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中英文缩略词表

缩略词 英文全称 中文全称

CNS Central nervous system 中枢神经系统

CX47 connexin47 缝隙连接蛋白 47

GSRd Ginsenoside Rd 人参皂苷 Rd

Nestin nestin 巢蛋白

Olig Oligodendrocyte 少突胶质细胞

OPCs Oligodendrocyte precursor cells 少突胶质细胞前体细胞

PBS Phosphate Buffer solution 磷酸盐缓冲液

PVL periventricular leukomalacia 脑室周围白质软化
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人参皂苷 Rd 对新生鼠脑室周围白质软化模型脑

白质 CX47 和 Nestin 表达的影响

中文摘要
目的 选用 3 日龄新生 SD 大鼠建立脑室周围白质软化（ Periventricular

leukomalacia， PVL）模型，检测其脑室周围白质巢蛋白（nestin）、缝隙连接通道

蛋白 47（CX47）的表达，以探讨人参皂苷 Rd（Ginsenoside Rd，GSRd）对新生 SD

大鼠 PVL 模型动物脑室周围白质 nestin、CX47 表达的影响。

方法 分离并结扎 3 日龄新生 SD 大鼠左侧颈总动脉，再吸入 8%O2+92%N2 的混合气体

1h 制作新生 SD 大鼠 PVL 模型，随机分为人参皂苷 Rd 实验组、PVL 模型组，同时设立

假手术组。制模术后 3天、7天、14 天分别从三组中随机选取 8只老鼠取脑组织进行

HE 染色观察脑组织病理改变，免疫组织化学动态检测三组模型动物脑室周围白质

nestin、CX47 不同时间点表达的变化。

结果

1、三组新生 SD 大鼠脑组织大体观察及 HE 染色病理改变

假手术组制模术后 3天、7天、14 天脑组织形态结构正常，脑室无扩大；PVL 模

型组、人参皂苷 Rd 实验组病变主要在脑白质区、海马区、内囊、胼胝体、外囊区等；

PVL 模型组、人参皂苷 Rd 实验组术后 3天出现脑组织细胞间隙增宽，组织结构疏松，

神经纤维出现筛网状坏死及空洞形成，可见少量的小胶质细胞增生；术后 7天细胞水

肿明显，排列不规则，细胞核中可以看到细胞核浓缩、破裂及溶解，脑室周围的白质

水肿、疏松，筛网状坏死及空洞明显较术后 3天减轻，病变以条索状、点状坏死及囊

状坏死为主；术后 14 天可见侧脑室明显扩大，小胶质细胞明显增多，胶质瘢痕形成；

两组相比较，人参皂苷 Rd 实验组相对 PVL 模型组脑损伤程度轻。

2、三组新生 SD 大鼠脑室周围白质 CX47 的表达

制模术后 3天、7天、14 天新生 SD 大鼠脑白质区 CX47 的表达随大鼠日龄的增加

表达呈上升趋势，其中人参皂苷 Rd 实验组最高、假手术组其次，PVL 模型组最少，

经方差分析 P＜0.05；三组间各个时点 CX47 表达两两比较差异具有统计学意义（P＜

0.05）。

3、三组新生 SD 大鼠脑室周围白质 nestin 表达

假手术组随着日龄增加 nestin 的表达逐渐降低，人参皂苷 Rd 实验组及 PVL 模型
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组制模术后 3 天、7天、14 天脑白质区 nestin 的表达随日龄增加表达逐渐增多，以

人参皂苷 Rd 实验组表达最多、PVL 模型组介于两者之间、假手术组最少，三组间经

方差分析 P＜0.05；制模术后 3 天、7 天、14 天三组间 nestin 表达两两比较，差异

具有统计学意义（P＜0.05）。

结论

1、选择出生后 3天新生 SD 大鼠成功建立新生鼠脑室周围白质软化模型。

2、人参皂苷 Rd 可以减轻 PVL 模型动物脑组织损伤，减轻侧脑室扩大程度，提示

人参皂苷 Rd 对新生鼠脑室周围白质软化模型具有一定的保护作用。

3、人参皂苷 Rd 可促进脑室周围白质区 CX47、nestin 的表达，提示人参皂苷 Rd 可促

进对新生鼠脑室周围白质软化模型动物的受损神经细胞再生及髓鞘形成。

关键词：人参皂苷 Rd；脑室周围白质软化；缝隙连接通道蛋白 47；巢蛋白；新

生鼠
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The effects of GSR-d on the expression of CX47 and Nestin in the

white matter of the neonatal rat model with periventricular

leukomalacia

Abstract

Objective:The neonatal rat model with periventricular leukomalacia(PVL) were made

in three-day-old SD rats,and detecting the expression of nestin and connexin47（CX47）

in the white matter.in order to investigate the effects of GSR-d on the expression of

CX47 and nestin in the white matter of the neonatal rat model with periventricular

leukomalacia.

Methods:The PVL model was set up in three-day-old neonatal SD rats by shearing left

arteria carotis communis and then breathing 8%O2+92%N2 for one hour, which were

randomly divided into PVL model group and the GSR-d trial group,and the sham

operation group was made also. the pathological change of brain was investigated with

microscope at the day 3,day 7 and day 14 after the operation, the expression of CX47 and

nestin in the white matter of the neonatal rat model with PVL were tested by

immunohistochemistry staining and image quantitative analysis in the three groups.

Results:
1.Hematoxylin-eosin staining of three groups of brain pathological changes

There were no changes in the sham operation group at the day 3,day 7 and day 14 after

operation, the morphological structure was normal in the brain, no enlargement of the

ventricles were observed. In the PVL model group and GSR-d trial group, the lesions were

mainly in the white matter area, hippocampus, internal capsule, corpus callosum, and

external capsule area. At day 3 after operation,in the PVL model group and the GSR-d trial

group, there was a widening of the intercellular space, the tissue structure was loose, and

the nerve fibers appeared screen-like necrosis and vacuolar formation,a small amount of

microglial proliferation could be seen.cells edema and the loose ， cells were

derangement,necrosis was observed;at 7th day post operation,the nucleus could be seen

to be karyopyknosis, broken and dissolved in the nucleus, white matter edema around the

ventricle, loosening, mesh-like necrosis, and empty cavities were less than at day 3 after

operation. The lateral ventricles were significantly enlarged at day 14 after operation, the

glial cells were significantly increased, and glial scars formed, but there were still malacia
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and irregular structure.the degree of brain injury of the GSR-d treatment group was mild

than the PVL model group.

2.The expression of CX47 in periventricular white matter of three groups

Accompany with the day increasing ,the expression of cx47 of the sham operating group at

different time points decreased gradually.The expression of CX47 of GSR-d trial group is

more than other tow groups, the second is the PVL model group, the sham operation group

is the least. there is a significantly difference in three groups(P < 0.05).

3.The expression of nestin in periventricular white matter of three groups

Accompany with the day increasing ,the expression of nestin of the sham operating group

decreased gradually ，meanwhile the expression of nestin in the PVL model group and

GSR-d trial group gradually increased respective .Comparing three groups; the expression

of nestin in periventricular white matter of the GSR-d trial group is maximum , the second

one is the PVL model group,the sham operation group minimum ; there is a significantly

difference in three groups at all time pionts(P < 0.05).

Conclusion:
1. The PVL model was set up in three-day-old newborn SD rats by shearing left arteria

carotis communis and then breathing 8%O2+92%N2 for one hour,the the pathological

presents of brain was similar with the periventricular leukomalacia,its suggested the PVL

model of neonatal rat was made successful.

2. Ginsenoside-Rd could relieve the pathological damage of brain in the neonatal rat

model with periventricular leukomalacia, reduce the degree of enlarge of the lateral

ventricle, suggesting that ginsenoside -Rd has protective effect on neonatal rats with

periventricular leukomalacia model.

3. Ginsenoside–Rd could enhance the expression the expression of CX47 and nestin in

periventricular white matter of model rats with periventricular leukomalacia ,its suggesting

that ginsenoside–Rd may be involved in the regeneration of neurocytes and promoted

myelin sheath format.

Key Words:Ginsenoside-Rd, periventricular leukomalacia, connexin47,nestin,

newbornrats
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前 言

1 早产儿脑室周围白质软化的危害

早产儿脑白质损伤包括两种类型，一种是脑室周围出血性梗死，另一种是脑室周

围白质软化，而脑室周围白质软化（periventricular leucomalacia，PVL）是早产

儿缺氧缺血性脑损伤中最常见类型[1、2]。早产儿的脑组织尚未发育完善，其脑组织具

有与成熟儿脑组织不同的解剖学特征，易导致脑室周围白质软化
[3、4]

。PVL 大部分发

生在体重低且胎龄小于 32 周的早产儿，且胎龄越小、出生体重越低，发生率则越高。

目前对于早产儿脑白质损伤的治疗尚无有效方法，预防脑室周围白质软化的发生是减

少早产儿脑损伤及神经系统后遗症的关键[5]。1962 年 Banker 和 Larroche 提出了脑室

周围白质软化（ periventricular leucomalacia）一词
[6]
，并报道了脑室周围白质

病变组织学演变过程[7]。研究表明：PVL 发生的关键因素是脑缺血缺氧和炎症反应[8]，

当两个因素同时或分别发生时，激活兴奋性毒性神经递质、自由基等有害物质，进一

步损伤少突神经胶质细胞前体(pre-oligodendrocytes, pre-OLs)，最终导致 PVL 发

生
[9]
。缺氧缺血主要是因为早产儿的脑白质区血管发育不完善，调节能力差以及此区

域血管的扩张反应能力低下，当发生脑损伤时，此区域处于一个低血供状态[10]；发生

炎症反应时，自由基、兴奋性氨基酸增多，少突神经胶质细胞前体（pre-OLs）受损

是导致早产儿 PVL 的关键靶细胞，缺血时产生的自由基极易损伤该细胞[11-15]。

在少突胶质细胞成熟的各个阶段，均有不同的标志物
[16]

。CX47 特定的表达于少

突胶质细胞，与髓鞘基因平行调节，这表明少突胶质细胞中表达的 CX47 在髓鞘形成

中占主要作用[17、18]。巢蛋白（nestin）为神经干细胞的特征性标志物，仅在胚胎发育

早期的神经上皮表达，出生后表达逐渐停止，在成年脑组织中仅有少量表达。同时

nestin 可作为中枢神经系统损伤的最早、快速应答的敏感指标。当中枢神经系统受

到损伤时，迁移至周围的炎症细胞可能释放某些因子，这些因子可能会触使基因活化，

导致 nestin 大量表达。有学者认为，在损伤区域 nestin 的大量表达可能会提高受损

细胞对缺氧的耐受性，并增强细胞的适应性及抵抗力[19、20]。

2 人参皂甙-Rd 研究现状

人参已分离提取出40余种人参皂苷单体。人参皂苷Rd（Ginsenoside Rd，

GSRd）是近几年分离提取出的一种单体。GSRd 在全身的各个系统均可发挥作用，其

中有些药理作用与其他人参皂苷单体的药理作用相同，但是随着对其的深入探索发现
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GSRd 具有许多不同于其它单体的药理作用[21]。这些独特的药理作用为 GSRd 进一步开

发成为临床用药提供了不可缺少的线索。GSRd 众多的药理作用中神经保护作用则是

本研究最为关注的一点
[22]

。相关研究表明 GSRd 可以将神经干细胞球分化为星形胶质

细胞，可以减少活性氧簇的数量，提高超氧化物歧化酶活性，稳定膜电位，从而抑制

氧化应激损伤[23]；改善脑缺血再灌注损伤后的神经功能评分，减少脑梗死面积，还可

以抑制钙离子大量内流，减轻兴奋性氨基酸的损伤作用
[24]

。文献报道，GSRd 在脑卒

中防治研究中已进入三期临床实验，有望为脑缺血缺氧患者治疗提供更好的方法。综

上所述：GSRd 对中枢神经系统有一定的保护作用，但是目前对新生鼠脑室周围白质

软化模型中的研究未见报道[25-29]

。

3 早产儿 PVL 模型研究现状

迄今为止，PVL 动物模型暂无公认的模型，有缺血低氧模型、缺血低氧再灌注模

型、宫内感染模型、病态低氧模型；而最常见的是缺血缺氧模型，以 Rice-模型最为

经典，即单侧颈总动脉结扎联合低氧进行缺氧。人类足月新生儿脑组织的发育与新生

鼠相对应的时间是生后 7天，人类最容易发生脑室周围白质软化的时间是 28 周，而

与之对应的新生鼠是生后 2-3 天[30-32]。主要的制作方法是结扎出生后第 3天的新生大

鼠单侧或双侧颈总动脉，并将其放置在一个相对低氧的环境中，即吸入 8%O2 和 92%N2

混合气体进行缺氧来制作早产儿 PVL 动物模型，但是结扎双侧颈总动脉，死亡率高，

常导致实验无法进行，故本实验中主要是通过结扎单侧颈总动脉[33-35]。

综上所述，本实验通过选取生后 3天 SD 新生大鼠制造新生鼠 PVL 模型，并予人

参皂苷 Rd 腹腔注射进行干预，制模术后 3天、7天、14 天动态监测脑组织病理变化

及 CX47、nestin 的表达来了解脑白质的损伤情况，探讨人参皂苷 Rd（GSRd）对新生

鼠脑室周围白质软化模型脑组织中 nestin、CX47 表达的影响，探讨人参皂苷 Rd 是

否具有减轻新生鼠脑室周围白质损伤的神经保护作用，从而为临床防治早产儿脑室周

围白质软化提供新的实验依据。
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1 材料与方法
1.1 主要实验器材

实验对象：15 只雌性 SD 大鼠及 8 只雄性 SD 大鼠，从第三军医大学实验动物中心购

买，生产许可证：scxk（渝）2012-0005。本实验均在本学校实验室完成，大鼠由该

校的医学与生物医学实验室动物房喂养，雌雄比例 2:1 合笼交配，待其产出小鼠后，

选取生后 3天 SD 大鼠作为实验对象，性别不限，室温环境，湿度适中，本实验经过

本学校动物伦理委员会批准。

1.2 实验设备和器材

主要实验设备及公司名称

实验设备 公司名称

自制小型缺氧仓 大小约60cm×60cm×60cm

92%N2＋8%O2混合气体 贵州省贵阳申建气体公司提供

石蜡包埋机 德国Leica公司

HE全自动染色机 德国Leica公司

石蜡切片机 德国Leica公司

HE全自动染色机 德国Leica公司

DM2500显微镜 德国Leica公司

XSP-C203光学显微镜 日本Olympus公司

修复用微波炉 格兰仕集团

纯水+超纯水处理系统 MiliQA公司（USA）

冰箱 韩国三星公司

电子恒温箱 上海跃进医疗器械产

图像摄取软件 Leica Application suite 德国Leica 公司

Image-pro Plus 6.0图像分析软件 美国Media Cybeenetics

主要实验试剂及公司名称

实验试剂 公司名称

人参皂苷-Rd 南通飞宇生物有限公司

Cx47 Themo scientific

Nestin 北京博奥森生物有限公司

SABC免疫组化试剂盒（SA1020） 博士德生物

通用型山羊血清 北京中杉金桥生物技术有限公司

鼠兔通用型二抗 上海基因科技有限公司

苏木素染色剂 上海基因科技有限公司

DAB显色试剂盒（AR1022） 博士德生物

4%多聚甲醛 都市科龙化工厂

柠檬酸盐缓冲液 北京中杉金桥生物技术有限公司

磷酸盐缓冲液（PBS） 北京中杉金桥生物技术有限公司
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1.3 试剂配制方法

PBS 缓冲液：1袋（23.48g）磷酸盐缓冲液+2ml 蒸馏水，稀释混匀；

磷酸盐修复液：1袋（6.46g）柠檬酸酸盐修复液+2ml 蒸馏水稀释混匀；

DAB 显色液：30-40ulC1 液体+1000ulC2 液体，避光放置，现配现用；

CX47 抗体配制：5ul CX47 抗体+495ul 现配 PBS 缓冲液，现配现用；

Nestin 抗体配制：1ul nestin 抗体+499ul 现配 PBS 缓冲液，现配现用；

1.4 实验方法

1.4.1 实验对象分组

选取生后 3天 SD 大鼠 72 只（体重 6±2g），采取随机数字法分为三组，即 PVL 模型

组、GSR-d 实验组和假手术组，每组各 24 只，术后均由自己的母鼠自由喂养。

1.4.2 PVL 模型的制备方法

PVL模型组、GSRd实验组及假手术组三组新生大鼠均予10%水合氯醛（剂量为：20ul/kg）

腹腔注射麻醉，待其失去知觉后，取仰卧位并予无菌医用胶布固定于无菌操作台上，

选取颈部正中为切口，并以该切口为中心，予 2%碘伏向四周消毒大鼠颈部皮肤，沿

切口逐层钝性分离皮下组织找到并游离出颈总动脉，再予 4-0 丝线分别结扎左侧颈总

动脉近端与远端，结扎后从中间离断，结扎颈总动脉时动作轻柔，避免损伤周围的神

经、血管及其它组织，整个手术时间控制在 5-10min，术中注意保暖，一般将体温控

制在保持在 36℃—37℃，术后将其放回母鼠身边恢复 1h 左右。然后将 GSRd 实验组、

PVL 模型组放入自制透明低氧舱给予 8%O2+92%N2 缺氧 1小时。通过观察新生鼠的反

应，当新生鼠出现烦躁不安、四处乱窜、点头样抽搐及皮肤青紫等表现，则提示缺氧

时间足够。假手术组在整个过程当中则只是切开皮肤后钝性分离出左侧颈总动脉，不

结扎，也不予缺氧。在整个制模过程中，GSRd 干预组死亡 5只，PVL 模型组死亡 8只，

而假手术组通过钝性分离左侧颈总动脉后无一只老鼠死亡。实验过程中死亡的新生鼠

采用随机方式从另外的新生鼠中选取补充。

1.4.3 给药时间及剂量

给药时间：缺血缺氧后恢复半小时

药品配制：GSRd 1ml+9ml 生理盐水

PVL 模型组：腹腔注射 0.9%生理盐水(0.2ml/g)；GSRd 实验组：腹腔注射 GSRd 配置

液（0.2ml/g）；
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假手术组：腹腔注射同等容积 0.9%生理盐水(0.2ml/g)；

三组新生鼠给药的间隔时间为 24 小时，连续给药 3次；

1.4.4 三组脑组织标本及切片制作

术后 3 天、7 天、14 天分别从三组新生大鼠中，随机选取 8 只，予 4%的甲醛穿心，

断头取脑的方式迅速取出大脑组织并将其待放入 4%多聚甲醛溶剂中固定 24 小时，再

经过冲洗、脱水、硬化、浸透后再进行性包埋，最终行大脑侧脑室周围组织连续冠状

切片，隔五选一，每个脑组织标本不少于 9张切片，HE 染色切片用普通载玻片捞片，

免疫组化切片则用多聚赖氨酸处理过的切片捞片，将玻片置于装置中，放入 90℃烤

箱烘烤，免疫组化组 1小时，HE 染色组 20 分钟。

1.5 脑室周围组织病理形态学观察

1.5.1 HE 染色具体步骤

① 二甲苯中脱蜡两次，每次的时间为 15 分钟；

② 无水乙醇 4分钟，从高浓度到低浓度(95%乙醇-80%乙醇-75%乙醇-50%乙醇)依次浸

泡 1分钟；

③ 双蒸水冲洗两次，每次 3分钟；

④ 苏木素复染 5分钟；

⑤ 自来水轻轻冲洗 2分钟

⑥ 1%盐酸酒精分化 10 秒；

⑦ 自来水冲洗 2分钟；

⑧ 伊红溶液 10 秒；

⑨ 自来水冲洗 30s；

⑩低浓度到高浓度在放入乙醇浸泡，依次为 75%乙醇 3 分钟、95%乙醇数秒、无水乙

醇 3 分钟×2 次；

⑪二甲苯浸泡两次，每次 3分钟；

⑫中性树脂封片，待干片后光学显微镜下观察结果；

1.5.2 CX47、nestin 免疫组化

参照说明书及相关文献完成免疫组化。Cx47、nestin 被选为本实验的两个检测指标，

通过两个指标的表达情况来了解脑室白质损伤程度，根据两个指标表达的结果推断

GSRd 对两者的表达是否有影响。CX47 试剂购买于 Themo scientific 公司，nestin
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购买于北京博奥森生物有限公司，阴性对照选用 PH7.3PBS 代替一抗，两种抗体的实

验步骤均相同，仅添加一抗及二抗有所区别。CX47 稀释比例为：1:100，而 nestin

稀释比例为：1:500。

1)免疫组化检测 CX47

石蜡切片依次放入二甲苯 I、二甲苯 II、无水乙醇、95%乙醇、80%乙醇、75%乙

醇、50%乙醇常规脱蜡至脱水；3%H2O2 灭活内源性过氧化物酶；柠檬酸盐完成微波修

复；滴加封闭液并放入 25℃温箱孵育 20min；滴加 CX47 抗体（1:100），4℃冰箱过

夜 18-20 小时，阴性对照组采用现配制的 PBS 代替 CX47 抗体；将过夜 18-20 小时

后的标本取出然后在放入 37℃温箱复温 30 分钟；滴加鼠兔通用型二抗；DAB 镜下显

色；苏木素试剂复染；1%盐酸酒精分化分化；乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

待干片后于光学显微镜下观察结果。

2）免疫组化检测 nestin

Nestin 与 CX47 的免疫组化步骤基本一致，仅将滴加一抗步骤中的 CX47 抗体更

换为 nestin 抗体，nestin 抗体比例为 1:500，但是在滴加二抗的过程中，将鼠兔

通用型二抗换为北京博奥龙兔免疫技术有限公司的生物素标记山羊抗小鼠IgG，同样，

阴性对照组采用现配制的 PBS 代替 nestin。

1.6 免疫组化标本图像处理及分析

Leica DM2500 光学显微镜用于切片镜下观察，Image-Pro Plus6.0 细胞图像分析

软件用于完成图像采集并处理数据，整个过程保证在相同实验条件下进行。检测CX47、

nestin 免疫组化切片，每只新生鼠脑组织石蜡块取 2张切片，每张切片采集前先校

正背景，选择 8张阳性细胞表达最丰富视野的图片，200 倍下计算 IOD 值，整个过程

保证在相同实验条件下进行。

1.7 统计学方法

选用 SPSS17.0 软件进行统计学分析，数据以均数±标准差表示，三组相同时间

点以及每组不同时间点的免疫组化累积光密度值（IOD）若通过统计学分析具备方差

齐的性质，使用 LSD 法进行两两比较，若不具备方差齐的性质，则采用单因素方差分

析进行两两比较，P<0.05 差异具有统计学意义。
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2 结果

2.1 新生鼠 PVL 模型制作后大体观察

2.1.1 PVL 模型组、GSRd 实验组两组新生 SD 大鼠的观察结果

GSRd 实验组和 PVL 模型组在缺氧初期，大鼠开始出现呼吸急促，随着缺氧时延

长，大鼠呼吸变得更急促，出现烦躁不安、四处乱窜的表现，且伴有轻微的点头样抽

搐，缺氧时间快接近 1小时的时候，可见大鼠烦躁加重、皮肤青紫、点头样抽搐、四

肢抖动；整个缺氧过程持续约 1小时。假手术组则无需进行缺氧，该组大鼠均无皮肤

发绀、点头样抽搐、四肢抖动等表现。整个实验过程中 PVL 模型组死亡 8 只，GSR-d

实验组死亡 5只，假手术组无死亡。

2.1.2 三组新生 SD 大鼠的生长发育情况

在实验的过程中，实验的 SD 大鼠逐渐长大，但是在整个生长发育过程中，PVL 模

型组大鼠出现体重增长慢，毛发稀疏，少动，眼裂小，不能睁眼，自我调节能力差；

GSR-d 治疗组以上表现均较 PVL 模型组轻，生长发育介于 PVL 模型组与假手术组之

间。假手术组则同正常小鼠生长。

2.1.3 三组新生大鼠脑组织 HE 染色结果

假手术组制模术后 3天、7天、14 天脑组织形态结构正常，脑室无扩大，细胞与

细胞之间排列紧密，细胞核圆，且随着 SD 大鼠的成长三个时间点的差异并不大；而

PVL 模型组、GSRd 治疗组则出现病变，病变主要在脑白质区、海马区、内囊、胼胝

体、外囊区等，PVL 模型组、GSRd 实验组术后 3 天可见细胞间隙增宽，但增宽不明

显，组织结构疏松，神经纤维出现筛网状坏死及空洞形成，可见少量的小胶质细胞增

生；术后 7天细胞水肿明显，且排列不规则，细胞核中可以看到细胞核浓缩、破裂及

溶解，脑室周围的白质水肿、疏松，筛网状坏死及空洞明较术后 3天时减轻，以条索

状、点状坏死及囊状坏死为主；术后 14 天可见侧脑室明显扩大，小胶质细胞明显增

多，且胶质瘢痕形成。但是 GSRd 实验组相对 PVL 模型组脑损伤较轻。见图 1，图 2，

图 3。
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图 1：A-C 为三组侧脑室的改变（HE×10），A为假手术组，B为人生皂苷实验组，C为 PVL 模型组，假手术组

两侧脑室对称，人生皂苷 Rd 实验组左侧脑室较右侧稍增大，PVL 模型组左侧侧脑室较右侧明显增大，人参皂

苷实验组左侧侧脑室增大无 PVL 模型组明显。

C

A B
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图 2：A-C 为术后 3 天脑室周围白质病理病理改变（HE×400），D-E 为术后 7 天脑室周围白质病理病理改变（HE
×400）；G-I 为术后 14 天脑室周围白质病理病理改变（HE×400）；A、D、G 为假手术组，B、E、H为人参皂苷实

验组，C、F、I 为 PVL 模型组，B、C、E、F、H、I 可见细胞排列紊乱，组织结构疏松；B 可见囊性坏死，箭头所

示为囊腔；C 可见纤维走形紊乱；E 可见小胶质细胞聚集，如箭头所示；F 可见坏死增多；H、I 中可见胶质瘢痕

形成，但 I 较 H病变更多。

A B C

D FE

IG
H



遵义医学院硕士学位论文 黄 倩

15

2.1.4 三组新生 SD 大鼠脑室周围白质 CX47 的表达

表达 CX47 的阳性细胞胞浆呈棕黄色，阴性对照组未见棕黄色物质，人参皂苷实

验组、PVL 模型组及假手术组均可见阳性细胞的表达，如图 5、图 6、图 7，且随日龄

的增加，阳性表达产物逐渐增多。在假手术组制模术后 3 天、7 天及 14 天脑组织内

充满大量胞浆呈棕黄色的染色，且随日龄的增加而表达相应增多；PVL 模型组阳性产

物的表达也随着日龄的增加表达逐渐上升，但是阳性细胞细胞分布稀疏，阳性表达相

对较少；人参皂苷 Rd 实验组的阳性产物表达较 PVL 模型组及假手术组均增多。分析

三组 CX47 阳性表达的结果，且经过方差分析差异具有统计学意义（P＜0.05）。见表 1、

图 3。

表一 三组少突胶质细胞标志物 CX47IOD（×103）值（X±S）

注：同一时间点组间两两比较 P<0.05，同组不同时间点两两比较 P<0.05

分组 术后 3 天 术后 7 天 术后 14 天 F P

PVL 模型组 31.37±0.85 33.21±0.64 36.40±0.70 83.37 0.00

假手术组 32.84±11.73 34.91±0.87 36.98±1.12 68.74 0.00

GSRd 实验组 34.25±0.78 36.82±0.83 38.08±0.80 97.832 0.00

F 值 35.17 77.25 15.73

P 0.00 0.00 0.00
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图 3：A-C 为术后 3 天脑室周围白质 CX47 的表达（SP×200）；D-F 为术后 7 天脑室周围白质 CX47 的表达（SP

×200）；H-I 为术后 14 天脑室周围白质 CX47 的表达（SP×400）；A、D、G为人参皂苷 Rd 实验组，B、E、H为 PVL

模型组，C、F、I为假手术组，细胞胞浆呈棕黄色为阳性细胞。

FD E

BA C

IG H
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2.1.5 三组新生 SD 大鼠脑室周围白质 nstin 的表达

Nestin 表达阳性细胞，着色部位在细胞胞浆、突起部分，且着色部位呈棕黄色，

而阴性对照未见棕色染色，如图 8、图 9、图 10，在假手术组，且随着日龄的不断增

加，脑组织不断发育成熟，阳性表达逐渐下降。而在 PVL 模型组及 GSRd 干预组中，

nestin 的表达随日龄的增加而上升。PVL 模型组可以看到较假手术组而言阳性表达

多；GSRd 干预组则阳性表达较前两组均高，可见阳性表达充满脑组织。最终分析三

组 nestin 阳性表达的结果，且经方差分析差异具有统计学意义（P＜0.05）。见表 2、

图 4。

表二 三组少突胶质细胞标志物 nestin IOD值（X±S）

注：同一时间点组间两两比较 P<0.05，同组不同时间点两两比较 P<0.05

分组 术后 3 天 术后 7 天 术后 14 天 F值 P

GSRd 实验组 9596.50±242.39 11097.12±751.80 12985.00±710.24 14.29 ＜0.05

PVL 模型组 7659.37±64.42 8694.87±150.93 9586.00±68.82 593.11 ＜0.05

假手术组 5878.00±37.97 4583.62±189.79 3877.12±204.72 311.36 ＜0.05

F 值 1309.59 396.70 922.67

P ＜0.05 ＜0.05 ＜0.05
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图 3：A-C 为假手术组术后 3 天、7 天、14 天脑室周围白质 nestin 的表达（SP×200）；D-F 为人参皂苷 Rd

实验组术后 3 天、7 天、14 天脑室周围白质 nestin 的表达（SP×200）；G-I 为 PVL 模型组术后 3 天、7 天、14

天脑室周围白质 nestin 的表达（SP×200）；A、D、G为术后 3天，B、E、H 为术后 7 天，C、F、I为术后 14天；

细胞胞浆及突起呈黄色为阳性细胞。

G H I

D E F

CA B
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3 讨论
早产是新生儿死亡的首要原因，随着新生儿急救水平的提高，早产儿的存活率也

在随之上升，但是部分存活者留有神经系统后遗症，给社会和家庭带来极大的负担[37]。

早产儿脑损伤主要包括两种形式，一是脑室周围白质软化，二是脑室周围出血性梗死

[1、2]。脑室周围白质软化为早产儿脑损伤最主要的形式，其主要是缺氧缺血、炎症两

大因素引起的。早产儿 PVL 发生与早产儿脑血管发育的特点有关，脑室周围白质的血

供主要是大脑前、中、后动脉长穿通支和短穿通支，这些血管的远端在早期尚未发育

完善，且侧支循环建立少，其次是血管的舒缩调节能力能力有限，从而导致在缺血再

灌注时脑白质相对其它区域仍然处于一个血供相对较少的区域，还有一个原因是脑白

质脑血流自主调节机制受损，增加了低血压时脑白质边缘区域缺血的危险[4]。当发生

炎症反应时，自由基、兴奋性氨基酸增多及细胞因子分泌增加及炎症细胞的迁移，而

这些均具有毒性损伤作用，少突胶质细胞对这些毒性作用极其敏感
[7]。32 周以前的早

产儿脑白质区主要以少突胶质细胞前体细胞为主，作为脑室周围白质软化的靶细胞，

当缺氧缺血或者是炎症反应发生时均会使少突胶质细胞受损，从而导致脑白质损伤。

人类胎儿 24-32 周为髓鞘形成的主要时期，新生鼠生后 3-7 天相当于人类胎龄

23-36 周；刚出生的新生鼠以神经干细胞为主，生后 3-7 天以少突胶质细胞前体细胞

及不成熟的少突胶质细胞为主，未髓鞘化的少突胶质细胞对各种损伤极为敏感，故早

产儿容易发生脑室周围白质软化[38]，生后 3天 SD 大鼠神经发育特点符合人类早产儿

的神经发育特点，有研究表明选用生后 3天 SD 大鼠可以成功建立脑室周围白质软化

的动物模型；目前比较公认的早产儿脑室周围白质模型制作方法是通过结扎新生鼠双

侧或单侧颈总动脉，然后在吸入低浓度氧。但是通过阅读相关文献提示结扎双侧颈总

动脉存活率低，不利于本实验的进行。因此本实验选择生后 3天新生 SD 大鼠通过分

离并结扎左侧颈总动脉，在吸入 8%O2+92%的混合气体来制造 PVL 模型。试验中观察

SD 大鼠随着日龄的增加，出现了生长发育、运动落后，毛发稀疏、左侧眼裂变小，

病理切片 HE 染色出现组织结构疏松、细胞排列紊乱、囊性坏死、小胶质细胞浸润、

胶质瘢痕形成以及左侧脑室扩大等病理改变，以上均证实符合早产儿脑室周围白质软

化的改变，表明新生鼠 PVL 模型制备成功[38]。

中草药中的名贵药材人参可以分离提取出许多单体，目前发现的有 40 余种，而

人参皂苷 Rd 则是其中一种，其化学活性强，分子量相对小，且脂溶性高，易于透过
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血脑屏障[19][39]，相关研究报道，人参皂苷 Rd 在中枢神经系统中的作用有以下几点：

促进神经干细胞分化为神经胶质细胞；减少活性氧簇的形成，增强抗过氧化物的活性；

抑制小胶质细胞的激活以及诱导一氧化氮和环氧合酶的表达，减轻炎症损伤；增强大

鼠脑梗死后心血管的生长；促进小胶质细胞分泌 BDNF 等作用[22-24]，且人参皂苷 Rd 已

用于脑卒中的三期临床实验[39]。

两个紧密相连的细胞通过相同或者不相同的两种缝隙链接蛋白可以形成一个中

空亲水性通道，也就是缝隙连接通道，缝隙连接在中枢神经系统中是不可缺少的，其

功能包括：传递物质及信息、参与神经元的发育与再生及对抗有害物质。CX47 是属

于缝隙连接蛋白中的一种，CX47 特定的表达于少突胶质细胞，与髓鞘基因平行调节，

并且发现部分 CX47 与 CX32 在少突胶质细胞中共同存在，但是当敲除 CX47 后则不能

正常的进行髓鞘化[40-44]。CX47 作为本实验的一个检测指标，通过分析该蛋白在不同组

及不同时间点的表达来了解脑室周围白质软化的损伤程度，根据实验的相关数据分析，

可以看到在人参皂苷 Rd 的干预作用下，CX47 阳性产物表达较 PVL 模型组及假手术组

多。且两两比较均具有统计学意义，这表明脑室周围白质软化中 CX47 的表达下调可

能是由于少突胶质细胞损伤引起的，从而导致髓鞘化障碍及髓鞘发育延迟。在人参皂

苷 Rd 的干预下，CX47 的表达逐渐增多，推断出人参皂苷 Rd 可能对脑室周围白质软

化动物模型具有一定的神经保护作用
[34-37]

。

Nestin 是一种中间丝蛋白，是中枢神经系统发育过程中神经干细胞及神经前体

细胞的特异性标志物之一，广泛用于神经干细胞的鉴定[46-48]。在正常的脑组织中，

nestin 的阳性表达主要在侧脑室脉络丛、脑室管膜下区、海马齿状回等区域，且在

成熟的脑组织中 nestin 的表达逐渐减少，而当脑组织出现缺氧缺血时，可诱导中枢

神经细胞的原位增殖及神经细胞的再生[49-50]。在正常的脑白质区，仅有少量的 nestin

表达。但通过本实验，可以看到，在 PVL 模型中，nestin 大量表达，且在人参皂苷

Rd 的干预下 nestin 阳性表达产物较 PVL 模型组及假手术组均增多，推测人参皂苷 Rd

可以促进神经干细胞的再生，起到神经保护作用。

本实验通过检测脑室周围白质区 CX47、nestin 的表达，结合脑组织的病理改变，

推测人参皂苷 Rd 对脑室周围白质软化可能具有一定的神经保护作用。它可能是通过

促进少突胶质细胞再生，是髓鞘能正常形成，也可能是促进神经干细胞再生，从而分

化为神经元及各种少突胶质细胞，最后减轻脑组织的损伤，但本实验只是初步探讨人
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参皂苷 Rd 是否具有神经保护作用，具体的保护机制有待我们进一步去探讨。
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4 结论

（1）选择生后 3天 SD 大鼠通过结扎左侧颈总动脉并缺氧成功建立新生鼠脑室周

围白质软化模型。

（2）人参皂苷 Rd 可以减轻 PVL 模型动物脑组织的损伤，减轻侧脑室扩大程度，

提示人参皂苷 Rd 对新生鼠脑室周围白质软化模型具有一定的保护作用。

（3）人参皂苷 Rd 可促进脑室周围白质区 CX47、nestin 的表达，提示人参皂苷

Rd 对脑室周围白质软化动物模型的髓鞘形成及神经再生有一定的促进作用。
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综 述

少突胶质细胞中缝隙连接的研究进展

黄 倩 综述 曹云涛 审校

1 缝隙连接

缝隙链接（Gap junction）是广泛存在于组织细胞间的一种特殊结构，它也是一

种细胞连接形式，在所有的组织细胞中仅有骨骼肌细胞、血细胞和精子之间不存在缝

隙连接，其余的均存在缝隙连接[1]。

缝隙链接是两个紧密相连的细胞通过相同或者不相同的两种缝隙链接蛋白形成

的一个中空亲水性通道，这是目前公认的可以直接进行细胞间物质交换及信息传递的

直接通道。组成缝隙连接的单位主要是连接小体，这种连接小体是由 6个结构相同的

缝隙连接蛋白（connexin ,Cx）形成的六聚体组成
[2]
。缝隙连接蛋白这种特殊类型的

膜蛋白主要构成细胞间隙连接的基本结构和功能。到目前为止，在哺乳动物中发现的

缝隙连接蛋白约有 21 种[3]，但仅仅有 11 种在中枢神经系统中表达：神经元上主要

表达的是 CX32、CX36、CX26，其中以 CX36 最为常见；星形胶质细胞上表达的最多

的是 CX43，除此之外还有 CX30、CX45、CX40、CX32，少突胶质细胞中最先发现的是：

CX32、CX29，而 CX47 是近年来发现在中枢神经系统中特定表达于少突胶质细胞中的，

但是 CX29 不形成功能性的缝隙连接通道，且据相关文献报道，CX32 表达于少突胶

质细胞的胞体，CX29 可能表达于成熟的髓鞘，而 CX47 的和 CX32 共同表达于少突

胶质细胞的胞体
[4-7]

。

缝隙连接在中枢神经系统中的发挥着至关重要的作用[8]，是神经元与胶质细胞之

间维持各自功能所不能缺少的，通过阅读相关文献，了解到在癫痫、脱髓鞘疾病、缺

血缺氧等疾病中，缝隙连接将会受到一定的损伤。

2 缝隙连接在中枢神经系统中的功能

2.1 缝隙连接的开放或闭合是由 Ca2+
、PH 等相关因素控制的

[9]
。在这些因素作用下， 维

生素、无机盐、离子、环磷腺苷(cAMP)等信息分子、氨基酸、葡萄糖等小分子量的物质，都可以

借助缝隙连接在相邻细胞间进行双向流动，从而维持细胞的营养代谢， 使其能正常的进行增殖

分化，并在相应的组织中发挥其功能
[10]。

2.2 参与细胞间信息传递
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在中枢神经系统中，相邻两个细胞间的缝隙连接蛋白形成一个通道，通过这个通

道，两个细胞之间可以进行性信息传递，且这种信息传递具有传导快，阻抗低，延搁

时间短的特点。在某一应激情况下，其中一个细胞受到刺激，其离子电位改变并通过

两者之间形成的缝隙连接迅速将离子或其他调节信号传递给另一细胞，这种同步化机

制对完成机体的整体功能具有重要作用[11]。

2.3 参与神经元的发育与再生

研究表明，在中枢神经系统中，神经元与神经元之间也存在缝隙连接，两者之间

形成缝隙连接的连接蛋白主要是 CX36；Cx36 在哺乳动物的中枢神经系统中表达先呈

上升趋势，后随着年龄的增长，表达逐渐下降，在成年时期呈一个低表达水平。但是

在以神经元损伤为主的疾病中，如癫痫、脑外伤，CX36 的表达明显上升，则缝隙连

接参与了神经元的发育[12-13]。

2.4 对抗有害物质的作用

在某一应激情况下，细胞可能会遭到严重损害，而这以损害的细胞可以快速的通

过缝隙连接向周围细胞排出有害物质，减少其对细胞的损害。而相邻的细胞也可以通

过缝隙连接向受损的细胞提供营养物质，帮助功能的迅速恢复。通过缝隙连接，可以

将受损细胞的损伤程度缩小到最小，同时，也可能使其加重，也就是当细胞受损比较

严重时，产生的有害物质过多，缝隙连接通道可能关闭从而限制有害物质的扩散
[14、15]

。

中枢神经细胞中的胶质细胞虽不能形成动作电位，但由于缝隙连接通道的存在，使各

种离子、小分子等物质在胶质细胞间进行交换。在一定范围内星形胶质细胞与少突胶

质细胞之间通过缝隙连接形成网络维持神经系统内环境稳定发挥关键作用，尤其是在

调节内外的 PH 值、K+和谷氨酸水平上，这种中枢神经系统神经胶质细胞之间的缝隙

连接很可能参与了炎症引起的中枢神经系统疾病[16]。近年来发现，脑梗死后神经元损

伤过程中，胶质细胞活化扮演着重要的角色
[17、18]

，胶质细胞间缝隙连接在缺血状态

下仍然有部分开放[19]。有研究发现，脑缺血提高缝隙连接的开放，通过缝隙连接阻断

剂生胃酮的干预减小了脑缺血或再灌注后的脑损伤。

3 少突胶质细胞中的缝隙连接蛋白

少突胶质细胞中主要存在的缝隙连接蛋白有：CX32、CX29 及 CX47，其中 CX32 是

最早被检测出的缝隙连接蛋白，它在髓鞘发育、沃勒变性和轴突再生时表达。敲除

CX32 的转基因大鼠髓鞘稍稀疏，神经传到速度明显下降。曾有研究表明，尽管少突
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胶质细胞表达 CX32，但是敲除 CX32，中央髓鞘的形成所受影响不是很大，为了探索

该矛盾现象，发现了 CX47 特定的表达于少突胶质细胞，与髓鞘基因平行调节。并且

发现 CX47 与表达在星形胶质细胞中的 CX43 形成异形偶联通道，即 CX47/CX43，星形

胶质细胞和少突胶质细胞之间就是通过该通道来传递两者之间的细胞信号，并通过此

来维持细胞内和细胞间的离子平衡。在小鼠中将 CX47、CX43 一并敲除，可以从中发

现少突胶质细胞的数量明显减少，且呈现髓鞘空泡化的病理状态，因此 CX47 对中枢

神经系统中的髓鞘形成具有一定的保护和维持作用[20-22]
。

每一个少突胶质细胞上有不少于 100 种以上的缝隙连接蛋白表达
[23]
，并且在中

枢神经系统中，少突胶质细胞中大部分的缝隙连接蛋白主要与星形胶质细胞上的缝隙

连接蛋白相偶联形成缝隙连接
[24]
。CX32 是 CX47 被认为是形成异源缝隙间隙的主要

少突胶质细胞连接蛋白[25]。少突胶质细胞与星形细胞之间主要的信息交换、物质传递

主要是由表达于少突胶质细胞上的 CX47 介导的
[26]
。

在中枢神经系统中，包裹轴突的髓鞘是由少突胶质细胞形成的，少突胶质细胞在

缺血缺氧及炎症等影响下，数量会有所下降，从而会导致髓鞘形成障碍。此时特定表

达在少突胶质细胞中的 CX47 的表达也会下降，相关研究表明，星形胶质细胞通过

CX47 可以明显调控少突胶质前体细胞的细胞周期和细胞增殖数量，但是其机制不详，

不过这是研究髓鞘再生的关键点，值得我们深入研究
[27-29]

。脑室周围白质软化模型主

要是以少突胶质细胞受损为主，成功建立脑室周围白质软化模型，并取其脑组织检测

CX47 的表达，得出的结论是其表达明显下降，这可能与髓鞘形成障碍有至关的作用

[30-31]。

少突胶质细胞前体细胞是一类多潜能干细胞，具有高度增殖特性的功能，在特定

条件下也能分化为神经元、星形胶质细胞[32]，但是少突胶质细胞前体细胞分化为少突

胶质细胞及其它神经细胞的能力是有限的，如果能在特定条件下使其大量增殖，并向

少突胶质细胞方向分化那对髓鞘修复具有很大的作用[33]。星形胶质细胞是中枢神经系

统中最多、最主要的大胶质细胞
[34]
，其构成了少突胶质细胞前体细胞最主要的外环境，

且通过分泌或间接接触，星形胶质细胞可以通过 CX47 调控少突胶质细胞前体细胞增

殖分化，但是具体机制尚不清楚。近几年来相关研究表明：星形胶质细胞通过 CX47 上

调少突胶质细胞前体细胞 S1PR3 以及介导 Ca2+/ERK1/2 磷酸化通路促进少突胶质细

胞前体细胞增殖
[33]
。
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少突胶质细胞中的缝隙连接蛋白的表达对髓鞘功能至关重要。因为编码 CX32 和

CX47 的基因：GJB1、GJC2 突变都可以使 CX32、CX47 的表达异常，从而使少突胶质

细胞数量下降，最终导致严重的人类髓鞘相关疾病。如 GJC2 突变可引起引起佩梅样

病[36]，而 GJB1 突变导致了 X-连锁脱髓鞘周围神经病变 Charcot-Marie-Tooth 1 型

[37]。这些髓鞘疾病均与少突胶质细胞中缝隙连接蛋白有关。

4 脱髓鞘疾病

脱髓鞘疾病(Demyelinating Diseases)是一大类病因不相同，临床表现各异，

但有类同特征的获得性疾病，其特征的病理变化是神经纤维的髓鞘脱失而神经细胞相

对保持完整[38]。髓鞘是由髓鞘细胞的细胞膜构成，中枢神经的髓鞘细胞是少突胶质细

胞的细胞膜构成，周围神经纤维的髓鞘是施万细胞的细胞膜构成。髓鞘的作用是保护

神经元，并加速神经冲动的传导。在髓鞘遭到破坏时,传导速度减慢。神经传导也受

温度的影响，在髓鞘脱失时体温升高可引起传导阻滞。少突胶质细胞是中枢神经的髓

鞘形成细胞，包绕神经纤维的轴突而形成髓鞘，主要的功能是参与和维持髓鞘。近年

来随着对神经系统疾病研究的深入发现在细胞与细胞之间存在着缝隙连接蛋白也参

与了髓鞘的形成和维持，缝隙连接蛋白组成了缝隙连接的细胞间通道[39-41]。佩梅样病

是一种婴幼儿期起病的遗传白质脑病，属于常染色体隐性遗传病，其是 GJC2 突变所

致疾病。该病在早期的时候主要表现为眼球震颤、肌张力低于正常水平，病情逐渐演

变加重，将会出现惊厥及周围神经系统损伤，且主要表现形式为逐渐加重的痉挛性瘫

痪
[42]
。PMLD 主要的致病基因是 GJC2，该基因编码的是缝隙连接蛋白 47（connexin 47，

Cx47），而这个蛋白主是由 439 个氨基酸组成的[43、44]。GJC2 突变后，基因突变编码异

常的蛋白质，该蛋白质沉积在少突胶质细胞的内质网中，而不可以转运至细胞膜，从

而导致 CX47 和 CX43 偶联的失败，也就影响了中枢神经系统中星形胶质细胞与少突胶

质细胞之间信号的传递，使得少突胶质细胞的功能丧失，最终导致髓鞘形成障碍[45-47]。

且编码 CX47 的蛋白主要在少突胶质细胞的内质网中进行，基因突变后编码的异常在

也在内质网中，这就干扰了蛋白质的正确折叠，并激活了未折叠蛋白反应，最终导致

少突胶质细胞功能障碍
[49、50]

。但是目前 CX47 突变体是如何干扰少突胶质细胞功能从

而影响髓鞘形成障碍的机制尚不明确，有待我们进一步去研究。

5 展望

在中枢神经系统中，少突胶质细胞是唯一可以形成髓鞘的细胞，当遇到缺氧缺血、



遵义医学院硕士学位论文 黄 倩

31

炎症等危险情况时少突胶质细胞会受到严重损害，根据损害程度，少突胶质细胞的数

量会相应的下降，CX47 特定的表达于少突胶质细胞中，随着少突胶质细胞的减少，

CX47 的表达也会随之下降。导致髓鞘形成减少以及髓鞘形成障碍。最终会出现与髓

鞘形成障碍相关的疾病，而从缝隙连接入手去研究其在髓鞘形成作用及其机制可为对

脱髓鞘疾病的治疗寻找一个新的靶点。
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