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磷酸肌酸对新生鼠缺氧缺血性脑损伤线粒体功能的影响 *
张玉晶 赵霞霞 杨艳辉 田执梁 吕 莹
（哈尔滨医科大学附属二院 黑龙江哈尔滨 150086）

摘要 目的：探讨外源性磷酸肌酸（PCr）在缺氧缺血性脑损伤中对线粒体功能的影响。方法：将 96只七日龄Wistar新生鼠随机分
为四组，分别为 A假手术组、B生理盐水对照组、C磷酸肌酸小剂量干预组、D磷酸肌酸大剂量干预组，每组 24只。除假手术组外
其余三组动物制成 HIBD模型，并在术前 1h分别给予生理盐水、小剂量磷酸肌酸、大剂量磷酸肌酸腹腔注射，24h后取脑，观察脑
组织线粒体内三磷酸腺苷（ATP）、还原型谷胱甘肽（GSH）以及丙二醛（MDA）的含量变化。结果：外源性磷酸肌酸干预后脑组织中
线粒体内 ATP、GSH、MDA含量与盐水对照组相比具有差异性（P＜0.05）。结论：外源性磷酸肌酸可以改善线粒体能量代谢，减轻
脂质过氧化，保护脑组织。
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ABSTRACT Objective: To observe the protective effect of phosphovreatine on cerebral mitochondrial membrane in neonate rats
with hypoxic-ischomic brain damage (HIBD). Methods: 96Wistar seven day old rats were randomly assigned into four groups: contrasted
group, 0.9%NaCl contrasted group, PCr group 1 and PCr group 2. Every group was given shanming therapy or 0.9%NaCl or small doze
PCr or large doze PCr before hypoxia-ischemia onset. To observe the contents of ATP on cerebral mitochondrial membrane in neonate
rats. Result: The cerebral ATP、MDA、GSH contents in the PCr groups were changed significantly ( P＜0.05). Conclusions: PCr protect
brain tissure and improve the energetic metabolism of the mitochondria.
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新生儿缺氧缺血性脑病（hypoxic-ischomic brain damage，
HIBD)是指各种围生期窒息引起部分性或完全性缺氧、脑血流
减少或暂停从而导致胎儿或新生儿脑损伤。新生儿窒息导致脑
损伤在病理生理上的最基本环节是缺氧导致 ATP缺乏以及随
之出现的一系列级联反应。而磷酸肌酸是参与细胞能量代谢的
重要物质之一，也是 ATP的重要补充来源，因而推测可以通过
补充能量减轻对脑的损伤。

1 材料和方法

1.1 动物分组与处理
1.1.1 动物及分组 健康七日龄Wistar清洁级大鼠 96只，体重
11-16g，雌雄不限，由哈尔滨医科大学动物实验中心提供。动物
分为 4组：A假手术组、B生理盐水对照组、C小剂量肌酸干预
组、D大剂量肌酸干预组。
1.1.2 模型制作 参考新生鼠缺氧缺血脑病模型制作方法[1]，B、
C、D三组新生鼠均分离并结扎右侧颈总动脉后在缺氧箱中缺
氧，制成 HIE模型，A组假手术组动物仅分离颈总动脉，不结扎
也不缺氧。

1.1.3 干预措施 除 A组外其余三组动物在模型制作前 1h 分
别给予腹腔注射生理盐水（B组）、磷酸肌酸 50mg/10g（C组）、
磷酸肌酸 150mg/10g（D组）。所有动物均回到母鼠笼内饲养，
24小时后断头取脑。
1.2 脑组织线粒体 ATP的测定
1.2.1 分离线粒体 动物迅速断头取脑，参照 Clark[2]等的文献方
法提取线粒体。
1.2.2 线粒体 ATP 的测定 用高效液相色谱法分离并定量
ATP。色谱条件：色谱柱为 Hypersil ODS，25um，4.6×250mm。
流动相为 20mm/L磷酸盐缓冲液（pH6.0）与甲醇（97.2/2.5，
V/V），流速 1ml/min，恒速洗脱。紫外检测波长 254nm。全程
10min。
1.2.3 脑组织线粒体中 MDA和 GSH的测定 GSH、MDA试剂
盒购自南京建成生物研究所，MDA含量的测定采用硫代巴比
妥法测定。荧光分光光度计测定 GSH含量。
1.3 数据处理

统计分析方法采用 SPSS10.0统计软件进行数据分析，所
有数据以表示。并做单因素方差分析，P＜0.05为有显著性差
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Note : Compared with sham group△P＜0.05；compared with NS control group *P＜0.05

图 1各组脑组织线粒体内 ATP、GSH、MDA的变化（x±s）
Fig.1 Effect of phosphocreatine on mitochondrial ATP, GSH, MDA in

brain tissue of rats after HIBD

异。

2 结果

与假手术组比较, 盐水对照组大鼠脑组织线粒体匀浆中
MDA含量明显增高、ATP和 GSH含量明显降低, 给予外源性

磷酸肌酸后对于上述变化均有不同程度的逆转, 磷酸肌酸(50
mg/10g)和磷酸肌酸(150 mg/10g)均能明显抑制新生大鼠缺氧
缺血后脑组织中MDA增加和 ATP、GSH含量的降低, 但两种
剂量相比结果无显著差异。见表 1、图 1。

表 1各组脑组织线粒体内 ATP、GSH、MDA的变化（x±s）
Tab1 Effect of phosphocreatine on mitochondrial ATP, GSH, MDA in brain tissue of rats after HIBD

Group
ATP

(mol/mgPro.×10-10)

GSH

(mg/gProt)

MDA

(nmol/mgProt)

Sham operation A 6.516±1.395 43.181±10.23 1.598±0.239

Control group B 2.589±0.701△ 26.34±7.113△ 3.267±0.443△

S-PCr group C 6.911±1.459* 35.67±8.651* 2.006±0.547*

L-PCr group D 7.185±1.627* 37.96±9.241* 1.891±0.162*

Note : Compared with sham group△P＜0.05；compared with NS control

group *P＜0.05；

3 讨论

新生儿缺氧缺血脑病是由围生期窒息导致的脑损伤，其病
死率和致残率极高。对新生儿危害极大，因此适宜的脑保护剂
一直是新生儿疾病研究的重点。脑组织在人体组织中对缺氧最
感，因其能量代谢率高，且能量储存有限，只能进行有氧代谢。
ATP是细胞最直接的能源，在线粒体内通过氧化磷酸化生成，
生成的 ATP供自身内部或其他部位的各种能量活动所用，或
者另外转变为磷酸肌酸和其它三磷酸核苷等高能磷酸化合物。
缺氧缺血受损伤后，脑组织线粒体氧化磷酸化失偶联导致 ATP
生成减少等[3,4]。在本实验中盐水对照组 ATP明显减少，与对照
组相比，差别具有显著性，也证实了上述结论。ATP减少导致
AMP增多并通过嘌呤的降解反应生成腺苷、肌苷、次黄嘌呤,在
缺氧缺血时次黄嘌呤在体内大量聚集，加之细胞内浓度过高的
钙离子激活多种蛋白水解酶和磷脂酶,蛋白酶可使黄嘌呤脱氢
酶水解变成氧化酶，当氧气恢复供应的时候，将组织中的次黄
嘌呤在黄嘌呤氧化酶的作用下形成黄嘌呤，这两个过程都产生
大量的氧自由基[5]：氧自由基具有强烈的引发脂质过氧化的作
用；MDA为脂质过氧化的终产物,其在血中的水平反映机体细
胞氧化损伤的程度[6]，在本实验中，盐水对照组脑组织线粒体中
MDA明显增多，提示缺氧缺血后脑组织脂质过氧化明显。在这
种脑组织脂质过氧化增加会诱发谷胱甘肽过氧化物酶

（GsH-Px）活性下降、GSH含量下降等所引起的对活性氧清除
能力的降低，在神经元损伤中起着重要的作用。本实验生理盐
水对照组线粒体内 GSH含量明显比假手术组下降证明了上述
理论。

磷酸肌酸分子中存在氮 -磷键，在高能量转化的细胞（如
心肌、骨骼肌和脑细胞）中，该键水解是可释放高能量，合成
ATP。通过此途径可作为一能量缓冲剂，又可作为细胞内的能
量载体，目前已被广泛应用于心肌梗死、心肌炎等疾病中。研究
发现脑组织中磷酸肌酸的含量很高[7,10]，而且供应效力强。给予
外源性磷酸肌酸，通过参与各种代谢途径维持了 ATP水平，使
氧自由基生成减少，故而阻断了 "瀑布 "式反应，最终达到保
护神经细胞的作用。已有研究将磷酸肌酸应用于成人脑梗死，
证实在急性脑梗死后尽早应用该药可以减轻脑损伤程度[8]。但
是磷酸肌酸应用于新生儿缺氧缺血性脑病研究很少。本实验中
给予磷酸肌酸治疗的线粒体中 ATP含量明显高于对照组，差
别具有显著性，而且干预的磷酸肌酸量越高，效果越明显。；提
示磷酸肌酸的保护机制可能与线粒体能量的正常生成和转运
有关，为提前预处理为细胞提供了大量能量储备，维持 ATP量
的稳定[9,12]，从而起到保护脑组织的作用。而 ATP的稳定防止了
大量氧自由基的产生（实验中 PCr干预组 MDA和 GSH含量
较盐水对照组差异明显），从而减少了氧自由基对脑组织的损
伤。

实验证明用外源性磷酸肌酸预处理缺氧缺血脑组织，可穿
透缺血细胞直接供能,对氧化应激状态下的脑细胞具有保护作
用，其机制可能与维持线粒体膜结构完整及正常氧化磷酸化功
能有关，，因而对缺血脑组织起到保护作用，可以减轻脑损伤的
程度，且副作用小，应用于新生儿有很大可行性，但是还需要关
于其时间窗及最安全剂量等方面的研究。
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