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普仑司特对脑室周围白质软化新生大鼠的作用
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［摘要］　目的　探讨普仑司特（Pran）对脑室周围白质软化（PVL）新生大鼠的作用。方法　将 3 日龄

大鼠随机分为假手术（Sham）组、PVL 组和 Pran 组。通过右侧颈总动脉结扎及术后缺氧建立 PVL 模型，Sham

组大鼠仅游离右侧颈总动脉，不予结扎，也不进行缺氧处理。Pran 组缺氧后经腹腔注射 Pran（0.1 mg/kg），每

12 h 注射 1 次，连续注射 3 d，Sham 组和 PVL 组分别给予等量生理盐水腹腔注射。造模后 14 d，通过苏木精 -

伊红染色法观察脑组织病理变化，免疫荧光染色法检测脑组织髓鞘碱性蛋白（MBP）表达（n=8），免疫印迹

法测定环核苷酸磷酸二酯酶（CNPase）、MBP 和 G 蛋白偶联受体 17（GPR17）表达（n=8）。造模后 21 d，应

用 Morris 水迷宫实验评价各组大鼠的学习记忆能力（n=8）。结果　HE 染色结果表明：PVL 组与 Sham 组比较

脑白质出现明显病理性改变，Pran 组病理变化较 PVL 组明显改善。免疫荧光结果显示：PVL 组 MBP 平均荧光

强度低于 Sham 组，Pran 组 MBP 平均荧光强度高于 PVL 组（P<0.05）。Western blot 结果显示：PVL 组 MBP 和

CNPase 蛋白相对表达均低于 Sham 组，GPR17 蛋白相对表达高于 Sham 组（P<0.05）；Pran 组 MBP 和 CNPase

蛋白相对表达均高于 PVL 组，GPR17 蛋白相对表达低于 PVL 组（P<0.05）。Morris 水迷宫实验结果显示：PVL

组与 Sham 组比较，逃避潜伏期延长，穿越平台次数减少；Pran 组与 PVL 组比较，逃避潜伏期缩短，穿越平台

次数增加（P<0.05）。结论　Pran 可减轻 PVL 新生大鼠的脑损伤，促进髓鞘形成，改善远期学习记忆能力。其

作用机制可能与下调 GPR17 的表达有关。                              ［中国当代儿科杂志，2020，22（6）：656-661］
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Effect of pranlukast on neonatal rats with periventricular leukomalacia
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Abstract: Objective    To study the effect of pranlukast (Pran) on neonatal rats with periventricular leukomalacia 
(PVL). Methods    The rats, aged 3 days, were randomly divided into a sham-operation group, a PVL group, and a Pran 
group. A rat model of PVL was prepared by right common carotid artery ligation and postoperative hypoxia. The rats in 
the sham-operation group were given isolation of the right common carotid artery without ligation or hypoxic treatment. 
The rats in the Pran group were given intraperitoneal injection of Pran (0.1 mg/kg) once every 12 hours, for 3 consecutive 
days, and those in the sham-operation group and the PVL group were given intraperitoneal injection of an equal volume 
of normal saline. On day 14 after modeling, hematoxylin-eosin (HE) staining was used to observe the pathological 
changes	of	brain	tissue;	immunofluorescent	staining	was	used	to	measure	the	expression	of	myelin	basic	protein	(MBP)	
in brain tissue (n=8); Western blot was used to measure the expression of cyclic nucleotide phosphodiesterase (CNPase), 
MBP, and G protein-coupled receptor 17 (GPR17) (n=8). On day 21 after modeling, Morris water maze test was used 
to evaluate the learning and memory abilities of rats in each group (n=8). Results    The results of HE staining showed 
that the PVL group had greater pathological changes of white matter than the sham-operation group, and compared 
with the PVL group, the Pran group had a significant improvement in such pathological changes. The results of 
immunofluorescence	assay	showed	that	the	PVL	group	had	a	lower	mean	fluorescence	intensity	of	MBP	than	the	sham-
operation group (P<0.05),	and	the	Pran	group	had	a	higher	mean	fluorescence	intensity	of	MBP	than	the	PVL	group	
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脑室周围白质软化（periventricular leukomalacia, 

PVL）是早产儿脑损伤中最常见的类型之一，早产

儿 PVL 的发病机制主要是宫内感染 / 炎症反应、

缺氧等危险因素导致少突胶质细胞成熟受损和髓

鞘化程度降低，造成脑白质损伤 [1]。目前对于早产

儿 PVL，国内外没有统一、有效的治疗方案。近

年来，不断有研究证明移植的少突胶质前体细胞

或激活的胶质源性祖细胞能够在损伤区域存活，

但绝大多数并不能分化为成熟少突胶质细胞，而

保持在前体细胞阶段 [2-3]。因此寻找一种促进内源

性少突胶质前体细胞存活、分化及髓鞘形成的方

法来治疗早产儿脑白质损伤是目前研究的重点。

G 蛋白偶联受体 17（GPR17）是 G 蛋白偶联

受体家族的一员，可被尿嘧啶核苷酸和半胱氨酰

白三烯（CysLT）受体家族双重激活，在脑损伤中

高表达，激活的 GPR17 可以抑制少突胶质前体细

胞的分化成熟，导致髓鞘生成障碍 [4]。本课题组

前期研究发现 GPR17 在 PVL 大鼠脑组织中表达

上调，可能是导致 PVL 大鼠少突胶质细胞成熟障

碍、髓鞘缺失和脑白质损伤的危险因素。普仑司

特（pranlukast, Pran）作为 CysLT 受体拮抗剂，被

证明可以下调 CysLT 激活的 GPR17 表达 [5]。本实

验通过应用 Pran 对 GPR17 表达的影响，初步探讨

Pran 对 PVL 新生大鼠的脑白质损伤的作用，为临

床应用普仑司特治疗早产儿 PVL 提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物

清 洁 级 新 生 3 日 龄 Sprague-Dawley（SD） 大

鼠，雌雄不限，由徐州医科大学动物实验中心提

供。将大鼠随机分为假手术（Sham）组、PVL 组

和 Pran 组，每组 24 只。所有新生大鼠置于室温，

相对湿度 60%~70%，由母鼠自由喂养。各组实验

动物因死亡未达到样品量时采用随机抽样方式补

足并重新造模。

1.2　模型制作

PVL 模型参照文献 [6] 制作，PVL 组和 Pran 组

大鼠麻醉后固定，行颈部正中切口，游离右侧颈

总动脉，避免损伤迷走神经，用碘伏浸泡过的 6-0
号缝合线，结扎动脉，术毕，用 8-0 号可吸收缝合

线缝合伤口，给予碘伏消毒伤口。随后放入 37℃

的 恒 温 缺 氧 箱（8%O2 和 92%N2） 中 缺 氧 2 h。

Sham 组大鼠仅在麻醉后游离右侧颈总动脉，但不

予结扎，也不进行缺氧处理。造模后将各组新生

大鼠放回母鼠笼中继续喂养。Pran 组大鼠缺氧后

经腹腔注射 Pran（日本 TCI 公司）0.1 mg/kg，每

12 h 注射 1 次，连续注射 3 d，Sham 组和 PVL 组

大鼠分别在同时间点给予等量生理盐水腹腔注射。

1.3　脑组织切片制备

每组于造模后 14 d 取 8 只大鼠，腹腔注射苯

巴比妥麻醉，剪开胸腔，充分暴露心脏，将灌注

针从心尖部插入左心室，剪破右心耳，先用 0.9% 

NaCl 溶液灌注至流出液变清后停止灌注，再用 4℃

预冷的多聚甲醛溶液灌注至大鼠四肢僵硬即可停

止，取出脑组织，将其放入 4% 多聚甲醛中固定

24 h，次日换 30% 蔗糖溶液脱水至脑组织沉底，

脱水脑组织用冰冻切片机以视交叉与乳头体的中

部为切面进行冠状切片，制成 20 μm 的冰冻切片

用于免疫荧光和苏木精 - 伊红（HE）染色。

1.4　HE 染色观察大鼠脑组织病理改变

将切片经梯度浓度酒精脱水，滴加苏木素染

液，室温孵育 5 min，切片用去离子水水洗，分化

液分化 30 s 后，再用去离子水浸泡 10 min，滴加

伊红染液，室温孵育 2 min。切片经去离子水冲洗，

梯度酒精脱水，中性树胶封片，于显微镜下观察

拍照。

(P<0.05).	Western	blot	showed	that	compared	with	the	sham-operation	group,	the	PVL	group	had	significantly	lower	
relative expression of MBP and CNPase (P<0.05)	and	significantly	higher	relative	expression	of	GPR17	(P<0.05), and 
compared	with	the	PVL	group,	the	Pran	group	had	significantly	higher	relative	expression	of	MBP	and	CNPase	(P<0.05) 
and significantly lower relative expression of GPR17 (P<0.05). Morris water maze test showed that compared with 
the	sham-operation	group,	the	PVL	group	had	a	significant	increase	in	escape	latency	and	a	significant	reduction	in	the	
number	of	platform	crossings,	and	compared	with	the	PVL	group,	the	Pran	group	had	a	significant	reduction	in	escape	
latency	and	a	significant	increase	in	the	number	of	platform	crossings	(P<0.05). Conclusions    Pran can alleviate brain 
damage, promote myelination, and improve long-term learning and memory abilities in neonatal rats with PVL, possibly 
by reducing the expression of GPR17.                                                    [Chin J Contemp Pediatr, 2020, 22(6): 656-661]
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1.5　免疫荧光检测

取冰冻切片在室温下复温，放入 0.01 mol/L 

PBS 中 5 min 后取出，甩去多余 PBS；滴加封闭液

（5%BSA+0.3%TritonX-100） 在 37 ℃ 恒 温 培 养 箱

中孵育 1 h，甩去多余封闭液；滴加一抗髓鞘碱性

蛋白（MBP）（美国 Abcam 公司）1 : 500，PBS 稀

释，4℃过夜；取切片滴加 TRITC 标记羊抗兔荧光

二抗（美国 Proteintech 公司），按 1 : 400 比例稀

释，室温孵育 1 h；用 0.01 mol/L PBS 冲洗 3 次后，

滴加 DAPI 复染，冲洗后用抗荧光淬灭剂封片，正

置荧光显微镜观察拍照。每组 8 只大鼠，每只大

鼠脑组织随机选 3 张切片，应用 Image-Pro Plus 6.0

图像处理软件，计算 200 倍镜下胼胝体部位髓鞘

碱性蛋白（MBP）的平均荧光强度，单位为积分

光密度（IOD）/mm2。

1.6　Western blot 检测

每组于造模后 14 d 取 8 只大鼠，用腹腔注射

苯巴比妥麻醉大鼠后浸泡在酒精中消毒，断颈处

死，在冰盒上快速取出手术侧（右侧）大脑半球，

去除嗅球、皮质等，保留胼胝体和纹状体部分脑

组织，放入标记好的离心管中，裂解脑组织后取

上清液离心，用双肌球蛋白酸（BCA）法测定蛋白

浓度。制备分离胶和浓缩胶，取等量蛋白样品加

样；经电泳、转膜后将蛋白转到硝酸纤维（NC）

膜上，用脱脂奶粉封闭 2 h；在 NC 膜上滴加一

抗 兔 抗 MBP（1 : 1 000）、 环 核 苷 酸 磷 酸 二 酯 酶

（CNPase）（1 : 500）、GPR17（1 : 500）和 β-tubulin

（1 : 1 000）4℃孵育过夜，之后在 NC 膜上滴加山

羊抗兔二抗（1 : 1 000），室温避光孵育 2 h；采用

Image J 软件分析条带灰度值（β-tubulin 为内参对

照），计算 MBP、CNPase、GPR17 的相对表达量。 

1.7　Morris 水迷宫实验

每组剩余的大鼠（n=8）继续喂养至造模后

21 d， 行 Morris 水 迷 宫 实 验。Morris 水 迷 宫 由 黑

色圆筒状装置、平台、摄像头及电脑输出设备组

成，圆筒装置内设有 4 个象限，平台放在 1 个固

定象限中。实验前在圆筒内注入清水至平台上方

2 cm，水温控制在 23~25℃间。定位航行实验：于

造模后 21 d 开始连续 4 d 对大鼠进行训练，将大

鼠分别从 4 个象限入水点放置水中，记录其在 90 s

内找到平台并爬上平台的时间作为逃避潜伏期，

并让其停留 20 s；如未找到，将其置于平台上 10 s

以加强其记忆，此时逃避潜伏期记为 90 s；每只大

鼠每天进行 4 次实验，连续进行 4 d，记录各组数

据平均值。空间探索实验：实验第 5 天，撤去平台，

将大鼠分别从 4 个象限放入水中，观察大鼠在 60 s

内穿越平台位置的次数，取其平均值作为穿越平

台次数纳入后续分析。

1.8　统计学分析

采用 SPSS 22.0 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，两

组均数比较采用 t 检验；多组间比较采用方差分析，

组间两两比较采用 LSD-t 法。P<0.05 为差异有统

计学意义。

2　结果

2.1　Pran 对脑白质损伤的病理影响

3 日龄新生大鼠于造模后 14 d 进行脑组织病

理检查（图 1）。结果显示 Sham 组大鼠脑皮质和

白质未发现病理改变，神经纤维排列致密，走向

整齐。PVL 组大鼠脑皮质下和脑室周围白质病变

明显，组织结构疏松，神经纤维呈网状、走向紊乱、

可见囊性空洞。Pran 组大鼠的脑损伤情况较 PVL

组明显改善，脑室周围白质疏松和神经纤维紊乱

情况明显好转，部分脑白质结构接近正常。

2.2　免疫荧光检测 MBP 的表达

新生大鼠大脑胼胝体区 MBP 免疫荧光结果

表明：各组 MBP 表达水平比较差异有统计学意义

（F=771.70，P<0.001）。与 Sham 组（40.80±0.25）

比较，PVL 组的 MBP 平均荧光强度（23.78±0.41）

减弱，表达水平降低（P<0.001）；与 PVL 组比较，

Pran 组的 MBP 平均荧光强度（34.75±0.24）增强，

表达水平升高（P<0.05）。见图 2。

2.3　Western blot 检测 MBP、GPR17 及 CNPase

的表达变化

Western blot 结 果 表 明： 与 Sham 组 比 较，

PVL 组 MBP 和 CNPase 蛋 白 的 相 对 表 达 量 减 少

（P<0.05），GPR17 蛋白相对表达量增多（P<0.05）；

与 PVL 组比较，Pran 组 MBP 和 CNPase 蛋白的相

对表达量增多（P<0.05），GPR17 蛋白相对表达

量减少（P<0.05）。见图 3，表 1。
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2.4　Morris 水迷宫实验结果

训 练 第 1~4 天， 与 Sham 组 比 较，PVL 组 大

鼠的逃避潜伏期均延长（P<0.05）；与 PVL 组比

较，Pran 组大鼠的逃避潜伏期均缩短（P<0.05）

（表 2）。实验第 5 天，各组大鼠穿越平台次数比

较差异有统计学意义（F=12.59，P<0.001）；与

Sham 组（2.88±0.83）比较，PVL 组大鼠穿越平台

次数（1.00±0.28）减少（P<0.05）；与 PVL 组比

较，Pran 组大鼠穿越平台次数（1.86±0.23）增加

（P<0.05）。

表 1　各组 MBP、CNPase、GPR17 蛋白相对

表达水平比较　（x±s，n=8）

组别 MBP CNPase GPR17

Sham 组 0.972±0.042 0.967±0.025 0.501±0.034

PVL 组 0.543±0.041a 0.548±0.038a 1.003±0.045a

Pran 组 0.887±0.337b 0.813±0.032b 0.647±0.024b

F 值 235.565 305.641 368.993

P 值 <0.001 <0.001 <0.001

注：[MBP] 髓鞘碱性蛋白；[CNPase] 环核苷酸磷酸二酯酶；
[GPR17] G 蛋白偶联受体 17。a 示与 Sham 组比较，P<0.01；b 示
与 PVL 组比较，P<0.05。

图 1　各组新生大鼠光镜下脑白质病理变化（苏木精 - 伊红染色，×400）　　Sham 组未见明显病理改变，

细胞形态正常，神经纤维排列致密。PVL 组部分细胞坏死，组织结构疏松，可见囊性空洞。Pran 组较 PVL 组有明显改善，

细胞形态接近正常，空洞减少，神经纤维排列较整齐。

图 2　各组新生大鼠脑组织胼胝体区 MBP 表达变化（免疫荧光，×200）　　PVL 组 MBP 荧光强度低于

Sham 组；Pran 组 MBP 荧光强度高于 PVL 组。MBP 阳性表达呈绿色荧光。

图 3　Western blot 检测各组 MBP、CNPase、GPR17

蛋白相对表达电泳图

MBP

CNPase

GPR17

β-tubulin

Sham 组   PVL 组   Pran 组

Sham 组

Sham 组

PVL 组

PVL 组

Pran 组

Pran 组



 第 22 卷 第 6 期

  2020 年 6 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.22 No.6

June 2020

·660·

3　讨论

早产儿 PVL 主要以少突胶质前体细胞丢失、

分化成熟障碍为特点，导致髓鞘发育障碍，造成

如认知、运动及视听障碍 [7]。新生大鼠生后 3~7 d

神经系统发育成熟度相当于人类胚胎 23~36 周 [8]。

3 日龄是新生大鼠脑白质损伤主要时间窗，相当于

胎龄 32 周以下的早产儿 PVL 的好发期 [9]。本实验

通过结扎 3 日龄新生大鼠右侧颈总动脉后缺氧 2 h

制作 PVL 模型，HE 染色结果显示 PVL 组大鼠脑

白质区域结构疏松、神经纤维呈网状、可见囊性

空洞，免疫荧光结果显示髓鞘形成障碍，其表现

与早产儿 PVL 损伤特点相符，提示造模成功。

G 蛋白偶联受体家族是目前研究发现的最大

的膜受体家族，在细胞信号转导和生命活动中有

重要作用，并且是药物常见的靶向目标 [10]。研

究发现其中的 GPR17 在缺血性损伤的脑、心脏

和肾脏中高表达，在中枢神经系统内主要在神经

元、少突胶质前体细胞和室管膜细胞中表达 [11]。

GPR17 通过抑制蛋白激酶 A 和胞内第二信使环

磷酸腺苷的激活负性调控少突胶质细胞的分化成

熟，使少突胶质细胞的发育停滞于未成熟阶段 [12]。

在脑卒中和多发性硬化症模型中，可以通过抑制

GPR17 的表达，促进髓鞘再生，减轻脑损伤 [13-14]。

这 提 示 可 以 通 过 药 物 或 GPR17 基 因 干 扰 阻 断

GPR17 的激活，促进少突胶质细胞的正常分化，

改善脑白质损伤，成为早产儿 PVL 的潜在治疗靶

点。CysLT 能激活 GPR17，CysLT 受体拮抗剂 Pran

可 以 阻 断 CysLTs 引 起 的 GPR17 激 活 [15]。 目 前

Pran 和 GPR17 的研究主要在成熟脑白质损伤中进

行，而本研究观察应用 Pran 在未成熟脑白质损伤

动物模型中对 GPR17 的表达及少突胶质细胞分化

成熟的影响。

表 2　各组大鼠逃避潜伏期比较　（x±s，n=8）

组别 第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天

Sham 组 60.7±4.1 34.2±2.7 16.7±4.9 9.4±3.1

PVL 组 85.3±4.8a 60.6±5.5a 49.9±4.6a 33.1±3.7a

Pran 组 69.6±9.0b 42.7±4.1b 31.6±6.9b 19.4±5.4b

F 值 30.70 79.46 72.02 64.60

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注：a 示 与 Sham 组 比 较，P<0.01；b 示 与 PVL 组 比 较，
P<0.05。

CNPase 和 MBP 分别是少突胶质细胞和髓鞘

的特异性标志物，其变化可以反映少突胶质细胞

和髓鞘结构的损伤范围和程度 [16]。本实验中，与

PVL 组相比，Pran 组大鼠脑白质损伤明显减轻，

MBP 平均荧光强度增加，MBP、CNPase 相对表达

量明显增多，GPR17 相对表达量明显减少。这些

结果提示 Pran 可能通过下调 GPR17 的表达，从而

促进 PVL 组新生大鼠少突胶质细胞的存活，改善

髓鞘形成不良，减轻了缺氧缺血引起的脑白质损

伤。Morris 水迷宫实验是用于研究大鼠空间学习记

忆的实验，主要由定位航行和空间探索实验组成。

定位航行实验中逃避潜伏期越短，说明其学习记

忆能力越好。空间探索实验中，穿越平台次数越多，

说明其空间学习记忆能力越好 [17]。实验结果表明，

Pran 的应用减少了 PVL 组大鼠的逃避潜伏期，增

加了其穿越平台次数，这提示 Pran 对 PVL 大鼠远

期学习记忆能力有较好的提升。

综上所述，本研究发现应用 Pran 对 PVL 新生

大鼠有保护作用，其作用机制可能与下调 GPR17

的表达，促进少突胶质细胞分化成熟和髓鞘再生

有关。本研究结果不仅提示 GPR17 可作为早产儿

脑白质损伤的潜在治疗靶点，也为临床应用 Pran

治疗早产儿 PVL 提供理论支持和实验依据。
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