
第１３卷第４期
２０１１年４月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．４
Ａｐｒ．２０１１

［收稿日期］２０１０－０６－０５；［修回日期］２０１０－０８－２７
［作者简介］王慧卿，女，硕士研究生。
［通信作者］熊英，教授。

论著·实验研究

新生大鼠脑白质损伤时神经胶质细胞
凋亡与 ｉＮＯＳ的表达

王慧卿　熊英　郭文俊

（四川大学华西第二医院新生儿科，四川 成都　６１００４１）

　　［摘　要］　目的　诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）是缺氧缺血（ＨＩ）后引起一氧化氮过量产生的主要限速酶，该
研究通过观察ＨＩ后神经胶质细胞凋亡及ｉＮＯＳ表达的变化，探讨新生大鼠脑白质损伤（ＷＭＤ）的发病机制。方法
将１１２只２日龄未成熟大鼠随机分为ＷＭＤ组和假手术 （对照）组，建立新生大鼠 ＷＭＤ模型，分别于 ＨＩ后１ｈ、
３ｈ、６ｈ、１２ｈ、１ｄ、３ｄ及７ｄ处死，采用免疫组织化学法检测脑组织 ｉＮＯＳ的表达，ＴＵＮＥＬ法测定胶质细胞凋亡。
结果　与对照组比较，ＷＭＤ组ｉＮＯＳ于ＨＩ后１ｈ表达开始上升，１ｄ达到高峰；神经胶质细胞凋亡于ＨＩ后１ｈ显著
增多，在ＨＩ后１ｄ达到高峰。结论　 ＷＭＤ新生大鼠中ｉＮＯＳ的表达显著增高可能导致神经胶质细胞的凋亡，参与
ＨＩ后ＷＭＤ的病理生理过程。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（４）：３０９－３１２］
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　　脑室周围白质软化（ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｅｕｋｏｍａｌａ
ｃｉａ，ＰＶＬ）是早产儿最常见的一种脑白质损伤（ｗｈｉｔｅ
ｍａｔｔｅｒｄａｍａｇｅ，ＷＭＤ），可对中枢神经系统的整体功
能造成严重影响，引起痉挛性脑性瘫痪、认知及行为

学异常等后遗症［１２］。脑白质神经胶质细胞中数量

最多的是少突胶质细胞，而早产儿胎龄越小，其脑白

质中少突胶质细胞的前体细胞含量越多。未成熟的

晚期少突胶质（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅ，ＯＬ）前体细胞具有缺

氧缺血易损性，是 ＰＶＬ病变的主要靶细胞，其缺氧
缺血损伤后死亡方式主要为凋亡［３］。诱导型一氧

化氮合酶（ｉＮＯＳ）是脑缺氧缺血后引起一氧化氮
（ＮＯ）过量产生的主要限速酶，其在早产儿 ＷＭＤ中
的作用机制尚不明确。因此本研究观察了新生大鼠

ＷＭＤ后神经胶质细胞凋亡和 ｉＮＯＳ的表达变化，以
期为早产儿 ＷＭＤ的临床干预提供一定的理论
依据。
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１　材料与方法

１．１　材料
２日龄清洁级 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）未成熟鼠

１１２只（由四川省医学科学院实验动物中心提供）；
ｉＮＯＳ多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）、
ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂盒（美国Ｒｏｃｈｅ公司）、ＳＰ
试剂盒（北京中山生物技术公司）、ＤＡＢ显色试剂盒
（北京中山生物技术公司）均购自成都精博生物技

术有限公司；ＯＬＹＭＰＵＳＤＩＧＩＴＡＬＣＡＭＥＲＡＤＰ７０数
码相机Ｖｉｅｗｆｉｎｄｅｒ４．０图像采集系统。
１．２　动物模型建立和实验分组

ＳＤ新生大鼠随机分为ＷＭＤ组和假手术组（对
照组）。参照Ｂａｃｋ等［３］的方法建立新生大鼠 ＷＭＤ
模型：分离并双线结扎右侧颈总动脉，缝合消毒后置

于自制常压缺氧舱内，输入含氧气６％、氮气９４％ 的
混合气体（流量１．５Ｌ／ｍｉｎ）。４ｈ后取出置于常氧母
鼠笼中。对照组仅分离右侧颈总动脉而不予结扎和

缺氧处理。各组又根据缺氧后处死时间分为１ｈ、
３ｈ、６ｈ、１２ｈ、１ｄ、３ｄ、７ｄ等７个亚组（ｎ＝８）。
１．３　标本取材和制备

动物吸入乙醚麻醉，开胸后经左心室灌注

０．９％ 生理盐水 １００ｍＬ，４℃ ４％ 多聚甲醛溶液

（０．１ＭＰＢＳ配制，ｐＨ７．４）１００ｍＬ，至肝脏明显变白
及肺脏明显水肿后开颅取脑组织，置于４％ 多聚甲
醛溶液固定１２ｈ，经梯度酒精脱水、二甲苯透明后石
蜡包埋，自视交叉向后行连续冠状切片（５～６μｍ）。
１．４　脑组织苏木精伊红染色

石蜡切片二甲苯常规脱蜡处理后，依次入

１００％乙醇５ｍｉｎ、９５％乙醇５ｍｉｎ、８０％乙醇５ｍｉｎ、
蒸馏水５ｍｉｎ，苏木精染色８ｍｉｎ，自来水冲洗玻片，
１％盐酸酒精分化２０ｓ，流水冲洗反蓝１５ｍｉｎ，０．５
水溶性伊红染液染色３０ｓ，分别经７０％、８５％、９５％、
１００％乙醇脱水，各级为５ｍｉｎ，常规透明、封片。
１．５　脑组织ｉＮＯＳ免疫组织化学

采用 ＳＰ法，石蜡切片经常规脱蜡处理后 ３％
Ｈ２Ｏ２避光浸泡３０ｍｉｎ，枸橼酸缓冲液行抗原修复，
１０％ 山羊血清３７℃孵育３０ｍｉｎ后加入 ｉＮＯＳ兔多
克隆抗体 （１∶１００）３７℃孵育３０ｍｉｎ后４℃ 过夜；加
入生物素标记的羊抗兔 ＩｇＧ３７℃ 孵育３０ｍｉｎ，辣根
过氧化物酶标记的链霉卵白素工作液中３７℃ 孵育
３０ｍｉｎ后 ＤＡＢ显色试剂盒显色，苏木精复染，常规

脱水、透明、封片。阴性对照：以０．０ｌｍｏｌ／ＬＰＢＳ代
替一抗进行免疫组织化学反应。

１．６　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡
切片常规脱蜡，复水，加蛋白酶Ｋ液（２０ｍｇ／Ｌ）

３７℃ ３０ｍｉｎ，３％ Ｈ２Ｏ２阻断内源性辣根过氧化酶，
加入ＴｄＴ反应液３７℃孵育９０ｍｉｎ，加入 ＴＢ缓冲液
室温１５ｍｉｎ终止反应；ＨＲＰ标记的链霉卵白素工作
液孵育３７℃ １ｈ后ＤＡＢ显色，苏木素复染，常规脱
水、透明、封片。阴性对照以０．０ｌｍｏｌ／ＬＰＢＳ代替一
抗进行反应。

１．７　图像分析
ＯＬＹＭＰＵＳＤＰ７０数码相机 Ｖｉｅｗｆｉｎｄｅｒ４．０图像

采集系统采图，Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０软件对图像进行
分析。每张切片于放大４００倍镜下同一部位随机选
取５个不同的视野采图，免疫组化检测测量阳性细
胞的积分光密度（ＩＯＤ），求其平均数作为最后的阳
性结果；凋亡检测随机选择５个高倍视野（４００倍）
并计数阳性细胞，记录凋亡细胞数。

１．８　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计分析，数据

用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组数据比较采用 Ｆ
检验及ＰｏｓｔＨｏｃ（ｑ）检验，两组之间比较采用两独
立样本的ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　脑组织病理改变
对照组脑室周围白质结构致密，神经胶质细胞

排列整齐，胞核大，胞浆少。ＷＭＤ组缺氧缺血后
１ｄ可见白质区胶质细胞胞体肿胀、细胞稀疏、排列
紊乱、结构不清；３ｄ可见侧脑室旁白质出现疏松及
筛网状坏死（图１）。７ｄ可见脑白质广泛疏松及泡
沫状巨嗜细胞增多。

２．２　脑室周围白质区ｉＮＯＳ的表达变化
ｉＮＯＳ免疫阳性细胞胞浆为棕黄色，着色浅，少

部分位于胞核，细胞核大多为蓝色。对照组的ｉＮＯＳ
在脑室周围白质区有微弱表达，随日龄增加无明显

变化。ＷＭＤ组的ｉＮＯＳ于缺氧缺血后１ｈ表达开始
升高，于１ｄ表达达到高峰，随后逐渐下降，各组间
差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）（图 ２）。ＷＭＤ组
ｉＮＯＳ表达在各时间点均高于对照组（Ｐ＜０．００１），
见表１、图４。
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　　图１　脑组织苏木精伊红染色（×２００）　Ａ：对照组１ｄ，脑室周围白质结构致密；Ｂ：ＷＭＤ组１ｄ，脑室周围白质疏
松；Ｃ：对照组３ｄ，神经胶质细胞排列整齐，结构致密；Ｄ：ＷＭＤ组３ｄ，白质筛网状坏死。箭头指向为筛网状坏死。

　　图２　脑组织ｉＮＯＳ免疫组化染色（×４００）　Ａ、Ｃ分别为对照组１ｄ和３ｄ脑组织 ｉＮＯＳ表达，可见少量阳性细胞；
Ｂ、Ｄ为ＷＭＤ组１ｄ和３ｄ脑组织，可见较多阳性细胞。箭头指向为阳性细胞。

　　图３　脑组织ＴＵＮＥＬ法染色（×４００）　Ａ、Ｃ分别为对照组１ｄ和３ｄ脑室周围白质区，可见少量凋亡细胞；Ｂ、Ｄ分
别为ＷＭＤ组１ｄ和３ｄ，可见较多凋亡细胞。箭头指向为凋亡细胞。

表１　两组大鼠各时间点ｉＮＯＳ的ＩＯＤ值比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 １ｈ ３ｈ ６ｈ １２ｈ １ｄ ３ｄ ７ｄ Ｆ值 Ｐ值

对照组 ８ ２２．７±１．９ ２１．７±１．２ ２１．９±１．０ ２１．７±１．３ ２２．７±１．５ ２１．１±１．１ ２０．８±１．６ １．３２ ０．０６１
ＷＭＤ组 ８ ２５．４±１．７ａ，ｂ ３７．９±１．９ａ，ｂ ５３．３±２．１ａ，ｂ ６１．９±１．７ａ，ｂ ７４．０±２．２ａ，ｂ ５７．３±２．２ａ，ｂ ２６．３±２．５ａ，ｂ４３３１９９ ＜０．００１
ｔ值 ４７．３ ３５５．１ ７３９．８ ７１４．７ １３３０．５ １０１４．０ １３１．０
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与同时间点对照组比较，Ｐ＜０．００１；ｂ：与同组内其他时间点比较，Ｐ＜０．００１
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　　图４　两组大鼠各时间点ｉＮＯＳ的ＩＯＤ值比较　ａ：与同
时间点对照组比较，Ｐ＜０．００１；ｂ：与同组内其他时间点比较，
Ｐ＜０．００１

２．３　脑室周围白质区神经胶质细胞凋亡的变化
ＴＵＮＥＬ法检测的凋亡阳性细胞表现为细胞核

呈棕黄色，胞体缩小，染色质浓集、核裂解以及核周

新月体样浓集染色质，细胞内可见深色凋亡小体。

本研究发现对照组各时间点只有少量阳性细胞数，

ＷＭＤ组凋亡阳性细胞数在缺氧缺血后１ｈ开始增
加，１ｄ达到高峰，随后逐渐下降，各组间差异有统
计学意义（Ｐ＜０．００１），而且 ＷＭＤ组各时间的凋亡
细胞数明显高于对照组 （Ｐ＜０．００１），见表２、图３、
图５。
２．４　ＷＭＤ组ＴＵＮＥＬ阳性细胞数与ｉＮＯＳ表达的
相关性分析

ＷＭＤ组脑室周围白质区 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数
与ｉＮＯＳ表达相关分析发现，相关系数 ｒ＝０．９６１，
Ｐ＜０．００１，提示二者之间为正性直线相关关系。

·１１３·
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表２　两组大鼠各时间点凋亡阳性细胞数比较　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 １ｈ ３ｈ ６ｈ １２ｈ １ｄ ３ｄ ７ｄ Ｆ值 Ｐ值
对照组 ８ ４２．２±２．７ ４１．５±２．７ ４０．０±２．７ ３９．５±２．９ ４０．８±３．０ ３９．６±３．０ ３８．８±２．８ ２．０４ ０．０５２
实验组 ８ ４５．３±３．５ａ，ｂ１１０．６±３．７ａ，ｂ １４２．９±３．７ａ，ｂ １６０．７±４．０ａ，ｂ１９０．２±５．６ａ，ｂ１２２．７±４．５ａ，ｂ ７０．２±４．６ａ，ｂ ３６５７７７ ＜０．００１
ｔ值 ６７．４ ５１８．１ ８９６．１ ７１３．２ ７８５．６ ６９８．４ ２９０．６
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　ａ：与同时间点对照组比较，Ｐ＜０．００１；ｂ：与同组内其他时间点比较，Ｐ＜０．００１
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　　图５　两组大鼠各时间点凋亡阳性细胞数比较　ａ：与同时
间点对照组比较，Ｐ＜０．００１；ｂ：与同组内其他时间点比较，Ｐ＜０．００１

３　讨论

本研究发现ＷＭＤ组脑白质神经胶质细胞凋亡
在缺氧缺血后１ｈ开始增多，在１ｄ达到高峰，并持续
至７ｄ，推测脑室周围白质神经胶质细胞的凋亡与缺
失会造成髓鞘形成障碍，进而造成新生大鼠ＷＭＤ。

内源性ＮＯ由Ｌ精氨酸在一氧化氮合酶（ＮＯＳ）
的作用下氧化生成。目前已经发现３种ＮＯＳ亚型：
神经元型ＮＯＳ（ｎＮＯＳ）、内皮型ＮＯＳ（ｅＮＯＳ）和诱导
型ＮＯＳ（ｉＮＯＳ）。ｉＮＯＳ在生理状态下不表达，在病
理状态下（如缺氧缺血和神经损伤后）表达明显增

加，其表达为非 Ｃａ２＋依赖性［４］。Ｋａｕｒ等［５］发现，新

生大鼠缺氧性脑损伤时 ＮＯ表达增加。使用 ｉＮＯＳ
抑制剂可以阻断 ＮＯ的脑损伤作用，减轻血脑屏障
的破坏、脑组织和血管内皮的损伤，从而减少梗死面

积［６］。本研究中 ＷＭＤ组 ＨＩ后１ｈ在脑室周围白
质内的神经胶质细胞出现 ｉＮＯＳ阳性表达并持续至
７ｄ，推测组织损伤和免疫反应诱导合成 ｉＮＯＳ，导致
大量ＮＯ生成，高浓度 ＮＯ则具有极强的神经毒性
作用［７］，可导致迟发性神经胶质细胞死亡。

本研究中ＷＭＤ组缺氧缺血后１ｄｉＮＯＳ的表达
达到高峰，随后逐渐下降。脑缺氧缺血后ＴＵＮＥＬ阳
性细胞的高峰时相也位于１ｄ左右，这与 ｉＮＯＳ的表
达高峰时相基本吻合，且 ＴＵＮＥＬ阳性细胞数与
ｉＮＯＳ表达的变化趋势一致。提示 ｉＮＯＳ／ＮＯ参与缺
氧缺血后新生鼠脑白质神经胶质细胞的凋亡，以过

量的ＮＯ促进神经胶质细胞凋亡，其机制可能包括
以下几个方面［８１０］：（１）ＮＯ反应生成超氧自由基，

造成膜脂质过氧化及蛋白质酪氨酸硝基化反应，可

诱导ＤＮＡ损伤；（２）ＮＯ极易与Ｆｅ结合形成ＦｅＮＯ，
使含铁、硫的酶失活，从而抑制线粒体呼吸，阻断细

胞内能量合成及 ＤＮＡ的复制；（３）ＮＯ能直接作用
于线粒体，改变线粒体通透跃迁孔的性能，抑制线粒

体功能而致神经胶质细胞凋亡；（４）缺氧缺血损伤
谷氨酸盐转运系统，导致细胞外谷氨酸盐大量堆积，

胞外大量谷氨酸可造成钙超载，从而激活 ｉＮＯＳ过
表达，生成过量 ＮＯ，损伤 ＯＬ前体细胞；（５）ＮＯ作
为氧自由基启动 ｐ５３基因，使之堆积并阻止细胞进
入ＤＮＡ合成期，同时降低 Ｂｃｌ２和上调 Ｂａｘ，促使
Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比例失调，激活 ｃａｓｐａｓｅ酶家族，尤其是
ｃａｓｐａｓｅ３，促进ＯＬ前体细胞凋亡。

综上所述，神经胶质细胞凋亡和ｉＮＯＳ／ＮＯ在早
产儿ＷＭＤ损伤的发生和发展中起着重要作用，同
时两者之间还存在着复杂的相互作用，随着对两者

生物学效应和病理生理学意义的深入研究 ，可能为

临床治疗早产儿ＷＭＤ提供一条新的途径。
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