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新生儿脑损伤专栏·实验研究

谷氨酸受体２和钙离子在新生大鼠脑室周围
白质软化症发病机制中的作用探讨

石晶，姚裕家，李晋辉，李德渊

（四川大学华西第二医院儿科，四川 成都　６１００４１）

　　［摘　要］　目的　观察 α氨基３羟基５甲基４异恶唑丙酸（α３ｈｙｄｒｏｘｙ５ｍｅｔｈｙｌｉｓｏｘａｚｏｌｅ４ｐｒｏｐｉｏｎｉｅａｃｉｄ，
ＡＭＰＡ）受体亚单位谷氨酸受体２（ＧｌｕＲ２）在２日龄缺氧缺血新生鼠脑白质中的表达，并检测脑白质细胞内游离
Ｃａ２＋浓度在缺氧缺血后不同时间点的变化及其意义。方法　建立２日龄 ＳＤ大鼠缺氧缺血脑室周围白质软化
（ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｅｕｋｏｍａｌａｃｉａ，ＰＶＬ）模型，分别应用荧光定量ＰＣＲ和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测脑白质缺氧缺血后１２，２４，４８
ｈ和７２ｈＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ和蛋白表达的变化；用Ｆｕｒｏ２／ＡＭ荧光探针和双波长荧光分光光度计分别检测脑白质细胞
内游离Ｃａ２＋浓度。结果　与对照组相比，ＰＶＬ组大鼠脑白质ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ和蛋白含量在缺氧缺血后２４ｈ开始降
低，并持续降低至７２ｈ（Ｐ＜０．０５）；ＰＶＬ组大鼠脑白质细胞内游离Ｃａ２＋浓度在缺氧缺血后１２ｈ开始升高，持续增
高至７２ｈ（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＧｌｕＲ２表达减少可能导致脑白质细胞内钙离子超载，引起细胞损害。
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　　随着围产医学技术的进步和发展，早产儿和极
低出生体重儿的存活率越来越高，临床上脑白质损

伤的发病率也有增高的趋势。脑室周围白质软化

（ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｅｕｋｏｍａｌａｃｉａ，ＰＶＬ）是脑白质损害的

一种主要类型，与脑瘫、精神发育迟滞等严重后果密

切相关［１］。但目前对早产儿脑白质损害研究较少，

因而ＰＶＬ发生的相关机制尚未完全清楚，更缺乏有
效的干预手段。
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兴奋性氨基酸和钙离子超载是缺氧缺血性神经

细胞损害的两大重要因素。谷氨酸受体主要包括

ＡＭＰＡ受体、海仁酸受体和 ＮＭＤＡ受体等。研究显
示，ＰＶＬ损害的靶细胞主要是晚期少突胶质细胞
（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅ，ＯＬ）前体细胞［２］，这类细胞主要表

达ＡＭＰＡ受体。在组成ＡＭＰＡ受体的亚单位中，谷
氨酸受体２（ＧｌｕＲ２）是决定ＡＭＰＡ受体Ｃａ２＋通透性
的分子开关。近年来，关于 ＧｌｕＲ２在神经系统疾病
中的作用越来越受到重视，提出了 ＧｌｕＲ２假说［３］，

即 ＧｌｕＲ２决定缺氧缺血时神经细胞的存活状态。
但是，在新生动物脑白质损害的动物模型中，ＧｌｕＲ２
的改变及其意义国内外报道较少。本研究目的是观

察大鼠ＰＶＬ模型中 ＧｌｕＲ２的表达和细胞内钙离子
浓度的变化，研究 ＰＶＬ发生的相关机制，为今后的
干预提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂与材料
１．１．１　动物　　２日龄ＳＤ大鼠由四川大学华西医
学中心实验动物中心提供。

１．１．２　主要试剂　　６％氧、９４％氮混合气（成都
空军供气站），ＧｌｕＲ２及 βａｃｔｉｎ引物（上海生工生
物公司），ｄＮＴＰ（ＭＢＩ），Ｔａｑ酶（Ｔａｋａｒｏ，日本），兔
ＧｌｕＲ２多克隆抗体（ＣＨＥＭＩＣＯＮ，加拿大），山羊 β
ａｃｔｉｎ多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ，美国），ＨＲＰ标记的
山羊抗兔和兔抗山羊ＩｇＧ（ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ，美国），Ｆｕｒａ
２／ＡＭ（日本同仁化学研究所）。
１．１．３　仪器　　Ｆ２０００型荧光分光光度计（日本
日立公司），ＰＴＣ２０００ＰＣＲ合成仪（ＭＪＲｅａｓｅａｒｃｈ
Ｉｎｃ，美国），ＦＴＣ２０００实时荧光定量基因扩增仪（枫
岭公司，加拿大），凝胶成像系统（ＧｅｌＤｏｃ１０００，美
国Ｂｉｏｒａｄ公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　动物分组及ＰＶＬ模型的制备　　２日龄ＳＤ
大鼠１４４只，清洁级，体重６～８ｇ，动物随机分组。
ＰＶＬ组（ｎ＝７２）：分为缺氧缺血后１２，２４，４８ｈ和７２
ｈ组（分别标记为 ＰＶＬ１２ｈ，ＰＶＬ２４ｈ，ＰＶＬ４８ｈ，
ＰＶＬ７２ｈ），各组均为１８只。参照我们已经建立的
方法制备 ＰＶＬ模型［４］。ＰＶＬ组行右侧颈总动脉结
扎手术，６％氧和９４％氮气处理４ｈ后返回常氧中，
制备ＰＶＬ动物模型。对照组（ｎ＝７２）：行假手术，时
间段与ＰＶＬ组配对。只进行右侧颈总动脉分离术
而不作结扎及缺氧处理。各组分别进行荧光定量

ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和钙离子检测。

１．２．２　荧光定量ＰＣＲ方法检测ＰＶＬ未成熟大鼠脑
白质ＧｌｕＲ２的改变　　根据ＮＣＢＩＧｅｎｅｂａｎｋ中大鼠
ＧｌｕＲ２和βａｃｔｉｎ的基因序列设计合成的引物如下：

ＧｌｕＲ２引物：ＧｌｕＲ２Ｆ（上游引物）５′ＴＴＣＣＣＡＡ
ＣＡＧＡＴＧＧＣＡＣＡＣＡ３′；ＧｌｕＲ２Ｒ（下游引物）５′ＴＴ
ＧＡＴＡＡＧＣＣＴＣＴＧＴＣＡＣＴＧＴ３′；βａｃｔｉｎ引物：βａｃｔｉｎ
Ｆ（上游引物）５′ＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＧＴＣＴ３′；β
ａｃｔｉｎＲ（下 游 引 物）：５′ＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴ
ＧＡＴＣＴＴ３′

各组动物经乙醚麻醉后迅速断头取右侧大脑白

质，提取总 ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ扩增目的基因 ｃＤＮＡ片
断，ＦＴＣ２０００实时荧光定量基因扩增仪进行扩增绘
制样品标准曲线，扩增条件为：９４℃ ２ｍｉｎ，９４℃
２０ｓ，５３℃ ３０ｓ，７２℃ ４０ｓ，４５个循环。将逆转录得
到的各组ｃＤＮＡ样品各取２．５μＬ，在同样的反应条
件下行ＰＣＲ扩增。收集数据，绘制动力学曲线，采
用２ΔΔＣｔ［５］以βａｃｔｉｎ作标准校正ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ的相
对含量。

１．２．３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＰＶＬ未成熟大鼠脑白质
ＧｌｕＲ２的表达　　各组动物经乙醚麻醉后迅速断头
取右侧大脑白质，加入组织裂解液分离蛋白。ＢＣＡ
方法测定各样本蛋白质浓度，制备 ８％ＳＤＳＰＡＧＥ
胶；每个泳道上样３０μｇ；１５０ｖ恒压电泳６０ｍｉｎ；转
膜，５％脱脂奶粉封闭；兔抗 ＧｌｕＲ２抗体（１∶２０００），
山羊抗 βａｃｔｉｎ抗体（１∶２０００）４℃杂交过夜，ＴＴＢＳ
洗膜３次，分别加入ＨＰＲ标记的羊抗兔 ＩｇＧ和兔抗
羊ＩｇＧ二抗（１∶１００００），室温振荡孵育１ｈ；洗膜，化
学发光法显影。在凝胶成像分析系统中测量特异性

条带平均灰度，将同次电泳所得的 ＧｌｕＲ２和 βａｃｔｉｎ
条带灰度值相比，得到各样本组ＧｌｕＲ２／βａｃｔｉｎ的灰
度比值。

１．２．４　脑白质细胞内游离钙离子浓度的检测　　
参照 Ｄｉｌｄｙ等［６］方法制备大鼠脑白质细胞悬液，将

细胞悬液分为样品管和空白管，样品管加入终浓度

为５μｍｏｌ／Ｌ的 Ｆｕｒａ２／ＡＭ，对照管加等量的 ＤＭ
ＳＯ，３７℃恒温摇床避光振荡孵育５０ｍｉｎ；调整细胞
数为２×１０６个／ｍＬ。采用日立Ｆ２０００双波长荧光分
光光度计检测细胞内钙离子浓度。激发波长下的最

大荧光 Ｆｍａｘ由加入终浓度为 ０．２％的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００
测得，最小荧光 Ｆｍｉｎ由加入终浓度为 ８ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＥＧＴＡ（ｐＨ ＝９）获得。根据 Ｇｒｙｎｋｉｅｗｉｃｚ公式 ［７］

［Ｃａ２＋］ｉ＝Ｋｄ′［（ＦＦｍｉｎ）／（ＦｍａｘＦ）］计算细胞内游离
Ｃａ２＋浓度（ｎｍｏｌ／Ｌ）。
１．３　统计分析

荧光定量ＰＣＲ各组２－ΔΔＣｔ以中位数表示，秩和
·４１３·
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检验法比较各实验组两两间差异和各组间的差异。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和细胞内钙离子测定采用成组ｔ检验和
单因素方差分析 ｑ检验。统计分析工具为 ＳＰＳＳ
１０．０软件包。Ｐ＜０．０５为具有统计学差异。

２　结果

２．１　常规ＲＴＰＣＲ结果
待测样品ＧｌｕＲ２扩增产物，于１５９ｂｐ位置可见

一条清晰条带（图 １），说明引物设计合成无误，
ＧｌｕＲ２ｃＤＮＡ模板可用于定量反应。

! " # $

#%%&'(

)%%&'(

　　 图１　ＧｌｕＲ２常规ＰＣＲ产物凝胶电泳图

２．２　各组ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ的表达量
从缺氧缺血后２４ｈ开始，ＰＶＬ组 ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ

的表达明显低于对照组，至缺氧缺血后７２ｈ，ＰＶＬ组
ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ的表达仅为同时点对照组的 ７５％
（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　对照组、ＰＶＬ组ｍＲＮＡ表达量

分组 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

对照组 ０．１５７１ ０．３１４３ ０．６２８５ ０．８８８８
ＰＶＬ组 ０．１８９７ ０．１１１１ ０．４４４４ ０．６６６６
Ｚ －０．１６５ －２．９５６ －２．１８７ －３．０００
Ｐ ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　以上各对照组作多组比较的非参数 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验，χ２＝

１８．７８，Ｐ＜０．０１。

２．３　两组不同时点脑组织 ＧｌｕＲ２及 βａｃｔｉｎ的
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

单因素方差分析 ｑ检验显示，对照组之间
ＧｌｕＲ２／βａｃｔｉｎ条带灰度比值有显著差异，（Ｆ＝
１６５．７７，Ｐ＜０．０１）见图２。

!"#$% &'($% !()$% &()$% !)*+% &)*$% !,($% &,($%

-./0#

1234567

　　图 ２　对照组和 ＰＶＬ组脑组织 ＧｌｕＲ２及 βａｃｔｉｎ的
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（Ｃ代表对照组，Ｐ代表ＰＶＬ组）

ＰＶＬ２４ｈ、４８ｈ及７２ｈ组ＧｌｕＲ２含量较对照组
明显降低，均Ｐ＜０．０５，而 ＰＶＬ１２ｈ组 ＧｌｕＲ２含量
与对照组相比无统计学差异，Ｐ＞０．０５。见表２。

　　表２　各组大鼠不同时点脑组织ＧｌｕＲ２／βａｃｔｉｎ
条带灰度比值 （ｘ±ｓ）

分组 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

对照组 ０．４２８８±０．０１４９０．４３７４±０．０２３１０．５５６２±０．０２９１０．７５２９±０．０４１２
ＰＶＬ组 ０．３９３９±０．０５１１０．２３９２±０．０２１１０．３４０３±０．０２４２０．４４４０±０．０１０９
ｔ １．６０５ １５．５２３ １３．９６ １７．７７
Ｐ ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

２．４　对照组和ＰＶＬ各组细胞内游离Ｃａ２＋浓度
各时点对照组间细胞内 Ｃａ２＋浓度差异无统计

学意义（Ｆ＝０．４１３，Ｐ＝０．７４６）。ＰＶＬ各组细胞内钙
离子浓度与对照组相比，差异有显著性（Ｐ＜０．０５），
ＰＶＬ各组之间 Ｃａ２＋浓度差异也有显著性（Ｆ＝
２５６．４０，Ｐ＜０．０１）。见表３。

　　表３　各组大鼠脑白质细胞内游离Ｃａ２＋浓度
（ｎｍｏｌ／Ｌ，ｘ±ｓ）

分组 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

对照组１２１．１９±０．２８１２９．９６±２．４１１３０．７０±３．２２１３０．１６±２．７３
ＰＶＬ １４４．３１±２．３５１４９．２２±２．２０１６６．６５±１．９４１７９．３９±３．２０
ｔ －９．３０ －１４．５ －２３．４３ －２７．２６
Ｐ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ０．０１

３　讨论

早产儿ＰＶＬ的发病机制至少包括３个主要相
互作用的因素：脑血管解剖结构的不成熟，缺氧缺血

时脑血管自我调节功能紊乱与压力被动性脑血循环

的形成和少突胶质细胞成熟依赖的易感性。其中前

两个因素是形成早产儿好发脑缺血的基础，而 ＯＬ
成熟依赖的易感性是形成 ＰＶＬ主要病理改变的基
础［８］。在缺氧缺血时，众多的机制参与了 ＯＬ的损
害，而谷氨酸的兴奋毒性是导致 ＯＬ损害的重要机
制之一［９］。

缺氧缺血条件下星形胶质细胞摄取谷氨酸能力

下降，谷氨酸转运体功能异常，导致谷氨酸在脑细胞

间隙的堆积［１０］。在脑白质内，大量堆积的谷氨酸可

直接损害ＯＬ和轴突。它所导致的 ＯＬ死亡包括两
种途径：受体介导途径和非受体介导途径。受体介

导的ＯＬ死亡通过 ＡＭＰＡ受体实现，这种 ＡＭＰＡ受
体介导的ＯＬ的死亡只发生于发育中的 ＯＬ，而不是
成熟的ＯＬ，这与早产儿 ＰＶＬ选择性脑白质损害的
·５１３·
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特点相符，表明 ＡＭＰＡ受体在介导晚期 ＯＬ前体细
胞损伤时具有重要作用。

ＡＭＰＡ受体是配体门控型阳离子通道，由
ＧｌｕＲ１ＧｌｕＲ４四种亚单位围绕一个亲水性中心孔
道组成一个四聚体结构。当 ＧｌｕＲ２与其他亚单位
一起表达形成通道时对钙离子不具有通透性，而具

有外向整流的作用。这种作用归结为其 Ｍ２区域内
带中性电荷的谷氨酰胺残基（Ｑ，ＣＧＡ）被带正电荷
的精氨酸残基（Ｒ，ＣＧＧ）所取代［１１］。早产儿脑白质

胶质细胞特别是ＯＬ主要表达ＡＭＰＡ受体，晚期 ＯＬ
前体细胞中钙离子内流信号大多是由 ＡＭＰＡ受体
介导的［１２］。在脑白质中，星形胶质细胞也表达功能

性ＡＭＰＡ受体，但由于有快速 ＡＭＰＡ受体脱敏现象
的存在，ＡＭＰＡ受体的激活对星形胶质细胞本身的
损害作用较小；过量的谷氨酸对轴突具有损害作用，

这种损害作用很可能是继发 ＯＬ损害而发生的［１３］。

因此我们认为，脑白质中 ＧｌｕＲ２表达水平的降低主
要影响ＯＬ。

本研究显示，在新生２ｄ大鼠ＰＶＬ模型中，脑白
质ＧｌｕＲ２ｍＲＮＡ和蛋白质的表达在缺氧缺血后２４ｈ
开始下降，持续至缺氧血后 ７２ｈ仍未恢复正常水
平。ＧｌｕＲ２表达水平降低的后果为：直接导致 Ｃａ２＋

内流增加，这是由 ＡＭＰＡ受体亚单位 ＧｌｕＲ２特异性
的结构所决定；诱导其他Ｃａ２＋通透的ＡＭＰＡ受体表
达，在晚期ＯＬ前体细胞中发现亚致死性氧和糖剥
夺除了导致 ＧｌｕＲ２表达减少外，还可导致 Ｊｏｒｏ蜘蛛
毒素敏感性钙离子内流增加，提示 ＧｌｕＲ２受体的减
少可能导致其他 Ｃａ２＋通透的 ＡＭＰＡ受体亚单位表
达的增加［１４］。

ＧｌｕＲ２受体表达减少的意义在于 Ｃａ２＋内流增
加，激活一系列钙依赖性途径损伤细胞。我们的研

究发现，ＧｌｕＲ２受体表达的减少和 Ｃａ２＋内流增加时
间并不平行，ＧｌｕＲ２受体表达的减少从缺氧缺血后
２４ｈ开始，而缺氧缺血后１２ｈ即有细胞内Ｃａ２＋浓度
的增加。这种时间上的不平行部分原因可能与缺氧

缺血早期ＧｌｕＲ２受体前ｍＲＮＡ在 Ｑ／Ｒ６０７位点的
编辑减少有关。Ｑ／Ｒ６０７位点是决定 Ｃａ２＋通透性
的开关。ＧｌｕＲ２前ｍＲＮＡＱ／Ｒ６０７位点的编辑与核
蛋白酶 ＡＤＡＲ２有关。在成年大鼠，前脑缺血能导
致ＡＤＡＲ２表达减少，破坏易感神经细胞 ＲＮＡＱ／Ｒ
位点的编辑；而给予外源性 ＡＤＡＲｂ基因或持续激
活细胞转录因子 ＣＲＥＢ可诱导内源性 ＡＤＡＲ２表达

增加，恢复ＧｌｕＲ２Ｑ／Ｒ位点的编辑从而保护敏感的
神经细胞免遭缺血性损害。很可能在缺氧缺血条件

下，新生大鼠脑内 ＡＤＡＲ２表达降低，破坏了神经细
胞中 Ｑ／Ｒ６０７位点的编辑，触发了早期 Ｃａ２＋向细
胞内流增加，导致细胞损害。
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