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摘 要：目的　探讨松弛素⁃3（Relaxin⁃3）调控核苷酸结合结构域富含亮氨酸重复序列和含热蛋白结构域受体 3（NLRP3）炎症小体

抑制脑缺血再灌注损伤的分子机制。方法　80 只雄性 C57BL/6 小鼠随机分为空白对照组（假手术组）、脑缺血再灌注组（模型组）、

Relaxin⁃3 抑制剂组（抑制剂组）和 Relaxin⁃3 激动剂组（激动剂组），每组 20 只。采用线栓法建立小鼠大脑中动脉闭塞（MCAO）脑缺

血再灌注模型（缺血 90 min，再灌注 24 h）。抑制剂组和激动剂组于造模前 30 min 分别于腹腔内注射 Relaxin⁃3 抑制剂（10 μg/kg）和

Relaxin⁃3 激动剂（1 mg/kg）。分别检测各组神经细胞凋亡［原位末端转移酶标记法（TUNEL 法）］、NLRP3 mRNA［实时荧光定量逆

转录聚合酶链式反应（qRT⁃PCR）］及 Relaxin⁃3 蛋白表达（蛋白质印迹法）。结果　与假手术组相比，模型组及抑制剂组的 TUNEL
阳性细胞率、NLRP3 mRNA 表达水平均显著升高（P<0.05），Relaxin⁃3 蛋白表达水平显著降低（P<0.05）。与模型组相比，激动剂组

TUNEL 阳性细胞率显著降低（P<0.01），NLRP3 mRNA 表达水平下调（P<0.01），Relaxin⁃3 蛋白表达水平上调（P<0.05）。抑制剂组上

述各项指标的恶化程度较模型组更为显著（P<0.05）。结论　Relaxin⁃3 可通过抑制 NLRP3 炎症小体的表达，减少神经细胞凋亡，

发挥对脑缺血再灌注损伤的保护作用。
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Abstract：  Objective　To investigate the molecular mechanism of Relaxin ⁃ 3 alleviating cerebral ischemia/reperfusion 
injury by regulating the nucleotide⁃binding domain leucine⁃rich repeat and pyrin domain⁃containing receptor 3 （NLRP3） 
inflammasome. Methods　 A total of 80 male C57BL/6 mice were randomly divided into blank control group （sham ⁃
operation group）， cerebral ischemia/reperfusion group （model group）， Relaxin⁃3 inhibitor group （inhibitor group）， and 

·论著 ·

基金项目：常德市科技计划项目（2023ZD66）。

收稿日期：2025⁃09⁃21；修回日期：2026⁃05⁃29
作者简介：邹宁（1992―），男，主治医师，硕士，在读博士，主要从事脑血管病的研究，Email：973243170@qq.com；

李赛（2002―），女，硕士研究生在读，主要从事脑血管疾病的研究，Email：LS16717325977@163.com。

 邹宁、李赛对本研究贡献均等，为本文共同第一作者。

通信作者：李鑫（1993―），女，主治医师，硕士，主要从事脑血管病的研究。Email：798664056@qq.com。

电子、语音版

··22



2026，53（3） 邹宁，等：松弛素⁃3 调控 NLRP3 炎症小体抑制小鼠脑缺血再灌注损伤的机制研究 http://www.jinn.org.cn

Relaxin ⁃3 agonist group （agonist group）， with 20 mice in each group. The suture method was used to establish a mouse 
model of middle cerebral artery occlusion （MCAO） and cerebral ischemia/reperfusion （ischemia for 90 minutes and 
reperfusion for 24 hours）. The mice in the inhibitor group and the agonist group were given intraperitoneal injection of 
Relaxin ⁃3 inhibitor （10 μg/kg） and Relaxin ⁃3 agonist （1 mg/kg）， respectively， at 30 minutes before modeling. TUNEL 
assay was used to observe neuronal apoptosis， qRT⁃PCR was used to measure the mRNA expression level of NLRP3， and 
Western blot was used to measure the protein expression level of Relaxin⁃ 3. Results　Compared with the sham⁃operation 
group， both the model group and the inhibitor group had significant increases in the percentage of TUNEL⁃positive cells and 
the mRNA expression level of NLRP3 and a significant reduction in the protein expression level of Relaxin ⁃ 3 （P<0.05）. 
Compared with the model group， the agonist group had a significant reduction in the percentage of TUNEL⁃positive cells 

（P<0.01）， a significant reduction in the mRNA expression level of NLRP3 （P<0.01）， and a significant increase in the 
protein expression level of Relaxin ⁃ 3 （P<0.05）. Compared with the model group， the inhibitor group had significantly 
greater deterioration of the above indicators （P<0.05）. Conclusions　 Relaxin ⁃ 3 exerts a neuroprotective effect against 
cerebral ischemia/reperfusion injury by inhibiting the expression of NLRP3 inflammasome and reducing neuronal apoptosis.
Keywords： cerebral ischemia； reperfusion injury； Relaxin ⁃3； nucleotide ⁃binding domain leucine ⁃ rich repeat and pyrin 
domain⁃containing receptor 3 inflammasome； neuronal apoptosis； neuroprotection； mouse

急性缺血性脑卒中是导致全球病死和残疾的主要原

因［1］。脑缺血再灌注损伤涉及复杂的病理生理机制［2］。

核苷酸结合结构域富含亮氨酸重复序列和含热蛋白结构

域 受 体 3（nucleotide ⁃ binding domain leucine ⁃ rich repeat 
and pyrin domain⁃containing receptor 3， NLRP3）炎症小体

在脑缺血再灌注损伤中发挥关键作用，其过度激活可促

进 炎 症 因 子 释 放 ，加 剧 神 经 细 胞 死 亡［3］。 松 弛 素 ⁃ 3
（Relaxin⁃3）作为新型神经肽激素，在中枢神经系统具有

神经保护作用，但其在脑缺血再灌注损伤中的具体机制

尚不明确［4］。本研究采用前瞻性随机对照研究设计，建

立小鼠大脑中动脉闭塞（middle cerebral artery occlusion， 
MCAO）脑缺血再灌注模型，通过给予 Relaxin⁃3 激动剂和

抑制剂进行干预，运用原位末端转移酶标记法（terminal⁃
deoxynucleotidyl transferase⁃mediated dUTP⁃biotin nick end 
labeling assay， TUNEL assay）染色、实时荧光定量逆转录

聚 合 酶 链 式 反 应 （quantitative real ⁃ time reverse 
transcription polymerase chain reaction， qRT⁃PCR）、蛋白质

印迹法等技术，观察 Relaxin⁃3 对神经细胞凋亡和 NLRP3
炎症小体表达的影响，旨在阐明 Relaxin⁃3 调控 NLRP3 炎

症小体抑制脑缺血再灌注损伤的分子机制，为缺血性脑卒

中的防治提供新的理论依据和潜在治疗靶点。

1　材料与方法

1. 1　实验动物及分组

选 用 无 特 定 病 原 体（special pathogen free， SPF）级

8～10 周龄雄性 C57BL/6 小鼠 80 只，体重 22～25 g，由中

南大学实验动物中心提供。动物饲养于恒温恒湿环境中

［温度（22±2）℃，湿度 55%±5%，12 h/12 h 昼夜循环］，自由

摄食饮水，适应性饲养 1 周后进行实验。

所有动物实验均经中南大学实验动物伦理委员会批

准（批准号：CSU⁃2024⁃0373），实验过程中动物的饲养、操

作及安乐死等所有程序均严格遵守中国国家科学技术委

员会颁布的《实验动物管理条例（2017 年修订）》［5］及机构

相关的动物福利指南，力求最大限度减少实验动物的痛

苦和使用数量。

采用随机数字表法将实验小鼠随机分为 4 组，每组

20 只：空白对照组（假手术组）、脑缺血再灌注组（模型

组）、缺血再灌注+Relaxin⁃3 抑制剂组（抑制剂组）、缺血再

灌注+Relaxin⁃3 激动剂组（激动剂组）。

1. 2　MCAO脑缺血再灌注模型建立

采用线栓法建立小鼠 MCAO 再灌注模型。小鼠经水

合氯醛（300 mg/kg）腹腔注射麻醉后，颈部正中切口，分离

出左侧颈总动脉、颈外动脉和颈内动脉。结扎颈外动脉，

在颈总动脉和颈内动脉之间放置微型动脉夹。经颈外动

脉残端缓慢插入硅胶包被的尼龙线栓（直径 0.18 mm），进

线深度为距颈总动脉分叉处 9～11 mm，至感觉到轻微阻

力为止，以充分阻断大脑中动脉血流。缺血 90 min 后拔

出线栓，恢复血流进行再灌注 24 h。假手术组仅分离血

管，不插入线栓。

1. 3　药物干预

Relaxin⁃3 激动剂（ML290）和抑制剂（R3/I1）均购自美

国 Sigma ⁃ Aldrich 公 司 。 ML290 以 含 5% 二 甲 基 亚 砜

（dimethyl sulfoxide， DMSO）的生理盐水溶解，R3/I1 溶于

无菌生理盐水中。

抑 制 剂 组 于 MCAO 造 模 前 30 min，经 腹 腔 注 射

Relaxin⁃3 抑制剂（10 μg/kg）；激动剂组于 MCAO 造模前

30 min 腹腔注射 Relaxin⁃3 激动剂（1 mg/kg）；假手术组和

模型组同时注射等体积的对应溶剂。
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1. 4　样本采集与处理

再灌注24 h后，小鼠经10%水合氯醛深度麻醉，快速取

脑，一侧脑组织用 4% 多聚甲醛固定，石蜡包埋，制作 5 μm
厚切片用于TUNEL法染色和尼氏染色；另一侧脑组织液氮

速冻后置于-80 ℃保存，用于 qRT⁃PCR 和蛋白质印迹法

检测。

1. 5　TUNEL法检测细胞凋亡

采用 TUNEL 试剂盒（G1504，Servicebio）检测神经细

胞凋亡。石蜡切片经脱蜡至水后，用含蛋白酶 K 的磷酸

缓冲盐溶液（1∶9 稀释）于 37 ℃孵育 20 min。随后，滴加破

膜液室温孵育 10 min。弃去液体后，取末端脱氧核苷酸

转移酶、CF488⁃dUTP 绿光反应液及 Earle's 平衡盐溶液，

按 2∶5∶50 比例混合制备 TUNEL 孵育液。将上述孵育液

滴加至切片，于 37 ℃避光孵育 1.5 h。磷酸缓冲盐溶液洗

涤后用 4′，6⁃二脒基⁃2⁃苯基吲哚染核 20～30 min，抗荧光

淬灭封片剂封片。在荧光显微镜（Olympus Ⅸ51）下观察

并拍照，每个样本随机选取 5 个高倍视野，计算 TUNEL 阳

性细胞占总细胞数的百分比。

1. 6　qRT⁃PCR检测

采用 TRIpure 试剂提取脑组织总 RNA，经浓度与纯度

检测后，使用 EntiLink™ 1st Strand cDNA Synthesis Kit（ELK 
Biotechnology）逆 转 录 为 cDNA。 随 后 采 用 EnTurbo ™ 
SYBR Green PCR SuperMix 试剂盒（ELK Biotechnology）在

QuantStudio 6 Flex 型 qRT⁃PCR 仪（Applied Biosystems，美

国）上进行 PCR 扩增。

反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 10 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，
共 40 个循环；扩增后绘制溶解曲线验证特异性。

引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，序

列如下：NLRP3（F： 5'⁃TCTCAAGTCTAAGCACCAACCG⁃
3'，R： 5' ⁃ CGAAGCAGCATTGATGGGAC ⁃ 3'）；内 参 引 物

GAPDH（F： 5' ⁃ TGAAGGGTGGAGCCAAAAG ⁃ 3'，R： 5' ⁃
AGTCTTCTGGGTGGCAGTGAT⁃3'）。

1. 7　蛋白质印迹法蛋白检测

采用放射免疫沉淀法裂解液（Solarbio）提取脑组织总

蛋白，经二喹啉甲酸法试剂盒（Beyotime）测定浓度并变

性。每孔取 20 μg 蛋白进行 15% SDS⁃PAGE 电泳，转移至

聚偏二氟乙烯膜（美国 Millipore）。5% 脱脂奶粉室温封闭

1 h 后，分别加入 Relaxin⁃3 一抗（1∶1 000）和 GAPDH 一抗

（1∶2 000），4 ℃孵育过夜。洗膜后加入 HRP 标记二抗

（1∶5 000，Servicebio），室温孵育 1 h。采用电致化学发光

显 色 ，使 用 AlphaEaseFC 软 件 分 析 条 带 光 密 度 值 ，以

GAPDH 为内参计算目的蛋白的相对表达量。

1. 8　尼氏染色

取 4 μm 厚的脑组织进行石蜡切片，常规脱蜡水化，

进行甲苯胺蓝染色后常规封片。光镜下观察尼氏体形态

变化，评估神经元损伤程度。

1. 9　神经行为学功能评估

在小鼠缺血 90 min 再灌注 24 h 后，采用 Zea⁃Longa 评

分法评估其神经功能缺损情况。为保证数据的客观性，

所有行为学评分均由 2 名不知晓实验分组情况的实验人

员采用盲法独立进行，最终结果取两者的平均值，得分越

高，表明小鼠脑神经功能损伤越严重［6］。

1. 10　统计学方法

采用 SPSS 25.0 软件进行统计分析。计量资料在分

析前进行正态性检验（Shapiro⁃Wilk 检验）和方差齐性检

验（Levene 检验）。符合正态分布且方差齐性的计量资料

以均数±标准差（-x±s）表示，多组间比较采用单因素方差

分析，事后组间两两比较采用 Tukey 检验（或 Dunnett 检

验）。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组小鼠一般情况

本研究共纳入实验小鼠 80 只，分为 4 组，每组 20 只。

术后各组小鼠存活率：假手术组 100%（20/20），模型组

95%（19/20），抑 制 剂 组 90%（18/20），激 动 剂 组 95%
（19/20）。死亡小鼠均在术后 6 h 内发生，可能与麻醉过

深或手术操作相关。上述死亡动物均按预案及时以备用

动物补充，最终各组均以 20 只完成后续所有检测，统计分

析均基于 n=20 进行。

2. 2　NLRP3在脑缺血再灌注损伤小鼠脑组织中的表达

变化

qRT⁃PCR 检测结果显示，假手术组小鼠脑组织中

NLRP3 mRNA 维持在基础表达水平（1.00±0.15）。与假手

术组比较，模型组小鼠脑组织中 NLRP3 mRNA 的相对表

达量显著上调（2.35±0.42，P<0.01），抑制剂组呈现进一步

的高表达（3.78±0.58，P<0.01）；而与模型组比较，激动剂

组 NLRP3 mRNA 的 相 对 表 达 量 被 显 著 抑 制 ，并 下 调

（1.52±0.28，P<0.05）。见图 1。

假手术组 模型组 抑制剂组 激动剂组

**

**
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4.0

3.0

2.0

1.0

0.0

**为与假手术组比较，P<0.01；#为与模型组比较，P<0.05。

图1　各组小鼠脑组织中NLRP3 mRNA 相对表达量比较
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2. 3　Relaxin⁃3在脑缺血再灌注损伤小鼠脑组织中的表

达变化

蛋白质印迹法检测结果显示，假手术组小鼠脑组织

中 Relaxin⁃3 蛋 白 呈 高 表 达 ；与 假 手 术 组 相 比 ，模 型 组

Relaxin⁃3 蛋白条带明显变浅，其相对表达量显著降低

（0.45±0.08 vs. 1.00±0.12，P<0.01）。抑制剂组 Relaxin⁃3 蛋

白条带信号最弱，相对表达量进一步下降（0.28±0.06 vs. 
1.00±0.12，P<0.01）；而激动剂组 Relaxin⁃3 蛋白条带较模

型 组 明 显 加 深 ，其 相 对 表 达 量 显 著 上 调（0.82±0.11 vs. 
0.45±0.08，P<0.05）。见图 2、图 3。

2. 4　Relaxin⁃3调节对神经细胞凋亡的影响

TUNEL 荧光染色结果显示，假手术组小鼠脑组织中

几乎未见绿色荧光信号，TUNEL 阳性细胞率为（0.50±
0.12）%；与假手术组相比，模型组脑组织视野中出现大

量散在绿色荧光标记，TUNEL 阳性细胞率显著升高至

［（16.10±2.24）%，P<0.01］。抑制剂组脑组织中的绿色荧

光信号最为密集，TUNEL 阳性细胞率较模型组进一步升

高至［（26.78±3.30）%，P<0.01］；而激动剂组脑组织中的

绿色荧光标记较模型组明显减少，TUNEL 阳性细胞率显

著降低至［（4.50±0.68）%，P<0.01］。见图 4。

2. 5　各组神经功能评价

神经功能缺损评分结果显示，假手术组无明显的神

经功能缺损（评分为 0 分）；与假手术组相比，模型组的神

经功能缺损评分显著升高（P<0.01）；抑制剂组评分亦显

著升高（P<0.01）；而与模型组相比，激动剂组的神经功能

缺损评分显著降低（P<0.05）。见表 1。

2. 6　Relaxin⁃3对NLRP3炎症小体的调控

假手术组神经元排列紧密，胞体大且圆，尼氏体分布

丰富、染色深，细胞结构完整。模型组神经元数量明显减

少，细胞轮廓模糊、皱缩，尼氏体溶解或消失，染色变浅。

抑制剂组损伤加重，神经元数目减少，胞体变形、空泡样

变，尼氏体严重缺失。激动剂组神经元形态大部分恢复

正常，胞体饱满，尼氏体数目和分布明显优于模型组，染

色较深。见图 5。

假手术组      模型组     抑制剂组   激动剂组

Relaxin⁃3

GAPDH

17 kDa

37 kDa

图2　各组小鼠脑组织中Relaxin⁃3蛋白的表达水平

1.4
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0.6
0.4
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Rel
axi

n⁃3
蛋

白
相

对
表

达
里

**
**

#

**为与假手术组比较，P<0.01；#为与模型组比较，P<0.05。

图3　各组小鼠脑组织中Relaxin⁃3蛋白相对表达量比较

A B

C D

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

A：假手术组；B：模型组；C：抑制剂组；D：激动剂组。

图4 各组小鼠TUNEL荧光染色结果

表1　各组小鼠神经功能缺损评分比较  （-x±s）

组别

假手术组

模型组

抑制剂组

激动剂组

F值

P值

例数

20
20
20
20

神经功能缺损评分

0. 00±0. 00
2. 80±0. 40a

3. 20±0. 50a

1. 60±0. 30b

330. 670
<0. 001

注：a为与假手术组比较，P<0.01；b为与模型组比较，P<0.05。

A B

C D

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm

A：假手术组；B：模型组；C：抑制剂组；D：激动剂组。

图5 各组尼氏体数目及分布情况
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3　讨论

脑缺血再灌注损伤是急性缺血性脑卒中的主要病理

机制之一，其涉及多种复杂的分子信号传导途径，包括炎

症反应、氧化应激、细胞凋亡等过程［7］。近年来，Relaxin⁃3
作为一种新型神经肽激素，在神经系统疾病中的保护作

用逐渐受到关注［3⁃4］。本研究通过建立小鼠 MCAO 脑缺血

再灌注损伤模型，系统探讨了 Relaxin⁃3 对脑缺血再灌注

损伤的保护效应及其可能的分子机制。本研究结果显

示 ，脑 缺 血 再 灌 注 后 Relaxin⁃3 蛋 白 表 达 显 著 下 降 ，而

NLRP3 炎症小体表达显著升高。这一发现与既往关于神

经保护因子在脑缺血后表达下调的研究［8⁃9］结果一致。

Relaxin⁃3 激动剂能够有效恢复其表达水平，同时显著抑

制 NLRP3 炎症小体的表达，提示 Relaxin⁃3 可能作为内源

性 神 经 保 护 因 子 参 与 脑 缺 血 再 灌 注 损 伤 的 病 理 生 理

过程。

NLRP3 炎症小体是近年来炎症研究的热点，其在多

种神经系统疾病中发挥重要作用［10⁃12］。本研究发现，脑

缺血再灌注后 NLRP3 表达显著升高，这与既往研究［13⁃14］

报道的缺血性脑损伤激活 NLRP3 炎症小体的研究结果相

符 。 值 得 注 意 的 是 ，Relaxin ⁃ 3 激 动 剂 能 够 显 著 抑 制

NLRP3 炎症小体的表达，而抑制剂则进一步加剧其表达

上调。这一发现明确揭示了 Relaxin⁃3 与 NLRP3 炎症小

体之间的调控关系，为理解 Relaxin⁃3 的神经保护机制提

供了新的视角。细胞凋亡是脑缺血再灌注损伤的重要病

理特征之一［15⁃16］。本研究 TUNEL 染色结果显示，脑缺血

再灌注显著增加神经细胞凋亡，而 Relaxin⁃3 激动剂能够

有效减少凋亡细胞数量，凋亡率由模型组的 16.10% 降至

4.50%。这一保护效应可能与 Relaxin⁃3 调控 NLRP3 炎症

小体表达密切相关，因为 NLRP3 炎症小体激活可通过

caspase⁃1 依赖性途径诱导细胞焦亡，并促进炎症因子白细

胞介素⁃1β和白细胞介素⁃18的释放，进而加剧神经细胞损

伤［17⁃20］。通过尼氏染色法可以直观反映各组神经元形态

和存活状况。模型组显示，NLRP3 炎症小体的激活导致

神经元结构严重破坏、尼氏体大量减少，证实 NLRP3 炎症

小体在中枢炎症反应和神经元损伤中的关键作用。相比

之下，Relaxin⁃3 激动剂干预组神经元形态恢复较好，尼氏

体分布较多，提示 Relaxin⁃3 可通过抑制 NLRP3 炎症小体

的激活，发挥神经保护作用。在加入 Relaxin⁃3 抑制剂后，

神经元损伤更为明显，提示内源性 Relaxin⁃3 缺失时炎症

和损伤效应被放大。假手术组神经元形态和尼氏体均处

于最佳状态，为对照下各处理组变化提供了直观依据。

揭示 Relaxin⁃3 的激活可显著减轻 NLRP3 炎症小体介导

的神经元损伤，可能通过调节炎症反应、促进神经元结构

和功能修复而实现，为神经系统损伤后的防护和治疗提

供了理论基础。

本研究证实了 Relaxin⁃3 在脑缺血再灌注损伤中的保

护作用，并初步阐明了其通过抑制 NLRP3 炎症小体发挥

神经保护的分子机制。这一发现不仅丰富了对脑缺血再

灌注损伤病理机制的认识，也为缺血性脑卒中的防治提

供了新的思路和潜在靶点。Relaxin⁃3 激动剂可能成为治

疗急性缺血性脑卒中的新型药物，具有重要的临床应用

价值。

本研究虽然初步探讨了 Relaxin⁃3 调控 NLRP3 炎症

小体的作用，但仍存在一定局限性。首先，关于 Relaxin⁃3
调控 NLRP3 的具体信号传导通路尚需进一步研究；其次，

本研究主要基于动物实验，临床转化价值有待验证；最

后，Relaxin⁃3 与其他神经保护因子的相互作用机制也需

要深入探讨。未来研究应重点关注 Relaxin⁃3 的上游调控

机制、与其他信号通路的交互作用，以及在不同类型脑血

管疾病中的作用差异，为临床应用提供更加充分的理论

依据。

综上所述，本研究证实了 Relaxin⁃3 通过抑制 NLRP3
炎症小体表达，减少神经细胞凋亡，从而发挥对脑缺血再

灌注损伤的保护作用。这一发现为深入理解脑缺血再灌

注损伤的分子机制提供了新的视角，也为开发新型神经

保护药物提供了重要的理论基础。
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