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摘要　 目的　 探讨 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４）早期抑制在调节新

生大鼠缺氧缺血性脑损伤（ＨＩＢＤ）后青春期脑海马免疫功能

中的作用。 方法　 生后 ７ ｄ 新生大鼠随机分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、缺
氧缺血（ＨＩ）组及 ＨＩ ＋ ＴＬＲ４ 抑制剂 ＴＡＫ⁃２４２ 组（ ＴＡＫ⁃２４２
组）。 ＨＩ 后 ３ ｄ 免疫组化检测大鼠脑海马 ＴＬＲ４ 表达；ＨＩ 后
２１ ｄ 免疫荧光检测大鼠脑海马 ＣＡ１ 区 Ｉｂａ⁃１ ＋ 、 ＧＦＡＰ ＋ 、
ＣＤ１６１ ＋ 、ＭＰＯ ＋ 及 ＣＤ３ ＋ 细胞的数量变化；免疫组化检测大

鼠脑海马 ＣＡ１ 区黏附因子 ＩＣＡＭ⁃１、补体 Ｃ３ａ 表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测大鼠脑海马 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１０ 表达。 结果 　 ＨＩ
后 ３ ｄ 大鼠脑海马 ＣＡ１、ＣＡ３ 及 ＤＧ 区 ＴＬＲ４ 表达，ＨＩ 组较

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组升高（Ｐ ＜ ０. ０１ 或 Ｐ ＜ ０. ０５），而 ＴＡＫ⁃２４２ 组较 ＨＩ
组降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＨＩ 后 ２１ ｄ 大鼠脑海马 ＣＡ１ 区 ＧＦＡＰ ＋

细胞数量，ＴＡＫ⁃２４２ 组较 ＨＩ 组降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＣＤ３ ＋ Ｔ 淋巴

细胞数量，ＨＩ 组较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组增加（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ＴＡＫ⁃２４２ 组

较 ＨＩ 组差异无统计学意义；ＨＩ 后 ２１ ｄ 各组大鼠脑海马 ＣＡ１
区 Ｉｂａ⁃１ ＋ 、ＭＰＯ ＋ 、ＣＤ１６１ ＋ 细胞数量，ＩＣＡＭ⁃１、Ｃ３ａ 因子表达

及海马组织 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 及 ＩＬ⁃１０ 表达差异无统计学意义。
结论　 早期抑制 ＴＬＲ４ 可通过减轻新生儿 ＨＩＢＤ 后脑海马星

形胶质细胞增加而改善其青春期神经免疫紊乱。
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　 　 新生儿缺氧缺血性脑损伤 （ ｈｙｐｏｘｉｃ⁃ｉｓｃｈｅｍｉｃ
ｂｒａｉｎ ｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）是新生儿期严重的神经损伤性

疾病，存活者可遗患脑瘫、癫痫等远期神经功能障

碍。 ＨＩＢＤ 发病机制复杂，涉及能量衰竭、自由基产

生、离子失衡、兴奋性神经递质累积、氧化应激反应

等多个方面［１］。 神经免疫功能紊乱是参与 ＨＩＢＤ 发

病的重要机制之一，各种免疫细胞激活及免疫因子

异常释放参与 ＨＩＢＤ 急性神经细胞死亡及远期神经

功能损伤。 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４）
是一种广泛分布于神经细胞膜表面的重要模式识别

受体，脑组织发生缺血、创伤等损伤后，ＴＬＲ４ 表达

上调并通过多条信号通路放大神经炎症联级，介导

急慢性脑损伤的形成［２ － ３］。 前期研究［４］表明缺氧缺

血（ｈｙｐｏｘｉｃ⁃ｉｓｃｈｅｍｉａ，ＨＩ）后 ２４ｈ，脑海马 ＴＬＲ４ 表达

升高，早期抑制 ＴＬＲ４ 表达能减轻新生大鼠 ＨＩ 后脑

海马神经元缺失，并从行为学上改善大鼠青春期脑

损伤预后，然而 ＴＬＲ４ 介导何种神经免疫机制参与

ＨＩＢＤ 目前并不清楚。
该研究通过早期抑制 ＴＬＲ４ 探讨其调控新生大

鼠 ＨＩＢＤ 模型脑海马内各种免疫细胞活化及免疫因

子表达情况，以揭示 ＴＬＲ４ 介导 ＨＩＢＤ 脑海马损伤的

神经免疫机制，为开发 ＨＩＢＤ 免疫调节治疗方法提

供理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 动物模型建立　 本研究经桂林医学院伦理委

员会批准（ＮＯ：ＧＬＭＣ２０２１０３０９５）。 生后 ７ ｄ 体质量

在 １３ ～ １９ ｇ 的 Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ 大鼠按照 Ｒｉｃｅ 方法

建立 ＨＩＢＤ 模型［５］，新生大鼠经七氟烷（４％ 诱导，
２％维持）吸入麻醉后固定，触摸左颈总动脉波动位

置，切开皮肤，显微镜下分离肌肉及神经，暴露左颈

总动脉，５ － ０ 缝合线双结扎后中间处离断颈总动

脉，缝合皮肤，麻醉时间不超过 ５ ｍｉｎ。 待幼仔麻醉

苏醒后放回母鼠窝内，１ ｈ 后将幼仔放入恒温 ３７. ０
℃水浴缺氧箱（自制）中，接 ８％ Ｏ２ ／ ９２％ Ｎ２ 混合气

体 １. ５ Ｌ ／ ｍｉｎ，维持氧浓度（８. ０％ ± ０. １％ ），无水氯

化钙吸收动物呼出 ＣＯ２，缺氧 ２ ｈ 后放入母鼠处。
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠仅给予切开皮肤分离并暴露颈总动

脉，既不给予结扎，也不给予缺氧。
１． ２　 分组与给药　 新生大鼠按体质量随机区组分

成：对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、ＨＩ 组、ＨＩ ＋ ＴＬＲ４ 抑制剂 ＴＡＫ⁃
２４２ 组（ＴＡＫ⁃２４２ 组）。 ＴＡＫ⁃２４２ 用 １％ 二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）溶解，终浓度为 ０. １ ｍｇ ／ ｍｌ。 结合课题组预

实验确定 ＴＡＫ⁃２４２ 用药剂量为 ０. ５ｍｇ ／ ｋｇ，于缺氧缺
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血前 ３０ ｍｉｎ 腹腔内单次注射。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＨＩ 组相

同时间腹腔注射等体积生理盐水。
１． ３　 主要试剂　 ＴＡＫ⁃２４２ 购自美国 ＭＣＥ 公司；兔
抗大鼠 ＴＬＲ４ 抗体（１ ∶ ２００）、兔抗大鼠 ＩＣＡＭ⁃１ 抗体

（１ ∶ ２００）、兔抗大鼠 Ｉｂａ⁃１ 抗体（１ ∶ ２００）、兔抗大鼠

ＧＦＡＰ 抗体 （１ ∶ ２００）、兔抗大鼠 ＭＰＯ 抗体 （１ ∶
２００）、兔抗大鼠 ＣＤ３ 抗体（１ ∶ ２００）、兔抗大鼠 ＩＬ⁃１β
抗体（１ ∶ １ ０００）、兔抗大鼠 ＩＬ⁃１０ 抗体（１ ∶ １ ０００）及
兔抗大鼠 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（１ ∶ ５ ０００）购自英国 Ａｂｃａｍ
公司；兔抗大鼠 ＴＮＦ⁃α 抗体（１ ∶ １ ０００）购自美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司；兔抗大鼠 Ｃ３ａ 抗体（１ ∶ ２００）购自

武汉 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司；兔抗大鼠 ＣＤ１６１ 抗体（１ ∶ ２００）
购自英国 Ｓｅｒｏｔｅｃ 公司。
１． ４　 免疫组化及免疫荧光　 大鼠戊巴比妥（４０ ｍｇ ／
ｋｇ）腹腔注射麻醉，心脏灌注后留取脑组织 ４％多聚

甲醛中固定，石蜡包埋后切取 ５ μｍ 切片先后浸入

二甲苯和乙醇梯度中脱蜡水化，然后放入煮沸的柠

檬酸（ｐＨ ６. ０）抗原修复 ２０ ｍｉｎ 后 ３％ Ｈ２Ｏ２ 中浸泡

１０ ｍｉｎ，５％山羊血清室温封闭 ３０ ｍｉｎ，特异性一抗 ４
℃孵育过夜，次日取出玻片，ＰＢＳ 洗涤后相应二抗室

温孵育 ３０ ｍｉｎ。 二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色后光学

显微镜下观察并采集图片，Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６. ０ 系统

分析阳性区域的百分比。
用于免疫荧光检测的 ５ μｍ 切片经抗原修复后

浸入 ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 中 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤后 ５％
ＢＳＡ 封闭 ３０ ｍｉｎ。 加入特异性一抗并在 ４ ℃下孵育

过夜。 次日取出切片洗涤后加入相应的荧光二抗避

光室温孵育 ６０ ｍｉｎ。 ＤＡＰＩ 复染后抗荧光猝灭剂和

中性树脂封片。 暗室中荧光显微镜观察并采图。
Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６. ０ 系统计数海马 ＣＡ１ 区阳性细胞

数量。
１． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 ＢＣＡ 蛋白质分析试剂盒

测定脑海马蛋白质浓度，制备 １２％十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶，每孔加入蛋白质（３０ μｇ），８０ Ｖ 恒

压分离 ２０ ～ ３０ ｍｉｎ 后 １１０ Ｖ 继续电泳 ６０ ～ ９０ ｍｉｎ，
恒流转膜 １ ｈ 将蛋白移到 ＰＶＤＦ 膜上。 封闭后将膜

与特异性一抗体 ４ ℃孵育过夜。 次日 ＰＢＳ 洗涤后，
相应二抗室温下孵育 １ ｈ，ＥＣＬ 化学发光显影后

ＣｈｅｍＳｔｕｄｉｏ 成像系统读取胶片并采集图片。 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件读取图片吸光度值。
１． ６　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件进行数据

分析。 计量资料以平均值 ± 标准差（�ｘ ± ｓ）表示，单
因素方差分析比较各组间差异，ＬＳＤ⁃ｔ 检验进行多

重比较。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 ＴＡＫ⁃２４２ 早期处理对 ＨＩＢＤ 后脑海马区

ＴＬＲ４ 表达影响　 免疫组化显示 ＨＩ 后 ３ ｄ 各组大鼠

脑海马组织中 ＴＬＲ４ 呈黄褐色阳性表达，主要定位

表达在神经细胞胞膜；ＨＩ 组左侧脑海马 ＣＡ１、ＣＡ３
及 ＤＧ 区 ＴＬＲ４ 表达较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组升高（Ｐ ＜ ０. ０１ 或

Ｐ ＜ ０. ０５），而 ＴＡＫ⁃２４２ 组左侧海马 ＣＡ１、ＣＡ３ 及 ＤＧ
区 ＴＬＲ４ 表达较 ＨＩ 组降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 １。
２． ２　 早期抑制 ＴＬＲ４ 对 ＨＩＢＤ 后新生大鼠青春期

脑海马 Ｉｂａ⁃１ ＋小胶质细胞及 ＧＦＡＰ ＋ 星形胶质细胞

的影响 　 ＨＩ 后 ２１ ｄ ＨＩ 组左侧脑海马 ＣＡ１ 区

ＧＦＡＰ ＋ 细胞数量较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组增多（Ｐ ＜ ０. ０１），ＴＡＫ⁃
２４２ 组左侧脑海马 ＣＡ１ 区 ＧＦＡＰ ＋ 细胞数量较 ＨＩ 组
减低（Ｐ ＜ ０. ０５）然而各组左侧脑海马 ＣＡ１ 区 Ｉｂａ⁃１ ＋

细胞数量差异无统计学意义（Ｆ ＝１. ３０１，Ｐ ＝０. ３３１）。

图 １　 ＨＩ后 ３ ｄ 各组大鼠海马不同区域 ＴＬＲ４ 免疫组化图 × ４００
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；Ｂ：ＨＩ 组；Ｃ：ＴＡＫ⁃２４２ 组；１：ＣＡ１ 区；２：ＣＡ３ 区；３：ＤＧ 区；Ｄ：ＨＩ 后 ３ ｄ 各组大鼠海马 ＴＬＲ４ 相对表达直方图（ｎ ＝ ３）；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ

组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＩ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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见图 ２。
２． ３　 早期抑制 ＴＬＲ４ 对 ＨＩＢＤ 后新生大鼠青春期

脑海马 ＣＡ１ 区 ＭＰＯ ＋中性粒细胞、ＣＤ１６１ ＋ 自然杀

伤细胞及 ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞的影响　 ＨＩ 后 ２１ ｄ ＨＩ 组左

侧脑海马 ＣＡ１ 区 ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞数量较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组增多

（Ｐ ＜ ０. ０５）；尽管 ＴＡＫ⁃２４２ 组左侧脑海马 ＣＡ１ 区

ＣＤ３ ＋ Ｔ 细胞数量较 ＨＩ 组减低，但差异无统计学意

义；各组大鼠左侧脑海马 ＣＡ１ 区 ＭＰＯ ＋ 中性粒细胞

数量及 ＣＤ１６１ ＋ 自然杀伤细胞数量差异无统计学意

义（ＦＭＰＯ ＋细胞 ＝ １. ２７９，Ｐ ＝ ０. ３３６；ＦＣＤ１６１ ＋细胞 ＝ １. ６１２，
Ｐ ＝ ０. ２６６）。 见图 ３。
２． ４　 早期抑制 ＴＬＲ４ 对 ＨＩＢＤ 后新生大鼠青春期

脑海马 ＣＡ１ 区黏附因子 ＩＣＡＭ⁃１ 及补体 Ｃ３ａ 表达

的影响　 ＨＩ 后 ２１ ｄ ＨＩ 组左侧脑海马 ＣＡ１ 区 ＩＣＡＭ⁃
１ 表达平均吸光度值较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组增高（Ｐ ＜ ０. ０５），
但 ＴＡＫ⁃２４２ 不能降低 ＨＩ 后左侧脑海马 ＣＡ１ 区

ＩＣＡＭ⁃１ 表达水平增加（Ｐ ＞ ０. ０５）。 各组大鼠左侧

脑海马 ＣＡ１ 区 Ｃ３ａ 表达平均吸光度值差异并无统

计学意义（Ｆ ＝ １. ２７４，Ｐ ＝ ０. ３３７）（图 ４Ａ、Ｂ）。

２． ５　 早期抑制 ＴＬＲ４ 对 ＨＩＢＤ 后新生大鼠青春期

脑海马 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β及 ＩＬ⁃１０ 表达的影响 　 ＨＩ 后

２１ ｄ ＨＩ 组左侧脑海马 ＴＮＦ⁃α 及 ＩＬ⁃１β 表达较 Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组增高，ＴＡＫ⁃２４２ 组 ＴＮＦ⁃α 及 ＩＬ⁃１β 表达较 ＨＩ
组降低，但差异无统计学意义；ＨＩ 后 ２１ ｄ ＨＩ 组左侧

脑海马 ＩＬ⁃１０ 表达较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组降低，ＴＡＫ⁃２４２ 组 ＩＬ⁃
１０ 表达较 ＨＩ 组上升，但差异无统计学意义。 见图

５。

３　 讨论

　 　 小胶质细胞及星形胶质细胞是中枢神经系统常

驻的免疫细胞，它们的数量和功能状态代表脑内神

经免疫应答状态。 脑损伤发生可诱导小胶质细胞持

续活化，Ｌｏａｎｅ ｅｔ ａｌ［６］ 在小鼠脑创伤模型中发现，脑
损伤 １ 年后皮质中仍能观察到持续的小胶质细胞激

活，并伴有炎症因子和氧化应激的标志物升高，这些

与病灶扩张、海马神经退行性变和髓鞘丧失相关。
尽管本研究并未在统计学上发现 ＨＩＢＤ 后 ２１ ｄ 各组

大鼠脑海马ＣＡ１区小胶质细胞有差异，但ＨＩ组小

图 ２　 ＨＩ后 ２１ ｄ 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区 Ｉｂａ⁃１ ＋ 细胞及 ＧＦＡＰ ＋ 细胞免疫荧光图 × ４００
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；Ｂ：ＨＩ 组；Ｃ：ＴＡＫ⁃２４２ 组；１：Ｉｂａ⁃１ ＋ 细胞；２：ＧＦＡＰ ＋ 细胞；Ｄ：各组大鼠海马 ＣＡ１ 区 Ｉｂａ⁃１ ＋ 细胞数量及 ＧＦＡＰ ＋ 细胞数量比较；ｎ

＝ ３ ～ ４；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨＩ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ３　 ＨＩ后 ２１ ｄ 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区 ＭＰＯ ＋ 细胞、ＣＤ１６１ ＋ 细胞及 ＣＤ３ ＋ 细胞免疫荧光图及其直方图 × ４００
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；Ｂ：ＨＩ 组；Ｃ：ＴＡＫ⁃２４２ 组；１：ＭＰＯ；２：ＣＤ１６１；３：ＣＤ３；Ｄ：各组大鼠海马 ＣＡ１ 区 ＭＰＯ ＋ 、ＣＤ１６１ ＋ 及 ＣＤ３ ＋ 细胞数量比较；ｎ ＝ ３ ～

４；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

·９１３１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ａｕｇ；５８（８）



图 ４　 ＨＩ后 ２１ ｄ 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区黏附因子 ＩＣＡＭ⁃１ 及 Ｃ３ａ 表达免疫组化图 × ４００
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；Ｂ：ＨＩ 组；Ｃ：ＴＡＫ⁃２４２ 组；１：ＩＣＡＭ⁃１；２：Ｃ３ａ；Ｄ：各组大鼠海马 ＣＡ１ 区 ＩＣＡＭ⁃１ 及 Ｃ３ａ 表达平均吸光度值比较；ｎ ＝ ３ ～ ４；与 Ｃｏｎ⁃

ｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ５　 ＨＩ后 ２１ ｄ 各组大鼠海马 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β及 ＩＬ⁃１０ 表达情况

Ａ：表达免疫印迹图；Ｂ：直方图比较；ｎ ＝ ４ ～ ５

胶质细胞数量较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组高［（１６１. ３ ± ２２. ７） ／ ｆｉｅｌｄ
ｖｓ （１４３. ３ ± １７. ７） ／ ｆｉｅｌｄ］；反应性星形胶质细胞形成

是 ＨＩ 诱导星形胶质细胞活化的重要形式，４０％
ＨＩＢＤ 婴儿脑白质内存在反应性星形胶质细胞［７］，
本研究亦显示 ＨＩ 后 ２１ ｄ ＨＩ 组脑海马星形胶质细

胞数量仍高于对照组。 ＴＬＲ４ 定位表达于星形胶质

细胞表面，并在其活化过程中发挥重要作用。 ＬＰＳ
诱导的 Ｐ１４ 小鼠癫痫模型中发现，星形胶质细胞表

面 ＴＬＲ４ 被激活并介导神经突触改变而诱发小鼠持

续癫痫，ＴＬＲ４ 阻断后星形胶质细胞活化下降，脑损

伤减轻［８］。 本研究证实抑制 ＴＬＲ４ 能够降低新生儿

脑海马 ＨＩＢＤ 后 ２１ ｄ 星形胶质细胞激活，这可能是

改善新生儿 ＨＩＢＤ 神经损伤的一种方法。

损伤激活的外周免疫细胞通过破坏的血脑屏障

进入脑内，与常驻免疫细胞一起参与脑损伤形成。
中性粒细胞参与成人脑卒中后损伤形成，且与脑卒

中后行为障碍相关。 ＨＩ 暴露的新生儿大脑中性粒

细胞亦可迅速在脑组织中累积，参与 ＨＩ 所致神经损

伤［９］。 不同于中性粒细胞，新生儿 ＨＩ 后 ３ ～ ７ ｄ Ｔ
淋巴细胞才出现在损伤部位，并可长时间持续存

在［１０］。 本研究亦发现 ＨＩ 后 ２１ ｄ ＣＤ３ ＋ Ｔ 淋巴细胞

在脑海马内明显升高，这些结果提示 Ｔ 淋巴细胞更

可能参与 ＨＩ 后的慢性免疫炎症反应；成年脑缺血模

型中发现 ＨＩ 后脑组织内有 ＮＫ 细胞浸润，且独立于

Ｔ 细胞参与脑损伤形成，尽管新生儿外周 ＮＫ 细胞

功能不成熟，神经毒性作用弱，然而早期脾脏切除降

低外周 ＮＫ 细胞水平仍对 ＨＩＢＤ 有神经保护作

用［１１］。 ＴＬＲ４ 是炎症细胞激活的重要受体，在脑卒

中及脓毒血症发病过程中通过激活中性粒细胞、Ｔ
淋巴细胞及 ＮＫ 细胞诱导脑损伤［１２］，课题组前期研

究［１３］亦发现早期抑制 ＴＬＲ４ 能够抑制 ＨＩＢＤ 后 ２４ ｈ
及 ７ ｄ 时间点中性粒细胞，Ｔ 淋巴细胞及 ＮＫ 细胞激

活，然而本研究并未发现早期抑制 ＴＬＲ４ 能改善新

生大鼠 ＨＩＢＤ 后青春期脑内海马组织中性粒细胞、Ｔ
淋巴细胞及 ＮＫ 细胞数量改变，提示 ＴＬＲ４ 可能未参

与新生儿 ＨＩＢＤ 远期脑损伤后中性粒细胞、Ｔ 淋巴

细胞及 ＮＫ 细胞激活。
ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 是两种重要的促炎细胞因子，脑

损伤后短期内表达水平增加，与脑损伤的严重程度

呈正相关，同时损伤诱导脑组织中免疫细胞的激活

可影响抑炎因子如 ＩＬ⁃１０ 分泌。 本研究并未发现新

生大鼠 ＨＩＢＤ 后 ２１ ｄ 海马区 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 及 ＩＬ⁃１０
表达异常，需进一步动态观察免疫因子变化以明确

其在 ＨＩＢＤ 中的作用。 脑缺血或出血后，内皮细胞

被激活并表达 ＩＣＡＭ⁃１，形成黏附表面以降低免疫细

胞运动并使其聚集在脑损伤部位。 病毒性脑炎模型
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中，ＴＬＲ４ｍｕｔ小鼠较 ＴＬＲ４ＷＴ小鼠表达更低水平 ＩＣＡＭ⁃
１，同时血脑屏障功能障碍得到改善［１４］。 本研究结

果显示 ＨＩＢＤ 后 ２１ ｄ 海马 ＣＡ１ 区 ＩＣＡＭ⁃１ 表达仍有

升高，提示 ＩＣＡＭ⁃１ 可能参与 ＨＩＢＤ 慢性损伤，ＴＬＲ４
早期干预并不能改善新生大鼠 ＨＩＢＤ 后青春期脑海

马 ＩＣＡＭ⁃１ 表达。 补体 Ｃ３ 是血清中含量最高的补

体成分，在补体经典激活途径和旁路激活途径中均

发挥重要作用。 Ｊａｒｌｅｓｔｅｄｔ ｅｔ ａｌ［１５］ 研究表明 Ｃ３ａ 基

因缺陷小鼠 ＨＩＢＤ 较对照组严重，而早期给予外源

性 Ｃ３ａ 治疗可以降低 ＨＩＢＤ 损伤。 本研究结果未显

示 ＨＩ 后 ２１ ｄ 脑海马 ＣＡ１ 区 Ｃ３ａ 表达异常，提示补

体 Ｃ３ａ 并未参与 ＴＬＲ４ 通路介导的新生大鼠 ＨＩＢＤ
远期损伤。

该研究揭示 ＴＬＲ４ 能够介导新生大鼠 ＨＩＢＤ 后

青春期脑海马星形胶质细胞激活，这为改善新生儿

ＨＩＢＤ 慢性损伤提供了一种免疫治疗的理论基础；
然而 ＴＬＲ４ 介导 ＨＩＢＤ 后星形胶质细胞激活机制并

不清楚，同时是否存在其他免疫机制参与 ＨＩＢＤ 远

期脑损伤，这些有待进一步研究。
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肌肽对链脲佐菌素诱导的糖尿病小鼠肾脏铁死亡和炎症的影响
张　 崧，刘雪琪，姜　 玲，吴永贵

摘要　 目的　 探讨肌肽（ＣＡＲ）对链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导的

糖尿病小鼠肾脏铁死亡和炎症的影响。 方法　 以 ＳＴＺ 诱导

Ｃ５７ 小鼠构建 １ 型糖尿病小鼠模型（ＳＴＺ 模型），以正常 Ｃ５７
小鼠作为正常对照。 小鼠分为 ５ 组（每组 ６ ～ ８ 只）：正常对

照（ＮＣ）组、肌肽（ＣＡＲ）组、ＳＴＺ 模型（ＳＴＺ）组、ＳＴＺ 模型 ＋ 肌

肽（ＳＴＺ ＋ ＣＡＲ）组、ＳＴＺ 模型 ＋ 铁死亡抑制剂（ＳＴＺ ＋ Ｆｅｒ⁃１）
组。 喂养小鼠 １６ 周后，收集小鼠血清检测血肌酐（ＣＲＥ）和
尿素氮（ＢＵＮ）水平，尿液检测小鼠 ２４ ｈ 尿白蛋白水平。 ＨＥ
染色、ＰＡＳ 染色观察肾脏病理损伤程度。 透射电镜观察肾脏

线粒体的形态。 ＰＣＲ 检测小鼠肾脏组织炎症因子白细胞介

素（ＩＬ）⁃１β、ＩＬ⁃６、单核细胞趋化蛋白⁃１（ＭＣＰ⁃１）和肿瘤坏死

因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）的表达。 免疫荧光法检测小鼠肾脏活性氧

（ＲＯＳ）的表达。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肾脏组织铁死亡指标谷

胱甘肽过氧化物酶 ４（ＧＰＸ ４）和长链脂酰辅酶 Ａ 合成酶 ４
（ＡＣＳＬ ４）蛋白表达水平的改变。 对小鼠肾脏组织进行丙二

醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）和 Ｆｅ２ ＋ 含量的测定。 结果 　 与

ＮＣ 组相比，ＳＴＺ 组 ＣＲＥ 和 ＢＵＮ 水平升高（Ｐ ＜ ０. ００１）；与
ＳＴＺ 组相比， ＳＴＺ ＋ ＣＡＲ 组 ＣＲＥ 和 ＢＵＮ 水平降低 （ Ｐ ＜
０. ００１，Ｐ ＜ ０. ０１）。 肾脏组织病理学检查显示，与 ＮＣ 组相
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比，ＳＴＺ 组小鼠肾组织肾小管扩张明显、炎症细胞浸润和糖

原沉积增加；与 ＳＴＺ 组相比，ＳＴＺ ＋ ＣＡＲ 组肾小管扩张、炎症

细胞浸润和糖原沉积减少。 透射电镜检测结果显示 ＳＴＺ 组

小鼠肾脏线粒体肿胀，膜密度增加，线粒体脊减少或缺失，
ＳＴＺ ＋ ＣＡＲ 组和 ＳＴＺ ＋ Ｆｅｒ⁃１ 组肾小管扩张明显改善、炎症细

胞浸润减少。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测结果显示，与 ＮＣ 组相比，
ＳＴＺ 组小鼠肾脏炎症因子（ ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１ 和 ＴＮＦ⁃α 的

ｍＲＮＡ 表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ００１ 或 Ｐ ＜ ０. ０１）；与 ＳＴＺ 组相

比，ＳＴＺ ＋ ＣＡＲ 组 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＭＣＰ⁃１ 和 ＴＮＦ⁃α）的 ｍＲＮＡ 表

达下降（Ｐ ＜ ０. ０１ 或 Ｐ ＜ ０. ０５）。 免疫荧光结果显示，与 ＮＣ
组相比，ＳＴＺ 组小鼠肾脏组织 ＲＯＳ 水平升高（Ｐ ＜ ０. ００１）；与
ＳＴＺ 组相比，ＳＴＺ ＋ ＣＡＲ 组小鼠肾脏组织 ＲＯＳ 水平表达下降

（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与 ＮＣ 组相比，ＳＴＺ 组小鼠肾脏 ＧＰＸ４ 表达与

ＧＳＨ 含量下降（Ｐ ＜ ０. ００１），ＡＣＳＬ４ 蛋白表达、ＭＤＡ 和 Ｆｅ２ ＋

含量增加（Ｐ ＜ ０. ０１ 或 Ｐ ＜ ０. ００１），ＳＴＺ ＋ ＣＡＲ 组 ＧＰＸ４ 表达

与 ＧＳＨ 含量增加（Ｐ ＜ ０. ０１），ＡＣＳＬ４ 蛋白表达、ＭＤＡ 和 Ｆｅ２ ＋

含量下降（Ｐ ＜ ０. ０１ 或 Ｐ ＜ ０. ００１）。 结论 　 ＣＡＲ 能够抑制

ＳＴＺ 诱导的糖尿病小鼠的铁死亡和炎症，改善糖尿病小鼠肾

脏病理损伤。
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　 　 糖尿病肾病是糖尿病常见的微血管并发症，也
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