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缺氧诱导因子１α对坏死性小肠结肠炎小鼠脑损伤的保护作用

邹　谋，王　雪，余玉娟，赵　薇，徐　颖　　４０００１４重庆，重庆医科大学附属儿童医院麻醉科，国家儿童健康与疾
病临床医学研究中心，儿童发育疾病研究教育部重点实验室，儿科学重庆市重点实验室

　　［摘要］　目的　探究缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）对坏死性小肠结肠炎
（ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ，ＮＥＣ）小鼠脑损伤的影响。方法　将８１只５日龄 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠按随机数字表
法分为：①对照组（ＣＯＮ组，ｎ＝１５，与母鼠同笼，母乳喂养），②坏死性小肠结肠炎组［ＮＥＣ组，ｎ＝２４，饲
养在保育箱，采用配方奶喂养＋缺氧＋口服脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）的方法诱导 ＮＥＣ小鼠模型］，
③ＨＩＦ１α稳定剂组（ＤＭＯＧ组，ｎ＝１９，在 ＮＥＣ组基础上给予 ＨＩＦ１α稳定剂 ＤＭＯＧ），④ＨＩＦ１α抑制剂
组（２ＭＥ２组，ｎ＝２３，在ＮＥＣ组基础上给予 ＨＩＦ１α抑制剂２ＭＥ２）。建模过程中记录小鼠死亡情况，建
模４ｄ后处死所有小鼠；ＨＥ染色观察小鼠肠道病理表现；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑组织中 ＨＩＦ１α蛋白的表
达水平；免疫组化检测小鼠海马活化的小胶质细胞、星形胶质细胞和少突胶质细胞的数量；ＲＴｑＰＣＲ检
测炎症因子ＩＬ１β和ＴＮＦαｍＲＮＡ在小鼠脑中的表达水平。结果　与ＣＯＮ组相比，ＮＥＣ组小鼠肠道受
损，海马活化的小胶质细胞数量增加（０．８０±０．７５ｖｓ４．００±０．６３，Ｐ＜０．０５），星形胶质细胞激活增加（Ｐ＜
０．０５），炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β表达水平升高（Ｐ＜０．０５），少突胶质细胞数量减少（６４．４０±７．２６ｖｓ
４５．６０±２．８０，Ｐ＜０．０５），ＨＩＦ１α表达水平增加（Ｐ＜０．０５）。给予腹腔注射 ＨＩＦ１α稳定剂 ＤＭＯＧ后，与
ＮＥＣ组相比，小鼠的生存率上升（６６．６７％ｖｓ８４．２１％，Ｐ＜０．０５），肠道损伤减轻，小胶质细胞（４．００±０．６３
ｖｓ１．６０±０．４９，Ｐ＜０．０５）和星形胶质细胞的活化被抑制（Ｐ＜０．０５），炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１β表达水平下降
（Ｐ＜０．０５），少突胶质细胞数量增多（４５．６０±２．８０ｖｓ５６．００±５．２２，Ｐ＜０．０５）；腹腔注射 ＨＩＦ１α抑制剂
２ＭＥ２则得到相反的结果。结论　ＨＩＦ１α在 ＮＥＣ小鼠脑中保护性上调，其稳定高表达可减轻 ＮＥＣ小
鼠脑中神经炎症，具有脑保护作用。
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４５．６０±２．８０，Ｐ＜０．０５），ａｎｄｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα，ＩＬ１βａｎｄＨＩＦ１α（Ｐ＜０．０５）．Ａｆｔｅｒｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
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　　坏死性小肠结肠炎（ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ，ＮＥＣ）
是早产儿常见的严重胃肠道疾病之一，其特征是伴有

不同程度出血、坏死的全肠道炎症。ＮＥＣ在极低出生
体质量（＜１５００ｇ）出生儿中发病率为７％［１］，其病死率
高达３０％～５０％［２］。ＮＥＣ幸存儿常患有多种短期和长
期并发症，不仅包括短肠综合征、肠道狭窄等肠道疾

病，还会导致神经发育障碍［３］。研究报道，与未患

ＮＥＣ的同年龄早产儿相比，约 ４５％的 ＮＥＣ患儿存在
神经发育障碍［４］。一些使用大脑核磁共振成像

（ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）研究显示，ＮＥＣ患
儿出现了髓鞘发育受损、脑容量减少的病理改变［５－７］。

在ＮＥＣ动物模型研究中发现，ＮＥＣ小鼠脑中小胶质细
胞由ＴＬＲ通路激活，导致少突胶质细胞减少，髓鞘发
育异常［８］。目前，关于ＮＥＣ对大脑损伤的研究比较局
限，其导致脑损伤的具体机制仍有待探索，且临床上尚

缺乏针对ＮＥＣ患儿神经保护的措施。
　　缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，
ＨＩＦ１α）被认为是机体在应激条件下起关键作用的转
录因子，在机体炎症的发生、氧化应激、细胞凋亡等多

个过程中都发挥着作用［９］，且与ＮＥＣ的病理过程中的
炎症反应、缺血缺氧密切相关。一项临床试验发现，

ＮＥＣ患儿肠道 ＨＩＦ１α表达明显升高［１０］。在 ＮＥＣ小
鼠模型中，肠道ＨＩＦ１α表达同样升高，并且进一步激
活其表达可以提高 ＮＥＣ小鼠的生存率，减轻 ＮＥＣ肠
道炎症［１１］。在新生大鼠缺血缺氧性脑病中，ＨＩＦ１α高
表达可改善脑部缺血，具有神经保护作用［１２］。但目前

缺乏有关ＨＩＦ１α是否能对ＮＥＣ脑损伤产生神经保护

的作用的相关研究。因此，本研究采用经典 ＮＥＣ小鼠
模型，检测小鼠脑中少突胶质细胞的数量及神经炎症的

情况，以期模拟临床ＮＥＣ患儿脑损伤状况，并加以ＨＩＦ
１α稳定剂和抑制剂干预，探讨 ＨＩＦ１α在 ＮＥＣ脑损伤
中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　５日龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠８１只，购自重庆医科大学动
物实验中心，雌雄不限，体质量 ２．０～３．０ｇ，饲养于重
庆医科大学附属儿童医院动物实验中心，本研究已通

过重庆医科大学附属儿童医院动物实验中心伦理审查

委员会批准。

１．２　主要试剂
　　Ｓｉｍｉｌａｃ配方奶（ＡｂｂｏｔｔＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司，美国）；
犬代乳奶粉（ＰｅｔＡｇ公司，美国）；脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃ
ｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ，Ｓｉｇｍａ公司，美国）；全蛋白提取试剂盒、
ＢＣＡ蛋白含量检测试剂盒（江苏凯基生物技术股份有
限公司）；ＳＤＳＰＡＧＥ电泳凝胶配制试剂盒（上海雅酶
生物医药科技有限公司）；５×蛋白上样缓冲液（Ｂｉｏ
ｓｈａｒｐ公司）；快速封闭液（上海碧云天生物科技有限
公司）；ＨＩＦ１αＲａｂｂｉｔｐＡｂ、ＧＡＰＤＨ抗体（成都正能生
物技术有限责任公司）；０．２２μｍＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司，德国）；ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）；ＲＴＭａｓｔｅｒ
ＭｉｘｆｏｒＱＰＣＲ、ＳＹＢＲ（ＭＣＥ公司）；引物（上海生工生
物工程股份有限公司）；４％多聚甲醛、柠檬酸钠修复液
（北京赛维尔公司）；ＤＡＢ显色试剂盒、兔二步法检测
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试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司）；Ｉｂａ１抗体
（ａｂｃａｍ公司，美国），ＧＦＡＰ抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ公司，美国）；少突胶质细胞转录因子２（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏ
ｃｙｔｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，Ｏｌｉｇ２）抗体（ＧｅｎｅＴｅｘ公司，美
国）；２Ｍｅｔｈｏｘｙｅｓｔｒａｄｉｏｌ（ＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司，美国）；
ＤｉｍｅｔｈｙｌｏｘａｌｌｙｌＧｌｙｃｉｎｅ（ＭＣＥ公司）。
１．３　实验方法
１．３．１　动物分组与ＮＥＣ模型建立　　ＳＰＦ级新生５ｄ
的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠采用随机数字表法分为４组：对照组
（ＣＯＮ组，ｎ＝１５），坏死性小肠结肠炎组（ＮＥＣ组，ｎ＝
２４），ＨＩＦ１α稳定剂组（ＤＭＯＧ组，ｎ＝１９）和ＨＩＦ１α抑
制剂组（２ＭＥ２组，ｎ＝２３）。
　　ＣＯＮ组小鼠与母鼠同笼，母乳喂养，不做任何处
理。ＮＥＣ组小鼠依照ＣＨＥＮ等［１３］的方法建立ＮＥＣ模
型，饲养于恒温保育箱中［温度（３６±１）℃，湿度４５％～
６０％］，配方奶（０．０３～０．０５ｍＬ／ｇ）灌胃喂养，每日５次；
于缺氧箱（５％Ｏ２＋９５％Ｎ２）中缺氧处理 １０ｍｉｎ，每日
３次；ＬＰＳ灌胃（５ｍｇ／ｋｇ），每日 １次；连续建模 ４ｄ。
ＤＭＯＧ组建模方法同 ＮＥＣ组，每日腹腔注射 ＨＩＦ１α
稳定剂 ＤＭＯＧ溶液（４０ｍｇ／ｋｇ）［１１］。２ＭＥ２组建模方
法同 ＮＥＣ组，每日腹腔注射 ＨＩＦ１α抑制剂 ２ＭＥ２溶
液（５ｍｇ／ｋｇ）［１４］。
１．３．２　生存情况观察　　记录小鼠每日死亡情况。
１．３．３　组织取材和切片制备　　ＮＥＣ建模结束后
１２ｈ，断头处死所有小鼠，获取胃端至直肠的整肠组
织，观察肠道组织的大体形态后，取回肠部用４％多聚
甲醛固定；在冰上迅速剥离出脑组织后沿着纵轴将其

一分为二，随机取一半冻存于－８０℃，另一半用４％的
多聚甲醛固定。肠道和半脑经脱水和石蜡包埋后，进

行切片，切片厚度为４μｍ，烘干后备用。
１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑组织中 ＨＩＦ１α的表达　
　从每组动物中随机选取 ３只小鼠进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测。取－８０℃冻存的脑组织，加入裂解缓冲液，组织
匀浆，４℃离心 １５ｍｉｎ（１２０００×ｇ），收集上清液，用
ＢＣＡ法行蛋白浓度定量检测。取上清液加入５×蛋白
上样缓冲液煮沸１５ｍｉｎ，冻存备用。取５０μｇ总蛋白
样品进行凝胶电泳，转膜至 ＰＶＤＦ膜，封闭１５ｍｉｎ，孵
育一抗（ＨＩＦ１α抗体稀释浓度为 １∶１０００，ＧＡＰＤＨ抗
体稀释浓度为１∶２０００），４℃孵育过夜，孵育二抗（稀
释浓度为１∶１００００），ＥＣＬ显影。分析软件采用ＩｍａｇｅＪ，
目的蛋白相对表达量以目的蛋白与内参蛋白条带灰度

值比值表示。

１．３．５　肠道组织 ＨＥ染色　　取肠道组织石蜡切片
于烤箱烘烤 ２ｈ，二甲苯脱蜡，ＨＥ染色后中性树脂封
片，在光学显微镜下观察肠道组织病理形态学变化。

采用双盲法行肠组织损伤评分，根据 ＤＲＵＣＫＥＲ等［１５］

的评分标准，每个标本随机选取 ３个视野，取平均值作
为该标本评分值，评分≥２分认定为ＮＥＣ建模成功。
１．３．６　免疫组化染色检测 Ｉｂａ１小胶质细胞、ＧＦＡＰ
星形胶质细胞、Ｏｌｉｇ２少突胶质细胞的表达　　采用随
机数字表法，从每组小鼠中选择５只小鼠的半脑石蜡
切片进行免疫组化染色，每只小鼠选取３张切片。取
切片常规脱蜡至水；自来水冲洗２ｍｉｎ；柠檬酸钠缓冲
液（ｐＨ＝６）修复２０ｍｉｎ；内源性过氧化氢酶阻断剂，室
温孵育１０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤 ３次，每次 ５ｍｉｎ；孵育一抗
（Ｉｂａ１、ＧＦＡＰ、ＯＬＩＧ２抗体，１∶２００稀释），４℃过夜；
ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ；滴加反应增强液，室温孵育
２０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ；滴加增强酶标山羊
抗兔ＩｇＧ聚合物，室温孵育２０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤３次，每
次５ｍｉｎ；滴加新鲜配制的 ＤＡＢ显色液，室温孵育
７ｍｉｎ；自来水冲洗２ｍｉｎ；苏木精复染，透明，干燥后中
性树胶封片观察。应用 ＩｍａｇｅＪ软件进行图像分析。
１．３．７　荧光定量 ＰＣＲ检测脑组织 ＩＬ１β和 ＴＮＦα
ｍＲＮＡ的表达水平　　采用随机数字表法，从每组动
物中选取６只小鼠进行实时定量 ＰＣＲ分析。取冻存
的脑组织，ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，分光光度计检测
ＲＮＡ浓度，将 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ为模板
扩增ＩＬ１β和ＴＮＦα，ＧＡＰＤＨ作为内参。反应条件设
定为：９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，５５℃ ２０ｓ，共 ４０个循
环。引物序列如下：ＩＬ１β（１７５ｂｐ）正义 ５′ＣＣＡＧＣＴ
ＴＣＡＡＡＴＣＴＣＡＣＡＧＣＡＧ３′，反义 ５′ＣＴＴＣＴＴＴＧＧＧＴＡＴ
ＴＧＣＴＴＧＧＧＡＴＣ３′；ＴＮＦα（１７９ｂｐ）正义 ５′ＡＴＧＴＣＴ
ＣＡＧＣＣＴＣＴＴＣＴＣＡＴＴＣ３′，反义 ５′ＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣＧＡ
ＡＴＴＴＴＧＡＧＡ３′；ＧＡＰＤＨ（１０２ｂｐ）正义５′ＴＧＡＡＧＣＡ
ＧＧＣＡＴＣＴＧＡＧＧＧ３′，反义５′ＣＧＡＡＧＧＴＧＧＡＡＧＡＧＴＧ
ＧＧＡＧ３′。
１．４　统计学分析
　　分析和作图软件采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０。采用
正态性分布检验分类定量资料，用 珋ｘ±ｓ表示正态分布
且方差齐的定量资料，独立样本 ｔ检验比较两组间差
异；多组间比较采用单因素方差分析。不符合正态

性分布或方差不齐的定量资料，用 ＷｉｌｃｏｘｏｎＭａｎｎ
Ｗｈｉｔｎｅｙ检验进行组间比较。生存分析采用 Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ检验。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＩＦ１α在小鼠脑组织中的表达水平
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与ＣＯＮ组比较，ＮＥＣ组小
鼠脑中ＨＩＦ１α表达显著上升（Ｐ＜０．０５）；与ＮＥＣ组比
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较，ＤＭＯＧ组ＨＩＦ１α表达升高，２ＭＥ２组 ＨＩＦ１α表达
降低（Ｐ＜０．０５，图１），说明成功稳定和抑制了 ＨＩＦ１α
的表达。
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图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠脑中 ＨＩＦ１α的表达与
定量分析　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．２　ＨＩＦ１α对小鼠生存率的影响
　　观察４组小鼠９６ｈ生存率发现，ＣＯＮ组小鼠无死
亡，ＮＥＣ组生存率为６６．６７％，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；ＨＩＦ１α稳定剂 ＤＭＯＧ组生存率为 ８４．２１％，与
ＣＯＮ组差异无统计学意义；ＨＩＦ１α抑制后，生存率明显
下降，２ＭＥ２组生存率为４８．９５％，２ＭＥ２组与 ＤＭＯＧ组
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图２。
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图２　各组小鼠生存率分析

２．３　ＨＩＦ１α对小鼠肠组织病理的影响
　　显微镜下观察肠道 ＨＥ染色病理表现，ＣＯＮ组肠
组织结构清晰完整，绒毛完整，固有层、黏膜下层和肌

层结构连接紧密；ＮＥＣ组肠组织结构紊乱，部分绒毛
脱落，固有层及黏膜下层分离，肌层变薄；ＤＭＯＧ组结
构较完整，少量绒毛脱落，固有层无分离，黏膜下层轻

度分离；２ＭＥ２组肠组织结构完全破坏，绒毛坏死脱
落，固有层及黏膜下层明显分离，肌层变薄甚至消失。

见图３Ａ。病理学评分显示，ＮＥＣ组小鼠肠组织评分
较ＣＯＮ组显著升高（Ｐ＜０．０１）；与ＮＥＣ组比较，ＤＭＯＧ
组病理评分显著降低（Ｐ＜０．０１），２ＭＥ２组病理评分则
明显升高（Ｐ＜０．０１），见图３Ｂ。
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图３　ＨＥ染色观察各组小鼠肠道病理学改变
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２．４　ＨＩＦ１α对小鼠海马小胶质细胞的影响
　　免疫组化结果显示，与 ＣＯＮ组比较，ＮＥＣ组小鼠
海马区小胶质细胞增多（Ｐ＜０．０５），且胞体较对照组变
大，呈活化状态；与ＮＥＣ组比较，ＤＭＯＧ组小胶质细胞
减少（Ｐ＜０．０５），２ＭＥ２组小胶质细胞则增加（Ｐ＜０．０５）。
见图４。
２．５　ＨＩＦ１α对小鼠海马星形胶质细胞的影响
　　免疫组化结果显示，与 ＣＯＮ组比较，ＮＥＣ组海马
区星形胶质细胞激活增加；给予ＨＩＦ１α稳定剂ＤＭＯＧ

之后，抑制了海马区星形胶质细胞的激活；抑制

ＨＩＦ１α后海马区活化的星形胶质细胞较 ＮＥＣ组增
加。积分光密度半定量分析显示，差异均具有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。见图５。
２．６　ＨＩＦ１α对小鼠脑组织中炎症因子的影响
　　ＲＴｑＰＣＲ结果显示，ＮＥＣ组炎症因子 ＩＬ１β、
ＴＮＦα较 ＣＯＮ组表达上升（Ｐ＜０．０５）；与 ＮＥＣ组比
较，ＤＭＯＧ组ＩＬ１β、ＴＮＦα表达降低，２ＭＥ２组 ＩＬ１β、
ＴＮＦα表达升高（Ｐ＜０．０５）。见图６。
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Ａ：免疫组化检测小鼠海马星形胶质细胞Ｉｂａ１的表达　↑：示活化的小胶质细胞；Ｂ：各组海马活化Ｉｂａ１细胞计数
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图４　免疫组化检测各组小鼠海马Ｉｂａ１小胶质细胞表达情况　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
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图５　免疫组化检测各组小鼠海马ＧＦＡＰ活化星形胶质细胞表达情况　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

５００１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１０）
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Ａ：免疫组化检测小鼠海马少突胶质细胞Ｏｌｉｇ２的表达；Ｂ：各组海马Ｏｌｉｇ２少突胶质细胞计数　１：ＣＯＮ组；２：ＮＥＣ组；
３：ＤＭＯＧ组；４：２ＭＥ２组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＥＣ组比较

图７　免疫组化检测各组小鼠海马Ｏｌｉｇ２少突胶质细胞表达情况　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

２．７　ＨＩＦ１α对小鼠海马少突胶质细胞的影响
　　免疫组化结果显示（图７），与ＣＯＮ组比较，ＮＥＣ组
小鼠海马区少突胶质细胞减少，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；与 ＮＥＣ组比较，ＤＭＯＧ组小鼠海马区少突
胶质细胞数量增加，２ＭＥ２组小鼠海马区少突胶质细胞
数量减少，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

３．１　ＮＥＣ小鼠模型特点及建模成功
　　ＮＥＣ多发生于早产儿中，此时大脑正处于神经发
生与神经元成熟的关键神经发育时期，易受到缺血缺

氧、营养不良、炎症等因素的影响，因此ＮＥＣ患儿易出
现神经发育障碍。啮齿类动物出生后 １～７ｄ相当于
人类胎龄３２周前的脑组织发育程度［１６］。为模拟早产

儿脑部发育情况，本研究选用新生５ｄ的Ｃ５７／ＢＬ小鼠
进行建模。目前，多数学者认为ＮＥＣ的发病由多因素
所致，包括早产、炎症反应、缺氧缺血、喂养不当等［１７］。

因此，本研究采用配方奶喂养、ＬＰＳ灌胃以及缺氧的经
典ＮＥＣ建模方法进行建模，以期更好地模拟 ＮＥＣ多
因素发病的机制，探究ＮＥＣ对神经发育的影响。结果
显示ＮＥＣ组小鼠生存率降低，肠道肿胀积气明显；病
理学观察结果显示其肠道结构紊乱，绒毛部分脱落，肌

层变薄甚至消失，表明成功建立了ＮＥＣ小鼠模型。
３．２　ＮＥＣ小鼠发生急性脑损伤
　　小胶质细胞是中枢神经系统中重要的天然免疫细
胞，在大脑发生感染、创伤、局部缺血时，迅速活化，发

挥免疫监视和吞噬作用，是神经炎症的起始因素［１８］。

当外周的炎症因子进入大脑后，首先激活小胶质细胞，

６００１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



进而在炎症后期激活星形胶质细胞［１９］。海马是大脑

中负责学习和记忆的关键区域，在新生儿阶段受到损

伤易影响长期认知功能。本研究发现，ＮＥＣ小鼠海马
区小胶质细胞、星形胶质细胞激活增加，脑组织中炎症

因子ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达水平增加，提示在ＮＥＣ小鼠
脑组织中发生了急性神经炎症。ＢＩＯＵＳＳ等［２０］研究同

样发现ＮＥＣ组小鼠脑组织中多区域发生神经炎症。
少突胶质细胞是中枢系统中的髓鞘生成细胞，它通过

迁移至轴突周围，产生髓鞘包裹轴突［２１］。本研究发

现，ＮＥＣ组小鼠海马区少突胶质细胞较对照组减少，
说明ＮＥＣ干扰了小鼠脑中髓鞘的正常发育，与临床
ＮＥＣ患儿后期大脑 ＭＲＩ所呈现出的髓鞘发育障碍的
病变特征相符［６－８］。

３．３　ＨＩＦ１α对ＮＥＣ小鼠脑损伤的保护作用
　　缺氧被认为是 ＮＥＣ发病过程中的关键因素。临
床研究发现，与未患 ＮＥＣ的对照组新生儿相比，ＮＥＣ
患儿脑氧合指数明显更低［２２］。ＨＩＦ１是机体在缺氧环
境下的关键调控因子，由 α和 β两个亚基构成，α亚
基为ＨＩＦ１的主要活性亚基。ＨＩＦ１α在常氧状态下
迅速被脯氨酸羟化结构域酶（ｐｒｏｌｙｌｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｄｏｍａ
ｉｎｓ，ＰＨＤｓ）泛素化降解；而在缺氧状态下，ＰＨＤｓ被抑
制，ＨＩＦ１α可在细胞内积累表达，进入细胞核与ＨＩＦ１β
结合，调控炎症发生、细胞凋亡、能量代谢等功能［１０］。

ＤＭＯＧ和 ２ＭＥ２是 ＨＩＦ１α常见的稳定剂和抑制剂：
ＤＭＯＧ可抑制 ＰＨＤｓ，导致 ＨＩＦ１α的积聚；２ＭＥ２可抑
制ＨＩＦ１α蛋白的表达。本研究显示，在 ＮＥＣ小鼠腹
腔注射ＤＭＯＧ后，小鼠生存率上升，肠道损伤减轻，海
马区神经炎症得以抑制，少突胶质细胞数量明显上升，

而２ＭＥ２组则得到相反结果。研究结果提示在 ＮＥＣ
小鼠中，ＨＩＦ１α的稳定高表达发挥着神经保护的作
用。在ＮＥＧ小鼠中，增加ＨＩＦ１α表达，可降低炎症因
子 ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα的表达水平，增强机体的抗炎能
力［２３］。在创伤性脑损伤中，通过 ＤＭＯＧ稳定 ＨＩＦ１α
的表达，可减少神经元和总细胞死亡，同时改善长期的

记忆和运动功能［２４］。在大鼠脑缺血模型的大脑表面

转染ＨＩＦ１α发现，ＨＩＦ１α表达水平升高之后，脑中侧
支循环的血管数量增加，大鼠脑缺血得以改善［１３］。以

上结果都证明，ＨＩＦ１α在炎症和创伤中发挥着保护作
用。因此，我们推测ＨＩＦ１α的稳定高表达可减轻ＮＥＣ
小鼠神经炎症。

　　本研究发现 ＮＥＣ可致新生小鼠脑中海马区少突
胶质细胞减少，发生严重的神经炎症。ＨＩＦ１α的稳定
高表达可以减轻这一损伤，有望成为ＮＥＣ神经保护的

新靶点以改善ＮＥＣ患儿神经发育结果，但其具体保护
机制目前尚不清楚。此外，本研究仅观察 ＨＩＦ１α对
ＮＥＣ小鼠急性脑损伤的作用，其是否能改善长期认知
功能障碍还需进一步探索。
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