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摘要：目的　探讨天麻素调控突触相关蛋白２（ＳＹＮＰＯ２）对新生大鼠缺氧缺血性
脑损伤（ＨＩＢＤ）的作用及其机制。方法　结扎新生大鼠左侧颈总动脉，置于缺氧
箱中持续缺氧４０ｍｉｎ，建立ＨＩＢＤ模型。将大鼠随机分为假手术组（不进行结扎
颈总动脉和缺氧处理）、模型组（建立 ＨＩＢＤ模型）、天麻素组（分别于颈总动脉
结扎前１ｈ、缺氧后１ｈ、缺氧后１２ｈ腹腔注射天麻素１００ｍｇ·ｋｇ－１）、天麻素 ＋
ｏｅ－ＮＣ组（造模前第３ｄ，大鼠侧脑室内移植３μＬｏｅ－ＮＣ，随后处理同天麻素
组）和天麻素＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２组（造模前第３ｄ，大鼠侧脑室内移植３μＬｏｅ－ＳＹＮＰＯ２，
随后处理同天麻素组），每组１０只。蛋白免疫印迹法检测ＳＹＮＰＯ２、磷脂酰肌醇
３－激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）／雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）信号通路相关蛋白
水平；短期行为学测试检测各组大鼠神经功能；干湿重法检测大鼠脑含水量；原

位末端标记染色法检测各组大鼠脑组织细胞凋亡率；免疫荧光法检测各组大鼠

脑组织中溶酶体相关膜蛋白１（ＬＡＭＰ１）和微管相关蛋白１轻链３β（ＬＣ３Ｂ）蛋白
水平。结果　假手术组、模型组、天麻素组、天麻素 ＋ｏｅ－ＮＣ组和天麻素 ＋
ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２组ＳＹＮＰＯ２蛋白相对表达水平分别为 １００±０１６、２０５±０３４、
１３８±０１８、１３５±０１７和１６８±０２２，磷酸化ＰＩ３Ｋ（ｐ－ＰＩ３Ｋ）／ＰＩ３Ｋ蛋白相对
水平分别为１００±０１９、０２５±００４、０６５±００８、０６８±００７和０３５±００５，磷
酸化 Ａｋｔ（ｐ－Ａｋｔ）／Ａｋｔ蛋白相对水平分别为 １００±０１３、０２８±００４、
０４９±００６、０５１±００７和０３１±００４，磷酸化 ｍＴＯＲ（ｐ－ｍＴＯＲ）／ｍＴＯＲ蛋白
相对水平分别为 １００±０１６、０２２±００４、０５２±００６、０５４±００７和
０２９±００５，翻正反射潜伏期分别为 （２５６±０３３）、（１４８６±２１２）、
（５６６±０７５）、（５２３±０７９）和（１０３３±１５６）ｓ，负趋地性潜伏期分别为
（１７８６±２４４）、（５６３３±８２２）、（２２１２±３５６）、（２３０５±３２２）和
（４０２２±５６６）ｓ，避崖反射潜伏期分别为（７１１±０８５）、（１６５５±２３２）、
（７２２±０８５）、（７８３±０９６）和 （１３５５±２４５）ｓ，含 水 量 分 别 为
（５１５６±６４７）％、（６２１６±６２２）％、（５５０２±６２５）％、（５４６３±７２２）％、
（６１９８±５１７）％，凋亡率分别为 （５１７±０６５）％、（７５３２±９６５）％、
（２５６５±３８９）％、（２３８５±２９８）％和（５０５６±６８９）％，ＬＡＭＰ１相对荧光强度
分别为１００±０１５、３８５±０４４、１１４±０１５、１１８±０１９和３２２±０３９，ＬＣ３Ｂ
相对荧光强度分别为 １００±０１８、３４５±０５２、１２５±０１６、１２１±０１５和
１６８±０１９。模型组的上述指标与假手术组相比，天麻素组的上述指标与模型
组相比，天麻素＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２组的上述指标与天麻素＋ｏｅ－ＮＣ组相比，在统计
学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　天麻素通过
抑制ＳＹＮＰＯ２，减轻ＨＩＢＤ大鼠脑水肿和神经功能障碍，保护神经元结构完整性，
减少神经元凋亡，减轻过度自噬，可能是通过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路实现的。
关键词：天麻素；突触相关蛋白２；缺氧缺血性脑损伤；磷脂酰肌醇３－激酶／蛋白
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ｈｙｐｏｘｉｃ－ｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ（ＨＩＢＤ）ｉｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓＭｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｌｅｆｔｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｏｆｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ
ｗａｓｌｉｇａｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｒａｔｓｗｅｒｅｐｌａｃｅｄｉｎａｈｙｐｏｘｉｃｃｈａｍｂｅｒｆｏｒ４０ｍｉｎｕｔｅｓｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｔｈｅＨＩＢＤｍｏｄｅｌＲａｔｓｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｎｏｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｌｉｇａｔｉｏｎｏｒｈｙｐｏｘｉａｔｒｅａｔｍｅｎｔ），ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
（ＨＩＢＤｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ），ｇａｓｔｒｏｄｉｎｇｒｏｕｐ（ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｏｄｉｎ１００ｍｇ·ｋｇ－１１ｈｏｕｒｂｅｆｏｒｅ
ｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｌｉｇａｔｉｏｎ，１ｈｏｕｒａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉａ，ａｎｄ１２ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉａ），ｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ（３ｄａｙｓ
ｂｅｆｏｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，３ｍｉｃｒｏｌｉｔｅｒｓｏｅ－ＮＣｗａｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｙｉｎｒａｔｓ，ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓａｍｅａｓ
ｔｈｅｇａｓｔｒｏｄｉｎｇｒｏｕｐ）ａｎｄｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２ｇｒｏｕｐ（３ｄａｙｓｂｅｆｏｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，３ｍｉｃｒｏｌｉｔｅｒｓｏｅ－ＳＹＮＰＯ２ｗａｓ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｙｉｎｒａｔｓ，ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓａｍｅａｓｔｈｅｇａｓｔｒｏｄｉｎｇｒｏｕｐ），ｗｉｔｈ１０ｒａｔｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＹＮＰＯ２ａｎｄｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ（ＰＩ３Ｋ）／ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＢ（Ａｋｔ）／ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ（ｍＴＯＲ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ；ｓｈｏｒｔ－ｔｅｒｍｂｅｈａｖｉｏｒａｌ
ｔｅｓｔｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；ｔｈｅｄｒｙ－ｗｅｔｗｅｉｇｈｔｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｂｒａｉｎ
ｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔ；ＴｄＴ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ；ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｌｙｓｏｓｏｍａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１（ＬＡＭＰ１）ａｎｄ
ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ｂｅｔａ（ＬＣ３Ｂ）ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＹＮＰＯ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｇａｓｔｒｏｄｉｎｇｒｏｕｐ，ｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋
ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１６，２０５±０３４，１３８±０１８，１３５±０１７ａｎｄ
１６８±０２２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＰＩ３Ｋ（ｐ－ＰＩ３Ｋ）／ＰＩ３Ｋｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
１００±０１９，０２５±００４，０６５±００８，０６８±００７ａｎｄ０３５±００５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡｋｔ（ｐ－Ａｋｔ）／Ａｋｔｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１３，０２８±００４，０４９±００６，０５１±００７ａｎｄ
０３１±００４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｍＴＯＲ（ｐ－ｍＴＯＲ）／ｍＴＯＲｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１６，
０２２±００４，０５２±００６，０５４±００７ａｎｄ０２９±００５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｉｇｈｔｉｎｇｒｅｆｌｅｘｌａｔｅｎｃｙｐｅｒｉｏｄｓｗｅｒｅ
（２５６±０３３），（１４８６±２１２），（５６６±０７５），（５２３±０７９）ａｎｄ（１０３３±１５６）ｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅ
ｇｅｏｔａｘｉｓｌａｔｅｎｃｙｐｅｒｉｏｄｓｗｅｒｅ（１７８６±２４４），（５６３３±８２２），（２２１２±３５６），（２３０５±３２２）ａｎｄ
（４０２２±５６６）ｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｃｌｉｆｆａｖｏｉｄａｎｃｅｒｅｆｌｅｘｌａｔｅｎｃｙｐｅｒｉｏｄｓｗｅｒｅ（７１１±０８５），（１６５５±２３２），
（７２２±０８５），（７８３±０９６）ａｎｄ（１３５５±２４５）ｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅ（５１５６±６４７）％，
（６２１６±６２２）％，（５５０２±６２５）％，（５４６３±７２２）％ ａｎｄ（６１９８±５１７）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓ
ｗｅｒｅ（５１７±０６５）％，（７５３２±９６５）％，（２５６５±３８９）％，（２３８５±２９８）％ ａｎｄ（５０５６±６８９）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＬＡＭＰ１ｗｅｒｅ１００±０１５，３８５±０４４，１１４±０１５，１１８±０１９
ａｎｄ３２２±０３９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＬＣ３Ｂ ｗｅｒｅ１００±０１８，３４５±０５２，
１２５±０１６，１２１±０１５ａｎｄ１６８±０１９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅｇａｓｔｒｏｄｉｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＧａｓｔｒｏｄｉｎｉｎｈｉｂｉｔｓＳＹＮＰＯ２，ａｌｌｅｖｉａｔｅｓｂｒａｉｎｅｄｅｍａａｎｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎＨＩＢＤｒａｔｓ，ｐｒｏｔｅｃｔｓｎｅｕｒｏｎａｌ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｉｎｔｅｇｒｉｔｙ，ｒｅｄｕｃｅｓｎｅｕｒｏｎａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄａｌｌｅｖｉａｔｅｓｅｘｃｅｓｓｉｖｅａｕｔｏｐｈａｇｙ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅａｃｈｉｅｖｅｄｂｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｇａｓｔｒｏｄｉｎ；ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ２；ｈｙｐｏｘｉｃ－ｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ；ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＢ／ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５０）

　　新生儿缺氧缺血性脑损伤（ｈｙｐｏｘｉｃ－ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）是围产期窒息引发的严重神经系
统并发症，其病理机制涉及氧化应激、炎症反应及细

胞死亡级联反应，导致脑白质软化、神经元凋亡及长

期神经发育障碍［１－２］。自噬失衡与磷脂酰肌醇３－激
酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶 Ｂ
（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）／雷帕霉素靶蛋白（ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ
ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）信号通路的异常调控已被
证实是神经元死亡的关键环节［３］。突触相关蛋白 ２
（ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ２，ＳＹＮＰＯ２）在神经突触可塑性和凋亡
过程中发挥重要调控作用，但其在 ＨＩＢＤ中的具体机
制尚未明确［４］。天麻素作为传统中药天麻的主要活

性成分，具有神经保护、抗凋亡及调节自噬的作用［５］。

中枢神经系统损伤后，星形胶质细胞激活并募集至缺

血半暗带，胞体增生、突起增多，通过分泌大量细胞因

子参与炎症反应和氧化应激，加剧继发性脑损伤。报

道指出，天麻素能够发挥神经保护作用，其机制在于

下调星形胶质细胞中单核细胞趋化因子１的表达水
平，进而对ＨＩＢＤ产生保护效应［６］。本研究拟构建新

生大鼠 ＨＩＢＤ模型，探讨天麻素是否通过靶向抑制
ＳＹＮＰＯ２表达，激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路，从而
改善ＨＩＢＤ大鼠的神经功能缺损、脑水肿及神经元过
度自噬，为开发新型神经保护策略提供实验依据。

材料与方法

１　材料
动物　ＳＰＦ级 ＳＤ（Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ）大鼠，雌雄

比例为１∶１，体重１２～１７ｇ，鼠龄７ｄ，购自山西三颗月
生物科技有限公司。动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（晋）
２０２４－０００３；动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（晋）２０２４－
０００６。本实验经山西药科职业学院动物伦理委员会
批准（伦理批号：２０２５－０２７１９）。

药品与试剂 　 天麻素，规格：５ｍｇ，纯度：
９９７０％，批号：Ｓ２３８３０１，美国Ｓｅｌｌｅｃｋ生物科技有限公
司生产。兔抗大鼠ＳＹＮＰＯ２、ＰＩ３Ｋ、磷酸化ＰＩ３Ｋ（ｐｈｏｓ
ｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＰＩ３Ｋ，ｐ－ＰＩ３Ｋ）、Ａｋｔ、ｐ－Ａｋｔ、ｍＴＯＲ、
ｐ－ｍＴＯＲ、溶酶体相关膜蛋白 １（ｌｙｓｏｓｏｍａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１，ＬＡＭＰ１）、微管相关蛋白１轻链３β
（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ｂｅｔａ，
ＬＣ３Ｂ）、甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体、山羊抗兔辣根
过氧化物酶标记二抗、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记荧光二抗
和ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６８０标记荧光二抗，均由英国Ａｂｃａｍ公

司生产；苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色
试剂盒，北京伊塔生物科技有限公司生产；尼氏染色

试剂盒，湖北武汉佰瑞得生物技术有限公司生产；原

位末端标记染色（ＴｄＴ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄ
ｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）试剂盒，湖北亚科因（武汉）生物
技术有限公司生产；４′，６－二脒基 －２－苯基吲哚
（４′，６－Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ），广东深圳
欣博盛生物科技有限公司生产。

仪器　ＣＦＸ９６Ｔｏｕｃｈ实时荧光定量聚合酶链式反应
（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）仪，美国 ＢｉｏＲａｄ公司产品；ＴＳ２
荧光显微镜，日本尼康公司产品。

２　实验方法
２１　ＨＩＢＤ模型建立［７］

将麻醉后新生大鼠仰卧固定于于手术台，消毒后

暴露并结扎其左侧颈总动脉。术后恢复１ｈ，将大鼠
置于含８％氧气、９２％氮气、温度维持在３０～３７℃的
改进动物缺氧箱中持续缺氧４０ｍｉｎ。缺氧箱底部放
入适量钠石灰防止大鼠因ＣＯ２浓度过高出现死亡。
２２　分组与给药方法［７］

将大鼠随机分为假手术组、模型组、天麻素组、天

麻素＋ｏｅ－ＮＣ组和天麻素＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２组，每组１０
只。除假手术组外，其余所有新生大鼠均采用２１方
法进行造模。假手术组：接受相同的手术操作，打开

皮肤后缝合，不进行结扎颈总动脉和缺氧处理。天麻

素组：大鼠分别于颈总动脉结扎前１ｈ、缺氧后１ｈ、缺
氧后１２ｈ腹腔注射天麻素（溶解于生理盐水中），剂
量为１００ｍｇ·ｋｇ－１。天麻素＋ｏｅ－ＮＣ组：造模前第３ｄ，
将大鼠麻醉，于大脑中缝处的头皮开口，使用脑立体

定位仪固定大鼠，通过微量进样器，于侧脑室（ＡＰ：
－０５ｍｍ；ＭＬ：－１２ｍｍ；ＤＶ：－２０ｍｍ）内移植
３μＬ过表达阴性慢病毒（２５×１０８ＴＵ·ｍＬ－１），注射
速度１μＬ·ｍｉｎ－１，共持续３ｍｉｎ，其余处理同天麻素
组一致。天麻素＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２组：造模前第３ｄ，将
大鼠麻醉，于大脑中缝处的头皮开口，使用脑立体定

位仪固定大鼠，通过微量进样器，于侧脑室（ＡＰ：－０５
ｍｍ；ＭＬ：－１２ｍｍ；ＤＶ：－２０ｍｍ）内移植３μＬ过表
达慢 病 毒 （２５×１０９ ＴＵ· ｍＬ－１），注 射 速 度
１μＬ·ｍｉｎ－１，共持续３ｍｉｎ，其余处理同天麻素组一
致。分离侧脑室周围脑组织，采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ和蛋白
免疫印迹分别检测大鼠脑组织 ＳＹＮＰＯ２的 ｍＲＮＡ水
平和蛋白表达水平，验证ＳＹＮＰＯ２的过表达效率。
２３　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测ＳＹＮＰＯ２ｍＲＮＡ水平［８］

取大鼠脑组织５０ｍｇ，ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ。测
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定ＲＮＡ纯度后，取１μｇＲＮＡ反转录。将逆转录后的
ｃＤＮＡ行ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测，反应条件：９５℃ ３０ｓｅｃ；
９５℃５ｓｅｃ，６０℃３０ｓｅｃ，４０个循环。以ＧＡＰＤＨ为内
参，采用２－ΔΔＣｔ法计算ｍＲＮＡ相对表达量。引物序列：
ＳＹＮＰＯ２上游：５′－ＡＧＡＡＧＣＡＧＣＣＣＴＴＡＣＡＡＧＴＴＧ－
３′，下游：５′－ＡＧＣＣＴＣＡＣＴＴＡＴＴＣＣＡＣＴＧＧＡＴ－３′；
ＧＡＰＤＨ上游：５′－ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ－
３′，下游：５′－ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ－３′。
２４　 蛋白免疫印迹检测 ＳＹＮＰＯ２、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／
ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白水平［９］

取大鼠脑组织裂解于放射免疫沉淀缓冲液，测定

蛋白浓度。取４０μｇ蛋白经１０％十二烷基硫酸钠 －
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，转印至聚二偏氟乙烯板

膜。５％脱脂牛奶室温封闭 ２ｈ，孵育一抗（ＳＹＮＰＯ２
１：１０００；ＰＩ３Ｋ／ｐ－ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ／ｐ－Ａｋｔ、ｍＴＯＲ／ｐ－ｍＴＯＲ
１：１５００；ＧＡＰＤＨ１：５０００）４℃过夜。漂洗后孵育辣根
过氧化物酶标记二抗（１：５０００）室温２ｈ。增强型化学
发光试剂化学发光显影，以ＧＡＰＤＨ为内参，计算各蛋
白相对表达水平。

２５　短期行为学测试检测各组大鼠神经功能［１０］

行为学测试场地选用隔音避光行为学实验箱，箱

内温度严格控制为（２２±１）℃，相对湿度维持在
（５５±５）％。翻正反射：将大鼠仰卧置于海绵垫，记录
恢复四肢着地所需时间，限时３０ｓ。负趋地性：将大
鼠头朝下置于４５°斜坡，记录转身１８０°所需时间，限时
９０ｓ。避崖反射：将大鼠前爪置于平台边缘（距桌面
２ｃｍ），记录后撤回避时间，限时２０ｓ。
２６　干湿重法检测大鼠脑含水量［８］

快速取出脑组织后，使用电子分析天平称取湿

重；随后将样本置于１００℃烘箱中干燥２４ｈ，再次称
重获得干重。含水量（％）＝（湿重 －干重）／湿重 ×
１００％。
２７　ＨＥ和尼氏染色检测各组大鼠脑部组织病理
变化［９］

采用断头法对大鼠实施处死后，将其大脑取出，

随后用多聚甲醛对脑组织进行固定，再进行石蜡包埋

与切片处理。ＨＥ染色：先将切片通过梯度乙醇进行
脱水，接着用苏木精对细胞核染色３分钟，之后用盐
酸乙醇完成分化操作，再用伊红对细胞质染色 １分
钟，最后用中性树胶进行封片。尼氏染色：切片浸于

１％焦油紫溶液（６０℃）染２０ｍｉｎ，尼氏分化液分色，
梯度乙醇脱水透明。光学显微镜下观察。

２８　ＴＵＮＥＬ检测各组大鼠脑组织细胞凋亡率［９］

大鼠脑组织石蜡切片首先经二甲苯处理以去除

石蜡，随后通过梯度乙醇进行水化处理。组织通透性

通过蛋白酶Ｋ消化。ＴＵＮＥＬ反应混合液被滴加至切
片表面，并在３７℃条件下避光孵育 １ｈ。细胞核用
ＤＡＰＩ染色５ｍｉｎ后，在荧光显微镜下进行观察。
２９　免疫荧光检测各组大鼠脑组织中 ＬＡＭＰ１和
ＬＣ３Ｂ蛋白水平［１１］

取大鼠脑组织石蜡切片，二甲苯脱蜡、梯度乙醇

水化。进行柠檬酸钠缓冲液高压热修复。０５％
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００通透２０ｍｉｎ，５％ ＢＳＡ封闭１ｈ。分别孵
育一抗：ＬＡＭＰ１（１：２００）、ＬＣ３Ｂ（１：３００）４℃过夜。加
入二抗（１：５００）避光孵育１ｈ，ＤＡＰＩ复染。抗淬灭封
片剂封固，共聚焦显微镜观察。采集区域：聚焦大鼠

脑组织损伤核心区及损伤周边区，同时选取对侧正常

脑组织作为对照；每张切片在上述各区域随机选取５
个不重叠视野；细胞计数采用双盲法，取平均值作为

最终数据。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２４０软件进行统计分析。计数资料用率

（％）表示，计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较用独立样
本ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两
组间比较采用ＬＳＤ－ｔ检验。

结　　果

１　天麻素对ＨＩＢＤ脑部组织中ＳＹＮＰＯ２水平影响
与假手术组相比，模型组中 ＳＹＮＰＯ２ｍＲＮＡ和蛋

白水平均明显升高（均 Ｐ＜０００１）；与模型组相比，天
麻素组中ＳＹＮＰＯ２ｍＲＮＡ和蛋白水平均明显降低（均
Ｐ＜０００１）；与天麻素组相比，天麻素 ＋ｏｅ－ＮＣ组中
ＳＹＮＰＯ２ｍＲＮＡ和蛋白水平在统计学上差异均无统计
学意义（均Ｐ＞００５）；与天麻素 ＋ｏｅ－ＮＣ组相比，
天麻素＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２组中 ＳＹＮＰＯ２ｍＲＮＡ和蛋白水
平均明显升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表１。
２　天麻素通过 ＳＹＮＰＯ２改善 ＨＩＢＤ大鼠神经功能
障碍

与假手术组相比，模型组中翻正反射、负趋地性

和避崖反射潜伏期明显延长（均 Ｐ＜０００１），脑部含
水量明显升高（Ｐ＜００１）；与模型组相比，天麻素组中
翻正反射、负趋地性和避崖反射潜伏期均明显缩短

（均Ｐ＜０００１），脑部含水量明显降低（Ｐ＜００５）；与
天麻素组相比，天麻素 ＋ｏｅ－ＮＣ组中翻正反射、负趋
地性、避崖反射潜伏期和脑部含水量在统计学上差异

均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）；与天麻素 ＋ｏｅ－ＮＣ
组相比，天麻素＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２组中翻正反射、负趋地



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　５２７　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５０）

性和避崖反射潜伏期均明显延长（均 Ｐ＜０００１），脑
部含水量明显升高（Ｐ＜００５），见表２。

表１　各组脑组织中突触相关蛋白２（ＳＹＮＰＯ２）ｍＲＮＡ和蛋白
水平比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ２（ＳＹＮＰＯ２）ｍＲＮＡａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＳＹＮＰＯ２

ｍＲＮＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ １０ １００±０１４ １００±０１６
Ｍｏｄｅｌ １０ １９８±０２２ ２０５±０３４

Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ １０ １２２±０１８＃＃＃ １３８±０１８＃＃＃

Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＮＣ １０ １２８±０１４ １３５±０１７
Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２ １０ １７５±０１９△△△ １６８±０２２△△

ＳＹＮＰＯ２：Ｓｙｎａｐｔｏｐｏｄｉｎ２；Ｇａｓｔｒｏｄｉｎｇｒｏｕｐ：Ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｇａｓｔｒｏｄｉｎ１００ｍｇ·ｋｇ－１１ｈｏｕｒｂｅｆｏｒｅｃｏｍｍｏｎｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｌｉｇａｔｉｏｎ，１

ｈｏｕｒａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉａ，ａｎｄ１２ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉａ；Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ：

３ｄａｙｓｂｅｆｏｒｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ，３ ｍｉｃｒｏｌｉｔｅｒｓｏｅ－ ＮＣ ｗａｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ

ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｙｉｎｒａｔｓ，ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓａｍｅａｓｔｈｅｇａｓｔｒｏｄｉｎ

ｇｒｏｕｐ；Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２ｇｒｏｕｐ：３ｄａｙｓｂｅｆｏｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，３

ｍｉｃｒｏｌｉｔｅｒｓｏｅ－ＳＹＮＰＯ２ｗａｓｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｙｉｎｒａｔｓ，

ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓａｍｅａｓｔｈｅｇａｓｔｒｏｄｉｎｇｒｏｕｐ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍ

ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△△Ｐ＜００１，
△△△Ｐ＜０００１

３　天麻素通过 ＳＹＮＰＯ２改善 ＨＩＢＤ脑部组织病理
变化

假手术组大鼠脑组织神经元数量丰富，结构完

整，分布均匀，尼氏小体数量丰富；与假手术组相比，

模型组大鼠脑组织神经元细胞排列紊乱，核固缩，染

色加深，尼氏小体数量减少，细胞空泡化明显；与模型

组相比，天麻素组大鼠脑组织上述病理特征明显降

低；与天麻素组相比，天麻素 ＋ｏｅ－ＮＣ组中上述病理
特征无明显差异；与天麻素 ＋ｏｅ－ＮＣ组相比，天麻素
＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２组中上述病理特征明显升高。
４　天麻素通过ＳＹＮＰＯ２抑制ＨＩＢＤ大鼠脑部组织细
胞凋亡

假手术组、模型组、天麻素组、天麻素＋ｏｅ－ＮＣ组和
天麻素＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２组大鼠脑组织细胞凋亡率分别为
（５１７±０６５）％、（７５３２±９６５）％、（２５６５±３８９）％、
（２３８５±２９８）％和（５０５６±６８９）％。与假手术组相
比，模型组中脑部组织细胞凋亡率明显升高

（Ｐ＜０００１）；与模型组相比，天麻素组中细胞凋亡率
明显降低（Ｐ＜０００１）；与天麻素组相比，天麻素 ＋
ｏｅ－ＮＣ组中细胞凋亡率在统计学上差异无统计学意
义（Ｐ＞００５）；与天麻素 ＋ｏｅ－ＮＣ组相比，天麻素 ＋
ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２组中细胞凋亡率明显升高（Ｐ＜０００１）。

表２　各组新生大鼠翻正反射、负趋地性、避崖反射潜伏期和脑含水量比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｉｇｈｔｉｎｇｒｅｆｌｅｘ，ｎｅｇａｔｉｖｅｇｅｏｔａｘｉｓ，ａｎｄｃｌｉｆｆａｖｏｉｄａｎｃｅｒｅｆｌｅｘｌａｔｅｎｃｙｐｅｒｉｏｄｓａｎｄｂｒａｉｎｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｏｆｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ
ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｒｉｇｈｔｉｎｇｒｅｆｌｅｘ

ｌａｔｅｎｃｙ（ｓ）

Ｎｅｇａｔｉｖｅｇｅｏｔａｘｉｓ

ｌａｔｅｎｃｙ（ｓ）

Ｃｌｉｆｆａｖｏｉｄａｎｃｅｒｅｆｌｅｘ

ｌａｔｅｎｃｙ（ｓ）

Ｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔ

（％）

Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ ２５６±０３３ １７８６±２４４ ７１１±０８５ ５１５６±６４７

Ｍｏｄｅｌ １４８６±２１２ ５６３３±８２２ １６５５±２３２ ６２１６±６２２

Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ ５６６±０７５＃＃＃ ２２１２±３５６＃＃＃ ７２２±０８５＃＃＃ ５５０２±６２５＃

Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＮＣ ５２３±０７９ ２３０５±３２２ ７８３±０９６ ５４６３±７２２

Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２ １０３３±１５６△△△ ４０２２±５６６△△△ １３５５±２４５△△△ ６１９８±５１７△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，
＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△△Ｐ＜０００１

５　天麻素通过ＳＹＮＰＯ２调节ＨＩＢＤ脑部神经自噬
与假 手 术 组 相 比，模 型 组 中 自 噬 标 志 物

ＬＡＭＰ１和 ＬＣ３Ｂ相对荧光强度均明显升高（均
Ｐ＜０００１）；与模型组相比，天麻素组中 ＬＡＭＰ１和
ＬＣ３Ｂ相对荧光强度均明显降低（均 Ｐ＜０００１）；
与天麻素组相比，天麻素 ＋ｏｅ－ＮＣ组中 ＬＡＭＰ１和
ＬＣ３Ｂ相对荧光强度在统计学上差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）；与天麻素 ＋ｏｅ－ＮＣ组相比，天麻素 ＋
ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２组中 ＬＡＭＰ１和 ＬＣ３Ｂ相对荧光强度

均明显升高（均 Ｐ＜０００１），见表３。
６　天麻素通过 ＳＹＮＰＯ２影响 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信
号通路

与假手术组相比，模型组中 ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐ－
Ａｋｔ／Ａｋｔ和 ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ的相对表达水平均明显
降低（均Ｐ＜０００１）；与模型组相比，天麻素组中 ｐ－
ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ和 ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ的相对
表达水平均明显升高（Ｐ＜０００１）；与天麻素组相比，
天麻素＋ｏｅ－ＮＣ组中 ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ和
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ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ的相对表达水平在统计学上差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）；与天麻素 ＋ｏｅ－ＮＣ组相比，
天麻素 ＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２组中 ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ／
Ａｋｔ和 ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ的相对表达水平均明显降低
（均Ｐ＜０００１），见图１和表４。

表３　各组大鼠脑部组织溶酶体相关膜蛋白１（ＬＡＭＰ１）和微
管相关蛋白１轻链３β（ＬＣ３Ｂ）相对荧光强度比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｌｙｓｏｓｏｍａｌ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１（ＬＡＭＰ１）ａｎｄｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ｂｅｔａ（ＬＣ３Ｂ）ｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅａｃｒｏｓｓ
ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＬＡＭＰ１ ＬＣ３Ｂ

Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ １００±０１５ １００±０１８

Ｍｏｄｅｌ ３８５±０４４ ３４５±０５２

Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ １１４±０１５＃＃＃ １２５±０１６＃＃＃

Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＮＣ １１８±０１９ １２１±０１５

Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２ ３２２±０３９△△△ １６８±０１９△△△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１ＬＡＭＰ１：Ｌｙｓｏｓｏｍａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ

１；ＬＣ３Ｂ：Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ｂｅｔａ；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，
△△△Ｐ＜０００１

图 １　各组大鼠脑部组织中磷脂酰肌醇３－激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白
激酶Ｂ（Ａｋｔ）／雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）信号通路相关蛋白
水平

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３－ｋｉｎａｓｅ
（ＰＩ３Ｋ）／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ（Ａｋｔ）／ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ
（ｍＴＯＲ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅａｃｒｏｓｓ
ｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ

表４　各组大鼠脑部组织磷酸化 ＰＩ３Ｋ（ｐ－ＰＩ３Ｋ）／ＰＩ３Ｋ、磷酸
化Ａｋｔ（ｐ－Ａｋｔ）／Ａｋｔ和磷酸化ｍＴＯＲ（ｐ－ｍＴＯＲ）／ｍＴＯＲ蛋白
相对水平比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＰＩ３Ｋ
（ｐ－ＰＩ３Ｋ）／ＰＩ３Ｋ，ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＡｋｔ（ｐ－Ａｋｔ）／Ａｋｔａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｍＴＯＲ（ｐ－ｍＴＯＲ）／ｍＴＯＲｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ
ａｃｒｏｓｓｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ

Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎ １００±０１９ １００±０１３ １００±０１６

Ｍｏｄｅｌ ０２５±００４０２８±００４ ０２２±００４

Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ ０６５±００８＃＃＃ ０４９±００６＃＃＃ ０５２±００６＃＃＃

Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＮＣ ０６８±００７ ０５１±００７ ０５４±００７

Ｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＳＹＮＰＯ２ ０３５±００５△△△０３１±００４△△△ ０２９±００５△△△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅｇａｓｔｒｏｄｉｎ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１

讨　　论

ＨＩＢＤ至今仍然是导致新生儿死亡的关键因素之一，
其发病机制尚未完全明确，也缺乏高效特异的治疗方

法，患儿常遗留不同程度的神经系统损伤。研究表

明，骨髓基质干细胞抑制 ＳＹＮＰＯ２表达，减轻神经自
噬，改善ＨＩＢＤ大鼠损伤［１２］。天麻素作为一种天然酚

性糖苷，系从传统中药天麻里提取所得，它能够抑制

中枢神经系统过度亢奋，助力大脑皮质恢复正常的兴

奋状态。研究发现，天麻素能通过激活 Ａｋｔ磷酸化水
平，缓解新生小鼠ＨＩＢＤ炎症反应［１３］。且它还能够增

强大鼠在缺氧环境下受损的脑微血管内皮细胞的活

力，发挥抗炎、抗氧化以及抗凋亡的特性，减轻缺氧损

伤［１４］。本研究发现，天麻素处理后ＳＹＮＰＯ２水平显著
降低，过表达 ＳＹＮＰＯ２逆转了天麻素的抑制作用，提
示天麻素可能通过抑制 ＳＹＮＰＯ２发挥神经保护作用。
这一发现为天麻素的作用机制提供了新的靶点视角。

ＨＩＢＤ的病理进程涉及氧化应激、炎症反应、脑水
肿及细胞凋亡等多种机制，最终导致神经元死亡与神

经功能缺损。刘绒洁［１５］等研究指出，激动胆汁酸 Ｇ
蛋白偶联受体５可改善缺氧缺血性脑病新生大鼠的
神经行为学表现，减轻脑水肿及脑组织损伤。赵斌

等［１６］研究指出，圣草酚可降低脑含水率和脑指数，减

轻脑组织损伤程度，抑制细胞凋亡，进而缓解ＨＩＢＤ大
鼠损伤。本研究结果类似，发现天麻素可能通过抑制

ＳＹＮＰＯ２减轻脑水肿、神经功能障碍以及神经元凋亡。
此外，已有研究证实，天麻素抑制了小胶质细胞 Ｔｏｌｌ



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　５２９　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５０）

样受体４的表达，可对 ＨＩＢＤ发挥神经保护作用［１７］。

ＨＩＢＤ的致病机制和神经细胞自噬相关，遏制过度自
噬能对神经元起到保护作用，降低脑损伤程度。作为

溶酶体膜上的关键组成成分，ＬＡＭＰ１具有重要的生物
学功能，该蛋白经过高度糖基化修饰后，其分子稳定

性能够得到显著提升［１８］。ＬＣ３Ｂ水平与自噬小体数
量呈正相关。本研究发现，模型组ＬＡＭＰ１和ＬＣ３Ｂ升
高，而天麻素可能通过抑制 ＳＹＮＰＯ２减轻过度自噬，
防止自噬性细胞死亡。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路是调节
细胞存活、生长和血管生成的关键通路。已有研究指

出，天麻素能促进活化小胶质细胞中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路
的表达［１９］。本研究进一步发现，天麻素可能通过抑

制ＳＹＮＰＯ２激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路，促进细胞存
活并抑制自噬、凋亡。这与刘晨萌等［２０］研究发现，褪

黑素可通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路抑制大脑皮层神经细胞
过度自噬，从而减轻ＨＩＢＤ新生大鼠损伤的结果相符。
分析其原因可能是 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ是调控细胞增
殖、代谢和凋亡的关键通路，ＳＹＮＰＯ２通过结合通路蛋
白或干扰膜受体信号传导，天麻素抑制 ＳＹＮＰＯ２后解
除其对通路的负调控，促进 Ａｋｔ磷酸化，进而抑制凋
亡因子并激活ｍＴＯＲ。

本研究提示：天麻素通过抑制 ＳＹＮＰＯ２，减轻
ＨＩＢＤ大鼠脑水肿和神经功能障碍，保护神经元结构
完整性，减少神经元凋亡，减轻过度自噬，可能是通过

激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路实现的。这些发现揭示了
天麻素神经保护作用的一个潜在新靶点，为 ＨＩＢＤ的
治疗提供了依据。但本研究也存在局限性，实验仅采

用大鼠ＨＩＢＤ模型；ＳＹＮＰＯ２与 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路
之间的直接调控关系尚未在分子层面得到阐明；观察

时间较短，缺乏对天麻素长期神经保护效果的评估。

后续研究将深入探讨 ＳＹＮＰＯ２调控 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ
通路的具体分子机制，并结合临床样本，分析ＳＹＮＰＯ２
在ＨＩＢＤ中的表达特征及其与预后的关联，为其临床
应用提供更充分的依据。
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新药杂志，２０２４，３３（２３）：２５１２—２５１７

［１１］　祝巍，王立君，沈文生，等全身亚低温联合人脐带血间充质干细胞

移植改善新生大鼠缺氧缺血性脑损伤后认知障碍和能量衰竭的机

制研究［Ｊ］中国现代医学杂志，２０２２，３２（１８）：１３—２４

［１２］　罗伯艳ＢＭＳＣｓ抑制 ＳＹＮＰＯ２表达调控神经自噬损伤改善新

生大鼠缺氧缺血性脑损伤的功能及机制研究［Ｄ］贵州 遵义：

遵义医科大学，２０２４

［１３］　石金沙，张皓南，张幸霖，等天麻素通过调节ＣＣＲ５／ＡＫＴ信号

传导缓解新生小鼠缺血缺氧后小胶质细胞介导的炎症反应［Ｊ］．

南方医科大学学报，２０２４，４４（１０）：１８５０—１８５７

［１４］　王志昊，祝娜，唐茂红，等天麻素与薯蓣皂苷元配伍对大鼠缺

氧损伤脑微血管内皮细胞的保护作用［Ｊ］医药导报，２０２４，４３

（５）：６６７—６７９

［１５］　刘绒洁，陈琴，熊英，等ＩＮＴ－７７７激动ＴＧＲ５对新生大鼠缺氧

缺血性脑病的保护作用［Ｊ］中国药理学通报，２０２５，４１（６）：

１０８５—１０９０

［１６］　赵斌，王美玲，马文彬，等圣草酚通过激活 Ｎｒｆ２／ＨＯ－１通路

减轻大鼠缺氧缺血性脑损伤［Ｊ］中国病理生理杂志，２０２２，３８

（３）：４９５—５０１

［１７］　李顺达，赵永强，杨雪珂，等天麻素对缺血缺氧诱导的小胶质

细胞中ＴＬＲ４表达的影响［Ｊ］神经解剖学杂志，２０２４，４０（１）：

５０—５６

［１８］　张旭东，单李天一，王蓉，等沉默调节蛋白３通过 ｍＴＯＲ信号

途径调节溶酶体功能抑制Ｕ８７细胞凋亡［Ｊ］陆军军医大学学

报，２０２３，４５（１８）：１９１６—１９２６

［１９］　左涵臖，段兆达，王朝，等天麻素经 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路改善新生

大鼠缺氧缺血性脑损伤后小胶质细胞介导的炎症反应［Ｊ］

南方医科大学学报，２０２４，４４（９）：１７１２—１７１９

［２０］　刘晨萌，高啸天，张海默，等褪黑素通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路减轻

缺氧缺血性脑损伤新生大鼠大脑皮层神经细胞自噬的研究

［Ｊ］．中国当代儿科杂志，２０２４，２６（６）：６３１—６３８
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