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前列腺素 E1 对高氧诱导新生大鼠
脑损伤的保护作用

杨山　张有辰　李慧文　金正勇

（延边大学附属医院儿科，吉林 延吉　133000）

［摘要］　目的　探讨前列腺素 E1（PGE-1）对高氧诱导新生大鼠脑损伤的保护作用，并观察糖调节蛋

白 78（GRP78）、CHOP 蛋白表达的变化，为临床应用 PGE-1 治疗高氧引起的新生儿脑损伤提供理论依据。

方法　将 60 只新生 Wistar 大鼠随机分成空气对照组、高氧脑损伤模型组和高氧脑损伤 +PGE-1 组。除空气对照

组外均制备高氧脑损伤模型，从造模第 1 天起，高氧脑损伤 +PGE-1 组腹腔注射 PGE-1，剂量为每日 2 μg/kg，

连续 7 d，其他两组以生理盐水替代。检测各组大鼠脑组织含水量，苏木精 - 伊红染色观察脑组织病理变化，

核染色结合 TUNEL 染色观察脑细胞凋亡情况，Western blot 法检测脑组织 GRP78、CHOP 蛋白水平。结果　高

氧脑损伤模型组脑组织含水量高于高氧脑损伤 +PGE-1 组及空气对照组（P<0.05）；高氧脑损伤 +PGE-1 组脑组

织含水量高于空气对照组（P<0.05）。脑组织病理切片结果显示：高氧脑损伤模型组大鼠脑实质可见炎症细胞

浸润增多，轻度脑血管水肿；高氧脑损伤 +PGE-1 组大鼠脑实质周围炎症及水肿较高氧脑损伤模型组减轻。高

氧脑损伤模型组脑组织细胞凋亡指数高于高氧脑损伤 +PGE-1 组及空气对照组（P<0.05）；高氧脑损伤 +PGE-1
组脑组织细胞凋亡指数高于空气对照组（P<0.05）。高氧脑损伤模型组脑组织 GRP78、CHOP 蛋白的相对表达

高于高氧脑损伤 +PGE-1 组和空气对照组（P<0.05）；高氧脑损伤 +PGE-1 组 GRP78、CHOP 蛋白的相对表达

高于空气对照组（P<0.05）。结论　PGE-1 对高氧诱导脑损伤新生大鼠具有保护作用，其机制可能为通过下调

GRP78、CHOP 蛋白表达，从而抑制细胞凋亡。                    ［中国当代儿科杂志，2018，20（3）：230-235］
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Protective effect of prostaglandin E1 against brain injury induced by hyperoxia in 
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Abstract: Objective    To investigate the protective effect of prostaglandin E1 (PGE-1) against brain injury 
induced by hyperoxia in neonatal rats and observe the changes in the expression of glucose-regulated protein 78 (GRP78) 
and cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone (CHOP), and to provide a theoretical basis for the 
clinical application of PGE-1 in the treatment of neonatal brain injury induced by hyperoxia. Methods    Sixty neonatal 
Wistar rats were randomly divided into air control group, hyperoxic brain injury model group, and hyperoxic brain 
injury+PGE-1 group. All rats except those in the air control group were treated to establish a hyperoxic brain injury 
model. From the first day of modeling, the rats in the hyperoxia brain injury+PGE-1 group were intraperitoneally injected 
with PGE-1 2 μg/kg daily for 7 consecutive days, while the other two groups were treated with normal saline instead. 
The water content of brain tissue was measured; the pathological changes of brain tissue were evaluated by hematoxylin-
eosin staining; the apoptosis of brain cells was assessed by nuclear staining combined with TUNEL staining; the protein 
expression of GRP78 and CHOP in brain tissue was measured by Western blot. Results    The water content of brain 
tissue in the hyperoxic brain injury model group was significantly higher than that in the hyperoxic brain injury+PGE-1 
group and air control group (P<0.05); the water content of brain tissue in the hyperoxic brain injury+PGE-1 group 
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近年来，在围生期围生儿脑损伤及早产儿抢

救治疗中，生存率明显提高，但小儿神经发育缺

陷的发生率却显著增加。新生儿中枢神经损伤的

原因众多，其中高浓度氧疗所致的脑损伤发生率，

逐年增加，成为降低新生儿生存率的重要因素之

一，越来越受到重视。研究证实，大脑发育成熟

过程中，长时间接触高浓度氧环境，可能使神经

运动功能受到损害，远期认知功能也会产生一定

的缺陷 [1-2]。在高浓度氧疗的同时，其他组织器

官也可能受到高氧性损伤，尤其在新生儿阶段，

各系统发育尚不完善，其中，肺和脑是最易损伤

的脏器 [3]。研究发现，新生大鼠在高氧诱导后，

会启动内质网应激（ERS），通过 IRE-1、PERK

和 ATF6 三 个 经 典 通 路 迅 速 活 化， 诱 导 并 激 活

CHOP，引起细胞凋亡。与细胞凋亡密切相关的糖

调节蛋白 78（glucose-regulated protein 78, GRP78）

表达明显升高，大脑皮层细胞凋亡加剧，且凋亡

程度与处在高氧环境中时间呈正相关 [4]。前列腺素

E1（prostaglandin E1, PGE-1）作用广泛，能降低

炎症细胞活性，提高超氧化物歧化酶等相关酶的

活性，减少对脑血管内皮的损伤，进而避免因氧

浓度不适产生的脑血管可逆性损伤；一定程度减

少氧自由基的产生和蛋白水解酶的释放，从而降

低脑血管通透性，稳定溶酶体膜，减轻脑水肿症

状，更有利于新生儿神经系统发育。长期高浓度

氧疗可导致新生儿中枢神经系统损伤，产生慢性

进行性认知功能障碍，是多种因素参与的复杂病

理过程，发病机制未明 [5]。热休克蛋白家族（HSP）

是内质网上重要的分子伴侣，在细胞凋亡过程中

扮演重要角色，GRP78 与新生儿神经系统疾病如

新生儿缺氧缺血性脑病（HIE）、癫癎等的发病有

关，发病期间脑组织活检分析显示，在许多存活

的神经元中，GRP78 蛋白表达上调 [6]。CHOP 是一

个 ERS 转录因子，具有特异性 , 在正常情况下低

水平广泛表达于各种细胞 , 而在 ERS 中， 表达大

大增加，诱导神经元凋亡 [7]。本研究通过观察应用

PGE-1 对高氧脑损伤新生大鼠脑组织中 GRP78、

CHOP 蛋白含量的影响，说明 PGE-1 对高氧诱导

脑损伤的保护作用的可能机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物及试剂

健康 Wistar 新生大鼠 60 只，体重 6~10 g，由

延边大学动物科提供，动物许可证号：SYXK（吉）

（2007-0011），前列腺素 E1（PGE-1）（北京泰

德制药股份有限公司），CHOP 抗体、GRP78 抗体

（Santa Cruz 公司），SDS-PAGE 凝胶电泳试剂盒

（Solarbi 公司），TUNEL 细胞凋亡原位检测试剂

盒（南京碧波生物科技有限公司），Diff-Quik 染

色液及试剂盒（北京博普斯生物技术有限公司）。

1.2　高氧脑损伤模型的制备

采用高浓度氧诱导法制备高氧脑损伤模型 [8]：

60 只新生 Wistar 大鼠随机分成空气对照组、高氧

脑损伤模型组和高氧脑损伤 +PGE-1 组，雌雄不

限，每组 20 只。空气对照组置于常温常压空气环

境，高氧脑损伤模型组、高氧脑损伤 +PGE-1 组

与哺乳母鼠共置于自制高氧箱中，持续通入 100%

医用氧气（2 L/min），并用数字测氧仪持续监测

氧箱内氧及 CO2 浓度，氧浓度 85% 以上，CO2 浓

度≤ 5%，箱内放置生石灰粉末吸收水蒸气和多

余的 CO2，连续 7 d。玻璃箱与室内温度维持在

24~26℃，湿度维持在 60%~70%。空气与高氧环

境下隔日互换雌鼠，避免哺乳母鼠因氧中毒产生

was significantly higher than that in the air control group (P<0.05). The pathological section of brain tissue showed 
inflammatory cell infiltration and mild cerebrovascular edema in the brain parenchyma in the hyperoxic brain injury 
model group; the periparenchymal inflammation and edema in the hyperoxic brain injury+PGE-1 group were milder 
than those in the hyperoxic brain injury model group. The apoptosis index of brain tissue in the hyperoxic brain injury 
model group was significantly higher than that in the hyperoxic brain injury+PGE-1 group and air control group (P<0.05); 
the apoptosis index of brain tissue in the hyperoxic brain injury+PGE-1 group was significantly higher than that in the 
air control group (P<0.05). The protein expression of GRP78 and CHOP in brain tissue was significantly higher in the 
hyperoxic brain injury model group than in the hyperoxic brain injury+PGE-1 group and air control group (P<0.05); 
the protein expression of GRP78 and CHOP was significantly higher in the hyperoxic brain injury+PGE-1 group than in 
the air control group (P<0.05). Conclusions    PGE-1 has a protective effect against hyperoxia-induced brain injury in 
neonatal rats, which may be related to the inhibition of cell apoptosis by down-regulating the expression of GRP78 and 
CHOP.                                                                                                      [Chin J Contemp Pediatr, 2018, 20(3): 230-235]

Key words: Prostaglandin E1; Hyperoxic brain injury; Glucose-regulated protein 78; CHOP; Neonatal rats
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应激反应，导致喂养能力下降及咬伤新生大鼠。

高氧脑损伤 +PGE-1 组自造模第 1 天起，每只新生

大鼠每日腹腔注射 PGE-1 2 μg/kg，连续 7 d。空气

对照组及模型组等剂量注射生理盐水。

1.3　一般状态记录

日常实验中记录新生大鼠的生存率和一般状

态反应指标，包括体重、皮肤颜色、觅食能力、

消化能力及死亡率等表现。

1.4　标本采集

制备模型第 7 天，各组进行下列操作：新生

7 d 大鼠乙醚蒸气吸入麻醉后，固定在动物手术台，

剪下头部，剥开颅骨，充分暴露脑组织并取出，

取左侧脑组织用于含水量测定；右侧部分脑组织

置于 10% 甲醛溶液中固定 24 h，制作石蜡包埋切

片用于苏木精 - 伊红（HE）染色（n=2）及细胞

凋亡检测（n=8）；右侧剩余脑组织置于 -80℃冰

箱内保存，用于检测脑组织中 GRP78、CHOP 蛋

白表达水平（n=10）。

1.5　脑组织含水量测定

采集标本时立即选用取出的左侧脑组织，用

医用棉清洁脑组织表面及周围，及时称量，记录

为脑组织湿重。同一标本置于 80℃烤箱内烤干水

分，每日计量，若连续 2 d 称重重量不再减轻且为

同一数值，即为脑组织干重并记录。利用 Elliot 公

式 = [（湿重－干重）/ 湿重 ]×100%，计算脑组织

含水量。标本置于 37℃烤箱内保存。

1.6　脑组织病理观察

20 mL 10% 甲醛固定液灌注固定脑组织（约

5 min）后，离体行外固定，最多 24 h。常规洗涤

脱水、浸蜡包埋后进行石蜡切片，厚度 3~5 μm，

作 HE 染色，每组各取 2 张病理切片。观察各组脑

细胞和损伤程度。

1.7　脑组织细胞凋亡检测

严格按照核染色结合 TUNEL 法，预处理包埋

切片的脑组织，作核染色，每组每个脑组织选取 4

张 TUNEL 染色切片，置于 400 倍显微镜下，每张

切片选取 5 个不同视野，记录每个视野的阳性细胞，

计算大脑皮层细胞凋亡指数。细胞凋亡指数以百

分率表示。

1.8　Western blot 法 检 测 脑 组 织 GRP78 及

CHOP 蛋白

预处理组织标本，进行还原性 SDS-PAGE 电

泳，90 V 恒流 60 min，半干式转膜（PVDF 膜），

300 mA 恒流 40 min。封闭液封闭过夜，TBST 缓冲

液中充分振荡清洗，分别滴加一、二抗（终浓度

稀释比例为 1 : 2 000 ECM 显色）。X 光片曝光后显

影、定影、晾干。测得蛋白灰度值与 β-actin 条带

灰度值的比值，即对应蛋白的相对表达量。

1.9　统计学分析

采用 SPSS 16.0 统计软件对数据进行统计学分

析。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较采用方差分析，组间两两比较采用 SNK-q
检验，P<0.05 表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　一般情况

持续暴露高浓度氧环境 7 d 后，模型组平均体

重（12.7±1.7 g）明显低于对照组（17.9±2.1 g）

（P<0.05）；与对照组新生大鼠相较，模型组新生

大鼠生存率下降，食物摄入量减少，消化功能降低，

同时出现皮肤颜色苍白、紫绀、惊厥、行动姿势

不稳等神经系统损伤表现，这些表现与新生儿脑

损伤的临床反应相似。

2.2　各组大鼠脑组织含水量测定

三组新生大鼠脑组织含水量比较差异有统

计 学 意 义（F=44.67，P<0.05）。 高 氧 脑 损 伤 模

型组脑组织含水量（84.3%±1.5%）高于高氧脑

损 伤 +PGE-1 组（79.9%±1.4%） 及 空 气 对 照 组

（73.6%±1.3%）（P<0.05）；高氧脑损伤 +PGE-1
组脑组织含水量高于空气对照组（P<0.05）。

2.3　各组大鼠脑组织病理结果分析

病理切片结果显示，空气对照组：大脑皮层

神经细胞整齐，细胞形态规整，极少见炎症细胞浸

润及细胞水肿。高氧脑损伤模型组：脑内皮层细胞

排列紊乱，胞核偏大，大量核固缩，胞质淡染水肿，

小血管壁扩张充血水肿，视野中核深染的炎症细胞

浸润多，纤维组织少量增生。高氧脑损伤 +PGE-1 组：

脑内皮层细胞排列齐，核质比大致正常，脑实质周

围炎症细胞明显减少，脑水肿减轻。见图 1。

2.4　脑组织细胞凋亡指数

各组新生大鼠脑组织 TUNEL 染色测定细胞

凋 亡 指 数 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义（F=982.63，

P<0.05）。高氧脑损伤模型组脑组织细胞凋亡指

数（36.4%±2.3%） 高 于 高 氧 脑 损 伤 +PGE-1 组

（30.9%±0.7%） 及 空 气 对 照 组（5.6%±0.7%）
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（P<0.05）；高氧脑损伤 +PGE-1 组脑组织细胞凋 亡指数高于空气对照组（P<0.05）。见图 2。

表 1　各组脑组织 GRP78 及 CHOP 蛋白检测结果比较

（x±s，n=10）

组别 GRP78 CHOP

空气对照组 0.15±0.08 0.59±0.07

高氧脑损伤模型组 0.42±0.09a 1.66±0.15a

高氧脑损伤 +PGE-1 组 0.29±0.06a,b 1.42±0.08a,b

F 值 22.67 83.94

P 值 <0.05 <0.05

注：a 示与空气对照组比较，P<0.05；b 示与高氧脑损伤模
型组比较，P<0.05。

图 3　Western blot 法 检 测 各 组 脑 组 织 GRP78 及

CHOP 蛋白　　上图为电泳条带图，1：对照组；2：高氧脑损伤

模型组；3：高氧脑损伤 +PGE-1 组。下图为统计图（n=10），a 示

与空气对照组比较，P<0.05；b 示与高氧脑损伤模型组比较，

P<0.05。

1 2 3

图 1　各组大鼠脑组织病理切片（HE 染色，×400）　　空气对照组可见脑组织细胞排列整齐，核质均匀；高氧脑

损伤模型组可见脑组织细胞排列紊乱，大量核固缩及胞质水肿，炎症细胞浸润多；于高氧脑损伤模型组比较，高氧脑损伤 +

PGE-1 组脑组织细胞排列整齐，核质均匀，脑组织炎症细胞明显减少，脑组织细胞水肿明显减轻。

图 2　各组大鼠脑组织细胞凋亡情况（TUNEL 染色，×400）　　DAPI 染色下，空气对照组示脑组织中阳性凋亡细

胞少见，以大脑皮层上皮细胞为主，胞核呈均质蓝色；高氧脑损伤模型组示出现较多细胞胞核呈凝聚的亮白色，为凋亡小体，

即阳性凋亡细胞；高氧脑损伤 +PGE-1 组示凋亡小体较模型组明显减少。

空气对照组

空气对照组

高氧脑损伤模型组

高氧脑损伤模型组

高氧脑损伤 +PGE-1 组

高氧脑损伤 +PGE-1 组

CHOP

GRP78

β-actin

GRP78
CHOP

2.5　各组脑组织 GRP78 及 CHOP 蛋白检测结果

高氧脑损伤模型组脑组织 GRP78、CHOP 蛋

白 的 表 达 均 高 于 高 氧 脑 损 伤 +PGE-1 组 和 空 气

对 照 组（P<0.05）； 高 氧 脑 损 伤 +PGE-1 组 脑 组

织 GRP78、CHOP 蛋 白 的 表 达 高 于 空 气 对 照 组

（P<0.05）。见表 1，图 3。
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3　讨论

随着新生儿学近年来的迅速发展，氧疗是新

生儿及早产儿抢救治疗中最主要的治疗措施。有

学者研究表明，长期暴露在高氧环境中的新生儿

易引起高氧性肺损伤、高氧性视网膜病变、HIE

等疾病，最终导致患儿病情恶化，严重影响患儿

的存活率及成年后的生活质量。尤其在极低和超

低出生体重早产儿中高氧性脑损伤普遍存在，其

损伤程度更大，病情更重。近年来，有研究表明，

高浓度氧能影响大脑，使大脑的重量减轻 [3]。哺乳

动物的脑重可反映脑组织发育情况，高氧环境下

可降低毛细血管数量，进而减少了组织血供，降

低神经连接的密度、少突胶质细胞的活性及神经

营养因子调控存活通路的活性，一定程度上，影

响脑血液循环，从而影响脑发育及中枢系统功能

的形成，干扰了神经营养因子的表达，加速了神

经细胞、致炎细胞因子及血管内皮细胞的凋亡过

程。

研究显示，早产儿认知和运动障碍，与异常

白质区域直接相关 [9]。相对于人类大脑的发展，啮

齿类动物脑发育过程中存在发育延迟，实验证明 [10]，

新生大鼠生后 1 d 相当于孕龄 18~20 周胎儿，生

后 2 d 相当于孕龄 20~24 周胎儿，生后 3 d 相当于

孕龄 24~28 周胎儿，生后 7 d 相当于 28~32 周出生

的早产儿。即生后 1 周新生大鼠，相当于早产出

生的新生儿。新生大鼠的脑发育与新生儿相似，

Dorrell 等 [11] 予新生 3 d 大鼠吸入 5% 氧气 60 min，

持续吸入 24 h，30 只动物模型中死亡 14 只，存活

9 只并出现脑损伤，损伤程度与早产儿脑损伤程度

一致。故本实验采用新生大鼠建立高氧脑损伤动物

模型，模拟出临床上早产儿长期暴露于高氧环境中

导致的脑损伤，结果发现生后 7 d 高氧脑损伤模型

组新生大鼠脑组织病理呈现典型的脑损伤表现，证

明本实验模型取得成功，脑内皮层细胞较空气对照

组有明显变化，这与文献的报道相一致 [12-13]。以此

模型研究其损伤机制，可为以后对早产儿高氧脑

损伤的防治提供可行的理论依据。

高氧诱导下，暴露在高氧环境中的新生儿脑

细胞凋亡和细胞损伤立即发生，最多不超过 48 h。

高氧引起的新生儿神经退行性疾病的炎症反应和

活性氧诱导少突胶质细胞死亡，可导致神经髓鞘

形成不良和认知功能障碍相关的超微结构变化 [14]。

有报告显示，在高氧早产儿脑损伤的结果为破坏

轴突少突胶质细胞完整性，在成人脑白质为传导

性持续性下降 [15]；即在高浓度氧环境发育成熟的

大脑，认知功能也会产生一定的缺陷，成人表现

在脑白质，新生儿表现在神经细胞凋亡及变性。

PGE-1 作为花生四烯酸衍生物，有强烈的扩张血管

及增加血管通透性的作用，新生大鼠在高氧环境

造成脑血流量不足，进而代偿性缺氧，PGE-1 使脑

血流量增加，减轻脑水肿。PGE-1 有最大程度延迟

及阻止细胞凋亡过程的能力，避免脑白质进一步

发生不可逆的损伤，及时有效地预防了远期并发

症的发生。GRP78 蛋白即 ERS 系统中一种重要的

伴侣蛋白，在 ERS 时表达增加，被认为可以减轻

ERS。有实验研究报道在高氧诱导未折叠蛋白质反

应（UPR）中，暴露于高氧的培养细胞中 GRP78

蛋白大量表达，是细胞的一种重要的防御机制，

在细胞凋亡中，起关键的调节作用 [16-17]。CHOP 是

一个 ERS 特异的转录因子，其表达引起凋亡。有

研究显示，正常情况下，CHOP 表达十分低下，

ERS 时，CHOP 表达显著增加，可能与在内质网

中的 UPR 有关 [18]。PGE-1 在细胞程序化进程中起

重要的调节作用，与细胞表面的前列环素受体结

合激活多种蛋白激酶，促进滞留在内质网中的未

折叠蛋白的合成，抑制内质网应激反应进程 [19]。

本实验结果显示，高浓度氧可引起大鼠脑组织含

水量明显增加，诱发脑水肿；新生大鼠持续在高

浓度氧环境中（氧浓度维持在 85% 以上）7 d 后，

GRP78 及 CHOP 蛋白相对表达量特异性升高，加

速脑组织细胞凋亡进程。PGE-1 治疗后，GRP78

及 CHOP 蛋白相对表达量有所下调，由于高氧环

境下引起的脑水肿及炎症也有不同程度减轻。

综上所述，PGE-1 对新生大鼠高氧诱导脑损

伤具有保护作用，其机制可能为通过 ERS 途径下

调 GRP78、CHOP 蛋白表达，从而抑制细胞凋亡。
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