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17β- 雌二醇抑制高氧所致少突前体细胞凋亡

王华　母得志

（四川大学华西第二医院儿科 / 新生儿出生缺陷与相关妇儿疾病教育部重点实验室，四川 成都　610041）

［摘要］　目的　探讨高氧及配对免疫球蛋白样受体 B（PirB）对大鼠体外少突前体细胞（OPCs）的影响，

以及 17β 雌二醇（E2）的保护作用。方法　用逆转录定量酶联反应（RT-qPCR）检测 OPCs 的 PirB mRNA 和蛋白表达，

用 siRNA 沉默 OPCs 的 PirB，高氧刺激后再用 E2 处理，通过 3-（4,5- 二甲基噻唑 -2）-2,5- 二苯基四氮唑溴

盐（MTT）比色法和流式细胞术测定 OPCs 细胞存活率和凋亡率。结果　高氧导致 OPCs 凋亡增加和活性降低，

E2 能够明显下调 PirB 的表达，E2 处理或沉默 PirB 能够明显减少高氧所致的 OPCs 凋亡、增加细胞存活率。

结论　高氧导致 OPCs 的凋亡，而 E2 能够保护高氧所致的 OPCs 凋亡。

［中国当代儿科杂志，2016，18（7）：650-655］

［关键词］　高氧；17β- 雌二醇；凋亡；配对免疫球蛋白样受体 B；少突前体细胞；大鼠

17β-estradiol suppresses hyperoxia-induced apoptosis of oligodendrocyte precursor 
cells through paired-immunoglobulin-like receptor B
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Abstract: Objective    To study the effect of hyperoxia and paired immunoglobin-like receptor B (PirB) on rat 
oligodendrocyte precursor cells (OPCs) in vivo and the neuroprotective effects of 17β-estradiol (E2) on these cells. 
Methods    Rat OPCs were treated with different concentrations of E2 and the cells were harvested for RT-qPCR analysis 
at different time points. PriB was silenced with small interfering siRNA. The effects of E2 treatment and silencing of 
PriB on OPCs viability and apoptosis under hyperoxic stimulation were detected using 3-(4,5-dimethylthi-azol-2-yl)-2
,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay and flow cytometry analysis. Results    Hyperoxia induced apoptosis in 
OPCs and decreased their viability. E2 treatment markedly down-regulated the expression of PirB. E2 treatment or PirB 
silencing markedly decreased hyperoxia-induced apoptosis and increased cell viability in OPCs. Conclusions    E2 can 
protect OPCs from hyperoxia-induced apoptosis.                                   [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(7): 650-655]
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随着新生儿重症监护技术的进步，尤其是新

生儿复苏、呼吸支持的发展，极低出生体重儿 ( 出

生体重 <1 500 g）和超早早产儿（出生胎龄 <28 周）

的存活率得以提高；然而，他们的神经系统预后

并未明显改善 [1]。大脑的主要发育阶段是胎儿期

23~32 周，这一阶段也正是少突细胞发育的关键时

期 [2]。有报导表明，约 40% 的超早早产儿可能有

神经系统缺陷，影响运动及感知功能。不仅缺氧

可能引起早产儿脑损伤，高氧也可导致脑损伤。

一些报道表明高氧是导致神经细胞发育阶段凋亡

的重要原因 [3]。已经有证据表明，支气管肺发育不

良或视网膜病的早产儿有较高的神经系统损伤风

险 [4]。 

配对免疫球蛋白样受体 B（paired immunoglobin 

like receptor B, PirB）是髓鞘抑制因子的另一个功

能性受体。已有动物实验表明，抑制 PirB 可以促
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进损伤脊髓的再生 [5]。我们最近的动物实验也证明

缺氧脑损伤中 PirB 的表达增加，并且 PirB 的增加

可能会抑制神经再生 [6]。

母孕期 17-β 雌二醇（E2）水平几乎增加了

100 倍，导致胎儿体内的雌激素水平也增加。E2

是神经保护剂，一些缺氧缺血和毒性实验模型已

经证实了 E2 的神经保护作用。E2 在神经系统发

育和功能上，尤其是在脑室周围前体细胞分化过

程中发挥着重要的作用，在发育的不同阶段影响

细胞凋亡 [7-10]。但出生后 24 h 内，新生儿体内的

E2 水平迅速下降，早产儿的下降则出现得更早，

这可能使 E2 的神经保护作用不足 [11-12]。

凋亡是高氧所致脑损伤的重要机制 [12]，脑室

周围白质软化（periventricular leukomalacia, PVL）

是早产儿脑损伤的主要形式，而少突前体细胞

（oligodendrocyte precursor cells, OPCs） 是 PVL 的

主要靶细胞。Riddle 等 [13] 在胎羊脑损伤模型的研

究发现，白质损伤的严重程度与 OPCs 数目密切相

关。但高氧是否导致 OPCs 凋亡，高氧时 OPCs 的

PirB 表达情况，以及 E2 与 OPCs 凋亡之间的相互

关系尚未阐明。

1　材料与方法

1.1　动物

20 只 2 d 龄 SD 大鼠，购自四川大学实验动物

中心。动物的喂养、保存及手术均遵守国际动物

保护法和四川大学伦理委员会规定，符合动物伦

理学标准。

1.2　少突前体细胞的原代培养

参 考 Chen 等 [14] 的 方 法 分 离 原 代 OPCs。SD

大鼠在乙醚（Sigma-Aldrich, USA）深度麻醉下断

头处死，剪开颅骨、剥除脑膜、分离出皮质，冰

预 冷 的 Hank's（Gibco, USA） 缓 冲 液 漂 洗 两 次，

37℃、0.01% 胰蛋白酶（碧云天，中国南通） 和 

DNase（碧云天，中国南通）孵化 15 min，将组织

磨碎、40 μm 无菌过滤器过滤细胞，将细胞置于

含有 DMEM 和 20% FBS（Gibco, USA）的多 D 赖

氨酸包被的 T75 培养瓶中培养。第 10 天见胶质细

胞长出，其表面覆盖一层 OPCs。将培养瓶置于摇

床，200 转 /min 振荡 1 h，分离出死亡细胞和小神

经胶质细胞；换液，200 转 /min 振荡过夜，分离

OPCs。收集 OPCs 并将其植于不含血浆的 DMEM

中培养（多 D 赖氨酸包被培养皿），同时加入 E2

及生长因子（PDGF-AA 和 bFGF）。诱导分化后移

除生长因子，加入神经营养因子（CNTF）。

1.3　药物处理

在 OPCs 培养基中加入 E2（终浓度为 10-6、

10-7、10-8、10-9 、10-10 mol/L），0 h、8 h、16 h、

24 h、48 h 后收集细胞，使用逆转录定量酶联反

应（RT-qPCR）检测 PirB mRNA 表达。E2 以 PirB 

mRNA 水平最低时作为最佳浓度。

1.4　PirB 小分子干扰 RNA（siRNA）和转染

PirB siRNA（5'-GTGTTCAGTTGTTCCCTTGA

CATGA-3'）和阴性对照 siRNA 购于上海吉马生物

有限公司（上海，中国）。根据说明书，用脂质

体 2 000（Invitrogen, USA）融合 50% 细胞并转染

100 nmol/L siRNA。

1.5　实验分组

实验分为 8 组：（1）常氧加阴性 siRNA 组：

细 胞 在 常 氧 情 况 下 转 染 阴 性 对 照 siRNA， 培 养

24 h，然后继续常氧下培养 24 h；（2）高氧加阴

性 siRNA 组：细胞首先在常氧下转染阴性 siRNA，

培 养 24 h， 继 而 在 高 氧 下 培 养 24 h；（3） 常

氧加 PirB siRNA 组：常氧下 PirB siRNA 转染细胞

并培养 24 h，然后常氧下继续培养 24 h；（4）高

氧加 PirB siRNA 组：常氧下 PirB siRNA 转染细胞

并培养 24 h，然后高氧下培养 24 h；（5）常氧加

E2 组：细胞中加入 E2，常氧培养 48 h；（6）高

氧加 E2 组：细胞在常氧下加入 E2，培养 24 h，

然后高氧下继续培养 24 h；（7）常氧加生理盐水

组：细胞在常氧下加入与 E2 等体积的生理盐水，

培养 48 h；（8）高氧加生理盐水组：细胞在常氧

情况下加入与 E2 等体积的生理盐水，培养 24 h 后

改为高氧培养 24 h。每组均 5 个复孔。

高氧培养是指细胞在 37℃，80% O2，5% CO2

和 15% N2 中 孵 化； 常 氧 培 养 即 细 胞 在 37 ℃，

<21% O2 和 5% CO2 中孵化。E2 组的 E2 终浓度为

10-7 mol/L。

1.6　RT-qPCR 检测 PirB mRNA 水平

每 组 取 6×105 个 细 胞， 离 心，PBS 洗 两

次， 冰 Trizol（Invitrogen, USA） 裂 解 细 胞， 提 取

RNA，使用 PrimeScript RT 逆转录试剂盒（Takara

生物公司，中国大连）将 RNA 逆转录为 cDNA。
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使 用 Mx3000P 实 时 PCR 系 统（Stratagene, USA）

和 SYBR Premix Ex TaqII PCR 试剂盒（Takara Bio, 

Inc.）将相同量的 cDNA 作为 RT-qPCR 的模板检测

PirB mRNA 表达。基因表达的褶皱感应使用 2-ΔΔCt 

方法计算。

1.7　3-（4,5- 二甲基噻唑 -2）-2,5- 二苯基四

氮唑溴盐（MTT）法分析 OPCs 活性

各 组 OPCs 细 胞 孵 化 48 h 后， 每 个 孔 内 加

入 20 μL（5 mg/mL）MTT， 继 续 孵 化 4 h， 继 而

200 μL DMSO 加入每孔，4 h 后读取器（multiscan 

MK3, USA）读取 570 nm 波长的 OD 值，并计算细

胞存活率。

1.8　流式细胞仪分析 OPCs 的凋亡

OPCs 种于 6 孔板（106 / 孔），冰 PBS 洗两次，

缓冲液（南京凯基公司）重新调整细胞浓度至 104 

/ 孔，加入 10 μL 荧光标记的膜联蛋白 -V 和 10 μL 

3 mmol/L 的碘化丙啶（PI），15 min 室温孵化，暗

室内洗涤后行流式细胞仪（BD Accuri™ C6, USA）

分析。

1.9　Western blot 检测 PirB 蛋白表达

       在 RIPA 分析缓冲液中对细胞进行溶解，并且

加入酶抑制剂处理 5 s，12 000 转 /min、4℃离心

20 min，取上清 -80℃保存待用。溶菌产物蛋白

（50~60 μg 总蛋白）在 10% SDS-PAGE（碧云天，

中国南通）上进行电泳分离，转膜（Pall, USA），

用 5% 脱脂干奶粉在 TBS-T 中 37℃封闭膜 1 h，再

加入兔抗 PirB 多克隆抗体（1 : 1 000）4oC 孵化过

夜。TBS-T 洗膜 3 次，用辣根过氧化物酶标记的羊

抗兔 IgG（1 : 20 000）（博士得生物公司，中国武

汉）37℃孵化 1 h，TBS-T 洗膜 3 次。使用信号底

物（Thermo Fisher Scientific, USA）观察蛋白条带，

用 Pro-Plus 6.0 软件对膜照相后的胶片进行扫描和

密度定量分析。蛋白表达结果用目标蛋白 / 参考蛋

白比值表示。

1.10　统计学分析

使用 SPSS 16.0 统计软件进行数据处理。计量

资料用均数 ± 标准差表示，各组间的比较采用 t
检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　17β- 雌二醇对少突前体细胞的抑制作用

E2 浓 度 为 10-7 mol/L、 孵 化 24 h 的 PirB 

mRNA 表达最低，见图 1。因此，以 10-7 mol/L 作

为 E2 的最佳浓度，24 h 作为最佳处理时间。

图 1　少突前体细胞在雌二醇（E2）不同浓度、不同时间作用下的配对免疫球蛋白（PirB mRNA）相对表

达（n=5）　　A~E：不同浓度 E2（10-10，10-9，10-8，10-7，10-6 mol/L）处理后的 PirB mRNA 表达。a 示与 0 h、8 h、16 h、

48 h 比，P<0.05；b 示与 0 h、8 h、16 h、48 h 比，P<0.01。F：不同浓度 E2 作用 24 h 后的 PirB mRNA 相对表达量。a 示与

10-10，10-9 mol/L 比，P<0.05；b 示与 10-10，10-9，10-8，10-6 mol/L 比，P<0.01。
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2.2　RT-PCR 和 Western blot 检 测 PirB siRNA

转染后的 PirB 表达

PirB siRNA 组的 PirB mRNA 明显低于阴性对

照组（P<0.05），见图 2A；PirB 蛋白表达量（165±

5）明显低于阴性对照组（661±13），差异有统

计学意义（P<0.05），见图 2B、C。

图 3　各组少突前体细胞存活率（n=5）　　a 示与常氧

阴性组比，P<0.05；b 示与高氧阴性组比，P<0.05；c 示与高氧生

理盐水组比，P<0.05。

图 4　流式细胞术检测各组少突前体细胞凋亡　　存活细胞：阴性染色，左下区；早期凋亡细胞：膜联蛋白 -V 阳

性和碘化丙啶阴性，右下区间；细胞凋亡晚期阶段：膜联蛋白 -V 和碘化丙啶阳性，右上区间。

图 2　RT-PCR 和 Western blot 检测 PirB siRNA 转染后的 PirB 表达（n=5）　　A：PirB mRNA 相对表达量。

B、C：PirB 蛋白表达。a 示与阴性对照相比，P<0.05。

2.3　各组少突前体细胞活性比较

高氧阴性组的细胞存活率低于常氧阴性组

（P<0.05），高氧 E2 组细胞存活率高于高氧生理

盐水组（P<0.05）；高氧 PirB siRNA 组的细胞存

活率高于高氧阴性 siRNA 组（P<0.05）。见图 3。

2.4　流式细胞术检测细胞凋亡率

高氧阴性 siRNA 组的总凋亡率比常氧阴性

siRNA 组 增 加（P<0.05）， 高 氧 PirB siRNA 组 的

总 凋 亡 率 低 于 高 氧 阴 性 siRNA 组（P<0.05）；

高氧加 E2 组的总凋亡率低于高氧加生理盐水组

（P<0.05）。见图 4~5。

常氧加阴性 siRNA 组

常氧加 E2 组 常氧加生理盐水组 高氧加生理盐水组高氧加 E2 组

高氧加阴性 siRNA 组 常氧加 PirB siRNA 组 高氧加 PirB siRNA 组

Pi
rB

 m
R

N
A

相
对

表
达

量

Pi
rB

蛋
白

相
对

表
达

量

1.5

1.0

0.5

0

1.5

1.0

0.5

0

a
a

阴性对照 阴性对照siRNA siRNA

阴性对照 siRNA

PirB

GAPDH

A B C

常
氧

PirB

常
氧

E2

高
氧

E2

常
氧

阴
性

常
氧

NS

高
氧

NS

高
氧

阴
性

高
氧

PirB

a
b

c

80

60

40

20

0

细
胞

存
活

率
（

％
）

PI
- A

PI
- A

PI
- A

PI
- A

PI
- A

PI
- A

PI
- A

PI
- A

FITC-A

FITC-A FITC-A FITC-A FITC-A

FITC-A FITC-A FITC-A

10
2.

4  1
03    

 1
04    

   
10

5    
   

10
6    

   
 1

07
10

2.
4  1

03    
 1

04    
   

10
5    

   
10

6    
   

 1
07

10
2.

4  1
03    

 1
04    

   
10

5    
   

10
6    

   
 1

07

10
2.

4  1
03    

 1
04    

   
10

5    
   

10
6    

   
 1

07

10
2.

4  1
03    

 1
04    

   
10

5    
   

10
6    

   
 1

07

10
2.

4  1
03    

 1
04    

   
10

5    
   

10
6    

   
 1

07

10
2.

4  1
03    

 1
04    

   
10

5    
   

10
6    

   
 1

07

10
2.

4  1
03    

 1
04    

   
10

5    
   

10
6    

   
 1

07

102.7        104       105       106        107.2

102.7        104       105       106        107.2

102.7        104       105      106        107.2

102.7        104       105      106        107.2 102.7        104       105      106        107.2 102.7        104       105      106        107.2

102.7        104       105      106        107.2 102.7        104       105      106        107.2



 第 18 卷 第 7 期

  2016 年 7 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.18 No.7

Jul. 2016

·654·

图 5　各组少突前体细胞凋亡率比较　　a 示与常氧阴性

组比，P<0.05；b 示与高氧阴性组比，P<0.05；c 示与高氧 NS 组比，

P<0.05；d 示与常氧 NS 组比，P<0.05。

3　讨论

随着新生儿重症监护技术的提高，早产儿

存活率逐渐增高，但是极低出生体重儿和超早

早产儿在学龄期发生神经发育损伤仍然较为普

遍 [15]。目前对于早产儿如此高的神经发育损伤

（neurodevelopmental impairment, NDI） 发 生 率 原

因尚不十分清楚，但是早产儿在 NICU 常常高浓

度吸氧，这对于肺和视网膜的损伤已经十分明

确了 [16-18]，而肺发育损伤（支气管肺发育不良，

bronchopulmonary dysplasia, BPD） 或 视 网 膜 发 育

异常（早产儿视网膜病，retinopathy of prematurity, 

ROP）的早产儿发生 NDI 的危险率也常常增高 [17]。

近期有文献报道新生鼠高氧暴露后在成年阶段有

NDI 表现 [19-20]。而且临床随访同时发现很多早期高

浓度吸氧的极低出生体重儿远期均有运动或行为

方面的异常 [21]。

研究表明高氧是导致发育期脑组织神经细胞

广泛凋亡的重要原因。实验显示，高氧导致 7 d 龄

Wistar 大鼠和 C57/BL6 小鼠脑组织不同区域死亡退

化细胞增加，这些区域包括尾状核、前额 II 和 IV 层、

顶部、前扣带回皮层、脑室周围白质 [22]。

围生期脑损伤的神经病理学变化十分复杂，

根据患儿不同胎龄和不同发育阶段，会涉及到不

同部位脑灰质或白质结构的病理变化 [23]，脑室周

围白质软化是早产儿脑损伤的主要表现形式，在

脑发育的高峰期神经细胞最容易受到损伤，而人

类的这一高峰期从孕中期一直延续到生后第三年， 

PVL 损伤在人类发生的高峰期是胎龄 23~32 周，

这一期间恰好是少突前体细胞逐渐分化成熟的阶

段 [24]。因此我们拟通过实验证明高氧是否会导致

OPCs 的凋亡以及可能的机制。本课题组前期已证

实 PirB 这种表达于髓鞘细胞上的受体有抑制神经

再生的作用 [6]，另外一些研究表明神经活性激素包

括 E2，能够保护神经元免于多种危险因素的伤害
[18]。因此本研究力图探讨高氧、PirB 和 E2 治疗与

OPCs 凋亡之间的关系。

本研究首先证明了高氧增加 OPCs 凋亡，减少

其存活率，这与 Miller 等 [22]、Sosa 等 [23] 的实验一致。

第二，PirB 的表达增加了 OPCs 的凋亡，这也同样

与本课题组之前的实验结果一致 [6]，表明 PirB 蛋

白在损伤新生鼠脑组织中明显增加；第三，E2 能

够帮助保护高氧所致的细胞损伤。已有实验证实

E2 似乎特别能够保护皮层和海马神经元的缺氧损

伤 [10]，而本研究结果进一步表明 E2 同时能够对高

氧产生的神经细胞损伤加以保护，而且沉默 PirB

能够保护高氧所致的 OPCs 细胞损伤。

从试验结果我们推测在高氧应激损伤脑白质

后，PirB 水平增加可促进 OPCs 凋亡，根据 E2 能

够保护高氧所致的细胞损伤，假设 E2 治疗可能是

通过沉默 PirB 基因致 PirB 表达下调，进而减少高

氧所致的 OPCs 凋亡，但是由于试验中没有涉及

到 E2 治疗与 PirB 基因沉默之间的关系研究，因此

E2 治疗减少高氧所致 OPCs 凋亡与 PirB 表达之间

是否有这样的关系，尚需我们进一步探讨。
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