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6-姜酚改善新生小鼠缺氧、缺血性脑损伤
后认知行为及其机制
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　 　 [摘要] 　 目的　 探讨 6-姜酚对新生鼠缺氧、缺血性脑损伤(HIE)后认知行为的作用,通过观察对突触可塑性、
神经元存活、神经干细胞增殖的影响,探讨 6-姜酚对新生小鼠 HIE 脑损伤保护的作用机制。 方法　 利用出生后第 7
天昆明小鼠幼仔(78 只)进行右侧颈总动脉结扎,然后进行 90 min 的缺氧处理,构建新生小鼠、缺氧缺血性脑病模

型,并通过腹腔注射 6-姜酚,利用水迷宫行为学方法检测认知行为;采用 2,3,5-三苯基氟化四氮唑(TTC)染色观察

脑损伤变化情况;利用透射电子显微镜检测突触结构和数目的改变;采用 HE 染色、尼氏染色、二氢乙锭(DHE)染
色观察各组小鼠脑海马组织病理形态学变化;利用免疫荧光和 Real-time PCR 检测各组神经干细胞增殖情况和相

关转录因子的表达水平;利用 Western blotting 检测增殖相关信号通路 Akt 信号通路的变化。 结果　 6-姜酚早期处

理可改善小鼠 HIE 后成年学习记忆能力,减轻新生小鼠 HIE 后脑损伤和增加突触数目和结构完整性。 6-姜酚处理

组 HIE 病变侧海马细胞排列紊乱现象有所改善,坏死细胞数目减少,海马神经干细胞增殖能力及神经干细胞增殖

相关转录因子 Nestin 和性别决定区转录因子 2(Sox2)表达水平显著升高,磷酸化 Akt(p-Akt)水平增加。 结论　 6-
姜酚可改善 HIE 小鼠成年后学习记忆能力并减轻 HIE 后脑组织损伤,其作用机制可能通过抑制活性氧簇(ROS)的
产生而减轻神经元损伤并激活 Akt 信号通路促进海马神经干细胞的增殖能力。
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[Abstract]　 Objective　 To investigate the effect of 6-gingerol treatment on cognitive behavior after hypoxic-ischemic
brain injury (HIE) in neonatal mice, and to explore the protective mechanism of 6-gingerol on HIE brain injury in neonatal
mice by observing the effects on neuronal survival and neural stem cell proliferation. Methods　 The right common carotid
artery was ligated in Kunming mice(78) on the 7th day after birth and HIE model was established after 90 minutes of
hypoxic treatment. 6-gingerol was injected intraperitoneally. The cognitive behavior was detected by Morris water maze test;
2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride ( TTC) staining was used to observe the changes of brain injury; The changes of
synaptic structure and number were obseved by transmission electron microscopy; HE staining, Nissl staining and
dihydroethidium(DHE) staining were used to observe the pathomorphological changes of hippocampus in each group; The
proliferation of neural stem cells and the expression of related transcription factors were detected by immunofluorescence and
Real-time PCR; The changes of Akt signal pathway were detected by Western blotting. Results　 6-gingerol treatment could
improve the long-term learning and memory ability, reduce the brain injury and brain edema of neonatal mice after HIE,
and improve synaptic plasticity of mice after HIE. In the 6-gingerol treatment group, the disorder of hippocampal cells in the
diseased side of HIE was improved, the number of necrotic cells decreased, the proliferation ability of hippocampal neural
stem cells and the expression levels of nestin and sex determining region box transcription factor 2 ( Sox2) related
transcription factors increased significantly, and the level of phosphorylated Akt( p-Akt) increased. Conclusion 　 It is
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found that 6-gingerol can improve the learning and memory ability of HIE mice in adulthood and reduce brain tissue injury
after HIE. 6-gingerol may play a role in inhibiting the production of reactive oxygen species(ROS), reducing neuronal
injury and upregulating the expression of Akt signal pathway, promoting the proliferation of hippocampal neural stem cells,
so as to provide potential drugs for the treatment of neonatal HIE.

[Key words ] 　 6-gingerol; Hypoxic ischemic brain injury; Neural stem cells; Neurons; Cognitive behavior;
Transmission electron microscope;Neonatal mouse

　 　 新生儿缺氧、缺血性脑病 ( hypoxic ischemic
encephalopathy, HIE)是指因围产期窒息而引起的

新生儿脑部损伤,是全世界新生儿死亡和致残的重

要原因之一,发达国家中新生儿发病率为 2‰~3‰,
严重影响新生儿的生命健康,给社会和家庭带来沉

重的负担[1,2]。 HIE 死亡率较高,幸存患儿临床表

现为一系列脑病症状,如意识障碍、智力发育障碍和

运动功能损伤等神经系统后遗症,病情危重者可有

惊厥及呼吸衰竭[3~5]。 已有研究报道,其病理生理

变化主要为兴奋性毒性,氧化应激以及各种形式的

神经细胞死亡包括坏死、凋亡和自噬等[6~8]。 目前

临床多采用对症治疗和支持疗法,结合亚低温治疗

等方法,然而治疗效果并不理想,缺氧、缺血性脑损伤

引起神经元不可逆死亡,导致预后不佳,脑部神经恢

复十分有限[9]。 因此,积极探索有效的治疗方式,具
有重要的意义。 6-姜酚(6-gingerol)是新鲜生姜中一

种酚类物质,目前研究发现,6-姜酚具有多种生物学

作用,其可通过调控核因子 κB(nuclear factor κB,NF-
κB)信号通路增加细胞抗氧化酶的水平减轻糖尿病

肾病损伤;通过调控 p38 MAPK 信号通路改善心脏功

能[10,11]。 近年来,研究表明,6-姜酚通过调节细胞凋

亡和自噬增强细胞抗氧化能力减弱 β 淀粉样蛋白诱

导的人神经母细胞瘤细胞(简称 SH-SY5Y 细胞)死
亡;可通过调节微小 RNA (microRNA,miR)-103 /
Bcl-2 /腺病毒 E1B 19kD 相互作用蛋白 3 ( Bcl-2 /
adenovirus E1B19kD interacting protein 3,BNIP3)减少

缺氧诱导的 PC12 细胞凋亡和自噬进而发挥神经保护

作用;可透过血脑屏障并在多种神经系统疾病中发挥

重要作用,如自身免疫性脑脊髓炎、脑炎等[12~14]。 目

前鲜见有关 6-姜酚在新生儿HIE 中作用的报道,且对

其作用机制尚有待探索。
本研究选取出生后第 7 天胎鼠对其进行右侧颈

总动脉结扎,然后进行 90 min 的缺氧构建新生鼠

HIE 模型,并通过腹腔注射 6-姜酚,探讨 6-姜酚在新

生儿 HIE 中的神经保护作用。 本实验重点观察

6-姜酚处理对 HIE 小鼠成年后认知行为的改善及海

马组织病理形态学的影响,进一步探讨 6-姜酚发挥

神经保护作用的机制。 结果表明,6-姜酚可减轻新

生小鼠 HIE 后脑梗死面积,并改善成年后学习记忆

能力。 进一步研究发现,6-姜酚可降低活性氧簇

(reactive oxygen species,ROS)的产生而减轻海马神

经元损伤,激活 Akt 信号通路促进内源性神经干细

胞的增殖能力。 因此,6-姜酚可被认为是治疗新生

儿 HIE 脑损伤的有效候选药物,本研究为 6-姜酚应

用于临床治疗新生儿 HIE 提供更充足的科学依据。

材料和方法

1. HIE 模型制作

　 　 根据《动物研究国际指导原则》进行动物实验,
程序已得到山东大学动物伦理与福利委员会的批

准。 实验小鼠购自山东大学动物实验中心,动物许

可证号:SCXK(鲁)2019 0001。 在本研究中使用微

小修改后 Rice-Vannucci 模型。 将出生后第 7 天胎

小鼠(昆明小鼠,共 78 只,模型制作后死亡 7 只,体
重为 2~4 g)进行 2% ~ 3%异氟烷吸入麻醉,分离并

结扎小鼠右颈总动脉,手术后回窝休息 1 h 后置于

37 ℃、含有 8%氧气的缺氧箱中缺氧 90 min,假手术

组仅进行麻醉并剥离右颈总动脉处理。
2. 小鼠腹腔注射及药物处理

　 　 本 实 验 中 6-姜 酚 是 单 体, 其 分 子 式 为

C17H26O4,具体结构如下图所示。 根据产品说明书

配置 6-姜酚(成都德思特生物技术有限公司)工作

液和阴性对照液(含 1%DMSO 的无菌生理盐水)。
胎小鼠随机分为 3 组:假手术组(sham 组, 26 只),
HIE+生理盐水组(HIE 组,26 只),HIE + 6-姜酚组

(HIE+6G 组,26 只)。 胎小鼠 HIE 处理之前 24 h 腹

腔注射 6-姜酚(2 mg / kg),持续至 HIE 后 3 d。 HIE
组中的胎小鼠注射含有 1%DMSO 的生理盐水。

3. Morris 水迷宫实验

　 　 采用 Morris 水迷宫评价小鼠的学习记忆能力。
游泳池(直径 120 cm; 深度 30 cm)分为 4 个象限。 在

1 个象限内放置 1 个透明的圆形平台(直径10 cm)。
池子里装满了不透明的墨水,台子不可见,水温保持

在 24 ℃,实验前,小鼠经过 5 d 的训练。 每只小鼠每

天测试 4 次,休息间隔为 15 min。 小鼠被随机放置在

远离平台的 1 个象限,每只小鼠有 60 s 的时间去寻

找平台,记录 60 s 内小鼠找到并爬上平台的时间,然



23010000032010 09 姚远.fbd

·298　　 · 　 　 解　 　 剖　 　 学　 　 报 54 卷,2 期

后小鼠在平台上停留 1 min。 如果小鼠在 60 s 内没有

找到平台,则人为引导其找到平台,并在站台停留 1
min。 5 d 训练后进行正式测试,使用视频分析系统

(Ethvision XT5)记录小鼠行为学指标。
4. 梗死面积测量及脑水含量检测

　 　 通过 2,3,5-三苯基氯化四氮唑(2,3,5-triphenyl
tetrazolium chloride, TTC)染色测量脑梗死面积。 简

言之,HIE 损伤后 3 d,断头后分离小鼠脑组织,-80
℃冷冻 2 min,切成 2 min 厚的冠状切片后放入 2%
TTC 溶液中(北京索莱宝科技有限公司),37 ℃避光

染色 25 min,4%多聚甲醛固定 24 h,光学显微镜下

观察并摄片。 脑缺血面积表示为总梗死面积(白色

区域)与总脑面积的比率。 使用 Image J v1. 8. 0 软

件对脑梗死面积进行分析。 HIE 后 3 d(P10),获取

大脑后立即称重,然后将大脑放入 100 ℃ 烤箱 48
h,再次称重。 脑含水量计算公式为:脑含水量(%)
= [(湿重-干重) /湿重]× 100%。
5. 组织学染色

　 　 HIE 损伤后 3 d,对胎小鼠进行异氟烷深度麻醉

以使其安乐死,依次用 10 ml 生理盐水和 10 ml 4%
多聚甲醛进行心脏灌注,然后将小鼠脑在 4%多聚

甲醛中固定 24 h。 二甲苯脱蜡及梯度乙醇脱水后,
石蜡包埋鼠脑,切成 4 μm 厚的冠状切片进行后续

染色。 根据产品说明进行 HE 和 Nissl 染色(江苏凯

基生物技术股份有限公司)以观察组织形态变化和

细胞增殖情况。
6. 免疫荧光染色

HIE 损伤后 3d 不同处理组小鼠脑在 4%多聚甲

醛中固定 24 h。 30%蔗糖沉糖处理,进行冷冻切片

并保存。 使用 1×PBS 清洗脑片 3 次,0. 5% PBST
(含 Triton-100)配置 10%山羊血清封闭液,封闭透

化处理 2 h,一抗,兔抗 Ki67 多克隆抗体 ( 1 ∶ 200
Abcam 公司)4 ℃孵育过夜。 0. 1%PBST 洗片 3 次,
二抗,山羊抗兔(1 ∶500 Proteintech 中国公司)避光

室温孵育 1 h,再用 0. 1%PBST 洗片 3 次后,进行

DAPI 染色并用防荧光灭剂封片,在光学显微镜下

观察免疫荧光染色后细胞增殖情况并摄片。
7. 总 RNA 提取及 Real-timePCR

HIE 后 3 d 收集脑组织,利用 Trizol 法提取总

RNA,使 用 Thermo 反 转 录 试 剂 盒 反 转 录 获 得

cDNA,加入基因特异性引物和 SybrGreen 配制成

PCR 反应溶液,置于 Real-time PCR 仪上进行 Real-
time PCR 反应,使用 β-actin 作为内参。
8. ROS 生成的测量

　 　 通过荧光探针二氢乙锭 ( dihydroethidium,
DHE,上海碧云天生物技术有限公司)检测切片中

海马区域细胞内活性氧 ROS 水平。 石蜡切片经二

甲苯脱蜡 40 min、梯度乙醇(100%、90%、80%、70%、
50%)水化后,将切片在 PBS 中洗涤 3 次,每次

20 min。 DHE(1 μmol / L)于 37 ℃ 孵育 30 min。 用

PBS 洗涤 3 次,每次 20 min,防荧光淬灭剂封片,在
正置荧光显微镜下观察并摄片。
9. Western blotting 检测

　 　 HIE 后 3 d 收集脑组织,每管组织加入两粒无

菌研磨珠及蛋白酶抑制剂和 RIPA 裂解液后在冰上

制备为匀浆。 将匀浆在 4 ℃下以 12 000 r / min 离心

20 min。 收集上清液,并使用 BCA 分析(皮尔斯生

物科技股份有限公司)进行定量。 将样品与上样缓

冲液混合并煮沸 5 min。 将等量的蛋白用 10%丙烯

酰胺凝胶进行 SDS-PAGE 电泳。 将蛋白质转印到

PVDF 膜上。 用 5%牛奶孵育 2 h 后,一抗,兔抗突触

后致密蛋白 95(postsynaptic dense protein 95, PSD-
95)(1 ∶500, Proteintech 中国公司),兔抗 Akt 单克

隆抗体(1 ∶1000,CST 生物技术有限公司),兔抗 p-
Akt 单克隆抗体(1 ∶ 1000,CST 公司),鼠抗 β-actin
单克隆抗体(1 ∶2000,北京全式金生物技术有限公

司)4℃孵育 24 h;TBST 溶液洗涤后,用 HRP 耦联的

二抗,山羊兔 ( 1 ∶ 5000)、山羊抗鼠 ( 1 ∶ 5000) 均

Proteintech 中国公司,室温孵育 1 h。 最后用 TBST
缓冲液洗涤后,利用 ECL 试剂盒将 A 液和 B 液依照

1 ∶1配制显影工作液,进行显影。
10. 透射电子显微镜观察

　 　 取大约 1 m3 海马组织块,4%戊二醛固定 2 h,
PBS 缓冲液洗涤 3 次,每次 10 min,锇酸固定 1 h,
PBS 缓冲液洗涤 3 次,每次 10 min,梯度乙醇(30%、
50%、70%、90%、100%)脱水,树脂包埋样品,超薄切

片机切片,厚 50 μm,重金属(铅盐)染色后透射电

子显微镜观察并摄片,分析突触结构和数目。
11. 统计学分析

　 　 采用 GraphPad Prism 8. 0 统计学软件进行分

析。 以均值 ±标准差 ( 􀭰x ± s) 表示。 多重比较采用

Tukey 检验后的单因素方差分析方法(ANOVA)。 P<
0. 05 为差异有统计学意义。

结　 　 果

1. 6-姜酚对成年后学习认知能力的改善作用

　 　 Morris 水迷宫是一种公认的评价动物学习记忆

等认知功能的行为测试。 在 Morris 水迷宫实验中,与
sham 组相比,HIE 组小鼠需要花更多时间寻找逃生

平台,而 6-姜酚处理组小鼠寻找平台潜伏期明显降

低。 空间记忆功能测试发现,HIE 组小鼠在平台象限

停留时间和跨越平台象限的次数明显减少,而 6-姜酚

处理组小鼠得到改善(图 1A~1C)。 结果表明 6-姜酚

能改善 HIE 后小鼠的学习和记忆等认知功能障碍。
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图 1　 Morris 水迷宫检测小鼠 HIE 后学习记忆能力

A.小鼠 HIE 后学习能力评价; B. 60 s 内小鼠穿越平台次数以评估小鼠 HIE 后记忆能力,∗P<0. 05; C. 小鼠游泳路线的代表图片, n= 6
图 2　 6-姜酚对小鼠 HIE 后脑缺血面积和脑水肿的影响

A. HIE 损伤后 3 d,不同组代表性 TTC 染色的脑冠状切片; B. TTC 染色脑缺血面积统计结果; 缺血面积=(对侧半球面积-同侧非缺血面积) /
对侧半球面积; C. 脑水含量检测, n= 3,∗∗P< 0. 01,∗∗∗∗P<0. 0001
Fig.1　 Morris water maze was used to test the learning and memory ability of mice after HIE
A, Evaluation of learning ability in mice after HIE; B, The statistical results of the times of mice crossing the platform in 60 s econds were used to
evaluate the memory ability of mice after HIE, ∗P<0. 05; C, Representative picture of the swimming route of mice, n= 6
Fig.2　 Effect of 6-gingerol on cerebral ischemia area and brain edema after HIE in mice
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A, Coronal brain sections stained with TTC from different groups 3 days after HIE injury; B, Statistical results of cerebral ischemia area stained by TTC;
Ischemic area = ( contralateral hemisphere area-ipsilateral non-ischemic area) / contralateral hemisphere area; C, Content of brain water, n = 3,
∗∗P<0. 01, ∗∗∗∗P<0. 0001

图 3　 6-姜酚对小鼠 HIE 后突触结构和数目的影响

A. 不同处理组海马脑区代表性透射电子显微镜结果,箭头指示突触数目,对照组海马区突触结构正常;HIE 组突触结构明显改变,突触数量

较对照组减少;6-姜酚处理后突触数目和突触小泡较模型组增多 　 标尺示 1 μm,标尺示,0. 5 μm; B. 不同处理组突触数目的统计结果,
∗∗P<0. 01, ∗∗∗P<0. 001; C. Western blotting 分析不同处理组突触后致密物 PSD-95 的表达变化;n= 3;D. 统计图;n= 3, ∗P<0. 05
Fig.3　 Effect of 6-gingerol on synaptic structure and number after HIE in mice
A. Representative electron microscopic results of hippocampal brain regions in different treatment groups; The synaptic structure of the hippocampus in
the control group was normal; The synaptic structure of HIE group changed significantly and the number of synapses decreased compared with the
control group; The number of synapses and synaptic vesicles increased after 6-gingerol treatment compared with the model group　 Bar = 1 μm, Bar=

0. 5 μm; B. Statistical results of the number of synapses in different treatment groups, ∗∗P<0. 01, ∗∗∗P<0. 001; C, The expression of PSD-95 in
postsynaptic density was analyzed by Western blotting; n= 3; D. Statistical chart of PSD-95; n= 3, ∗P<0. 05

2. 6-姜酚能够减轻新生小鼠 HIE 后脑梗死面积和

脑水肿

为了研究 6-姜酚在新生小鼠 HIE 中的作用,我
们进行了 TTC 染色检测其对 HIE 后脑缺血面积的

影响。 图 2A 为小鼠冠状脑切片 TTC 染色的代表性

图片,正常脑组织呈现均匀的红色,而缺血部位为苍

白色。 Sham 组小鼠没有明显的脑缺血区域,HIE 组

脑缺血面积为(27. 22±1. 808)%,6-姜酚处理将脑缺

血面积降低至(17. 83±3. 09)%(图 2B)。 以上结果

表明,6-姜酚能够降低 HIE 后脑梗死面积。 图 2C 为

脑水检测结果,HIE 后小鼠脑水含量明显升高,应用

药物治疗后脑水含量减少至(84. 233±0. 066)%。
3. 对新生小鼠 HIE 后突触可塑性的作用

　 　 突触的结构完整性和数目在学习记忆等众多生

理功能中发挥重要作用。 我们利用透射电子显微镜

观察海马区突触结构和数目的变化。 结果显示,对照

组海马区突触结构正常;HIE 组突触结构明显改变,
突触前突触小泡数量减少,突触后致密物厚度变薄,
突触数量较对照组减少;6-姜酚处理后突触数目和突

触小泡较模型组增多,突触后致密物也较模型组增

厚。 同时 Western blotting 结果也显示,6-姜酚处理突

触后致密物 PSD-95 的蛋白表达水平增多(图 3)。
4. 对新生小鼠 HIE 后神经元损伤的作用

　 　 运用 HE 染色和 Nissl 染色的方法检测 6-姜酚

对 HIE 后海马神经元损伤的影响。 实验结果显示,
sham 组中海马区域结构完整且神经细胞形态数量

正常;HIE 组中,海马区域结构模糊,神经细胞数量

较少且形态异常。 6-姜酚治疗后可显著减少海马神

经细胞形态学损伤(图 4A)。 Nissl 染色检测神经细

胞凋亡情况,如图 4B 显示,sham 组海马神经元形态
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完整,排列紧密,结构清晰。 HIE 组呈现大面积脑组

织水肿甚至组织损失、神经元排列疏松。 对比 HIE
组,6-姜酚组脑组织损伤程度明显改善。 利用 DHE
染色检测海马原位活性氧自由基 ROS 水平,发现与

Sham 组相比,HIE 组 ROS 水平升高,而 6-姜酚组

ROS 生成减少(图 4C)。 进一步利用 Real-time PCR
检测各组神经元标记物微管关联蛋白 2(microtuble
associated protein 2, MAP2)和 NeuroD1 的表达,结
果显示,6-姜酚处理后能够逆转 HIE 引起的神经元

标记物表达的降低(图 4D,4E)。
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图 4　 6-姜酚对小鼠 HIE 后脑组织形态学损伤的影响

A. HIE 损伤后 3 d,HE 染色冠状切片中海马结构变化的代表性照片,sham 组中海马区域结构完整,数量正常;HIE 组中,海马区域结构模糊,神
经细胞数量较少,6-姜酚治疗后海马神经细胞形态学损伤减轻; B. HIE 损伤后 3 d,小鼠大脑冠状切片海马代表性 Nissl 染色图,sham 组海马神

经元形态完整,HIE 组神经元排列疏松; 对比HIE 组,6-姜酚组脑组织损伤程度减轻;C. DHE 染色的代表性图像反映海马中的 ROS 水平;A~C.
标尺示 100 μm; D. Real-time PCR 检测神经元标记物 MAP2 的表达变化; E. Real-time PCR 检测神经元标记物 NeuroD1 的表达变化; n = 3,
∗P< 0. 05, ∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001
图 5　 6-姜酚对小鼠海马内源性神经干细胞增殖的影响

A. Ki67 免疫荧光染色检测细胞增殖情况,箭头指示 Ki67 阳性细胞位置,标尺示 50 μm;B. 神经干细胞增殖相关转录因子 Sox2 的 mRNA 表达

水平;C. 神经干细胞增殖相关转录因子 Nestin 的 mRNA 表达水平;D. Akt 信号通路的表达情况; n = 3,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01 ∗∗∗P<0. 001;
E. 统计图;n= 3, ∗P<0. 05, ns. 无差异

Fig.4　 Effect of 6-gingerol on brain histomorphological damage after HIE in mice
A, Representative images of the hippocampus in the HE stained coronal sections 3 days after HIE injury; In sham group, the hippocampal structure was
intact and the number was normal; In HIE group, the hippocampal region structure was fuzzy and the number of nerve cells was small, and the
morphological damage of hippocampal nerve cells was relieved after 6-gingerol treatment; B, Representative Nissl staining of the hippocampus in coronal
sections of the mouse brain 3 days after HIE injury; The morphology of hippocampal neurons in sham group was intact, while the arrangement of neurons
in HIE group was loose; Compared with the HIE group, the degree of brain tissue injury in 6-gingerol group reduced; C, Representative images of DHE
staining reflected the ROS levels in the hippocampus A-C, Bar= 100 μm; D, The expression of neuronal marker MAP2 was detected by Real-time PCR;
E, The expression of neuron marker NeuroD1 was detected by Real-time PCR; n= 3, ∗P<0. 05, ∗∗P<0. 01, ∗∗∗P<0. 001
Fig.5　 Effect of 6-gingerol on the proliferation of neural stem cells in mouse hippocampus
A, Ki67 immunofluorescence staining was used to detect cell proliferation, arrows indicate Ki67 positive cells, Bar= 50 μm; B, The mRNA expression
level of Sox2, a transcription factor related to neural stem cell proliferation; C, The mRNA expression level of nestin, a transcription factor related to
neural stem cell proliferation; D, The expression of Akt signaling pathway; n= 3, ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001; E, Statistical chart of p-Akt
and Akt;n= 3, ∗P<0. 05, ns, No significant difference

5. 6-姜酚通过调控新生小鼠 HIE 后神经干细胞增

殖影响成年认知行为

我们进一步检测了 6-姜酚对内源性神经干细

胞增殖的影响,结果显示,如图 5A 所示,与 sham 相

比,HIE 组增殖标记物 Ki67 阳性细胞数目减少,6-
姜酚处理后增殖数目增多。 同时 Real-time PCR 结

果显示,HIE 组中与神经干细胞增殖相关转录因子

Sox2 和 Nestin 的表达明显下降,6-姜酚处理后可显

著增加 Sox2 和 Nestin 的表达水平(图 5B,5C)。 Akt
信号通路与神经干细胞增殖潜能密切相关,Western
blotting 结果证明,HIE 组中 Akt 磷酸化水平降低,而
6-姜酚可增加 p-Akt 的水平(图 5D)。 以上结果提

示,6-姜酚可能通过激活 Akt 信号通路促进 HIE 后

神经干细胞增殖。

讨　 　 论

近年来,随着医疗水平的不断提高和持续发展,
产前和新生儿护理得到改善,但新生儿缺氧缺血性

脑病(HIE)仍然是全世界新生儿发病率和死亡率的

重要原因之一。 目前,临床治疗仍以对症支持治疗

为主,其目的为恢复神经细胞的能量代谢,以及促使

受损神经细胞的修复和再生,常用药物苯巴比妥控

制惊厥,呋塞米降低颅内压,纳洛酮消除脑干症状,
神经营养因子促进神经恢复,但疗效不佳,治疗后仍

存在早期新生儿死亡,幸存者也往往存在认知障碍、
癫痫发作和运动功能损伤等一系列神经系统损伤后

遗症,这些神经系统损伤后遗症的发生无疑给社会

和家庭带来沉重负担[9,15,16]。 新生儿 HIE 的发病机

制复杂,疗效差,至今尚无有效的治疗措施,因此,探
索新的有效手段减少疾病损伤是目前亟待解决的问

题。 本实验构建了缺氧、缺血新生小鼠模型探讨了

6-姜酚对新生儿 HIE 脑组织的保护作用。
本研究发现,6-姜酚能够减轻新生鼠 HIE 后脑

组织损伤以及改善成年后认知行为。 6-姜酚是新鲜

生姜中提取的酚类物质,由于生姜具有药食同源性

的特点,使得 6-姜酚在治疗新生儿疾病中具有一定

优势[17]。 近年来,越来越多的研究表明,6-姜酚在

神经系统疾病中发挥着重要作用;6-姜酚能够通过

NF-κB 和丝裂原活化蛋白激酶 ( mitogen activated
protein kinase, MAPK)信号通路调节树突状细胞活

化,进而抑制实验性自身免疫性脑脊髓炎中炎症细

胞在中枢神经系统的浸润,并减少神经炎症和脱髓

鞘反应[18]。 然而,目前鲜有研究报道 6-姜酚在新生

儿 HIE 中的作用。 新生儿 HIE 患者中近半数患儿

死亡,而存活患儿伴发永久性的中枢神经系统后遗

症如认知障碍、运动缺陷等,因此,能否改善幸存患

儿生活质量是 HIE 治疗的关键。 本实验利用 TTC
染色发现 6-姜酚可减轻新生小鼠 HIE 后脑损伤,同
时水迷宫实验表明 6-姜酚对 HIE 新生小鼠成年后

的认知行为具有显著的改善作用。 因此,6-姜酚不

仅对新生儿 HIE 早期的脑损伤有保护作用,也对患

儿成年后的认知障碍这一中枢神经系统后遗症有一

定的改善作用。
缺氧、缺血性脑损伤患儿导致认知功能障碍的
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分子机制尚不清楚。 突触可塑性是学习认知功能的

分子机制,对维持认知功能至关重要,包括突触的数

量、形态变化及突触后致密物多少[19]。 HIE 患儿可

见明显的突触数目减少,突触结构异常,突触致密物

PSD95 的表达下降;而 6-姜酚能够增加突触数目和

PSD95 的表达。 神经元凋亡是 HIE 的主要病理特

征,可在早期发生并持续数周,大量研究表明,抑制

细胞凋亡是治疗 HIE 的有效方法。 本实验通过 HE
染色、尼氏染色等方法发现,6-姜酚能够减轻神经元

凋亡,神经元标记物 MAP2 和 NeuroD1 等表达增加。
缺氧、缺血性脑损伤可导致过量氧自由基的产生,氧
自由基生成是导致神经细胞坏死或凋亡的重要原因

之一[20,21],而 6-姜酚处理可显著降低 ROS 的产生,
提示其可能通过阻止脑内氧自由基产生发挥神经功

能保护作用。
脑缺氧、缺血致使神经损伤的病理生理过程十

分复杂,通常是不可逆性损伤。 新生儿 HIE 能够引

起损伤区神经元和胶质细胞的大面积死亡,如何补

充和替换损伤、坏死的细胞是治疗 HIE 的突破点。
神经干细胞是一类具有自我更新和分化潜能的多能

干细胞,能够通过对称分裂的方式实现细胞数目的

扩增,通过不对称分裂产生神经组织中的各类细胞。
神经干细胞的特性,使其能够产生新的神经元和胶

质细胞,参与修复缺损的脑组织[22]。 因此,促进内

源性神经干细胞的增殖分化潜能,是治疗新生儿

HIE 的重要策略[23]。 近年来发现,Akt 通路在神经

系统疾病中的作用日益突出,已有文献证明其可在

各种神经细胞中发挥作用,参与细胞生长、代谢、增
殖,参与胶质细胞和神经元的存活、分化、凋亡等过

程。 在脊髓损伤疾病中,Akt 信号通路促进内源性

神经干细胞的增殖和神经元分化以及脊髓损伤的功

能恢复[24]。 此外,研究表明,6-姜酚的保护作用涉

及 Akt 信号通路,Akt 信号通路作为重要的炎症相

关通路,参与脂多糖( lipopolysaccharide, LPS)诱导

的神经炎症中小胶质细胞的激活进而发挥抗炎作

用[25]。 我们的研究结果也表明,6-姜酚处理后能够

增强神经干细胞增殖的潜能以及相关转录因子的表

达,激活 Akt 信号通路。 因此,6-姜酚可能通过激活

内源性神经干细胞增殖的潜能发挥神经保护作用,
从而为缺氧、缺血性脑损伤的治疗提供新的途径和

方法。
综上可见,6-姜酚发挥神经保护作用涉及多种

重要机制,此外,6-姜酚是从生姜中提取的一种酚类

化合物,作为食品和中草药在世界各地广泛使用,安
全性较高。 因此,6-姜酚有望成为新生儿缺氧、缺血

性脑病的安全有效的治疗候选药物,具有潜在的临

床应用价值。
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《解剖学报》可以直接使用的英文及英文缩略词

一、以下词汇在文中首次出现时可直接用英文或英文缩略词

ABC (亲和素-生物素过氧化物酶体系)
Akt(蛋白激酶 B)
Annexin V(膜联蛋白 V)
BCA (二喹啉甲酸)
BCIP(5-溴-4-氯-3-吲哚基磷酸盐)
Bcl-2(B 淋巴细胞瘤-2 基因)
BrdU(5-溴脱氧尿嘧啶核苷)
BSA(牛血清清蛋白)
Cas(CRISPR 关联)
Caspase(含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶)
CCK-8(细胞计数试剂盒 8)
CRISPR(成簇规律间隔短回文重复序列)
CT(计算机 X 线断层摄影术)
DAB(二氨基联苯胺)
DAPI(4’,6-二脒基-2-苯基吲哚)
DMEM(缓冲液培养基)
DMSO(二甲基亚砜)
DNase(脱氧核糖核酸酶)
ECL(增强型化学发光法)
EDTA(乙二胺四乙酸)
ELISA(酶联免疫吸附测定)
ERK(细胞外调节蛋白激酶)
FBS(胎牛血清)
FITC(异硫氰酸荧光素)
GAPDH(3-磷酸甘油醛脱氢酶)

HE(苏木素-伊红)
HRP(辣根过氧化物酶)
JAK(Janus 激酶)
MAPK(丝裂原活化蛋白激酶)
MRI(磁共振成像)
MTT(四甲基偶氮唑盐)
NBT(氯化硝基四氮唑蓝)
Nestin(巢蛋白)
OCT(最佳切割温度复合物)
PB(磷酸缓冲液)
PBS(磷酸盐缓冲液)
PBST(磷酸盐吐温缓冲液)
PI(碘化丙啶)
PI3K(磷脂酰肌醇-3 激酶)
PVDF (聚偏二氟乙烯)
Real-time PCR(实时定量聚合酶链反应)
RT-PCR(反转录聚合酶链反应)
SDS-PAGE (十二烷基硫酸钠-聚丙烯胺凝胶电泳)
SP (链酶卵白素-过氧化物酶法)
STAT(信号转导子及转录激活因子)
TBST(三乙醇胺缓冲盐水)
TRITC(四甲基异硫氰酸罗丹明)
TUNEL(原位缺口末端标记)
Western blotting(免疫印迹法)

二、其他在论文中首次出现的专业词汇应执行稿约规定,即中文全称(英文全称,缩略词)


