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舒芬太尼调节 AMPK/SIRT1/PGC-1α信号通路对新生大鼠 
缺血缺氧性脑损伤的保护作用 

王  静*，唐  玲，肖  婷 

（湖南省儿童医院麻醉手术科，湖南长沙 410007） 

*通讯作者：wj1984ww@163.com  

【摘要】目的 探究舒芬太尼对新生大鼠缺血缺氧性脑损伤的保护作用及对 AMP激活的蛋白激酶（AMPK）/沉默

信息调节因子 2相关酶 1（SIRT1）/过氧化物酶体增殖物激活受体-γ 共激活因子-1α（PGC-1α）信号通路的调节机制。

方法 将 SPF 级 Wistar 大鼠 90 只，随机分为假手术组、模型组、AMPK 激活剂 AICAR 组、SUF 低、高剂量组、SUF

高剂量+AMPK抑制剂组。评估神经功能缺损评分；TTC染色法检测脑梗死情况；HE染色观察海马组织形态学变化；

TUNEL 法检测海马组织细胞凋亡率；ELISA 测定血清肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、脑源性神经营养因子（BDNF）、神

经生长因子（NGF）水平；Western blot 检测海马神经元 AMPK、p-AMPK、SIRT1、PGC-1α 蛋白表达水平。结果 与

假手术组相比，模型组大鼠海马组织可见细胞紊乱、坏死、肿胀等损伤，神经功能缺损评分、脑梗死面积、凋亡率、

TNF-α 水平均升高，BDNF、NGF水平及 p-AMPK/AMPK、SIRT1、PGC-1α 表达降低；与模型组相比，AICAR组和 SUF

低、高剂量组大鼠海马组织水肿等损伤减轻，神经功能缺损评分、脑梗死面积、凋亡率、TNF-α 水平均降低，BDNF、

NGF 水平及 p-AMPK/AMPK、SIRT1、PGC-1α 表达升高；SUF 高剂量+AMPK 抑制剂组中 AMPK 抑制剂消除了 SUF

对上述指标的影响。结论 舒芬太尼可能通过激活 AMPK/SIRT1/PGC-1α信号通路保护新生大鼠免受缺血缺氧性脑损伤。 

关键词：舒芬太尼；AMPK/SIRT1/PGC-1α 通路；新生大鼠；缺血缺氧；脑损伤 

Protective effect of sufentanil on ischemic hypoxic brain injury in neonatal rats by  
modulating AMPK/SIRT1/PGC-1α signaling pathway 

WANG Jing, TANG Ling, XIAO Ting 
(Department of Anesthesia and Surgery, Hunan Children’s Hospital, Changsha, Hunan 410007, China) 

ABSTRACT  Objective To explore the protective effect of sufentanil on ischemic hypoxic brain injury in neonatal rats 
and the regulatory mechanism of AMP-activated protein kinase (AMPK)/silent information regulator 2-related enzyme 1 
(SIRT1)/peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1 alpha (PGC-1α) signaling pathway. Methods Ninety 
SPF Wistar male neonatal rats were randomly divided into sham operation group, model group, AMPK activator AICAR group, 
low-dose SUF, high-dose SUF group, high-dose SUF+AMPK inhibitor group. Neurological deficit scores were assessed. 
Cerebral infarction was detected by TTC staining, The morphological changes of hippocampus were observed by HE staining. 
The apoptosis rate of hippocampal tissue was detected by TUNEL method. The levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α), 
brain-derived neurotrophic factor (BDNF), and nerve growth factor (NGF) in serum were detected by ELISA. The protein ex-
pression levels of AMPK, p-AMPK, SIRT1, and PGC-1α in hippocampal neurons were detected by Western blot. Results Com-
pared with the sham-operation group, the hippocampal tissue of the model group showed cell disorder, necrosis, swelling and 
other injuries, the neurological deficit score, cerebral infarction area, apoptosis rate, and TNF-α level increased, the BDNF, 
NGF levels, and the expression of p-AMPK/AMPK, SIRT1, PGC-1α decreased. Compared with the model group, the hippo-
campal tissue edema and other injuries of the AICAR group and the low-and high-dose SUF groups were alleviated, the neu-
rological deficit score, cerebral infarction area, apoptosis rate, and TNF-α level decreased, the BDNF, NGF levels, and the 
expression of p-AMPK/AMPK, SIRT1, PGC-1α increased. In the SUF high-dose+AMPK inhibitor group, the AMPK inhibitor 
eliminated the effects of SUF on the above indicators. Conclusion Sufentanil may protect neonatal rats from hypoxic-ischemic 
brain injury by activating AMPK/SIRT1/PGC-1α signaling pathway. 
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 新 生 儿 缺 氧 缺 血 性 脑 病 （ hypoxic-ischemic en-

cephalopathy，HIE）是由于新生儿缺氧缺血发生的神经
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系统综合征，是造成新生儿脑损伤的重要原因之一 [1]。

HIE 会造成脑瘫、智力下降、抽搐等脑损伤后遗症，具有

较高的发病率和死亡率[2]。目前，唯一可以改善 HIE 预

后并能够保护神经的治疗方法是低温治疗，但此方法在

有炎症感染的情况下是无效的甚至是有害的[3]。因此，仍

然需要探索 HIE 的发病机制以及有效的治疗方案。舒芬
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太尼（sufentanil，SUF）为芬太尼的一种衍生物，是对阿

片受体有较高亲和力的一种激动剂，具有较强的镇痛作

用，已被广泛用于心血管外科手术 [4]。研究可知，SUF

能够通过抑制炎症、氧化应激及细胞凋亡等减轻脑缺血

再灌注损伤并保护神经功能 [5]。AMP 激活的蛋白激酶

（AMP-activated protein kinase，AMPK）是稳定机体能

量的传感器，能够通过激活沉默信息调节因子 2 相关酶 1

（silent information regulator 2-related enzyme 1，SIRT1）

间接促使过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子 1

（peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coac-

tivator 1 alpha，PGC-1α）去乙酰化[6]。有研究证明 AMPK/ 

SIRT1/PGC-1α 信号通路的活化能够减轻 HIE诱导的氧化

应激和神经元凋亡[7]。基于先前的研究，本实验建立 HIE

新生大鼠模型，探讨 SUF 对新生大鼠缺血缺氧性脑损伤

是否有保护作用，以及对 AMPK/SIRT1/PGC-1α 信号通路

的调节作用。 

1  材料与方法 
1.1  动物 

SPF 级 Wistar 大鼠 90 只，8 d 体质量（10~14）g，

购于辽宁长生生物技术股份有限公司，许可证号：SCXK

（辽）2020-0002。饲养温度 24~26 ℃，湿度 60%，本研

究 经 湖 南 省 儿 童 医 院 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 （ 编 号 ：

2021-0975）。 

1.2  药品及试剂 

舒芬太尼，购自于宜昌人福药业有限责任公司，国

药 准 字 H20054256；AMPK 激 活 剂 AICAR、 抑 制 剂

Compound C 均购自于美国 MedChemExpress（MCE）公

司；TTC 染色液、苏木素、伊红染液均购自于南京森贝

伽生物科技有限公司；TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒、BSA

检测试剂盒均购自于翌圣生物科技（上海）股份有限公

司；TNF-α、NGF、BDNF ELISA 试剂盒均购自于武汉赛

培生物科技有限公司；AMPK、p-AMPK、SIRT1、PGC-1α
一抗购自于英国 Abcam 生物公司；山羊抗大鼠 IgG 二抗

购自于北京义翘神州科技股份有限公司；荧光显微镜购

自于日本 Olympus 公司；凝胶成像仪购自于美国伯乐

BIO-RAD 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  新生大鼠缺血缺氧性脑损伤模型制备  参照文献[8]

建立新生 HIE 大鼠模型，以 40 mg/kg 的剂量腹腔注射 1%

戊巴比妥钠麻醉幼鼠，将其仰卧放置，在左侧颈总动脉

做切口，再用外科缝合线双重结扎，在两次结扎之间切

断动脉。在幼鼠缺血后放入笼中恢复 2 h，然后放入锥形

瓶的缺氧环境中（8% O2和 92% N2），并放在 37 ℃水浴中

2.5 h。缺氧后将所有幼鼠都放回原来的笼中饲养。假手术

组只接受麻醉和暴露左颈总动脉，不进行结扎和缺氧。 

1.3.2  动物分组和给药  将造模成功后的大鼠随机分为

假手术组、模型组、AMPK 激活剂组（AICAR 组）、SUF

低、高剂量组、SUF 高剂量+AMPK 抑制剂组（SUF 高+ 

Compound C 组），每组 15 只。AMPK 激活剂以 50 mg/kg

尾静脉注射 AICAR[9]，SUF低、高剂量组分别以 10 μg/kg、

25 μg/kg 尾静脉注射给药[5]，SUF 高剂量+AMPK 抑制剂

组 先 注 射 25 μg/kg 的 SUF， 再 注 射 Compound C 

250 μg/kg。假手术组和模型组均注射等量的生理盐水。

每天 1 次，持续给药 10 d。 

1.3.3  神经功能缺损评分的评估  在实验结束后，参照

文献[10]中的评分标准对所有大鼠神经功能进行评估。0

分：正常活动；1 分：损伤对侧的前肢轻微弯曲；2 分：

损伤对侧前肢完全弯曲，行动时易向对侧转圈；3 分：行

动时易向损伤对侧倒；4 分：无意识，不能自主活动。分

数越高代表大鼠神经缺损越严重。 

1.3.4  采用 TTC染色法检测大鼠脑梗死情况  在每个实

验组中随机选取 5 只，用 1%戊巴比妥钠麻醉大鼠后断头

处理并取全脑组织，然后在‒20 ℃冰箱冻存 30 min，用切

片机沿冠状位置切片。取脑组织切片在 4%多聚甲醛中固

定，再放入 TTC 染色液中，室温避光孵育并不断翻动切

片以便染色均匀，30 min 后染色结束，拍照保存并采用

Image J 软件进行分析处理，计算大鼠脑梗死面积。 

1.3.5  H-E染色观察海马组织形态学变化  实验结束后，

在剩余大鼠中每组随机选取 5 只，解剖并摘下海马组织，

固定在 4%多聚甲醛溶液中，制备石蜡切片，将切片依次

放入二甲苯和不同浓度梯度的乙醇中脱蜡；然后用苏木

素浸泡 10 min，1%的盐酸进行分化，PBS 洗涤后再用伊

红染液复染 5 min，染色结束，分别用不同浓度的乙醇和

二甲苯脱水，中性树脂进行封片，并在显微镜下观察组

织的病理形态。 

1.3.6  TUNEL 试剂盒检测海马组织的细胞凋亡率  将

1.3.5 中的石蜡切片进行脱蜡浸洗，放入湿盒中加入平衡

液平衡，然后按照 TUNEL 试剂盒说明书加入配置的

TUNEL 工作液，在暗盒中 37 ℃孵育 1 h，PBS 清洗后用

PI 染液室温染色 5 min，清洗切片后用抗荧光淬灭封片液

进行封片，荧光显微镜下观察绿色荧光。每只大鼠观察

一个切片，每个切片选取四个视野计算平均凋亡率。 

1.3.7  ELISA 检测血清中 TNF-α、BDNF、NGF 的水平  
结束给药后，将所有大鼠进行腹主动脉采血置于离心管

中，3000×g 离心 10 min，取上清保存于‒20 ℃。然后利

用 ELISA 试剂盒分别检测血清中 TNF-α、BDNF、NGF

的表达水平，所有步骤严格按照试剂盒说明书操作。 

1.3.8  Western blot 检 测 大 鼠 海 马 神 经 元 AMPK、

p-AMPK、SIRT1、PGC-1α 蛋白表达水平  将剩余大鼠

（n=5）处死后断头，冰上解剖取海马组织置于匀浆器中，

加入蛋白裂解液进行匀浆，制备蛋白样品。利用 BCA 试

剂盒检测蛋白浓度，进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，并将目

的条带转到 PVDF 膜，转膜结束后，封闭液 4 ℃过夜孵

育，然后加入一抗稀释液，室温震荡孵育 2 h，洗膜后加

入羊抗鼠二抗稀释液，同条件孵育 2 h，洗膜后加入发光

试剂显色，利用凝胶成像仪拍照，以 GAPDH 为内参蛋白，
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分析蛋白含量。 

1.4  统计学分析 

本研究中的实验数据均使用 SPSS 22.0 软件分析，

数据以（ x s± ）表示，多组间比较用单因素方差分析，

两两比较用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 
2.1  SUF 对 HIE 新生大鼠神经功能的影响 

与假手术组相比，模型组中大鼠的神经功能缺损评

分升高（P<0.05），表现为行走时倾倒甚至不能自主活动；

与模型组相比，AICAR 组和 SUF 低、高剂量组神经功能

缺损评分下降（P<0.05），表现为右前肢弯曲或者活动时

会向右侧转圈；与 SUF 高剂量组相比，SUF 高+Compound 

C 组神经功能缺损评分升高（P<0.05）。见图 1。 

2.2  SUF 对 HIE 新生大鼠脑梗死面积的影响 

与假手术组相比，模型组新生大鼠脑梗死面积增大

（P<0.05）；与模型组相比，AICAR 组和 SUF 低、高剂

量组大鼠脑梗死面积减小（P<0.05）；与 SUF 高剂量组相 

比 ， SUF 高 +Compound C 组 大 鼠 脑 梗 死 面 积 增 大

（P<0.05）。见图 2、图 3。 

 

 
 

图 1  各组大鼠神经功能缺损评分 
注：*表示与假手术组相比，P<0.05；**表示与模型组 P<0.05；

***表示与 AICAR 组 P<0.05；****表示与 SUF 高剂量 P<0.05。 

 

   
A B C D E F 

 

图 2  SUF对 HIE新生大鼠脑梗死面积的影响（TTC染色） 
注：A：假手术组；B：模型组；C：AICAR 组；D：SUF 低剂量组；E：SUF 高剂量组；F：SUF 高+Compound C 组。 

 

 
 

图 3  SUF对 HIE新生大鼠脑梗死面积的影响 
注：*表示与假手术组相比，P<0.05；**表示与模型组 P<0.05；

***表示与 AICAR 组 P<0.05；****表示与 SUF 高剂量 P<0.05。 

2.3  SUF 对 HIE 新生大鼠海马组织形态的影响 

假手术组的大鼠中海马组织无异常形态，细胞排列

有序，未见明显的病理损伤；与假手术组相比，模型组

大鼠海马组织细胞紊乱，数量减少，且间隙增大，明

显可见细胞坏死、肿胀；与模型组相比，AICAR 组和

SUF 低、高剂量组海马组织形态逐渐恢复正常，细胞

数量明显增多，且只有轻微水肿；与 SUF 高剂量组相

比，SUF 高+Compound C 组的海马组织形态与模型组

相似。见图 4。  

2.4  SUF 对 HIE 新生大鼠海马组织细胞凋亡的影响 

与假手术组相比，模型组大鼠的细胞凋亡率升高

（P<0.05）；与模型组相比，AICAR 组和 SUF 低、高剂

量组大鼠的细胞凋亡率降低（P<0.05）；与 SUF 高剂量组

相比，SUF 高+Compound C 组大鼠的细胞凋亡率升高

（P<0.05）。见图 5、图 6。 
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假手术组 模型组 AICAR 组 

  
SUF 低剂量组 SUF 高剂量组 SUF 高+Compound C 组 

 

图 4  SUF对 HIE新生大鼠海马组织形态的影响（H-E染色，400×） 
 

   
假手术组 模型组 AICAR 组 

   
SUF 低剂量组 SUF 高剂量组 SUF 高+Compound C 组 

 

图 5  SUF对 HIE新生大鼠海马中细胞凋亡的影响（绿色荧光，200×） 
 

 
 

图 6  各实验组大鼠海马组织细胞凋亡率 
注：*表示与假手术组相比，P<0.05；**表示与模型组 P<0.05；

***表示与 AICAR 组 P<0.05；****表示与 SUF 高剂量 P<0.05。 

2.5  SUF 对 HIE 新生大鼠血清中 TNF-α、BDNF、NGF

水平的影响 

与假手术组相比，模型组大鼠血清中 TNF-α 水平升

高，BDNF、NGF 水平降低（P<0.05）；与模型组相比，

AICAR 组和 SUF 低、高剂量组大鼠血清中 TNF-α 水平降

低，BDNF、NGF 水平升高（P<0.05）；与 SUF 高剂量组

相比，SUF 高+Compound C 组血清中 TNF-α 水平升高，

BDNF、NGF 水平降低（P<0.05）。见图 7。 

2.6  SUF 对 HIE 新生大鼠海马组织中 AMPK/SIRT1/ 

PGC-1α 通路的影响 

与 假 手 术 组 相 比 ， 模 型 组 新 生 大 鼠 海 马 组 织 中

p-AMPK、p-AMPK/AMPK、SIRT1、PGC-1α 蛋白表达降

低（P<0.05）；与模型组相比，AICAR 组和 SUF 低、高 
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图 7  SUF对 HIE新生大鼠血清中 TNF-α、BDNF、 
NGF水平的影响 

注：*表示与假手术组相比，P<0.05；**表示与模型组 P<0.05；

***表示与 AICAR 组 P<0.05；****表示与 SUF 高剂量 P<0.05。 

 

p-AMPK 

AMPK 

SIRT1 

PGC-1α 

GAPDH 

  A B C D E F 

 

图 8  不同实验组 HIE大鼠海马组织中蛋白的表达情况 
注：A：假手术组；B：模型组；C：AICAR 组；D：SUF 低剂

量组；E：SUF 高剂量组；F：SUF 高+Compound C 组。 

 

 
 

图 9  SUF对 HIE新生大鼠海马组织中蛋白 

表达量的影响 
注：*表示与假手术组相比，P<0.05；**表示与模型组 P<0.05；

***表示与 AICAR 组 P<0.05；****表示与 SUF 高剂量 P<0.05。 

剂 量 组 大 鼠 海 马 组 织 中 p-AMPK、 p-AMPK/AMPK、

SIRT1、PGC-1α 蛋白表达升高（P<0.05）；与 SUF 高剂量

组相比，SUF 高+Compound C 组 p-AMPK、p-AMPK/ 

AMPK、SIRT1、PGC-1α 蛋白表达降低（P<0.05）。见图

8、图 9。 

3  讨论 
HIE 是一种由于缺氧和缺血引起的脑损伤，造成新

生儿神经功能异常，包括脑瘫、癫痫、视听障碍、智力

低下等[11]。HIE 是新生儿发病率和死亡率高升的主要疾

病之一，且目前没有统一的治疗标准和方法[12]。因此深

入研究 HIE 的发病机制对治疗 HIE 有潜在作用。HIBD

可导致新生儿智力低下、运动缺陷、免疫功能紊乱等继

发性损害[13]。这些病变可能由神经元凋亡、炎症反应、

氧化应激和 caspase 依赖性细胞死亡引起[14]。本研究通过

建立 HIE 新生大鼠模型发现，模型组大鼠行走时多表现

为摔倒，甚至无法自主行动，神经功能缺损评分较高，

脑梗死面积较大，海马组织细胞紊乱、数量减少，明显

可见细胞坏死、肿胀，且细胞凋亡率升高，与 Liu 等[15]

的研究一致，提示大鼠 HIE 模型建立成功。已知 SUF 可

以通过抑制炎症和细胞凋亡来保护心肌缺血再灌注损伤

和脑缺血再灌注的神经损伤[5,16]。本研究中，SUF 给药后，

大鼠的神经损伤评分降低，脑梗死面积减小，海马组织

细胞数量明显增多，只有轻微水肿，损伤明显减轻，且

细胞凋亡率降低。表明 SUF 可以减轻 HIE 新生大鼠的神

经损伤，降低脑组织的病理损伤和海马细胞凋亡。 

AMPK 和 SIRT1 能 够 维 持 能 量 代 谢 稳 定 ，

AMPK/SIRT1 信号通路在炎症反应、细胞代谢、氧化应

激以及癌症中存在重要调节作用[17]。PGC-1α 能够诱导线

粒体的代谢，在多种疾病中都有关键作用[18]。PGC-1α 是

AMPK/SIRT1 通路的下游调节因子之一，AMPK 磷酸化

可以增加细胞内 NAD+水平，从而增强 SIRT1 活性，导

致 PGC-1α 的 去 乙 酰 化 被 激 活 [19]。 大 量 研 究 表 明 ，

AMPK/SIRT1/PGC-1α 通路可通过改善线粒体功能，减轻

机体产生的氧化应激和炎症反应[20-21]。TNF-α 是一种促

炎性细胞因子，调节多种炎症介质的表达，参与疾病的

发病机制[22]。BDNF 和 NGF 是神经系统发育过程中不同

的感觉神经元所需的营养因子，是调节神经存活、发育

和功能的生长因子[23]。本研究结果显示，模型组中 HIE

大鼠血清中 TNF-α 水平升高，BDNF、NGF 水平降低，

海马组织中 p-AMPK/AMPK、SIRT1、去乙酰化 PGC-1α
蛋白表达降低，与 Huang 等[7]的研究结果一致，提示神

经营养因子水平的降低和 AMPK/SIRT1/PGC-1α 通路的

抑制是导致 HIE 大鼠脑损伤的可能原因。AMPK 激活剂

AICAR 组和低、高剂量 SUF 处理后，大鼠血清中 TNF-α
水 平 降 低 ， BDNF、 NGF 水 平 升 高 ， 海 马 组 织 中

p-AMPK/AMPK、SIRT1、PGC-1α 蛋白表达升高，表明

AMPK激活剂和 SUF均能够抑制 HIE大鼠海马组织中炎
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症因子，保护神经系统，减轻 HIE 新生大鼠脑损伤，同

时也提示 SUF 对 HIE 新生大鼠脑损伤的保护作用可能通

过激活 AMPK/SIRT1/PGC-1α 信号通路实现。进一步用

AMPK 抑制剂 Compound C 和高剂量 SUF 同时处理 HIE

大鼠，结果发现各指标水平接近模型组，再次证明 SUF

通过激活 AMPK/SIRT1/PGC-1α 信号通路保护新生大鼠

免受 HIE 脑损伤。 

综上所述，SUF 可能通过激活 AMPK/SIRT1/PGC-1α
信号通路，促进神经系统营养因子的表达，从而减轻 HIE

导致的脑损伤。本研究发现 SUF 对 HIE 的治疗有潜在作

用，但是 AMPK/SIRT1/PGC-1α 信号通路还涉及线粒体功

能、自噬等多种调节方式，因此，SUF 缓解 HIE 脑损伤

的具体机制还有待进一步深入研究。 
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