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·论著·
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【摘要】 目的  观察 3 种神经细胞保护措施对缺氧缺血性脑损伤新生大鼠脑组织凋亡相关因子及其配
体（Fas 和 FasL）基因表达的影响。方法  选择 120 只 7 日龄 Wistar 大鼠，按随机数字表法将大鼠分为神经
干细胞组、促红细胞生成素（EPO）组、ω-3 不饱和脂肪酸组、缺氧缺血性脑损伤模型组，每组 30 只。神经干
细胞组、EPO 组、ω-3 不饱和脂肪酸组于制模后经尾静脉注射 5 mL 神经干细胞、EPO、ω-3 不饱和脂肪酸，
缺氧缺血性脑损伤模型组给予等量生理盐水。给药后 6、12、24、48、72 h 5 个时间点各组处死 6 只大鼠取海
马组织，测定大脑海马组织 Fas/FasL 的基因表达，以及 Toll 样受体 4（TLR4）、核转录因子 -κB（NF-κB）、肿
瘤坏死因子 -α（TNF-α）、白细胞介素（IL-1β、IL-6）的蛋白表达水平和细胞凋亡率。结果  ① mRNA 表
达：3 个实验组给药后 Fas 和 FasL 的 mRNA 表达均较缺氧缺血性脑损伤模型组显著降低，以给药后 24 h 降
低最为显著，且神经干细胞组＜EPO 组＜ω-3 不饱和脂肪酸组＜缺氧缺血性脑损伤模型组〔Fas mRNA 表达 

（2-ΔΔCt）：140.5±2.9、156.4±2.5、165.2±2.7 比 173.7±2.8，FasL mRNA 表达（2-ΔΔCt）：143.1±4.3、154.6±1.5、
160.7±1.4 比 174.7±2.8〕，各组间比较差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。② 蛋白表达：3 个实验组给药
后海马组织 TLR4、NF-κB、TNF-α、IL-1β、IL-6 的蛋白表达水平均较缺氧缺血性脑损伤模型组显著降
低（TLR4/GAPDH：0.7±0.2、0.6±0.1、0.2±0.1 比 1.4±0.1；NF-κB/GAPDH：6.7±0.4、5.3±0.1、1.1±0.2 比
11.2±0.3；TNF-α/GAPDH：14.3±1.4、11.2±1.2、3.2±2.1 比 23.2±0.5；IL-1β/GAPDH：9.4±0.2、7.4±0.3、
2.2±0.3 比 13.4±0.1；IL-6/GAPDH：36.2±4.4、39.3±1.5、26.2±2.1 比 51.4±1.4，均 P＜0.05），神经干细胞组
上述指标的蛋白表达水平＜EPO 组＜ω-3 不饱和脂肪酸组＜缺氧缺血性脑损伤模型组。③ 细胞凋亡率：ω-3
不饱和脂肪酸组、EPO 组、神经干细胞组给药后海马组织细胞凋亡率均明显低于缺氧缺血性脑损伤模型组

〔（3.7±0.3）%、（3.4±0.2）%、（2.5±0.1）% 比（5.5±0.4）%，均 P＜0.05〕。结论  缺氧缺血性脑损伤新生大鼠脑
组织 Fas 和 FasL mRNA 呈高表达；而给予神经干细胞、EPO 及 ω-3 不饱和脂肪酸处理均能减少脑组织 Fas 和
FasL 的 mRNA 表达。
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【Abstract】 Objective  To observe  the effects of 3 neuroprotective measures on  the expressions of apoptosis-
related  factors  and  their  ligands  (Fas  and  FasL)  in  brain  tissue  of  neonatal  rats  with  hypoxic  ischemic  brain  injury.   
Methods  One hundred and twenty Wistar rats 7 days old were selected as experimental subjects, the rats were divided 
into  four  groups:  neural  stem  cell,  erythropoietin  (EPO),  ω-3  unsaturated  fatty  acid  treatment  groups  and  hypoxic 
ischemic brain damage model group according to random number table method, with 30 rats in each group. Neural stem 
cell group, EPO group and ω-3 unsaturated fatty acid group were respectively injected with neural stem cells, EPO and 
ω-3 unsaturated fatty acid, each 5 mL via tail vein after modeling; the hypoxic ischemic brain damage model group was 
given equal volume of normal saline. At 6, 12, 24, 48 and 72 hours after administration of drug, 6 rats were sacrificed 
in each group, brain  tissue was  taken,  the mRNA expression  levels of Fas/FasL, protein expression  levels of Toll-like 
receptor 4  (TLR4), nuclear  transcription  factor-κB (NF-κB),  tumor necrosis  factor-α (TNF-α),  interleukin  (IL-1β, 
IL-6)  and  cell  apoptotic  rate  in  hippocampus  tissue  were  measured.  Results  ①  mRNA  expressions:  the  mRNA 
expressions of Fas and FasL of  the 3 experimental groups were significantly  lower  than  those of  the hypoxic  ischemic 
brain damage model group, the degrees of descent after administration for 24 hours were the most significant, neural stem 
cell  treatment  group < EPO  treatment  group < ω-3 unsaturated  fatty  acid  treatment  group < hypoxic  ischemic brain 
damage model group [Fas mRNA expression (2-ΔΔCt): 140.5±2.9, 156.4±2.5, 165.2±2.7 vs. 173.7±2.8, FasL mRNA 
expression  (2-ΔΔCt):  143.1±4.3,  154.6±1.5,  160.7±1.4  vs.  174.7±2.8],  the differences were  statistically  significant  
(all  P  <  0.05).  ②  Protein  expressions:  the  protein  expressions  of  TLR4,  NF-κB,  TNF-α,  IL-1β,  IL-6  of  the  
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3  experimental  groups  were  significantly  lower  than  those  of  the  hypoxic  ischemic  brain  damage  model  group  
(TLR4/GAPDH:  0.7±0.2,  0.6±0.1,  0.2±0.1  vs.  1.4±0.1;  NF-κB/GAPDH:  6.7±0.4,  5.3±0.1,  1.1±0.2  vs. 
11.2±0.3;  TNF-α/GAPDH:  14.3±1.4,  11.2±1.2,  3.2±2.1  vs.  23.2±0.5;  IL-1β/GAPDH:  9.4±0.2,  7.4±0.3, 
2.2±0.3  vs.  13.4±0.1;  IL-6/GAPDH:  36.2±4.4,  39.3±1.5,  26.2±2.1  vs.  51.4±1.4,  all  P  <  0.05),  the  protein 
expression  levels  of  above  indexes  in  neural  stem  cell  treatment  group  <  those  of  EPO  treatment  group  <  those  of  
ω-3 unsaturated fatty acid treatment group < those of hypoxic ischemic brain damage model group. ③ Apoptotic rates: 
after  drug  administration,  the  apoptotic  rates  of  the ω-3  unsaturated  fatty  acid  group,  EPO  treatment  group,  neural 
stem cell  treatment  group were  obviously  lower  than  the  rate  of model  group  [(3.7±0.3)%,  (3.4±0.2)%,  (2.5±0.1)% 
vs.  (5.5±0.4)%, all P < 0.05].  Conclusion  The mRNA expressions of Fas/FasL  in  the brain of neonatal  rats with  
hypoxic-ischemic brain damage are high, and the treatment with each of the following agents; neural stem cells, EPO and 
ω-3 unsaturated fatty acid can reduce the mRNA expressions of Fas/FasL in such rats' brain tissues.
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damage;  Neonatal rats;  Brain tissue apoptosis-related factors and their ligands (Fas/FasL)
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  新生儿缺氧缺血性脑损伤作为儿科常见疾病，

具有较高的致残率及致死率，是造成新生儿死亡的

主要原因之一［1］。目前，临床上针对新生儿缺氧缺

血性脑损伤尚无特效疗法，治愈率较低。研究显示，

新生儿缺氧缺血性脑损伤的病理、生理过程多表现

为脑缺氧、缺血后出现早期脑神经元坏死以及细胞

凋亡导致的迟发性脑神经元死亡，故急需寻找安全、

有效的治疗方法，以期减轻患儿脑损伤程度，挽救患

儿生命［2-3］。研究表明，神经干细胞是目前治疗神

经系统损伤、变性等疾病最有前景的细胞，具有拮

抗神经炎症反应及神经元凋亡的作用［4］。而研究

证实在脑组织神经元、星形胶质细胞内有促红细胞

生成素（EPO）及其受体（EPOR）表达，能发挥营养

和保护神经的作用［4］。ω-3 不饱和脂肪酸为新型

免疫营养制剂，具有较强免疫调节和抗炎作用［5］。

因此，本研究通过观察神经干细胞、EPO 及 ω-3 不

饱和脂肪酸对缺氧缺血性脑损伤新生大鼠脑组织

凋亡相关因子及其配体（Fas/FasL）表达水平的的影

响，探讨 3 种措施的神经保护机制，为临床治疗新生

儿缺氧缺血性脑损伤提供新的思路。

1 材料与方法

1.1  实验动物分组：选择 120 只 7 日龄 Wistar 大

鼠，雌雄不限，体质量 12～18 g，实验动物合格证号：

SCXK（陕）2018-001。按随机数字表法将大鼠分为

神经干细胞组、EPO 组、ω-3 不饱和脂肪酸组、缺

氧缺血性脑损伤模型组，每组 30 只。

1.2  模型复制：通过阻断新生大鼠左侧颈动脉、在

低氧环境下放置 2 h 的方法复制缺氧缺血性脑损伤

大鼠模型［6］，观察其行为改变判断制模是否成功。

  本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3  胎鼠脑神经干细胞的培养方法：取 0～1 d 新

生 SD 大鼠中脑，剥离脑膜和血管，机械吹打制成单

细胞悬液，按细胞密度 5×105 个 /mL 接种在 25 mL

培养瓶内，培养液为添加 2% 人类白细胞抗原 -B27

（HLA-B27）、20 μg/L 重组碱性成纤维细胞生长因子

（bFGF）的 DMEM/F12 培养基。每 4 d 进行 1 次半

量换液；每隔 7～8 d 进行 1 次传代。经充分诱导分

化，细胞具有分化、增殖能力后用于实验。

1.4  给药方法：神经干细胞组经尾静脉将培养

好的神经干细胞注入大鼠体内；EPO 组经尾静脉

将 5 mL EPO 溶于磷酸盐缓冲液（PBS）中注入大

鼠体内；ω-3 不饱和脂肪酸组经尾静脉给予 5 mL  

ω-3 不饱和脂肪酸；缺氧缺血性损伤模型组经尾静

脉给予 3 mL 生理盐水。

1.5  观察指标：4 组分别于给药后 6、12、24、48、 

72 h 各处死 6 只大鼠取材进行后续实验。

1.5.1  各组大鼠大脑海马组织 Fas/FasL mRNA 表

达测定：取大鼠大脑海马组织加入离心管中离心后，

置于聚合酶链反应（PCR）仪上进行扩增。以 cDNA

设定为模板，稀释引物浓度为 500 nmol/L，引物终浓

度在总反应体系中为 200 nmol/L。在瑞士罗氏公司

LightCycler480 实时定量 PCR 反应仪中放置 384 孔

板，通过溶解曲线判断 PCR 产物的纯度，采用 2-ΔΔCt

法计算海马组织 Fas/FasL 的 mRNA 表达量。

1.5.2  各组大鼠大脑海马组织Toll样受体4（TLR4）、 

核 转 录 因 子-κB（NF-κB）、肿 瘤 坏 死 因 子-α

（TNF-α）、白细胞介素（IL-1β、IL-6）蛋白表达测

定：取大鼠大脑海马组织蛋白标本，置于 500 μL 抗

氧化剂 + 50 mL 绝对甲醇 + 25 mL 20 倍的 NuPage

转膜缓冲液中浸泡 15 min，分别将膜和胶朝向正、

负极方向，以硝酸纤维膜取出时间为完成转膜，扫描

后剪下正确的条带；在膜的蛋白表面均匀涂抹，充

分反应 3～5 min 后显影保存。用 Multi Gauge V2.3

软件对结果进行分析，以目的蛋白与 3- 磷酸甘油醛



·  13  ·中国中西医结合急救杂志  2019 年 1 月第 26 卷第 1 期  Chin J TCM WM Crit Care，January   2019，Vol.26，No.1

脱氢酶（GAPDH）吸光度（A）值比值表示目的蛋白

的相对表达量。

1.5.3  免疫组化法检测各组大鼠海马组织细胞凋亡

情况：取大鼠大脑海马组织，用磷酸盐缓冲液（PBS）

清洗 2 次，4% 多聚甲醛水溶液固定 10 min，透化处

理后保存；室温下在封闭液中放置 15 min，加入一

抗 37 ℃下孵育 45 min 或 4 ℃孵育过夜，用 PBS 清

洗 3 次，每次 5 min；加入二抗 37 ℃下孵育 45 min，

用 PBS 清洗 3 次，然后用三蒸水清洗 1 次。在荧光

显微镜下观察各组海马组织细胞凋亡情况。

1.5.4  大鼠脑组织病理学观察：取大鼠脑组织行苏

木素染色数分钟，酸水及氨水中分色，流水冲洗 1 h

后入蒸馏水，加入 70% 和 90% 乙醇脱水各 10 min，

再置入乙醇伊红染色液中 2～3 min，染色后的切片

经纯乙醇脱水，二甲苯透明，于光镜下观察各组大鼠

脑组织病理学改变。

1.6  统计学分析：使用 SPSS 22.0 统计软件分析数

据，正态分布计量数据以均数 ± 标准差（x±s）表

示，采用 t 检验；P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1  各组大鼠大脑海马组织 Fas、FasL 的 mRNA

表达情况比较（表 1）：ω-3 不饱和脂肪酸组、EPO

组、神经干细胞组大鼠脑组织 Fas、FasL 的基因表

表 1 各组大鼠不同时间点大脑海马组织 Fas、FasL 的 mRNA 表达水平比较（x±s）

组别
动物数
（只）

Fas mRNA 表达（2-ΔΔCt）

术后 6 h 术后 12 h 术后 24 h 术后 48 h 术后 72 h

缺氧缺血性脑损伤模型组 30 173.9±2.5 173.6±2.8 173.7±2.8 173.5±2.6 174.3±2.4
ω-3 不饱和脂肪酸组 30 169.8±2.2 a 167.9±2.3 a 165.2±2.7 a 167.4±2.7 a 168.3±2.7 a

EPO 组 30 165.7±2.5 ab 163.1±2.2 ab 156.4±2.5 ab 162.3±2.5 ab 164.2±2.8 ab

神经干细胞组 30 160.3±2.9 abc 154.3±2.8 abc 140.5±2.9 abc 156.4±2.4 abc 161.7±2.7 abc

F 值 74.337 103.663 84.421 100.973 79.171
P 值   0.017     0.001   0.000     0.003   0.000

组别
动物数
（只）

FasL mRNA 表达（2-ΔΔCt）

术后 6 h 术后 12 h 术后 24 h 术后 48 h 术后 72 h

缺氧缺血性脑损伤模型组 30 174.8±2.9 173.7±2.8 174.7±2.8 173.5±2.6 174.3±2.4
ω-3 不饱和脂肪酸组 30 168.9±2.4 a 167.6±1.5 a 160.7±1.4 a 166.8±2.3 a 167.2±3.0 a

EPO 组 30 165.7±2.3 ab 164.9±1.2 ab 154.6±1.5 ab 163.7±2.6 ab 164.5±2.8 ab

神经干细胞组 30 160.4±2.1 abc 152.5±3.4 abc 143.1±4.3 abc 152.8±4.3 abc 157.6±2.9 abc

F 值 86.266 48.762 101.281 79.004 91.277
P 值   0.001   0.026     0.015   0.002   0.014

注：与缺氧缺血性损伤模型组比较，aP＜0.05；与 ω-3 不饱和脂肪酸组比较，bP＜0.05；与 EPO 组比较，cP＜0.05

图 1 各组大鼠大脑海马组织 TLR4、NF-κB、TNF-α、 
IL-1β、IL-6 的蛋白表达水平比较

表 2 各组大鼠大脑海马组织 TLR4、NF-κB、TNF-α、IL-1β、IL-6 的蛋白表达水平比较（x±s）
组别 动物数（只） TLR4/GAPDH NF-κB/GAPDH TNF-α/GAPDH IL-1β/GAPDH IL-6/GAPDH

缺氧缺血性脑损伤模型组 30 1.4±0.1 11.2±0.3 23.2±0.5 13.4±0.1 51.4±1.4
ω-3 不饱和脂肪酸组 30 0.7±0.2 a 6.7±0.4 a 14.3±1.4 a 9.4±0.2 a 36.2±4.4 a

EPO 组 30 0.6±0.1 a 5.3±0.1 a 11.2±1.2 a 7.4±0.3 a 39.3±1.5 a

神经干细胞组 30 0.2±0.1 a 1.1±0.2 a 3.2±2.1 a 2.2±0.3 a 26.2±2.1 a

注：与缺氧缺血性脑损伤模型组比较，aP＜0.05

达水平均明显低于缺氧缺血性脑损伤模型组，且神

经干细胞组的表达水平最低，差异均有统计学意义 

（均 P＜0.05）。

2.2  各 组 大 鼠 大 脑 海 马 组 织 TLR4、NF-κB、
TNF-α、IL-1β、IL-6 蛋白表达比较（图 1；表 2）： 

ω-3 不饱和脂肪酸组、EPO 组、神经干细胞组

TLR-4、NF-κB、TNF-α、IL-1β、IL-6 的蛋白表达

水平均明显低于模型组，且以神经干细胞治疗组的

降低程度更显著（均 P＜0.05）。
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注：A 为缺氧缺血性脑损伤模型组；B 为 ω-3 不饱和脂肪酸组； 
C 为 EPO 组；D 为神经干细胞组

图 2 免疫组化法检测各组大鼠大脑海马组织细胞凋亡情况
（免疫组化染色　高倍放大）

2.3  各组大鼠大脑海马组织细胞凋亡情况比较 

（图 2）：ω-3 不饱和脂肪酸组、EPO 组、神经干

细胞组细胞凋亡率低于缺氧缺血性脑损伤模 

型组〔（3.7±0.3）%、（3.4±0.2）%、（2.5±0.1）% 比 

（5.5±0.4）%，均 P＜0.05〕。免疫荧光染色显示，新

生大鼠大脑海马组织凋亡细胞细胞核固缩碎裂，呈

黑色，胞质荧光亮点、坏死细胞核增多，且随着细胞

凋亡率的升高，荧光亮点越多。缺氧缺血性脑损伤

模型组脑组织皮质部位细胞核可见少量 FasL 阳性

细胞，神经干细胞组、EPO 组、ω-3 不饱和脂肪酸

组脑组织皮质部位 FasL 阳性细胞表达量依次增多。

细胞及胶质细胞受损，将增加受损部位通透性，在多

种黏附分子作用下，神经干细胞能透过血 - 脑脊液

屏障，不断聚集于损伤部位，对神经细胞进行修复，

起到神经保护作用［13］。研究表明，神经干细胞能释

放多种营养因子，对损伤细胞修复具有促进作用；

且神经干细胞能使神经突触间联系增强，进而建立

新神经环路，在神经发育、修复受损神经元中起到

重要作用［14］。

  EPO 为人体内源性糖蛋白激素，可刺激红细胞

生成，是临床治疗贫血的常用药物。FasL 分别属

于 TNF 及 TNF 受体（TNFR）家族，能与 Fas 和 FasL

抗体相互结合，之后向 Fas 蛋白传递死亡信号从而

激活其所在细胞的凋亡程序，还能将死亡信号向其

他细胞传递，从而更快地引起周围更多细胞的凋 

亡［15］。近年来，随着临床医学研究的深入发现，各

种脑细胞内均存在 EPO 及其受体表达，是一种新型

神经保护因子，对脑组织损伤有保护作用。据报道，

EPO 的神经保护机制可能为： ① 促血管再生作用：

当脑组织出现缺氧时，脑血管内皮细胞、神经元均

产生 EPOR 表达，当 EPO 和血管内皮细胞内 EPOR

结合后，能使 Janus 蛋白激酶 -2（JAK-2）、信号转导

和转录激活因子 5（STAT5）信号途径活化，加快内

皮细胞蛋白激酶的合成，使细胞迁移能力增强，进而

促进细胞的增殖、活化［16］；同时，与血管内皮生长

因子协同作用，对血管再生具有促进作用，改善组织

氧供，进而产生神经保护作用。② 抗神经元凋亡作

用：机体内神经元凋亡是一个主动过程，是神经元

细胞在细胞内外相关死亡信号作用下，经特定性基

因操纵及调控的相关细胞自杀行为，需新蛋白质及

RNA 合成，故认为 EPO 能抑制脑损伤下神经元凋

亡［17］。③ 抗炎作用：炎症反应参与了脑损伤的发

生发展过程，而 EPO 能降低炎症因子表达，减轻炎

症反应，发挥抗炎作用［18］。

  ω-3 不饱和脂肪酸是一种人体必需脂肪酸，

是构成脑、视网膜的重要成分，在大脑细胞分裂、

增殖、突触生长、发育过程中发挥着重要作用，为

大脑形成、智力发育必不可少的物质。研究表明， 

ω-3 不饱和脂肪酸能对环氧酶、脱氧核酶产生抑制

作用，减少炎症介质释放，从而减轻炎症反应，降低

黏附分子表达，促使抗炎介质合成增加［19］；同时，

ω-3 不饱和脂肪酸能对细胞膜的流动性及膜上有

关信号分子、酶、受体相关功能产生影响，减轻炎症

反应，保护脑组织［20］。本研究结果显示，神经干细

胞组、EPO 组、ω-3 不饱和脂肪酸组大鼠大脑海马

3 讨 论

  围生期窒息可导致新生儿缺氧缺血性脑损伤，

严重危害新生儿的生命安全，也是造成儿童神经系

统损伤的主要原因之一［7］。因脑缺氧缺血后可引

发早期脑神经元坏死、细胞凋亡，诱发迟发性神经

元死亡，加上细胞凋亡存在不可逆性，故逐渐引起临

床重视［8］。研究表明，缺氧缺血性脑损伤具有较高

的致残率及致死率，但临床尚无有效治疗手段，治愈

率极低，因此，急需探索一种抑制细胞凋亡、减轻脑

损伤程度的新治疗靶点或方法［9-10］。

  神经干细胞是目前治疗神经系统疾病最有前景

的细胞，具有自我更新，分化为神经元、星形胶质细

胞、少突胶质细胞的潜能［11］。研究表明，患病部位

相关组织受损后将产生各种趋化因子，对神经干细

胞产生趋化、聚集至损伤部位的作用，且在局部微

环境作用下分化形成不同功能的细胞，对损伤神经

细胞进行修复［12］。同时，缺氧缺血造成的血管内皮
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组织 Fas、FasL 基因表达均显著低于对照组，且神经

干细胞组表达最低；提示神经干细胞组、EPO 组、

ω-3 不饱和脂肪酸均能减少或抑制脑组织内 Fas、

FasL 表达，产生保护神经作用，特别是神经干细胞

的作用最为显著。

  综上所述，缺氧缺血性脑损伤新生大鼠大脑组

织 Fas/FasL 呈高表达，神经干细胞、EPO 及 ω-3 不

饱和脂肪酸干预治疗后均能使 Fas/FasL 表达减少，

从而对缺氧缺血性脑损伤新生大鼠产生神经保护作

用，其中神经干细胞的保护作用最显著。因神经干

细胞具有体外获得简便、增殖能力强、安全性高等

优势，将成为治疗缺氧缺血性脑损伤的一个新途径，

在医学等领域具有广阔的应用前景。
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