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甘草酸二铵对颅脑损伤大鼠神经元活性、脑组织病理
及 YAP1 蛋白的影响
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摘 要：目的　探讨甘草酸二铵（DG）对颅脑损伤大鼠神经元活性、脑组织病理及 YES 关联蛋白 1(YAP1）蛋白的研究。方法　将

44 只 SD 大鼠随机分为 4 组，每组 11 只，健康组、外伤组（颅脑外伤模型）、依达组（颅脑外伤模型给予依达拉奉干预）、甘草组（颅脑

外伤模型给予 DG 干预）。采用 Zea Longa 法（5 分）检测各组大鼠神经功能；用酶联免疫法测定血清白介素-6（IL-6）、IL-1β 和肿瘤

坏死因子-α（TNF-α）水平；采用 HE 染色观察脑组织神经细胞形态学变化；TUNEL 法检测各组大鼠海马组织神经细胞凋亡；免疫

印迹检测海马组织 YAP1、磷酸化 YAP1（p-YAP1）、大肿瘤抑制基因 1(Lats1)及磷酸化 Lats1（p-Lats1）蛋白表达水平。结果　与健

康组相比，外伤组神经功能评分，IL-6、TNF-α、IL-1β，神经细胞凋亡、YAP1、p-YAP1、Lats1、p-Lats1 均升高（P＜0.05）；与外伤组

相比，依达组及甘草组以上指标均降低（P＜0.05），依达组和甘草组比较，以上指标差异无统计学意义（P＞0.05）；与健康组相比，

外伤组大鼠海马组织结构紊乱，神经元数目减少，细胞核深染，细胞膜部分消失，依达组和甘草组神经元排列比外伤组整齐有

序，肿胀程度减轻，细胞核较清晰。结论　甘草酸二铵对颅脑损伤的治疗具有一定积极作用，且与依达拉奉治疗相关相当，其机

制可能与改善神经功能、调节炎症因子变化及相关蛋白表达相关。               [国际神经病学神经外科学杂志, 2024, 51(2): 18-22]
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Effect of diammonium glycyrrhizinate on neuronal activity, brain histopathology, and 
YAP1 protein in rats with traumatic brain injury
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Abstract：  Objective　 To investigate the effect of diammonium glycyrrhizinate （DG） on neuronal activity， brain 
histopathology， and YAP1 protein in rats with traumatic brain injury. Methods　A total of 44 rats were randomly divided 
into healthy group， trauma group （a rat model of traumatic brain injury）， edaravone group （the rats with traumatic brain 
injury were given edaravone intervention）， and DG group （the rats with traumatic brain injury were given DG 
intervention）， with 11 rats in each group. The Zea Longa method （5 points） was used to evaluate the nerve function of the 
rats in each group； enzyme-linked immunosorbent assay was used to measure the serum levels of interleukin-6 （IL-6）， 
interleukin-1β （IL-1β）， and tumor necrosis factor- α （TNF- α）； HE staining was used to observe the morphological 
changes of neural cells in brain tissue； the TUNEL method was used to detect neuronal apoptosis in the hippocampal tissue 
of rats； Western blotting was used to measure the protein expression levels of YAP1， phosphorylated YAP1 （p-YAP1）， 
large tumor suppressor gene 1 （Lats1）， and extremely phosphorylated Lats1 （p-Lats1） in the hippocampus. Results　
Compared with the healthy group， the trauma group had significant increases in neurological score， IL-6， TNF-α， IL-1β， 
apoptosis of neural cells， YAP1， p-YAP1， Lats1， and p-Lats1 （P <0.05）. Compared with the trauma group， the 
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edaravone group and the DG group had significant reductions in the above indicators （P <0.05）， while there were no 
significant differences between the edaravone group and the DG group （P >0.05）. Compared with the healthy group， the 
trauma group had disordered structure of the hippocampus， with a reduction in the number of neurons， hyperchromatic 
nuclei， and partial disappearance of cell membrane， and compared with the trauma group， the edaravone group and the DG 
group had ordered arrangement of neurons， with alleviation of swelling and clear nuclei. Conclusions　 Diammonium 
glycyrrhizinate has a positive effect on the treatment of cranial injury， which is similar to that of edaravone. Its mechanism 
may be related to improving nerve function， regulating the changes of inflammatory factors and the expression of related 
proteins.   ［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2024, 51(2): 18-22］
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颅脑损伤（traumatic brain injury， TBI）是常见的脑部

疾病，常与外力作用相关［1-2］。现阶段，该病的发病率、病

死率逐渐升高［3］。病中可伴随出现头晕、头痛、瞳孔异常等

症状，严重时还会出现意识模糊、昏迷等［4］。治疗方面，常

给予抗炎、保护脑神经等药物干预以及手术治疗［5］。

甘草酸二铵（diammonium glycyrrnizinate， DG）是甘草

酸提取物的草酸制剂，因其具有抗炎作用强、稳定性好、溶

解度高、脂溶性好、生物活性强等优点，临床上在治疗各类

肝炎、肝损伤中发挥重要作用［6］。目前已有研究甘草酸还

可治疗感染、溃疡性结肠炎等炎症疾病［7］。同时也有研究

发现甘草酸能透过正常大鼠的血脑屏障，有研究表明损伤

脑组织周围血脑屏障会减弱或破坏，使甘草酸更容易渗透

到受伤的脑组织，抑制脑损伤高迁移率族蛋白-1（high 
mobility group box chromosomal proteinl， HMGB-1）蛋白表

达及分泌［8］。甘草酸与 HMGB-1 结合，阻断 HMGB-1 和蛋

白激酶 C（protein kinase C， PKC）之间的相互作用抑制

HMGB-1 磷酸化，使 HMGB-1 无法从核内向胞质内转运，

减少 HMGB-1的释放，中断与细胞因子的正反馈效应。近

年来有很多学者想把 DG 应用到 TBI 的治疗中。有研究发

现［9］，DG 可通过降低水通道蛋白-1（Aquaporin-1， AQP-1）
表达水平来减轻脑损伤后对血脑屏障的破坏，从而达到对

神经血管的保护作用。在脑组织病理方面，DG 对于减轻

脑缺血再灌注损伤、脑出血和阿尔茨海默病等脑病理过程

中的神经炎症反应和细胞凋亡。但是目前关于 DG 对 TBI
治疗机制仍缺乏研究，因此本文探索 DG 对 TBI 大鼠的神

经元活性、脑组织病理及 YES 关联蛋白 1（recombinant Yes 
associated protein 1， YAP1）蛋白的研究。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　实验大鼠　44 只 SD 大鼠（雌雄各半），购于南京

君科生物工程公司，体重 190~210 g，室温（24±1）℃，分 7
笼饲养，湿度 45%~50%，大鼠活动饮水自由，给予大鼠 1
周时间习惯新环境，动物实验经我院动物实验伦理委员

会批准（HNZYY-2019007）。实验过程遵循国际兽医学

编辑协会《关于动物伦理与福利的作者指南共识》和本地

及国家法规。实验动物在麻醉下进行所有的手术，并尽

一切努力最大限度地减少其疼痛、痛苦和死亡。

1. 1. 2　药物、试剂与仪器　依达拉奉购自罗欣药业（山

东）；DG 购自二叶制药（苏州）；戊巴比妥钠购自鸿运隆生

物科技（湖北）；酶联免疫试剂盒购自晶抗生物（上海）；苏

木精-伊红试剂盒、YAP1 抗体、大肿瘤抑制基因 1（large 
tumor suppressor homolog 1， Lats1）抗体、辣根过氧化物酶

标记羊抗兔 IgG 二抗购自联硕宝为生物科技（上海）。

1. 2　分组、建模及干预

分组：采用随机法将 48 只大鼠分为 4 组，健康组、外

伤组（颅脑外伤模型）、依达组（颅脑外伤模型给予依达拉

奉干预）、甘草组（颅脑外伤模型给予 DG 干预），每组 11
只，预留 4 只。除健康组外，其余 3 组建模。

建模方法：依据文献［10］将大鼠固定于立体定向仪，

用 50 mg/kg 戊巴比妥钠腹腔麻醉大鼠，剪掉大鼠头部皮

毛，碘附消毒，头部正中切开 2.0 cm 小口，分离头皮，暴露

大鼠颅骨，用微型小钻钻出 4.0 mm 骨窗并保持硬膜完整，

然后将 35 g 砝码从高度 25 cm 处自由下落撞击硬膜致

TBI，打击后干棉球止血，缝合头皮前于创口处滴注硫酸

庆大霉素注射液 5滴，缝合后在伤口周围涂红霉素软膏，回

笼，肌肉注射硫酸庆大霉素预防感染（2 mL/次，１次/ｄ，连

续 5 ｄ）。造模后用改良神经功能缺损评分评定大鼠即

刻神经功能，评分 7~12 分即为造模成功。本次建模无脱

失及死亡现象均建模成功。

干预方法：建模后，依达组大鼠给予采用依达拉奉注

射液 5.0 mg/kg 注入大鼠腹腔，1 次/d；甘草组大鼠给予 DG 
100 mg/kg 灌胃，1 次/d；健康组、外伤组灌胃等量生理盐

水，连续给药 14 d 后停止。
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表 1　Zea Longa 评分

分数

0分

1分

2分

3分

4分

功能情况

无神经功能损伤

对侧前肢不能完全伸展

行走时表现对侧旋转

走时倾倒

意识丧失
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1. 3　大鼠神经功能评分

造模后第 1、7 及 14 天时，采用 Zea Longa 法（5 分）（见

表 1）检测各组大鼠神经功能。

1. 4　血清检测

采集大鼠股动脉血 2 mL，3 000 r/min，离心 10 min，取

上清液，用酶联免疫法检测各组大鼠血清中白细胞介

素（Interleukin-6， IL-6）、白 介 素 -1β（Interleukin-1β， 
IL-1β）、肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor-α， TNF-α）

水平。具体操作严格按试剂盒说明书操作。

1. 5　海马组织采集及 HE 染色

采血后，用戊巴比妥钠麻醉，大鼠断头处死后剥除大

鼠颅骨暴露出大脑，于冰上剥离海马组织。将取下的组

织放入 EP 管中，低温储存。

取大鼠脑组织常规脱水后，浸蜡，石蜡包埋大鼠脑组

织，制备 4 μm 切片，烤片，二甲苯脱蜡，梯度乙醇水化，然

后染色，脱蜡、水合，透明封片，光镜下观察神经细胞形态

学变化。

1. 6　TUNEL 法检测各组大鼠海马组织神经细胞凋亡

取大鼠脑组织，切片浸入 TUNEL 反应液中，磷酸盐

缓冲液清洗。过氧化氢冲洗淬灭酶活性，后联合抗生物

蛋白过氧化氢酶和二氨基联苯胺覆盖，光学高倍显微镜

下进行观察凋亡细胞核呈现棕黄色，随机选择 5 个视野下

的细胞观察凋亡率。

1. 7　免疫印迹检测YAP1、磷酸化YAP1（p-YAP1）、 Lats1
及磷酸化Lats1（p-Lats1）蛋白表达水平

取 分 离 脑 组 织 剪 碎 ，放 入 裂 解 液 中 ，脑 组 织 匀 浆

后，离心（10 000 r/min、10 min）取上清液。通过蛋白定

量 分 析 、PAGE 胶 制 备 、上 样 、电 泳 、转 膜 、膜 封 闭 、抗

体 孵 育 加 入 一 抗 YAP1（1∶1 000）、Lats1（1∶1 000）、

p-YAP1（1∶1 200）、p-Lats1（1∶800），再加入辣根根过氧

化物酶标记羊抗兔 IgG 二抗（1∶2 000）、显色等步骤，成像

系统对印迹条带的光密度进行分析。

1. 8　统计学方法

采用 SPSS 23.0 统计学软件对数据进行分析，计量资

料采用均数±标准差（-x ± s）表示，比较采用 F 检验或重复

测量数据的方差分析，以 P<0.05 表示差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组大鼠神经功能比较

各组第 1、7 及 14 天的神经功能比较，采用重复测量

数据的方差分析，结果：①不同时间点间的神经功能评分

有差别（F=4.821，P=0.008）；②组间神经功能评分有差别

（F=352.100，P=0.000），与健康组相比，外伤组神经功能

评分较高，相对依达组、甘草组较差；③各组神经功能评

分变化趋势无差别（F=1.587，P=0.157）。见表 2。

2. 2　各组大鼠血清中 IL-6、TNF-α 和 IL-1β 水平变化

各组大鼠血清中 IL-6、TNF-α 和 IL-1β 水平比较，差

异有统计学意义（P<0.05）。与健康组相比，外伤组大鼠

血清中 IL-6、TNF-α 和 IL-1β 表达水平升高（P＜0.05）：

与外伤组相比，依达组和甘草组大鼠血清中各指标水平

均下降（P＜0.05）。见表 3。

2. 3　各组大鼠脑组织形态学变化

与健康组相比，外伤组大鼠海马组织结构紊乱，神经

元数目减少，细胞核深染，细胞膜部分消失。依达组和甘

草组神经元排列比外伤组整齐有序，肿胀程度减轻，细胞

核较清晰，见图 1。

表 3　各组大鼠炎症因子比较 （pg/mL，
-x ± s）

组别

健康组（n=11）
外伤组（n=11）
依达组（n=11）
甘草组（n=11）
  F值

  P值

IL-6
71. 39±14. 58

185. 29±27. 57①

123. 40±23. 21①②

121. 35±22. 32①②

47. 620
0. 000

IL-1β
27. 18±4. 75
57. 84±8. 62①

43. 55±6. 51①②

42. 75±6. 44①②

38. 200
0. 000

TNF-α
42. 35±7. 54

114. 13±17. 43①

71. 49±11. 03①②

70. 51±10. 23①②

65. 690
0. 000

注：①与健康组相比，P＜0.05；②与外伤组相比，P＜0.05。

表 2　各组大鼠神经功能评分比较 （分，
-x ± s）

组别

健康组（n=11）
外伤组（n=11）
依达组（n=11）
甘草组（n=11）

第1天

0. 00±0. 00
3. 15±0. 60
2. 76±0. 39
2. 69±0. 49

第7天

0. 00±0. 00
3. 45±0. 66
2. 61±0. 51
2. 58±0. 45

第14天

0. 00±0. 00
3. 18±0. 58
2. 21±0. 41
2. 23±0. 36

A：健康组； B：外伤组； C：依达组； D：甘草组。

图 1 脑组织病理比较（HE，×400）
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2. 4　各组大鼠神经细胞凋亡情况

健 康 组 神 经 细 胞 凋 亡 率（13.38±3.62）% 、外 伤 组

（48.62±8.39）%、依达组（32.67±7.68）%、甘草组（31.56±
6.45）%，各组间比较，差异具有统计学意义（F=49.620，

P=0.000）；与健康组比较，外伤组凋亡率升高（P＜0.05）；

与外伤组比较，依达组和甘草组凋亡率下降（P＜0.05），

依达组和甘草组相比 ，差异无统计学意义（P＞0.05）。

见图 2。

2. 5　各组大鼠脑组织 YAP1、p-YAP1、Lats1、p-Lats1
蛋白表达的水平

与健康组相比，外伤组大鼠脑组织中 YAP1、p-YAP1、

Lats1、p-Lats1 蛋白表达水平上升（P＜0.05）。与外伤组相

比，依达组和甘草组的上述蛋白水平下降（P＜0.05）。见表

4，图 3。

3　讨论

目前，TBI以继发性脑病理改变为主，神经细胞凋亡推

进脑损伤进程进而造成不可逆损伤［11-13］。TBI 后受伤的脑

组织导致神经细胞受损，神经细胞间的血液流动减少导致

缺血、缺氧并加速神经细胞坏死严重影响神经功能［14］。神

经功能缺损评分是评价造模是否成功的一个客观指标，可

直接反映模型的神经功能情况［15］。而神经功能可反映 TBI
后脑组织损伤程度，并与脑皮层缺血坏死导致的神经细胞

凋亡数目密切相关。有研究证实，TBI 产生后导致颅内压

升高，此时脑组织血液及氧气功能不足进而降低下丘脑功

能，诱导神经体液调节细胞紊乱最终导致神经功能低

下［16］。依达拉奉是一种静脉注射的低分子量药物，具有水

溶性和脂溶性，易通过血脑屏障而发挥治疗作用。但由于

作用持续时间有限，逆转效果可能只维持数小时，因此在

治疗期间可能需要重复注射。其产生副作用还可能会引

起胃肠道不适、低血压等。而 DG 可保护脑细胞神经的机

制主要与提高神经细胞线粒体 ATP 酶和代谢酶活性、抑制

脂质过氧化反应、保护线粒体膜流动性有关［17］。DG 能够

诱导分化儿茶酚胺并增加神经 PC-12 细胞的线粒体膜通

透性转换形成，降低谷胱甘肽耗竭和神经细胞死亡。DG
可通过抑制线粒体膜通透性改变，对 7-酮胆固醇损伤 PC-
12细胞产生保护作用［18］，并可通过提高谷胱甘肽过氧化物

酶和过氧化氢酶活性，减少细胞内氧活性和谷胱甘肽消

耗，对抗缺血或 6-羟多巴胺损伤 PC-12 细胞发挥保护机

制。本研究发现，外伤组神经功能评分较高而经依达组和

甘草组治疗后评分降低，与健康组相比外伤组神经细胞凋

亡率升高，依达组和甘草组神经凋亡率下降，提示甘草组

不仅对大鼠神经功能产生有一定保护作用并可抑制神经

凋亡，其与依达拉奉具有相似的治疗效果。有研究发现，

A：健康组； B：外伤组； C：依达组； D：甘草组。

图 2 海马组织神经细胞凋亡情况（TUNEL，×400）

表 4　各组大鼠 YAP1、p-YAP1、Lats1、p-Lats1 蛋白表达量　（
-x ± s）

组别

健康组（n=11）                              
外伤组（n=11）
依达组（n=11）
甘草组（n=11）

  F值

  P值

YAP1
0. 35±0. 01

0. 86±0. 14①

0. 46±0. 12①②

0. 42±0. 08①②

57. 257
0. 000

p-YAP1
0. 30±0. 02

0. 79±0. 15①

0. 39±0. 11①②

0. 40±0. 08①②

56. 235
0. 000

Lats1
0. 34±0. 03

0. 81±0. 15①

0. 41±0. 11①②

0. 44±0. 14①②

35. 516
0. 000

p-Lats1
0. 29±0. 04

0. 78±0. 16①

0. 37±0. 10①②

0. 40±0. 13①②

33. 256
0. 000

注：①与健康组相比，P＜0.05；②与外伤组相比，P＜0.05。

图 3　各组大鼠脑组织中YAP1、p-YAP1、Lats1、p-Lats1蛋白

表达比较

健康组 外伤组 依达组

YAP1
p-YAP1
Lats1
p-Lats1
GAPDH

甘草组

128 kD
98 kD
102 kD
185 kD
120 kD
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应用 DG 可改善大鼠神经功能，增加神经元尼氏小体数量，

提高 Akt 蛋白表达水平，降低 Caspase-3 蛋白表达，在 TBI
后与凋亡相关的基因常表达异常，而 Akt 激活后可直接促

进 Caspase-3 磷酸化而激活而失活并抑制细胞凋亡从而改

善神经功能［17］。本文研究和上述研究一致。

TBI 可致中枢神经系统产生 IL-6 等大量炎症因子并

继发炎症反应，其间通过激活炎症细胞进入脑组织可破坏

血脑屏障，并使 TBI患者免疫异常持续放大，最终影响血脑

屏障的稳定性［19］。颅脑受损后产生的血脑屏障可引起血

管源性脑水肿，而 IL-6 和 TNF-α 在 TBI 后常异常升高，并

通过介导细胞间作用或直接毒性作用使其水肿、裂解造成

生化功能紊乱［20］。在生理状况下，核因子（nuclear factor 
κB， NF-κB）与 NF-κB 抑制蛋白（inhibitor of NF-κB， IκB）

结合处于被抑制状态，而一旦被 IκB 激活发生磷酸化便可

释放 NF-κB/p65 进入胞核与靶序列结合进而促进 IL-6、

IL-1β、TNF-α 等炎症细胞因子的表达［21］。DG 的抗炎作用

是通过抑制 NF-KB 诱导产生 IL-8 和 mRNA 发挥作用。相

关研究发现，DG 可减轻乙酸诱导的溃疡性结肠炎大鼠炎

症损伤，并可减低结肠黏膜中 NF-κB，TNF-α 和 ICAM-1
表达［22］。本研究也发现，甘草组大鼠脑组织中 TNF-α、IL-
6 和 IL-1β 平降低，提示 DG 可通过降低大鼠体内的炎症因

子水平。有研究发现［23］，在 TBI 中 Hippo 为重要信号通路，

而 Lats1 和 YAP1 也在 Hippo 通路上担任重要角色，从该通

路发现至今，多数研究都聚焦在 Lats1 和 YAP 在细胞生长

和肿瘤作用当中。Hippo 具有维持神经干细胞静息状态。

而 YAP1 是 Hippo 通路的转录因子，当磷酸化后可与相关

因子结合促进下游因子，增强神经干细胞自我更新能力。

有研究表明，抑制 Lats1/YAP1通路可减轻神经元凋亡和神

经功能缺失［24］。本研究结果显示，与外伤组相比，甘草组

Lats1、YAP1 的蛋白及磷酸化水平降低，提示 DG 在 TBI 中

可抑制部分蛋白及磷酸化表达，推测 DG 可能通过抑制炎

症因子表达，减轻神经元凋亡来降低 Lats1和 YAP1从而发

挥作用，但其具体干预机制还有待进一步研究。

综上所述，通过DG对TBI的大鼠神经元活性、脑组织病

理及YAP1蛋白的研究，为DG对TBI的研究提供了新思路。
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