(图 5C) 表达受到明显的抑制，差异具有统计学意义。

Sham+rhBNP 组 和 Sham+Veh 组 动 物 海 马 组 织 TNF-琢
(Sham+Veh: 0.28± 0.07 vs. Sham+rhBNP: 0.30± 0.08，P=0.89)，
活化 Caspase-3(Sham+Veh: 0.24± 0.03 vs. Sham+rhBNP: 0.28±

0.07，P=0.81) 和 Caspase-8蛋白表达水平 (Sham+Veh: 0.25±

0.03 vs. Sham+rhBNP：0.31± 0.05，P=0.67)未见明显差异。结果
提示，脓毒症发生后，引起海马组织神经细胞凋亡等病理性损

害，其机制与激活了 Caspase-3上游分子 TNF-琢和 Caspase-8

蛋白有关。然而，rhBNP 可以通过抑制 Caspase-3 上游

TNF-a-Caspase-8信号通路，减低 Caspase-3蛋白表达水平，降

低脓毒症小鼠海马组织神经细胞的凋亡水平。

图 4 rhBNP治疗可减轻脓毒症小鼠海马 CA1区神经细胞凋亡

绿色荧光定位于凋亡神经细胞核；DAPI染全部神经细胞核，呈蓝色荧

光。每组 n=3只，*P<0.05, **P<0.01，表示与假手术组比较；#P<0.05,
##P<0.01，表示与 CLP+Veh组比较，Scale bar=100 滋m。

Fig. 4 rhBNP 50 滋g/kg mitigated apoptosis in the hippocampal CA1 region
in septic mice as indicated by TUNEL

Apoptotic cells were stained green in the nuclei. DNA in all cells was

stained blue with DAPI (n=3 in each group). *P<0.05, **P<0.01,

compared with the Sham+Veh group. #P<0.05, ##P<0.01, compared

with the CLP+Veh group.

图 5 rhBNP对脓毒症小鼠 TNF-琢, activated Caspase-3和 Caspase-8蛋白的影响

Western blot检测 (A) TNF-琢, (B) Caspase-3和(C) Caspase-8蛋白表达水平变化。数据以均数± 标准误表示，每组 n=4只，*P<0.05, **P<0.01，表示
与假手术组比较；#P<0.05, ##P<0.01，表示与 CLP+Veh组比较。

Fig.5 The effects of rhBNP on the expression of TNF-琢, activated Caspase-3 and Caspase-8 protein in septic animals
The expression levels of (A) TNF-琢, (B) Caspase-3, and (C) Caspase-8 protein were determined byWestern blot. Data are expressed as mean ± S.E.M. of

4 animals per group. There was a significant difference between *, ** compared with sham operation group (P<0.05, P<0.01). #, # showed a significant
difference compared to the CLP group (P<0.05, P<0.01).

3 讨论

在全世界范围内，估计每年有 1,940万患者诊断脓毒症，

住院死亡率从 2000年 35％降至 2014年的 18％，约 1,400万

患者存活至出院 [17]。SAE是脓毒症严重的神经系统并发症，

8-70 %脓毒症存活患者会出现长期的认知功能障碍、心理健康

受损和创伤后应激障碍[18,19]，可以造成比脓毒症及其诱发的多

器官功能衰竭更为复杂的情况。因为 SAE发病机制并不完全
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清楚，所以临床无有效治疗方法。

盲肠结扎穿刺动物模型被认为是脓毒症研究的 "金标准"。

研究表明，动物存活率低于 50 %的重度 CLP脓毒症模型，在造

模 10天后便可出现多重神经认知功能损害，如新物体识别、空

间学习记忆和抑制性回避等，持续长达 30天，在 60天内逐渐

消退[15]。在本研究中，我们发现脓毒症模型组动物的存活率为

25 %，提示重度 CLP脓毒症模型制备成功。CLP术后 14天开

始旷场实验，脓毒症模型动物出现基础运动状态差、焦虑状态

加重和空间认知能力受到损害。小鼠条件恐惧实验的结果表明

脓毒症可损伤小鼠海马相关的长期记忆能力，条件相关的恐惧

记忆能力下降。rhBNP治疗不仅可以显著提高脓毒症小鼠 14

天存活率至 55 %，还可以明显改善脓毒症小鼠海马相关的记

忆能力缺陷。我们首次报道，rhBNP 50 滋g/kg可以显著提高脓
毒症小鼠 14天存活率，改善脓毒症小鼠焦虑情绪和认知功能

障碍。

海马体损伤可以解释脓毒症脑病患者的认知功能障碍，因

为这一区域与学习和记忆密切相关。研究发现，细胞凋亡在许

多形式的脑损伤中均有发生[20]，例如脑缺血再灌注损伤[21]，阿尔

茨海默病[22]和创伤性脑损伤[23]，同也参与到脓毒症诱导的脑病

理损害和认知功能障碍的发病过程之中。通过 TUNEL染色我

们观察到 CLP诱导脓毒症小鼠海马 CA1区出现大量神经细胞

凋亡，与假手术组动物相比，CLP+Veh组动物在脓毒症发病后

的 14天仍存在明显的差异。

一些研究已经为 BNP的神经保护作用提供了证据。BNP

在大脑皮层，下丘脑和小脑的小鼠星形胶质细胞的原代培养物

表达，且无区域差异性。与 ANP相比，BNP能更大程度诱导星

形胶质细胞 cGMP的产生[24,25]。Chisato等，首次证实，BNP在缺

氧条件下通过 C-Src 的活化从人星形细胞瘤细胞系U373MG

上调和释放，并且 BNP的抑制加剧了缺氧诱导的细胞凋亡，外

源性给予 BNP减少了缺氧诱导的细胞凋亡[26]。BNP可通过延

长 cGMP水平的升高时间，抑制 PC12细胞中 DNA的断裂，提

高细胞存活率[27]。在小鼠脑外伤模型中，静脉给予 BNP可增加

脑血流，降低炎症标志物(TNF-a和 IL-6)和神经元变性[28]。BNP

预处理的减少大脑中动脉闭塞大鼠 24小时梗死体积，促进第

7天和第 14天神经功能恢复[29]。在脑室内施用 BNP（32.5 ng-6.

5 滋g）后对大鼠施加应激刺激，BNP基础分泌没有改变，但以剂
量依赖性方式抑制应激诱导的血浆皮质酮升高，证实 BNP参

与 HPA系统调节的观点[30]。上述结果表明 BNP在神经血管和

血脑屏障完整性，神经炎症，神经凋亡，突触传递和脑液体内稳

态调节等多个环节中发挥神经保护作用。然而 rhBNP能否治

疗脓毒症诱导的脑病理损伤尚未见研究报道，需要我们进一步

的研究。

我们的研究首次证实，连续 14天皮下给予 rhBNP治疗，

可改善脓毒症动物海马神经细胞凋亡这一病理性损伤的现象，

随后我们又对这一现象背后的机制进行了探索。细胞凋亡是程

序性细胞死亡的一种形式，在胚胎发生和许多成体组织的正常

发育和维持过程中起着重要作用。已经鉴定了几个调节细胞凋

亡的分子和基因家族。在脑组织细胞中鉴定出两种凋亡激活途

径[20]：一种通过与肿瘤坏死因子（TNF）和半胱天冬酶 -8相关的

细胞表面受体激活，另一种是更复杂的涉及线粒体的途径。在

与学习记忆有关的脑区中，海马作为一个关键的学习和认知区

域，高表达炎症因子受体，例如，TNF-琢受体和其它模式识别受
体，这可以解释海马为什么很容易受到促炎因子的影响。

TNF-琢是研究最为广泛的促炎症因子之一。由脑内神经元级联
产生的 TNF-琢可能参与发生感染和炎症过程中复杂的自主神
经、神经内分泌、代谢和行为改变[31]。TNF通过与其细胞表面受

体（TNF-R）结合诱导细胞凋亡，随后发生邻近 TNF-R分子的寡

聚化，导致Caspase-3蛋白上游的凋亡相关蛋白Caspase-8活化。

我们的研究检测了凋亡相关分子 TNF-琢、Caspase-8 和
Caspase-3蛋白表达变化。脓毒症继发全身炎症反应，海马组织

TNF-琢增加，可激活 Caspase3上游通路，引起神经细胞凋亡。

我们的研究表明，给予 rhBNP可减轻脓毒症小鼠海马 TNF-琢
等促炎症因子水平，同时也说明 rhBNP的抗神经细胞凋亡作

用靶点是 Caspase3上游通路的 TNF-琢分子。已证实，在大鼠局
灶性中风后脑组织中 Caspase-8持续表达。另外，proCaspase-8

表达在大多数皮质神经元中是可检测的。Messaris等，报道了

在脓毒症和假手术动物中 Caspase-8的恒定表达，但是在脓毒

症损伤的低动力期 Caspase-8的表达显着降低[32]。然而，本研究

观察到，在 CLP手术后 14天，脓毒症动物海马组织 Caspase-8

蛋白表达显著高于假手术组动物，但是在本实验中未涉及脓毒

症动物血流动力学变化相关研究，因此无法确定 CLP手术后

14天动物血流动力学变化。与脓毒症动物相比较，在给予

rhBNP 治疗后，CLP+rhBNP 组动物海马组织 TNF-a 和 Cas-

pase-8蛋白表达水平显著下降，提示 rhBNP减轻脓毒症小鼠脑

神经细胞凋亡，与抑制 TNF-琢-Caspase-8-Caspase-3信号通路活
化有关。

综上所述，rhBNP对脓毒症小鼠认知功能障碍及脑病理损

伤的治疗作用与抑制 TNF-琢-Caspase-8-Caspase-3信号通路活
化，减轻海马区神经细胞凋亡有关。接下来我们将更深层次的

在分子信号水平进行机制研究，为 rhBNP应用于临床治疗脓

毒症及发挥脑保护作用，提供理论基础。
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