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头孢曲松对新生大鼠缺氧缺血性脑损伤的保护作用研究 

徐佳俊，王  军*，李  荣，刘文强 
徐州医科大学附属医院 儿科，江苏 徐州  221000 

摘  要：目的  探讨头孢曲松对新生大鼠缺氧缺血性脑损伤（HIBD）的保护作用，并考察其作用机制。方法  新生 SD 大

鼠随机分为假手术组、模型组和头孢曲松组，每组各 48 只，各组依据造模成功后观察时间点又分为 6 h、12 h、24 h、3 d、
5 d、7 d 6 个亚组，每个亚组各 8 只。假手术组只做颈部切开和右颈总动脉分离术，不结扎。模型组、头孢曲松组均制备新

生大鼠 HIBD 模型。假手术组、模型组于术后 ip 生理盐水 10 mL/kg，1 次/d，连续 3 d；头孢曲松组于术后 ip 注射用头孢曲

松钠 200 mg/kg，1 次/d，连续 3 d。热板法测试记录新生大鼠热板测试时间；HE 染色后观察皮质脑组织病理变化；Western 
blotting 法测定 FADD 表达量；免疫组化法检测 FADD 阳性表达细胞数。结果  与模型组比较，头孢曲松组的热板测试时间

在 3、5 d 时明显缩短，差异具有统计学意义（P＜0.05）。通过光学显微镜观察发现头孢曲松组脑组织细胞排列尚规则，体

积稍大，呈轻度水肿改变。与模型组比较，头孢曲松组在各个时间点的 FADD 表达量和阳性表达细胞数明显降低（P＜0.05）。
结论  头孢曲松可下调 HIBD 新生大鼠脑皮质 FADD 表达，减少凋亡发生，改善行为学表现，发挥神经保护作用。 
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Protection of ceftriaxone against hypoxic-ischemic brain injury in neonatal rats 

XU Jia-jun, WANG Jun, LI Rong, LIU Wen-qiang 
Department of Pediatrics, Affiliated Hospital of Xuzhou Medical University, Xuzhou 221000, China 

Abstract: Objective  To study the protective effect of ceftriaxone against hypoxic-ischemic brain injury in neonatal rats, and 
investigate its mechanism. Methods  Neonatal SD rats were randomly divided into Sham group, model group, and ceftriaxone group, 
and each group was divided into 6 h, 12 h, 24 h, 3 d, 5 d, and 7 d subgroup with 8 rats according to observation time. Rats in the Sham 
group were performed only by incision of neck and right common carotid artery dissection without ligation. Rats in the ceftriaxone 
group and model group were successfully established hypoxic ischemic brain damage (HIBD) models. Rats in the Sham group and 
model group were ip administered with normal saline after the operation, 10 mL/kg, once daily, treated for 3 d. Rats in the ceftriaxone 
group were ip administered with Ceftriaxone Sodium for injection after the operation, 200 mg/kg, once daily, treated for 3 d. Hot plate 
test method was used to record hot plate test time in neonatal rats. HE staining was used to observe the pathological changes of 
cortex. FADD expression was detected by Western blotting method. The number of FADD positive cells was detected by 
immunohistochemical staining. Results  Compared with the model group, hot plate test time in the ceftriaxone group were 
significantly shorter on days 3 and 5, and there were differences between two groups (P < 0.05). By optical microscope observation, 
brain tissue cell arrangement in ceftriaxone group was still rule, the volume slightly larger, and a slight edema changes. Compared with 
the model group, FADD expression and positive cells numbers in the ceftriaxone group were obviously decreased at various time 
points, (P < 0.05). Conclusion  Ceftriaxone can down-regulate FADD expression in cerebral cortex of neonatal rats with HIBD, 
reduce neuron cell apoptosis, improve behaviors, and play neuroprotective effect. 
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新生儿缺氧缺血性脑损伤（hypoxic ischemic 
brain damage，HIBD）是由围生期窒息等因素引起

的一种常见的新生儿脑损害，同时也是新生儿期常

见的发病率较高的疾病之一。由于其发病率高，在 
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导致婴幼儿神经致残原因中，占 25%～28%[1]。其

发病机制有血流动力学改变、脑细胞能量代谢衰竭、

自由基损伤、细胞内钙超载、兴奋性氨基酸毒性作

用、细胞凋亡和炎症细胞及炎性细胞因子作用等。

近年来已被证实参与缺氧缺血性脑病细胞凋亡的基

因有 Bcl-2 家族、c-myc 家族、c-fos 和 c-jun、
Fas/APO-1 等。Fas 相关死亡结构域（Fas associated 
death domain，FADD）是“死亡受体”介导细胞凋

亡信号通路中的桥梁物质，起承上启下的作用，是

死亡受体与胞浆成分之间联系的纽带，可将膜表面

受体与胞浆中细胞凋亡的终末酶连接起来，从而向

胞内传播凋亡信号，介导细胞凋亡，与多种凋亡相

关疾病过程有关。头孢曲松是临床上常使用的一种

β-内酰胺类抗生素，除了发挥抗菌作用，近年来有

学者发现头孢曲松还具有神经保护作用[2]。其作用

机制为头孢曲松可提高谷氨酸转运体-1（glutamate 
transporter-1，GLT-1）的表达，增加神经细胞内过

多兴奋性氨基酸谷氨酸摄取，发挥神经保护作用。也

有报道显示头孢曲松能够减轻缺氧缺血性脑损伤[3]，

可能与减轻细胞凋亡有关。张利民等[4]用头孢曲松

干预大鼠弥漫性轴索损伤模型，结果表明头孢曲松

干预组大鼠海马CA1区 apaf-1蛋白表达水平在各个

时间点均低于脑损伤组，差异有统计学意义（P＜
0.05），头孢曲松可改善凋亡的发生、发展。本实验

依据 Rice 法[5]制备新生大鼠 HIBD 模型，研究头孢

曲松是否可以通过减少 FADD 表达减轻凋亡发生、

发展，讨论头孢曲松可能的脑保护机制，为治疗缺

氧缺血性脑病提供新的思路。 
1  材料与方法 
1.1  材料 

8% O2/92% N2 混合气体（上海特种气体厂）；

常压缺氧仓（上海市儿科研究所）；注射用头孢曲松

钠（山东鲁抗医药股份有限公司，规格 2 g，批号

1303036）；兔抗鼠 FADD 抗体（北京博奥森生物技

术有限公司，规格 0.1 mL，批号 bs-0511R）；β-actin
一抗、二抗（Santa Cruz 公司，规格 50 μL，批号

AP0060）。 
清洁级新生 7 d SD 大鼠，雌雄不限，体质量

12～18 g，由徐州医科大学实验动物中心提供，动

物使用许可证号 SYXK(苏)2014-0011，动物使用合

格证号 2140789。 
1.2  分组 

144 只新生 SD 大鼠按照随机数表法随机分为

假手术组、模型组和头孢曲松组，每组各 48 只，各

组依据造模成功后观察时间点分为 6 h、12 h、24 h、
3 d、5 d、7 d 6 个亚组，每个亚组各 8 只。 
1.3  给药 

假手术组、模型组于术后 ip 生理盐水 10 
mL/kg，1 次/d，连续 3 d；头孢曲松组于术后 ip 注

射用头孢曲松钠 200 mg/kg，1 次/d，连续 3 d；各

组连续 3 d 均为同一时间点给药。 
1.4  动物模型的制备 

参照 Rice 法[5]制备新生大鼠 HIBD 模型。将新

生 SD 大鼠用七氟烷吸入麻醉（0.5～1.0 min）后，

取仰卧位，四肢固定于手术板上，颈正中线切开皮

肤，游离右侧颈总动脉，丝线结扎，缝合切口，造

成缺血。回窝休息 2 h。再置入一体积为 2 000 mL、
底部铺有 CO2 吸收剂钠石灰、与混合气体相连的密

闭有机玻璃箱内，该容器置于 37 ℃水浴中。以 1～
2 L/min 输入含 8% O2/92% N2 混合气体，持续 2 h，
造成缺氧。假手术组只做颈部切开和右颈总动脉分

离术，不结扎，缝合切口后呼吸正常空气。模型组、

头孢曲松组均制备缺氧缺血模型。各组术后与母鼠

同窝，母乳喂养，室温 22.0～25.9 ℃，避免强光和

噪音刺激，12 h 光照与黑暗交替。 
1.5  热板法测试 

参照滚筒实验检测新生大鼠运动能力[6]。利用

恒温水浴箱、钢板、木板制作“热板跑道”。将钢板

固定于 40 ℃恒温水浴箱水面，等长的木板置于钢板

中央隔开，钢板长度为 40 cm，宽度为 10 cm，即制

作长度为 40 cm，宽度为 5 cm 的两条跑道。新生大

鼠置于跑道一侧时开始计时，由于新生大鼠对此温

度不能耐受，会不停挣扎往前爬行，当爬行到另一

端停止计时，所用时间即为热板测试时间。记录给

药后 1、2、3、5 d 的热板测试时间。 
1.6  脑组织病理观察 

各组新生大鼠缺氧缺血后 3 d 放置于密闭容器

中，七氟烷麻醉，固定于手术板上，并作开胸术；

经左心室至升主动脉处插管并固定，100 mL 生理盐

水快速冲洗至肝脏变白及右心耳流出清亮液体后，

再用 4%多聚甲醛（pH 7.4，4 ℃）50 mL 快速灌注，

然后以多聚甲醛慢速灌注，灌注约 100 mL 至大鼠

四肢强直、僵硬后，停止灌注，取出穿刺针。剪开

颅骨，暴露并剥离脑组织，取右侧部分脑组织浸泡

于 4 ℃多聚甲醛 24～48 h。分离右侧大脑半球，常

规固定、脱水、石蜡包埋统一取相当于耳前线 2 mm
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水平（相当于大脑中后 1/3 部位）行冠状位脑组织

切片留取标本，HE 染色，光镜下观察新生大鼠皮

质脑组织病理变化。 
1.7  Western blotting 法测定 FADD 表达量 

各组新生大鼠在各个时间点断头取脑，称取约

100 mg 右侧脑皮质新鲜组织，RIPA 裂解液裂解蛋

白，匀浆后，4 ℃离心机 12 000 r/min 离心 15 min，
BCA 法测定蛋白浓度。制胶、电泳、转膜结束后加

入一抗（兔抗鼠 FADD 抗体一抗 1∶100）和内参抗

体，4 ℃过夜，加入二抗（1∶100）；回收二抗后再

加入 BCIP/NBT 碱性磷酸酯酶显色试剂显色，用

Image J 图像分析软件检测条带灰度值，并做统计学

处理。 
1.8  免疫组化法检测 FADD 阳性表达细胞数 

各亚组分别于术后各时间点取右侧脑皮质浸泡

于 4 ℃多聚甲醛 24 h。梯度酒精脱水、石蜡包埋并

标记；对右侧脑皮质组织进行连续冠状切片，常规

脱蜡、孵育，水浴修复，山羊血清封闭非特异性抗

体（37 ℃下孵育 30 min），滴加一抗（兔抗鼠 FADD
抗体 1∶300）室温 30 min，4 ℃过夜。滴加二抗（生

物素化羊抗兔，1∶100），DAB 显色、脱水、中性

树胶封片自然晾干。光镜下观察到胞质有棕色颗粒

者为阳性细胞。阴性切片不加一抗，用 PBS 缓冲液

替代。每只大鼠取右侧脑皮质不连续切片 8 张，观

察右侧皮质随机 5 个视野（×400）。Image Proplus 
6.0 图像处理分析系统分析并计数每个视野的阳性

细胞数。 
1.9  统计学分析 

实验数据以⎯x±s 表示，使用 SPSS 16.0 统计分

析软件进行数据处理，多组间比较采用单因素方差

分析（One-Way ANOVA），进一步两两比较方差齐

时采用 LSD 法，方差不齐时采用 Dunnett T3 法，两

组比较用 t 检验。 
2  结果 
2.1  造模后行为学改变 

模型组、头孢曲松组新生大鼠在缺氧环境下

10～15 min 后开始出现烦躁不安，四处爬动，翻滚，

并出现全身发绀，呼吸加深加快；约 20 min 后出现

站立不稳，爬行时左后肢支撑不稳；30 min 后活动

明显减少；1 h 后出现嗜睡易激惹。假手术组活动无

明显异常。 
2.2  热板法测试 

与假手术组比较，模型组的热板测试时间增加，

各个时间点差异均具有统计学意义（P＜0.05）。与

模型组比较，头孢曲松组的热板测试时间在 1、2 d
时差异无统计学意义，3、5 d 时明显缩短，差异具

有统计学意义（P＜0.05），见表 1。 

表 1  热板测试时间的测定结果（⎯x ± s，n = 8） 
Table 1  Results of hot plate test time (⎯x ± s, n = 8 ) 

热板测试时间/s 
组别 

给药后 1 d 给药后 2 d 给药后 3 d 给药后 5 d

假手术 6.3±1.2 6.1±1.5 5.6±1.8 5.0±1.4

模型 14.1±1.6▲ 13.4±2.1▲ 12.5±2.6▲ 10.9±2.1▲

头孢曲松 13.5±1.8 11.8±1.9 8.8±1.5* 7.2±1.6*

与假手术组组比较：▲P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05 
▲P < 0.05 vs Sham group; *P < 0.05 vs model group 

2.3  脑组织病理 
通过光学显微镜观察发现：假手术组脑组织结

构和细胞层次尚清晰，神经细胞排列较整齐紧密，

形态大致正常。模型组病变区脑组织神经细胞间隙

增大，细胞稀疏，水肿明显，并伴有细胞坏死，表

现为核固缩、核碎裂等。头孢曲松组细胞排列尚规

则，体积稍大，呈轻度水肿改变。见图 1。 

图 1  小鼠右侧脑皮质区病理变化（HE 染色） 

Fig. 1  Pathological changes in right cerebral cortex in rats 
(HE staining) 

2.4  Western blotting 法测定 FADD 表达 
假手术组在各个时间点的免疫印迹条带染色相

对较浅，模型组染色较头孢曲松组较深，见图 2。 

 

图 2  小鼠不同时间点 FADD 免疫印迹条带 
Fig. 2  FADD bands of rats in various time points 

与假手术组比较，模型组在各个时间点的

FADD 表达量明显升高（P＜0.05）；与模型组比较，

头孢曲松组在各个时间点的 FADD表达量明显降低

假手术

模型

头孢曲松

β-actin

  
假手术                模型         头孢曲松 200 mg·kg−1

6 h    12 h    24 h    3 d   5 d    7 d 
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（P＜0.05），见表 1。 
2.5  免疫组化法检测 FADD 阳性表达细胞数 

与假手术组比较，模型组在各个时间点 FADD
阳性表达细胞数显著增高（P＜0.05）；与模型组比

较，头孢曲松组在各个时间点的 FADD 阳性表达细

胞数明显降低（P＜0.05），见表 2。 
假手术组各时间点在脑皮质中可见少量棕黄色

或黄色颗粒的阳性细胞，模型组可见较多阳性染色

细胞，头孢曲松组阳性染色细胞密度较模型组减小，

见图 3。 
 

表 1  各组不同时间点 FADD 蛋白的相对表达量（⎯x ± s，n = 8） 
Table 1  FADD expression of each group at various time points (⎯x ± s, n = 8 ) 

相对表达量 
组别 

6 h 12 h 24 h 3 d 5 d 7 d 

假手术 0.194±0.024 0.193±0.024 0.201±0.018 0.210±0.020 0.191±0.020 0.204±0.018 

模型 0.305±0.016▲ 0.405±0.017▲ 0.463±0.023▲ 0.639±0.028▲ 0.513±0.024▲ 0.405±0.020▲ 

头孢曲松 0.255±0.022* 0.312±0.021* 0.351±0.027* 0.425±0.031* 0.320±0.031* 0.280±0.033* 
与假手术组组比较：▲P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05 
▲P < 0.05 vs Sham group; *P < 0.05 vs model group 

表 2  各组不同时间点 FADD 阳性表达细胞数（⎯x ± s，n = 8） 
Table 2  FADD positive cells in each group at various time points (⎯x ± s, n = 8 ) 

FADD 阳性表达细胞数 
组别 

6 h 12 h 24 h 3 d 5 d 7 d 

假手术 495.63±27.34 502.63±15.57 502.00±23.82 505.50±24.35 503.75±27.33 502.88±20.36 

模型 956.38±59.62▲ 1 137.75±103.48▲ 1 366.50±79.91▲ 2 479.75±162.34▲ 2 021.13±132.39▲ 1 567.63±146.63▲

头孢曲松 757.75±53.05* 891.25±50.83* 1 063.75±92.71* 1 804.88±110.62* 1 422.75±80.89* 877.13±74.33*

与假手术组组比较：▲P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05 
▲P < 0.05 vs Sham group; *P < 0.05 vs model group 

 

图 3  各组在 3 d 时 FADD 阳性表达细胞（SP 法） 
Fig. 3  FADD positive cells in each group at 3d (SP method) 

3  讨论 
新生儿 HIBD 是指由于围产期缺氧窒息导致的

脑缺氧缺血性损害，部分患儿可留有不同程度的神

经系统后遗症[7]。存活的患儿中约 20%～30%可留

有不同程度的永久性神性系统缺陷[8-10]。在其发病

机制中，细胞凋亡越来越受到学者的关注，细胞坏

死和细胞凋亡以及混合型是 HIBD 患儿脑细胞死亡

的主要机制。当缺氧缺血较严重时，神经细胞主要

表现为细胞坏死，由于大脑对缺氧的耐受能力较差，

细胞坏死可出现在发病数小时之内，这一般称为脑

细胞死亡第一期（原发性死亡），多发生于损伤后数

小时内；而继发性死亡为第二期，以继发性损伤较

多见，多表现为细胞凋亡，且发生在第一期过后的

数小时或数天不等[11]。也有研究者发现[12]脑外伤后

大鼠细胞凋亡高峰出现在 48 h，因此本实验选择缺

氧缺血后观察时间点 6 h～7 d 作为观察时间点。 
目前细胞凋亡信号转导途径可分为内源性凋亡

途径和外源性凋亡途径[13]。内源性凋亡途径是由线

粒体外膜通透性增加所介导，而外源性凋亡途径是

由细胞膜上的死亡受体介导。FADD 又名 Mort1，
它是一种死亡域蛋白，与 Fas 胞浆区呈特异性结合，

故名 Fas 相关死亡域蛋白（Fas-associated with death 
domain protein），即具有死亡功能区的 Fas 相关蛋

白。当 Fas 与相应配体 FasL（CD95L）结合后，Fas
受体三聚化而活化，激活的受体与 FADD 结合，再

与 caspase-8 相互作用使后者激活，形成死亡诱导信

号复合物，再激活一系列的 Caspase-1、3、7 等，

促进 Fas 蛋白所在细胞的凋亡发生。胡跃强等[14]研

究发现，大鼠脑缺血再灌注后急性期 FADD 蛋白表

达增加，结果表明 FADD 参与了脑缺血后脑细胞促

凋亡作用。也有研究显示大鼠缺血再灌注损伤后缺

  
假手术                模型         头孢曲松 200 mg·kg−1
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血侧脑皮层 FADD mRNA 蛋白表达水平显著升高，

参与了脑缺血损伤过程[15]。内源性细胞凋亡途径中

Bcl-2、Bax 在参与缺氧缺血性脑损伤过程，其表达

水平发生变化并发挥重要作用[16]。本实验旨在研究

外源性凋亡途径中关键的死亡结构域蛋白 FADD在

缺氧缺血性脑损伤过程中表达水平的变化，探讨其

是否参与了 HIBD 发病过程。 
研究表明，头孢曲松可发挥神经保护作用[2]，

并且能够减轻缺氧缺血性脑损伤，且这种神经保护

作用具有剂量相关性[3]，其后大量研究证实 200 
mg/kg 头孢曲松具有较强的神经保护作用。熊建忠

等[17]发现，头孢曲松钠在糖尿病急性脑缺血再灌注

的治疗中具有较高的应用价值，能够显著降低细胞

凋亡数量，改善脑水肿症状，抑制缺氧诱导因子表

达，从而起到保护神经的效果。头孢曲松已被证实

减轻缺血再灌注脑损伤中神经元凋亡，而 FADD 是

死亡受体介导凋亡信号通路中的重要物质，本研究

通过观察头孢曲松对缺氧缺血性脑损伤新生大鼠脑

皮质中 FADD 表达的影响，进而研究头孢曲松是否

可调节 FADD 表达，从而减少凋亡，发挥神经保护

作用。本研究发现在各个时间点假手术组 FADD 表

达均低于模型组，差异有统计学意义（P＜0.05），
可能因缺氧缺血后神经细胞凋亡增加，FADD 调控

介导的外源性细胞凋亡活动也随之增加；头孢曲松

组 FADD 表达在各个时间点均低于模型组，差异有

统计学意义（P＜0.05）；病理学观察显示头孢曲松

组较模型组脑组织病理改变明显减轻，行为学测试

显示头孢曲松组新生大鼠在 3、5 d 时爬行速度较模

型组明显改善，差异有统计学意义（P＜0.05）。因

此认为 FADD 可能参与了 HIBD 发病过程，头孢曲

松可下调 HIBD 后 FADD 的表达，从而减少下游

Caspase-8 与 FADD 结合形成死亡诱导信号复合物，

减少 Caspase-1、3、7 的激活，从而阻止凋亡信号

的传导，减少凋亡发生，改善行为学表现，发挥神

经保护作用。 
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