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摘要：目的　基于泛素羧基末端水解酶 －１（ＵＣＨ－Ｌ１）／脑源性神经营养因子
（ＢＤＮＦ）信号通路探讨单唾液酸四己糖神经节苷脂（ＧＭ１）对新生大鼠缺氧缺血
性脑损伤（ＨＩＢＤ）的保护作用。方法　将２０日龄ＳＤ大鼠随机分为模型组、假手
术组和实验组，每组１０只。模型组和实验组大鼠均结扎左侧颈总动脉，置于一
定氧氮比（８∶９２）的缺氧箱内２ｈ构建 ＨＩＢＤ模型。模型构建成功后，实验组腹
腔注射２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＧＭ１，模型组和假手术组均腹腔注射 ０９％ ＮａＣｌ
（０２５ｍＬ·ｋｇ－１）。用改良神经系统严重程度评分（ｍｏｄｉｆｉｅｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｖｅｒｉｔｙ
ｓｃｏｒｅ，ｍＮＳＳ）评估神经损伤程度，用２，３，５－氯化三苯基四氮唑染色法检测脑梗
死情况，用干湿重法测定脑含水量，用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验评估认知能力，用原位
末端转移酶标记法检测细胞凋亡，用酶联免疫吸附试验法检测炎症因子水平，用

蛋白质印迹法检测ＵＣＨ－Ｌ１和ＢＤＮＦ蛋白相对表达水平。结果　假手术组、模
型组和实验组的 ｍＮＳＳ评分分别为 （０１０±００２）、（２６０±０４５）和
（１５０±０２０）分，脑梗死率分别为（０８９±０１１）％、（３２５６±４１２）％和
（１８５６±２５２）％，脑含水量分别为（６８２５±７０５）％、（８８８７±９２６）％和
（７１１１±８１１）％，潜 伏 期 分 别 为 （２２６０±２８６）、（３８６０±４１１）和
（２５５０±３３３）ｓ，平台停留时间分别为（１２５５０±１７６８）、（８０６０±９６８）和
（１１５８０±１３８９）ｓ，穿越平台次数分别为（２８０±０３５）、（０７０±００９）和
（１８０±０３０）次，凋亡率分别为 （６６５±０７４）％、（２１８８±３０５）％ 和
（１３６２±２６２）％，肿 瘤 坏 死 因 子 －α 水 平 分 别 为 （３００５±３８５）、
（１２１６１±１８８５）和（８２１４±１１６５）ｐｇ·ｍＬ－１，白细胞介素 －１β水平分别为
（９２５５±１２１５）、（３２１２５±４１２４）和（２１２３２±２５６１）ｐｇ·ｍＬ－１，白细胞介素
－６水平分别为（１８４３２±２０５４）、（２７５６２±３１１２）和（２０８６５±２２６５）
ｐｇ·ｍＬ－１，ＵＣＨ－Ｌ１蛋白相对表达水平分别为 １００±０２２、１７５±０３４和
１４０±０２８，ＢＤＮＦ蛋白相对表达水平分别为 １００±０２１、１６８±０３８和
２５４±０４１。假手术组的上述指标与模型组比较，在统计学上差异均有统
计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；模型组的上述指标与实验组比较，在统计
学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）。结论　ＧＭ１可通过激活
ＵＣＨ－Ｌ１／ＢＤＮＦ信号通路改善神经细胞凋亡与炎性反应，发挥对新生大鼠
ＨＩＢＤ的保护作用。
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ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＧＭ１，ａｎｄｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｓｈａｍｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ０９％
ＮａＣｌ（０２５ｍＬ·ｋｇ－１）Ｔｈｅｍｏｄｉｆｉｅｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｖｅｒｉｔｙｓｃｏｒｅ（ｍＮＳＳ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆ
ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄａｍａｇｅｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｅｄｒａｔｓＣｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ２，３，５－ｔｒｉｐｈｅｎｙｔｅ－ｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ；ｃｅｒｅｂｒａｌｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｗｅｔａｎｄｄｒｙｗｅｉｇｈｔｍｅｔｈｏｄ；ｃｏｇｎｉｔｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙ
Ｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄ
ｌａｂｅｌｉｎｇ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ；ＵＣＨ－Ｌ１ａｎｄＢＤＮＦｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＲｅｓｕｌｔｓ　Ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ，ｔｈｅｍＮＳＳｓｃｏｒｅｓｏｆｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（０１０±００２），（２６０±０４５）ａｎｄ（１５０±０２０）ｐｏｉｎｔｓ；ｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅｓｗｅｒｅ（０８９±０１１）％，（３２５６±４１２）％ ａｎｄ（１８５６±２５２）％；ｔｈｅｃｅｒｅｂｒａｌｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｗｅｒｅ
（６８２５±７０５）％，（８８８７±９２６）％ ａｎｄ（７１１１±８１１）％；ｔｈｅｌａｔｅｎｔｐｅｒｉｏｄｗｅｒｅ（２２６０±２８６），
（３８６０±４１１）ａｎｄ（２５５０±３３３）ｓ；ｔｈｅｐｌａｔｆｏｒｍｒｅｓｉｄｅｎｃｅｔｉｍｅｗｅｒｅ（１２５５０±１７６８），（８０６０±９６８）ａｎｄ
（１１５８０±１３８９）ｓ；ｔｈｅｐｌａｔｆｏｒｍｃｒｏｓｓｉｎｇｔｉｍｅｓｗｅｒｅ（２８０±０３５），（０７０±００９）ａｎｄ（１８０±０３０）ｔｉｍｅｓ；ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（６６５±０７４）％，（２１８８±３０５）％ ａｎｄ（１３６２±２６２）％；ｔｈｅｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α
ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（３００５±３８５），（１２１６１±１８８５）ａｎｄ（８２１４±１１６５）ｐｇ·ｍＬ－１；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１ｂｅｔａ
ｗｅｒｅ（９２５５±１２１５），（３２１２５±４１２４）ａｎｄ（２１２３２±２５６１）ｐｇ·ｍＬ－１；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
（１８４３２±２０５４），（２７５６２±３１１２）ａｎｄ（２０８６５±２２６５）ｐｇ·ｍＬ－１；ＵＣＨ－Ｌ１ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
１００±０２２，１７５±０３４ａｎｄ１４０±０２８；ＢＤＮＦｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ１００±０２１，１６８±０３８ａｎｄ２５４±０４１
Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｓｈａｍｇｒｏｕｐａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｔｈｅｒｅ
ｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＧＭ１ｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｎｅｒｖｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＵＣＨ－Ｌ１／ＢＤＮＦ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｐｌａｙａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｉｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔＨＩＢＤ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｏｎｏｓｉａｌｏｔｅｔｒａｈｅｘｏｓｙｌｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ；ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃａｒｂｏｘｙ－ｔｅｒｍｉｎａｌｈｙｄｒｏｌａｓｅ１；ｂｒａｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒ；ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ；ｎｅｒｖｅｃｅｌｌ；ｎｅｏｎａｔａｌｒａｔ

　　缺氧缺血性脑损伤（ｈｙｐｏｘｉｃ－ｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎ
ｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）是由生理性或病理性因素导致围
生期窒息、缺氧缺血而引起的一种新生儿脑损

伤，易造成新生儿智力低下、癫痫等近远期后遗

症甚至死亡［１］。ＨＩＢＤ的发病机制复杂多样，涉
及谷氨酸兴奋毒性、氧化应激、神经炎症、线粒体

功能障碍等交互作用［２］。单唾液酸四己糖神经

节苷脂（ｍｏｎｏｓｉａｌｏｔｅｔｒａｈｅｘｏｓｙｌｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ，ＧＭ１）与
细胞识别、神经冲动传递及组织免疫关系密

切［３］。已有研究证实，外源性给予神经节苷脂可

减轻脑损伤的程度［４］。本研究以 ＨＩＢＤ幼鼠为研
究对象，以泛素羧基末端水解酶 －１（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
Ｃ－ｔｅｒｍｉｎａｌｈｙｄｒｏｌａｓｅＬ１，ＵＣＨ－Ｌ１）／脑源性神经
营 养 因 子 （ｂｒａｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，
ＢＤＮＦ）通路为靶点，探索 ＧＭ１在 ＨＩＢＤ发病中的

作用及机制。

材料与方法

１　材料
动物　ＳＤ大鼠，体质量（４５２３±４２３）ｇ，日龄

２０ｄ，购自河南省实验动物中心。动物生产许可证号：
ＳＣＸＫ（豫）２０２２－０００１。本实验经新乡市中心医院
（新乡医学院第四临床学院）动物伦理委员会批准（伦

理批号：ＸＸ２０２４０１０２６）。
试剂与药品　ＧＭ１注射液，规格：每支 ２ｍＬ／

２０ｍｇ，批 号：３Ｈ００５７Ｂ５１，批 准 文 号：国 药 准 字
Ｈ２００４６２１３，齐鲁制药有限公司生产。二辛可宁酸
（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒、原位末端
转移酶标记（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅ
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ｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）检测试剂盒、
ＵＣＨ－Ｌ１抗体、ＢＤＮＦ抗体、荧光标记二抗，均购自上
海碧云天生物技术公司；肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｕｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、白细胞介素 －１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１ｂｅｔａ，ＩＬ－１β）、白细胞介素 －６（ｉｎｔｅｒ
ｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，均购自南京建成
生物工程研究所；２，３，５－氯化三苯基四氮唑（２，３，
５－ｔｒｉｐｈｅｎｙｔｅ－ｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）试剂盒，购自上
海雅吉生物科技有限公司。

仪器　ＥｃｌｉｐｓｅＴｉ－ＳＲ荧光显微镜，日本尼康公
司产品；Ｆｅｙｏｎｄ－Ａ３００多功能酶标仪，杭州奥盛仪器
有限公司产品。

２　实验方法
２１　模型构建

根据经典Ｒｉｃｅ－Ｖａｎｎｕｃｃｉ法［５］建立ＨＩＢＤ新生大
鼠模型。大鼠进行麻醉，将新生大鼠投入装有适量乙

醚的带密封盖的广口瓶（底部垫一块无菌纱布）中麻

醉４ｍｉｎ后将其迅速取出（确保乳鼠安静入睡且四肢
无肌张力），然后在无菌状态下将左侧颈总动脉结扎，

之后缝合皮肤，１ｈ后置于２０００ｍＬ常温常压、充满混
合气体（氧气体积∶氮气体积＝８∶９２）的缺氧箱中使其
缺氧２ｈ，以此构建ＨＩＢＤ模型。
２２　动物分组与给药方法

将大鼠随机分成假手术组、模型组和实验组，共３
组，每组１０只。假手术组：行手术通路，不予动脉结扎，
也不使其缺氧，腹腔注射０９％ ＮａＣｌ（０２５ｍＬ·ｋｇ－１），
连续注射３ｄ。模型组：按“２１”方法造模，腹腔注射
０９％ ＮａＣｌ（０２５ｍＬ·ｋｇ－１），连续注射３ｄ。实验组：基
于模型组，腹腔注射２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＧＭ１，连续注射３ｄ。
２３　改良神经系统严重程度量表评分（ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｖｅｒｉｔｙｓｃｏｒｅ，ｍＮＳＳ）评估神经损伤
程度［６］

在大鼠造模成功后，干预第 １天和第 ３天，用
ｍＮＳＳ从运动、感觉、平衡、反射４个方面进行评分。
２４　ＴＴＣ染色法检测脑梗死情况［７］

在行为学研究实验结束后，将大鼠麻醉处死，无

菌条件下分离大鼠完整脑组织，冷冻切片，厚度为

１～２ｍｍ，配制２％ ＴＴＣ染液，浸没切片，３７℃避光孵
育１０～１５ｍｉｎ，孵育完成后，回收染液，滴加４％多聚
甲醛至完全覆盖切片，４℃下固定过夜。用扫描仪观
察摄片，用软件定量分析梗死区域。

２５　干湿重法检测大鼠脑含水量［８］

大鼠在麻醉下被安乐死，迅速取出大脑，将大脑

分为同侧和对侧半球，立即用电子秤测量２个半球的
湿重，将半球置于１００℃的烤箱中加热４８ｈ，得到干
重，计算脑含水量。脑含水量（％）＝（１－干重／湿
重）×１００％。
２６　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验评估大鼠认知能力［９］

用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫（直径１５０ｃｍ，温度２０～２５℃）进
行实验，将平台设置于第三象限，每个象限设置１个
入水点。测试时避光，保持环境安静、水温恒定、水池

周围参照物不变。随机将大鼠从任意１个入水点入
水，记录找到隐藏平台的时间为逃避潜伏期。撤去平

台，记录从平台对立象限入水后在１２０ｓ内穿越平台
次数。

２７　ＴＵＮＥＬ法检测大鼠神经细胞凋亡情况［１０］

无菌条件下分离大鼠的脑组织，４％多聚甲醛固
定，乙醇脱水，常规石蜡包埋，冠状切片，厚３～５μｍ，
烤片、脱蜡、乙醇水合，蛋白酶 Ｋ消化３０ｍｉｎ，磷酸盐
缓冲液洗涤３次，加入 Ｔｕｎｅｌ反应液，置于３７℃暗温
盒１ｈ，复染、乙醇脱水、二甲苯透明封片，计数５个随
机视野下的阳性神经细胞，取平均值。

２８　ＥＬＩＳＡ法检测大鼠血清炎症因子水平
取各组大鼠主动脉血，离心后取上清液，并按

ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６相应 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒说明
书进行操作。

２９　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测ＵＣＨ－Ｌ１
和ＢＤＮＦ蛋白相对表达水平［１０］

各组大鼠脑组织置于裂解液中充分裂解３０ｍｉｎ，
４℃下离心（１２×１０４×ｇ，１０ｍｉｎ），吸取上清液，ＢＣＡ
法测定蛋白浓度，上样、电泳、转膜、脱脂奶粉封闭，加

入一抗，４℃孵育过夜，清洗后加入二抗，室温孵育
１ｈ，清洗后滴加化学发光剂显色，计算目的条带光密
度值。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析，２组间比较
用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　ＧＭ１有效改善ＨＩＢＤ新生大鼠神经损伤
模型组构建 ＨＩＢＤ模型，实验组建模后给予

２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＧＭ１，假手术组和模型组均腹腔注
射等量０９％ ＮａＣｌ。

假手术组、模型组和实验组的 ｍＮＳＳ评分分别为
（０１０±００２）、（２６０±０４５）和（１５０±０２０）分，模
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２６）

型组 与 假 手 术 组 相 比，ｍＮＳＳ评 分 明 显 升 高
（Ｐ＜０００１）；实验组与模型组相比，ｍＮＳＳ评分明显
降低（Ｐ＜０００１）。
２　ＧＭ１有效改善 ＨＩＢＤ新生大鼠脑梗死及脑含
水量

假手术组、模型组和实验组的脑梗死率分别为

（０８９±０１１）％、（３２５６±４１２）％和（１８５６±２５２）％，
脑含水量分别为（６８２５±７０５）％、（８８８７±９２６）％
和（７１１１±８１１）％，模型组与假手术组相比，脑梗死
率、脑含水量均明显升高（均 Ｐ＜０００１）；实验组与模
型组相比，脑梗死率、脑含水量均明显降低（均

Ｐ＜０００１），见图１。
３　ＧＭ１可改善ＨＩＢＤ新生大鼠认知能力

Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结果显示：模型组与假手术组
相比，潜伏期明显增加，平台停留时间和穿越平台次

数均明显降低（均Ｐ＜０００１）；实验组与模型组相比，
潜伏期明显降低，平台停留时间和穿越平台次数均明

显升高（均Ｐ＜０００１），见表１。
４　ＧＭ１可抑制 ＨＩＢＤ新生大鼠大脑皮层组织细胞
凋亡

假手术组、模型组和实验组的凋亡率分别为

　　

图１　用２，３，５－氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）染色法观察各组大
鼠脑组织梗死情况（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｈｅｉｎｆａｒｃｔｏｆｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙ２，３，
５－ｔｒｉｐｈｅｎｙｔｅ－ｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＴＴＣ）ｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）
Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ：０２５ｍＬ·ｋｇ－１０９％ ＮａＣｌ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｈｙｐｏｘｉｃ－ｉｓｃｈｅｍｉｃ

ｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ（ＨＩＢＤ）ｍｏｄｅｌ＋０２５ｍＬ·ｋｇ－１０９％ＮａＣｌ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：

ＨＩＢＤｍｏｄｅｌ＋２０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ｍｏｎｏｓｉａｌｏｔｅｔｒａｈｅｘｏｓｙｌｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ（ＧＭ１）

表１　各组大鼠潜伏期、平台停留时间、穿越平台次数的比较
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ，ｐｌａｔｆｏｒｍｒｅｓｉｄｅｎｃｅｔｉｍｅａｎｄ
ｔｉｍｅｓｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｔｈｅｐｌａｔｆｏｒｍｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐ
Ｌａｔｅｎｔｐｅｒｉｏｄ

（ｓ）

Ｐｌａｔｆｏｒｍｒｅｓｉｄｅｎｃｅ

ｔｉｍｅ（ｓ）

Ｐｌａｔｆｏｒｍｃｒｏｓｓｉｎｇ

ｔｉｍｅｓ（ｔｉｍｅｓ）

Ｓｈａｍ ２２６０±２８６ １２５５０±１７６８ ２８０±０３５
Ｍｏｄｅｌ ３８６０±４１１ ８０６０±９６８ ０７０±００９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ２５５０±３３３＃＃＃ １１５８０±１３８９＃＃＃ １８０±０３０＃＃＃

Ｄｏｓｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１

（６６５±０７４）％、（２１８８±３０５）％和（１３６２±２６２）％，
模型 组 与 假 手 术 组 相 比，凋 亡 率 明 显 上 升

（Ｐ＜０００１）；实验组与模型组相比，凋亡率明显降低
（Ｐ＜０００１）。
５　ＧＭ１可抑制ＨＩＢＤ新生大鼠炎症水平

ＥＬＩＳＡ检测结果显示：模型组与假手术组相比，
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β和 ＩＬ－６水平均明显升高（均
Ｐ＜００１）；实验组与模型组相比，ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β和
ＩＬ－６水平均明显降低（均Ｐ＜０００１），见表２。
６　ＧＭ１对 ＨＩＢＤ新生大鼠 ＵＣＨ－Ｌ１／ＢＤＮＦ信号
通路影响

假手术组、模型组和实验组的 ＵＣＨ－Ｌ１蛋白相
对表达水平分别为 １００±０２２、１７５±０３４和
１４０±０２８，ＢＤＮＦ蛋 白 相 对 表 达 水 平 分 别 为
１００±０２１、１６８±０３８和２５４±０４１，模型组与假
手术组相比，ＵＣＨ－Ｌ１、ＢＤＮＦ蛋白相对表达水平均明
显升高（均 Ｐ＜０００１）；实验组与模型组相比，
ＵＣＨ－Ｌ１蛋白相对表达水平明显降低，而 ＢＤＮＦ蛋白
水平明显升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１），见图２。

表２　各组新生大鼠血清中炎症水平的比较（珋ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ＴＮＦ－α

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ－１β

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ－６

（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｓｈａｍ ３００５±３８５ ９２５５±１２１５ １８４３２±２０５４
Ｍｏｄｅｌ １２１６１±１８８５ ３２１２５±４１２４ ２７５６２±３１１２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８２１４±１１６５＃＃＃ ２１２３２±２５６１＃＃＃ ２０８６５±２２６５＃＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＴＮＦ－α：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α；ＩＬ－１β：

Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１ｂｅｔａ；ＩＬ－６：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍ

ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１

图 ２　用蛋白质印迹法检测各组大鼠的泛素羧基末端水解

酶－１（ＵＣＨ－Ｌ１）／脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）蛋白水平

Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＴｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎＣ－ｔｅｒｍｉｎａｌｈｙｄｒｏｌａｓｅＬ１（ＵＣＨ－Ｌ１）／

ｂｒａｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ（ＢＤＮＦ）ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
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讨　　论

ＨＩＢＤ在新生儿中发病率较高，会导致长期的神
经损伤和脑功能障碍等疾病，目前尚无避免后遗症发

生的有效治疗方法，探讨 ＨＩＢＤ发病机制及可能治疗
靶点十分必要。ＧＭ１作为哺乳动物大脑中含有唾液
酸的鞘糖脂之一，参与大脑发育、神经元修复和再生，

已被认为是预防多种神经系统疾病的替代药物［１１］。

有研究报道，神经节苷脂易通过血脑屏障，可遏制细

胞内Ｃａ２＋离子异常累积以减轻脑组织肿胀，减轻神经
细胞因兴奋性氨基酸物质受损，维持神经细胞膜表面

Ｎａ＋－Ｋ＋－腺苷三磷酸酶的正常功能，清除氧自由
基，并抑制脑细胞的自噬［１２－１３］。本研究发现，ＨＩＢＤ
幼鼠ｍＮＳＳ评分、梗死率和脑含水量均明显增加，提
示模型构建成功，而给予 ＧＭ１可逆转其变化，证实
ＧＭ１能改善ＨＩＢＤ诱导新生幼鼠的神经组织损伤，进
而促使大鼠学习、记忆能力提升。脑缺血缺氧损伤可

引发炎症因子异常表达，进一步造成神经组织损伤和

细胞程序性死亡。白丹等［１４］研究发现，初生大鼠发

生高胆红素血症时，ＧＭ１可通过调节细胞凋亡诱导因
子表达发挥脑保护作用。

多种信号通路的异常调控共同参与ＨＩＢＤ的发生
及发展，从而导致脑组织损伤和神经系统功能障碍。

ＵＣＨ－Ｌ１特异性存在于神经组织中，可通过去泛素
化、稳定细胞泛素单体、泛素连接酶等途径调节细胞

的分化、增殖和凋亡，其在血清中含量升高与神经元

损伤或血脑屏障破坏密切相关［１５］。袁志轩［１６］报道，

ＵＣＨ－Ｌ１能下调 ＴＮＦ－α介导的核因子 －κＢ活性，
进而抑制血管内皮受损细胞的重塑而发挥抗炎作用。

ＢＤＮＦ作为一种神经营养因子，可参与突触的正常生
长、发育和可塑性来刺激神经存活，对ＨＩＢＤ神经元具
有保护作用。当机体出现脑缺血、创伤及退行性病变

时，ＢＤＮＦ分泌增加，诱导内源性神经干细胞的增殖、
迁移及分化，促使大脑神经恢复与再生［１７］。余丹

等［１８］研究发现，右美托咪定通过激活 ＮＡＤ－依赖性
去乙酰化酶 Ｓｉｒｔｕｉｎ－１／ＢＤＮＦ信号通路保护新生
ＨＩＢＤ大鼠免受神经元炎症损伤，改善认知功能障碍。
本研究中给予 ＧＭ１的 ＨＩＢＤ大鼠 ＵＣＨ－Ｌ１蛋白降
低，ＢＤＮＦ蛋白升高，表明 ＵＣＨ－Ｌ１／ＢＤＮＦ通路参与
炎症级联反应，ＧＭ１可抑制细胞凋亡与神经炎症，改
善神经功能，最终促使脑损伤恢复。后续仍需考虑

ＨＩＢＤ时效性及剂量变化对实验结果的影响。
本研究提示，ＧＭ１可能通过抑制 ＨＩＢＤ大鼠炎性

反应及细胞凋亡来发挥脑保护作用，其作用机制可能

与激活ＵＣＨ－Ｌ１／ＢＤＮＦ信号通路有关。
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