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【基础研究】

ω３多不饱和脂肪酸对脂多糖所致脑损伤新生大鼠海马组织中
氧化应激产物和细胞凋亡的影响
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摘要：　目的　探讨ω３多不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡ）对脂多糖（ＬＰＳ）所致脑损伤新生大鼠海马组织中氧化应激产物
和细胞凋亡的影响。方法　将４８只３日龄新生ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为对照组、ＬＰＳ组、ω３ＰＵＦＡ组和ω６ＰＵ
ＦＡ组，每组１２只；ＬＰＳ组、ω３ＰＵＦＡ组和 ω６ＰＵＦＡ组新生大鼠腹腔注射０．６ｍｇ·ｋｇ１ＬＰＳ后分别立即腹腔注射等容
积生理盐水、ω３ＰＵＦＡ和 ω６ＰＵＦＡ；对照组大鼠腹腔注射等容积生理盐水；２４ｈ后快速断头取海马组织，检测各组新
生大鼠海马组织中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）、氧化型 ＧＳＨ（ＧＳＳＧ）水平，并计算
ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值；原位末端转移酶标记法检测各组新生大鼠海马组织细胞凋亡指数（ＡＩ）。结果　与对照组比较，ＬＰＳ
组、ω６ＰＵＦＡ组和 ω３ＰＵＦＡ组新生大鼠海马组织中 ＳＯＤ和 ＧＳＨ水平显著降低（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ、ＧＳＳＧ水平及
ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值显著升高（Ｐ＜０．０５）。与ＬＰＳ组比较，ω６ＰＵＦＡ组新生大鼠海马组织中 ＳＯＤ和 ＧＳＨ水平显著降低
（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ、ＧＳＳＧ水平及ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值显著升高（Ｐ＜０．０５）；ω３ＰＵＦＡ组新生大鼠海马组织中ＳＯＤ和ＧＳＨ
水平显著升高（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ、ＧＳＳＧ水平及ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值显著降低（Ｐ＜００５）。与 ω６ＰＵＦＡ组比较，ω３ＰＵＦＡ
组新生大鼠海马组织中 ＳＯＤ和 ＧＳＨ水平显著升高（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ、ＧＳＳＧ水平及 ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值显著降低（Ｐ＜
００５）。ＬＰＳ组、ω６ＰＵＦＡ组和 ω３ＰＵＦＡ组新生大鼠海马组织 ＡＩ显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；ω６ＰＵＦＡ组新生大
鼠海马组织ＡＩ显著高于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）；ω３ＰＵＦＡ组新生大鼠海马组织ＡＩ显著低于ω６ＰＵＦＡ组和ＬＰＳ组（Ｐ＜
０．０５）。结论　ω３ＰＵＦＡ能够减轻ＬＰＳ所致脑损伤新生大鼠海马组织中的氧化应激反应，减少海马组织细胞凋亡，对
ＬＰＳ所致的脑损伤具有保护作用。
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ｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅω６ＰＵＦＡｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤａｎｄＧＳＨｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｒａｔｓｉｎω３ＰＵＦＡ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＭＤＡ，ＧＳＳＧａｎｄｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＧＳＳＧ／ＧＳＨｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘｉｎｔｈｅＬＰＳｇｒｏｕｐ，ω６ＰＵＦＡｇｒｏｕｐａｎｄω３ＰＵＦＡｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘｉｎｔｈｅω６ＰＵＦＡｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＬＰＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘｉｎｔｈｅω３ＰＵＦＡｇｒｏｕｐｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＬＰＳｇｒｏｕｐａｎｄω６ＰＵＦＡｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ω３ＰＵＦＡｃａｎａｌｌｅｖｉａｔｅｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｉｎｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｗｉｔｈｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙＬＰＳ．ＳｏｉｔｈａｓａｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｉｎｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙＬＰＳ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓ；ｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ；ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ；ｇｌｕｔａ
ｔｈｉｏｎ；ｏｘｉｄｉｚｅｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　缺氧、感染等多种致病因素均可引起早产儿脑
病［１］。既往研究表明，早产儿脑病的主要危险因素

为缺氧和产前感染等［２］，感染后必然会发生氧化应

激反应［３］。ω６多不饱和脂肪酸（ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ
ｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＰＵＦＡ）在临床中作为静脉营养脂肪乳剂
使用非常广泛，但有研究表明，此类脂肪乳在感染应

激状态下，可加重脂质过氧化反应，最终导致器官功

能损害［４］。本课题组的前期研究结果表明，ω３ＰＵ
ＦＡ能够降低急性肺损伤大鼠炎性因子分泌，减少细
胞凋亡［５６］；也有研究发现，ω３ＰＵＦＡ可减少缺氧损
伤大鼠脑组织中炎性因子表达，并降低细胞凋亡指

数（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｅｘ，ＡＩ）［７８］。因此作者推测，ω３
ＰＵＦＡ可能会减轻早产儿感染所致脑损伤中的氧
化应激反应，减少脑细胞凋亡，从而对脑组织具有

保护作用。本研究使用３日龄新生大鼠模拟人类
早产儿，通过注射脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）
制作感染所致脑损伤模型，观察 ω３ＰＵＦＡ对 ＬＰＳ
所致脑损伤新生大鼠海马组织中氧化应激产物和

细胞凋亡的影响，以期为临床治疗早产儿脑损伤

提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　４８只３日龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠
由新乡医学院实验动物中心提供，雌雄不限，体质量

（１８．２±４．３）ｇ；新生大鼠和母鼠均置于２５℃，湿度
约６０％的动物实验室内饲养，光照时间白天黑
夜＝１２ｈ１２ｈ；由母鼠喂养新生大鼠，避免过多打
扰母鼠及新生大鼠；注意饲养环境的卫生，每天更换

水和垫料１次；母鼠进食与孕期一致的普通饲料，保
证营养均衡、卫生，以满足母鼠和新生大鼠的需求。

１．２　主要试剂与仪器　ＬＰＳ（Ｅ．ｃｏｌｉＯ１１１：Ｂ４）购自
美国Ｓｉｇｍａ公司，超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓ
ｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测
试剂盒购自南京建成生物工程研究所，还原型谷胱

甘肽（ｒｅｄｕｃｅｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎ，ＧＳＨ）、氧化型谷胱甘肽
（ｏｘｉｄｉｚｅｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＳＧ）活性测定试剂盒购自美
国 ＣａｙｍａｎＣｈｅｍｉｃａｌ公司，原位细胞凋亡检测试剂
盒购自德国 Ｒｏｃｈｅ公司；ＯｌｙｍｐｕｓＣＸ２１ＦＳ１型普通
光学显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，ＬＫＢＶ２０８８型
超薄切片机购自瑞典ＬＫＢ公司。
１．３　实验动物分组及处理方法　将３日龄新生大
鼠随机分为对照组、ＬＰＳ组、ω３ＰＵＦＡ组和ω６ＰＵ
ＦＡ组，每组１２只；固定时间点称体质量并腹腔注射
药物。对照组大鼠腹腔注射０．６ｍＬ·ｋｇ－１生理盐水
后，立即腹腔注射等容积生理盐水；ＬＰＳ组、ω３ＰＵＦＡ
组和ω６ＰＵＦＡ组大鼠腹腔注射０．６ｍｇ·ｋｇ－１ＬＰＳ
后，分别立即腹腔注射等容积生理盐水、ω３ＰＵＦＡ
和ω６ＰＵＦＡ［９］。２４ｈ后腹腔注射水合氯醛麻醉各
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组大鼠，快速断头取海马组织，置于 －８０℃ 冰箱中
保存备用。

１．４　各组新生大鼠海马组织中 ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＧＳＨ
及ＧＳＳＧ水平检测　取各组大鼠海马组织，用无菌
生理盐水作为匀浆介质，按１ｇ１０ｍＬ在冰浴中充
分匀浆制成 １００ｇ·Ｌ－１组织匀浆，２０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心 ２ｍｉｎ，取上清液，采用黄嘌呤氧化酶法测定 ＳＯＤ
水平，改良硫代巴比妥酸法检测 ＭＤＡ水平，分别采
用ＧＳＨ、ＧＳＳＧ活性测定试剂盒测定 ＧＳＨ和 ＧＳＳＧ
水平，并计算 ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值；具体操作严格按照
说明书进行。

１．５　末端脱氧核苷酸转移酶介导的 ｄＵＴＰ缺口末
端标记（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｍｅ
ｄｉａｔｅｄｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）法检测各
组新生大鼠海马组织细胞凋亡情况　取各组新生大
鼠海马组织，石蜡包埋后切片，ＴＵＮＥＬ法染色后常
规进行脱蜡加水，滴加适量蛋白酶 Ｋ工作液，３７℃
恒温箱孵育１５ｍｉｎ，随后滴加标记缓冲液，３７℃ 标
记２ｈ，封闭后滴加生物素化抗地高辛抗体，３７℃恒
温箱充分反应３０ｍｉｎ，荧光显微镜下用蓝色光激发
观察，蓝色荧光激发下，明亮的绿色代表 ＴＵＮＥＬ标
记的阳性细胞核，提示存在细胞凋亡。在相同放大

倍数（×２００）、光强度下分析读片，每张切片取３个

视野记录凋亡细胞数，并计算 ＡＩ，ＡＩ＝凋亡细胞数／
细胞总数×１００％。
１．６　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行数据
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间
比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 Ｂｏｎ
ｆｆｅｒｏｎｉ法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组新生大鼠海马组织中 ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＧＳＨ、
ＧＳＳＧ水平及ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值比较　结果见表１。
与对照组比较，ＬＰＳ组、ω６ＰＵＦＡ组和 ω３ＰＵＦＡ组
新生大鼠海马组织中 ＳＯＤ和 ＧＳＨ水平显著降低，
ＭＤＡ、ＧＳＳＧ水平及ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值显著升高，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与 ＬＰＳ组比较，ω６ＰＵ
ＦＡ组新生大鼠海马组织中 ＳＯＤ和 ＧＳＨ水平显著
降低，ＭＤＡ、ＧＳＳＧ水平及 ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值显著升
高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ω３ＰＵＦＡ组新
生大鼠海马组织中 ＳＯＤ和 ＧＳＨ水平显著升高，
ＭＤＡ、ＧＳＳＧ水平及ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值显著降低，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与 ω６ＰＵＦＡ组比较，
ω３ＰＵＦＡ组新生大鼠海马组织中ＳＯＤ和ＧＳＨ水平
显著升高，ＭＤＡ、ＧＳＳＧ水平及 ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值显著
降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组新生大鼠海马组织中ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＧＳＨ、ＧＳＳＧ水平及ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤ，ＭＤＡ，ＧＳＨ，ＧＳＳＧａｎｄｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＧＳＳＧ／ＧＳＨｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓ
ａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＳＯＤ／（Ｕ·ｍｇ－１） ＭＤＡ／（μｍｏｌ·ｇ－１） ＧＳＨ／（ｍｇ·ｇ－１） ＧＳＳＧ／（ｍｇ·ｇ－１） ＧＳＳＧ／ＧＳＨ
对照组 １２ １１４．３２±１９．２２ １１．５６±３．２６ １．４５±０．３５ ０．０２８±０．００４ ０．０１７±０．００３
ＬＰＳ组 １２ ８９．１３±１５．８９ａ ３７．７４±１３．５４ａ ０．８９±０．２１ａ ０．０３５±０．００７ａ ０．０３７±０．００７ａ

ω６ＰＵＦＡ组 １２ ８３．２８±１２．４８ａｂ ４１．２５±１６．９９ａｂ ０．７９±０．１５ａｂ ０．０３８±０．００７ａｂ ０．０４８±０．０１０ａｂ

ω３ＰＵＦＡ组 １２ ９６．６５±１３．１９ａｂｃ ３３．６８±９．１７ａｂｃ １．０２±０．１１ａｂｃ ０．０３２±０．００３ａｂｃ ０．０３２±０．００５ａｂｃ

Ｆ ５．９５２ １２．３２３ ５．１３８ ４．９４７ １０．２３２
Ｐ ０．００２ ０．０００ ０．００４ ０．００４ ０．０００

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与ＬＰＳ组比较ｂＰ＜０．０５；与 ω６ＰＵＦＡ组比较ｃＰ＜０．０５。

２．２　各组新生大鼠海马组织 ＡＩ比较　结果见图
１。对照组、ＬＰＳ组、ω６ＰＵＦＡ组和 ω３ＰＵＦＡ组新生
大鼠海马组织 ＡＩ分别为（２．３５±０．７６）％、（２８７±
１１４）％、（３．０１±１．２０）％、（２．７７±０８９）％。ＬＰＳ
组、ω６ＰＵＦＡ组和 ω３ＰＵＦＡ组新生大鼠海马组织

ＡＩ显著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
ω６ＰＵＦＡ组新生大鼠海马组织ＡＩ显著高于ＬＰＳ组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ω３ＰＵＦＡ组新生大
鼠海马组织ＡＩ显著低于ω６ＰＵＦＡ组和 ＬＰＳ组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

Ａ：对照组；Ｂ：ＬＰＳ组；Ｃ：ω６ＰＵＦＡ组；Ｄ：ω３ＰＵＦＡ。

图１　ＴＵＮＥＬ法检测各组新生大鼠海马组织细胞凋亡情况（×２００）
Ｆｉｇ．１　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴＵＮＥＬ（×２００）
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３　讨论

有研究表明，出生后 ３～７ｄ啮齿类动物发育水
平与人类孕２３～３６周早产儿的中枢神经系统发育
水平接近［１０］。动物实验表明，全身性 ＬＰＳ刺激可以
导致小鼠脑损伤，在人类早产儿也有类似的情况出

现［１１］。采用 ３日龄新生大鼠腹腔内注射 ＬＰＳ
（０６ｍｇ·ｋｇ１）可成功制作感染致脑损伤模型［１２］。

早产儿生后暴露于全身性感染可导致新生儿脑损伤
［１３１４］。炎症反应过程中产生大量的氧自由基也参

与了脑损伤的形成［１５］。在内毒素的激活下，巨噬细

胞等免疫细胞生成过多的活性氧，可引起体内抗氧

化能力下降，脂质过氧化反应增多，氧化还原平衡被

打乱［１６１７］。早产儿大脑发育不成熟，机体抗氧化能

力有限，抗氧化酶活性相对偏低，因此，更容易出现

氧化还原失衡［１８１９］。ＳＯＤ、ＧＳＨ是清除体内自由基
的重要物质，ＳＯＤ、ＧＳＨ水平代表了体内抗氧化系统
状态。ＭＤＡ是脂质过氧化的最终产物，由机体内
ＰＵＦＡ在自由基作用下产生，可作为评估氧化损伤
严重程度的间接指标［２０２２］。ＧＳＨ在氧化剂作用下
通过谷胱甘肽过氧化物酶和谷胱甘肽转移酶被氧化

成ＧＳＳＧ，ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值可作为机体氧化／抗氧化
系统是否失衡的间接评价指标。

ω３ＰＵＦＡ的主要成分是二十二碳六烯酸（ｄｏ
ｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃａｃｉｄ，ＤＨＡ）［２３］，ＤＨＡ可直接透过血脑
屏障进入脑细胞。研究表明，ＤＨＡ对新生大鼠缺氧
缺血性损伤可发挥神经保护效应［２４２５］。本研究结

果发现，ＬＰＳ组新生大鼠海马组织中ＳＯＤ、ＧＳＨ水平
较对照组显著降低，ＭＤＡ、ＧＳＳＧ水平 ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比
值较对照组显著升高，证明脑损伤新生大鼠海马组

织中氧化应激反应增加；ω３ＰＵＦＡ组新生大鼠海马
组织中ＳＯＤ、ＧＳＨ水平高于ＬＰＳ组和ω６ＰＵＦＡ组，
ＭＤＡ、ＧＳＳＧ水平及 ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值低于 ＬＰＳ组和
ω６ＰＵＦＡ组，使机体氧化还原系统失衡的程度降
低，故可减少氧化应激产物对脑组织的损害；与 ＬＰＳ
组比较，ω６ＰＵＦＡ组新生大鼠海马组织中 ＳＯＤ和
ＧＳＨ水平显著降低，ＭＤＡ、ＧＳＳＧ、ＧＳＳＧ／ＧＳＨ比值显
著升高，提示ω６ＰＵＦＡ组新生大鼠体内氧化／抗氧
化系统失衡较为严重。

中枢神经系统具有高氧耗、高代谢、抗氧化防御

弱等特点，易受到活性氧作用而出现早期氧化应激

反应，大量活性氧可导致机体氧化还原平衡紊乱，最

终出现细胞凋亡。未发育成熟的大脑更容易受到氧

化应激的损伤，细胞凋亡大量增加［２４２５］。本研究结

果发现，ＬＰＳ组、ω６ＰＵＦＡ组和ω３ＰＵＦＡ组新生大
鼠海马组织 ＡＩ显著高于对照组；ω３ＰＵＦＡ组新生

大鼠海马组织ＡＩ显著低于ω６ＰＵＦＡ组和 ＬＰＳ组；
说明ω３ＰＵＦＡ可明显抑制海马组织细胞凋亡，且
变化趋势与其降低氧化应激反应的趋势一致，提示

ω３ＰＵＦＡ可能通过降低氧化应激反应而减少细胞
凋亡，具有神经保护作用。

综上所述，ω３ＰＵＦＡ可降低ＬＰＳ所致脑损伤新
生大鼠海马组织中氧化应激反应和细胞凋亡水平，

但ω３ＰＵＦＡ是通过哪些信号通路调节氧化应激和
细胞凋亡，尚需进一步探讨。
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