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新生儿脑损伤专栏·实验研究

脑白质损伤新生大鼠脑白质 Ｐ７５ＮＴＲ蛋白
与 ＲｈｏＡｍＲＮＡ的表达及意义

李德渊，陈娟，石晶，李晋辉，姚裕家

（四川大学华西第二医院儿科，四川 成都　６１００４１）

　　［摘　要］　目的　最近研究发现ＮｇＲＰ７５ＮＴＲＲｈｏＡ信号通路在神经损伤和重塑方面发挥关键作用，但其确
切传导机制及在缺氧缺血后新生动物Ｐ７５ＮＴＲ对下游分子ＲｈｏＡ调控变化尚不清楚。该实验在建立新生大鼠缺氧
缺血性脑白质损伤（ＷＭＤ）模型基础上，观察ＷＭＤ新生大鼠脑白质Ｐ７５ＮＴＲ和ＲｈｏＡｍＲＮＡ表达变化，探讨ＷＭＤ
时两者的关系及意义，为临床治疗早产儿ＷＭＤ提供新思路和实验依据。方法　制备新生大鼠ＷＭＤ模型，光镜及
电镜观察脑组织形态学改变。应用免疫组织化学方法及荧光定量ＲＴＰＣＲ检测对照组及ＷＭＤ１２，２４，４８，７２ｈ和７
ｄ组病变侧脑白质Ｐ７５ＮＴＲ蛋白及ＲｈｏＡｍＲＮＡ表达变化。结果　光镜和电镜形态学发现 ＷＭＤ组缺氧缺血４８ｈ
后即有显著的脑室周围脑白质损伤。ＷＭＤ组大鼠纹状体和胼胝体Ｐ７５ＮＴＲ蛋白水平１２ｈ开始升高，４８ｈ达峰值，
至７２ｈ略有下降，与对照组比较差异有显著性，均Ｐ＜０．０１，之后下降明显，第７天与对照组比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。ＷＭＤ组大鼠脑白质ＲｈｏＡｍＲＮＡ表达１２ｈ开始升高，４８ｈ达到峰值，与对照组比较，差异有显著
性，均Ｐ＜０．０５。７２ｈ仍高于对照组水平，之后开始下降，第７天与对照组比较差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。结论　
ＷＭＤ新生大鼠脑白质中Ｐ７５ＮＴＲ蛋白水平呈现先上升后下降的趋势。其升高与介导神经细胞凋亡和抑制神经轴
突再生可能有关，表达下降则与缺氧缺血性损伤加重神经细胞坏死相关。ＲｈｏＡｍＲＮＡ的表达变化趋势与Ｐ７５ＮＴＲ
一致，提示Ｐ７５ＮＴＲ水平升高可促使ＲｈｏＡｍＲＮＡ高表达。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（４）：３１７－３２０］
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　　脑白质损伤（ｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｄａｍａｇｅ，ＷＭＤ）是早
产儿神经系统远期后遗症的主要原因之一，而神经

细胞生长锥的崩溃和异常出芽，导致神经细胞间正

常连接的破坏和异常连接的出现，是 ＷＭＤ早产儿
神经系统远期后遗症的基本神经病理学改变［１］。

最近研究发现ＮｇＲＰ７５ＮＴＲＲｈｏＡ信号通路在神经
元生长锥调控中起着关键性作用，已成为当前研究

的新热点。目前该信号通路确切传导机制尚不清

楚，但 Ｐ７５ＮＴＲ起着关键作用，它调控分子开关
ＲｈｏＡ，进而影响神经损伤和重塑［２］。本研究在成功

建立新生大鼠 ＷＭＤ动物模型基础上，采用免疫组
化和荧光定量ＲＴＰＣＲ方法检测 ＷＭＤ新生大鼠脑
组织Ｐ７５ＮＴＲ蛋白和ＲｈｏＡｍＲＮＡ表达变化，探讨两
者的相互关系及在中枢神经损伤后抑制轴突再生的

机制，为临床治疗ＷＭＤ提供新思路和实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
１２０只２ｄ新生 ＳＤ大鼠，雌雄不限，动物随机

分为１２，２４，４８，７２ｈ和７ｄ对照组及ＷＭＤ组，每组
动物１２只用于实验。
１．２　动物模型制备和取材

参照Ｂａｃｋ等［３］方法，将２ｄ新生大鼠行颈正中
切口，分离并结扎右侧颈总动脉，缝合切口恢复１ｈ，
然后置于含６％氧气和９４％氮气混合气的缺氧舱中
４ｈ（流量２Ｌ／ｍｉｎ），再放回常氧母鼠笼中饲养。对
照组仅分离右侧颈总动脉，不结扎，亦不作低氧处

理。分别于缺氧后１２，２４，４８，７２ｈ和７ｄ处死对照
组及ＷＭＤ组动物，取脑组织固定，切取侧脑室周围
胼胝体、纹状体区用于 Ｐ７５ＮＴＲ免疫组化染色及苏
木精伊红染色、电镜观察。用于荧光定量 ＲＴＰＣＲ
只需分离结扎侧脑白质，存于液氮中，留备 ＲＮＡ
提取。

１．３　免疫组织化学法测定Ｐ７５ＮＴＲ水平
按照 ７５ＮＴＲ免疫组化染色说明，切片脱蜡水

化、室温孵育、抗原修复、羊血清封闭、滴加１∶５００
Ｐ７５ＮＴＲ（购自ＵＰＳＴＡＴＥ公司）一抗、滴加生物素化
羊抗兔ＩｇＧ室温孵育、滴加 ＳＡＢＣ试剂、ＤＡＢ显色、
苏木精复染。阴性对照片除用３％正常羊血清替代
一抗外，余步骤相同。每张切片于同一部位随机取

２个视野采图，棕黄色为阳性表达，Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ
４．５图像分析软件对图像进行分析，阳性结果选择积
分光密度（ＩＯＤ）作为参数进行统计分析。
１．４　荧光定量ＲＴＰＣＲ测定ＲｈｏＡ表达水平

将制备好的右侧脑白质按 ＴＲＩｚｏｌ说明书操作
抽提总 ＲＮＡ。２μｇ总 ＲＮＡ用于逆转录反应，反应
体系２０μＬ，包括Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８ｐｒｉｍｅｒ、Ｈ２Ｏ５×ｂｕｆｆ
ｅｒ、ＮａｓｉｎＩｎｈｉｂｉｔｏｒ、１０ｍＭｄＮＴＰｍｉｘ、ＡＭＶ等离心混匀
后４２℃孵育６０ｍｉｎ，７０℃加热１０ｍｉｎ后结束反应，
冰上冷却后－２０℃保存待用。

ＲｈｏＡ基因序列行引物检索自 ＮＣＢＩＧｅｎｅｂａｎｋ，
上游引物：５′ＡＡＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＡＴＣＣＴＡＧＴＴ３′（１２８
ｂｐ），下游引物：５′ＴＧＴＴＴＧＣＣＡＴＡＴＣＴＣＴＧＣＣＴＴ３′，
扩增产物长度为１２８ｂｐ。内参Ｂｅｔａａｃｔｉｎ上游引物：
５′ＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＧＴＣＴ３′，下游引物：５′ＡＧ
ＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴ３′。引物由上海生工生
物工程公司合成。ＰＣＲ反应体系３０μＬ，包括 Ｔａｑ
酶、ＲｈｏＡ及 Ｂｅｔａａｃｔｉｎ上下游引物、ＳＹＢＥＲＧｒｅｅｎＩ
染料及ｃＤＮＡ模板等。扩增条件：９４℃ ２ｍｉｎ，９４℃
２０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ４０ｓ，４５个循环。扩增反应结
束后，绘制各反应管扩增动力学曲线，确定扩增循环

数Ｃｔ值，以 βａｃｔｉｎ作标准校正，计算产物相对量。
ｍＲＮＡ的相对含量根据公式 Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＝２Δ
（ΔＣｔ），ｗｈｅｒｅΔＣｔ＝Ｃｔ（ｔａｒｇｅｔ）Ｃｔ（βａｃｔｉｎ）ａｎｄΔ
（ΔＣｔ）＝ΔＣｔ（ｔｒｅａｔｅｄ）ΔＣｔ（ｕｎｔｒｅａｔｅｄ）计算。
１．５　统计学分析

免疫组化ＩＯＤ数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，统计学方法采用 ｔ检验和单因素方差分析 ｑ检
验，ＬＳＤ法比较各 ＷＭＤ组两两间差异。荧光定量
ＲＴＰＣＲ统计以相对含量２－ΔΔＣｔ作为参数，以中位数
Ｍ（Ｐ５０）表示，行秩和检验，分析工具为 ＳＰＳＳ１０．０软
件包。

２　结果

２．１　光镜所见
各时间点对照组纹状体和胼胝体细胞无明显变

化。ＷＭＤ组随缺氧时间延长，病理改变越重。ＨＩ
后１２ｈ，ＷＭＤ组侧脑室旁纹状体区细胞出现水肿；
４８ｈ出现核固缩、胼胝体细胞稀疏；７２ｈ可见侧脑
室旁白质呈筛网状坏死；７ｄ可见侧脑室旁白质出
现疏松、液化灶。见图１Ａ，Ｂ。
２．２　电镜所见

对照组少突胶质细胞结构正常。ＷＭＤ组缺氧
缺血后１２ｈ可见少突胶质细胞线粒体肿胀明显、线
粒体嵴减少；４８ｈ可见少突胶质细胞凋亡，细胞核
染色体边集，核膜完整，突起减少；７２ｈ可见少突胶
质细胞坏死，染色质分布不均，胞浆空，核糖体消失。
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　　图１　对照组、ＷＭＤ组纹状体细胞４８ｈ改变（Ａ，Ｂ苏木精伊红染色×４００倍）。Ａ：对照组细胞排列有序，细胞胞核大，胞
浆少；Ｂ：ＷＭＤ组细胞排列紊乱、核固缩。（Ｃ，ＤＰ７５ＮＴＲ免疫组化染色×４００倍）。Ｃ：少量免疫阳性细胞表达（如黄色箭头所指），胞浆

着色浅；Ｄ：ＷＭＤ组大量免疫阳性细胞表达（如黄色箭头所指），棕黄色细腻颗粒弥漫分布在胞浆内，少部分位于胞核，胞核浓缩深染。

２．３　免疫组化染色结果
对照组各时间点纹状体、胼胝体区有 Ｐ７５ＮＴＲ

蛋白的少量表达。ＨＩ后１２ｈ，右侧大脑纹状体、胼
胝体区阳性细胞表达增加，４８ｈ达高峰，可见大量
免疫阳性细胞表达，棕黄色细腻颗粒弥漫分布在胞

浆内，少部分位于胞核，着色深，细胞失去正常形态

见图１Ｃ，Ｄ。随之蛋白表达开始下降，至脑损伤后
７２ｈ仍保持较高水平，以上各组ＩＯＤ值与对照组比
较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。脑损伤后７ｄ
与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）（表
１，图２）。

表１　纹状体与胼胝体Ｐ７５ＮＴＲ免疫组化图像ＩＯＤ值分析（ｘ±ｓ）

时段

纹状体

对照组 ＷＭＤ组 ｔ Ｐ
胼胝体

对照组 ＷＭＤ组 ｔ Ｐ
１２ｈ ４２．６１±４．４２ １１０．８３±１４．０１ａ １９．７１ ＜０．０１ ４２．１７±４．６２ １００．７２±１２．８６ａ １８．１９ ＜０．０１
２４ｈ ４１．８３±４．３４ １６６．３９±１２．１７ａ ４０．９１ ＜０．０１ ４２．００±５．１７ １５２．１１±１０．３７ａ ４０．３２ ＜０．０１
４８ｈ ４１．７８±５．３９ ４３９．３３±４３．４２ａ ３８．５５ ＜０．０１ ４１．４４±４．４６ ３９５．１７±２７．４５ａ ５３．９６ ＜０．０１
７２ｈ ４２．９４±６．７４ ２７０．２２±３３．６９ａ ２８．０６ ＜０．０１ ４１．６７±４．９０ ２４６．７８±３２．２１ａ ２６．７１ ＜０．０１
７ｄ ４１．３９±５．５３ ４４．１７±３．９４ １．７４ ＞０．０５ ４０．５６±３．９１ ４３．０６±５．８７ １．５０ ＞０．０５

　　ａ与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ＷＭＤ各组间两两比较均Ｐ＜０．０１
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　　图２　纹状体与胼胝体Ｐ７５ＮＴＲＩＯＤ值变化

２．４　荧光定量ＲＴＰＣＲ结果
各组在１２８ｂｐ位置出现一条电泳条带与待测

基因片段长度符合，证实产物为 ＲｈｏＡ基因。ＷＭＤ
组 １２，２４，４８，７２ｈＲｈｏＡｍＲＮＡ扩增产物相对含量
２－ΔΔＣｔ均较对照组升高，均 Ｐ＜０．０５，而７ｄ与对照
组之间无统计学差异，Ｐ＞０．０５。ＷＭＤ各组间
ＲｈｏＡｍＲＮＡ相对含量两两比较，差异有统计学意
义，均Ｐ＜０．０５，（见表２）。

　　表２　不同时段 ＲｈｏＡｍＲＮＡ相对表达量与对照组比
较（Ｍ／Ｐ５０）

分组 ｎ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ７ｄ
对照组 ６ ０．３００ ０．３７５ ０．３７５ ０．５３０ ０．５００
ＷＭＤ ６ １．２０５ａ ２．４１５ａ ４．８３０ａ １．５００ａ ０．５００
Ｚ －２．１６９ －２．５０８ －２．９２３ －２．５００ －０．５７４
Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５

　　ａＷＭＤ各组间两两比较Ｐ＜０．０５

３　讨论

本实验借鉴Ｂａｃｋ等［３］动物模型进行研究，在建

立２ｄＳＤ大鼠 ＷＭＤ动物模型基础上，探讨 ＷＭＤ
新生大鼠脑白质 Ｐ７５ＮＴＲ蛋白和 ＲｈｏＡｍＲＮＡ表达
变化。ＷＭＤ的主要原因是缺氧缺血性脑损伤，而
缺氧缺血后诸多机制所致的神经细胞生长锥崩溃和

异常出芽，是 ＷＭＤ早产儿神经系统远期后遗症的
基本神经病理改变。ＮｇＲＰ７５ＮＴＲＲｈｏＡ信号传导
通路对维持神经细胞生长锥的正常形态和功能，起

着十分重要的作用。作为ＮｇＲ共受体，神经营养素
低亲和力受体Ｐ７５ＮＴＲ传递中枢神经系统产生的髓
磷脂基生长抑制体（ＭＢＧＩｓ）的生长抑制信号到胞
内，并作用于下游ＲｈｏＡ这一分子信号开关，通过一
系列细胞内信号传导最终作用于细胞骨架蛋白

Ｆａｃｔｉｎ从细胞膜表面特定位点脱落，导致生长锥塌
陷和崩溃以及新的、异常的伪足出现，产生神经元间

的异常连接［４，５］。

既往研究表明，Ｐ７５ＮＴＲ在中枢神经系统发育
阶段广泛表达，而生后表达明显减少，Ｐ７５ＮＴＲ表
达与神经元生理或表型关系到目前还没有明确，推

测与ＣＮＳ发育过程中神经元选择性死亡有关［６］。

·９１３·
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有文献报道［７］，成年大鼠急性前脑缺血早期（６ｈ）
即可见到 Ｐ７５ＮＴＲ阳性神经细胞表达增高，４８ｈ达
到高峰，７ｄ后基本恢复正常。亦有报道［８］，在体外

实验中，成年大鼠海马 Ｐ７５ＮＴＲ水平在短暂缺血后
持续高表达。本实验通过建立 ＷＭＤ模型，采用免
疫组化法检测 Ｐ７５ＮＴＲ蛋白的表达变化，结果显示
Ｐ７５ＮＴＲ蛋白在 ＨＩ后１２ｈ开始升高，４８ｈ达到峰
值，７２ｈ开始下降，至第７天降至正常。这一趋势与
文献报道有所不同，可能与动物发育不同阶段及试

验的方法和检测途径不同有关。有关 ＣＮＳ损伤后
Ｐ７５ＮＴＲ基因上调的机制报道甚少，可能与脑缺血
后可引起许多即刻早期基因如ｃｆｏｓ、ｃｊｕｎ基因的过
度表达，编码转录因子，引起一些后效基因表达增高

有关［９，１０］。诸多研究表明Ｐ７５ＮＴＲ的高表达与神经
细胞的凋亡有密切关系，这在成年大鼠的实验中得

到证实［１１］。我们也注意到 Ｐ７５ＮＴＲ的高表达时段
在ＨＩ后４８ｈ，正是ＷＭＤ少突胶质细胞凋亡的高峰
时期，这在本研究的光镜及电镜形态学检查中亦得

到证实。而随着ＨＩ时间的延长，少突胶质细胞和其
他神经细胞的坏死加重，数量进一步减少，神经再生

又受到抑制，与 Ｐ７５ＮＴＲ表达减少有一定的关系。
Ｐ７５ＮＴＲ的高表达暗示缺氧缺血性脑损伤可能与神
经营养素受体的信号传导不平衡有关，Ｐ７５ＮＴＲ与
某些毒性蛋白结合能抑制细胞死亡和加速轴突延

伸，这将为开发新药提供新的药物靶位。

本实验亦对新生鼠 ＨＩ后 Ｐ７５ＮＴＲ下游信号分
子ＲｈｏＡ这一细胞肌动蛋白细胞骨架的重要调节因
子表达变化进行了研究。结果显示ＨＩ后１２ｈＲｈｏＡ
ｍＲＮＡ开始升高，４８ｈ达到峰值，７２ｈ开始下降，但
仍高于对照组水平，至第７天降至正常。与成年动
物脊柱损伤相比，后者２４ｈ后才出现 ＲｈｏＡ活性增
高［１２］。本实验缺氧缺血新生动物 ＲｈｏＡ表达变化
出现早，持续时间更长，这可能与新生动物的神经元

及少突胶质细胞发育不完善，对缺氧缺血损伤更为

敏感有关。ＲｈｏＡ在ＨＩ后表达变化与Ｐ７５ＮＴＲ的变
化一致，据此我们推测 ＲｈｏＡ活化可能与 Ｐ７５ＮＴＲ
的高表达有关。正如Ｄｕｂｒｅｕｉｌ等［１３］报道，脊髓损伤

后，神经胶质细胞和神经元 ＲｈｏＡ的活化依赖于
Ｐ７５ＮＴＲ。在Ｐ７５ＮＴＲ基因敲除（Ｐ７５ＮＴＲ－／－）神
经元生长锥中 ＲｈｏＡ活性和它的 Ｐ７５＋／＋同类相
比，其生长锥的 ＧＳＴＲＢＤ着色减少了 ３２％。也有
报道急性脑损伤后 Ｐ７５ＮＴＲ基因敲除动物 ＲｈｏＡ活
性直到７２ｈ之后出现增高 ，均证实了Ｐ７５ＮＴＲ在调
控ＲｈｏＡ活性中的重要作用［１４］。但缺氧缺血性脑

损伤后引起ＲｈｏＡ表达升高的具体机制还有待进一

步研究。
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