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雄激素对 ＨＩＢＤ新生鼠 ｐｈｏｓｐｈａｃａｎ和 ＮＧ２蛋白
聚糖表达与轴突再生的影响研究
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　　［摘　要］　目的　了解雄激素对缺氧缺血脑损伤（ＨＩＢＤ）新生鼠脑组织磷酸蛋白聚糖（ｐｈｏｓｐｈａｃａｎ，ＰＣ）及
ＮＧ２蛋白聚糖（ＮＧ２）表达变化及其与缺血缺氧脑损伤后轴突再生的关系，探讨其神经保护作用机制。方法　制作
新生鼠ＨＩＢＤ模型，随机分为假手术组、ＨＩＢＤ组、雄激素干预组（于模型制成后即刻注射丙酸睾丸酮２５ｍｇ／ｋｇ）。
于缺氧缺血（ＨＩ）后２４ｈ、７２ｈ、７ｄ、１０ｄ取脑组织制作石蜡切片和电镜切片，用免疫组化法观察ＰＣ和ＮＧ２蛋白聚
糖在各组大鼠皮质和海马表达的动态变化，应用透射电镜对比观察各组海马和皮层神经元超微结构变化、细胞凋

亡、神经元轴突再生及胶质细胞增生情况。结果　①ＨＩ后脑组织超微结构变化：假手术组于术后２４ｈ细胞表面见
较小的突起，７２ｈ、７ｄ及１０ｄ细胞表面可见大小不等的突起，未见凋亡细胞；ＨＩＢＤ组ＨＩ２４ｈ、７２ｈ、７ｄ和１０ｄ时细
胞表面无突起或仅有较小突起；雄激素干预组的神经元轴突较ＨＩＢＤ组后增长明显，但较假手术组弱。②ＨＩ后脑
组织ＰＣ和ＮＧ２的表达：假手术组海马和皮层均存在少量ＰＣ和ＮＧ２的表达，海马的表达高于皮层。ＨＩＢＤ组在ＨＩ
后２４ｈ表达开始呈阳性反应，ＨＩ后７２ｈ明显增多，７ｄ达高峰，１０ｄ后开始下降，但仍高于正常对照组；雄激素干
预组，ＰＣ和ＮＧ２的表达时程和分布与ＨＩＢＤ组相似，ＨＩ后２４ｈ、７２ｈ、７ｄ和１０ｄ在皮层和海马的表达水平明显低
于ＨＩＢＤ组，均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　 ＰＣ和 ＮＧ２可能是 ＨＩＢＤ后抑制神经元轴突再生的重要因子之
一，雄激素可能通过调节胶质细胞形态结构和功能抑制 ＰＣ和 ＮＧ２表达促进神经元轴突再生，从而发挥神经保护
作用。 ［中国当代儿科杂志，２００８，１０（３）：３５７－３６１］
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　　近年来，新生儿缺氧缺血脑损伤（ｈｙｐｏｘｉｃｉｓｃｈｅ
ｍｉｃｂｒａｉｎｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）发病机制的研究多集中在
氧自由基、兴奋性氨基酸及其受体、ＮＯＳ、细胞凋亡
等方面，对 ＨＩＢＤ后影响调控神经元轴突再生的因
子尚未引起足够的重视；研究表明，磷酸蛋白聚糖

（ｐｈｏｓｐｈａｃａｎ，ＰＣ）和 ＮＧ２蛋白聚糖（ＮＧ２ｐｒｏｔｅｏｇｌｙ
ｃａｎ，ＮＧ２）与脑损伤后神经元轴突再生密切相关，已
经证实雄激素对 ＨＩＢＤ后脑损伤具有神经保护作
用，是否通过抑制缺氧缺血（ＨＩ）后相关蛋白聚糖表
达促进神经元轴突再生而起到神经保护作用，国内

外尚未见有关报道。本研究以新生鼠ＨＩＢＤ模型为
研究对象，应用雄激素对ＨＩＢＤ新生鼠进行干预，采
用免疫组织化学、ｐｈｏｓｐｈａｃａｎ和ＮＧ２单克隆抗体、电
镜等方法和技术，观察ＰＣ和ＮＧ２在假手术组、ＨＩＢＤ
组、雄激素干预组不同时间点大鼠脑组织的表达变

化及其与神经元轴突再生的关系，并探讨其可能的

作用机制。

１　材料和方法

１．１　材料
７日龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠１２０只，一级动物，

由第四军医大学实验动物中心提供，雌雄不限，体重

１２～１４ｇ。丙酸睾丸酮注射液由天津金耀氨基酸有
限公司提供，每１ｍＬ含２５ｍｇ。小鼠抗大鼠ＰＣ抗体
和兔抗大鼠 ＮＧ２抗体由美国 Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司提供，
兔抗小鼠Ⅰ抗Ⅱ、山羊抗兔Ⅰ抗Ⅱ、ＳＡＢＣ试剂盒及
ＤＡＢ显色试剂盒由武汉博士德生物工程有限公司
提供。

１．２　方法
１．２．１　新生鼠ＨＩＢＤ模型建立　　７日龄 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ大鼠，按照经典的新生鼠 ＨＩＢＤ模型制作方
法制作 ＨＩＢＤ模型［１］。假手术组不结扎左颈总动

脉，直接缝合切口，不吸低浓度氧，其余处理相同。

１．２．２　动物分组与处理　　１２０只ＳＤ大鼠随机分
为３组：ＨＩＢＤ组（ｎ＝４０）、雄激素干预组（ｎ＝４０）、
假手术组（ｎ＝４０）。雄激素干预组于 ＨＩ后立即给
予丙酸睾酮２５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射一次。
１．２．３　脑组织切片制备与免疫组化染色　　分别
于ＨＩ后２４ｈ、７２ｈ、７ｄ、１０ｄ，每组各取８只动物（假
手术组在手术后６ｈ），麻醉、开胸暴露心脏，经左心

室插管至主动脉，用４％的多聚甲醛０．５５ｍｏｌ／Ｌ的
磷酸缓冲液心脏灌注固定。参照《大鼠脑立体定位

图谱》，经乳头体及视交叉平面行冠状切面开颅取

脑，４％多聚甲醛液中固定过夜后，进行石蜡包埋，切
片厚５μｍ。ＰＣ和 ＮＧ２免疫组化染色采用 ＳＡＢＣ
法，操作严格按照 ＰＣ和 ＮＧ２免疫组织化学程序进
行。对照实验：用０．０１ＭＰＢＳ液代替小鼠抗大鼠ＰＣ
液，其余步骤相同，中性树脂封片。以不加第一抗体

（以ＰＢＳ代替）做阴性空白对照，以胞浆或胞核有黄
色颗粒沉着为阳性细胞。灰度分析，光学显微镜下

观察，细胞质内反应物质呈棕黄色颗粒为免疫组化

染色阳性细胞。用ＬＥＩＣＡＱＷＩＮ图像信号采集与分
析系统进行处理，每张切片在皮层和海马区各随机

取６个不重复的视野，应用 ＬＥＩＣＡＤＣ３００Ｆ软件测
量灰度值；取６个视野均值作为该片灰度值；每样本
２张切片均值作为该样本实验结果；所测灰度分为
２５６个等级，０级为最暗，２５５级为最亮，以“平均灰
度值”反应免疫组化染色强弱时，其数值越低，说明

着色越深，即表达越强。

１．２．４　透射电镜切片制作与神经元超微结构观察
　　各组各时间点分别取２只大鼠麻醉、开胸暴露
心脏，经左心室插管至主动脉内，用２．５％戊二醛磷
酸缓冲液灌注、固定，取与光镜大致相同部位备用。

样品取出后切成１ｍｍ３的小块，严格按照电镜片制
作程序制作电镜切片，应用日本日立 Ｈ６００透射式
电子显微镜观察神经元超微结构并进行拍照。

１．３　统计学处理
计量数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行单因素方差分析，两样本均
数比较用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为统计学意义上的差异
显著，Ｐ＜０．０１为差异非常显著。

２　结果

２．１　脑组织ＨＩＢＤ后 ＰＣ和 ＮＧ２表达与轴突再生
的关系

假手术组大鼠左侧大脑皮层和海马可见少量的

ＰＣ和 ＮＧ２蛋白聚糖免疫阳性细胞表达，海马表达
高于皮层，镜下免疫阳性细胞呈黄色。假手术组术

后２４ｈ，７２ｈ，７ｄ和１０ｄ在海马和皮层的表达与
ＨＩＢＤ组和雄激素干预组比较差异均具有显著性
·８５３·
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（均Ｐ＜０．０１）。ＨＩＢＤ组 ＨＩ后２４ｈ大脑皮层和海
马的ＰＣ和ＮＧ２蛋白聚糖免疫阳性细胞表达稍有增
多，７２ｈ明显增多，ＨＩ后７ｄ达到高峰后开始下
降，１０ｄ后维持在较低水平。各组大鼠脑组织 ＰＣ
和ＮＧ２蛋白聚糖表达情况见表１，２；图１Ａ～Ｄ。
２．２　雄激素干预后ＰＣ和 ＮＧ２表达与轴突再生的
关系

雄激素干预组大鼠左侧大脑皮层和海马 ＰＣ和
ＮＧ２蛋白聚糖免疫阳性细胞表达时程与 ＨＩＢＤ相
同，分布也较相似，但其免疫阳性细胞表达数量较

ＨＩＢＤ组明显减少，并且在ＨＩ后２４ｈ，７２ｈ，７ｄ，１０ｄ
差异有显著性 （均Ｐ＜０．０１）。见表１，２；图２Ａ～Ｄ。
２．３　电镜观察

电镜下假手术组细胞核圆形，核膜完整，核内染

色质分布均匀，常染色质丰富，核仁明显，细胞质内

细胞器丰富，结构完整，粗面内质网及核糖体丰富，

高尔基体发达，线粒体圆形，内嵴清晰可见，膜规则，

基质均匀；神经胶质细胞数量不多；术后２４ｈ细胞
表面可见较小的突起，７２ｈ、７ｄ及１０ｄ时细胞表面
可见大小不等的突起，轴突再生存在，未见凋亡细

胞，胶质细胞增生明显。电镜下 ＨＩＢＤ组神经元细
胞器减少，细胞水肿，核肿胀，染色质凝集成块状或

溶解，线粒体减少，肿胀成球形，部分嵴断裂或溶解

消失，透明成空泡，粗面内质网扩张，表面核糖体脱

落；可见较多的凋亡细胞和凋亡小体；ＨＩ后２４ｈ海
马和皮层胶质细胞呈轻度反应性增生，７２ｈ增生明
显，７ｄ病灶周围胶质细胞进一步增生，胞体增大，
突起增多、增粗，呈网状或条索状，１０ｄ时增生稍有

表１　各组大鼠左侧大脑皮层ＰＣ和ＮＧ２表达的灰度值变化 （ｘ±ｓ）

ＨＩ后２４ｈ
ＰＣ ＮＧ２

ＨＩ后７２ｈ
ＰＣ ＮＧ２

ＨＩ后７ｄ
ＰＣ ＮＧ２

ＨＩ后１０ｄ
ＰＣ ＮＧ２

假手术组 １９８．３３±２．９４ １８７．２６±１．６９ １９７．１６±３．０１ １８５．２６±０．９１ １９５．９４±２．４５ １８３．２７±０．８６ １９６．５６±１．３４ １８３．３９±０．７４
ＨＩＢＤ组 １８５．２７±１．３２ａ １７５．２２±０．９０ａ １７６．４７±０．９２ａ １７０．５２±０．６９ａ １６３．２７±１．１４ａ １５９．６８±１．１２ａ １６５．７３±０．９５ａ １６５．３０±１．４７ａ

雄激素组 １９０．１７±２．９４ａ，ｂ１８０．９３±１．６４ａ，ｂ １９７．１６±３．０１ａ，ｂ１７８．３０±１．３７ａ，ｂ １７５．６７±１．０３ａ，ｂ１７１．７４±２．３２ａ，ｂ １７０．４６±０．７４ａ，ｂ１７５．８７±０．６７ａ，ｂ

　　ａ：与假手术组比较，Ｐ＜０．０１；　ｂ：与ＨＩＢＤ组比较，Ｐ＜０．０１

表２　各组大鼠左侧大脑海马ＰＣ和ＮＧ２表达的灰度值变化 （ｘ±ｓ）

ＨＩ后２４ｈ
ＰＣ ＮＧ２

ＨＩ后７２ｈ
ＰＣ ＮＧ２

ＨＩ后７ｄ
ＰＣ ＮＧ２

ＨＩ后１０ｄ
ＰＣ ＮＧ２

假手术组 １７９．４９±０．７９ １７５．８２±０．９４ １７８．５０±１．２２ １７４．３２±０．８３ １７６．６９±１．２４ １７２．７５±１．１３ １７７．５１±１．９５ １７３．３０±０．９６
ＨＩＢＤ组 １６２．９３±１．６９ａ １６２．６７±１．１２ａ １５８．４０±１．２０ａ １５４．５２±０．７０ａ １４５．６８±１．１３ａ １３８．３５±１．４２ａ １５０．５２±１．１６ａ １４２．３６±０．７９ａ

雄激素组 １７３．４５±１．７５ａ，ｂ１７０．３４±１．４１ａ，ｂ １６９．３６±１．１３ａ，ｂ１６１．５７±０．９９ａ，ｂ １６０．６６±１．０２ａ，ｂ１４５．６５±１．２３ａ，ｂ １６４．４８±０．９７ａ，ｂ１５２．３８±０．８１ａ，ｂ

　　 ａ：与假手术组比较，Ｐ＜０．０１；　ｂ：与ＨＩＢＤ组比较，Ｐ＜０．０１

! " # $

　　图１　ＨＩＢＤ组在ＨＩ后７ｄ海马，皮层ＰＣ，ＮＧ２的表达（免疫组化×１００）　　Ａ：ＨＩＢＤ组在ＨＩ后７ｄ海马ＰＣ表达达高
峰；　Ｂ：ＨＩＢＤ组ＨＩ后７ｄ皮层ＰＣ表达最强；　Ｃ：ＨＩＢＤ组在ＨＩ后７ｄ海马ＮＧ２表达达高峰；　Ｄ：ＨＩＢＤ组在ＨＩ后７ｄ皮层ＮＧ２表
达最强

! " # $

　　图２　雄激素干预组ＨＩ后７ｄ海马，皮层ＰＣ，ＮＧ２的表达（免疫组化×１００）　　Ａ：雄激素干预组ＨＩ后７ｄ海马ＰＣ免
疫阳性细胞表达较ＨＩＢＤ组明显减少；　Ｂ：雄激素干预组ＨＩ后７ｄ皮层ＰＣ表达数量明显减少，与 ＨＩＢＤ组相比差异有显著性；　Ｃ：
雄激素干预组ＨＩ后７ｄ大脑海马ＮＧ２表达明显减少；　Ｄ：雄激素干预组ＨＩ后７ｄ大脑皮层ＮＧ２免疫阳性细胞数明显减少

·９５３·
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减少；ＨＩ后２４ｈ、７２ｈ、７ｄ及１０ｄ时细胞表面无突
起或仅有较小的突起，轴突再生不明显（图３Ａ，Ｂ）。

电镜下雄激素干预后神经元核膜完整，染色质

均匀，胞浆内细胞器较丰富，可见大量线粒体，形态

基本正常，嵴稍模糊，内质网核糖体较丰富，细胞水

肿现象较轻；术后２４ｈ，７２ｈ，７ｄ及１０ｄ，与 ＨＩＢＤ

组比较，神经胶质细胞数量稍增加，胞体大小渐趋正

常，胶质细胞突起无增多、增粗；神经细胞轴突再生

明显，以ＨＩ后７ｄ尤甚，与 ＨＩＢＤ对照组相比，其神
经元轴突增长、增粗、数量明显增多；凋亡细胞少见

（见图３Ｃ）。

! " #

　　图３　电镜下各组ＨＩ后７ｄ大脑皮层神经元轴突再生（×２５００）　　Ａ：假手术组ＨＩ后７ｄ大脑皮层细胞表面可见不大
不小等的突起，神经元轴突再生存在；　Ｂ：ＨＩＢＤ组ＨＩ后７ｄ大脑皮层神经元轴突再生不明显；　Ｃ：雄激素组ＨＩ后７ｄ大脑皮层神经

元轴突再生明显，与ＨＩＢＤ组相比，其神经元轴突增长、增粗，数量明显增多。

３　讨论

细胞活动包括细胞迁移、轴突生长、延伸成束，

这些都是中枢神经系统（ＣＮＳ）发育的必要过程，由
精密的分子机制引导形成。细胞外基质分子

（ＥＣＭ）是神经系统发育中的重要分子信号。我们
已经知道硫酸软骨素蛋白聚糖（ＣＳＰＧｓ）是 ＥＣＭ的
重要组成部分，它参与了神经网络的形成［１］。ＰＣ和
ＮＧ２是 ＣＮＳ中重要的 ＣＳＰＧｓ

［２］，在生理情况下，它

主要表达在大脑皮层、海马、小脑、嗅觉系统和视网

膜等区域。它们在脑内虽然含量很少，但对神经细

胞的发育、成熟以轴突生长的调控导向起着重要的

作用［３］。大量的体外研究显示ＰＣ和ＮＧ２对胚胎期
轴突延伸具有导向作用，但在活体内的具体的调控

机制目前仍不清楚［４，５］。

本实验通过制作新生大鼠 ＨＩＢＤ模型，研究 ＨＩ
后不同时间点新生大鼠脑组织ＰＣ和ＮＧ２蛋白聚糖
表达变化。结果表明，ＨＩ后２４ｈ大脑皮层和海马
ＰＣ表达开始增加，７２ｈ明显增加，７ｄ达高峰，１０ｄ
后开始下降，但仍高于假手术组。说明新生大鼠大

脑皮层和海马对ＨＩ损伤反应比较迅速，ＨＩ后ＰＣ和

ＮＧ２的含量能很快增加。而电镜下，假手术组在术
后２４ｈ细胞表面可见较小的突起，７２ｈ、７ｄ及１０ｄ
时细胞表面可见大小不等的突起，即轴突再生存在，

ＨＩＢＤ组ＨＩ后２４ｈ，７２ｈ，７ｄ和１０ｄ时细胞表面无
突起或仅见较小突起，说明轴突再生不明显。由此

可看出在 ＨＩＢＤ时 ＰＣ和 ＮＧ２表达时程和轴突再生
存在一定的负相关关系，即ＨＩ后ＰＣ和ＮＧ２的表达
越强神经元轴突再生越不明显。由此推测 ＰＣ和
ＮＧ２可能是ＨＩＢＤ后抑制神经元轴突再生的重要因
子之一。对于ＣＳＰＧ抑制轴突生长的机制非常复杂
且尚未明确，多数学者认为 ＣＳＰＧｓ核心蛋白通过
ＥＣＭ或细胞表面分子连接相关大分子而相互作用，
使粘多糖硫酸多糖链处于可以遮蔽或改变靶分子结

构的有利位置，从而抑制了靶分子对轴突再生的促

进作用。其次，ＣＳＰＧ的作用机制也可能与 Ｒｈｏ信
号转导通路有关，其具体机制还有待于进一步研

究［６～８］。

课题组前期的研究已经证明［９，１０］，新生大鼠 ＨＩ
后可发生氧化损伤，损伤程度有时间相关性，于 ＨＩ
后２４ｈ到４８ｈ损伤达高峰，４８ｈ后逐渐减轻。雄激
素不仅可以通过诱导ＨＩＢＤ新生大鼠脑组织中超氧
化物歧化酶（ＳＯＤ）的表达、减少脂质过氧化物的生
·０６３·



第１０卷第３期
２００８年６月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１０Ｎｏ．３
Ｊｕｎ．２００８

成而增强脑组织的抗氧化能力，减轻氧化应激损伤，

抑制ＨＩ后神经细胞凋亡，而且可以雄激素受体介导
促进神经生长因子表达而发挥脑保护作用。因此，

本实验应用丙酸睾酮对 ＨＩＢＤ新生大鼠进行干预，
观察雄激素干预后不同组别不同时间点脑组织 ＰＣ
和ＮＧ２表达及神经元轴突再生，结果表明，雄激素
干预组ＨＩ大鼠脑组织ＰＣ和ＮＧ２表达明显降低，与
ＨＩＢＤ组相比差异存在显著性（Ｐ＜０．０１）；而 ＨＩ后
２４ｈ，７２ｈ，７ｄ和１０ｄ左侧海马区 ＰＣ和 ＮＧ２的表
达进一步提高，与 ＨＩＢＤ组相比，差异有显著性（均
Ｐ＜０．０１），雄激素干预组 ＰＣ和 ＮＧ２的表达时程与
ＨＩＢＤ组基本一致，但表达量明显减少；雄激素干预
后，神经胶质细胞数量无明显改变，但胞体大小渐趋

正常，胶质细胞突起无增多、增粗，神经元轴突增长、

增粗、数量也明显增多，即轴突再生较 ＨＩＢＤ组明
显。这说明丙酸睾酮可以降低ＨＩＢＤ新生大鼠脑组
织ＰＣ和 ＮＧ２的表达，使之在 ＨＩ后２４ｈ，７２ｈ，７ｄ
和１０ｄ均维持在较低水平，从而发挥其神经保护作
用。研究发现［１１］，ＰＣ和 ＮＧ２的表达随神经胶质细
胞的变化而变化，全长的 ＰＣ和 ＮＧ２主要由第一脑
室和侧脑室的祖原胶质细胞表达。ＰＣ则在已经迁
移至侧脑室的较成熟的胶质细胞中有很高的表达。

也有研究报告神经元和胶质细胞都能表达 ＰＣ量、
分子大小及糖链的组成随年龄的不同而变化，从而

有利于神经细胞的迁移。实验研究表明，雄激素对

缺氧缺血后神经胶质细胞的形态、功能具有明显调

节作用，也包括对其合成、表达 ＮＧＦ等神经营养因
子的影响，从而起到促进受损神经组织修复再生的

作用［１２］。因此，我们推断 ＨＩＢＤ时雄激素可能通过
调节神经胶质细胞形态、结构和功能使其对 ＰＣ和
ＮＧ２的表达减少，减弱了 ＰＣ和 ＮＧ２对轴突再生的
抑制作用，使轴突再生增加，从而起到神经保护作

用，其详细的作用机制有待进一步研究。
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