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沉默 Nogo-66 受体的表达对宫内感染所致
早产大鼠脑损伤的神经保护作用
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［摘要］　目的　探讨特异性 siRNA 沉默 Nogo-66 受体（NgR）对宫内感染所致早产大鼠脑损伤修复的影

响及作用机制。方法　孕 15 d Sprague-Dawley 大鼠分别应用 RU486 和 LPS 诱导早产，随机选取 RU486 诱导的

早产大鼠为对照组，将 LPS 诱导的宫内感染致脑损伤早产大鼠随机分为模型组、空载体组和 NgR-siRNA 组，每

组 36 只。对照组和模型组仅给予常规饲养，空载体组和 NgR-siRNA 组均于出生后第 1 天（P1）经侧脑室 1 次

性注入慢病毒空载体和 NgR-siRNA 慢病毒载体后常规饲养。各组分别于 P3、P7、P14 时随机选取 8 只早产大鼠

断头取脑。RT-PCR 检测 NgR mRNA 表达，Western blot 测定活性 RhoA 蛋白表达，免疫荧光组化检测小胶质细

胞活化程度和少突胶质前体细胞（OPCs）形态，苏木精 - 伊红染色观察脑组织病理学改变，P30 时行动物行为

学评分。结果　P3 时，NgR-siRNA 组脑组织 NgR mRNA 表达量、活性 RhoA 蛋白水平显著低于模型组和空载体

组（P<0.05）；各组 NgR mRNA 表达量与活性 RhoA 蛋白水平均呈正相关性（分别 r=0.792、0.747、0.827、0.825，

P<0.05）。免疫荧光组化结果显示，NgR-siRNA 组 P3 时小胶质细胞 CD11b 荧光强度值较模型组和空载体组明

显减弱（P<0.05）；各组 O4 抗体标记的 OPCs 细胞形态主要呈现三极突起形态。病理学结果显示，对照组脑室

周围白质结构正常，染色清晰；模型组和空载体组白质结构疏松，纤维紊乱，可见软化灶；NgR-siRNA 组白质

结构疏松，纤维紊乱相对较轻，胶质细胞增生不明显，无明显软化灶。行为学评分显示，NgR-siRNA 组的悬吊

实验评分、活动总路程、平均速度和跨格次数大于模型组和空载体组，而斜坡实验时间及中心区活动时间和路

程明显少于模型组和空载体组（P<0.05），但同对照组比较差异均无统计学意义（P>0.05）。结论　NgR 特异

性 siRNA 可有效沉默宫内感染所致脑损伤早产大鼠 NgR 基因表达，在脑损伤后的修复中具有显著神经保护作用。

［中国当代儿科杂志，2016，18（10）：1035-1043］
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Neuroprotective effect of Nogo-66 receptor silencing in preterm rats with brain 
injury caused by intrauterine infection
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Abstract: Objective    To investigate the effect of Nogo-66 receptor (NgR) silencing with specific small interfering 
RNA (siRNA) on brain injury repair in preterm rats with brain injury caused by intrauterine infection and related 
mechanism of action. Methods    The pregnant Sprague-Dawley rats (with a gestational age of 15 days) were selected, 
and premature delivery was induced by RU486 or lipopolysaccharide (LPS). The preterm rats delivered by those treated 
with RU486 were selected as the control group. The preterm rats with brain injury caused by intrauterine infection 
induced by LPS were divided into model, empty vector, and NgR-siRNA groups, with 36 rats in each group. The rats 
in the control and model groups were given routine feeding only, and those in the empty vector and NgR-siRNA groups 
were given an injection of lentiviral empty vector or NgR-siRNA lentivirus via the lateral ventricle on postnatal day 1 
(P1) and then fed routinely. On P3, P7, and P14, 8 rats in each group were randomly selected and sacrificed to harvest 
the brain tissue. RT-PCR was used to measure the mRNA expression of NgR. Western blot was used to to measure 
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随着围产医学的发展，早产儿的出生率和存

活率越来越高，早产儿脑损伤引起的远期神经系

统后遗症发病率也逐年增加，给社会和家庭带来

了严重的负担 [1-2]。宫内感染是引起早产的主要因

素之一，临床和动物实验研究证实 [3-5]，宫内感染 /

炎症时，孕母和胎儿体内细胞因子网络激活，尤

其小胶质细胞的激活，导致组成脑白质的主要细

胞，少突胶质前体细胞（oligodendrocyte precursor 

cells, OPCs）的损伤，是宫内感染所致早产儿发生

脑白质坏死、髓鞘减少或髓鞘合成延迟、轴突损

伤以及神经元凋亡 / 坏死等的关键机制，也是宫

内感染所致脑损伤早产儿发生远期神经系统后遗

症 的 重 要 机 制。Nogo-66 受 体（Nogo-66 receptor, 

NgR）广泛分布在中枢神经系统（central nervous 

system, CNS），神经元细胞和非神经元细胞均有表

达，因其介导抑制成年人轴突损伤后再生而受到

广泛关注 [6-7]。研究表明 [8]，各年龄组大鼠 CNS 均

有 NgR 表达，高表达始于新生鼠，以抑制突触形成。

而成年大鼠大脑中动脉阻塞后 1~3 d 脑组织 NgR

表达达到第 1 个高峰 [9]。创伤性脑损伤后高表达的

NgR 抑制神经再生和重塑 [10]。在认知障碍大鼠中，

NgR 表达和轴突生长呈负相关，抑制海马神经元

NgR 的表达，促进轴突生长 [11]。Pourabdolhossein

等 [12] 研究发现，抑制 NgR 表达可促进成年小鼠视

神经交叉非免疫局灶性脱髓鞘的修复，增加 OPCs

在损伤区的聚集。此外，NgR 在小胶质细胞的表

达，是导致 CNS 损伤后小胶质细胞损伤区聚集和

持久性神经炎症的主要原因之一 [7]。这些结果表明

NgR 与小胶质细胞的活化 、轴突生长和髓鞘发育、

损伤后神经再生和重塑密切相关。本研究假设抑

制 NgR 表达可以通过阻止抑制因子传导通路促进

损伤神经再生，而 NgR 主要通过 Rho-ROCK 信号

通路发挥抑制作用。本实验应用宫内感染所致早

产大鼠脑损伤模型，经侧脑室一次性注射 NgR 特

异性 siRNA，观察脑组织中 NgR 表达，并测定活

性 RhoA 变化及小胶质细胞活化程度等，探讨沉默

NgR 基因表达在宫内感染所致早产大鼠脑损伤修

复中的可能作用及机制。

1　材料与方法

1.1　材料

实验试剂包括脂多糖（LPS，Sigma 公司），

米菲司酮（RU486，北京紫竹药业有限公司），

TRIzol 试 剂（Invitrogen 公 司），RT 逆 转 录 试 剂

盒（Fermentas 公司），Q-PCR 试剂盒（Takara 公

司），活化 RhoA（GTP 结合 RhoA）分离提取试

剂盒 （Thermo&Scientific 公司），β-actin 抗体（上

海 碧 云 天 生 物 技 术 公 司），RhoA 多 抗（Thermo 

Scientific Pierce），CD11b 抗 体（abcam 公 司），

O4 抗体（Millpore 公司），FIIC 二抗（Biolegend 公司），

倒置相差荧光显微镜 IX50（OLYMPUS 株式会社），

the protein expression of active RhoA. The immunofluorescence histochemistry was used to determine the degree of 
activation of microglial cells and the morphology of oligodendrocyte precursor cells (OPCs). Hematoxylin and eosin 
staining was used to observe the pathological changes in brain tissue. The behavioral score was evaluated on P30. 
Results    On P3, the NgR-siRNA group had significantly lower mRNA expression of NgR and protein expression of 
active RhoA in brain tissue than the model and empty vector groups (P<0.05). In each group, the mRNA expression of 
NgR was positively correlated with the protein expression of active RhoA (P<0.05). The results of immunofluorescence 
histochemistry showed that on P3, the NgR-siRNA group had a significantly reduced fluorescence intensity of the 
microglial cells labeled with CD11b compared with the model and empty vector groups (P<0.05). The OPCs labeled 
with O4 antibody in the four groups were mainly presented with tripolar cell morphology. The results of pathological 
examination showed a normal structure of white matter with clear staining in the periventriclar area in the control group, 
a loose structure of white matter with disorganized fibers and softening lesions in the model and empty vector groups, 
and a loose structure of white matter with slightly disorganized fibers, slight gliocyte proliferation, and no significant 
necrotic lesions in the NgR-siRNA group. As for the behavioral score, compared with the model and empty vector 
groups, the NgR-siRNA group had a higher score in the suspension test, a longer total activity distance, and greater mean 
velocity and number of squares crossed, as well as a shorter time of slope test and a shorter time and distance of activity 
in the central area (P<0.05), while there were no significant differences in these parameters between the NgR-siRNA 
and control groups (P>0.05). Conclusions    NgR silencing with specific siRNA can effectively silence the expression 
of NgR in pertem rats with brain injury caused by interauterine infection and has a significant neuroprotective effect in 
brain injury repair.                                                                              [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(10): 1035-1043]

Key words: Nogo-66 receptor; Small interfering RNA; Intrauterine infection; Premature delivery; Rats
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NgR-siRNA 慢病毒载体和慢病毒空载体（滴度为

109，苏州吉玛基因股份有限公司）。

1.2　实验动物模型的建立及分组

SPF 级健康 5 月龄 Sprague-Dawley 大鼠 40 只，

孕 15 d，体重 380~420 g，由南京市江宁区青龙山

动物繁殖场提供，动物自由进食水。参照文献 [13]

并 改 良， 随 机 选 取 10 只 孕 鼠， 颈 部 皮 下 注 射

RU486，每次每只 0.15 mg，每日 1 次，连用两日，

待其自然分娩，获胎龄小于 22 d 的单纯早产大

鼠，从中随机选取 36 只，雌雄不拘，为对照组。

另 30 只孕鼠，于腹中线处腹腔内注射 LPS，每次

0.25 mg/kg，每日 1 次，连用两日，待其自然分娩，

获胎龄小于 22 d 的宫内感染致脑损伤早产大鼠，

雌雄不拘，随机分为模型组、空载体组和 NgR-
siRNA 组，每组 36 只。对照组和模型组早产大

鼠出生后不给于特殊干预，返回母鼠身边常规饲

养；空载体组和 NgR-siRNA 组均于出生后第 1 天

（P1）使用脑立体定位仪分别从侧脑室经微量注

射器一次性注射滴度为 109 慢病毒空载体和 NgR-
siRNA 慢病毒载体 250 μL/kg（侧脑室注射点为前

囟后 1 mm、前囟右 1 mm，深度 1 mm），返回母

鼠身边常规饲养。

1.3　标本制备

按照实验设计，各组于 P3、P7、P14 各随机

选取 8 只早产大鼠，经 20% 乌拉坦腹腔注射麻醉，

4% 多聚甲醛行全身灌注固定，断头取脑，半侧脑

组织于 4℃ 4% 多聚甲醛中固定 24 h，然后依次置

入梯度为 15%、20% 和 30% 的磷酸盐缓冲液蔗糖

溶液中分别过夜沉底，取下丘脑部位冠状切面，-

20℃恒冷切片机行 10 μm 连续切片，用于免疫荧

光组化。另外半侧脑组织，其中 6 只于 -80℃冻存，

用于活化 RhoA 蛋白和 NgR mRNA 的检测；2 只用

于苏木精 - 伊红（HE）染色。

1.4　免疫荧光组化

脑组织冰冻切片 4℃丙酮固定，TBS 清洗、封

闭 1 h， 分 别 加 O4、CD11b 一 抗（1 : 200）4 ℃ 过

夜，FIIC 二抗孵育（1 : 1 600）2 h，免疫荧光防淬

灭剂封片，O4 标记 OPCs，CD11b 标记小胶质细胞，

倒置相差荧光显微镜观察 O4 标记的 OPCs 形态及

小胶质细胞 CD11b 的荧光强度。CD11b 的荧光强

度值计算：每个脑组织随机选取 5 张切片，每张

切片随机观察 5 个视野，在相同荧光背景下运用

image J 软件计算出每张切片的荧光强度值，5 张

切片的平均值为该脑组织荧光强度值。

1.5　苏木精 - 伊红染色

冰冻切片丙酮固定 1 min，无水乙醇 1 min，

清洗，苏木素染色 1 min，伊红染色 15~20 s，酒精

分化，清洗。脱水、透明、封片。

1.6　Real-Time PCR 测定脑组织 NgR mRNA

采 用 Primer Premier 5.0 软 件 设 计 引 物，

由 上 海 生 物 工 程 有 限 公 司 合 成。NgR 上 游 序

列 5'-GCGTCTGCTGGAAATGCAC-3'， 下 游 序

列 5'-AAAGTCCCAAATGGAGAGTCATTG-3'，

扩 增 产 物 为 109 bp；β-actin 上 游 序 列

5'-TGACGTGGACATCCGCAAAG-3' ， 下 游 序 列

5'-CTGGAAGGTGGACAGCGAGG-3'， 扩增产物为

200 bp。引物设计后通过 BLAST 分析（www. ncbi. 

nlm. nih. gov/BLAST）避免扩增的序列存在非特异

性，用 Oligo demo 软件测试序列无引物二聚体形

成。TRIzol 提取总 RNA，按逆转录试剂盒说明书

逆转录为 cDNA。PCR 反应体系（10 μL）：20 mM

上下游引物各 0.1 μL，cDNA 0.1 μL，RoxII 0.2 μL，

SYBR Premix 5 μL，ddH2O 4.5 μL；PCR 反应程序：

94 ℃ 10 s；94 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40 个 循 环。 用

Real-Time PCR 仪（Bio-Rad 公司）进行反应，获

得目的基因和内参基因 Ct 值。根据 2- △△ Ct 公式对

目的基因进行相对定量分析。

1.7　Western blot 检测脑白质活化 RhoA 蛋白

按活化 RhoA（GTP-RhoA）分离提取试剂盒

说明书操作，提取脑组织活化 RhoA 蛋白，取上

样蛋白 110 V 恒压电泳 2~3 h。凝胶转移至固相支

持物，膜封闭，ECL 显色，凝胶成像仪成像并检

测其 IOD 值。目的蛋白条带和内参 β-actin 条带的 

IOD 比值表示目的蛋白相对表达量。

1.8　行为学检测

各组取 12 只早产大鼠于 P30 时行行为学检测，

行为学检测实验参考文献 [14-15]。

（1）旷场实验：实验装置由旷场反应箱和数

据自动采集处理系统两部分组成，由宁波安来软

件科技有限公司提供（AniLab ver 6.52）。大鼠旷

场反应箱高 40 cm，底边长 100 cm，内壁涂黑，底

面平均分为 25 个 4 cm×4 cm 小方格，正上方 2 m

处架一数码摄像头，其视野可覆盖整个旷场内部。

实验室背景噪音控制在 65 dB 以下，将实验大鼠
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放入箱内底面中心，同时进行摄像和计时。观察

5 min。选择旷场中的总路程、平均速度、跨格次

数和中心区域活动时间及距离作为参考指标。注

意两次实验之间清洗实验设备，以免上次动物余

留信息影响下次实验结果。

（2）悬吊实验：将一直径约 0.5 cm 的透明

玻璃棒平行固定于距离桌面 45 cm 左右的位置，

使大鼠脚紧抓玻璃棒，记录大鼠掉下的时间，具

体 评 分 标 准 为：<10 s 得 1 分；10~30 s 得 2 分；

30~120 s 得 3 分；2~5 min 得 4 分；>5 min 得 5 分。

（3）斜坡实验：将大鼠头向下置于 45°的斜

面上，记录大鼠头向上大于 135°的时间，以秒进

行计算。

1.9　统计学分析

使用 SPSS 10.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示。多

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　NgR mRNA 相对表达量

在 P3 时， 模 型 组 和 空 载 体 组 脑 组 织 NgR 

mRNA 的 表 达 量 显 著 高 于 对 照 组（P<0.05），

NgR-siRNA 组 NgR mRNA 的表达量显著低于模型

组和空载体组（P<0.05），但同对照组比较差异

无统计学意义（P>0.05）；但至 P7、P14 时，各

组间 NgR mRNA 表达量比较差异均无统计学意义

（P>0.05）。见表 1，图 1。

2.2　活性 RhoA 蛋白表达水平

在 P3 时， 模 型 组 和 空 载 体 组 脑 组 织 活 性

RhoA 蛋 白 水 平 高 于 对 照 组（P<0.05），NgR-
siRNA 组活性 RhoA 蛋白水平明显低于模型组和空

载体组（P<0.05），且与对照组比较，差异无统

计学意义（P>0.05）；至 P7 时，NgR-siRNA 组脑

组织活性 RhoA 蛋白水平均低于对照组、模型组

和空载体组（P<0.05），对照组、模型组和空载

体组间比较差异无统计学意义（P>0.05）；至 P14

时，各组间 RhoA 蛋白水平比较差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 2，图 2。

表 1　各组大鼠不同时间点脑组织 NgR mRNA 相对表达

量比较　（x±s，×10-3）

分组 n P3 P7 P14

对照组 6 3.6±0.9 9.8±2.4 13.1±2.3

模型组 6 7.7±2.0a 9.0±1.9 14.8±2.7

空载体组 6 7.9±2.3a 9.6±1.8 13.2±3.5

NgR-siRNA 组 6 4.0±0.8b,c 8.5±1.1 13.3±2.6

F 值 12.063 0.683 0.516

P 值 <0.001 0.573 0.676

注：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.05；b 示 与 模 型 组 比 较，
P<0.05；c 示与空载体组比较，P<0.05。 

表 2　各组大鼠不同时间点脑组织活性 RhoA 蛋白表达量比较　（x±s）

分组 n P3 P7 P14

对照组 6 0.700±0.101 0.853±0.026 1.079±0.081

模型组 6 0.908±0.078a 0.865±0.031 1.022±0.102

空载体组 6 0.907±0.122a 0.863±0.035 1.106±0.102

NgR-siRNA 组 6 0.766±0.062b,c 0.807±0.024a,b,c 1.050±0.085

F 值 7.4156 5.6172 0.8930

P 值 0.0016 0.0058 0.4619

注：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与模型组比较，P<0.05；c 示与空载体组比较，P<0.05。

图 1　RT-PCR 检测各组早产鼠各时间点脑组织 NgR 

mRNA 相对表达量（n=6）　　a 示与对照组比较，P<0.05，b 示

与模型组比较，P<0.05，c 示与空载体组比较，P<0.05。
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图 2　Western blot 检测各组早产鼠各时间点脑组织活性 RhoA 蛋白水平（n=6）　　A：对照组，B：模型组，

C：空载体组，D：NgR-siRNA 组。

P3 P7 P14

A        B        C         D A        B         C         D A        B         C         D

2.3　各组 NgR mRNA 表达与活性 RhoA 蛋白表

达的相关性分析

对照组、模型组、空载体组和 NgR-siRNA 组

NgR mRNA 相对表达量与活性 RhoA 蛋白水平均

呈 正 相 关（ 分 别 r=0.792、0.747、0.827、0.825，

P<0.05）。见图 3。

2.4　各组 CD11b 标记的小胶质细胞免疫荧光强

度

在 P3 时，模型组和空载体组脑组织中小胶质

细胞表面 CD11b 荧光强度高于对照组（P<0.05），

NgR-siRNA 组小胶质细胞表面 CD11b 荧光强度较

模型组和空载体组明显减弱（P<0.05），但与对照

组比较差异无统计学意义（P>0.05）。在 P7 时，

模型组和空载体组小胶质细胞表面 CD11b 荧光强

度仍高于对照组（P>0.05），NgR-siRNA 组荧光强

度仍然弱于模型组和空载体组（P<0.05），同对照

组比较差异无统计学意义（P>0.05）。在 P14 时，

各组间的比较脑组织中小胶质细胞表面 CD11b 荧

光强度差异无统计学意义（P>0.05）。见表 3，图 4。

2.5　各组 O4 抗体标记的 OPCs 形态

在 P3 时，各组多数 O4+ 细胞呈现为三极突起

的少突胶质 -2 型星型前体细胞形态，少数细胞呈

现多突起的分裂末期 OPCs 形态。至 P7、P14 时，

对照组和 NgR-siRNA 组仅少数 O4+ 细胞呈三极突

起形态，多数细胞呈多突起形态，细胞相互间连

接成网状结构；而模型组和空载体组仅有少数细

胞呈三极突起形态，绝大多数为散在分布、形态

不一的细胞。见图 5。

表 3　各组不同时间点脑组织 CD11b 标记的小胶质细胞平均荧光强度比较　（x±s）

分组 n P3 P7 P14

对照组 8 70.4±1.9 65.1±2.1 61.8±2.7

模型组 8 81.8±3.5a 73.7±2.1a 61.0±1.5

空载体组 8 78.6±3.2a 71.6±2.4a 62.4±3.4

NgR-siRNA 组 8 69.5±2.7b,c 65.5±2.4b,c 60.4±1.9

F 值 35.811 29.846 1.005

P 值 <0.001 <0.001 0.405

注：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与模型组比较，P<0.05；c 示与空载体组比较，P<0.05。
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图 3　各组 NgR mRNA 表达与活性 RhoA 蛋白表达的相关性分析图
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图 4　免疫荧光检测不同时间点各组早产大鼠脑组织中 CD11b 标记的小胶质细胞荧光强度（×400）　　在

P3、P7 时，模型组和空载体组早产大鼠脑组织荧光强度强于对照组和 NgR-siRNA 组。

P3

P3

P7

P7

P14

P14

对照组

对照组

模型组

模型组

空载体组

空载体组

NgR-siRNA 组

NgR-siRNA 组

图 5　免疫荧光观察不同时间点各组早产大鼠脑组织中 O4 抗体标记的 OPCs 形态（×400）　　在 P3 时，各

组细胞多数呈现为三极突起的少突胶质 -2 型星型前体细胞形态，至 P7、P14 时， 模型组和空载体组仅有少数 O4+ 细胞呈三

极突起形态，多数为散在分布、形态不一的细胞。O4 标记阳性的 OPCs 呈红色。

2.6　脑组织病理变化

对照组在各时间点均可见脑室周围白质结构

清晰，神经纤维走向整齐，排列致密；模型组和

空载体组，在 P3 时，可见脑室周围白质结构疏松、

纤维紊乱及软化灶，至 P7、P14 时损伤的白质区

可见大量胶质细胞增生，神经纤维呈网状或条索

状； NgR-siRNA 组在各时间点均可见脑室周围白

质神经纤维紊乱及结构疏松相对较轻，胶质细胞

增生不明显，未见明显软化灶。见图 6。
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P3

P7

P14

对照组 模型组 空载体组 NgR-siRNA 组

表 4　各组早产大鼠行为学检测评分比较　（x±s）

分组 n 悬吊实验 斜坡实验 (s)

对照组 12 3.5±0.8 3.1±0.8

模型组 12 2.2±0.9a 5.4±0.9a

空载体组 12 2.3±0.9a 5.5±0.8a

NgR-siRNA 组 12 3.4±0.9b,c 3.7±0.9b,c

F 值 7.592 25.220

P 值 <0.001 <0.001

注：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.05；b 示 与 模 型 组 比 较，
P<0.05；c 示与空载体组比较，P<0.05。

表 5　各组早产大鼠旷场实验总体结果比较　（x±s）

分组 n 总路程
(cm)

平均速度
(cm/s)

跨格次数
中心区活动时间

(s)
中心区活动路程 

(cm)

对照组 12 2 606±304 16.1±3.3 102±14 13.5±2.8 75±11

模型组 12 1 844±252a 11.6±2.9a 71±9a 18.0±3.6a 205±37a

空载体组 12 1 991±299a 11.9±1.9a 79±12a 17.5±3.4a 204±35a

NgR-siRNA 组 12 2 501±332b,c 15.4±3.1b,c 97±17b,c 14.5±2.9b,c 91±14b,c

F 值 18.918 8.176 14.255 5.642 82.701

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 0.002 <0.001

注：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与模型组比较，P<0.05；c 示与空载体组比较，P<0.05。

图 6　各组早产鼠在不同时间脑组织病理学变化　　对照组在各时间点均可见脑室周围白质结构清晰，神经纤维走

向整齐，排列致密；模型组和空载体组，在 P3 时可见脑室周围白质结构疏松、纤维紊乱及软化灶，至 P7、P14 时损伤白质

区可见大量胶质细胞增生，神经纤维呈网状或条索状；NgR-siRNA 组在各时间点均可见脑室周围白质神经纤维紊乱及结构疏

松相对较轻，胶质细胞增生不明显，未见明显软化灶。箭头所示为软化灶。

2.7　行为学检测

对 P30 时早产大鼠进行的神经行为学检测

评分结果显示，模型组和空载体组悬吊实验评

分均低于对照组，斜坡实验时间均长于对照组

（P<0.05）。NgR-siRNA 组悬吊实验评分高于模

型组和空载体组，斜坡实验时间较模型组和空载

体组明显缩短（P<0.05）；但同对照组比较差异

均无统计学意义（P>0.05）。旷场实验结果显示：

模型组和空载体组活动总路程、平均速度和跨格

次数均小于对照组，中心区活动时间和路程均大

于对照组（P<0.05）。NgR-siRNA 组活动总路程、

平均速度和跨格次数均大于模型组和空载体组，

中心区活动时间和路程明显少于模型组和空载体

组（P<0.05）；但与对照组比较差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 4~5。
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3　讨论

CNS 内少突胶质细胞的丢失、星形胶质细胞

过度增生及神经元的损伤是宫内感染所致脑损伤

早产儿发生远期神经系统后遗症的重要机制 [16]。

近年的研究发现，NgR 在成熟的 CNS 损伤后的修

复中具有至关重要的作用 [17-18]，而在啮齿动物 CNS

的发育过程中，NgR 在胚胎中的表达始于 13 d，

参与调控神经干细胞和少突胶质细胞的分化及

CNS 小胶质等免疫细胞的黏附和迁移，维持 CNS

发育的完整性 [6,19-20]。宫内感染时，胎儿或新生儿

CNS 内小胶质细胞的活化是导致早产和脑损伤发

生的关键因素 [21]，其关键机制是活化的小胶质细

胞抑制 OPCs 增殖、诱导 OPCs 凋亡导致髓鞘发育

障碍 [22]。本研究应用外源性 LPS 经孕母鼠腹腔注

射诱导早产，建立宫内感染所致早产大鼠脑损伤

模型，并以 RU486 诱导的单纯早产大鼠为对照，

结果发现：在 P3 时，模型组脑组织 NgR mRNA 的

表达、活性 RhoA 蛋白水平和小胶质细胞活化程度

均明显高于对照组；O4+ 的 OPCs 明显少于对照组；

脑室周围白质结构疏松、神经纤维紊乱，可见软

化灶。表明应用 LPS 可诱导宫内感染所致早产大

鼠发生脑损伤，且 NgR/RhoA 信号通路的激活、小

胶质细胞过度活化可能参与该病理损伤过程。

小分子 RNA 干扰是有效基因沉默技术，近年

来的研究表明在 CNS 其干扰抑制目标基因表达的

效能非常高 [23]。本研究结果发现：在 P3 时，NgR-
siRNA 组脑组织 NgR mRNA 表达量显著低于模型

组和空载体组，同对照组比较差异无统计学意义；

但至 P7、P14 时，各组间的比较差异无统计学意义。

表明经侧脑室一次性注射 NgR 特异性 siRNA 可有

效沉默 NgR 基因的表达 , 且干扰效能可持续一定

的时间。

在 CNS 中，除大脑皮层、海马神经元、脑桥

等表达 NgR[6]，OPCs、单核细胞和小胶质细胞均有

表达 [7,24]，通过其下游主要信号分子 RhoA 发挥调

控细胞增值、分化、凋亡 / 坏死等生物学作用 [17]。

Pedraza 等 [25] 研 究 发 现， 抑 制 RhoA 活 化 可 促 进

OPCs 的成熟和髓鞘形成。小胶质细胞的迁移、黏

附和活化与 NgR/RhoA 信号密切相关 [7]。本研究结

果 发 现： 在 P3、P7 时，NgR-siRNA 组 活 性 RhoA

蛋白水平和小胶质细胞活化程度均明显低于模型

组和空载体组，同对照组比较差异无统计学意义；

但至 P14 时，各组间比较差异无统计学意义。同

时，脑组织免疫荧光发现：在 P3 时，NgR-siRNA

组 O4+ 的三极形态和网状相连的多突起形态的细

胞明显多于模型组和空载体组，同对照组基本一

致；至 P7、P14 时，NgR-siRNA 组细胞多数呈网

状相连的多突起及片状形态，明显不同于模型组

和空载体组散在分布的不规则形态细胞。病理学

结果进一步证实，在 P14 时，NgR-siRNA 组脑室

周围白质神经纤维紊乱及结构疏松较轻，未见明

显软化灶。表明沉默 CNS NgR 基因表达，可有效

抑制 RhoA 蛋白的激活及小胶质细胞过度活化，促

进 OPCs 的分化和成熟减轻脑损伤。此外，有研究

已表明损伤的 OPCs 不仅导致髓鞘发育障碍，还改

变局部微环境，抑制神经元前体细胞的分化、增

殖 [26]。RhoA 信号在神经元的发育、存活及退变中

具有关键作用 [27]，高表达的 RhoA 可导致出生后皮

层神经元发生凋亡 [28]，抑制受损神经元轴突生长

和重塑 [20,29]。可见一定时间内沉默 NgR 基因的表

达在宫内感染所致早产大鼠脑损伤修复中可能具

有神经保护作用。

神经行为学检测是目前全面综合判断动物脑

损伤模型的常用方法，其中悬吊实验主要是反映

上肢及躯干平衡功能的情况，斜坡实验可以反映

大鼠的躯体运动功能的情况，旷场实验总路程和

平均速度以及跨格次数被视为反映大鼠自发运动

的主要数据，中心区运动时间和路程反映情绪及

认知功能 [14-15,30]。本研究对各组早产大鼠 P30 时

行神经行为学检测结果发现：模型组斜坡实验时

间、旷场实验中心区活动的时间和路程明显高于

对照组，悬吊实验评分、旷场实验活动总路程、

平均速度和跨格次数小于对照组，且差异有统计

学意义。表明脑损伤早产大鼠存在明显的躯体运

动功能、平衡能力、协调能力、环境适应能力及

认知能力的障碍。NgR-siRNA 组在悬吊实验评分

及旷场实验活动总路程、平均速度和跨格次数明

显大于模型组和空载体组；但在中心区活动的时

间和路程及斜坡实验时间上明显少于模型组和空

载体组；与对照组比较差异均无统计学意义。提

示 siRNA 沉默 NgR 基因表达可显著改善宫内感染

所致脑损伤早产大鼠的肌力、平衡能力、协调能力、

环境适应能力及认知能力。
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总之，早期经侧脑室一次性注射 NgR 特异性

siRNA 可有效沉默 CNS NgR 基因表达，通过 RhoA

信号，抑制小胶质细胞活化、促进 OPCs 分化和成

熟及神经元轴突生长和重塑，在宫内感染所致早

产大鼠脑损伤修复中发挥神经保护作用。
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