
第９卷第４期
２００７年８月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．９Ｎｏ．４
Ａｕｇ．２００７

［收稿日期］２００７－０５－０７；［修回日期］２００７－０６－１５
［作者简介］肖琴，硕士研究生。主攻方向：新生儿脑损伤。
［通讯作者］陈娟，博士，副教授，四川大学华西第二医院新生儿科，邮编６１００４１。

新生儿脑损伤专栏·实验研究

脑室周围白质软化新生大鼠脑组织
ｅｐｈｒｉｎＢ３表达及神经细胞凋亡

肖琴，陈娟，吴艳秋

（四川大学华西第二医院儿科，四川 成都　６１００４１）

　　［摘　要］　目的　建立新生大鼠脑室周围白质软化 （ｐｅｒｉｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｌｅｕｋｏｍａｌａｃｉａ，ＰＶＬ）模型，探讨 ＰＶＬ新生
大鼠脑组织ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ表达以及神经元凋亡的变化及意义。方法　采用２日龄ＳＤ清洁级大鼠，通过结扎右
侧颈总动脉并吸入６％氧气４ｈ建立ＰＶＬ模型，分别于模型后０，８，２４，４８，７２ｈ、７ｄ处死，同时设立相应假手术对照
组。脑组织苏木精伊红染色检测病理变化；ＤＡＰＩ染色检测细胞凋亡，荧光定量 ＲＴＰＣＲ检测 ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ表
达。结果　新生大鼠ＰＶＬ后，脑白质ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ在缺氧缺血后表达增加，与对照组比较，在８，２４，４８，７２ｈ和
７ｄ有统计学意义（Ｐ＜０．０５），脑组织细胞凋亡在缺氧缺血后明显增加，与对照组相比，在８，２４，４８，７２ｈ有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。结论　 新生大鼠 ＰＶＬ时，脑白质 ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ表达显著增加，脑组织细胞凋亡明显增加，
ｅｐｈｒｉｎＢ３可能是神经细胞凋亡的重要因素之一。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（４）：３２１－３２３］
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　　脑室周围白质软化（ＰＶＬ）是早产儿常见的脑损
伤类型，随着早产儿救治率及存活率的大大提高，

ＰＶＬ的发生率也明显升高，它可以导致神经系统严
重后遗症。髓鞘相关抑制因子（ｍｙｌｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｆａｃｔｏｒｓ，ＭＡＩＦｓ）的发现及对其作用机制的研
究成为ＰＶＬ损伤后神经再生研究的热点。尤其是
它的一个新成员—ｅｐｈｒｉｎＢ３的重要作用成为目前

关注的焦点，有研究［１］发现ｅｐｈｒｉｎＢ３表达于髓鞘少
突胶质细胞，其抑制活性等同于 Ｐ７５介导的 Ｎｏｇｏ
６６，ＭＡＧ，ＯＭｇｐ的活性，以 ｅｐｈｒｉｎＢ３为切入点，对
于中枢神经系统（ＣＮＳ）再生缺失潜在机制的理解具
有重要的意义。本研究在建立未成熟大鼠缺氧缺血

性脑损伤（ＰＶＬ）模型，采用荧光定量 ＲＴＰＣＲ和
ＤＡＰＩ荧光染色的方法检测对照组和实验组不同时
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间点脑组织ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ的表达变化，以及神经
元细胞凋亡的变化，探讨两者在 ＰＶＬ中的作用及两
者之间可能的关系，为早产儿 ＰＶＬ损伤抑制机制的
研究提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料
２日龄ＳＤ大鼠由四川大学实验动物中心提供，

ｅｐｈｒｉｎＢ３引物、ＧＡＰＤＨ引物，购自上海生物工程有
限公司，Ｔｒｉｚｏｌ，购自美国 ＭＲＣ公司，ＴａｑＤＮＡ聚合
酶购自立陶宛 ＭＢＩ公司，ＤＡＰＩ购自北京中杉金桥
生物技术有限公司。

１．２　实验动物及模型制作
２０８只２日龄 ＳＤ大鼠乳鼠，分为２组，实验组

（ＰＶＬ组）１１０只，对照组（假手术组）９８只，缺氧缺
血后实验组死亡 １４只，对照组死亡 ２只。采用
Ｂａｃｋ等［２］方法建立ＰＶＬ模型。分别于０，８，２４，４８，
７２ｈ、７ｄ处死（每组各时点８只），苏木精伊红染色
观察新生大鼠ＰＶＬ时脑组织病理学改变。
１．３　４，６二脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）染色检测细
胞凋亡

ＤＡＰＩ染色检测细胞凋亡是最近报道的一种简
易可靠方法［３］。脑组织切片常规脱蜡至水，ＤＡＰＩ染
色液覆盖切片组织标本，常温下放置 ３０ｍｉｎ。以
ＰＢＳ液冲洗切片３次，每次 ５ｍｉｎ。荧光显微镜下
（×４００）观察计数并采图，随机选择１０个视野，分
别计数１００个细胞中凋亡细胞的百分率。
１．４　荧光定量ＲＴＰＣＲ检测ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ

ｅｐｈｒｉｎＢ３引物设计 （１４６ｂｐ）：ｅｐｈｒｉｎＢ３Ｆ：５′
ＡＴＧＡＡＧＧＴＧＣＴＴＣＴＧＣＧＡＧＴ３′；ｅｐｈｒｉｎＢ３Ｒ：５′ＣＴ
ＧＴＴＧＧＧＧＴＣＡＣＣＴＧＧＴＡＴ３′。

以 ＧＡＰＤＨ作标准校正，计算产物相对量。
ｍＲＮＡ的相对含量根据公式 Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＝２－Δ（ΔＣｔ），
ΔＣｔ＝Ｃｔ（ｔａｒｇｅｔ）Ｃｔ（ＧＡＰＤＨ），Δ（ΔＣｔ）＝ΔＣｔ
（ｔｒｅａｔｅｄ）ΔＣｔ（ｕｎｔｒｅａｔｅｄ）计算。操作按照试剂盒说
明书进行。

１．５　统计学分析
凋亡检测结果用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采

用ＳＰＳＳ１１．０统计软件，采用单因素方差分析，成组
设计的两样本均数比较的 ｔ检验，检验水准 α＝
０．０５，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠脑组织病理学改变
苏木精伊红染色光学显微镜下发现：对照组纹

状体细胞排列有序、胞核大、胞浆少，实验组缺氧缺

血８ｈ可见纹状体内细胞胞体肿胀、细胞稀疏、间隙
增宽（见图１）。

　　图１　两组脑组织光镜下病理学改变（苏木精伊红染
色×４００）。Ａ：对照组８ｈ纹状体排列整齐，胞核大，胞浆少；Ｂ：实
验组８ｈ纹状体细胞胞体肿胀，细胞稀少，间隙增宽。

２．２　各组大鼠不同时间点细胞凋亡情况
活细胞为弥散均匀蓝色荧光，凋亡细胞核及胞

浆内出现浓染致密的颗粒块状亮蓝色荧光（图２）。
与对照组相比，实验组胼胝体和纹状体的凋亡细胞

均在缺氧缺血后８ｈ开始增加（Ｐ＜０．０５），４８ｈ达
到高峰，７２ｈ开始降低，７ｄ与对照组相比差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５），（见图３）。

　　图２　两组脑组织细胞凋亡情况（ＤＡＰＩ染色 ×４００）。
Ａ：对照组细胞凋亡，细胞呈均匀蓝色荧光，胞核、胞浆有浓染的颗粒
块，箭头所指为活细胞；Ｂ：实验组细胞凋亡与对照组比较，凋亡细胞
明显增加，箭头所指为凋亡细胞。
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图３　两组不同时间点凋亡指数变化

２．３　各组大鼠不同时间点ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ水平
对照组和实验组 ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ扩增产物的

相对含量２－ΔΔＣｔ以中位数表示。结果显示，实验组
０，８，２４，４８，７２ｈ和７ｄｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ相对含量均
较对照组升高，其中８，２４，４８，７２ｈ和７ｄ，均 Ｐ＜
０．０５，差异有统计学意义，而０ｈ与对照组之间无统
计学差异（Ｐ＞０．０５）。实验组各组间ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲ
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ＮＡ相对含量两两比较均Ｐ＜０．０５，差异有统计学意
义。见图４。
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图４　两组ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ相对含量表达

３　讨论

早产儿脑损伤主要为脑白质损伤，而 ＰＶＬ是早
产儿最常见的脑白质损伤形式。病理改变表现为：

局灶性脑室周围白质囊性变、凝固性坏死或弥漫性

脑白质少突胶质细胞（ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅ，ＯＬ）凋亡、坏
死［４，５］。本实验苏木精伊红染色发现，实验组缺氧
缺血侧脑组织在８ｈ后出现病理学改变，纹状体内
细胞胞体肿胀、细胞稀疏、间隙增宽，病变程度随时

间加重，４８ｈ纹状体内细胞排列紊乱、结构不清尤
为严重，提示不成熟脑白质对缺氧缺血具有易损性。

未成熟的脑细胞较成熟脑细胞更易于凋亡，在不成

熟脑白质中仅有凋亡性神经元死亡［６］，本实验缺氧

缺血后８ｈ，病变侧脑白质可见大量凋亡细胞，以纹
状体、胼胝体较为明显，与对照组相比，凋亡指数明

显增大，缺氧缺血后４８ｈ，实验组凋亡指数达到最
高，然后逐渐减低，至缺氧缺血后７ｄ接近对照组水
平，这与文献报道［６］的缺氧缺血后４８ｈ是少突胶质
细胞凋亡高峰期一致，并且与本实验苏木精伊红染
色所示病理改变的严重程度相对应。因此细胞凋亡

是新生大鼠脑白质损伤的重要机制之一。

ｅｐｈｒｉｎＢ３是Ｅｐｈ家族蛋白成员之一，它是一种
轴突导向因子，在最近的研究中，Ｂｅｎｓｏｎ等［１］提出

ｅｐｈｒｉｎＢ３也是一种髓鞘相关抑制因子（ＭＡＩＦｓ），仅
表达限于中枢神经系统髓鞘少突胶质细胞，出生后

５ｄ开始小鼠ｅｐｈｒｉｎＢ３在脊髓和胼胝体的白质表达
增加，本实验通过荧光定量 ＲＴＰＣＲ测定新生大鼠
脑白质 ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ的表达变化，发现 ｅｐｈｒｉｎ
Ｂ３ｍＲＮＡ在正常新生鼠脑组织中表达量极少，这与
文献报道一致，但从生后 ２ｄ到 ９ｄ，ｅｐｈｒｉｎＢ３
ｍＲＮＡ表达无明显增加趋势，这与文献报道不一致，
原因可能为：①实验动物不同：本实验以新生２日龄
大鼠为研究对象，而文献报道是以新生小鼠为研究

对象；②检测方法不同：本实验采用的是荧光定量

ＲＴＰＣＲ这样一种半定量的方式对 ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ
进行检测，而文献报道采用的是形态学的方法：组织

切片进行Ｘ半乳糖染色后镜下观察 ｅｐｈｒｉｎＢ３的表
达情况。

有研 究 提 出［１］：ｅｐｈｒｉｎＢ３对 Ｎｏｇｏ，ＭＡＧ，
ＯＭｇｐ，ｐ７５敲除小鼠的皮质脊髓束再生抑制发挥作
用可能是迄今为止未被发现的一个重要机制。Ｙｉｕ
等［７］发现 ｅｐｈｒｉｎＢ３的受体之一：ＥｐｈＡ４，和 ＮｇＲ１／
ｐ７５一样都可以激活小ＧＴＰ酶ＲｈｏＡ，引起生长锥的
塌陷，表明它们有共同的信号途径，也充分说明了

ｅｐｈｒｉｎＢ３在中枢神经系统再生抑制中的重要作用。
本实验采用荧光定量 ＲＴＰＣＲ检测 ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ
水平，结果显示 ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ在缺氧缺血后８ｈ
开始升高，７２ｈ达到高峰，７ｄ开始下降，但仍高于
正常水平，可见 ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ在缺氧缺血脑损伤
后高表达与脑损伤严重程度一致，提示ｅｐｈｒｉｎＢ３参
与了ＰＶＬ过程中神经细胞的损伤及再生抑制，和文
献中报道ｅｐｈｒｉｎＢ３参与ＣＮＳ轴突再生抑制的结论
相符。本实验还表明，在缺氧缺血后实验组脑白质

ｅｐｈｒｉｎＢ３ｍＲＮＡ水平和细胞凋亡都呈现一个先上升
后下降的趋势，提示ｅｐｈｒｉｎＢ３与细胞凋亡之间存在
一定的关系，但二者高峰时间不一致，推测这除了

ｅｐｈｒｉｎＢ３的作用，还存在其他凋亡相关因素，有待
深入研究。

从本研究结果可以得到一个启示：如果能拮抗

ｅｐｈｒｉｎＢ３的作用，则可以从减少生长锥塌陷和减少
细胞凋亡两个方面减轻神经细胞损伤及促进再生，

为ＰＶＬ治疗奠定基础。
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