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别嘌呤醇对未成熟大鼠脑白质

损伤时自由基变化的影响

胡　勇１△　邵肖梅２　张旭东２
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　上海　２０００４０；２复旦大学附属儿科医院新生儿科　上海　２０００３２）

【摘要】　目的　通过制作早产儿脑白质损伤动物模型，探讨自由基在早产儿脑白质损伤发病机制中的作用及别

嘌呤醇的保护作用。方法　利用新生１日龄ＳＤ大鼠３２只行双侧颈总动脉结扎（ＢＣＡＯ）制作脑白质损伤模型，

随机分为假手术组（Ｓｈａｍ，狀＝８）、ＢＣＡＯ组（ＢＣＡＯ，狀＝１２）及别嘌呤醇干预组（ＡＬＬＯ，狀＝１２）。ＢＣＡＯ后４８ｈ

检测脑白质ＸＯ、ｉＮＯＳ、Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶、谷胱甘肽转移酶（ＧＳＴ）及·ＯＨ活力、尿酸（ＵＡ）及丙二醛（ＭＤＡ）含

量。结果　ＭＤＡ含量（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ）：ＢＣＡＯ组（２．５６±０．７８）较Ｓｈａｍ组（１．３６±０．２３）明显升高（犘＜０．０１），

而ＡＬＬＯ组（１．５９±０．１９）较ＢＣＡＯ组明显降低（犘＜０．０１）。ＵＡ含量（ｍｇ／ｇｐｒｏｔ）：ＢＣＡＯ组（１３．５７±０．７２）及

ＡＬＬＯ组（１２．３４±０．２１）均较Ｓｈａｍ组（１１．４２±０．５６）明显升高（犘＜０．０１），而ＡＬＬＯ组较ＢＣＡＯ组明显降低（犘

＜０．０１）；·ＯＨ活力（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）：与Ｓｈａｍ组（１５６．０±８．０７）比较，ＢＣＡＯ组（２０６．６±２１．２７）明显升高（犘＜

０．０１），而ＡＬＬＯ组（１９１．７±１３．０４）较ＢＣＡＯ组显著降低（犘＜０．０５）。ＸＯ及ｉＮＯＳ活力：ＢＣＡＯ组较Ｓｈａｍ组明

显升高（犘＜０．０１），而ＡＬＬＯ组较ＢＣＡＯ组明显降低（犘＜０．０５）；Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶活力（μｍｏｌｐｉ／ｍｇｐｒｏｔ／ｈ）：与

Ｓｈａｍ组（３．０４±０．２６）比较，ＢＣＡＯ组（２．３０±０．３７）及ＡＬＬＯ组（２．１１±０．２６）均明显降低（犘＜０．０１），而ＡＬＬＯ

组与ＢＣＡＯ组相比差异无显著性（犘＞０．０５）；ＧＳＴ活力（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）：与Ｓｈａｍ组（５６．７５±４．２２）比较，ＢＣＡＯ组

（３７．６０±８．３２）明显降低（犘＜０．０１），而ＡＬＬＯ组（４３．３９±４．４４）比ＢＣＡＯ组显著提高（犘＜０．０５）。结论　自由

基在早产儿脑白质损伤中可能发挥了核心作用。别嘌呤醇对缺血引起的早产大鼠脑白质损伤具有一定的保护

作用。
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　　早产儿脑白质损伤的主要神经病理类型———脑

室周围白质软化（ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｅｕｋｏｍａｌａｃｉａ，

ＰＶＬ）最常见于极低出生体重（＜１５００ｇ）的早产

儿［１］，在胎龄３２周以下的早产儿中发生率为５％～

１５％。发生于新生儿期的ＰＶＬ常与晚期严重的神

经疾患如脑瘫、智力低下、视觉损害相关。在预防其

发生或减轻其不良后果的干预策略中，有必要了解

ＰＶＬ的病理生理和分子机制。虽然ＰＶＬ的发病机

制尚未完全清楚，但近期的研究证实，ＰＶＬ的发生

发展与分化早期少突胶质细胞（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅ，

ＯＬｓ）对缺血再灌注损伤，特别是对自由基攻击的易

感性密切相关［２－３］。因此，推测使用自由基清除剂

别嘌呤醇（ａｌｌｏｐｕｒｉｎｏｌ，ＡＬＬＯ）以防治氧自由基对

ＯＬｓ的毒性损害有望成为防治ＰＶＬ的有效手段。

我们在实验中已经证实［４］，利用一日龄大鼠行双侧

颈总动脉结扎 （ｂｉｌａｔｅｒａｌｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，

ＢＣＡＯ）可较好地制作早产儿脑白质损伤模型，别

嘌呤醇对缺血引起的未成熟大鼠脑白质损伤具有保

护作用。本研究进一步探讨自由基在早产儿脑白质

损伤发病机制中的作用，并探讨黄嘌呤氧化酶抑制

剂和自由基清除剂别嘌呤醇对缺血后早产儿脑白质

自由基变化的影响。

材 料 和 方 法

实验对象　 新生１日龄（出生当天计为０日

龄）ＳＤ清洁级大鼠体重雌雄不拘，体重６．２５～８．９３

ｇ，由中国科学院上海生命科学院药物研究所实验动

物中心提供。

实验分组及模型制作

模型制作　行ＢＣＡＯ
［１］：将１日龄新生ＳＤ大

鼠３０只随机标号后称重，放入含有少量乙醚的密闭

罐中，待其停止活动３～５ｓ后取出，用胶布固定于

操作台上，取颈部正中切口，长约０．５ｃｍ，肉眼下依

次分离并结扎左右两侧颈总动脉后将动脉放回原

处，缝合切口后将实验鼠放入３７℃的暖箱中恢复

１５ｍｉｎ左右放归母鼠。

分组　取术后存活的新生１日龄ＳＤ大鼠２４

只，随机分为ＢＣＡＯ组（ＢＣＡＯ，狀＝１２）及别嘌呤醇

治疗组（ＡＬＬＯ，狀＝１２）。另取１日龄新生ＳＤ大鼠

８只作为正常对照组即假手术组（Ｓｈａｍ，狀＝８），只

麻醉并分离双侧颈总动脉但不结扎。于ＢＣＡＯ后

４８ｈ断头取脑，去除脑皮质、小脑后，立即放入已标

记的冷冻管，置液氮中保存备测。

治疗犃犔犔犗　治疗组于ＢＣＡＯ后即刻和２４ｈ

分别腹腔注射ＡＬＬＯ（０．５％ＡＬＬＯ＋０．５％ＣＭＣ）

每次１３５ｍｇ／ｋｇ，假手术组、ＨＩ对照组注射等量生

理盐水（０．９％ＮａＣｌ＋０．５％ＣＭＣ）。

观察指标　化学发光法检测脑白质ＸＯ、ｉＮＯＳ、

Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶及·ＯＨ活力，ＵＡ及 ＭＤＡ含量

（试剂盒由南京建成生物工程研究所提供）。

结果分析与统计学处理　 所有数据均以狓
—
±狊

表示，应用ＳＰＳＳ１１．０统计分析软件，多组均数比

较用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两

两比较用狇检验。
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　胡勇，等．别嘌呤醇对未成熟大鼠脑白质损伤时自由基变化的影响

结　　　果

脑白质 犕犇犃及 犝犃含量测定　ＭＤＡ 含量

（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ）：ＢＣＡＯ组（２．５６±０．７８）较Ｓｈａｍ

组（１．３６±０．２３）明显升高（犘＜０．０１），而ＡＬＬＯ组

（１．５９±０．１９）较ＢＣＡＯ组明显降低（犘＜０．０１），

ＡＬＬＯ组与Ｓｈａｍ组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。ＵＡ（ｍｇ／ｇｐｒｏｔ）：ＢＣＡＯ组（１３．５７±０．７２）

及ＡＬＬＯ组（１２．３４±０．２１）均较Ｓｈａｍ组（１１．４２±

０．５６）明显升高（犘＜０．０１），而ＡＬＬＯ组较ＢＣＡＯ

组明显降低（犘＜０．０１）（表１）。

表１　犅犆犃犗后４８犺脑白质犕犇犃及犝犃含量比较

犜犪犫１　犕犇犃犪狀犱犝犃犮狅狀狋犲狀狋犮犺犪狀犵犲狊犻狀狑犺犻狋犲犿犪狋犲狉

犪狋４８犺犪犳狋犲狉犅犆犃犗犺犲犿犻狊狆犺犲狉犲犪狋４８犺犪犳狋犲狉犅犆犃犗

（狓
—
±狊）

Ｇｒｏｕｐ （狀） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ） ＵＡ（ｍｇ／ｇｐｒｏｔ）

Ｓｈａｍ （８） １．３６±０．２３ １１．４２±０．５６

ＢＣＡＯ （１２） ２．５６±０．７８（１） １３．５７±０．７２（１）

ＡＬＬＯ （１２） １．５９±０．１９（２） １２．３４±０．２１（１）（２）

　　
（１）ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳｈａｍｇｒｏｕｐ，犘＜０．０１；
（２）ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢＣＡＯｇｒｏｕｐ，犘＜０．０１

　　脑白质犡犗、犻犖犗犛及·犗犎活力测定　ＸＯ活力

（Ｕ／ｇｐｒｏｔ）：ＢＣＡＯ组（１１．６２±０．６１）较Ｓｈａｍ组

（１０．０５±０．３３）明显升高（犘＜０．０１），而ＡＬＬＯ组

（１１．１６±０．３１）较ＢＣＡＯ组明显降低（犘＜０．０５）；

ｉＮＯＳ活力（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）：ＢＣＡＯ组（０．４７±０．０７）较

ＢＣＡＯ组（０．２５±０．０４）明显升高（犘＜０．０１），而

ＡＬＬＯ组（０．４１±０．０４）较ＢＣＡＯ组明显降低（犘＜

０．０５）。·ＯＨ活力（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）：与Ｓｈａｍ组（１５６．０

±８．０７）比较，ＢＣＡＯ组（２０６．６±２１．２７）明显升高

（犘＜０．０１）；而ＡＬＬＯ组（１９１．７±１３．０４）较ＢＣＡＯ

组显著降低（犘＜０．０５）见表２、图１。上述结果提

示，ＢＣＡＯ即脑缺血可以引起脑白质及·ＯＨ活力

的增强，说明自由基在脑白质损伤中发挥重要作用。

而ＡＬＬＯ则能抑制ＸＯ、ｉＮＯＳ，并降低·ＯＨ活力，

可能系其发挥了ＸＯ抑制剂和自由基清除剂的双重

作用。

脑白质犖犪＋犓＋犃犜犘酶及 犌犛犜活力测定　

Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶活力（μｍｏｌｐｉ／ｍｇｐｒｏｔ／ｈ）：与

Ｓｈａｍ组（３．０４±０．２６）比较，ＢＣＡＯ组（２．３０±

０．３７）及ＡＬＬＯ组（２．１１±０．２６）均明显降低（犘＜

０．０１）；而ＡＬＬＯ组较ＢＣＡＯ组差异无显著性（犘＞

０．０５）。ＧＳＴ活力（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）：与Ｓｈａｍ组（５６．７５

±４．２２）比较，ＢＣＡＯ组（３７．６０±８．３２）及ＡＬＬＯ

组（４３．３９±４．４４）均明显降低（犘＜０．０１）；而ＡＬＬＯ

组较ＢＣＡＯ组显著提高（犘＜０．０５）（表３）。

图１　犅犆犃犗后４８犺脑白质羟自由基活力比较 （狓
—
±狊）

犉犻犵１　·犗犎犪犮狋犻狏犻狋狔犮犺犪狀犵犲狊犻狀狑犺犻狋犲犿犪狋犲狉犪狋

４８犺犪犳狋犲狉犅犆犃犗（狓
—
±狊）

（１）ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳｈａｍｇｒｏｕｐ，犘＜０．０１；

（２）ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢＣＡＯｇｒｏｕｐ，犘＜０．０５

表２　犅犆犃犗后４８犺脑白质犡犗及犻犖犗犛活力比较

犜犪犫２　犡犗犪狀犱犻犖犗犛犪犮狋犻狏犻狋狔犮犺犪狀犵犲狊犻狀

狑犺犻狋犲犿犪狋犲狉犪狋４８犺犪犳狋犲狉犅犆犃犗 （狓
—
±狊）

Ｇｒｏｕｐ （狀）
ＸＯ

（Ｕ／ｇｐｒｏｔ）
ｉＮＯＳ

（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）

Ｓｈａｍ （８） １０．０５±０．３３ ０．２５±０．０４

ＢＣＡＯ （１２） １１．６２±０．６１（１） ０．４７±０．０７（１）

ＡＬＬＯ （１２） １１．１６±０．３１（１）（２） ０．４１±０．０４（１）（２）

　　
（１）ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳｈａｍｇｒｏｕｐ，犘＜０．０１；
（２）ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢＣＡＯｇｒｏｕｐ，犘＜０．０５

表３　犅犆犃犗后４８犺脑白质犖犪＋犓＋犃犜犘

酶及犌犛犜活力比较

犜犪犫３　犖犪
＋犓＋犃犜犘犪狊犲犪狀犱犌犛犜犮犺犪狀犵犲狊犻狀

狑犺犻狋犲犿犪狋犲狉犪狋４８犺犪犳狋犲狉犅犆犃犗 （狓
—
±狊）

Ｇｒｏｕｐ （狀）
Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ
（μｍｏｌｐｉ／ｍｇｐｒｏｔ／ｈ）

ＧＳＴ
（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）

Ｓｈａｍ （８） ３．０４±０．２６ ５６．７５±４．２２

ＢＣＡＯ （１２） ２．３０±０．３７（１） ３７．６０±８．３２（１）

ＡＬＬＯ （１２） ２．１１±０．２６（１） ４３．３９±４．４４（１）（２）

　　
（１）ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳｈａｍｇｒｏｕｐ，犘＜０．０１；
（２）ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢＣＡＯｇｒｏｕｐ，犘＜０．０５

讨　　　论

ＰＶＬ与宫内缺氧、感染、绒毛膜羊膜炎、

ＰＲＯＭ、产时失血、窒息、血容量降低、低碳酸血症、

反复呼吸暂停、心动过缓、败血症、急性坏死性小肠

结肠炎等因素密切相关。围产期脑缺氧缺血被认为

是ＰＶＬ的主要发生因素
［５］。作为ＰＶＬ主要靶细胞

的少突胶质细胞前体细胞具有成熟依赖的易损性，

这种易损性与其发育窗有关，该发育窗以抗氧化能

力缺陷和在ＯＬｓ分化中对铁的积极摄取相结合为

１９３



复旦学报（医学版）　２００８年５月，３５（３）　

特征。研究证实［２］，缺血再灌注损伤时产生致死性

氧自由基，尤其是细胞毒性较强的羟自由基，自由基

攻击早期分化少突胶质细胞，导致ＯＬｓ的凋亡性死

亡。发病机制中的重要参与因素与易受自由基攻击

的这一中心环节相互作用［５］。

我们的实验结果显示，ＢＣＡＯ后４８ｈ脑组织中

·ＯＨ活力明显增强，脂质过氧化产物的代谢物

ＭＤＡ含量明显增加，提示脑缺血引起脑组织自由

基生成增加。实验还显示，ＢＣＡＯ后４８ｈ脑组织中

ＸＯ、ｉＮＯＳ活力明显增强，ＸＯ催化的产生自由基的

反应终产物ＵＡ含量明显增加，提示ＢＣＡＯ引起脑

组织ＸＯ、ｉＮＯＳ进一步活化，进而导致大量自由基

的生成。ＧＳＴ部分地反应了脑组织的抗氧化能力，

ＢＣＡＯ后ＧＳＴ明显降低，说明早产脑组织本就发育

不完善的抗氧化能力进一步受损。ＢＣＡＯ引起的自

由基的大量产生还可能抑制了脑组织的Ｎａ＋Ｋ＋

ＡＴＰ酶功能，本实验显示，ＢＣＡＯ后脑组织Ｎａ＋

Ｋ＋ＡＴＰ酶活力明显减弱，与相关报道相符
［６］。上

述结果提示自由基对ＯＬｓ的损害在脑白质损伤的

发生发展中起着非常重要的作用。

对ＰＶＬ发病机制的新认识提出了潜在的预防

性干预措施。由于缺血等引起的致死性氧自由基的

产生和ＯＬ易受自由基攻击最终凋亡性死亡，是早

产儿脑白质损伤发病机制的中心环节，因而使用自

由基清除剂以防止氧自由基的毒性有望预防或减轻

早产儿脑白质损伤。我们在实验中已经证实［４］，别

嘌呤醇对缺血引起的未成熟大鼠脑白质损伤具有一

定程度的保护作用，本实验进一步探讨其对脑白质

损伤的保护作用机制。

实验中我们发现，与ＢＣＡＯ组相比，ＡＬＬＯ组

ＢＣＡＯ后４８ｈ脑组织中·ＯＨ活力明显减弱，脂质

过氧化产物的代谢物ＭＤＡ含量及ＸＯ催化的反应

产物ＵＡ含量明显减少，提示ＡＬＬＯ具有抑制黄嘌

呤氧化酶和直接清除自由基的作用。我们还发现，

与ＢＣＡＯ组相比，ＡＬＬＯ组ＸＯ、ｉＮＯＳ活力明显减

弱，提示ＡＬＬＯ通过抑制ＸＯ、ｉＮＯＳ的活化等途径

而减少自由基的生成。另外，ＡＬＬＯ组ＧＳＴ的活

力较ＢＣＡＯ组明显增强，说明ＡＬＬＯ的干预改善了

缺血脑组织的抗氧化能力。但实验也显示ＡＬＬＯ

对缺血脑组织的Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶功能受损改善不

明显，可能与自由基对Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶产生了不

可逆性抑制作用有关。

综上所述，自由基尤其是细胞毒性最强的羟自

由基可能在早产儿脑白质损伤中发挥了核心作用。

别嘌呤醇可能通过减少自由基的生成和直接清除自

由基的作用对缺血引起的早产大鼠脑白质损伤具有

一定的保护作用。确切的机制有待进一步地深入

研究。
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