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摘要：目的　研究三磷酸腺苷二钠氯化镁对宫内窘迫胎鼠脑组织自由基的影响和病理组织学变化，探讨三磷酸腺苷二钠氯化
镁对宫内窘迫胎鼠脑组织的保护作用。方法　成年雌性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠１５只，孕鼠随机分为 Ｓｈａｍ组、Ｉ／Ｒ组和Ｔ／Ｍ组
三组，每组各５只。于妊娠第１９天以３．５％水合氯醛腹腔注射麻醉，通过无损伤动脉钳钳夹双侧子宫、卵巢血管２０ｍｉｎ建立
缺血缺氧宫内窘迫模型。Ｔ／Ｍ组缺血前３０ｍｉｎ，４５ｍｇ·ｋｇ－１三磷酸腺苷二钠氯化镁腹腔注射，Ｓｈａｍ组和 Ｉ／Ｒ组于相同时间
给予同等体积的０．９％氯化钠注射液。Ｓｈａｍ组只进行开关腹手术，不钳夹子宫卵巢动脉。各组孕鼠缺氧２０ｍｉｎ后拆除动脉
夹以恢复血供，并逐层关腹。各组均于手术后２４ｈ取标本。计算胎鼠死亡率。每组随机抽取１０只胎鼠取脑组织制备标本，
检测组织丙二醛水平；行ＨＥ染色高倍镜下观察胎鼠脑组织病理改变。结果　胎鼠死亡率：Ｉ／Ｒ组胎鼠死亡率明显高于 Ｓｈａｍ
组（Ｐ＜０．０５）；Ｔ／Ｍ治疗组胎鼠死亡率较Ｉ／Ｒ组显著降低（Ｐ＜０．０５）。ＭＤＡ含量：与Ｓｈａｍ组比较，Ｉ／Ｒ组胎鼠脑组织ＭＤＡ含
量显著增高（Ｐ＜０．０５），但Ｔ／Ｍ组胎鼠脑组织ＭＤＡ活性显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　三磷酸腺苷二钠氯化镁能够减轻对宫
内窘迫胎鼠脑组织细胞损伤，对缺血缺氧脑细胞有保护作用。

关键词：三磷酸腺苷二钠氯化镁；胎鼠；缺血缺氧性脑损伤；宫内窘迫；丙二醛
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　　新生儿缺氧缺血性脑病是一个新生儿死亡最
常见的原因，一些幸存者可能会遗留严重的长期的

神经性残疾，包括脑瘫和神经发育延迟。新生儿脑

缺氧损伤的严重程度与受多个保护性或有害因素

的相互作用结果密切相关。但导致这些调控因素

的原理机制还不完全明白。动物实验及临床研究

已证实，缺氧缺血可造成神经元死亡。对缺血缺氧

的干预，可减少缺氧缺血后的脑损伤。围产期的缺

血缺氧对新生儿脑损伤的预后有至关重要的影

响［１］。但治疗胎儿缺氧导致的新生儿大脑缺氧缺

血性脑病仍然遥遥无期。本研究的目的是制备宫

内窘迫胎鼠模型调查三磷酸腺苷二钠氯化镁对缺

血缺氧性脑损伤脑细胞的影响。

１　材料与方法
１．１　动物模型的分组和建立　取同批成年雌性
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠１５只，孕鼠随机分为缺血缺氧
再灌注组（Ｉ／Ｒ组）和假手术（Ｓｈａｍ组）、三磷酸腺
苷二钠氯化镁治疗组（Ｔ／Ｍ组）三组，每组各５只。
于妊娠第１９天以３．５％水合氯醛（１ｍＬ／１００ｇ）腹
腔注射麻醉，通过无损伤动脉钳钳夹双侧子宫、卵

巢血管２０ｍｉｎ建立缺血缺氧宫内窘迫模型。Ｔ／Ｍ
组缺血前３０ｍｉｎ，４５ｍｇ·ｋｇ－１三磷酸腺苷二钠氯化
镁腹腔注射，Ｓｈａｍ组和Ｉ／Ｒ组于相同时间给予同等
体积的０．９％氯化钠注射液。Ｓｈａｍ组只进行开关
腹手术，不钳夹子宫卵巢动脉。各组孕鼠缺氧 ２０
ｍｉｎ后拆除动脉夹以恢复血供，并逐层关腹。各组
均于手术后２４ｈ取标本。
１．２　方法　各组均于关腹后２４ｈ剖宫取胎，先确
定胎鼠是否存活，点清死胎数，在每组存活胎鼠中

随机抽取１０只断头取脑，剥离头皮，沿前囟剪开颅
骨，取全脑标本。于视交叉起始向尾侧，冠状切面

厚２ｍｍ，标本置于４％多聚甲醛浸泡２４ｈ经乙醇脱
水后用石蜡浸泡并制成蜡块。据大鼠脑立体定位

图谱，取丘脑中１／３平面，水平冠状切片厚５μｍ，制
成石蜡切片。

１．３　指标检测　于术后２４ｈ以３．５％水合氯醛对
孕鼠行腹腔麻醉，开腹并暴露双侧子宫，观察宫腔

内的活胎数，剖出胎鼠并观察存活新生鼠皮肤颜

色、四肢运动等情况。计算胎鼠死亡率。取胎鼠，

断头处死，取出完整胎脑，于 ４％多聚甲醛固定
４８ｈ，经脱水透明后石蜡包埋切片，备用。

取胎鼠脑组织，滤纸拭干，称质量后，加入４℃
的ＨＥＰＥＳ缓冲液中，其体积是脑组织块质量的 ９
倍，用玻璃匀浆器制成匀浆，匀浆液以 ３０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，分装于－７０℃冰箱中保存备用。
按试剂盒说明书，利用分光光度计检测胎鼠脑组织

的丙二醛（ＭＤＡ）水平。ＭＤＡ试剂盒，购于南京建
成科技有限公司。

固定后的组织分置于 ４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛中
４℃后固定，常规脱水，石蜡包埋后切片，脱蜡，行
ＨＥ染色，光学显微镜下观察各组织形态学改变。
１．４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行
数据分析。计量资料以ｘ±ｓ表示，多组间比较为单
因素方差分析 ＋ＬＳＤｔ检验。计数资料以例数及率
表示，比较采用整体 ＋分割 χ２检验。以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　各组胎鼠死亡率　Ｉ／Ｒ组胎鼠死亡率
２３．３１％，明显高于 Ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０５），Ｔ／Ｍ组胎
鼠死亡率１５％，较 Ｉ／Ｒ组显著降低（Ｐ＜０．０５）。见
表１。

表１　各组胎鼠死亡率

组别 胎鼠只数 死亡只数 死亡率／％

Ｓｈａｍ组 ５７ ０ ０

Ｉ／Ｒ组 ６１ １３ ２３．３１ａ

Ｔ／Ｍ组 ６０ ９ １５．００ａｂ

χ２值 １２．９３８

Ｐ值 ０．００２

　　注：两两比较为分割χ２检验，ａ、ｂ分别为与Ｓｈａｍ、Ｉ／Ｒ组比，Ｐ＜

０．０５。

２．２　胎鼠脑组织ＭＤＡ表达　与Ｓｈａｍ组比较，Ｉ／Ｒ
组胎鼠脑组织 ＭＤＡ含量显著增高（Ｐ＜０．０５），但
Ｔ／Ｍ组胎鼠脑组织ＭＤＡ活性显著降低（Ｐ＜０．０５）。
见表２。
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表２　各组胎鼠心组织中ＭＤＡ的变化

组别 胎鼠只数 ＭＤＡ／（ｎｍｏｌ／ｍｇ．ｐｒ，ｘ±ｓ）

Ｓｈａｍ组 １０ １．５４±０．４７

Ｉ／Ｒ组 １０ ４．９６±０．８３ａ

Ｔ／Ｍ组 １０ ２．８５±０．６２ａｂ

方差分析

　Ｆ值 ６７．１０２

　Ｐ值 ０．０００

　　注：两两比较为 ＬＳＤｔ检验，ａ、ｂ分别为与 Ｓｈａｍ、Ｉ／Ｒ组比，Ｐ＜

０．０５。

２．３　脑组织 ＨＥ染色病理学变化　光镜下 Ｓｈａｍ
组细胞层次清晰，脑细胞完整，细胞形态正常，未见

明显损伤性改变（见图１）。Ｔ／Ｍ组细胞排列紊乱，
组织疏松水肿，神经细胞及胶质细胞变性（见图２）。
Ｉ／Ｒ组可见细胞结构层次紊乱加重，细胞水肿组织
疏松水肿更加严重，细胞皱缩，核浓缩，胞质内核碎

片，尚可见单个圆形凋亡小体，还有部分坏死病灶，

周围可见炎性细胞浸润（见图３）。

图１　Ｓｈａｍ组病理图（ＨＥ×１０）

图２　Ｔ／Ｍ组病理图（ＨＥ×１０）

图３　Ｉ／Ｒ组病理图（ＨＥ×１０）

３　讨论
妊娠期缺氧是影响胎儿发育和增加新生儿发

病风险的常见原因。围产期新生儿脑损伤是缺氧

缺血性脑病最常见的原因［２］。缺氧缺血性损伤影

响胎儿或新生儿的中枢神经系统发育［３］。虽说缺

氧缺血性脑病的发病机制尚不明确，但近年来的研

究表明，不良宫内环境可能造成脑发育异常［４］。缺

氧是宫内创伤中一种常见形式，和胎儿在经历长时

间各种可能缺氧的条件密切相关，包括在高海拔地

区怀孕、妊娠合并贫血、胎盘功能不全、脊髓压迫、

先兆子痫、合并心脏、肺和肾脏疾病、或血红蛋白病

等。研究表明，胎儿缺氧影响新生儿正常的大脑发

育和导致各种的神经功能缺损［５］。

新生儿缺血缺氧性脑病的发病机制复杂，一般

认为，脑能量代谢障碍、氧自由基损害、钙离子失衡

及兴奋性氨基酸毒性作用是引起缺血细胞死亡的

关键环节。三磷酸胞苷二钠是一类腺苷酸药物，对

神经细胞内的核酸、磷脂及蛋白质等成分的合成及

代谢有促进作用，能调节神经细胞的生物膜合成，

使神经细胞的抗损伤能力增强，还可营养神经细

胞，使神经细胞的凋亡速度得以延缓［６］。镁，称为

“高能离子”是细胞内第二个最丰富的阳离子，超过

３００种酶的辅因子，其中一些催化氧化磷酸化，激活
能量储存和代谢 ＡＴＰ。此外，镁离子参与细胞膜的
调节渗透性和动脉压。可能因细胞内 ＡＴＰ和 ＡＤＰ
存在镁复合物和ＡＴＰ酶需要镁作为辅因子，氯化镁
能增强三磷酸腺苷的作用。

各种不利的循环条件下如低血容量休克、局部

缺血和败血症等各种损伤中，给予外源性的三磷酸

腺苷二钠氯化镁能够改善亚细胞、细胞或器官的功

能，纠正或改善动物休克后的生存率［７］。三磷酸腺

苷二钠氯化镁能够提高第二信使ｃＡＭＰ和ＩＰ３的基
础水平，在出血性休克时降低其在膜信号传导过程

中的损伤。因此，发生失血性休克时经三磷酸腺苷

二钠氯化镁处理对细胞膜功能的有有利影响［８］。

在缺血缺氧的状态下，心血管系统会改变心率，心

输出量重新分配，以保护有限的能源资源，保持大

脑足够的能量供给［９］。且三磷酸腺苷二钠氯化镁

对脊髓损伤有保护作用［１０］。镁离子还可促进氧与

产妇和胎儿血红蛋白的结合，提高子宫胎盘的血流

速度，从而提高产妇与胎儿之间的物质交换，提高

胎盘的功能［１１］。ＡＴＰ对缺血缺氧损伤的保护作用
机制是三磷酸腺苷二钠氯化镁可以直接提供对细
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胞内钠离子的能量或能量底物钾ＡＴＰ酶以及钙
ＡＴＰ酶保留在细胞外和细胞内的离子平衡，减轻细
胞内酸中毒和细胞肿胀。此外，三磷酸腺苷氯化镁

也对微循环的改善效果，修复膜的电压，恢复正常

膜的渗透性和细胞功能的改进［１２］。氯化镁的二价

阳离子抑制ＡＴＰ的螯合作用，并且抑制ＡＴＰ的脱氨
基作用和去磷酸化，从而维持组织的高 ＡＴＰ水平。
围产期脑损伤后细胞凋亡较显著。由于三磷酸腺

苷二钠氯化镁的神经保护作用，可以降低新生儿缺

氧缺血脑病的风险。

本实验中 Ｉ／Ｒ组胎鼠死亡率明显高于 Ｓｈａｍ
组，Ｔ／Ｍ组胎鼠死亡率较缺血缺氧组显著降低，从
而证实三磷酸腺苷二钠氯化镁可以降低宫内窘迫

胎鼠死亡率，提高存活率。本研究病理组织学结果

提示，光镜下 Ｓｈａｍ组细胞层次清晰，脑细胞完整，
细胞形态正常，未见明显损伤性改变。无水肿，无

核浓缩，无核碎片，凋亡小体少见，并且未见坏死

灶。Ｉ／Ｒ组可见细胞水肿，细胞皱缩，核浓缩，胞质
内核碎片，尚可见单个圆形凋亡小体，还有部分坏

死病灶，周围可见炎性细胞浸润；Ｔ／Ｍ组上述现象
明显减少、减轻。提示三磷酸腺苷二钠氯化镁在减

轻宫内窘迫胎鼠脑组织损伤方面有明显的保护

作用。

三磷酸腺苷二钠氯化镁降低缺血再灌注过氧

化产物，从而减弱线粒体的脂质过氧化作用，达到

清除氧自由基的功能［９］。而组织中 ＭＤＡ水平可用
于测定组织中的氧化应激状态，是反映自由基损伤

程度的重要指标［１３］。本组实验的结果提示，与

Ｓｈａｍ组比较，Ｉ／Ｒ组胎鼠脑组织 ＭＤＡ含量显著增
高，但Ｔ／Ｍ组胎鼠脑组织ＭＤＡ活性显著降低，提示
三磷酸腺苷二钠氯化镁能够减少 ＭＤＡ生成，从而
减轻组织的脂质过氧化损伤，减轻宫内窘迫胎鼠脑

损伤方面有明显的保护作用。此理论提示三磷酸

腺苷二钠氯化镁可以是治疗新生儿缺氧缺血性脑

病的选择。这种疗法应进行确认的临床疗效研究

论证。
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ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｙｉｎｄｕｃｅｄｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｔｒａｕｍａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌ

ａｎｄＡｎａｌｙｔｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２１１２，３（３）：４４２４４７．

［１１］顾培君．硝苯地平联合硫酸镁对妊娠期高血压疾病母婴的影

响研究［Ｊ］．安徽医药，２０１６，２０（１２）：２３４７２３５０．

［１２］ＺＷＡＮＥＮＢＵＲＧＡ，ＪＥＬＬＥＭＡＲＫ，ＪＥＮＮＥＫＥＮＳＷ，ｅｔａｌ．Ｈｅａｒｔ

ｒａｔｅｍｅｄｉａｔｅｄｂｌｏｏｄｐｒｅｓｓｕｒｅｃｏｎｔｒｏｌｉｎｐｒｅｔｅｒｍｆｅｔａｌｓｈｅｅｐｕｎｄｅｒ

ｎｏｒｍａｌａｎｄｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＰｅｄｉａｔｒＲｅｓ，２０１３，７３

（４Ｐｔ１）：４２０４２６．

［１３］ＫＵＮＬＥＡＬＡＢＩＯＴ，ＡＫＩＮＤＥＬＥＯＯ，ＲＡＪＩＹ，ｅｔａｌ．Ｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃ

ｔｉｖｅａｎｄｒｅｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣｏｃｏｓｎｕｃｉｆｅｒａｗａｔｅｒｉｎｏｆｆｓｐｒｉｎｇ

ｏｆｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔｆｅｄｗｉｓｔａｒｒａｔｄａｍｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｏａｓｔａｌＬｉｆｅ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１６，８（４）：６３４６３８．

（收稿日期：２０１７０５１９）

·０１６· 安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１８Ａｐｒ，２２（４）


