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新生大鼠缺氧缺血性脑损伤药物干预的研究

王小阳1 ,张国珍1 ,朱长连1 ,杨静丽1 ,邢清河1 ,程秀永1 ,张欣欣1 ,郭丽英2 ,周元聪2

(11 河南医科大学第三附属医院儿内科 ,河南郑州 　450052 ; 　21 中国科学院上海生化所 ,上海 　200031)

　　[摘 　要 ] 　目的 　探讨神经生长因子 (N GF)和丹参对新生大鼠缺氧缺血性脑病 ( HIE)的防治作用。方法 　选

用 7 日龄新生大鼠 ,在制成 HIE模型前后给予 N GF 和丹参腹腔注射 ,HIE后分期处死大鼠分别测定谷氨酸 ( Glu) ,

天门冬氨硫 (Asp) ,一氧化氮合酶 (NOS)和做病理检查。结果 　HIE 组 (30 min) Glu ,Asp 和 (48 h) NOS 较正常对

照组明显升高。Glu : (887. 0 ±145. 2) μg/ g , vs. (776. 5 ±103. 0) μg/ g , ( P < 0. 05) ;Asp : (278. 6 ±48. 2) μg/ g ,

vs. (224. 8 ±27. 0) μg/ g , ( P < 0. 01) ; NOS : (3. 346 ±0. 745) U/ ml , vs. (2. 195 ±0. 615) U/ ml , ( P < 0. 01) 。

N GF 和丹参可以抑制 HIE后的 Glu ,Asp 和 NOS升高 ,并可减轻脑组织病理改变。Glu : (694. 9 ±83. 9) μg/ g , vs.

(887. 0 ±145. 2) μg/ g , ( P < 0. 01) ; Asp : (206. 1 ±25. 4) μg/ g , vs. (278. 6 ±48. 2) μg/ g , ( P < 0. 01) ; NOS :

(2. 041 ±0. 357) U/ ml , vs. (3. 346 ±0. 745) U/ ml , ( P < 0. 01) 。结论 　N GF 和丹参对 HIE有防治作用。
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Intervention of NGF and Don - Shen Root in

Hypoxic - Ischemic Encephalopathy of Ne wborn Rat

WAN G Xiao2Yang , ZHAN G Guo2Zhen , ZHU Chang2Lian , et al.

Third A f f iliated Hospital , Henan Medical U niversity , Zhengz hou 450052 , China

Abstract :　Objective 　 To investigate the preventive and therapeutic effects of nerve growth factor (N GF) and dan

- Shen root on hypoxic - ischemic encephalopathy ( HIE) in newborn rats. Methods 　N GF and dan - Shen root were

injected into 7 - day - old rats before and after the HIE models were made. Glutamate ( Glu) , aspartate (Asp) and nitric

oxide synthesis (NOS) levels in brain tissues and pathological changes were examined after the hypoxic - ischemic insults.

Results 　Both ( Glu , Asp) in 30 min and NOS were significantly increased in HIE rats compared with the control group .

The difference between them was markedly significant . 　Glu : (887. 0 ±145. 2) μg/ g , (776. 5 ±103. 0) μg/ g , ( P <

0. 05) ,Asp : (278. 6 ±48. 2) μg/ g , (224. 8 ±27. 0) μg/ g , ( P < 0. 01) , NOS : (3. 346 ±0. 745) U/ ml , (2. 195 ±

0. 615) U/ ml , ( P < 0. 01) , respectively. Glu , Asp and NOS after HIE and the pathological changes were reduced by

N GF and dan - shen root as well. Glu : (694. 9 ±83. 9) μg/ g , (887. 0 ±145. 2) μg/ g , ( P < 0. 01) , Asp : (206. 1 ±

25. 4) μg/ g , (278. 6 ±48. 2) , ( P < 0. 01) , NOS : (2. 041 ±0. 357) U/ ml , (3. 346 ±0. 745) U/ ml , ( P < 0. 01) .

Conclusions 　N GF and dan - shen root have preventive and therapeutic effects on HIE.
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　　新生儿缺氧缺血性脑病 ( hypoxic - ischemic

encephalopathy , HIE) 是严重威胁新生儿生命和健

康的疾病之一 ,死亡率和致残率高。为探讨有效的

防治方法 ,本研究应用新生大鼠 HIE 模型 ,对丹参

和神经生长因子 ( N GF) 防治 HIE的效果进行了

研究。
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1 　材料与方法

1 . 1 　实验动物及 HIE 模型制作

7 日龄 Wistar 新生大鼠共 181 只 ,购自河南医

科大学实验动物中心 ,体重 12～18 g ,雌雄不拘 ,随

机分到各实验组。乙醚吸入麻醉后 ,切开颈部皮肤 ,

分离左颈总动脉并结扎 ,缝合伤口 ,休息 1 h 后给予

吸入 8 %浓度氧 2 h ,制成 HIE 模型[1 ] 。正常对照组

不做任何处理 ,与 HIE 组一同饲养。

1 . 2 　实验动物分组

全部动物分为药物干预短期观察 (48 h) 和长期

观察 (28 d) 二大组。每大组又分为正常对照组、

HIE组、丹参干预组、N GF 干预组 4 个亚组。短期

观察组监测指标 :一氧化氮合酶 (nit ric oxide synthe2
sis , NOS) 在缺氧缺血后 48 h 处死动物取脑测定。

兴奋性氨基酸 (excitatory amino acids , EAAs) ,分别

在缺氧缺血后 30 min 和 75 min 处死动物取脑测

定。长期观察组监测指标 :体重、脑大体检查和显微

镜下病理检查。

1 . 3 　给药方法

于手术前 30 min 及 HIE 模型制成后即刻分别

给予腹腔注射药物。剂量 : N GF 1μg/ g (从江浙腹

蛇毒中提取 ,由中科院上海生化所提供) ,丹参 10

μl/ g。

1 . 4 　EAAs ,NOS 测定

采用中科院上海生化所 HITACHI 835 - 50 型

氨基酸自动分析仪测定脑组织中谷氨酸 ( Glu) ,天门

冬氨酸 (Asp) 的含量。Glu ,Asp 标准品为 Sigma 公

司产品 ,测定结果用μg/ g 湿脑组织表示。NOS 测

定采用硝酸还原酶法 ,NOS 试剂盒购自南京建成生

物工程研究所 ,蛋白测定用双缩脲法。NOS 活性按

每毫克脑组织蛋白每分钟生成 1 nmol NO 为一个活

性单位。

1 . 5 　病理检查

短期观察组动物 32 只 (每组 8 只) ,制成 HIE

模型后 48 h 处死后快速取脑 ,在冰盘上将大脑分为

左、右皮层及海马、小脑、间脑、中脑 7 部分 ,分别置

于 10 %福尔马林固定 ,常规包埋、连续切片二套 ,分

别作 HE 染色及尼氏染色后镜检。长期观察组动物

32 只 (每组 8 只) ,制成 HIE模型后继续喂养 28 d ,其

中前 10 d 每天腹腔注射药物 1 次 ,剂量同前 ,第 28 天

称重后处死 ,快速取脑 ,分别作脑大体及显微镜下病

理检查 ,病理检查标本制作方法同短期观察组。

1 . 7 　统计学分析

测定结果以均值 ±标准差 ( �x ±s ) 表示 ,经方

差齐性检验后 ,组间比较用 t 检验或 t ′检验 , P <

0. 05 有统计学意义。

2 　结果

2 . 1 　EAAs 测定值

测定结果显示 ,在缺氧缺血后 30 min 时 ,左、右

大脑半球 Glu ,Asp 含量较正常对照组明显增高 ( P

< 0105 , P < 0101) ,至 75 min 时 , Glu ,Asp 水平即

开始下降至低于正常水平。N GF 和丹参干预组缺

氧缺血后 30 min 脑组织中 Glu ,Asp 含量明显低于

未用药物干预的 HIE 组 ( P < 0101) ,至 75min 时干

预组与未干预组 Glu ,Asp 含量无明显差别 ,而且干

预组 75 min 与干预组 30 min 无明显差别 ,见表 1。

2 . 2 　NOS 测定结果

HIE组与正常对照组相比脑组织 NOS明显升高 ,

差异有极显著意义( P < 0. 01) ,而用 NGF 和丹参干预

后脑组织 NOS明显下降 ,低于 HIE组 ( P < 0. 01) ,与

正常对照组相比无显著性差异( P > 0. 05) ,见表 2。

2 . 3 　短期观察组脑病理检查

HIE 大鼠脑病理改变以皮层和海马最明显 ,可

见到轻至中度脑水肿 ,并可见神经细胞轻至中度变

性坏死 ,还可见脑实质中灶状出血及蛛网膜下腔血

管明显充血扩张 (见图 1) 。丹参干预组脑病理改变

以双侧皮层海马蛛网膜下腔血管扩张充血为主 ,并

可见轻度脑水肿及少数神经细胞变性坏死 ,脑干、小

脑、间脑改变不明显 (见图 2) 。N GF 干预组除可见

蛛网膜下腔血管扩张充血外 ,可在皮层中见到胶质

结节 ,亦可见轻度脑水肿及神经细胞变性坏死 ,程度

较 HIE 组轻 (见图 3) 。

图 1 　( HIE组) 大脑皮层神经元纤维疏松离散 ,脑内出血 ,

显示脑水肿 　HE染色 ×200
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图 2 　(丹参治疗组) 大脑皮层内血管扩张、充血、血管周围

腔隙扩大 ,神经元周围腔隙扩大 　HE染色 ×400

图 3 　(NFG治疗组)大脑皮层脑水肿较轻 ,可见胶质结节 　

HE染色 ×200

表 1 　EAAs 含量测定值

Table 1. 　Measurement of EAAs level (μg/ g , �x ± s )

分组 n
Glu

左 右

Asp

左 右

正常对照组 12 776. 5 ±103. 0 730. 7 ±72. 1 224. 8 ±27. 0 224. 0 ±35. 6

30 min 组

　　HIE 8 887. 0 ±145. 2a 823. 5 ±138. 5a 278. 6 ±48. 2b 269. 1 ±26. 7b

　　N GF 8 694. 9 ±83. 9a ,c 603. 7 ±62. 9b ,c 206. 1 ±25. 4c 188. 0 ±40. 0a ,c

　　丹参 8 647. 5 ±77. 0b ,c 661. 9 ±59. 4b ,c 232. 3 ±21. 2c 161. 5 ±38. 7b ,c

75 min 组

　　HIE 8 700. 3 ±74. 0a 620. 2 ±73. 2a 194. 8 ±23. 8a 170. 2 ±23. 2b

　　N GF 8 627. 2 ±76. 7b 616. 6 ±51. 4a 237. 4 ±45. 6 223. 4 ±44. 6

　　丹参 8 658. 3 ±41. 8b 707. 1 ±59. 6 184. 7 ±34. 0b 196. 9 ±29. 2

　　注 :a :与对照组相比 P < 0. 05 , 　b : P < 0. 01 ; 　c :与 HIE 30 min 相比 P < 0. 01

表 2 　NOS测定值

Table 2. 　Measurement of NOS level 　(U/ ml , �x ± s )

组别 n 左 右

正常对照 16 2. 195 ±0. 615 2. 018 ±0. 597

HIE 17 3. 346 ±0. 745a 3. 109 ±0. 687a

N GF 12 2. 041 ±0. 357b 1. 904 ±0. 823b

丹参 12 2. 273 ±0. 392b 1. 853 ±0. 931b

　　注 :a :与正常组相比 P < 0. 01 ; 　b :与 HIE 组相比 P < 0. 01

2 . 4 　长期观察组大鼠体重增长情况

正常对照组体重平均增长 ( 71. 0 ±14. 3) g ,

HIE 组平均增重 (63. 0 ±20. 9) g ,N GF 组平均增重

(61. 0 ±24. 8) g ,丹参组平均增重 (62. 0 ±31. 9) g。

2 . 5 　长期观察组大鼠脑病理检查

脑大体改变 : HIE 组主要为左侧大脑半球萎缩 ,

并可见脑组织液化空洞形成。丹参与 N GF 治疗组

此改变明显减轻。

显微镜下改变 : HIE 组除脑水肿无短期观察组

明显外 ,神经元坏死情况与其相似 ,除此之外尚可见

到脑钙化点。丹参和 N GF 治疗组上述改变较轻。

3 　讨论

　　目前新生儿 HIE 的治疗是困惑临床儿科医生

的问题之一 ,治疗方法众多 ,一些治疗措施是否有效

存在争执 ,缺乏客观实验依据。N GF 通过与效应神

经细胞上的受体 t rkA 结合 ,诱导神经纤维定向生
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长 ,控制神经细胞存活数量和分化 ,促进损伤神经细

胞的修复 ,参与神经细胞的凋亡过程 ,David[2 ]等人

在给新生 7 d 大鼠做颈总动脉结扎前和后 48 h 分别

脑室内注射 N GF ,21 d 后进行评估发现 N GF 治疗

组的大鼠结扎一侧皮层和纹状体损害明显轻于未用

N GF 组 (10 % vs 30 %) ,并且推测是通过 t rkA以外

的途径实现其对 HIE 损伤的保护作用。Cheng[3 ]等

则发现脑源性神经营养因子 ( brain derived neu2
rotrophic factor ,BDNF)对幼鼠 (7 d)与大鼠 (21 d)的

作用不一样 ,强调缺氧缺血性损伤前用药要比其后

用药效果更佳 ,BDNF 可作为围产期窒息引起的急

性脑损伤有潜在治疗作用的药物 ,国内的研究也证

实 N GF 能减轻缺氧缺血后远期的脑损伤 ,但不能减

少新生大鼠缺氧缺血后脑水肿[4 ] 。有研究表明丹

参可降低大鼠和大鼠缺血性脑卒中的发病率和死亡

率 ,减轻缺血引起的脑水肿[5 ] ,拮抗缺血后脑组织

的单胺类介质及兴奋性氨基酸的异常升高[6 ] 。

本研究发现 ,新生大鼠脑缺氧缺血 30 min 后脑

组织 EAAs 有明显升高 ,至 75 min 即开始下降 ,缺

氧缺血 48 h 后脑组织 NOS 有明显升高 ,这与其他

文献报道一致[7～9 ] 。应用 N GF 和丹参后 NOS ,

EAAs 明显降低 ,同时显著改善病理所见 ,表明 N GF

和丹参对 HIE 有防治作用。

近年来对 HIE 的发病机制研究表明 , EAAs ,

NO 等均参与了 HIE 的发生发展。其机制可能是 :

HIE 时 EAAs 明显升高 ,激活其相应受体 ,早期引起

Na +内流 ,随即 Cl - 和水被动内流导致神经细胞急

性渗透性肿胀 ,后期引起 Ca2 + 内流 ,细胞内钙超载 ,

导致神经细胞延迟性损伤、坏死。NO 在脑缺氧缺

血时的作用认为有正负两方面的作用 : NO 的合成

在缺血的最初几分钟内 ,通过 NO/ c GMP 途径使脑

血管扩张 ,增加脑血流 ,还可抑制 Ca2 + 内流 ,对脑损

伤起保护作用 ,而中晚期产生大量的 NO 则具有细

胞毒作用 ,同时使 NMDA 及 Glu 的兴奋毒性加剧 ,

加重神经元损伤。由此可以推测 N GF、丹参对 HIE

的防治作用可能是通过降低 NO , EAAs 的水平 ,减

轻它们所引起兴奋毒性 ,从而减轻对神经元的损害

作用。
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