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自噬诱导剂亚精胺改善脑出血后脑损伤
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［摘要］ 目的 探讨亚精胺（spermidine， SPD）在脑出血（intracerebral hemorrhage， ICH）中的作用

及其潜在机制。方法 选用8~10周龄的雄性C57BL/6小鼠构建胶原酶诱导的 ICH模型。将108只小鼠

随机分为 3组，即假手术组、ICH组和亚精胺治疗组，每组 36只。亚精胺治疗组小鼠在术后接受连续 3 d
的 15 mg/kg亚精胺腹腔注射。在 ICH后第 3天，通过神经行为学测试（改良Garcia神经功能评分、前肢

放置试验）评估小鼠神经功能缺损、HE染色观察脑组织病理损伤、免疫荧光染色检测小胶质细胞/巨噬

细胞与星形胶质细胞活化，以及通过 Western blot 分析自噬标志物 Beclin-1、P62 及炎症因子 MMP-9、
NLRP3、COX-2的表达。以血红素刺激HT-22细胞模拟体外 ICH，3-甲基腺嘌呤（3-methyladenine，3-MA）
作为自噬抑制剂。将细胞随机分为4组（n=7）：对照组、血红素组、血红素+亚精胺组和血红素+亚精胺+3-MA
组。在血红素处理 24 h后，通过CCK-8法检测各组细胞存活率、Western blot检测自噬相关蛋白LC3-II、
P62 的表达，通过测定超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性与丙二醛（malondialdehyde，
MDA）含量以评估氧化应激水平。结果 在 ICH造模后第 3天，与 ICH组相比，亚精胺显著减少脑损伤

面积（P<0. 05），促进神经功能恢复（P<0. 05），激活自噬 Beclin-1表达升高，P62表达降低（P<0. 05），抑

制小胶质细胞/巨噬细胞和星形胶质细胞活化（P<0. 01），降低MMP-9、NLRP3及COX-2表达，同时提高

SOD 活性并减少 MDA 含量（P<0. 05）。在细胞实验中，亚精胺提高 HT-22 细胞存活率（P<0. 05）、增强

SOD活性并降低MDA水平（P<0. 01），而自噬抑制剂 3-MA有效抑制了自噬，使 LC3-II表达降低、P62表

达升高（P<0. 05），并完全逆转了上述保护效应（P<0. 05）。结论 亚精胺在 ICH后激活自噬并通过抑制

神经炎症和氧化应激改善 ICH后脑损伤。
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Autophagy inducer spermidine improves brain injury after intracerebral 
hemorrhage
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［Abstract］ Objective　To investigate the role and underlying mechanism of spermidine (SPD) in 
intracerebral hemorrhage (ICH).  Methods　Male C57BL/6 mice were subjected to establish a collagenase-

induced ICH model.  The 108 mice were randomly divided into Sham group, ICH group and ICH+SPD group 
(intraperitoneal injection of 15 mg/kg SPD for 3 consecutive days after modeling), with 36 mice in each group.  
On the 3rd day after ICH, neurological deficits were evaluated using modified Garcia scoring and forelimb 
placing test; brain pathological damage was assessed with HE staining; activation of microglia/macrophages 
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(Iba-1) and astrocytes (GFAP) was detected by immunofluorescence assay; expression of autophagy markers 
(Beclin-1, P62) and inflammatory factors (MMP-9, NLRP3, COX-2) was measured with Western blotting.  In in 
vitro experiments, hemin was used to stimulate HT-22 cells to mimic ICH.  The HT-22 cells were randomly 
divided into Control group, Hemin group, Hemin+SPD group, and Hemin+SPD+3-methyladenine (3-MA, an 
autophagy inhibitor) group (n=7).  After 24 h of hemin treatment, cell viability was detected with CCK-8 assay, 
the expression of autophagy-related proteins (LC3-II and P62) were detected with Western blotting, and 
oxidative stress was determined by measuring superoxide dismutase (SOD) activity and malondialdehyde 
(MDA) content.  Results　On day 3 post-ICH, SPD significantly reduced the area of brain damage (P<0. 05), 
improved neurological recovery (P<0. 05), activated autophagy with up-regulation of Beclin-1 while down-

regulation of P62 (P<0. 05), suppressed the activation of microglia/macrophage and astrocytes (P<0. 01), 
reduced the expression of MMP-9, NLRP3 and COX-2, and enhanced SOD activity and decreased MDA 
content (P<0. 05) when compared with the ICH group.  SPD increased the viability of HT-22 cells (P<0. 05), 
improved SOD activity and reduced MDA content (P<0. 01).  Autophagy inhibitor 3-MA effectively blocked 
the down-regulation of LC3-II and up-regulation of P62, and completely reversed above protective effects 
caused by SPD (P<0. 05).  Conclusion　SPD activates autophagy after ICH and improves post-ICH brain 
injury by suppressing neuroinflammation and oxidative stress.  

［Key words］ intracerebral hemorrhage； spermidine； autophagy； neuroinflammation； oxidative stress
Supported by the General Program of National Natural Science Foundation of China （82071331） and the National Key Research and Development Program of 
China （2018YFC1312200）.  Corresponding author： XUE Mengzhou， E-mail： xuemengzhou@zzu. edu. cn

脑出血（intracerebral hemorrhage， ICH）作为第二

大卒中类型，每年约在全球造成 280 万人死亡［1］。其

病理进程可分为 2 阶段：原发性损伤和继发性损伤。

原发性损伤源于血肿占位效应引发的机械性破坏，而

继发性损伤则由血肿周围神经炎症与氧化应激主

导［2］。尽管微创血肿清除术已广泛应用于临床，但它

对 ICH患者神经功能预后的改善效果有限，亟须探索

新的神经保护策略［3］。
亚精胺（spermidine， SPD）是一种内源性自噬诱导

剂，广泛存在于小麦胚芽、发酵乳制品及豆类等天然

食物中［4］。多胺类化合物（腐胺、SPD和精胺）是人体内

广泛存在的多阳离子，参与多种细胞过程，比如细胞增

殖、分化和凋亡［5］。作为一种低分子量的天然多胺，亚

精胺参与了多项关键的细胞功能，包括促进细胞生长、

稳定 DNA 以及诱导自噬［6］。在中枢神经系统中，亚精

胺从外部获取并优先储存在神经胶质细胞中，发挥抗

炎、抗氧化及抗凋亡等多重神经保护效应［6-7］。然而，

亚精胺在 ICH模型中能否缓解脑损伤及其具体机制尚

未明确。本研究旨在探索亚精胺对 ICH后神经损伤的

保护作用及其潜在机制。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

108 只雄性 C57BL/6 小鼠（8~10 周龄，体质量 20~
22 g）购自北京华阜康实验动物中心。所有小鼠饲养

于 SPF级屏障设施内，环境参数恒定为温度（25±1）℃、

相对湿度 50%±10%、12 h/12 h明暗循环。本研究经郑

州大学第二附属医院实验动物伦理审查委员会批准

（KY2024247），动物处置过程符合伦理要求。在实验

中，为减少小鼠疼痛与折磨，手术前腹腔注射 40 mg/kg
戊巴比妥钠，并由专业的实验人员操作来缩短手术时

长。术后给予适量的镇痛药，精心护理创口并提供舒

适环境。预期不良事件有麻醉风险、手术创伤及术后

感染等，已准备急救药物和应对方法。意外不良事件

如过敏、意外死亡等，一旦发生会立即抢救并分析原

因。人道终点设定为体质量下降超 20%、严重感染、

无法自主吃喝、行为严重异常等情况。每天至少 2次

观察小鼠状态，每周测 1次体质量，术后每天检查头皮

切口，有异常随时增加监测次数。

1. 2　小鼠 ICH模型建立

ICH 模型的建立参考先前的研究［8］。将小鼠固定

于脑立体定位仪（RWD，中国深圳），备皮后以碘伏消

毒手术区域，再沿颅骨中线切开头皮约1 cm，暴露前囟。

用微型颅钻（直径0. 5 mm）钻孔（坐标：前囟前方1. 0 mm，

中线外侧 2. 0 mm），制备注射骨窗。接着缓慢进针，深

度为颅骨向下 5 mm，向孔内注入 0. 075 U 胶原酶 VII
（Sigma-Aldrich，美国），注射速率 0. 1 μL/min。注射完

成后留针5 min以防止药液反流。最后以无菌骨蜡封闭

骨窗，缝合头皮切口并消毒。Sham组小鼠给予0. 75 μL
生理盐水，其余操作一致。整个手术过程于超净台内进

行，严格遵循无菌操作规范。
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1. 3　实验分组和用药

将小鼠随机分为 3组：假手术组（Sham组）、ICH组

（ICH+Vehicle组）、亚精胺治疗组（ICH+SPD组），每组

36 只。实验所用的亚精胺（S0266），购自美国 Sigma-

Aldrich公司，溶解于无菌生理盐水中。在 ICH模型建

立成功后，ICH组和亚精胺治疗组小鼠需接受连续 3 d
的腹腔注射。参照之前文献中的方法，向亚精胺治疗组

小鼠腹腔注射亚精胺，剂量为15 mg/kg，每日1次，连续

注射 3 d［9］。而 ICH 组小鼠则按照体质量腹腔注射对

应体积的无菌生理盐水，注射时间与亚精胺治疗组保

持一致。

1. 4　脑组织HE染色

ICH 后第 3 天对小鼠进行心脏灌注，取出脑组织

并固定于 4%多聚甲醛。对脑组织样本进行石蜡包埋

并将其切成厚度为 5 μm 的石蜡切片。使用 HE 染色

试剂盒（Solarbio，中国北京）切片进行染色，观察脑组

织的病理变化。使用 Image J软件手动勾选血肿区域

并计算脑损伤面积。

1. 5　行为学测试

在造模前、造模后24 h以及造模后72 h，通过改良

的Garcia评分测试和前肢放置试验对小鼠的神经功能

进行评估。改良的 Garcia评分测试：该评分系统通过

综合观察与分析动物的自发活动、肢体运动对称性、前

肢伸展程度、本体感觉、攀爬能力以及触须感觉功能来

进行量化评分；在实验中，得分越低意味着小鼠 ICH后

的神经功能损伤越严重。前肢放置试验：当小鼠的触

须与桌面发生接触时，正常生理状态的小鼠会迅速且

自然地将同侧前肢放置于桌面上；在实验过程中，成功

做出此类反应的次数占总测试次数的百分比能够有效

反映出神经功能缺损状况。

1. 6　Western blot检测

在小鼠 ICH后第 3天，提取血肿周围 1. 0~1. 5 mm
的脑组织。按照组织质量加入 RIPA 裂解缓冲液（碧

云天，中国），将混合物置于 4 ℃研磨仪中匀浆，随后以

12 000×g离心 10 min。收集上清液，采用 BCA蛋白定

量法测定蛋白浓度。取等量蛋白样品进行电泳，将蛋

白转至PVDF膜，用 5% 脱脂牛奶封闭1 h。随后加入以

下一抗：微管相关蛋白 1轻链 3（Microtubule-associated 
protein 1 light chain 3， LC3）、P62、Beclin-1、GAPDH、基

质金属蛋白酶-9（matrix metalloproteinases-9， MMP-9）、

环氧化酶-2（Cyclooxygenase-2， COX-2）、NOD 样受体

蛋白 3（NOD-like receptor protein 3， NLRP3），4 ℃孵育

过夜。次日，洗膜后加入相应的辣根过氧化物酶

（horseradish peroxidase，HRP）标记的二抗，室温孵育1 h。
向膜上滴加增强化学发光底物（ECL，碧云天），使用 
Bio-Rad ChemiDoc™ MP凝胶成像系统采集化学发光信

号，并用 Image J 软件分析蛋白条带灰度值。

1. 7　免疫荧光染色

首先用二甲苯将石蜡切片脱蜡，再用乙醇水化。

随后进行抗原修复，将切片置于 10 mmol/L 柠檬酸钠

溶液中，100 ℃孵育 3 min，再于 40 ℃孵育 15 min。室

温冷却后，用 5% 胎牛血清白蛋白封闭切片 30 min。
封闭完成后，将石蜡切片与一抗于 4 ℃孵育过夜。所

用一抗如下：兔抗 Iba-1 抗体、小鼠抗 GFAP 抗体。次

日，切片用PBS（pH=7. 4）清洗 3次，之后与相应的二抗

在室温下避光孵育 1 h。最后，所有切片封片后，使用

荧光显微镜（Olympus Co. ，日本）在统一拍摄条件下采

集图像，并通过 Image J软件计数阳性细胞数量。

1. 8　细胞模型及处理

HT-22小鼠海马神经元细胞系及其专用培养基均

购自普诺赛公司（Procell，中国）。细胞培养于 37 ℃、

5%CO₂的细胞培养箱中。自噬抑制剂 3-甲基腺嘌呤

（3-methyladenine，3-MA）购自美国 Sigma-Aldrich公司，

血红素购自美国MedChemExpress公司。实验分为4组：

对照组（Control组）、血红素组（Hemin组）、血红素+亚
精胺组（Hemin+SPD 组）及血红素+亚精胺+3-MA 组

（Hemin+SPD+3-MA组）。将HT-22细胞暴露于血红素

溶液中培养 24 h 以模拟体外 ICH。亚精胺预处理 1 h
后加入血红素。为抑制自噬，3-MA（10 μmol/L）于亚

精胺处理前1 h加入［10］。
1. 9　细胞活力测定

采用 CCK-8试剂盒（Glpbio，GK10001，美国）评估

经 Hemin、亚精胺和 3-MA 处理的 HT-22 细胞的活力。

该实验严格按照试剂盒制造商的说明书进行操作。

使用 Tecan Infinite M200酶标仪在 450 nm波长处测定

吸光度。

1. 10　超氧化物歧化酶和丙二醛水平的测定

使用南京建成的超氧化物歧化酶（superoxide 
dismutase，SOD）检测试剂盒（A001-3-2）和碧云天的丙

二醛（malondialdehyde，MDA）检测试剂盒（S0131S）测

定脑组织以及 HT-22细胞中的氧化应激水平，所有操

作均按照制造商的说明进行。

1. 11　统计学方法

所有数据均以 x̄±s表示。多组间比较采用单因素

方差分析（One-way ANOVA），随后进行 Tukey 多重检

验。P<0. 05时被认为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　亚精胺改善 ICH后脑损伤及神经功能缺损

与 Sham组相比，ICH组小鼠脑损伤面积显著增加

（P<0. 001），而亚精胺组小鼠脑损伤面积较 ICH组明显

缩小（P<0. 05，图1A、B）。行为学测试的结果（图1C、D）
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显示，在 ICH后24 h及72 h，ICH组改良Garcia评分及前

肢放置试验得分均较Sham组显著降低（P<0. 001）；而亚

精胺治疗组在 ICH后 72 h的神经功能评分较 ICH组升

高（P<0. 05）。上述结果表明，亚精胺在 ICH后 72 h可

显著减轻 ICH后脑损伤面积并促进神经功能恢复。

2. 2　亚精胺进一步加强 ICH后的自噬激活

亚精胺是一种天然无毒的自噬诱导剂。Beclin-1和

P62都是自噬标志蛋白。为探究 ICH后自噬的变化及亚

精胺对自噬的调控作用，通过Western blot检测血肿周

围脑组织中自噬相关蛋白表达。结果显示，与Sham组

相比，ICH组Beclin-1表达显著升高，P62表达显著降低

（P<0. 05），提示 ICH 后自噬被激活。亚精胺干预后，

Beclin-1 表达进一步升高，P62 表达进一步降低（P<
0. 05），表明亚精胺进一步提高了 ICH后的自噬通量。
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图1　亚精胺减少 ICH后脑损伤面积并改善神经功能
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图2　亚精胺进一步加强 ICH后的自噬激活
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2. 3　亚精胺抑制血肿周围脑组织中小胶质细胞/巨噬

细胞和星形胶质细胞的活化

与 Sham组相比，ICH组 Iba-1和GFAP阳性细胞数

量显著增多，差异有统计学意义（P<0. 001），这说明

ICH后这 2种神经胶质细胞的显著激活。与 ICH组相

比，亚精胺处理降低了激活的小胶质细胞/巨噬细胞和

星形胶质细胞的数量（P<0. 01），表明亚精胺能够抑制

小胶质细胞/巨噬细胞及星形胶质细胞的活化。

2. 4　亚精胺减轻 ICH炎症因子的释放和氧化应激

ICH 后第 3 天，通过 Western blot 检测血肿周围组

织中MMP-9、NLRP3及COX-2的表达水平（图 4A~D）。

结果显示，ICH 组 MMP-9、NLRP3 及 COX-2 表达较

Sham 组显著升高（P<0. 01），而亚精胺干预后上述炎

症因子表达显著降低（P<0. 05）。进一步评估氧化应

激水平发现，ICH 组 SOD 活性较 Sham 组降低（P<
0. 01），脂质过氧化产物 MDA 含量升高（P<0. 01），亚

精胺可有效逆转这一趋势（P<0. 05，图4E、F）。
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2. 5　亚精胺对 HT-22 细胞的保护作用可能依赖于自

噬激活

为探索亚精胺的神经保护功能是否与自噬有关，

通过体外实验分析 4组HT-22细胞的活性及自噬的变

化。将HT-22细胞暴露于不同浓度的Hemin中24 h，并
使用CCK-8检测细胞活力。CCK-8实验显示，Hemin处

理 24 h 后，HT-22 细胞存活率呈浓度依赖性下降（图

5A）。选择半数抑制浓度 120 μmol/L 用于后续实验。

浓度<20 μmol/L的亚精胺对HT-22细胞没有显示出细

胞毒性，故选择 20 μmol/L 的亚精胺浓度用于后续体

外实验（图 5B）。相比于Control组，Hemin组细胞存活

率显著降低，加入亚精胺后细胞活性显著升高，而自

噬抑制剂 3-MA 完全逆转此效应（P<0. 05，图 5C）。

Western blot 结果表明，自噬抑制剂 3‐MA 处理降低了

LC3 ‐ II 的水平（P<0. 05），并增加了 P62 的水平（P<
0. 05，图 5D~F）。这些结果表明，亚精胺对HT-22细胞

的保护作用可能与自噬激活有关。

2. 6　亚精胺缓解HT-22细胞的氧化应激

Western blot结果显示，Hemin刺激 24 h后，HT-22
细胞中 SOD 活性下降，且 MDA 水平升高（P<0. 001）。

此外，亚精胺处理显著提高了 SOD活性，并降低 MDA
水平，而 3-MA 处理逆转上述变化（P<0. 01）。结果表

明，亚精胺抑制血红素诱导的HT-22细胞氧化应激，这

种效应可能与自噬有关。

3　讨论

3. 1　ICH研究背景与亚精胺的潜在价值

ICH 是一种致命的卒中类型，其致残率与致死率

显著高于缺血性卒中，而现有治疗手段对 ICH神经功

能预后的改善极为有限［11-12］。随着人口老龄化加剧，

探索针对 ICH的新型药物治疗至关重要［13-14］。ICH的

不良预后是原发性损伤和继发性损伤共同作用的结

果［15］。继发性损伤主要由血肿周围炎症反应和氧化

应激共同驱动，导致神经元和血管成分的进一步损

伤［16］。ICH后，血肿分解产物（如血红素和铁离子）通

过激活小胶质细胞和巨噬细胞，释放促炎细胞因子和

活性氧，进一步放大炎症级联反应。同时，氧化应激

通过损伤线粒体功能和诱导细胞凋亡，显著加剧了脑

细胞的死亡［15-17］。这些继发性损伤是 ICH 后脑功能

恶化的主要原因，且其病理机制涵盖炎症、氧化应激
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图4　亚精胺抑制炎症细胞因子的释放和氧化应激
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等多个方面。

自噬诱导剂亚精胺是一种天然多胺，它的抗炎与

抗氧化特性已在多种疾病模型中被广泛报道［18-19］。
近年来的研究发现，亚精胺可能通过多通路协同发挥

保护效应：①亚精胺可能通过抑制 mTOR磷酸化激活

促进保护性自噬，从而抑制氧化应激［20-21］。②通过介

导线粒体自噬改善认知功能［22］。③通过抑制 ROS 的

产生和 NF-κB/NLRP3 炎症小体通路减轻细胞氧化损

伤［23］。这些错综复杂且相互关联的信号通路为亚精

胺的多效性提供了分子基础。本研究通过实验证实，

亚精胺在脑出血模型中促进自噬并通过抑制神经炎

症与氧化应激在 ICH后发挥神经保护作用。

3. 2　亚精胺抑制 ICH后的神经炎症和氧化应激

ICH 后神经炎症的发生与小胶质细胞/巨噬细胞
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图5　亚精胺对HT-22细胞的保护作用可能依赖于自噬激活
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图6　亚精胺减轻HT-22细胞的氧化应激
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和星形胶质细胞的激活以及促炎因子如MMP-9、NLRP3
和COX-2的聚集密切相关［24-26］。在本研究中，小鼠实

验的结果表明，亚精胺治疗显著抑制小胶质细胞/巨噬

细胞及星形胶质细胞的活化，并下调 MMP-9、NLRP3
炎症小体及COX-2的表达，这对改善 ICH后的神经炎

症意义重大。

ICH 后的氧化应激表现为脂质过氧化产物 MDA
水平升高和 SOD活性降低［27］。本研究发现，在 ICH小

鼠模型中，亚精胺干预显著提升 SOD活性、降低 MDA
水平，表明其增强了抗氧化防御系统并减轻了脂质过

氧化损伤。值得注意的是，体外实验同样显示亚精胺

可逆转血红素诱导 HT-22细胞氧化损伤，提高了细胞

存活率。因此体内外实验数据一致表明，亚精胺通过

抑制氧化应激在 ICH模型中发挥神经保护作用。

3. 3　亚精胺通过诱导自噬促进HT-22细胞存活

自噬是维持细胞稳态和促进细胞存活的一种重

要分子途径［28-29］。亚精胺可通过竞争性抑制乙酰转

移酶EP300触发细胞保护性自噬，从而在多种疾病模

型中发挥保护作用［30-31］。近年研究表明，亚精胺的自

噬调控能力与其多效性功能密切相关：在神经系统疾

病中，SPD 通过增强 Beclin-1 依赖性自噬通量减轻神

经元损伤［32］；在炎症模型中，其抗炎效应（如抑制小胶

质细胞活化）及抗氧化活性（如清除自由基）也可能通

过自噬-炎症/氧化应激交互网络实现［33-34］。这些证据

共同提示，亚精胺可能通过增强自噬来发挥抗炎和抗

氧化应激作用，自噬通路的激活可能是其发挥神经保

护的枢纽。

在 ICH中，自噬也是一种重要的调节机制。有研究

表明，在 ICH继发性脑损伤的病理生理过程中，血凝块成

分如柠檬酸铁和凝血酶参与了 ICH后自噬的诱导［35-36］。
但自噬在 ICH中的作用仍存争议［37-38］。有趣的是，人

们普遍认为天然自噬诱导剂亚精胺刺激细胞保护性

自噬［30］。本研究证实了 ICH中存在自噬现象，且亚精

胺进一步促进了自噬，这从 Beclin-1和 LC3-Ⅱ水平的

升高以及P62水平的下降得到了证实。本研究中动物

实验的结果表明，亚精胺在脑出血模型中促进自噬并

抑制神经炎症与氧化应激。此外，细胞实验部分使用

了自噬抑制剂 3-MA 对细胞进行处理。实验结果表

明，亚精胺对 HT-22 细胞的保护效应可被 3-MA 特异

性抑制。这表明了亚精胺通过诱导自噬促进HT-22细

胞存活，为自噬的有益作用提供了新的见解。

3. 4　研究局限性与展望

本研究有一定的局限性：①本研究中的动物实验

部分仅使用雄性成年小鼠，未考虑性别和年龄对 ICH

病理及亚精胺疗效的潜在影响；②亚精胺的干预浓度

单一，无法揭示其剂量依赖效应；③本研究中小鼠实

验结果证明了亚精胺促进自噬并抑制小胶质细胞/巨
噬细胞和星形胶质细胞的激活以及炎症因子的释放，

但由于时间限制，当前研究未能充分揭示亚精胺的自

噬调控与 ICH 后胶质细胞激活以及炎症因子释放之

间的调控机制。未来需结合多时间点、多剂量及性别/
年龄分层模型进一步验证亚精胺的核心机制，从而为

亚精胺的临床转化及 ICH的治疗提供新方向。总之，

动物实验的结果表明，自噬诱导剂亚精胺通过抑制神

经炎症和氧化应激改善了 ICH后继发性脑损伤，而细

胞实验进一步表明亚精胺促进HT-22细胞存活与自噬

激活有关。因此，亚精胺可能成为 ICH治疗的潜在候

选药物，未来需结合多维度模型探索其临床转化

价值。
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