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摘要：目的　探究左卡尼汀调控（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）通路对新生小鼠缺氧缺血性脑损
伤的影响。方法　缺氧缺血性脑损伤模型建立成功的８０只小鼠被随机分为模
型组、左卡尼汀低剂量组、左卡尼汀中剂量组和左卡尼汀高剂量组，每组２０只，
未建模的２０只小鼠作为假手术组。左卡尼汀低剂量组、左卡尼汀中剂量组、左
卡尼汀高剂量组的小鼠分别每日通过腹部注射左卡尼汀 １００、２５０、
５００ｍｇ·ｋｇ－１，假手术组与模型组的小鼠通过腹部注射等量生理盐水，给药
１周。通过苏木素伊红染色分析小鼠脑组织病理变化；通过 ＴＣＣ染色分析各组
小鼠脑梗死面积；通过原位末端法分析小鼠脑组织神经元的凋亡；通过酶联免疫

吸附实验检测小鼠脑组织炎症因子水平；通过蛋白质印迹实验检测 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路相关蛋白的表达水平。结果　假手术组小鼠脑组织细胞排列紧密，结构完
整。模型组小鼠脑组织结构紊乱，大量细胞脱落，细胞间隙增大，形态肿胀。不

同左卡尼汀剂量组小鼠的脑组织损失逐渐改善。假手术组、模型组、左卡尼汀低

剂量组、左卡尼汀中剂量组和左卡尼汀高剂量组的小鼠脑梗死率分别为

（０８３±００８）％、（５９３２±３１２）％、（３３７２±１５５）％、（２５５８±１２１）％和
（９８１±１０７）％，神经元凋亡率分别为（１８５±０１８）％、（３７３１±１２５）％、
（２１６７±１０２）％、（１５６２±２３１）％和（６６３±０８８）％，白细胞介素－６的水平
分别为（１３２±００８）、（１３２１±１１６）、（９３３±０１９）、（６０３±０１８）和
（３７３±０１５）ｐｇ·ｍＬ－１，肿瘤坏死因子 α的水平分别为（２０２±０１５）、
（１５０７±１２６）、（１００８±２０６）、（７１３±１１６）和（４０６±００８）ｐｇ·ｍＬ－１，ＰＩ３Ｋ
蛋白相对表达水平分别为０６５±００９、０１０±００１、０１９±００３、０３５±００３和
０５５±００６，ＡＫＴ蛋白相对表达水平分别为 ０６９±００５、０１１±００２、
０２１±００２、０３９±００３和０６３±００６。左卡尼汀低剂量组、左卡尼汀中剂量
组和左卡尼汀高剂量组的上述指标分别与模型组相比较，在统计学上差异均有

统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　左卡尼汀能够减轻新生小鼠缺氧缺血性脑损
伤的损伤程度，其作用机制可能与调控ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路相关。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌ－ｃａｒｎｉｔｉｎｅ；ｎｅｏｎａｔａｌｍｉｃｅ；ｈｙｐｏｘｉｃ－ｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ；ＰＩ３Ｋ；ＡＫＴ

　　缺氧缺血性脑损伤（ｈｙｐｏｘｉｃ－ｉｓｃｈａｅｍｉｃｂｒａｉｎ
ｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）是由于围产期缺氧缺血事件引起的脑
部损伤，常见于新生儿，尤其是早产儿。这种损伤主

要影响大脑的海马体、皮层、纹状体、基底节和丘脑等

区域［１－２］。缺氧缺血性脑损伤是新生儿慢性神经系

统疾病和急性死亡的主要原因之一，可导致多种后遗

症，包括脑瘫、智力障碍和癫痫等［３－５］。近年来研究

表明，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路在缺氧缺血性脑损伤的发
生、发展以及神经保护中发挥重要作用。研究表明，

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的激活可以通过多种机制减轻缺氧缺
血性脑损伤的损伤，包括抑制细胞凋亡、调节自噬和

减轻氧化应激［６－８］。因此，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路可能是治
疗缺氧缺血性脑损伤的潜在靶点。左卡尼汀

（Ｌ－ｃａｒｎｉｔｉｎｅ）是一种存在于哺乳动物体内的天然物
质，主要功能是促进脂类代谢，通常被用于治疗心肌

病、骨骼肌病、心律失常、高脂血症，以及低血压和透

析中肌痉挛等［９］。近年来大量研究证明左卡尼汀对

于神经系统损伤也有明显疗效，例如，左卡尼汀可能

通过减少高迁移率族蛋白Ｂ１的表达来减轻脑缺血再

灌注老年大鼠的脑损伤［１０－１２］。目前，左卡尼汀对于

缺氧缺血性脑损伤的作用机制尚未明确。因此，本研

究通过分析新生小鼠缺氧缺血性脑损伤的影响及机

制，以期为缺氧缺血性脑损伤的治疗提供新思路。

材料与方法

１　材料
动物　无特定病原体级 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（雌雄不

限，鼠龄 １０ｄ，１０３只），购自武汉云克隆动物有限
公司。

药品与试剂　左卡尼汀，规格：每片 ０２５ｇ，纯
度：＞９７９％，批号：ＹＢＨ０３５９２０２２，眉山海思科制药
有限公司生产；ＰＩ３Ｋ、β－肌动蛋白（β－ａｃｔｉｎ）和 ＡＫＴ
抗体，均由北京博奥森生物技术有限公司生产；蛋白

酶抑制剂，中国武汉菲恩生物科技有限公司生产；苏

木素－伊红染色试剂盒，上海博尔森生物科技有限公
司生产；考马斯亮蓝溶液，深圳欣博盛生物科技有限

公司生产；细胞凋亡检测试剂盒，上海中乔新舟生物

科技有限公司生产；２，３，５－氯化三苯基四氮唑（２，
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１９Ｏｃｔｏｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４１）

３，５－ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）染色试剂盒，
上海乔默生物技术有限公司生产。

仪器　ＤＲ－２００Ｂ多功能微孔板酶标仪，深圳市
德科科技有限公司产品；ＦｉｒＲｅａｄｅｒＶ１０凝胶成像仪，
无锡莱弗思生物实验器材有限公司产品；ＥＣＬＩＰＳＥＣｉ
系列正置科研显微镜，日本尼康公司产品。

２　实验方法
２１　动物模型建立［１］

随机选择８３只小鼠，参照陈茹佳等［１］开展的实

验步骤构建缺氧缺血性脑损伤小鼠模型。首先通过

４％异氟烷（初始浓度为４％）使小鼠进入麻醉状态，
对右侧颈总动脉实施固定以及结扎操作，完成后对创

口进行缝合，随后将其放回笼中，使其自行恢复。待

各组小鼠回恢复１２０ｍｉｎ后，将各组小鼠转移至恒温
缺氧箱进行缺氧处理，环境条件设置为：３７℃、含
１０％氧气以及９０％氮气。处理时长为６０ｍｉｎ。完成
上述全部操作后，从各组小鼠的尾部位置将其倒立上

提，一旦留意到小鼠头部出现单侧偏转情况，即可认

为模型建立达成（共８０只小鼠建模成功，３只未建模
成功，通过麻醉过量的形式安乐死建模未成功的小

鼠）。本研究已获得动物伦理委员会审核批准（伦理

批号：２０４Ｔ０９ＫＹ７６６）。
２２　小鼠分组与给药方法［９］

选择建模成功的８０只小鼠随机分为４组：模型
组、左卡尼汀低剂量组、左卡尼汀中剂量组和左卡尼

汀高剂量组，每组２０只。剩余２０只小鼠作为假手术
组。假手术组的小鼠仅进行麻醉、右侧颈总动脉暴露

及固定操作。参考既往文献，对左卡尼汀低剂量组、

左卡尼汀中剂量组、左卡尼汀高剂量组的小鼠分别每

日通过腹部注射左卡尼汀１００、２５０、５００ｍｇ·ｋｇ－１，假
手术组与模型组的小鼠通过腹部注射等量生理盐水，

给药时间持续一周［９］。末次注射给药２４ｈ后，通过过
量麻醉的形式处死小鼠，剪刀断头收集实验样本。

２３　ＴＣＣ染色分析各组小鼠脑梗死面积［２］

从各组中随机选择５只小鼠，取小鼠的全部脑组
织，制备冷冻切片，厚度为４μｍ。随后使用ＴＣＣ染色
液处理脑组织切片，在避光环境下孵育２０ｍｉｎ，随后
使用磷酸缓冲液缓慢漂洗３次，并用甲醇在低温环境
下固定过夜。最后在显微镜下观察，通过 ＩｍａｇｅＪ软
件对梗死面积进行统计。

２４　苏木素伊红染色分析小鼠脑组织病理变化［３］

从各组中随机选择５只小鼠，取小鼠的全部脑组
织，用４％多聚甲醛固定过夜后，进行包埋、连续切片
后，二甲苯脱蜡，梯度酒精脱水，流水下洗涤 ３ｍｉｎ。

接下来，用苏木精染色 １０ｍｉｎ，然后用自来水洗涤。
切片于室温下进行伊红染色２～５ｍｉｎ。最后对切片
进行脱水、清理、树脂密封，并在正置显微镜下观察

记录。

２５　原位末端法分析小鼠脑组织神经元的凋亡［４］

取“２４”实验步骤制备的脑组织切片，在二甲苯
中脱蜡，梯度乙醇脱水。切片经蛋白酶 Ｋ处理后，在
室温下用３％过氧化氢－甲醇溶液处理１０ｍｉｎ。经磷
酸缓冲液漂洗３次后，使用细胞凋亡染色试剂处理脑
组织切片２０ｍｉｎ，磷酸缓冲液漂洗３次，切片经二氨
基联苯胺染色后，苏木精复染。最后将切片脱水、清

理、抗荧光淬灭剂密封，在光学显微镜下观察并记录。

２６　酶联免疫吸附实验检测小鼠脑组织炎症因子水平［５］

从各组中随机选择５只小鼠，取小鼠的全部脑组
织，根据酶联免疫吸附试验试剂盒说明书，首先加入

裂解缓冲液在低温环境下匀浆脑组织，随后离心收集

上清液，检测脑组织中ＴＮＦ－α和ＩＬ－６的水平。
２７　蛋白质印迹实验检测蛋白的表达水平［３］

从各组中随机选择５只小鼠，取小鼠的全部脑组
织，采用考马斯亮蓝试剂盒测定脑组织蛋白浓度。用

１０％十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋
白量相等的不同样品，然后转移到聚偏二氟乙烯膜

上。在室温下用５％脱脂乳封闭１ｈ后，将膜与一抗
在４℃孵育过夜。为减少一抗的用量，根据蛋白分子
量对应的标记将膜切成合适的大小，然后用一抗孵育

膜。之后，将膜与相应的二抗在３７℃孵育１ｈ。印迹
通过化学发光试剂显示，然后使用凝胶成像系统与

Ｉｍａｇｅｌａｂ软件分析蛋白的表达水平。
３　统计学处理

所有数据均以 珋ｘ±ｓ表示，用ＳＰＳＳ２６０软件进行
统计分析。假手术组与模型组、各左卡尼汀组单独与

模型组的两组间比较采用ｔ检验。３组及以上的多组
间比较采用单因素方差分析，多组之间两两比较采用

Ｔｕｋｅｙ检验。

结　　果

１　左卡尼汀对小鼠脑组织病理损伤的的影响
假手术组与模型组的小鼠通过腹部注射等量生

理盐水，左卡尼汀低剂量组、左卡尼汀中剂量组、左卡

尼汀高剂量组的小鼠分别通过腹部每日注射左卡尼

汀１００、２５０、５００ｍｇ·ｋｇ－１。
假手术组小鼠脑组织细胞排列紧密，结构完整。

模型组小鼠脑组织结构紊乱，大量细胞脱落，细胞间
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隙增大，形态肿胀。不同左卡尼汀剂量组小鼠的脑组

织损失逐渐改善。结果见图１。
２　左卡尼汀对小鼠脑组织中梗死面积的影响

假手术组、模型组、左卡尼汀低剂量组、左卡尼汀

中剂量组和左卡尼汀高剂量组的脑梗死面积分别为

（０８３±００８）％、（５９３２±３１２）％、（３３７２±１５５）％、
（２５５８±１２１）％和（９８１±１０７）％。模型组的脑梗
面积死面积较假手术组显著增加，左卡尼汀低剂量

组、左卡尼汀中剂量组、左卡尼汀高剂量组的脑梗死

面积均较模型组显著降低，在统计学上差异均有统计

学意义（均Ｐ＜００５）。
３　左卡尼汀对小鼠脑组织神经元凋亡的影响

假手术组、模型组、左卡尼汀低剂量组、左卡尼汀

中剂量组和左卡尼汀高剂量组的小鼠脑组织神经元

凋亡率分别为（１８５±０１８）％、（３７３１±１２５）％、
（２１６７±１０２）％、（１５６２±２３１）和（６６３±０８８）％。模
型组的脑组织神经元凋亡较假手术组显著增加，左卡

尼汀低剂量组、左卡尼汀中剂量组、左卡尼汀高剂量

组的脑组织神经元凋亡均较模型组显著降低，在统计

学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。
４　左卡尼汀对小鼠脑组织中炎症因子水平的影响

假手术组、模型组、左卡尼汀低剂量组、左卡尼汀

中剂量组和左卡尼汀高剂量组的 ＩＬ－６水平分别为
（１３２±００８）、（１３２１±１１６）、（９３３±０１９）、
（６０３±０１８）和（３７３±０１５）ｐｇ·ｍＬ－１，ＴＮＦ－α水
平分别为（２０２±０１５）、（１５０７±１２６）、（１００８±２０６）、
（７１３±１１６）和（４０６±００８）ｐｇ·ｍＬ－１。模型组的
ＩＬ－６和 ＴＮＦ－α水平较假手术组均显著增加，左卡
　　

尼汀低剂量组、左卡尼汀中剂量组和左卡尼汀高剂量

组的ＩＬ－６和ＴＮＦ－α水平较模型组均显著降低，在
统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。
５　左卡尼汀对小鼠脑组织中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的影响

假手术组、模型组、左卡尼汀低剂量组、左卡尼汀

中剂量组和左卡尼汀高剂量组的 ＰＩ３Ｋ蛋白相对表达
水平分别为 ０６５±００９、０１０±００１、０１９±００３、
０３５±００３和０５５±００６，ＡＫＴ蛋白相对表达水平
分别为 ０６９±００５、０１１±００２、０２１±００２、
０３９±００３和 ０６３±００６。模型组的 ＰＩ３Ｋ和 ＡＫＴ
蛋白相对表达水平较假手术组均显著降低，左卡尼汀

低剂量组、左卡尼汀中剂量组和左卡尼汀高剂量组的

ＰＩ３Ｋ和ＡＫＴ蛋白相对表达水平较模型组均显著增
加，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。
结果见图２。

图 ２　左卡尼汀对小鼠脑组织中ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的影响
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＥｆｆｅｃｔｏｆＬ－ｃａｒｎｉｔｉｎｅｏｎＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｐａｔｈｗａｙｉｎｍｏｕｓｅ
ｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ
Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｌ－ｃａｒｎｉｔｉｎｅｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；

Ｄ：Ｌ－ｃａｒｎｉｔｉｎｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｌ－ｃａｒｎｉｔｉｎｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ

图 １　左卡尼汀对小鼠脑组织病理损伤的的影响（４００×）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＬ－ｃａｒｎｉｔｉｎｅｏｎｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｄａｍａｇｅｏｆｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｉｎｍｉｃｅ（４００×）
Ａ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｌ－ｃａｒｎｉｔｉｎｅｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｌ－ｃａｒｎｉｔｉｎｅｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｌ－ｃａｒｎｉｔｉｎｅｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ

讨　　论

缺氧缺血性脑损伤通常是由于心脏骤停、血管

疾病、中毒（如一氧化碳中毒或药物过量）或头部

创伤等事件引起的。缺氧缺血性脑损伤的病理生

理过程复杂，包括坏死和凋亡两种细胞死亡途

径［２］。急性能量衰竭会导致离子稳态失衡，细胞内

钠和钙积累，导致细胞肿胀和溶解。此外，缺氧缺

血还会导致脑内高代谢区域（如海马 ＣＡ１区、大脑
皮层锥体神经元）的层状坏死。缺氧缺血性脑损伤

的治疗面临诸多挑战［３］。首先，治疗时机和实施难

度较高，且实施过程复杂。其次，神经保护策略的

局限性显著。目前，新兴治疗方法（如干细胞治

疗）虽然在动物模型中表现出潜力，但在临床应用

中仍需进一步验证其安全性和有效性［５］。这些挑
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战表明，缺氧缺血性脑损伤的治疗需要更多研究和

优化，以改善患者的预后。近年来，左卡尼汀在神

经系统损伤和脑损伤方面的疗效已受到广泛关注。

研究表明，左卡尼汀具有显著的神经保护作用，其

机制主要包括改善脑组织能量代谢、抗氧化应激、

抑制炎症反应、减轻血脑屏障损伤以及抑制神经细

胞凋亡［１３］。在动物模型中，左卡尼汀通过提高抗

氧化酶活性（如超氧化物歧化酶）和减少脂质过氧

化产物（如丙二醛），显著减轻了脑缺血再灌注损

伤［１４］。本研究显示，使用左卡尼汀处理缺氧缺血

性脑损伤新生小鼠后，小鼠的脑组织损伤减轻，脑

梗死面积降低，炎症因子水平降低，神经元凋亡减

少，由此可见，左卡尼汀可能是治疗缺氧缺血性脑

损伤的潜在药物。

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路是细胞内重要的信号传导通路，
参与调节多种细胞活动，包括细胞存活、增殖、代谢和

炎症反应。ＰＩ３Ｋ通过活化膜上的磷脂酰肌醇，激活下
游的 ＡＫＴ［１５］。ＡＫＴ的激活进一步影响多种细胞功
能，包括抗凋亡、细胞周期调节和代谢过程［１６］。近年

来研究表明，该通路在神经系统中也发挥重要作用，

尤其是在神经保护和炎症调节方面。例如，ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ通路已被认为在缺氧缺血性脑损伤的病理生理
过程中具有重要作用［６］。在缺氧缺血条件下，ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ通路的激活可以增加抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２的表
达，同时减少促凋亡蛋白 Ｂａｘ的表达，从而减轻神经
元损伤。该通路还通过调节细胞代谢，增强细胞的抗

氧化能力，进一步保护神经元［７］。此外，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通
路还与神经再生相关。例如，某些化合物（如２－乙酰
阿克替奥斯苷）通过激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路，促进神经
干细胞的增殖和分化，从而改善缺血性脑损伤后的神

经功能恢复［８］。综上所述，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路在缺氧缺
血性脑损伤中具有重要的调节作用，其通过抑制凋

亡、调节炎症反应和促进神经再生，为脑损伤的治疗

提供了新的靶点和潜在的治疗策略。本研究发现，左

卡尼汀能够减轻新生小鼠缺氧缺血性脑损伤的损伤

程度，同时，在左卡尼汀处理后的小鼠脑组织中发现，

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路被激活。综上结果提示，左卡尼汀新
生小鼠缺氧缺血性脑损伤的保护作用与调控 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ通路相关。

本研究提示：左卡尼汀能够减轻新生小鼠缺氧缺

血性脑损伤的损伤程度，其作用机制可能与调控

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路相关。
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