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【摘要】 　 目的　 探讨三叉神经电刺激(TNS)对缺血缺氧性脑病(HIE)的神经保护作用及其潜在机制。 方法　 采用 24 只新生 7
日龄 SD 大鼠制备 HIE 模型,随机数字法分为对照组、HIE 模型组(模型组)、TNS 干预组(模型+TNS 组)及 TNS+谷氨酸转运体 1
(GLT1)抑制剂组(HIE+TNS+Dihydrokainic

 

acid 组),每组 6 只。 通过负地祛地性测试和旋转杆测试评估短期及长期神经行为;使用

TTC 染色、HE 染色、qRT-PCR、Western
 

blot、ELISA 法检测脑梗死体积、脑组织病理损伤、GLT1 的表达水平,内质网应激相关蛋白、炎
性因子水平。 结果　 模型组脑梗死严重,神经元肿胀、核固缩,胞质深染,可见大量炎性细胞浸润,与对照组比较,模型组的 GLT1 的

表达水平显著降低,翻转 180 度所需时间显著增长,跌落时间显著缩短,葡萄糖调节蛋白 78(GRP78)表达升高(P<0. 05)。 与模型组

比较,模型组+TNS 的 GLT1 表达升高,翻转 180 度所需时间显著减短,跌落时间显著增长,GRP78 表达、肿瘤坏死因子-α 水平显著降

低(P<0. 05)。 与模型组+TNS 比较,模型组+TNS+Dihydrokainic
 

acid 组脑梗死有所加重,GLT1 的表达水平降低,TNF-α 水平、GRP78
表达升高(P<0. 05)。 结论　 TNS 可能通过上调 GLT1 表达,抑制内质网应激介导的神经元凋亡通路,发挥对 HIE 的神经保护作用。
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【Abstract】　 Objective　 To

 

explore
 

the
 

neuroprotective
 

effect
 

of
 

trigeminal
 

nerve
 

stimulation
 

( TNS)
 

on
 

hypoxic-ischemic
 

en-
cephalopathy

 

(HIE)
 

and
 

its
 

potential
 

mechanism. Methods　
 

Twenty-four
 

7-day-old
 

neonatal
 

SD
 

rats
 

were
 

used
 

to
 

establish
 

the
 

HIE
 

model.
 

The
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

control
 

group,
 

a
 

HIE
 

model
 

group
 

(model
 

group),
 

a
 

TNS
 

intervention
 

group
 

(model+TNS
 

group)
 

and
 

TNS+glutamate
 

transporter
 

1
 

(GLT1)
 

inhibitor
 

group
 

(HIE+TNS+Dihydrokainic
 

acid
 

group)
 

using
 

random
 

number
 

table
 

method,
 

6
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

Short-term
 

and
 

long-term
 

neurobehavior
 

were
 

evaluated
 

by
 

negative
 

geotaxis
 

test
 

and
 

rotarod
 

test.
 

TTC
 

staining,
 

HE
 

staining,
 

qRT-PCR,
 

Western
 

blot,
 

and
 

ELISA
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

volume
 

of
 

cerebral
 

infarction,
 

pathological
 

damage
 

to
 

brain
 

tissue,
 

expression
 

levels
 

of
 

GLT1,
 

endoplasmic
 

reticulum
 

stress
 

(ERS)
 

-
 

related
 

proteins
 

and
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors. Results　
 

The
 

model
 

group
 

showed
 

severe
 

cerebral
 

infarction,
 

neuronal
 

swelling,
 

nuclear
 

pyknosis,
 

intensely
 

stained
 

cytoplasm
 

and
 

extensive
 

in-
filtration

 

of
 

inflammatory
 

cells.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

model
 

group
 

had
 

a
 

significantly
 

decreased
 

expression
 

level
 

of
 

GLT1,
 

a
 

significantly
 

increased
 

time
 

required
 

to
 

turn
 

180
 

degrees,
 

a
 

significantly
 

shortened
 

fall-off
 

time
 

and
 

a
 

significantly
 

increased
 

expression
 

of
 

glucose-regulated
 

protein
 

78
 

(GRP78)
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

model+TNS
 

group
 

had
 

an
 

in-
creased

 

expression
 

level
 

of
 

GLT1,
 

a
 

significantly
 

shortened
 

time
 

required
 

to
 

turn
 

180
 

degrees,
 

a
 

significantly
 

prolonged
 

fall-off
 

time,
 

and
 

significantly
 

decreased
 

expressions
 

of
 

GRP78
 

and
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

(P<0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

model
+TNS

 

group,
 

the
 

model+TNS+Dihydrokainic
 

acid
 

group
 

had
 

aggravated
 

cerebral
 

infarction,
 

a
 

decreased
 

expression
 

level
 

of
 

GLT1,
 

and
 

significantly
 

increased
 

levels
 

of
 

TNF-α
 

as
 

well
 

as
 

expression
 

of
 

GRP78
 

(P<0. 05). Conclusions　
 

TNS
 

exerts
 

a
 

neuroprotective
 

effect
 

on
 

HIE
 

by
 

up-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

GLT1
 

and
 

inhibiting
 

the
 

ERS-mediated
 

neuronal
 

apoptosis
 

pathway.
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　 　 缺血缺氧性脑病(hypoxic-ischemic
 

encephalopa-
thy,HIE)主要影响新生儿中枢神经系统功能,常由

围生期窒息导致脑血流减少或中断引起,为围产期

常见疾病,可造成不可逆的神经损伤,遗留认知障

碍、运动功能障碍等后遗症[1,2] 。 目前临床治疗手

段有限,亟需探索新的神经保护策略。 三叉神经电

刺激( trigeminal
 

nerve
 

stimulation,TNS)通过电刺激

三叉神经分支(如眶上神经或上颌神经),激活脑干

网状结构及皮层感觉投射区,调节神经递质释放及

脑血流灌注,属于非侵入神经调控技术[3,4] 。 前期
研究发现,TNS 能够显著缓解脑缺血再灌注损伤模

型大鼠的神经功能障碍,然而其发挥保护作用的具

体机制仍有待进一步阐明。
  

谷氨酸转运体 1( glutamate
 

transporter
 

1,GLT1)
是中枢神经系统中清除突触间隙谷氨酸的主要载

体,主要负责清除中枢神经系统突触间隙中约 90%
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的谷氨酸,是维持谷氨酸稳态、防止兴奋性毒性的

核心蛋白。 在脑缺血、缺氧等多种神经系统疾病模

型中,均观察到 GLT1 表达下调或功能受损,导致细

胞外谷氨酸积累和神经元损伤。 多项研究证实,药
物(如利鲁唑、头孢曲松)或内源性物质(如组胺)通

过特异性上调 GLT1 的表达,可发挥明确的神经保

护作用[5] ,这为将 GLT1 确立为 TNS 干预的关键靶

点提供了直接依据。
内质网应激(endoplasmic

 

reticulum
 

stress,ERS)
是细胞在氧化应激、缺氧等内部稳态失衡条件下激活

的一种关键适应性调控机制,过度激活的 ERS 可通

过 C / EBP 同 源 蛋 白 ( C / Ebp-homologous
 

protein,
CHOP) / 半胱氨酸蛋白酶-12 通路诱导神经元凋亡。
研究表明,ERS 是细胞应对缺血、缺氧等应激状态的

核心环节,其关键分子 GRP78 的表达变化与 GLT1 的

表达水平相关。 在乙型肝炎病毒(hepatitis
 

B
 

virus,
HBV)相关肝癌的研究中发现,ERS 关键蛋白 GRP78
可直接上调葡萄糖转运体 GLUT1,这提示 ERS 可调

控关键转运体的功能。 在肌萎缩侧索硬化症等疾病

模型中发现,ERS 会影响 GLT1 的转录、翻译后修饰

及其在细胞膜上的正确定位与功能[6,7] 。 基于此,本
研究假设 TNS 可能通过调控 GLT1 表达,抑制 ERS 介

导的神经元凋亡,进而介导神经保护效应。
1　 材料与方法　
1. 1　 实验动物　 本次研究于 2025 年 4 月 10 日至 7
月 20 日在西北大学附属医院实验动物中心以及中

心实验室完成。 新生 7 日龄清洁级 SD 大鼠,购自

北京斯贝福生物技术有限公司[ SCXK (京) 2019-
0010],体重 15 ~ 17

 

g,雌雄不限,安置于恒温恒湿的

SPF 级实验室内,相对湿度维持在 50% ~ 60%,温度

20 ~ 24
 

℃ 。 研究经西北大学附属医院 / 西安市第三

医院伦理委员会批准(编号:SYLL-2024-105)。
1. 2　 药品、试剂和设备　 GLT1 特异性抑制剂 DHK
( Dihydrokainic

 

acid ) 购于 MedChemExpress 公司。
氯化三苯基四氮唑(TTC)染色液购于江苏麦格生物

科技有限公司。 HE 染色试剂盒购于武汉博尔夫生

物科技有限公司。 一抗 GLT1、葡萄糖调节蛋白 78
(GRP78)、转录激活因子 4( ATF4)、CHOP 及二抗

(辣根酶标记)购于上海艾比玛特医药科技有限公

司。 Trizol 试剂盒购于爱必信(上海)生物科技有限

公司。 SYBR
 

Green 荧光定量聚合酶链式反应试剂盒

购于上海阿拉丁生化科技股份有限公司。 肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)、白细胞介素-1β(IL-1β)试剂盒购于

深圳市安提生物科技有限公司。 酶标仪购于广州源

智细胞光电医疗科技有限公司。 实时荧光定量 PCR
仪购于苏州阿尔法生物实验器材有限公司。

1. 3　 方法
 

1. 3. 1　 HIE 模型制备及动物处理 　 采用数字随机

法将大鼠随机分成 4 组,每组 6 只。 对照组实验动物

仅接受颈总动脉解剖分离操作,不实施结扎与缺氧处

理;模型组建立 HIE 动物模型;TNS 干预组(模型组+
TNS):HIE 模型制备后给予 TNS 干预;TNS+GLT1 抑

制剂组(模型组+TNS+Dihydrokainic
 

acid):HIE 模型

制备后给予 TNS 干预+GLT1 特异性抑制剂 DHK(10
 

μM,侧脑室注射)。 除对照组外,其余各组在给予

TNS 干预前均根据 Rice-Vannucci 法进行造模:通过

腹腔注射 10%水合氯醛(3. 5
 

ml / kg)对大鼠进行麻

醉,沿颈部正中线切开皮肤,分离出左侧颈总动脉并

进行结扎处理,随后缝合手术创口;2
 

h 后将大鼠移入

气体混合组成为 92%
 

N2 加 8%
 

O2 的缺氧舱内,持续

暴露 2
 

h。 对照组仅分离颈总动脉,不结扎及缺氧。
实验过程中,大鼠均未出现死亡。
1. 3. 2　 TNS 干预方案　 HIE 模型制备后 24

 

h 开始

TNS 干预:将刺激电极置于大鼠右侧眶上神经区域

(经皮投影点),刺激参数采用方波形,脉冲宽度 0. 2
 

ms,强度 2
 

mA,频率 10
 

Hz。 治疗安排为 1 天 1 次,1
次持续 30

 

min,连续干预 7
 

d。 实验过程中,大鼠均

未出现死亡。
1. 3. 3　 短期及长期神经行为评估　 采用负地祛地

性测试和旋转杆测试进行评估。 将大鼠逐一放置

于测试平台中央,用手轻轻固定大鼠躯干,缓慢调

整大鼠姿势至背部着地、四肢自然朝上,确保大鼠

肢体无束缚、受力均匀,待状态稳定后,松开手部的

同时立即启动计时器,准确记录其从负地姿势翻转

180°至腹部着地、四肢支撑稳定所需的时间。 启动

旋转杆测试仪,待转速稳定后,将大鼠逐一放置于

旋转杆中央,确保大鼠四肢均平稳接触旋转杆、站
立稳定,同时启动计时器,准确记录大鼠从旋转杆

上跌落的时间。
1. 3. 4　 TTC 染色观察脑缺血损伤　 将对照组、模型

组、模型组+TNS 组大鼠处死后迅速取出全脑组织,冰
上用预冷生理盐水漂洗去除血迹,吸水纸吸干表面水

分。 脑组织置于-20
 

℃冰箱速冻 20
 

min 后切片。 切

成 5~6 片,每片间隔 2
 

mm。 脑片放入多孔板,滴加

TTC 染色后覆盖盖玻片确保均匀染色并固定。 拍摄

固定后的脑片,获取梗死区与非梗死区图像。
1. 3. 5　 HE 染色观察脑组织病理变化 　 取脑组织

冠状切片(海马区),4%多聚甲醛固定,石蜡包埋制

为 5
 

μm 切片,HE 染色,于光镜下对比神经元组织

排列特征与形态结构。
1. 3. 6　 Westernblot 检测蛋白表达水平　 取海马组

织(约 100
 

mg),总蛋白的提取通过 RIPA 裂解液完
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成,其浓度经 BCA 法测定,后续采用 SDS-PAGE 技

术进行蛋白分离, 转膜后依次孵育一抗 ( GLT1、
GRP78、ATF4、CHOP,均 1 ∶ 1000 稀释)及二抗(辣

根酶标记,1 ∶ 5000),显影,ImageJ 分析灰度值。
1. 3. 7　 qRT-PCR 检测 GLT1 的 mRNA 水平　 利用

Trizol 试剂盒提取脑组织的总 RNA。 利用 SYBR
 

Green 荧光定量聚合酶链式反应试剂盒完成反应,
循环参数与反应体系严格按所用试剂说明设定。
在 qRT-PCR 仪上完成扩增,通过 2-ΔΔCt 算法对各样

本中 GLT1 水平进行定量分析。
1. 3. 8 　 ELISA 检测炎性因子水平 　 取脑组织

100
 

mg 置于 1. 5
 

ml
 

EP 管中,添加 RIPA 裂解液和

蛋白酶抑制剂,经超声破碎处理,静置 15 ~ 20
 

min,4
 

℃
 

12000
 

r / min 离心 15
 

min,取上清。 ELISA 测定

TNF-α、IL-1β。
1. 4　 统计学方法　 采用 SPSS

 

26. 0 软件进行统计

分析。 连续变量以均值 ±标准差表示。 使用 Sha-

piro-Wilk 检验进行正态性检验,并使用 Levene 检验

进行方差齐性检验。 对于多组间比较,采用单因素

方差分析(One-Way
 

ANOVA),若方差分析结果显示

差异有统计学意义,则进一步使用 LSD-t 检验进行

两两比较。 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2　 结果

2. 1　 TNS 对 HIE 模型鼠大脑组织病理损伤的影响

TTC 染色结果显示,对照组无梗死灶;模型组脑梗死

严重;模型组+TNS 脑梗死较模型组减轻。 HE 染色

结果显示,对照组海马区神经元排列整齐,胞核清

晰;模型组神经元肿胀、核固缩,胞质深染,可见大

量炎性细胞浸润;模型组+TNS 神经元损伤明显减

轻,结构较清晰。 见图 1。 qRT-PCR 实验和 Western
 

blot 检测 GLT1 的蛋白和 mRNA 水平,结果显示,与
对照组比较,模型组的 GLT1 的表达水平显著降低,
与模型组比较,模型组+TNS 的 GLT1 的表达水平升

高。 见表 1。

图 1　 TNS 对模型鼠病理损伤的影响　 a:大鼠脑组织 TTC 染色结果;b:大鼠海马组织 HE 染色结果
 

×100;c:Western
 

blot 检测 GLT1 蛋

白水平

表 1　 各组大鼠脑组织中 GLT1
 

mRNA 和蛋白表达水平比较

组别 n GLT1
 

mRNA GLT1
 

protein

对照组 6 1. 00
 

±
 

0. 07 1. 00
 

±
 

0. 05

模型组 6 0. 38
 

±
 

0. 04∗∗∗ 0. 43
 

±
 

0. 06∗∗∗

模型组+TNS 6 0. 65
 

±
 

0. 11# 0. 79
 

±
 

0. 05##
  

与对照组比较,∗∗∗P<0. 001;与模型组比较,#P<0. 05,##P<0. 01

2. 2　 TNS 对 HIE 模型鼠神经损伤的影响　 与对照

组比较,模型组负地祛地性测试需时间显著增长;
与模型组比较,模型组+TNS 组翻转 180 度所需时间

显著减短。 与对照组比较,模型组旋转杆测试跌落

时间显著缩短;与模型组比较,模型组+TNS 组跌落

时间显著增长。 见表 2。
表 2　 各组大鼠行为学测试结果比较

  

(s)

组别 n 负地祛地性测试 跌落时间

对照组 6 5. 56
 

±
 

1. 12 39. 67
 

±
 

6. 79

模型组 6 8. 21
 

±
 

1. 24∗∗ 19. 34
 

±
 

3. 26∗∗∗

模型组+TNS 6 6. 54
 

±
 

0. 98# 27. 38
 

±
 

4. 76##
  

与对照组比较,∗∗P< 0. 01,∗∗∗P< 0. 001;与模型组比较,#P<

0. 05,##P<0. 01

2. 3　 TNS 对 ERS 的影响　 与对照组比较,模型组

GRP78、ATF4、CHOP 表达升高;与模型组比较,模型

组+TNS 组 GRP78、ATF4、CHOP 表达显著降低。 以

上结果提示 TNS 减轻 HIE 模型鼠大脑组织的病理

损伤,可能与 ERS 有关。 见图 2、表 3。

图 2　 Western
 

blot 检测 GRP78、ATF4、CHOP 的蛋白水平
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表 3　 各组大鼠海马组织中 GRP78、ATF4、CHOPT 蛋白表达水平比较

组别 n HRP75
 

ATF4
 

CHOP
 

对照组 6 1. 00
 

±
 

0. 11 1. 00
 

±
 

0. 07 1. 00
 

±
 

0. 38

模型组 6 1. 83
 

±
 

0. 11∗∗∗ 1. 82
 

±
 

0. 10∗∗∗ 6. 70
 

±
 

0. 29∗∗∗

模型组+TNS 6 1. 39
 

±
 

0. 14# 1. 33
 

±
 

0. 11## 4. 69
 

±
 

0. 50##
  

与对照组比较,∗∗∗P<0. 001;与模型组比较,#P<0. 05,##P<0. 01

2. 4　 GLT1 对模型鼠的影响　 与模型组比较,模型

组+TNS 组脑梗死减轻,加入 GLT1 抑制剂 Dihydro-
kainic

 

acid 干预后,脑梗死有所加重。 同样,HE 染

色结果显示,TNS 缓解的脑损伤,在加入 GLT1 抑制

剂后,脑损伤的程度加重。 与模型组比较,模型组+

TNS 的 GLT1 的表达水平升高。 与模型组+TNS 比

较,模型组+TNS+Dihydrokainic
 

acid 组的 GLT1 的表

达水平降低。 以上结果说明,TNS 通过调控 GLT1
的表达水平,减轻 HIE 模型鼠脑组织的病理损伤。
见图 3、表 4。

图 3　 GLT1 对模型鼠的影响　 a:大鼠脑组织 TTC 染色结果;b:大鼠海马组织 HE 染色结果(放大倍数 100 ×);c:Western
 

blot 检测

GLT1 的蛋白水平

表 4　 各组大鼠脑组织中 GLT1
 

mRNA 和蛋白表达水平比较

组别 n GLT1
 

mRNA GLT1
 

protein

对照组 6 1. 00
 

±
 

0. 11 1. 00
 

±
 

0. 15

模型组 6 3. 13
 

±
 

0. 29∗∗∗ 2. 28
 

±
 

0. 12∗∗∗

模型组+TNS+Dihydrokainic
 

acid 6 1. 315
 

±
 

0. 06### 0. 52
 

±0. 14###
  

与对照组比较,∗∗∗P<0. 001;与模型组比较,###P<0. 001

2. 5　 GLT1 对炎性因子的影响　 为了进一步验证

GLT1 对 HIE 模型鼠脑组织中炎性细胞因子释放的

影响,利用 ELISA 实验检测 TNF-α 和 IL-1β 水平,
与模型组比较,模型组+TNS 组 TNF-α 和 IL-1β 降

低;与模型组+TNS 比较,加入 GLT1 抑制剂干预后,
TNF-α 和 IL-1β 水平较模型组+TNS 显著升高。 以

上结果说明,TNS 通过调控 GLT1 的表达水平,减轻

HIE 模型鼠脑组织的炎症损伤。 见表 5。
表 5　 各组大鼠脑组织中 TNF-α 和 IL-1β 水平比较

 

(pg / mg)

组别 n TNF-α IL-1β

对照组 6 158. 06±
 

17. 62 237. 53±
 

25. 47

模型组 6 88. 63±
 

12. 17∗∗∗ 149. 65
 

±
 

23. 92∗∗∗

模型组+TNS+Dihydrokainic
 

acid 6 138. 24
 

±18. 24### 225. 47
 

±24. 95#
  

与对照组比较,∗∗∗P<0. 001;与模型组比较,#P<0. 05,###P<0. 001

2. 6　 Western
 

blot 实验检测 GLT1 对 ERS 的影响

与模型组 + TNS 比较,加入 GLT1 抑制剂干预后,
GRP78、ATF4、CHOP 表达升( P < 0. 001) 高。 见表

6、图 4。
表 6　 各组大鼠海马组织中 GRP78、ATF4、CHOPT 蛋白表达水平比较

组别 n HRP75
 

ATF4
 

CHOP
 

对照组 6 1. 00
 

±
 

0. 09 1. 00
 

±0. 06 1. 00
 

±
 

0. 10

模型组 6 0. 37
 

±
 

0. 07∗∗∗ 0. 70
 

±
 

0. 66∗∗ 0. 66
 

±
 

0. 05∗∗

模型组+TNS+Dihydrokainic
 

acid 6 0. 93
 

±
 

0. 07### 1. 61
 

±
 

0. 11### 1. 15
 

±
 

0. 06###
  

与对照组比较,∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001;与模型组比较,###P<0. 001
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图 4　 Western
 

blot 检测 GRP78、ATF4、CHOP 的蛋白水平

3　 讨论
  

本研究系统揭示了 TNS 通过调控 GLT1 介导的

ERS 信号通路,减少神经元程序性死亡,进而对 HIE
产生神经保护效应。 这一发现不仅为 HIE 的病理机

制提供了新的理论依据,也为临床治疗提供了潜在

的干预靶点。
  

本研究对 TNS 调控机制进行验证,结果表明,
TNS 能显著改善 HIE 大鼠的神经行为和脑梗死体

积,减轻脑组织病理损伤,与已报道的研究结果一

致。 其潜在机制可能与 TNS 激活三叉神经-脑干-皮
层通路,促进脑血流灌注及神经递质平衡有关[8,9] 。
既往研究表明,TNS 可通过激活三叉神经感觉传入

纤维,进而激活脑干蓝斑核及皮层感觉投射区,促进

去甲肾上腺素、乙酰胆碱等神经递质的释放,改善脑

血流灌注[10] 。 此外,TNS 还可通过调节自主神经系

统平衡,减少缺血区域的血管痉挛,进一步改善脑微

循环[11] 。 然而,TNS 的具体神经调控网络仍需进一

步研究,尤其是其与脑内固有神经网络(如默认模式

网络)的相互作用机制。
  

本研究发现 TNS 可显著上调 HIE 大鼠海马区

GLT1 的表达,从而减轻谷氨酸蓄积介导的兴奋性毒

性损伤。 GLT1 是中枢神经系统中清除突触间隙谷

氨酸的主要载体,其功能下调可导致谷氨酸蓄积,过
度激活 NMDA 受体,引发钙超载、氧化应激及线粒体

功能障碍,最终导致神经元凋亡[12,13] 。 HIE 时,脑组

织缺氧导致能量代谢障碍,GLT1 的表达及功能受到

显著抑制,进一步加剧谷氨酸的神经毒性作用。 TNS
通过上调 GLT1 表达,加速谷氨酸清除,减轻兴奋性

毒性损伤,从而抑制 ERS 的激活。 这一发现与既往

研究一致,即 GLT1 激动剂可减轻脑缺血再灌注损

伤[14,15] 。 然而,TNS 上调 GLT1 表达的具体分子机

制仍需进一步探讨,尤其是其与转录因子(如 NF-
κB、CREB)及表观遗传调控(如 DNA 甲基化、组蛋

白修饰)的关系。
  

本研究进一步发现,TNS 可抑制 ERS 相关蛋白

表达,从而阻断 ERS 介导的神经元凋亡通路,同时能

降低神经元炎性因子水平。 ERS 是细胞应对内环境

紊乱(如缺氧、氧化应激)的重要适应性反应,但过度

激活的 ERS 可通过 CHOP / 半胱氨酸蛋白酶-12 通路

诱导神经元凋亡[16] 。 GRP78 作为 ERS 的关键调控

蛋白,其表达上调是 ERS 激活的早期标志[17,18] 。
ATF4 及 CHOP 则是 ERS 下游促凋亡信号的核心分

子,其表达升高可促进 Bcl-2 家族促凋亡蛋白(如

Bax)的表达,抑制抗凋亡蛋白(如 Bcl-2),最终导致

Caspase-3 活化及细胞凋亡[19] 。 TNS 通过上调 GLT1
表达,减轻谷氨酸蓄积及钙超载,从而抑制 ERS 的激

活,减少神经元凋亡。 这一发现与既往研究一致,即
ERS 抑制剂 ( 如 4-PBA) 可减轻脑缺血再灌注损

伤[20] 。 然而,TNS 抑制 ERS 的具体信号通路仍需进

一步研究,尤其是其与 PI3K / Akt、MAPK 等存活信号

通路的交互作用。
  

本研究通过 GLT1 抑制剂 DHK 干预实验,进一

步验证了 GLT1 是 TNS 发挥神经保护的关键靶点。
DHK 处理可逆转 TNS 对 HIE 模型大鼠神经功能、脑
组织梗死体积及 ERS 相关蛋白表达的改善作用,提
示 TNS 的神经保护作用在一定程度上依赖于 GLT1
的上调。 在癌症研究中,肿瘤细胞利用上调 GRP78
来缓解其内部持续的应激状态,从而逃避凋亡并对

化疗产生耐药性[21] 。 这与本研究的发现一致。
  

这一发现为 HIE 的治疗提供了新的分子靶点,
即通过药物或非药物手段(如 TNS) 上调 GLT1 表

达,可能是治疗 HIE 的有效策略。 然而,GLT1 的表

达调控机制复杂,涉及转录、翻译及蛋白降解等多个

层面,未来需进一步研究 TNS 如何特异性调控 GLT1
的表达。 尽管本研究初步揭示了 TNS 通过调节

GLT1 / ERS 信号通路在神经保护中的作用机制,但
仍存在若干不足之处需进一步完善。 首先,研究采

用的 HIE 模型以新生大鼠为基础,其大脑发育状态、
损伤反应机制等与成人 HIE 存在较大差别,因此结

论外推至临床需谨慎,后续应在成年动物模型中对

TNS 的干预效果进行更充分的验证。 其次,本研究

仅聚焦于 TNS 在 7 天干预时间窗内的急性效应,尚
未评估其对远期神经功能恢复及潜在不良反应的影

响,未来需通过延长观测周期进一步考察其持续疗

效与安全性。 此外,TNS 所涉及的神经调控机制仍

不够全面,本研究主要集中于 GLT1 / ERS 通路,而未

涵盖其与 GABA、多巴胺等其它重要神经调质系统

的相互作用,其整体网络机制尚需结合多组学技术

与环路研究进一步阐释。
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综上所述,本研究揭示了 TNS 通过上调 GLT1
表达,抑制 ERS 介导的神经元凋亡通路,从而发挥对

HIE 的神经保护作用。 这一发现不仅为 HIE 的病理

机制提供了新的理论依据,也为临床治疗提供了潜

在的干预靶点。 未来研究可进一步探讨 TNS 的具体

神经调控网络及分子机制,为 HIE 的临床治疗提供

更精准的干预策略。
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