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Ｔｏｌｌ样受体４抑制剂对新生大鼠缺氧缺血后脑海马神经元及树突棘的影响
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　　［摘要］　目的　探讨Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）抑制剂预处理对新生大鼠缺氧缺血
（Ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉａ，ＨＩ）后远期海马神经元及树突棘的影响。方法　生后７ｄ（Ｐｏｓｔｎａｔａｌｄａｙ７，Ｐ７）新生
大鼠共７５只，随机分成对照组、缺氧缺血组（ＨＩ组）及缺氧缺血＋ＴＬＲ４特异性抑制剂ＴＡＫ２４２组（ＴＡＫ
２４２组）。采用Ｒｉｃｅ法结扎左侧颈总动脉（即左侧为损伤侧）建立新生大鼠 ＨＩＢＤ模型。ＴＡＫ２４２组于
建模前半小时腹腔注射ＴＡＫ２４２（０．５ｍｇ／ｋｇ）。ＨＩ后２４ｈ行免疫印迹检测左侧海马ＴＬＲ４表达。ＨＩ后
２１ｄ行左侧海马ＨＥ染色、尼氏染色及高尔基银染检测神经元缺失及树突棘密度改变，免疫荧光及免疫
印迹检测左侧海马 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体亚基 ＮＲ２Ａ及 ＮＲ２Ｂ表达。结果　ＨＩ后 ２４ｈ左侧海马
ＴＬＲ４表达增加（Ｐ＜０．０５），ＴＡＫ２４２预处理能抑制这种增加（Ｐ＜０．０５）；相对于对照组，ＨＩ组缺氧缺
血后２１ｄ左侧海马神经元缺失、树突棘密度降低及 ＮＲ２Ａ表达下降（Ｐ＜０．０５），这些改变可被 ＴＡＫ
２４２预处理所抑制（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＬＲ４抑制剂预处理可减轻缺氧缺血后脑海马远期神经元及树
突棘损伤。
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Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨＥＩＭｉｎｇｙａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｈｅｉｍｉｎｇｙａｎ＠ｂｃｈ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　尽管新生儿窒息复苏技术得到越来越广泛的推
广，但围产期窒息导致的新生儿缺氧缺血性脑损伤

（Ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅｍｉａｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）依然存在，特
别是在医疗水平相对欠发达的地区更为突出。严重

的 ＨＩＢＤ可致新生儿期急性死亡，存活患儿中亦有一
部患儿存在不同程度脑瘫、认知障碍等神经系统后

遗症［１－２］。

　　大脑海马区是缺氧缺血（ｈｙｐｏｘｉａｉｓｃｈｅｍｉａ，ＨＩ）选
择性易损脑区之一，该区域的功能是通过海马结构的

完整性和功能的可塑性来体现的［３－４］。既往研究表

明，新生儿围产期ＨＩ可影响海马的结构和功能从而影
响海马的可塑性［５］。Ｔｏｌｌ样受体 ４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
４，ＴＬＲ４）是一种广泛表达于脑内神经细胞膜上、参与
神经细胞免疫炎症反应的受体［６］。有研究报道在围

产期ＨＩ条件下，海马区神经细胞膜上的ＴＬＲ４被激活
而导致多种炎症因子的瀑链式释放，产生神经细胞损

伤的生物效应［７］。ＴＡＫ２４２是一种 ＴＬＲ４的选择性抑
制剂，动物实验证明 ＴＡＫ２４２对成年大鼠急性脑缺血
再灌注损伤有保护作用［８－１０］，但其对新生大鼠ＨＩ后海
马神经损伤是否也有类似的保护作用目前尚不明确。

本研究拟从细胞形态学和分子学的角度探讨 ＴＬＲ４
抑制剂 ＴＡＫ２４２预处理对 ＨＩ后新生大鼠青春期脑
海马神经元和树突棘密度及结构影响，从而为阐明

ＴＬＲ４在 ＨＩ所致海马可塑性变化中的作用提供新的
实验证据。

１　材料和方法

　　
１．１　动物和模型
　　所有实验动物均来自中南大学动物管理中心并经
中南大学湘雅三医院伦理委员会批准（ＮＯ：２０１６
Ｓ００６）。怀孕１６～１８ｄＳＤ孕鼠由中南大学实验动物
中心提供，动物许可证编号 ＳＹＸＫ（湘）２０１５００１７。孕
鼠单独饲养在１２ｈ光照／１２ｈ黑暗屏障环境中，允许
自由饮水及进食。所有幼崽均经自然娩出、母乳喂养，

生后７ｄ（Ｐ７）体质量在１３～１９ｇ之间的幼崽入选。生

后２２ｄ（Ｐ２２）母婴分离断乳。按照 Ｒｉｃｅ法建立新生
大鼠ＨＩＢＤ模型［１１］，即动物经七氟烷（４％诱导，２％维
持）吸入麻醉后固定，切开皮肤后显微镜下暴露左颈

总动脉，５０缝合线双结扎后中间处离断颈总动脉缝
合。幼崽苏醒后放回母鼠窝内，１ｈ后放入恒温３７．０℃
水浴缺氧箱中，接８％Ｏ２／９２％Ｎ２混合气体１．５Ｌ／ｍｉｎ，
维持氧浓度（８．０±０．１）％，无水氯化钙吸收动物呼出
ＣＯ２，缺氧２ｈ后放回母鼠处。对照组动物仅给予切开
皮肤分离并暴露颈总动脉。

１．２　分组与给药
　　７５只新生 ７ｄ大鼠（Ｐ７）随机分成 ３组（雌雄不
限）：对照组、缺氧缺血组（ＨＩ组）及缺氧缺血＋ＴＬＲ４
抑制剂 ＴＡＫ２４２组（ＴＡＫ２４２组）。ＴＡＫ２４２（ＭＣＥ，
美国）用１％二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解，后用生理盐水
稀释至终浓度为 ０．１ｍｇ／ｍＬ，缺氧缺血前半小时 ０．５
ｍｇ／ｋｇ腹腔内单次注射［１２］。对照组和 ＨＩ组均腹腔注
射同体积ＤＭＳＯ生理盐水溶液。
１．３　ＨＥ染色及尼氏染色
　　新生大鼠缺氧缺血后 ２１ｄ（Ｐ２８）戊巴比妥麻醉
（５０ｍｇ／ｋｇ），先后磷酸盐缓冲盐水（ＰＢＳ）及４％多聚甲
醛心脏灌注，冰上取出大脑速冻，根据大鼠脑立体定位

解剖图谱修剪脑组织，放入样本托内，液氮中速冻３ｍｉｎ
取出，－８０℃保存。切片前－２０℃冰箱复温２ｈ，低温
恒冷切片机（徕卡，德国）上冠状面连续切片，厚度１０μｍ。
部分脑片经固定、漂洗后苏木精伊红染色，梯度脱水，
中性树脂封片，光镜下观察。另一部分切片经固定、蒸

馏水洗后加入 １％硫堇染色处理 ３０ｍｉｎ进行尼氏染
色，梯度酒精脱水，二甲苯清洗，中性封片剂封片光镜

下观察。每只动物取３张切片，每张切片随机选取３个
视野，人工计数２５０μｍ海马 ＣＡ１区存活的锥体神经
元平均值。

１．４　高尔基银染
　　按照快速高尔基银染试剂盒使用说明（Ｋｉｔ
ＰＫ４０１，美国）对脑片进行染色。新生大鼠缺氧缺血后
２１ｄ麻醉后迅速取全脑，取包含左侧海马的１ｃｍ３脑
组织浸泡在等份 ５ｍＬ试剂盒溶液 Ａ和 Ｂ的混合物
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中，在室温下孵育２周。首个２４ｈ后更换浸泡液。随
后将脑组织在４℃的溶液Ｃ中孵育至少７２ｈ，首个２４ｈ
后换液，振动切片机（徕卡 ＶＴ１０００ｓ，德国）切取
１００μｍ的脑冠状切片，在载玻片上用 １％明胶／０．１％
铬明矾的胶粘剂固定含溶液 Ｃ脑片，按照说明书染
色，脱水并树脂封片。ＴＧＴｉｓｓｕｅＦＡＸＳＰＬＵＳ（奥地利）
固定成像折叠厚度，１００倍油镜下各组海马区神经元
成像，人工计数神经元三级树突 １０μｍ树突棘数量，
每个神经元取３段三级树突，每只动物随机取３个神
经元分析计数树突棘平均值。

１．５　免疫荧光检测
　　切片固定后，在含 ０．２５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００液的 ５％
ＢＳＡ中室温孵育 １ｈ，ＰＢＳ洗涤后 ４℃下与兔多克隆
ａｎｔｉＮＲ２Ａ（Ａｂｃａｍ，１∶２００）、兔 多 克 隆 ａｎｔｉＮＲ２Ｂ
（Ａｂｃａｍ，１∶２００）孵育过夜。次日组织切片ＰＢＳ洗涤，
室温避光与相应 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记二抗（Ｊａｃｋｓｏｎ，
１∶２００）孵育１ｈ，防猝灭剂封片。每只动物随机选择
３个视野，荧光显微镜下观察（ＯｌｙｍｐｕｓＦｌｕｏＶｉｅｗＴＭ
ＦＶ１０００，日本）。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　缺氧缺血后 ２１ｄ（Ｐ２８），大鼠麻醉后处死，冰上
取出大脑并分离海马，－８０℃保存。实验时左侧海
马组织称重后加入 ＲＩＰＡ裂解（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）和蛋白酶抑
制剂（Ｓｉｇｍａ）混合液匀浆机匀浆后，４℃ １２０００×ｇ离
心１０ｍｉｎ，收集上清液。ＢＣＡ法蛋白浓度定量后，加
入上样缓冲液，沸水浴５ｍｉｎ变性后２０℃保存。检测
时制备８％及１０％浓度分离胶，上样后８０Ｖ电压电泳
２０～３０ｍｉｎ，蛋白分离后调整电压 １１０Ｖ继续电泳
１．５ｈ，电泳后ＰＶＤＦ转膜、丽春红染色后５％脱脂牛奶
封闭，一抗４℃孵育过夜，次日ＴＢＳＴ常规洗涤后加辣
根过氧化物酶标记的相应二抗室温孵育 １ｈ，ＥＣＬ显
色，以 βａｃｔｉｎ为内参对照。胶片扫描后以 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
ＯｎｅＴＭ４．２．２（ＢｉｏＲａｄ）软件分析条带。所用一抗包
括兔多克隆 ａｎｔｉＴＬＲ４（Ａｂｃａｍ，１∶２０００）、兔多克隆
ａｎｔｉＮＲ２Ａ（Ａｂｃａｍ，１∶２０００）、兔多克隆 ａｎｔｉＮＲ２Ｂ
（Ａｂｃａｍ，１∶２０００）和兔单克隆 ａｎｔｉβａｃｔｉｎ（Ａｂｃａｍ，
１∶５０００）。
１．７　统计学方法
　　应用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件。正态分布计量资料
以 珋ｘ±ｓ表示。体质量发育分析采用双因素重复测量
方差分析，其余指标组间比较采用单因素方差分析，

两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法。Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　新生大鼠缺氧缺血性损伤一般表现
　　新生ＳＤ大鼠缺氧５～２０ｍｉｎ时出现发绀、摇头晃
尾、呼吸急促、夹尾、四肢抖动，抽搐等反应；２０ｍｉｎ后
出现反应差、嗜睡、呼吸不规则等现象持续至缺氧结

束。双因素重复测量方差分析示组别与时间无交互作

用［Ｆ（２，５５）＝０．６３３，Ｐ＞０．０５］，各组间新生大鼠体质
量发育主效应无差异［Ｆ（２，５５）＝２．９３７，Ｐ＞０．０５；
图１］，然而可导致急性期死亡及远期左侧脑半球不同
程度缺失（表１）。

表１　实验动物缺氧缺血死亡及脑缺失

组别 实验动物 死亡动物 左侧脑半球缺失动物

对照组 ２５ ０ ０
ＨＩ组 ２５ １ ２

ＴＡＫ２４２组 ２５ １ １
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图１　各组存活动物体质量发育情况

２．２　ＴＡＫ２４２预处理能抑制缺氧缺血后新生大鼠海
马ＴＬＲ４表达

　　免疫印迹试验显示缺氧缺血后２４ｈ，各组大鼠海
马ＴＬＲ４表达差异有统计学意义（Ｆ＝４４．６０８，Ｐ＜０．０５）；
其中ＨＩ组及ＴＡＫ２４２组大鼠海马 ＴＬＲ４表达均较对
照组升高［（０．７９６±０．０４９）ｖｓ（０．２７０±０．０３８），Ｐ＜０．０５；
（０．５３６±０．０２８）ｖｓ（０．２７０±０．０３８），Ｐ＜０．０５］，差异有
统计学意义；ＴＡＫ２４２预处理能降低缺氧缺血２４ｈ后
ＴＬＲ４表达增加［（０．５３６±０．０２８）ｖｓ（０．７９６±０．０４９），
Ｐ＜０．０５］，差异有统计学意义（图２）。

!"#$

（
%&!'(

)）
!

!"*+,-.

（
$/!'(

)）
!

对照组
01 !23"/$/

图２　ＴＡＫ２４２预处理对缺氧缺血后新生大鼠的 ＴＬＲ４

表达的影响
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２．３　ＴＡＫ２４２预处理能降低缺氧缺血后青春期大鼠
海马神经元缺失

　　脑冠状切面ＨＥ染色显示缺氧缺血后青春期大鼠
海马区神经元排列紊乱，有不同程度丢失，缺氧缺血前

给予ＴＡＫ２４２处理，神经元丢失程度及细胞紊乱均有
不同程度改善（图３）。尼氏染色显示各组大鼠海马区
神经元数量差异有统计学意义（Ｆ＝２９．８８３，Ｐ＜０．０５）；
ＨＩ组及ＴＡＫ２４２组青春期大鼠海马区神经元数量均
较对照组减少［（３６．７５±２．３２３）／２５０μｍｖｓ（６１．４０±
２．１５９）／２５０μｍ，Ｐ＜０．０５；（４７．２０±２．２００）／２５０μｍ
ｖｓ（６１．４０±２．１５９）／２５０μｍ，Ｐ＜０．０５］，差异有统计学
意义；而 ＴＡＫ２４２处理后，能改善缺氧缺血后海马区
神经元数量下降［（４７．２０±２．２００）／２５０μｍｖｓ（３６．７５±

２．３２３）／２５０μｍ，Ｐ＜０．０５］，差异有统计学意义（图４）。
２．４　ＴＡＫ２４２预处理能改善缺氧缺血后青春期大鼠

海马树突棘的密度

　　高尔基银染色显示缺氧缺血后大鼠青春期海马区
神经元排列紊乱、缺失及神经胶质细胞数量增多

（图５Ａ）。各组间海马神经元第三级树突上树突棘密
度差异有统计学意义（Ｆ＝２２．１７４，Ｐ＜０．０５）；ＨＩ组及
ＴＡＫ２４２组树突棘密度较对照组呈不同程度降低
［（０．７８８±０．０４８）／μｍｖｓ（１．２６５±０．０４４）／μｍ，Ｐ＜
０．０５；（０．９９４±０．０５９）／μｍｖｓ（１．２６５±０．０４４）／μｍ，Ｐ＜
０．０５］，差异有统计学意义；而早期 ＴＡＫ２４２处理能改
善这种降低［（０．９９４±０．０５９）／μｍｖｓ（０．７８８±０．０４８）
／μｍ，Ｐ＜０．０５］，差异有统计学意义（图５Ｂ、Ｃ）。
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图３　ＴＡＫ２４２预处理可改善缺氧缺血后青春期大鼠的神经元缺失及排列紊乱
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图４　ＴＡＫ２４２预处理可改善缺氧缺血后青春期大鼠神经元缺失
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２．５　ＴＡＫ２４２预处理能改善缺氧缺血后青春期大鼠
海马ＮＲ２Ａ表达下降

　　免疫荧光显示缺氧缺血后青春期大鼠海马区
ＮＲ２Ａ表达下降，ＮＲ２Ｂ表达上升，ＴＡＫ２４２预处理能
够减轻这种改变（图６Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示各组
ＮＲ２Ａ表达差异有统计学意义（Ｆ＝２３．０８４，Ｐ＜０．０５）；
缺氧缺血后ＨＩ组及 ＴＡＫ２４２组大鼠海马组织 ＮＲ２Ａ
表达较对照组下降［（０．２４３±０．０２２）ｖｓ（０．４７３±０．０２７），

Ｐ＜０．０５；（０．３４９±０．０２２）ｖｓ（０．４７３±０．０２７），Ｐ＜０．０５］，
差异有统计学意义，但 ＴＡＫ２４２处理能减轻缺氧缺血
后青春期大鼠海马 ＮＲ２Ａ表达下降［（０．３４９±０．０２２）
ｖｓ（０．２４３±０．０２２），Ｐ＜０．０５］，差异有统计学意义；对
照组、ＨＩ组、ＴＡＫ２４２组 ＮＲ２Ｂ表达的灰度值比值分
别为（０．４０９±０．０２２）、（０．５２３±０．０３８）、（０．４４６±０．０２７），
差异无统计学意义（Ｆ＝４．０１２，Ｐ＞０．０５，图６、ＢＣ）。
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图５　ＴＡＫ２４２预处理可改善缺氧缺血后青春期大鼠树突棘密度降低　（高尔基银染）
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图６　ＴＡＫ２４２预处理可改善缺氧缺血后青春期大鼠海马ＮＲ２Ａ表达下降
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３　讨论

　　本研究将关注点放在ＴＬＲ４，是因为近年来神经炎
症在脑远期损伤中的作用受到重视，而 ＴＬＲ４在神经
炎症诱导和放大中起重要作用，ＴＬＲ４介导的多种炎症
反应与缺氧缺血性脑损伤后远期学习记忆功能障碍有

关［６－７，１３］。由于ＴＬＲ４的特异性抑制剂 ＴＡＫ２４２可与
ＴＬＲ４的棒状／白介素１受体（Ｔｏｌｌ／ＩＬ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＩＲ）
结构域结合，破坏其与胞内信号分子相互作用，抑制下

游信号通路激活［８］，且有动物实验证明 ＴＡＫ２４２对急
性脑缺血再灌注及 ＬＰＳ介导的脑损伤有保护作
用［９－１０］，因此本研究采用 ＴＡＫ２４２在新生大鼠缺氧缺
血前抑制ＴＬＲ４表达，随后从形态学、细胞分子学角度
探讨ＴＬＲ４抑制剂对 ＨＩＢＤ后新生大鼠远期海马神经
元和树突棘数量及结构的影响。

　　神经元是神经系统发挥功能的基本单位，新生儿
围产期缺氧缺血发生后，海马血供下降，神经元线粒体

短期内能量衰竭，造成急性期细胞急性死亡；继发性神

经元损伤一般被认为发生在缺氧缺血发生后６～７２ｈ
并持续很长时间，神经炎症参与各种细胞死亡机制，在

急慢性神经损伤中发挥重要作用［１４］。近年来多项研

究发现 ＴＬＲ４在炎症反应的诱导和调节中起重要作
用，例如脑卒中的动物及临床研究中发现，ＴＬＲ４在缺
血性脑损伤后表达迅速上调，与损伤模式分子高迁移

率族蛋白Ｂ１（Ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１，ＨＭＧＢ１）等结
合，导致多种炎症因子大量释放，介导神经元损

伤［１３，１５－１６］。亦有研究报道缺氧后新生大鼠脑组织中

ＴＬＲ４表达升高［１２］，本研究发现 ＨＩ后，新生大鼠海马
组织ＴＬＲ４表达升高，这与既往研究相符，提示 ＴＬＲ４
参与了ＨＩＢＤ。同时我们发现缺氧缺血后大鼠存活到
青春期后，海马区仍存在不同程度的神经元缺失及排

列紊乱，而利用ＴＡＫ２４２抑制ＴＬＲ４表达后，青春期海
马神经元缺失及排列紊乱均有所改善，既往亦有研究

表明抑制ＴＬＲ４表达能改善缺血所致神经元损伤［１７］，

从形态学角度提示针对ＴＬＲ４进行的非特异性抗炎治
疗可减轻缺氧缺血所致青春期神经元损伤。

　　树突棘是树突分支上的棘状突起，是神经元间形
成突触的主要部位，其数量及形态结构的变化与神经

系统发育及学习记忆功能密切相关［１８］。有许多研究

表明树突棘数量减少及形态结构畸变是许多神经退行

性疾病发病的基础［１９］，亦有研究表明缺血性脑损伤可

造成树突棘数量减少［２０－２１］，小胶质细胞的直接吞噬作

用及其表面的ＴＬＲ４受体激活诱发的多种急慢性神经
炎症在树突棘发育过程中起重要作用［２２－２３］。本研究

亦发现新生大鼠ＨＩ后ＴＬＲ４表达上升，且青春期海马

树突棘密度下降，而早期抑制 ＴＬＲ４后树突棘密度下
降有所改善，提示ＨＩ可能通过神经炎症致树突棘损伤
从而在远期脑损伤中发挥作用，但其具体的机制仍需

进一步研究。

　　Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮＭＤＡＲ）是神经突触膜上的一种离子通道型
谷氨酸受体，其亚基 ＮＭＤＡＲ１（ＮＲ１）及 ＮＭＤＡＲ２
（ＮＲ２）的活化或表达的改变，可改变神经突触的可塑
性，从而影响海马功能［２２－２３］。本课题组前期研究证实

ＨＩＢＤ可造成神经突触膜上 ＮＭＤＡＲ骨架结构 ＮＲ１亚
基表达失调［２４］。另一功能亚基 ＮＲ２表达与脑学习记
忆功能相关，既往有研究表明基因敲除 ＮＲ２Ａ近交系
小鼠水迷宫表现差，抑制 ＮＲ２Ｂ可短期内记忆受
损［２３，２５］，本研究发现 ＮＲ２Ｂ在三组中表达无明显差
异，但免疫荧光及免疫印迹实验均显示缺氧缺血能造

成海马区ＮＲ２Ａ表达下降，而早期抑制 ＴＬＲ４能够减
轻青春期大鼠突触上ＮＲ２Ａ下降，表明ＨＩ导致的海马
损伤可能不涉及 ＮＲ２Ｂ而主要与 ＮＲ２Ａ有关，提示针
对ＴＬＲ４的治疗可能通过改善 ＨＩ后 ＮＲ２Ａ表达下降
从而达到改善突触功能的目的。

　　尽管本研究存在不足，比如仅从形态学和细胞分
子学角度观察早期抑制 ＴＬＲ４能减轻 ＨＩＢＤ新生大鼠
青春期海马神经元及树突棘损伤，缺乏神经行为学论

证，且未深入阐明具体机制。然而本研究借助新生大

鼠ＨＩＢＤ动物模型，发现早期抑制 ＴＬＲ４表达可减轻
ＨＩＢＤ后青春期大鼠海马神经元及树突棘损伤，提示
ＴＬＲ４可能成为进一步了解 ＨＩＢＤ机制、改善 ＨＩＢＤ远
期预后的切入点。
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