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缺氧缺血性脑损伤后乳酸通过GPR81抑制细胞凋亡

郑浩辰，郑阳，王晓明
（中国医科大学附属盛京医院放射科，沈阳  110004） 

摘要  目的  观察缺氧缺血性脑损伤后乳酸 （Lac） 受体G蛋白偶联受体81 （GPR81） 与细胞凋亡间的动态变化，明确Lac干预通

过GPR81对细胞凋亡的作用。方法  选取30头新生大约克夏猪。将21头新生猪随机分为Sham组和缺血缺氧 （HI） 模型组，HI模型

组细分为0~2 h、2~6 h、6~12 h、12~24 h、24~48 h、48~72 h HI组，每组3头，采用免疫组织化学和TUNEL染色观察基底节区GPR81

和细胞凋亡变化。将9头新生猪随机分为Sham+生理盐水 （NS） 组、HI+NS组和HI+Lac组，每组3头。观察基底节区GPR81表达水

平、凋亡细胞比例以及PI3K、AKT、Bax和Bcl-2表达水平。结果  HI脑损伤后细胞凋亡率逐渐上升，24~48 h达到峰值 （P < 0.05）。

GPR81表达水平先升后降，2~6 h达到峰值 （P < 0.05）。与Sham+NS组相比，HI+NS组细胞凋亡率、Bax表达水平升高，p-AKT/AKT

比值以及PI3K、Bcl-2表达水平降低 （均P < 0.05）；与HI+NS组相比，HI+Lac组细胞凋亡率、Bax表达水平降低，p-AKT/AKT比值以

及GPR81、PI3K、Bcl-2表达水平升高 （均P < 0.05）。结论  Lac干预能够通过GPR81介导PI3K/AKT信号通路活化，发挥抑制细胞

凋亡的作用。
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Inhibitory effect of lactate on the cell apoptosis via GPR81 after hypoxic-ischemic brain damage

ZHENG Haochen，ZHENG Yang，WANG Xiaoming
（Department of Radiology，Shengjing Hospital of China Medical University，Shenyang 110004，China） 

Abstract  Objective  To observe changes in the lactate （Lac） receptor，G protein-coupled receptor 81 （GPR81），and apoptosis after 

hypoxic ischemic brain injury in newborn piglets，and to clarify the mechanism of Lac/GPR81 signal pathway on the cell apoptosis through 

the intervention of Lac. Methods  Thirty newborn piglets were selected. A total of 21 newborn piglets were randomly divided into Sham 

and hypoxia-ischemia （HI） model groups，and the HI model group was subdivided into 0-2 h，2-6 h，6-12 h，12-24 h，24-48 h，and 

48-72 h HI groups，with n = 3 each group. Changes in GPR81 expression and apoptosis in the basal ganglia after HI injury were observed 

using immunohistochemical and TUNEL staining. Nine newborn piglets were randomly divided into Sham+normal saline （NS），HI+NS，

and HI+Lac groups，with n = 3 each group. The effects of Lac on the expression of GPR81，apoptotic cell percentage，and the expressions 

of PI3K，AKT，Bcl-2，and Bax in the basal ganglia after HI injury were observed. Results  The cell apoptosis rate increased gradually 

after HI injury and peaked at 24-48 h （P < 0.05）. After HI injury，GPR81 expression initially increased and then decreased，peaking at 2-6 

h （P < 0.05）. The cell apoptosis rate and  the expressions of Bax were higher and p-AKT/AKT ratio and the expressions of PI3K and Bcl-2 
were lower in the HI+NS group compared with the Sham+NS group （all P < 0.05）. The cell apoptosis rate and the expressions of Bax were 

lower and p-AKT/AKT ratio and the expressions of GPR81，PI3K，and Bcl-2 were higher in the HI+Lac group compared with the HI+NS 

group （all P < 0.05）. Conclusion  After HI injury，exogenous Lac can inhibit cell apoptosis through activation of the PI3K/AKT signaling 

pathway mediated by GPR81.

Keywords  hypoxia-ischemia； G protein-coupled receptor 81； apoptosis； lactate

基金项目：国家自然科学基金 （81871408） 

作者简介：郑浩辰 （1998-），男，硕士研究生.

通信作者：王晓明，E-mail：wangxm024@163.com 

收稿日期：2024-07-30

网络出版时间：2025-01-15 16:20:57

新生儿缺氧缺血性脑损伤是由于围产期脑内

缺氧缺血 （hypoxia-ischemia，HI） 造成线粒体氧化代

谢障碍、酸碱离子和神经递质紊乱，进而造成细胞

坏死和凋亡，缺氧和脑血流减少会抑制细胞有氧代

谢，导致无氧代谢产物的积累［1］。在HI后早期，乳酸 

（lactate，Lac） 为糖酵解的产物，能作为能量底物和信

号分子发挥神经保护作用。Lac作为配体，与膜特异

性G蛋白偶联受体81 （G protein-coupled receptor 81，

GPR81） 结合，发挥其信号分子作用［2］。GPR81激活
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具有调节突触活动以及减轻神经炎症等功能［3］。既

往研究［4］发现，HI后磷脂酰肌醇-3-激酶 （phosphati-

dylinositol-3-kinase，PI3K） /蛋白激酶B （protein kinase 

B，AKT） 信号通路是调节细胞凋亡的关键途径，通

过调控凋亡相关蛋白表达，发挥神经保护作用。然

而，GPR81对细胞凋亡的具体调节作用尚不明确，

需要进行体内实验证实HI后Lac对GPR81及细胞凋

亡的影响。本研究应用新生猪HI模型，通过外源性

给予Lac，研究Lac对GPR81表达、PI3K/AKT信号通

路以及Bcl-2、Bax等凋亡蛋白表达的影响，探究HI后

Lac通过GPR81对细胞凋亡的抑制作用及其分子机

制。

1 材料与方法   

1.1  实验动物和分组

本研究共选用30头3~5日龄新生大约克夏猪，

体重1.0~1.5 kg，雌雄不限。将21头新生猪按是否进

行HI处理，随机分为假手术组 （Sham组，n = 3） 和HI

模型组 （n = 18），并将根据HI后时间，将HI模型组细

分为0~2 h HI组、2~6 h HI组、6~12 h HI组、12~24 h HI

组、24~48 h HI组和48~72 h HI组，每组3头。将其余9

头新生猪按HI后是否进行Lac干预，随机分为Sham+

生理盐水 （normal Saline，NS） 组、HI+NS组、HI+Lac组，

每组3头。

Sham组和Sham+NS组新生猪仅游离双侧颈总

动脉，不进行HI处理。造模结束后，HI+Lac组立即腹

腔注射L-乳酸钠，总剂量为1 g/kg，体积为3 mL/kg ［5］，

HI+NS组和Sham+NS组注射等体积NS （3 mL/kg）。

Sham+NS、HI+NS和HI+Lac组新生猪均在HI后24~

48 h内处死，并进行组织学检测。本研究获得我院医

学伦理委员会审核批准。

1.2  HI模型的制备

将新生猪肌内注射速眠新Ⅱ （0.6 mL/kg） 麻醉。

麻醉后行气管插管，连接TKR-200C小动物呼吸机 

（江西特力麻醉呼吸设备有限公司）。颈部皮肤消毒

后行正中切开，暴露双侧颈总动脉，用动脉钳夹闭

血流，通入6%氧气浓度的氮氧混合气体。40 min后

恢复血供，通入100%氧气，缝合切口。待动物恢复自

主呼吸后，停止通气并拔管。全程密切监控动物的

血氧饱和度和心率。

1.3  免疫组织化学染色

将新生猪处死并取出全脑，置于4%多聚甲醛

中4 ℃固定72 h。将脑组织标本沿冠状位切成4 mm

的组织片，脱水、透明、石蜡包埋后切片 （4 μm）。选

取含有基底节层面的切片，进行脱蜡、水化、抗原修

复、封闭、一抗和二抗孵育以及封片。普通光学显微

镜 （E800，日本Nikon公司） 下拍照，在400倍光镜下

每张切片随机选择3个等大区域，细胞染色呈棕黄

色为阳性表达。应用ImageJ软件测量平均光密度值。

1.4  TUNEL染色

切片的制备和选取与免疫组织化学染色相同，

进行脱蜡、水化、蛋白酶K修复、滴加反应液、DAPI

细胞核复染以及封片。荧光显微镜 （Y-TV55，日本

Nikon公司） 下拍照，在400倍光镜下每张切片随机选

择3个等大区域，计数阳性细胞，取平均值。细胞呈

绿色荧光染色为阳性表达，计算神经细胞凋亡率，

神经细胞凋亡率 （%） =TUNEL阳性细胞数/DAPI阳

性细胞总数×100。

1.5  Western blotting

每组取100 mg新生猪脑基底节组织，研磨裂

解。离心后收集上清液，测定蛋白浓度。对已提取的

蛋白进行电泳、转膜、封闭以及一抗和二抗孵育。按

比例配制适量增强型化学发光液，使用Tanon成像

系统 （Tanon-4600，上海天能科技有限公司），自动曝

光。应用ImageJ软件进行图像定量分析。

1.6  统计学分析

采用SPSS 26.0软件进行统计学分析。所有数据

经Kolmogorov-Smirnov检验符合正态分布，用x-±s表

示。采用Levene检验分析数据是否符合方差齐性，

若方差齐，采用单因素方差分析进行比较，进一步

两两比较采用LSD-t检验；若方差不齐，采用Brown-

Forsythe检验进行比较，进一步两两比较采用Dun-

nett T3检验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1  HI后新生猪基底节区细胞凋亡的动态变化

计算HI后细胞凋亡率，分析基底节区神经细胞

凋亡的变化。结果显示，与Sham组相比，0~2 h HI组

细胞凋亡率显著升高 （P = 0.005），24~48 h HI组细胞

凋亡率达到峰值 （P < 0.001）。结果表明，HI后基底

节区细胞凋亡不断加重，24~48 h最显著。见图1。

2.2  HI后基底节区GPR81表达的变化
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免疫组织化学染色结果显示，HI损伤后GPR81

表达水平逐渐升高，2~6 h达到峰值，然后降低。与

Sham组相比，0~2 h HI组GPR81表达水平显著升高 （P <

0.001）。与2~6 h HI组相比，0~2 h HI组、6~12 h HI组

GPR81表达水平显著降低 （P < 0.001）。见图2。

2.3  HI后外源性Lac增加基底节区GPR81的表达

A，Sham group （×400）；B，0-2 h HI group （×400）；C，2-6 h HI group （×400）；D，6-12 h HI group （×400）；E，12-24 h HI group （×400）；F，24-

48 h HI group （×400）；G，48-72 h HI group （×400）；H，results of statistical analysis. White arrows indicate TUNEL-positive cells. ** P < 0.01，*** 

P < 0.001.

图1  HI后基底节区细胞凋亡率的变化

Fig.1  Changes in the cell apoptosis rate in the basal ganglia after HI injury 

A，Sham group （×400）；B，0-2 h HI group （×400）；C，2-6 h HI group （×400）；D，6-12 h HI group （×400）；E，12-24 h HI group （×400）；F，24-48 

h HI group （×400）；G，48-72 h HI group （×400）；H，results of statistical analysis. Black arrows indicate positive expression of GPR81. *** P < 0.001.

图2  HI后基底节区GPR81表达的变化

Fig.2  Changes in GPR81 expression in the basal ganglia after HI injury
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表1  3组GPR81、PI3K、Bax、Bcl-2表达以及p-AKT/AKT比值、细胞凋亡率的比较

Tab.1  Comparison of the expression of GPR81，PI3K，Bax，and Bcl-2，p-AKT/AKT ratio，and the cell apoptosis rate among three 

groups

Item Sham+NS group （n = 3） HI+NS group （n = 3） HI+Lac group （n = 3）

GPR81 0.259±0.016 0.290±0.018 0.435±0.0301），2）

PI3K 0.847±0.282 0.581±0.3231） 0.978±0.2832）

Bax 0.665±0.148 0.885±0.0691） 0.624±0.1532）

Bcl-2 0.718±0.140 0.246±0.1001） 0.564±0.0971），2）

p-AKT/AKT ratio 0.909±0.118 0.253±0.0661） 0.438±0.1121），2）

Cell apoptosis rate （%）     1.0±0.8   36.1±4.51）   10.7±5.41），2）

1） P < 0.05 vs. Sham+NS group；2） P < 0.05 vs. HI+NS group.

图4  Western blotting检测PI3K、p-AKT、AKT、Bax、Bcl-2蛋白表达

Fig.4  Expression of PI3K，p-AKT，AKT，Bax，and Bcl-2 proteins detected by Western blotting

A，Sham+NS group；B，HI+NS group；C，HI+Lac group. Black arrows indicate positive expression of GPR81.

图3  外源性Lac干预后基底节区GPR81表达的变化  ×400

Fig.3  Changes in GPR81 expression in the basal ganglia after exogenous Lac intervention  ×400

免疫组织化学染色结果显示，与HI+NS组相比，

HI+Lac组GPR81表达水平显著升高 （P < 0.001）。见

图3、表1。

2.4  HI后外源性Lac激活PI3K/AKT信号通路、调控

凋亡相关因子表达并减轻细胞凋亡

Western blotting和TUNEL染色结果显示，与Sham+

NS组相比，HI+NS组PI3K和Bcl-2蛋白表达水平、p-AKT/

AKT比值显著降低 （均P < 0.05），Bax蛋白表达水平和

细胞凋亡率显著升高 （均P < 0.05）；与HI+NS组相比，

HI+Lac组PI3K和Bcl-2蛋白表达水平、p-AKT/AKT比

值显著升高 （均P < 0.05），Bax蛋白表达水平和细胞

凋亡率显著降低 （均P < 0.05）。见图4、图5、表1。

A B C

Sham+NS   HI+NS     HI+Lac

Sham+NS   HI+NS     HI+LacPI3K

p-AKT

AKT

β-actin

Bax

Bcl-2

β-tublin
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A，Sham+NS group；B，HI+NS group；C，HI+Lac group.

图5  外源性Lac干预后细胞凋亡的变化  ×400

Fig.5  Changes in the cell apoptosis after exogeneous Lac intervention ×400

3 讨论

既往研究［6］中，Lac常被视为HI后早期脑内有

氧代谢障碍的生物标志物。随着星形胶质细胞-神

经元乳酸穿梭假说的提出［7］，Lac在中枢能量代谢中

的重要作用逐渐引起人们的重视。近年来，陆续有

研究［8-9］将外源性Lac作为治疗创伤性脑损伤和新生

儿脑缺血的手段。在GPR81作为Lac受体在大脑中的

表达和分布得到证实后，Lac通过结合GPR81发挥信

号分子的作用更加明确［2］。但Lac作为信号分子在

新生儿HI脑损伤中的作用及下游调节机制，仍有待

深入研究。

本课题组前期应用1H-MRS检测了新生猪HI脑

损伤后脑内Lac含量的动态变化。研究［10］结果显示，

HI后0~6 h Lac含量一过性升高，随后在6~12 h含量

下降，而且证实了HI后Lac通过单羧酸转运体和葡

萄糖转运体协同调节星形胶质细胞和神经元的能

量代谢，这为深入探讨Lac在HI后的作用机制奠定

了基础。在此基础上，本研究进一步分析了Lac作为

信号分子的调控机制。结果显示，HI后早期GPR81

表达水平同样出现一过性升高，在2~6 h达到峰值，

6~12 h表达水平下降，这与前期研究结果中Lac含量

变化趋势一致，提示在HI后早期Lac与GPR81发挥协

同作用。既往研究［9］发现，Lac通过激活GPR81可增

加创伤性脑损伤后突触可塑性相关蛋白的表达，从

而减缓神经功能损伤。此外，缺血性脑损伤后GPR81

激活具有调控细胞凋亡的功能［11］。本研究结果显

示，HI后6~12 h Lac浓度以及GPR81表达水平下降，

而脑组织细胞凋亡率逐渐升高，24~48 h达到峰值，

提示HI后细胞凋亡的增加与GPR81表达水平降低有

关。

本研究外源性注入与GPR81亲和力较高的

L-乳酸钠［12］，进一步观察Lac对GPR81及下游凋亡相

关分子通路的影响。PI3K/AKT通路是HI损伤后抑

制细胞凋亡的关键通路［13］。PI3K能够接收GPR81

传递的信号，通过磷酸化AKT，上调抗凋亡蛋白，发

挥其抑制细胞凋亡的作用［14］。本研究结果证实，HI

后24~48 h，PI3K表达水平、p-AKT/AKT比值和抗凋

亡因子Bcl-2表达水平降低，凋亡因子Bax表达水平

和细胞凋亡率升高，提示PI3K/AKT通路活性受到

抑制，细胞凋亡增加。外源性注射Lac后，GPR81表

达水平升高，并且PI3K表达水平、p-AKT/AKT比值、

抗凋亡因子Bcl-2表达水平升高，凋亡因子Bax表达

水平和细胞凋亡率降低，提示外源性Lac能够活化

GPR81，通过介导激活PI3K-AKT信号通路，抑制细

胞凋亡。

本研究存在一定局限性：第一，本研究注射的

L-乳酸钠剂量为1 g/kg，是参考既往研究［5］的剂量进

行了等效转化。大鼠腹腔注射2 g/kg L-乳酸钠 30 min

后，血浆Lac浓度增加约4倍，下丘脑Lac含量上升至

GPR81激活范围［12］。本研究在新生猪腹腔注射1 g/kg

L-乳酸钠后，也观察到GPR81表达水平升高，但仍

需设置多个L-乳酸钠浓度，以确定效果最佳、不良

反应最小的药物浓度。第二，本研究中，因为HI后

24~48 h时细胞凋亡最显著，故选择此时点研究外源

性Lac对GPR81表达水平的影响，可能存在一定的偏

倚。

综上所述，本研究利用新生猪HI模型研究Lac/

GPR81信号通路变化，尝试研究外源性Lac对Lac/

GPR81信号通路的调节，证实了外源性注射Lac后

GPR81表达水平升高，抗凋亡信号通路PI3K/AKT活

化，脑组织凋亡细胞减少，说明Lac通过GPR81介导的

PI3K/AKT信号通路活化发挥抑制细胞凋亡的作用。
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