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&&!摘&要"&目的&VS1@" 被认为是内质网应激的一个敏感标志)F3J03J.M!# 是内质网应激诱导调亡的关键分

子( 该研究探讨新生大鼠脑白质损伤时VS1@" /S89和F3J03J.M!# /S89表达的变化及F3J03J.M!# 介导的内质网

应激在脑白质损伤中的作用( 方法&进入实验的大鼠共 %? 只)实验组和对照组各 >% 只)实验组制备脑白质损伤

动物模型)分别于缺氧缺血后 $)#)>)?)!#)#> ( 及 @# ( 处死)苏木精M伊红染色观察脑组织病理学变化)实时 1'S

技术检测VS1@" /S89及F3J03J.M!# /S89表达变化( 结果&与对照组相比)实验组VS1@" /S89在缺氧缺血后

# (表达开始上升)? (达峰值)缺氧缺血后 #)>)?)!#)#>)@# (表达均增加$Cg$7$D%( 实验组F3J03J.M!# /S89在

缺氧缺血后 ? (开始表达上调)缺氧缺血后 ?)!#)#> (均增加$Cg$7$D%( 结论& 新生大鼠脑白质损伤时)实验组

VS1@" /S89及F3J03J.M!# /S89表达较对照组显著升高)且表达升高有时序性( 表明缺氧缺血导致内质网应激反

应被激活)内质网应激可能是新生大鼠脑白质损伤的发病机制之一( !中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&&#$ '&#M"

!关&键&词"&脑白质损伤#'3J03J.M!##VS1@"#内质网应激#新生大鼠

!中图分类号"&S<==&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!$$" <""=$$#$$%%$" <$?%! <$>

W;E01..)-,-<NBFU% *,37*.E*.1O$! ),,1-,*/*50*/.9)/81;E10)21,/*586E-;)7O).O

7812)798)/12*//103*2*+1

.6:./1./) ;5:#$)/'() !"#$-,/14/'(<=7>0?@A7'@&B#7&'0@&F&(G) !7J@M3/'0 27E&'D 6'/L7?J/@G-&J>/@0F&B2/M3,0'

6'/L7?J/@G) M37'(D, ?!$$>!) M3/'0 $;/&'( )) *A0/F* T/&'(G/'(#>?XG03&&<E&A<E'%

&&=:./0*7/* >:?17/)@1&VS1@" )J3J.*J)-)[./34_.4,Y.*2,063J/)F4.-)F:6:/J-4.JJ7'3J03J.M!# )J)*[,6[.2 )*

30,0-,J)J)*2:F.2 GI.*2,063J/)F4.-)F:6:/J-4.JJ7R()JJ-:2IZ3J2.J);*.2 -,.H06,4.-(.F(3*;.J,YVS1@" 3*2 F3J03J.M

!# /S89)* *.,*3-3643-JZ)-( .H0.4)/.*-36(I0,H)FM)JF(./)FZ()-./3--.423/3;.$T\U% 3*2 )*[.J-);3-.-(.4,6.J,Y

.*2,063J/)F4.-)F:6:/J-4.JJ)* -(.T\U7A1/8-3.&RZ,M23IM,62 43-JZ.4.43*2,/)].2 -,T\U3*2 F,*-4,6;4,:0J$' k

>% .3F(%7R(.0:0JZ.4.J3F4)Y)F.2 3-$) #) >) ?) !#) #> 3*2 @# (4J3Y-.4(I0,H)3M)JF(./)3$KC%7R(.6);(-/)F4,JF,0.

Z3J:J.2 -,,GJ.4[.-(.G43)* 03-(,6,;)F36F(3*;.J7S.36-)/.1'SZ3J:J.2 -,2.-.F--(..H04.JJ),* ,YVS1@" /S893*2

F3J03J.M!# /S89)* -(.Z()-./3--.4-)JJ:.7B1.45/.&R(..H04.JJ),* ,YVS1@" /S89G.;3* )*F4.3J)*;# (4J3Y-.4KC

3*2 0.3_.2 3-? (4J)* -(.T\U;4,:0) 2./,*J-43-)*;J);*)Y)F3*-2)YY.4.*F.J3-#) >) ?) !#) #> 3*2 @# (4JF,/034.2 Z)-(

-(.F,*-4,6;4,:0 $Cg$7$D%7R(.F3J03J.M!# /S89.H04.JJ),* )* -(.T\U;4,:0 G.;3* )*F4.3J)*;? (4J3Y-.4KC3*2

2./,*J-43-.2 J);*)Y)F3*-6I)*F4.3J.2 6.[.6J?) !# 3*2 #> (4J3Y-.4KCF,/034.2 Z)-( -(,J.)* -(.F,*-4,6;4,:0 $Cg$7$D%7

C-,754.)-,.&VS1@" 3*2 F3J03J.M!# /S89.H04.JJ),* )*F4.3J.2 J);*)Y)F3*-6I)* *.,*3-3643-JZ)-( T\U7R()JJ:;;.J-J

-(3-.*2,063J/)F4.-)F:6:/J-4.JJ/3IG.)*2:F.2 Y,66,Z)*;KC7W*2,063J/)F4.-)F:6:/J-4.JJJ../J-,G.)*[,6[.2 )* -(.

30,0-,J)J,Y,6);,2.*24,FI-.J)*2:F.2 GIKC)* *.,*3-3643-JZ)-( T\U7

!C8),D C-,/12EF13)*/0) !""#) $$ $%%*&#$ '&#M"

&&G16 9-03.*&T()-./3--.423/3;.# '3J03J.M!## VS1@"# W*2,063J/)F4.-)F:6:/J-4.JJ# 8.,*3-3643-J

&&脑室周围白质软化$ 0.4)[.*-4)F:6346.:_,/363M

F)3) 15c%是早产儿脑白质损伤的一种主要类型)与

脑瘫,精神发育迟滞等密切相关!!"

( 缺氧缺血是

15c最主要的原因)在脑白质中数量最多的细胞是

少突胶质细胞)脑缺血损伤能诱导少突胶质细胞凋

亡( 内质网应激启动的凋亡途径是近年才发现的一

种新的凋亡途径)内质网与缺氧缺血损伤时的细胞

凋亡有密切关系( 内质网分子伴侣蛋白质葡萄糖结

合蛋白 @"$VS1@"%在应激后上调被认为是内质网

应激最敏感的标志( 半胱氨酸门冬氨酸特异性蛋白

+!%?+
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酶 !#$F3J03J.M!#%定位于内质网膜)是内质网应激

诱导凋亡的关键分子)缺血再灌注损伤等作用于内

质网时)被应激因子激活并引发凋亡!#"

( 目前脑白

质损伤时脑白质区 VS1@" /S89和 F3J03J.M!#

/S89的表达变化及内质网应激反应是否参与脑白

质损伤尚不清楚( 本研究通过建立新生大鼠脑白质

损伤模型)观察脑白质区 VS1@" /S89和 F3J03J.M

!# /S89的表达变化)探讨脑白质损伤时内质网应

激在神经胶质细胞凋亡的发病机制中的作用)为

15c的防治提供一定的理论依据(

$H材料和方法

$7$H材料

# 日龄 L043;:.MU3Z6.I$LU%大鼠由四川省医学

科学院实验动物中心提供)实时 1'S仪为美国 9BC

公司产品 $9BC@$$$%#引物) 28R1) LhBSVSWW8

$含SbE)R9d酶等%购自大连R9e9S9公司(

$7!H动物模型的建立和标本制备

清洁级 # 日龄 LU大鼠共 !!@ 只)随机分为两

组*实验组$脑白质损伤组%?# 只)对照组$假手术

组%DD 只( 实验组因不能耐受手术及缺氧死亡 !=

只)对照组因手术失败死亡 ? 只( 参照B3F_等!="的

方法建立新生大鼠脑白质损伤模型( 实验组大鼠暴

露并结扎右侧颈总动脉)术后置于缺氧舱内)输入含

?Q氧气)%>Q氮气的混合气体)> ( 后取出返回母

鼠笼中( 对照组仅分离右侧颈总动脉)不做结扎也

不置于缺氧舱内)余同实验组( 进入实验的大鼠共

%" 只$实验组和对照组各 >% 只%)分别于缺氧缺血

后 $)#)>)?)!#)#> (及 @# (处死(

于缺氧缺血后的各时间点进行心脏灌注)冰浴

中断头取脑)取右侧脑组织白质部分)立即保存于液

氮中待用( 进行石蜡切片的标本于心脏灌注后用

>l的 >Q多聚甲醛溶液灌注开颅取脑组织)美蓝标

记前囟位置( 脑组织置于 >Q多聚甲醛固定 !# (待

用(

$JIH实时FCB检测

引物*内参 $V91UK% 上游 DiM9RVVRV99VM

VR'VVRVRVM=i)V91UK下游 DiM99'RRV''VRVVVM

R9V9VM=i)扩增片段长度 !?! G0#VS1@" 上游 DiM

9V9V'V'9RRV9'9''9VV99RV99M=i)VS1@" 下

游 DiM''R''9'RR''9R9V9VRRRV'RV9R9M=i) 扩

增片段长度 #>" G0#F3J03J.M!#上游 DiMR''RVVR'RRM

R9RVR'''M=i)扩增片段长度 #>" G0#F3J03J.M!# 下游

DiM'V9R9V'''99VV99VRVM=)扩增片段长度 !"$

G0( 实验步骤按照 LhBSV4..* \3J-.4\)H试剂盒

说明书操作(

采用
1

'-及
11

'-值比较法进行相对定量)'-

值即为实时荧光定量 1'S仪自动读数得到每个样

品管中荧光强度增加到某一特定阈值时的扩增循环

数)'-值与该基因 /S89的表达水平呈负相关)即

'-值越高)表示该基因 /S89表达水平越低(

1

'-

k$目的基因'-值<V91UK'-值%)

11

'-k!'-VC

$实验组样品% <'-V91UK$实验组样品%" <!'-

VC$对照组样品% <'-V91UK$对照组样品%")#M

11

'-表示实验组目的基因 /S89表达的拷贝数与

对照组目的基因拷贝数相比的倍数)即相对基因表

达量(

$7MH统计学分析方法

实验数据为计量资料以均数f标准差$TfJ%表

示)为克服系统误差)排除在 S89提取和逆转录过

程中出现的变异)以
1

'-来比较两组间基因表达是

否有差异)而不是 '-值)两样本均数采用 @检验(

相关分析采用 L0.43/3* 秩相关分析)L1LL !!7D 统

计软件进行统计学分析)Cg$7$D 有显著性意义(

!H结果

!7$H动物模型

#7!7!&行为改变&&新生鼠缺氧缺血过程中主要

表现为全身发绀,躁动不安,四肢强直抽动)缺氧缺

血完成后)有反应差,吃奶减少,活动减少,睁眼时间

延迟等异常表现(

#7!7#&大鼠脑组织病理学改变&&苏木精M伊红染

色光学显微镜下发现*对照组纹状体细胞排列整齐,

胞核大,胞浆少( 实验组缺氧缺血后 !# ( 见纹状体

内细胞胞体肿胀,细胞稀疏,间隙增宽$图 !9%( 缺

氧缺血后 !# (脑白质区胼胝体细胞走行紊乱)组织

结构欠清晰)出现白质疏松$图 !B%( 缺氧缺血后

#> ( 见纹状体内细胞稀疏及间隙增宽更明显$图

!'%( 缺氧缺血后 @# (可见缺氧缺血侧侧脑白质区

细胞走行紊乱)组织结构欠清晰)脑室周围白质出现

广泛的疏松及筛网状坏死$图 !U%(

!J!HNBFU% 2BX=和 7*.E*.1O$! 2BX=的表达

变化

实验组的VS1@" /S89在缺氧缺血后 # (表达

开始上升)于 !# (达到高峰)并持续至 @# (#对照组

其表达无明显变化( 实验组 VS1@" /S89的相对

表达在 #)>)?)!#)#>)@# ( 均升高)与对照组比较)

$Cg$7$D 或 $7$!%)差异有显著性$表 !%(

+#%?+
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&&图 $H实验组与对照组脑组织病理改变$苏木精O伊红染色%H

=*对照组 !# ( 白质细胞排列整齐$ m>$$%# Z*对照组

!# (胼胝体白质致密$ m!$$%# C*对照组 #> (白质细胞致密$ m>$$%# (*对照组 @# (白质细胞整齐$ m>$$%#W*实验组缺氧缺血后

!# (白质细胞紊乱,细胞间隙增宽$ m>$$%# S*实验组缺氧缺血后 !# (胼胝体白质疏松$ m!$$%# N*实验组缺氧缺血后 #> (白质细

胞间隙明显增宽$ m>$$%# Q*实验组缺氧缺血后 @# (白质筛网状坏死$ m>$$%(

表 $H不同时段两组大鼠NBFU% 2BX=表达的比较
$TfJ%

时间$(% 鼠数$只% 对照组
1

'- 实验组
1

'- <

11

'- # <

11

'-$%DQ可信区间% C

$ ? %7D# f$7#= %7>= f$7$% $7$% f$7$% !7$?$$7%# N!7!@% P$7$D

# ? %7>> f$7DD "7@" f$7>D $7?D f$7>D !7=>$!7$@ N!7?D% g$7$D

> ? %7#" f$7#? @7?> f$7>! !7?D f$7>$ =7=?$#7@# N>7$!% g$7$!

? ? %7?D f$7!" ?7=$ f$7!@ =7=D f$7!" !$7!?$%7!D N!!7!"% g$7$!

!# ? %7>> f$7=# D7!> f$7@# >7=$ f$7@# #D7%>$!%7@# N=#7!D% g$7$!

#> ? %7!! f$7!D ?7$D f$7D# =7$? f$7D# %7?#$@7=@ N!!7"?% g$7$!

@# ? %7!% f$7#> ?7@> f$7>? #7>D f$7>? D7>=$=7%" N?7""% g$7$!

&&实验组的 F3J03J.M!# /S89在缺氧缺血后 > (

开始上升)于 ? ( 达到高峰)@# ( 下降#实验组

F3J03J.M!# /S89在 >)?)!#)#> ( 相对表达均升高)

而对照组其表达无明显变化)两组差异有显著性

$表 #%(

表 !H不同时段两组大鼠7*.E*.1O$! 2BX=表达的比较
$TfJ%

时间$(% 鼠数$只% 对照组
1

'- 实验组
1

'- <

11

'- # <

11

'-$%DQ可信区间% C

$ ? !D7"# f$7=% !D7"# f$7"% <$7$$" f$7"% $7%@$$7>> N!7D$% P$7$D

# ? !D7@" f$7#? !D7@@ f$7>D $7$! f$7>D !7$D$$7"! N#7"%% P$7$D

> ? !D7?? f$7>D !D7$$ f$7D# $7?? f$7D# !7>%$!7$# N#7$!% g$7$D

? ? !?7!? f$7@= !=7?D f$7@% #7D! f$7@% D7!D$!7D! N"7@%% g$7$!

!# ? !D7%# f$7D$ !=7"> f$7=$ #7$" f$7=$ >7>#$=7@= ND7!!% g$7$!

#> ? !D7D! f$7?? !>7>! f$7=> !7!! f$7=> #7D"$!7"? N#7??% g$7$!

@# ? !D7?> f$7?! !D7$! f$7>% $7?= f$7>% !7?=$!7#> N#7$=% P$7$D

IH讨论

'43);等!>"研究显示 # N= 日龄的新生鼠神经发

育尚未成熟)相当于人类胎龄 #= N=# 周水平)是晚

期少突胶质细胞前体细胞占主导时期)而晚期少突

胶质细胞前体细胞对缺氧缺血的易感性是脑白质损

伤发生的重要条件!D"

( 本研究采用 B3F_ 等!="的方

法建立新生大鼠脑白质损伤模型( 实验中观察到实

验组大鼠出现抽搐)吸吮差)活动减少等异常表现)

+=%?+
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苏木精M伊红染色光镜下观察到大鼠右侧胼胝体内

细胞胞体肿胀,细胞稀疏,间隙增宽)病变程度随时

间加重) @# (胼胝体内细胞排列紊乱,结构不清)白

质筛网状坏死)这与国内外文献报道相同模型的结

果一致)表明本实验新生鼠脑白质损伤模型制作成

功(

内质网分子伴侣VS1@" 定位于内质网)是内质

网稳态的中心调节剂!?"

( 机体应激情况下)通过内

质网未折叠蛋白反应可使 VS1@" 大量表达)VS1@"

可与内质网中错误折叠和未折叠蛋白结合) 恢复蛋

白质的正确构象) 使蛋白质能够在细胞应激状态下

继续正确合成) 维持内环境的稳定!@"

( C-,等!""观

察大鼠短暂性大脑中动脉闭塞后 VS1@" 表达随时

间的变化情况)认为内质网应激与缺血后神经细胞

损伤有关( 从本实验中观察到缺氧缺血后 # (

VS1@" 开始表达)于 !# ( 达高峰)随后逐渐下降(

VS1@" /S89在缺氧缺血后早期即开始上升)以协

助变性蛋白进行重新折叠,装配及跨膜转运)缓解内

质网压力)同时将无法恢复的蛋白质转移给蛋白降

解系统进行降解)避免细胞进一步受到伤害(

VS1@" 表达下降)表明缺血细胞可能由于损伤严

重)已发生了内质网功能障碍)它不能通过促进

VS1@" 表达增加来结束内质网应激状态)内质网自

稳调节系统遭到破坏)使缺血细胞启动了一系列死

亡通路)最终导致细胞死亡!%"

(

83_3;3Z3等!!$"提出 F3J03J.M!# 的激活特异性

地由内质网所介导( 在本实验中发现) F3J03J.M!#

/S89在缺氧缺血后 > ( 表达开始上升)其升高可

能与持续缺血,受损细胞首先选择程序性细胞死亡

有关!!!"

( 此过程中脑组织的病理改变从轻微到逐

渐严重)表现为组织疏松水肿)基质模糊不清)细胞

排列紊乱)这可能是由于细胞从出现凋亡相关基因

的蛋白表达至出现形态学改变需要一定的时间( 缺

氧缺血 #> (后F3J03J.M!# /S89表达下降可能与内

质网应激后蛋白合成受阻)使 F3J03J.M!# 的转录及

蛋白表达减少)在持续性损害因素存在下)凋亡是一

短暂过程)一般持续数小时)随即被邻近的细胞或巨

噬细胞吞噬(

研究表明)当缺氧缺血导致新生鼠脑白质损伤

时)VS1@" 在缺氧后表达增加)随着 VS1@" 的表达

上升)仅由内质网应激所激活的 F3J03J.M!# 也于缺

氧缺血后表达升高)VS1@" 与 F3J03J.M!# 的表达呈

正相关$?k$7@%=)Cg$7$!%)提示脑白质损伤时)

内质网应激反应的激活)内质网应激可能参与了缺

氧缺血导致的脑白质损伤(
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