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%%!摘%要"%目的%探讨牛磺酸对宫内生长受限'HFj9(胎鼠大脑蛋白激酶CV:C;0反应元件结合蛋白'0LCV

&9M@(通路及胶质细胞源性神经营养因子'jG7̀ (.97C表达的影响) 方法%采用妊娠期全程饥饿法制作 HFj9

模型#将 "# 只孕鼠随机分为 R 组'& hY(%对照组-HFj9组-小剂量'每天 !## .AZOA(及大剂量'每天 Q## .AZOA(牛

磺酸用药组) 利用逆转录V聚合酶链反应方法检测各组胎鼠大脑0LC-&9M@及jG7̀ .97C水平变化) 结果%与

对照组相比#HFj9组胎鼠大脑0LC-&9M@及jG7̀ .97C表达均明显增多':\#6#Y() 与HFj9组相比#小剂量

和大剂量牛磺酸组胎鼠脑组织的 0LC和 &9M@.97C表达水平增高':\#6#Y(#大剂量牛磺酸组胎鼠脑组织

jG7̀ .97C水平亦明显增高':\#6#!() 结论%牛磺酸可增加 HFj9胎鼠大脑 0LCV&9M@通路及 jG7̀ .97C

的表达#提示产前补充牛磺酸可能通过增强中枢神经系统神经发生能力-增加神经营养因子的分泌等途径来改善

HFj9胎鼠脑损伤#发挥对脑组织的保护作用) !中国当代儿科杂志#>??@#AA$AA%&@>D E@>F"

!关%键%词"%宫内生长受限$牛磺酸$:C;0反应元件结合蛋白$胶质细胞源性神经营养因子$胎鼠

!中图分类号"%9X!R6X%%!文献标识码"%C%%!文章编号"%!##[ b[[Q#'"##$(!! b#$"Q b#R

TKK%+/(#K2-%*&/&"/&0-)*%#*3:J5%Y2-%(()#*#K=G5V;:T!()1*&"2&/,.&4 &*$

1")&"+%""")*%V$%-)'%$*%0-#/-#2,)+K&+/#-)*K%/&"-&/6-&)*(#K)*/-&0/%-)*%1-#./,-%V

(/-)+/)#*

G)5.)#8# >-Q8%&# >-+Q8&D# >-+>8# >-+.%# 6*.KN8I9/8?H28T8&D '%A2$&8A<)"E@8A%7# G%@8A%7'218C%7+&8F2$E8A<#

H28T8&D !###"<# G/8&% '>8# Q# 50%87%78#T8&DRTPE8&%?C"0(

%%56(/-&+/% 768%+/)'%%B'(==,>1?-U2.()-1 ,'--II-:,=+I/3-)2,252//5(:2,(+) +I,2>3()-+) .97C-U/3-==(+) +I

/3+,-() O()2=-CV:C;03-=/+)=--5-.-),S()1()A/3+,-() '0LCV&9M@( =(A)25/2,'T2?2)1 A5(25:-555()-V1-3(8-1

)->3+,3+/'(:I2:,+3'jG7̀ ( () I-,2532,S32()=+I(),32>,-3()-A3+T,' 3-=,3(:,(+) 'HFj9(69%/,#$(%03-A)2),32,=T-3-

32)1+.5?1(8(1-1 (),+R A3+>/=% )+3.25:+),3+5# HFj9.+1-5# 5+TV1+=-'!## .AZOA&1( 2)1 '(A'V1+=-'Q## .AZOA&1(

,2>3()-,3-2,.-),HFj9' & hY -2:'(6HFj9T2=()1>:-1 S?I++1 3-=,3(:,(+) ,'3+>A'+>,/3-A)2):?60LC# &9M@2)1

jG7̀ .97C-U/3-==(+) () S32()=+I)-TS+3) 32,=T2=1-,-:,-1 S?3-8-3=-,32)=:3(/,(+)V/+5?.-32=-:'2() 3-2:,(+) '9BV

0&9(6:%(0"/(%0LC# &9M@2)1 jG7̀ .97C-U/3-==(+) () ,'-HFj9.+1-5A3+>/ T2==(A)(I(:2),5?'(A'-3,'2) ,'2,()

,'-)+3.25:+),3+5A3+>/ ':\#6#Y(6&+./23-1 T(,' ,'-HFj9.+1-5A3+>/# .97C-U/3-==(+) +I0LC2)1 &9M@() S+,'

,'-5+TV1+=-2)1 '(A'V1+=-,2>3()-,3-2,.-),A3+>/=():3-2=-1 =(A)(I(:2),5?':\#6#Y($ jG7̀ .97C-U/3-==(+) () ,'-

'(A'V1+=-,2>3()-,3-2,.-),A3+>/ 25=+():3-2=-1 =(A)(I(:2),5?':\#6#!(6;#*+"0()#*(%B2>3()-:2) ():3-2=-.97C

-U/3-==(+) +I0LC# &9M@2)1 jG7̀ () I-,2532,S32()=+IHFj96B'(==>AA-=,=,'2,/3-)2,252//5(:2,(+) +I,2>3()-.2?

():3-2=-)->3+A-)-=(=+I,'-:-),325)-38+>==?=,-. 2)1 -)1+A-)+>==-:3-,(+) +I)->3+,3+/'(:I2:,+3=# ,'>=/3+8(1()A

)->3+/3+,-:,(8--II-:,=6 !;,)*< ;#*/%32=%$)&/-# >??@# AA 'AA(%@>D E@>F"

%%G%4 .#-$(%%H),32>,-3()-A3+T,' 3-=,3(:,(+)$ B2>3()-$ :C;03-=/+)=--5-.-),S()1()A/3+,-()$ j5(25:-555()-V1-V

3(8-1 )->3+,3+/'(:I2:,+3$ -̀,2532,=

%%宫内生长受限 '(),32>,-3()-A3+T,' 3-=,3(:,(+)#

HFj9(是由多种因素造成的胎儿在宫内生长发育受

限) HFj9儿不但围产期死亡率高#而且被认为是

脑瘫的一个独立的高危因素#脑瘫的危险性与生长

受限的程度呈正相关!!"

) 新近国外对 HFj9患儿的

随访研究显示#HFj9对远期的神经系统发育-运动

&Q"$&
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行为及智力发育也有深远影响#与学龄期学习成绩

差-注意力集中短暂-智力低下-社会行为能力障碍

等密切相关!""

) 牛磺酸是中枢神经系统含量最丰

富的游离氨基酸#是生长发育特定时期的条件必需

氨基酸#具有抗氧化-防止钙超载-抗凋亡-抑制兴奋

性氨基酸毒性等生物学活性) 本研究通过建立

HFj9动物模型#检测牛磺酸对 HFj9胎鼠大脑蛋白

激酶CV:C;0反应元件结合蛋白'/3+,-() O()2=-CV

:C;03-=/+)=--5-.-),S()1()A/3+,-()#0LCV&9M@(

及胶质细胞源性神经营养因子 'A5(25:-555()-V1-V

3(8-1 )->3+,3+/'(:I2:,+3#jG7̀ (.97C表达的影响#

研究牛磺酸对 HFj9胎鼠脑损伤的保护作用及机

制#为牛磺酸临床防治 HFj9脑损伤提供理论基础

和实验依据)

AI材料与方法

A6AI实验动物及分组

健康成年 J/32A>-VG2T5-?大鼠%雌性 "# 只#雄

性 !# 只#体重 "Y# aQ## A) 予标准大鼠颗粒饲料和

充足饮水'动物与饲料均由首都医科大学实验动物

中心提供() 每晚将雌雄大鼠以 "r! 合笼#次日晨

取阴道分泌物镜检#以发现精子之日为妊娠第 # 天#

按受孕顺序随机分为 R 组%对照组-HFj9组-小剂量

'!## .AZOA&1(及大剂量牛磺酸'Q## .AZOA&1(

治疗组#每组 Y 只孕鼠)

AO>I_XR:模型制作

对照组妊娠全程任意摄取饲料#并记录每日消

耗饲料重量) 采用母鼠全程饥饿法建立 HFj9动物

模型!Q"

#即母鼠受孕后第 ! 日始至自然分娩每日予

对照组进食量的 R#]'!# AZ1(#饮水充足) 小剂量

和大剂量牛磺酸组自建立模型第 !" 天始分别在饲料

中添加牛磺酸每天 !## .AZOA和每天 Q## .AZOA

!R"

'g2O+公司提供#批号%"#YV##!!Y(#直至自然分娩)

HFj9的判断标准%各组孕鼠自然分娩后#电子

天平称量新生鼠体重#精确到 #6##! A#低于对照组

新生鼠平均体重的 " 个标准差为HFj9)

A6DI取材

每组随即抽取 !# 只胎鼠#断头取脑称重'精确

到 #6##! A(后#立即置于b[#n下冻存待测)

AOWI=G5);:T!及RLJa3:J5检测

采用半定量逆转录V聚合酶链反应'9BV0&9(方

法) 取胎鼠大脑皮质组织约 !## .A#B9H_EN裂解

液匀浆#提取纯化总97C#用 "XQ@9#"Y[[ 型核酸蛋

白分析仪'@HEV9CG(进行定量#逆转录反应按照试

剂盒说明书'03+.-A2#CQY##(进行操作) 引物采用

03(.-303-.(-3Y6# 软件设计#经基因库检索验证且

与其他基因无高度同源性#由上海生工生物技术工

程公司合成#引物序列见表 !) B2f酶购自大连宝生

物工程有限公司'B2L292#G9##!C(#梯度基因扩增

仪'Y[#@9#@HEV9CG(进行扩增) 0&9扩增条件%

$Yn Y .()$$Rn Q# =$退火 Q# ='

-

V2:,()-0LC-

&9M@及 jG7̀ 的退火温度分别为 Y!n- YYn-

<!n($X"n ! .()#QY 个循环$ 最后 X"n !# .())

将0&9反应产物 X6Y

!

N加 !6Y

!

N载样缓冲液#在

!]琼脂糖凝胶上电泳约 Y# .()'电压 !## 4() 用

凝胶成像系统进行成像及图象分析#以各组 0LC-

&9M@及jG7̀ .97C扩增产物的积分吸光度值与

-

V2:,()的比值作为 0LC-&9M@及 jG7̀ .97C的

表达水平)

表 AI引物序列

基因 引物序列 产物长度'S/(

0LC %̀ YcVj&Bjj&BBBjCBBBC&jjVQc

9% YcVjCBjBBB&j&BBjCjjCBCVQc Y#Y

&9M@ %̀ YcVB&Cj&&jjjBC&BC&&CBB&VQc

9% YcVB&B&BBj&Bj&BB&&&BjVQc "Y"

jG7̀ %̀ YcV&&&jCCjCBBCB&&BjC&&CVQc

9% YcVBCj&&&CCC&&&CCjB&CjBVQc "R"

-

V2:,() %̀ YcVBjjCCB&&BjBjj&CB&&CBjCCC&VQc

9% YcVBCCCC&j&Cj&B&CjBCC&CjB&&jVQc QR$

A6\I统计学方法

采用 J0JJ !!6Y 统计软件对数据进行统计分

析#所有计量资料用均数W标准差'SWE(表示#组间

比较采用单因素方差分析#率的比较采用
!

" 检验#

:\#6#Y为差异有显著性意义)

>I结果

>6AI各组新生鼠体重及脑重的比较

与对照组相比#HFj9组新生鼠的平均体重和

脑重均显著降低':\#6#!($小剂量-大剂量牛磺酸

组新生鼠的平均体重和平均脑重均较HFj9组明显

增加#且大剂量牛磺酸组胎鼠的平均体重和脑重均

高于小剂量组':\#6#!($但与对照组相比#小剂量

与大剂量牛磺酸组胎鼠体重-脑重均显著降低

':\#6#!( '表 "()

>O>I各组新生鼠脑组织 =G5#;:T!及 RLJa

3:J5的表达

与对照组相比#HFj9组胎鼠脑组织中 0LC-

&9M@及 jG7̀ .97C表达均上调 ':\#6#Y或

&R"$&
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#6#!($与HFj9组相比#小剂量与大剂量牛磺酸组

的 0LC和 &9M@.97C表达水平均显著增高

':\#6#Y 或 #6#!() 小剂量牛磺酸组jG7̀ .97C水

平与HFj9组比较差异无显著性#而大剂量牛磺酸组

jG7̀ .97C水平则明显高于 HFj9组':\#6#!()

大剂量牛磺酸组胎鼠脑组织 0LC#&9M@及 jG7̀

.97C表达均高于小剂量组':\#6#Y 或 #6#!()

见图 !)

表 >I各组新生鼠体重及脑重比较
'SWE(

组别
活胎数

'例(

死产率

'](

体重'A( 脑重'A(

对照组 Y" # <6QR W#6R" #6"R W#6#"

HFj9组 R[ $6R

R6$$ W#6"<

2

#6![ W#6#!

2

小剂量牛磺酸组 RY <6Q

Y6"R W#6R[

2#S

#6!$ W#6#!

2#:

大剂量牛磺酸组 YR Q6<

Y6[Q W#6"R

2#:#1

#6"! W#6#"

2#:#1

;值 b !R"6!Q !Y<6Q$

!

" 值 Y6![Y b b

:值 #6!Y$ #6## #6##

%%2%与对照组比较# :\#6#!$ S%与HFj9组比较#:\#6#Y$ :%与

HFj9组比较#:\#6#!$ 1%与小剂量牛磺酸组比较#:\#6#!

!
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%%图 AI各组胎鼠脑组织 =G5);:T!及 RLJa3:J5

表达水平I与对照组比较#2%:\#6#Y$ S%:\#6#!$与 HFj9组比

较# :%:\#6#Y# 1%:\#6#!$与小剂量牛磺酸组比较# -%:\#6#Y#

I%:\#6#!

DI讨论

妊娠期母体营养不良是 HFj9的常见原因#主

要与母体营养不良引起的子宫胎盘功能不足#经胎

盘向胎儿运输的氧气和营养物质不足有关!Y"

#HFj9

儿不仅出生体重下降-脑容积减小!<"

#还出现脑发

育障碍及学习记忆能力差-语言和自我管理能力障

碍等神经行为学表现!"#X"

) 本试验采用孕鼠妊娠全

程饥饿法建立模型#HFj9胎鼠的体重和脑重均显

著下降#可能是母体营养不良造成宫内慢性缺血缺

氧环境#脑血流代偿不足以维持神经系统的正常发

育的结果) 研究显示#HFj9可使脑组织 :2=/2=-VQ

及@2U凋亡蛋白表达增多#抗凋亡相关蛋白 @:5V"

表达减少#脑细胞凋亡增多#并增加大脑对缺氧的易

损性!["

#这也可能是HFj9胎鼠脑细胞减少-重量减

轻的原因之一)

0LCV&9M@信号通路在神经发生-再生-突触可

塑性和学习记忆中起重要作用) 胞外信号与 j蛋

白耦联受体结合并活化 :C;0环化酶时#第二信使

:C;0浓度增加#可活化 0LC并释放出催化亚基进

入细胞核#使转录因子 &9M@在 7端转录活性区附

近的 J-3!QQ 磷酸化) 磷酸化的 &9M@可与 G7C分

子上&9M':C;03-=/+)=--5-.-),#环磷酸腺苷反应

元件(特定序列结合!$"

#进而调节下游靶基因如即

早基因 ':VI+=等(-钙Z钙调素依赖性蛋白激酶
'

'&2;L

'

(-脑源性神经营养因子 '@G7̀ ( 及

jG7̀

!!#"等的转录) 作为
-

V转化生长因子'

-

VBj̀ (

超家族的一员# jG7̀ 通过由 jG7̀ 家族受体

'jG7̀VI2.(5?3-:-/,+3=# j̀9

(

!VR ( 和酪氨酸激酶

9-,构成的复合受体来介导其神经营养作用#如抑

制细胞凋亡#促进神经元存活-分化及受损外周神经

的再生!!!"

$诱导脑室管膜下区'=>S8-),3(:>523K+)-#

J4_(和海马区齿状回颗粒下层'=>SA32)>523K+)-#

Jj_(的神经发生!!""

$维持多巴胺能黑质纹状体系统

的发育#改善神经行为学表现等!!Q"

) 不同胞外信号

可通过增加 &2

" o浓度-促进 &9M@磷酸化-激活

;C0LVM9L'.(,+A-)V2:,(82,-1 /3+,-() O()2=-=V-U,32:-5V

5>523=(A)25V3-A>52,-1 O()2=-=#丝裂原激活蛋白激酶V胞

外信号调节激酶(或 :C;0Z0LC等信号通路来上调

jG7̀ 表达!!R"

)

本试验中HFj9胎鼠脑组织0LCV&9M@通路和

jG7̀ .97C表达上调#提示HFj9不良宫内环境可

能通过作用 0LCV&9M@通路在一定程度上刺激中

枢神经系统神经发生) HFj9可引起中枢神经系统

氧化还原系统稳态失衡!!Y"

#一氧化氮合成酶活化-

自由基增多-&2

" o稳态失调等损伤因素均可激活

0LCV&9M@通路#从而在一定程度上增加 jG7̀ 表

达#或直接刺激大脑星形胶质细胞分泌jG7̀ 增多#

属于中枢神经系统的一种内源性保护机制#但这种

有限的神经保护作用远远不足以弥补HFj9引起的

脑细胞凋亡#HFj9造成的神经发生 b脑细胞凋亡

系统之间严重失衡可能是HFj9脑发育障碍的重要

原因)

产前予孕鼠补充牛磺酸可有效增加 HFj9胎鼠

体重和脑重#并进一步上调 HFj9胎鼠大脑 0LCV

&9M@信号通路和 jG7̀ 的表达#且大剂量效果明

显优于小剂量) 胎儿在发育过程中主要通过胎盘中

&Y"$&
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b依赖性的牛磺酸转运体以主动转运方式从

母体获得牛磺酸) 牛磺酸具有调节渗透压-维持钙

稳态-抗氧化-抑制兴奋性氨基酸毒性!!<"

-增强学习

记忆能力-促进神经发生及抗凋亡等多种生物学作

用) 牛磺酸在体外还可通过激活海马 &C! 区 0LCV

&9M@通路来调控长时程增强晚期#参与突触可塑

性及学习记忆过程!!X"

) 结合前期研究提示#牛磺酸

可能一方面通过抑制 @2U-:2=/2=-VQ 和 :2=/2=-V

$

![#!["等凋亡基因表达并上调@:5V" 表达来减少脑细

胞凋亡#另一方面通过上调 0LCV&9M@通路-增加

jG7̀ 表达来增强中枢神经系统神经发生能力#从

而维持脑细胞增殖分化V脑细胞凋亡系统之间的平

衡#改善HFj9脑损伤)

有关牛磺酸对脑细胞增殖分化趋势的影响及作

用机制方面的研究仍将继续深入#从而为临床上在

产前补充牛磺酸防治HFj9儿脑损伤提供更全面的

实验基础和一定的理论依据#对改善 HFj9儿生存

质量有重要意义)
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