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高强度聚焦超声对新生鼠缺血缺氧性脑损伤 SYP的影响 
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(1．重庆医科大学附属儿童医院神经康复科，重庆 400014；2．国家超声重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要 l目的：研究国家超声重点实验室研制的高强度聚焦超声(Hish intensity focused ultrasound，HIFU)对新生鼠缺血缺氧 

性脑损伤(Hypoxic—ischemic brain damage，HIBD)的突触素 (Synaptophysin，SYP)的影响。方法：选取 7 d龄 sD大鼠 192只，随 

机分成4组：(1)假手术组(n=48，A)；(2)模型组 (n=48，B)；(3)电针组(n=48，C)；(4)超声组 (n：48，D)。每组又分为治 

疗 1、2、3周 3个亚组 ，每亚组 8只，免疫组织化学染色和 RT-PCR方法检测脑组织中海马区域 SYP表达水平。结果：各时间点 

电针组和超声组 SYP表达明显高于假手术组和模型组(P<0．05)。结论：HIFU穴位治疗可以上调 SYP的表达，对 HIBD后的脑 

组织具有神经保护效应。其机制可能是聚焦超声穴位治疗时其物理效应能起到类似针灸时经络传导增加缺血缺氧性脑损伤大 

鼠脑区突触的作用。 
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High intensity focused ultrasound in SYP of neonatal rat with hypoxic—— 

lschemic brain damaqe 

HU Wen ing，et al 

(Department ofNeurological Rehabilitation，the Children’S Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the treatment of high intensity focused ultrasound(HIFU)in synaptophysin(SYP)of neonatal rats with 

hypoxie-ischemic brain damage(HIBD)．Methods：One hundred and ninety—two 7-day—old SD rats were randomly divided into four 

groups：1 sham group(n=48，A)，2 HIBD model group(n=48，B)，3 acupuncture group(n=48，C)，4 high intensity focused ultrasound 

group(n=48，D)，every group respectively divided into lw，2w，3w sub-groups(n=8)． e expressions of synaptophysin(SYP)in 

Hippocampus were exam ined with immunohistochemieal staining an d RT-PCR．Resu／ts：In high intensity focused ultrasound group and 

acupuncture group，SYP expression levels were significantly higher than those in sham group and HIBD model group(P<0．05)，which 

had distinct differences compared with the HIBD model group．The expressions of SYP in high intensity focused ultrasound group had no 

difference compared with acupuncture group．Conclusion：High-intensity focused ultrasound therapy can enhance the expression of SYP 

level，which has neuroprotective function．Its possible mechan ism is that when HIFU is focused on the point，it can play a similar role like 

acupuncture which can increase the synaptie of HIBD． 

【Key words】neonatal rat；hypoxic-isehemic；high-intensity focused ultrasound；acupuncture；synaptophysin(SYP) 

新生儿缺血缺氧性脑损伤(Hypoxic—ischemic brain dam— 

age，HIBD)是儿科常见的临床并发症 ，主要由围产期窒息引 

起，可引起新生儿一系列病理生理改变 ，是造成中枢神经系 

统损害最常见的原因。早期干预康复治疗可促进 HIBD的神 

经功能恢复，预防神经系统严重损害后造成的脑瘫、智力低 

下、癫痫等后遗症。目前临床上治疗 HIBD的主要方法有：① 

物理治疗法如运动疗法、水疗、高压氧等；②营养神经的药物 

如神经节甘酯、神经生长因子；③传统的针灸治疗l】1。针灸历 

史悠久，其治疗 HIBD疗效已得到大部分学者及临床医师的 
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认可，但患者尤其是小年龄患儿对针灸有恐惧感，不可避免 

会出现晕针、滞针、弯针、断针等异常情况。高强度聚焦超声 

(High intensity focused ultrasound，HIFU)是重庆医科大学国家 

超声治疗中心经过数十年研究的精华成果 ，是以超声波为治 

疗源，利用超声波具有的组织穿透『生和可聚焦性等物理特征， 

将体外低能量超声波聚焦成一点，具有无创伤、无感染、安全 

可靠的优点。通过长期的基础和临床研究，HIFU已在肿瘤治 

疗区域有了重大的突破[21，在促进 胃肠道功能、镇痛等其他方 

面也有大量研究报道 ，其作用原理主要有机械作用、热效应 

及空化作用。HIFU能否对HIBD有治疗作用，国内外尚无报 

道。我们通过制作 HIBD新生鼠模型，观察脑组织病理变化， 

检测突触素(Synaptophysin，SYP)的表达情况来探讨 HIFU 
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对新生鼠 HIBD的治疗作用及可能机制。 

1 材料及方法 

1．t 材料 

SYP抗体购自博奥森公司，二抗试剂盒和DBA显色剂 

购自北京中杉金桥公司，SYBR试剂购自百泰克试剂公司，逆 

转录试剂盒购自takara试剂公司，reahime—PCR仪器是 ABI 

公司 steponePCR仪，引物由北京三博远志生物技术有限责任 

公司设计 ，Invitrogen公司合成，7 d龄新生 sD大鼠由重庆医 

科大学动物中心提供，海扶超声聚焦型号 CZF治疗机由国家 

超声重点实验室提供，电针仪购自青岛鑫升实业有限公司，型 

号为 G6805一IB型，针灸针型号为华佗 0．18 mm×10 mm，8％ 

O 、92％N：混合气由重庆医科大学附属儿童医院提供。本实 

验在重庆医科大学附属儿童医院儿研所及重庆国家超声重 

点实验室完成。 

1．2 动物模型制作及标本收集 

选取 192只新生 7 d龄 SD大鼠，随机分成 4组：(1)假 

手术组(n=48，A)；(2)模 型组(n=48，B)；(3)电针组 (n=48， 

C)；(4)超声组(n=48，D)。按照 Rice—Vannucci法131制作新生 

大鼠HIBD模型：7 d龄新生 sD大鼠(12～16 g)乙醚吸入麻醉 

后取仰卧位，分离颈总动脉并结扎，手术完成后置于 37~(2恒 

温的密闭缺氧箱，通人体积分数为 8％ O 、92％N：的混合气 

体，放置约 120 min，缺氧完毕后存活者继续保温 1 h后做行 

为测定，不能翻身、平衡异常或左旋者视为成功模型，送回母 

鼠笼中。假手术组动物麻醉后分离颈总动脉，不予结扎，缝合 

皮肤 ；模型组，HIBD模型完成后不予任何干预 ；电针组，在 

HIBD模型完成后次 日开始电针治疗：针刺大鼠 “百会”穴 ， 

其定位参照《实验针灸学》。方法：以直径 0．18mm，长 10mm 

的华佗牌针灸针，针刺百会穴，接 G6805一IB电针仪，大鼠右 

后腿用湿生理盐水浸泡的纱布包裹接电针仪另一电极 ，连续 

波，频率 5～l0 Hz，强度以引起穴位周围组织轻微颤抖为度 ， 

持续 10minN。针刺均为每日上午 1次。超声组，HIBD模型完 

成后次日开始 HIFU治疗 ：型号为 CZF，频率 10．20MHz，脉冲 

1 000Hz，功率 0．5w，涂抹超声耦合剂后探头对准百会穴，时 

间为 1 rain，HIFU治疗的各种参数由国家超声重点实验室设 

定l5．61，超声治疗均在每日上午进行。在分别治疗 7、14、21 d后 

每组随机取 8只幼鼠，10％水合氯醛麻醉动物后，打开胸腔 

暴露心脏，经左心室插管至主动脉起始处，剪开右心耳，用生 

理盐水250 ml先快后慢冲洗，流出清亮液体后，4％多聚甲醛 

原位灌注固定，迅速取脑，放入4％多聚甲醛中固定。另取相 

同时间点的各组 8只幼鼠冰上迅速断头取脑，分离海马称重， 

置于 一70~C冰箱中保存。 

1-3 免疫组织化 学检测 

标本固定后，常规脱水、包埋、切片，德国莱卡切片机切 5 

m厚的标本，每隔 5张切片选 l张，用 sP法进行免疫组化 

染色，光镜下观察海马区域的突触素表达清况。LEICA QWIN’ 

q 2-3图像分析处理系统测量光密度值及面积，每张切片随机 

取 5个测量区测定，每次光学条件一致 ，每个测量区像素量 

一 致 ，光密度值 除以图片的整个面积，即平均光密度值。 

1．4 总 RNA的提取及 cDNA合成 

取脑海马组织，严格按照试剂盒说明常规提取 RNA，RNA 

用分光光度计测量浓度，根据不同的 RNA浓度，根据 lO l 

体系需要 500 ng RNA来计算，按照说明书要求制备逆转录反 

应体系。反应条件是 37℃，15 min，85℃，5 s。反应产物cDNA 

放置于 一20qc冰箱保存。 

1．5 逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR) 

PCR反应体 系 ：SYP引物 ：5’一TcGC1T丌CATG TGGC— 

TAGTrAGTYC-3’．5’—CCTIIGAACACGAACCATAAGTTGC一3’， 

产物长度 228bp；内参 GAPDH引物：5’一TCGTGGAGTCTACT- 

GGCGTCTTC一3’．5’一TGTCATCATACTTGGCAGG ITITCTC一3’， 

产物长度489 bp。反应体系为 2×Taq MasterMix 12．5 Ixl，上下 

游引物(10 mmol／L)各 0．5 txl，cDNA模板 2 1，根据体系成 

分补充 dd H2O至 25 l。反应条件：94℃变性 2 min，94℃变 

性 30 s，60℃退火 30 S，72~(i延伸 60 S，35个循环，72~C终延 

伸 5 min。扩增产物经 15 g／L的琼脂糖凝胶电泳后，在凝胶成 

像仪上成像，分析条带的亮度。 

1．6 统计学分析 

采用 SPSS 13．0软件进行统计学分析，计量资料以均数± 

标准差 (x±s)表示 ，组间比较均采用析因设计方差分析，以 

P<O．05，差异具有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 免疫组化结果 

SYP免疫反应产物为褐黄色颗粒状沉积，光镜下 SYP均 

匀分布于海马辐射层内树突的周围及多形层锥体细胞层内 

胞体的周围，以CA3区尤为明显。模型组海马 CA3区锥体细 

胞排列疏松，锥体细胞层次减少 ，相应各层 SYP染色较浅；电 

针组和超声组海马 CA3区锥体细胞排列较模型组整齐，SYP 

染色较深。免疫组织化学分析海马 CA3区的SYP在各组不 

同时间点的表达情况 (见图 1)，从图像可看出 SYP在同一 

时间点的不同组之间表达水平以电针组和超声组术后 3周 

时最高，以假手术组的水平最低。对实验图像进行 Ipp软件 

分析结果显示各时间点上电针组和超声组 SYP明显高于假 

手术组和模型组，其中 F=8．64，P<O．05，有统计学意义，术后 3 

周时电针组和超声组 SYP表达高于前 2周，F=12．54，P<0．01， 

有统计学意义(见表 1)。 

2．2 RT—PCR结果分析 

运用RT—PCR(图2)检测SYP时我们发现电针组和超声 

组各时问点表达量高于假手术组和模型组，在治疗 2周 和 3 

周的时候具有显著性差异性 (见表2)，其中，=10．52，P< 

0．05。 
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明，其定量和定性分布能够准确反映突触的发生和分布 ，且 

与学习记忆能力关系密切191。本实验发现，假手术组中突触素 

有表达 ，在免疫组织化学染色中，胞浆里分布有弥散的棕黄 

色颗粒；模型组 SYP表达高于假手术组，这主要是因为脑组 

织对缺血、缺氧等损伤非常敏感，自身有一定的修复作用。当 

阻断大鼠脑血流后，脑组织发生一系列级联式反应 ，而神经 

系统通过神经体液调节作用、神经一内分泌一免疫作用等途径 

促进突触和轴突再生。电针组和超声组在 HIBD模型制作后 

各时间点SYP的表达均高于假手术组和模型组，电针组与超 

声组 SYP表达在术后 3周时最高；从基因水平上看 ，电针组 

与超声组各个时间点表达均高于模型组，这说明针灸与超声 

治疗能使脑组织发生突触重塑，能够从蛋白和基因水平上调 

SYP的表达，改善与恢复神经功能 ，而且治疗的时间相对越 

长，突触重塑与神经功能恢复越完善。而 HIFU治疗 HIBD能 

够达到和传统针灸一样的效果。 

近年来，有关针灸治疗缺血性脑损伤的机制研究取得了 
一 定进展，其内容主要包括：改善血液流变学特性：改善微循 

环，增加脑血流量；调节神经肽、递质与调质的水平 ；抗氧化 

自由基损伤，抑制脂质过氧化反应；减轻兴奋性氨基酸的毒 

性，抑制钙超载；抑制神经细胞凋亡 。大多数研究者认为针 

灸通过穴位刺激能够增加海马内突触素的表达，减轻兴奋性 

氨基酸的毒性，抑制钙超载，在一定程度上能够促进学习记 

忆能力的恢复。余曙光等[1l研究了电针对老年性痴呆大鼠及 

阿尔茨海默病模型大鼠海马神经元突触形态可塑性的影响， 

认为电针能有效修复大鼠海马神经元突触的形态，促进突触 

可塑性 ，阻止受损神经元突触的退变。本实验结果支持以上 

观点。 

高强度聚焦超声作用原理主要有机械作用、热效应及空 

化作用。机械作用是超声波对人体的基本作用，能对细胞产 

生细微的按摩，增加细胞膜的渗透性，促进细胞内外的物质 

交换，改善组织代谢功能，使渗出吸收，有利于正常恢复；超 

声在体内能转换为热能，使局部组织温度升高 、分子运动速 

度加快 ，这就是超声的热效应；超声空化效应是一种聚焦能 

量的有效方法，把超声场中低能量密度变换为气泡内部及其 

周围高能量密度特性Il21。廖维靖[13】、Mouradt 4l等认为超声促进 

神经再生的主要机制是机械效应。一般认为高强度短时间辐 

照范围内的超声产生的空化效应是损伤机体的主要机制，美 

国医用超声学会 1985年认为负声压峰值大于 2 MPa即对人 

体产生有害效应，声强 <100 mW／cm 认为一般不会对人体产 

生空化效应。l一4 W／cm 超声会产生瞬态空化 ，这正是大多数 

诊断超声仪的输出强度l】51。HIFU对组织的不同作用取决于组 

织类型及物理参数，但目前为止，HIFU的生物学效应和相关 

的剂量学还处于一个探索阶段，尚无一个最佳频率、声强、时 

间参数组合的报道，这就限制了HIFU的全面临床应用。我们 

的研究证明HIFU和电针一样能够上调 SYP的表达，从而降 

低兴奋性氨基酸对大脑的损害，促进突触重塑和大脑恢复。 

综上所述，高强度聚焦超声通过其物理效应作用于穴位 

能够促进神经突触重塑，其机制可能类似于针灸，促进穴位 

组织兴奋，沿着经络传导至脑组织，改善脑部血液循环及脑 

部供养需求，促进神经元的能量代谢。它将传统针灸技术与 

现代物理康复技术结合起来 ，既能达到传统针灸的治疗 目 

的，又能发挥超声的优势。HIFU治疗过程中安全可靠、能防 

止医源性感染、解除患者对针灸的恐惧感，具有很高的临床 

应用价值。它有可能为HIBD及脑瘫等疾病的康复提供一种 

新的有效疗法。今后我们将在电子显微镜、电生理、行为学等 

方面更进一步研究高聚焦超声对脑损伤的影响。 
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