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新生儿脑损伤专栏·实验研究

头部贴敷式亚低温对 ＨＩＢＤ新生大鼠脑组织
线粒体 ＡＴＰ酶活性的影响

姚笠，程琳，于立君

（哈尔滨医科大学附属第二医院儿内科，黑龙江 哈尔滨 １５００８６）

　　［摘　要］　目的　研究头部贴敷式亚低温治疗对缺氧缺血脑损伤（ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）新生
大鼠的脑组织线粒体ＡＴＰ酶活性的影响，以进一步探讨亚低温对缺氧缺血脑组织的保护机制。方法　将８４只
Ｗｉｓｔａｒ新生鼠随机分为４组：假手术常温对照组、假手术亚低温对照组、ＨＩＢＤ模型常温恢复组、ＨＩＢＤ模型亚低温
治疗组。各组动物在ＨＩ后不同时间点（２，６，１２ｈ）断头取脑，提取脑组织线粒体并测定其中 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶和
Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性。结果　①ＨＩＢＤ常温恢复组及亚低温治疗组在２，６，１２ｈ时Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性均呈下降趋势，分
别为３．１７±０．８１，２．２６±０．５３，１．３１±０．７８μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈ及５．２５±０．６１，４．５９±０．８１，４．６１±０．６２μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈ，但
亚低温治疗各组该酶活性均明显高于相应的常温组（Ｐ＜０．０１）。②ＨＩＢＤ常温及亚低温２ｈ组 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶活
性较之假手术组无明显改变，６ｈ、１２ｈ组该酶活性明显低于假手术组，分别为３．７６±０．７８，３．１２±０．５３μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．
ｈ及５．２５±０．６６、４．７４±０．８０μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈ，但亚低温治疗组明显高于相应常温组（Ｐ＜０．０１）。结论　 贴敷式局
部亚低温可增加ＨＩＢＤ后脑线粒体ＡＴＰ酶活性，保护脑组织。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（４）：３０５－３０７］
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ｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｗｉｔｈｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ（ＨＩＢＤ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＥｉｇｈｔｙｆｏｕｒｓｅｖｅｎｄａｙｏｌｄＷｉｓｔａｒｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙ
ａｓｓｉｇｎｅｄｉｎｔｏｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ：ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｎｏｒｍｏｔｈｅｒｍｉｃ，ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｍｉｌｄｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉｃ，ＨＩＢＤｎｏｒｍｏｔｈｅｒｍｉｃａｎｄＨＩＢＤ
ｍｉｌｄｈｙｐｏｔｈｅｍｉｃ．ＨＩＢＤｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｌｅｆｔｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｌｉｇａｔｉｏｎ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙ８％ ｈｙｐｏｘｉａｅｘｐｏｓｕｒｅ．Ａｔｅａｃｈ
ｔｉｍｅｉｎｔｅｒｖａｌｏｆ２，６，ａｎｄ１２ｈｒｓｐｏｓｔｈｙｐｏｘｉａｉｓｃｈｅｍｉａ（ＨＩ），７ｒａｔｓｗｅｒｅｓａｃｒｉｆｉｃｅｄａｎｄｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｓａｍｐｌｅｄｆｏｒ
ｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＮａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅａｎｄＣａ２＋ＡＴＰａｓｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＣａ２＋
ＡＴＰａｓｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅｔｗｏＨＩＢＤｇｒｏｕｐｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｔｗｏｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐｓａｔ２，６，ａｎｄ１２
ｈｒｓｐｏｓｔＨＩ．ＴｈｅＨＩＢＤｍｉｌｄｈｙｐｏｔｈｅｍｉｃｇｒｏｕｐｈａｄｈｉｇｈｅｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＣａ２＋ＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＨＩＢＤ
ｎｏｒｍｏｔｈｅｒｍｉｃｇｒｏｕｐａｔ２，６，ａｎｄ１２ｈｒｓｐｏｓｔＨＩ（５．２５±０．６１μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈｖｓ３．１７±０．８１μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈ，４．５９±０．８１
μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈｖｓ２．２６±０．５３μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈ，４．６１±０．６２μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈｖｓ１．３１±０．７８μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．Ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）
（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＮａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅｔｗｏＨＩＢＤｇｒｏｕｐｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｔｗｏｓｈａｍｏｐｅｒａｔｅｄｇｒｏｕｐｓａｔ６ａｎｄ１２ｈｒｓｐｏｓｔＨＩ．Ａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＨＩＢＤｍｉｌｄｈｙｐｏｔｈｅｍｉｃａｎｄＨＩＢＤｎｏｒｍｏｔｈｅｒｍｉｃｇｒｏｕｐｓａｔ６ａｎｄ１２ｈｒｓｐｏｓｔＨＩ
（５．２５±０．６６μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈｖｓ３．７６±０．７８μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈ，４．７４±０．８０μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈｖｓ３．１２±０．５３μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈ；
Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＭｉｌｄｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉａｆｏｌｌｏｗｉｎｇＨＩＢＤｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｄｅｃｌｉｎｅｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＣａ２＋ａｎｄＮａ＋
Ｋ＋ＡＴＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ，ｔｈｕｓｐｒｏｖｉｄｉｎｇｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔＨＩＢＤ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２００７，９（４）：３０５－３０７］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｍｉｌｄｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉａ；Ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ；Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ；ＡＴＰａｓｅ；Ｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ

　　新生儿缺氧缺血脑损伤（ＨＩＢＤ）是引起新生儿
死亡和致残的主要原因之一，其发病机制复杂，目前

临床上尚缺乏有效的治疗方法［１］。亚低温治疗是

采用人工诱导方法将体温下降２～６℃，目前已成为

·５０３·
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ＨＩＢＤ最有前途的治疗措施之一 ［２］。本实验采用

贴敷式局部亚低温对ＨＩＢＤ新生大鼠进行实验性治
疗，以观察对脑组织线粒体内 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶及
Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性的变化，并探讨其机制，为临床治
疗提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　７日龄 Ｗｉｓｔａｒ清洁级大鼠８８
只，雌雄不限，体重１２～１８ｇ（出生条件与饲养环境
相同），由哈尔滨医科大学附属第二医院实验动物

中心提供。

１．１．２　试剂　　Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶试剂盒、Ｃａ２＋ＡＴＰ
酶试剂盒，由南京建成生物工程研究所提供。

１．１．３　仪器　　ＨＤＢ０１贴敷式局部亚低温脑保护
仪（专利号ＺＬ２００４２００１８６９２．４），由哈尔滨海德医
疗设备开发有限公司研制；ＳＬ２４型针形点温传感器
（ф＝１．１５ｍｍ）由上海同济大学研制；低温离心机；
电热恒温水槽（ＤＫ２８Ａ型，上海医用恒温设备厂制
造）；ＵＶ７５４型可见分光光度计。
１．２　方法
１．２．１　模型制作　　参照新生大鼠缺氧缺血脑病
模型制作的文献报道 ［３］，７日龄Ｗｉｓｔａｒ大鼠乙醚吸
入麻醉后，切开颈部皮肤，分离左侧颈总动脉并结

扎，缝合伤口，２ｈ后将其放入３７℃电热恒温水槽
（ＤＫ２８Ａ型，上海医用恒温设备厂制造）中的缺氧
瓶中，给予吸入体积分数为８％ 氧气和体积分数为
９２％的氮气２ｈ即制成新生大鼠ＨＩＢＤ模型。对照
组为假手术动物，仅分离颈总动脉，不结扎也不缺氧。

１．２．２　分组　　分假手术组及 ＨＩＢＤ组。各组内
大鼠再随机分为３小组。假手术后常温恢复２，６，
１２ｈ组；假手术后亚低温干预２，６，１２ｈ组；ＨＩＢＤ后
常温观察２，６，１２ｈ组；ＨＩＢＤ后亚低温干预治疗２，
６，１２ｈ组。分别给予常温或亚低温干预，每个时间
点７只大鼠（假手术亚低温干预组和 ＨＩＢＤ后亚低
温干预组分别额外再各取２只动物做为探针动物，
不予取脑，仅用以监测深部脑温，确保颅内温度达到

目标温度），分别在相应时间点断头取脑。

１．２．３　亚低温实施及脑温测定　　给予贴敷式头
部亚低温治疗，设定温度为１８℃，脑内缺血区温度
为３３℃左右。

探针动物用ＳＬ２４型针形点温传感器在乙醚麻
醉下颅左前矢状缝前３ｍｍ，人字缝前２ｍｍ交点处
进针，监测脑温。

１．２．４线粒体的提取方法　　参照 Ｃｌａｒｋ等［４］的方

法，稍加改动，差速离心法提取线粒体：新生大鼠断

头取脑，在冰面上迅速分离左侧脑组织，置于０℃生
理盐水中洗去血迹，立即放入预冷的分离介质

（０．２５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨｃｌ，ｐＨ７．４，
０．５ｍｍｏｌ／ＬＫ＋ＥＤＴＡ）中，手动匀浆 １０次，制成
１０％的脑匀浆，８００ｒ／ｍｉｎ低温离心１０ｍｉｎ（离心机
需在使用前降置低温１５ｍｉｎ），取上清液以８２００ｒ／
ｍｉｎ低温离心１０ｍｉｎ，弃上清，沉淀再悬浮于分离介
质中，重复离心１次（８２００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），沉淀即
为线粒体，线粒体以９∶１（Ｖ／Ｗ）悬于分离介质中。
全部过程在０℃进行，以防止氧化；所用分离介质现
用现配，低温存放；线粒体悬液置于－２０℃冰箱中，
１周内测定指标。
１．２．５　线粒体酶活性的测定　　线粒体蛋白定量
按Ｌｏｗｒｙ氏［５］法测定。分离的线粒体用冰冷的匀浆

介质制成混悬液，Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶、Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活
性的测定按照ＡＴＰ酶分解ＡＴＰ生成无机磷的原理，
按照试剂盒说明书测定，ＡＴＰ酶的活性以每小时每
毫克蛋白分解 ＡＴＰ产生１μｍｏｌ无机磷的量为一活
力单位（μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈ）
１．３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行数据分析，所有数
据以ｘ±ｓ表示。并做单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为
有显著性差异。

２　结果

缺氧缺血后２ｈ缺氧缺血组线粒体 Ｎａ＋Ｋ＋
ＡＴＰ酶活性与假手术组相比无明显差别，而 Ｃａ２＋
ＡＴＰ酶活性显著减弱（Ｐ＜０．０１），缺氧缺血６ｈ，１２
ｈ时，Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶活性明显减弱，Ｃａ２＋ＡＴＰ酶
活性继续减弱，与假手术组比较，差异有显著性

（均 Ｐ＜０．０１）
亚低温治疗２ｈ时，线粒体Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性即

明显回升，与缺氧缺血组比较差异有显著性（Ｐ＜
０．０１），Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶活性与缺氧缺血时比较无明
显变化，亚低温治疗６ｈ、１２ｈ时，Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性
继续回升，与缺氧缺血组比较均有明显变化

（Ｐ＜０．０１），Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶活性也回升，与缺氧缺
血时比较有明显变化（Ｐ＜０．０１）。

假手术亚低温干预后线粒体内Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶
及Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性与假手术常温组相比均无明显
差别，均Ｐ＞０．０５。见表１。

·６０３·
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表１　各组大鼠ＡＴＰ酶活性测定结果 （μｍｏｌ／ｍｇＰｒ．ｈ，ｘ±ｓ）

组别 例数
Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶

２ｈ ６ｈ １２ｈ
Ｃａ２＋ＡＴＰ酶

２ｈ ６ｈ １２ｈ
假手术常温组

假手术亚低温组

ＨＩＢＤ常温组
ＨＩＢＤ亚低温组

２１
２１
２１
２１

６．７２±０．５３ ６．９４±０．６６ ６．８２±０．７７ ５．８４±０．６５ ５．７９±０．９１ ５．８７±０．７９
６．９３±０．５１ ７．１３±０．６１ ６．９１±０．５４ ５．９３±０．７２ ５．８５±０．６８ ６．０２±０．６９
７．０４±０．３１ ３．７６±０．７８ａ ３．１２±０．５３ａ ３．１７±０．８１ａ ２．２６±０．５３ａ １．３１±０．７８ａ

７．１１±０．５６ ５．２５±０．６６ａ，ｂ ４．７４±０．８０ａ，ｂ ５．２５±０．６１ｂ ４．５９±０．８１ｂ ４．６１±０．６２ｂ

　　ａ与假手术组相比，Ｐ＜０．０１；ｂ与ＨＩＢＤ常温组相比，Ｐ＜０．０１

３　讨论

目前，新生儿缺氧缺血性脑损伤引起的能量代

谢障碍的观点已经被广泛接受，Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶及
Ｃａ２＋ＡＴＰ酶的活性与能量代谢密切相关。脑缺氧
缺血后由于线粒体能量代谢障碍，引起 ＡＴＰ生成不
足，水平下降，依赖ＡＴＰ的Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶及Ｃａ２＋
ＡＴＰ酶活性下降，一方面导致细胞内Ｎａ＋增高，使线
粒体发生肿胀，另一方面，线粒体胞浆内 Ｃａ２＋的重
摄取能力下降，导致线粒体内发生 Ｃａ２＋超载，触发
了一系列病理反应包括自由基反应，引起线粒体呼

吸功能障碍，加重脑损伤，随着损伤时间延长，两种

酶活性更趋下降，从而发生不可逆神经元损伤。本

实验数据表明，Ｃａ２＋ＡＴＰ酶在缺氧缺血后２ｈ即明
显下降，并在１２ｈ内处于很低水平；而Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ
酶在缺氧缺血后２ｈ并无明显下降，可能与其早期
应激反应有关，缺氧缺血后６ｈ、１２ｈ该酶活性明显
下降。

已有试验表明［７］，亚低温可以改善细胞能量代

谢，保护缺血缺氧的脑神经组织。对于新生儿缺氧

缺血脑病模型的亚低温治疗，临床已经进行了大量

的研究，有研究表明［８，９］，亚低温可以减轻 ＨＩＢＤ脑
组织线粒体的损伤，保护脑组织。在本实验中，缺氧

缺血后亚低温治疗组 Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性在２，６，１２ｈ
均明显高于缺氧缺血常温组，Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶活性
在亚低温治疗６，１２ｈ也明显高于缺氧缺血常温组，
说明亚低温对缺氧缺血脑损伤具有脑保护作用。同

时，我们设置了假手术常温组和假手术亚低温组两

个对照组，结果证实，这两个对照组在各个相应的时

间点上，线粒体Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶及Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性
差异均无显著性，说明亚低温对正常大鼠脑线粒体

Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶及Ｃａ２＋ＡＴＰ酶活性无不利影响。
本实验采用头部贴敷式亚低温仪进行降温，根

据传热学原理，传递热量的大小正比于导热系数、散

热面积和温度梯度这三者之积。在常规亚低温治疗

技术中，由于头皮与制冷部分不能有效接触，主要依

赖空气进行传导，而空气的导热系数非常低，大约等

于０．０２６ｗ（ｍ．Ｋ），而人脑组织一般为０．８ｗ（ｍ．Ｋ）
左右。本仪器采用具有高导热系数材料（大于２００
ｗ／ｍ．Ｋ）作为头皮与制冷部分之间的传热介质，并
以计算机控制温度，使脑内温度迅速达到亚低温水

平，已有实验证实该方法可以在１５～２０ｍｉｎ内，使
病灶的温度达到亚低温水平［１０］，在本实验中对新生

大鼠颅内温度进行监测，也证实脑温可以降至３３℃
左右。且采用头部贴敷式亚低温治疗与全身亚低温

相比，可以避免后者在治疗过程中可能引起的心率

减慢、血压下降、休克、肺部感染、血黏度增加、电解

质紊乱等并发症，既保留了脑低温的要求，又同时避

免了全身亚低温时的不利因素。本实验在亚低温治

疗期间无１例动物出现硬肿、呼吸暂停等，动物吸吮
能力及进奶量异常、体重降低亦不明显。
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