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  [摘要] 目的 探讨白果内酯对早产仔鼠脑室周围白质损伤(WMI)的改善作用及其机制。方法 对

Wistar孕鼠腹腔注射脂多糖致子宫炎症建造早产仔鼠 WMI模型,建模仔鼠分为模型组、白果内酯组、激动剂

组,另取腹腔注射生理盐水孕鼠作为对照组。白果内酯组、激动剂组分别腹腔注射白果内酯、Ras同源基因

(Rho)/Rho相关卷曲螺旋形成蛋白激酶(ROCK)通路激动剂+白果内酯干预,模型组、对照组腹腔注射等体积

生理盐水,连续干预2周。采用悬吊实验、斜坡实验、旷场实验检测仔鼠神经行为学,HE染色观察仔鼠侧脑室

与脑白质病理学,免疫组化法检测仔鼠少突胶质细胞凋亡情况,Western
 

blot检测仔鼠脑组织Rho/ROCK通

路相关蛋白表达。结果 模型组、激动剂组、白果内酯组、对照组仔鼠悬吊实验评分逐渐增加、斜坡实验时间逐

渐减少、旷场实验评分逐渐增加(P<0.05),侧脑室指数逐渐下降(P<0.05)。模型组脑白质染色淡,结构稀

疏,细胞排列紊乱,核固缩;激动剂组、白果内酯组脑白质染色、结构、细胞排列等均明显改善。模型组、激动剂

组、白果内酯组、对照组,仔鼠脑白质O4阳性细胞数逐渐增加,p-RhoA、ROCK2、p-MLC2蛋白表达逐渐下降

(P<0.05)。结论 白果内酯可能通过下调Rho/ROCK通路抑制少突胶质细胞凋亡,减轻早产仔鼠 WMI。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

improvement
 

effect
 

of
 

ginkgo
 

lactone
 

on
 

the
 

periventricular
 

white
 

matter
 

injury
 

(WMI)
 

in
 

preterm
 

neonatal
 

rats
 

and
 

its
 

mechanism.Methods The
 

pregnant
 

Wistar
 

rat
 

was
 

intraperitoneally
 

injected
 

by
 

lipopolysaccharide
 

(LPS)
 

to
 

establish
 

the
 

preterm
 

neonatal
 

rat
 

WMI
 

model.
The

 

modelled
 

neonatal
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

model
 

group,ginkgo
 

lactone
 

group
 

and
 

agonist
 

group.The
 

pregnant
 

rats
 

injected
 

by
 

normal
 

saline
 

served
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

ginkgo
 

lactone
 

group
 

and
 

agonist
 

group
 

were
 

intraperitoneally
 

injected
 

by
 

ginkgo
 

lactone
 

and
 

Ras
 

homologous
 

gene
 

(Rho)/Rho
 

associated
 

coiled
 

coil
 

forming
 

protein
 

kinase
 

(ROCK)
 

pathway
 

agonist+ginkgo
 

lactone
 

intervention,the
 

model
 

group
 

and
 

con-
trol

 

group
 

were
 

intraperitoneally
 

injected
 

by
 

equal
 

volume
 

of
 

normal
 

saline
 

for
 

consecutive
 

2
 

weeks
 

interven-
tion.The

 

suspension
 

test,slope
 

test
 

and
 

open
 

field
 

test
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

neuroethology
 

in
 

the
 

neonatal
 

rats.The
 

HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

lateral
 

ventricle
 

and
 

cerebral
 

white
 

mat-
ter.The

 

apoptosis
 

of
 

oligodendrocytes
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

de-
tect

 

the
 

expression
 

of
 

Rho/ROCK
 

pathway
 

related
 

proteins.Results The
 

score
 

of
 

suspension
 

test
 

in
 

the
 

mod-
el

 

group,agonist
 

group,ginkgo
 

lactone
 

group
 

and
 

control
 

group
 

was
 

gradually
 

increased,the
 

slope
 

test
 

time
 

was
 

gradually
 

decreased,the
 

open
 

field
 

test
 

score
 

was
 

gradually
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

lateral
 

ventricle
 

index
 

was
 

gradually
 

decreased
 

(P<0.05).In
 

the
 

model
 

group,the
 

cerebral
 

white
 

matter
 

staining
 

was
 

light,
the

 

structure
 

was
 

sparse,the
 

cell
 

arrangement
 

was
 

disordered,and
 

the
 

nuclear
 

had
 

pyknosis;in
 

the
 

agonist
 

group
 

and
 

ginkgo
 

lactone
 

group,the
 

white
 

matter
 

staining,structure
 

and
 

cell
 

arrangement
 

were
 

significantly
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improved.The
 

number
 

of
 

O4
 

positive
 

cells
 

in
 

the
 

white
  

matter
 

of
 

the
 

model
 

group,agonist
 

group,ginkgo
 

lac-
tone

 

group
 

and
 

control
 

group
 

was
 

gradually
 

increased,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

p-RhoA,ROCK2
 

and
 

p-
MLC2

 

proteins
 

were
 

gradually
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion Ginkgo
 

lactone
 

may
 

inhibit
 

the
 

oligodendro-
cyte

 

apoptosis
 

by
 

down-regulating
 

Rho/ROCK
 

pathway,and
 

alleviate
 

WMI
 

in
 

preterm
 

neonatal
 

rats.
[Key

 

words] ginkgo
 

lactone;Ras
 

homolog/Rho
 

kinase
 

pathway;oligodendrocyte;preterm
 

birth;white
 

matter
 

injury

  随着早产儿成活率的上升,幸存的早产儿脑损伤

问题日益突出。脑室周围白质损伤(white
 

matter
 

in-
jury,WMI)是最主要脑损伤,不但会增加早期病死

率,还可诱发诸多后遗症,已成为新的公共卫生与社

会问题[1]。据报道[2],WMI可影响少突胶质细胞的

正常分化、成熟,致大脑发育不良,是早产儿神经功能

发育障碍的主要病因。目前国内外尚缺乏早产儿

WMI的有效防治策略,故探讨早产儿 WMI的发生机

制,寻找神经保护药物尤为迫切。白果内酯是银杏叶

提取物中唯一一种倍半萜内酯化合物,具有抗氧化应

激、保护线粒体功能、抗兴奋性毒性等作用,被广泛应

用于缺血性脑中风、阿尔兹海默症等脑神经损伤疾病

治疗。关婷等[3]证明以白果内酯为主要成分的中成

药可用于改善神经功能缺损。但白果内酯在早产儿

WMI治疗中的作用及其机制尚不清楚,故本研究制

作早产仔鼠 WMI模型,观察白果内酯对仔鼠 WMI
的改善作用及其可能机制,为临床治疗早产儿 WMI
提供新的途径。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

7周龄SPF级 Wistar大鼠购自北京斯贝福生物

技术有限公司,雌性18只,体重(230±10)g,雄性6
只,体重(210±10)g,生产许可证号SCXK(京)2019-
0010。实验开展前适应性饲养1周,饲养室温(23±
2)℃,相对湿度40%~60%,12

 

h自然光照,自由摄食

饮水。本实验操作符合一般动物实验伦理学原则。
1.1.2 主要试剂和仪器

白果内酯(HPLC≥98%,成都格利普生物科技有

限公司)。O4抗体免疫组化试剂盒(上海赫澎生物科

技有限公司,生产批号:20190506),兔抗大鼠Ras同

源基因家族成员A(RhoA)、磷酸化RhoA(p-RhoA)、
Rho相关卷曲螺旋形成蛋白激酶(ROCK)、重组人轻

链Ventricular肌球蛋白2(MLC2)、磷酸化 MLC2(p-
MLC2)、β-actin一抗(上海钰博生物科技有限公司),
辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗(上海碧云天生物

技术有限公司)。GE
 

ImageQuant
 

LAS
 

500-生物分子

成像仪(美国Thermo
 

Fisher公司)。
1.2 方法

1.2.1 造模及分组

适应性饲养结束后,将3只雌性大鼠与1只雄性

大鼠同笼饲养,每天早上检查雌性大鼠阴栓,从孕鼠

中取12只建立 WMI模型[4]:在雌性大鼠出现阴道栓

后第16、17天注射脂多糖350
 

μg/kg,每天1次,同时

取6只孕鼠注射等体积生理盐水。将造模孕鼠孕

期≤21
 

d分娩的仔鼠定义为早产 WMI,分为模型组、
白果内酯组、激动剂组,每组12只。将6只孕鼠足月

(22~23
 

d)分娩的仔鼠作为对照组(10只)。4组仔鼠

均与雌鼠同笼饲养,仔鼠出生3
 

d后开始干预,白果内

酯组、激动剂组分别腹腔注射白果内酯3.5
 

mg/kg、
Rho/ROCK通路激动剂LPA

 

50
 

μg/mL+白果内酯

3.5
 

mg/kg干预,模型组、对照组腹腔注射等体积生

理盐水,连续干预2周。
1.2.2 仔鼠神经行为学测定

仔鼠干预2周后,采取悬吊实验、斜坡实验、旷场

实验检测仔鼠神经行为学。悬吊实验:让仔鼠前腿抓

住一根水平玻璃棒(直径0.5
 

cm),离开桌面45
 

cm,
记录仔鼠掉下时间,计分标准:<10

 

s计1分,10~
30

 

s计2分,>30
 

s~2
 

min计3分,>2~5
 

min计4
分,>5

 

min计5分。斜坡实验:仔鼠头朝下倒置45°
斜面上,记录其转位为头朝上角度>135°的时间。旷

场实验:用装置为36
 

cm×36
 

cm×36
 

cm的纸箱,无顶,
箱底以墨线分成9个等面积小方格,将仔鼠置于中间方

格上,观察其15
 

s内活动情况,从所在方格中进入相邻

方格计1分,累计仔鼠15
 

s进入方格数并记录总分。
1.2.3 HE染色观察仔鼠侧脑室面积及脑白质病

理学

干预2周后,麻醉断头处死并取出全脑组织,一
部分冻存于-80

 

℃待 Western
 

blot检测,另一部分石

蜡包埋,制作6
 

μm厚的冠状脑片。HE染色:脱蜡水

化后,切片浸入苏木素液中染色细胞核,分化返蓝后,
浸入伊红液中染色细胞质,梯度乙醇脱水,中性树胶

封片。显微镜观察脑组织形态,Image
 

J软件量化全

脑及左、右脑室面积,侧脑室指数(%)=左右脑室面

积之和/全脑面积×100%。
1.2.4 免疫组化法检测仔鼠少突胶质细胞凋亡情况

冠状脑片脱蜡水化,参考 O4抗体免疫组化试剂

盒说明书操作:用3%过氧化氢溶液置于玻片上进行

热修复抗原,封闭玻片后,加兔抗仔鼠 O4抗体(1∶
500稀释),37

 

℃孵育1
 

h,加生物素标记的山羊抗兔

IgG二抗,室温孵育0.5
 

h,DAB显色,显微镜下随机

选取3个视野,用Image
 

J软件观察阳性信号。
1.2.5 Western

 

blot检测仔鼠脑组织 Rho/ROCK
通路相关蛋白表达
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取仔鼠脑组织用RIPA裂解液裂解,BCA法定量

蛋白浓度,上样后沸水浴变性,取等量蛋白进行SDS-
PAGE分离,将目的蛋白转移到PVDF膜。将PVDF
膜置入10%脱脂奶粉 中 封 闭2

 

h,加 入 兔 抗 仔 鼠

RhoA(1∶500稀释)、p-RhoA(1∶500稀释)、ROCK2
(1∶500稀释)、MLC2(1∶500稀释)、p-MLC2(1∶
500稀释)、β-actin(1∶500稀释)一抗,4

 

℃孵育过夜。
次日取出PVDF膜,加入辣根过氧化物酶标记的羊抗

兔二抗(1∶1
 

000稀释),避光反应1
 

h,加入ECL发

光底物显色。Image
 

Quant
 

LAS
 

4000
 

mini显影分析

目的蛋白相对表达量。
1.3 统计学处理

采用SPSS
 

22.0统计软件进行分析。计量资料

以x±s表示,方差齐采用单因素方差分析与LSD-t
比较,方差不齐采用 Welch检验 Dunnett

 

T3比较。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 仔鼠神经行为学评分

与对照组比较,模型组、激动剂组、白果内酯组仔

鼠悬吊实验评分减少、斜坡实验时间增加、旷场实验

评分减少(P<0.05);与模型组比较,激动剂组、白果

内酯组悬吊实验评分增加、斜坡实验时间减少、旷场

实验评分增加(P<0.05);与激动剂组比较,白果内酯

组悬吊实验评分增加、斜坡实验时间减少、旷场实验

评分增加(P<0.05),见表1。
2.2 仔鼠侧脑室指数

HE染色结果显示:与对照组比较,模型组仔鼠侧

脑室面积增大,侧脑室指数升高(P<0.05);与模型组

比较,激动剂组、白果内酯组侧脑室面积减小,侧脑室

指数下降(P<0.05);与激动剂组比较,白果内酯组侧

脑室面积减小,侧脑室指数下降(P<0.05),见图1。
2.3 仔鼠脑白质病理学

对照组仔鼠脑白质染色清晰,结构正常,细胞排

列正常,核大而深染;与对照组比较,模型组脑白质染

色淡,结构稀疏,细胞排列紊乱,核固缩;激动剂组、白
果内酯组脑白质染色、结构、细胞排列等均明显改善,
见图2。

表1  仔鼠神经行为学评分(x±s)

组别 悬吊实验(分) 斜坡实验(s) 旷场实验(分)

对照组 4.31±0.34 2.17±0.12 6.72±0.22

模型组 0.96±0.11a 4.92±0.31a 4.05±0.34a

激动剂组 1.88±0.16ab 3.36±0.15ab 5.11±0.29ab

白果内酯组 3.56±0.23abc 2.89±0.23abc 6.08±0.25abc

F 227.034 145.888 87.551

P <0.001 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<
0.05,与激动剂组比较。

  A:对照组;B:模型组;C:激动剂组;D:白果内酯组。

图1  HE染色观察仔鼠侧脑室扩张情况(×400)

2.4 仔鼠少突胶质细胞凋亡情况

免疫组化染色显示,对照组仔鼠胼胝体、扣带回

处O4表达丰富,阳性细胞数多;与对照组比较,模型

组仔鼠O4阳性细胞数明显减少;与模型组比较,激动

剂组与白果内酯组O4阳性细胞数有所增加,见图3。

  A:对照组;B:模型组;C:激动剂组;D:白果内酯组。

图2  仔鼠脑白质 HE染色(×400)

2.5 仔鼠脑组织Rho/ROCK通路相关蛋白表达

各组仔鼠脑组织RhoA、MLC2蛋白表达比较差

异无统计学意义(P>0.05),p-RhoA、ROCK2、p-
MLC2蛋白表达比较差异有统计学意义(P<0.05)。
与对照组比较,模型组、激动剂组、白果内酯组p-

RhoA、ROCK2、p-MLC2蛋白表达升高(P<0.05);
与模 型 组 比 较,激 动 剂 组、白 果 内 酯 组 p-RhoA、
ROCK2、p-MLC2蛋白表达降低(P<0.05);与激动

剂组比较,白果内酯组p-RhoA、ROCK2、p-MLC2蛋

白表达降低(P<0.05),见表2、图4。
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  A:对照组;B:模型组;C:激动剂组;D:白果内酯组;→:O4阳性细胞。

图3  仔鼠少突胶质细胞凋亡免疫组化(×400)

表2  仔鼠Rho/ROCK通路相关蛋白表达(x±s)

组别 RhoA p-RhoA ROCK2 MLC2 p-MLC2

对照组 1.12±0.13 0.11±0.01 0.20±0.02 1.09±0.14 0.21±0.03

模型组 1.13±0.11 0.46±0.09a 0.91±0.12a 1.08±0.16 0.62±0.09a

激动剂组 1.15±0.13 0.33±0.03ab 0.63±0.06ab 1.07±0.15 0.47±0.05ab

白果内酯组 1.14±0.12 0.21±0.02abc 0.42±0.03abc 1.09±0.13 0.39±0.02abc

F 0.055 48.193 94.991 0.022 49.006

P 0.982 <0.001 <0.001 0.995 <0.001

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较;c:P<0.05,与激动剂组比较。

  A:对照组;B:模型组;C:激动剂组;D:白果内酯组。

图4  各组仔鼠Rho/ROCK通路相关蛋白电泳图

3 讨  论

  WMI为早产儿脑病主要表现形式,对早产儿神

经系统正常发育造成极大影响,往往遗留脑瘫、认知

及视听 功 能 障 碍 等 后 遗 症[5]。目 前,关 于 早 产 儿

WMI的发生机制尚不清楚,ALTENDAHL等[6]认为

围生期子宫炎症改变了脑白质发育过程,为诱发早产

儿 WMI的主要因素,故本研究采用腹腔注射脂多糖

致子宫炎症的方法。目前国内外对早产儿 WMI尚无

统一特效治疗标准,探索新的神经保护药物是治疗该

病的关键方向。白果是一种药用价值显著的天然植

物,药用历史悠久,白果内酯为其主要药效成分,有抗

炎、抗血小板聚集等作用,长期用于增强免疫力、防治

心脑血管疾病治疗[7-8]。白果内酯已经进入神经系统

疾病相关的临床实验研究中,但对早产 WMI动物模

型研究的数据鲜见。本研究主要从早产仔鼠 WMI侧

脑室及脑白质病理损伤、少突胶质细胞特殊标记物表

达角度,初步探讨白果内酯对早产仔鼠 WMI的神经

保护作用,为今后临床防治早产儿 WMI提供参考。
悬吊实验、斜坡实验、旷场实验为公认的神经行

为学检测方法,指标可观,可快速获得数据。悬吊实

验可评估仔鼠随意运动能力,斜坡实验评估躯体协调

与平衡能力,旷场实验评估仔鼠运动活力。本研究结

果显示:与模型组比较,白果内酯组悬吊实验评分增

加、斜坡实验时间减少、旷场实验评分增加,提示白果

内酯可改善早产仔鼠 WMI的神经行为学。侧脑室扩

张是 WMI主要症状表现,经 HE染色观察仔鼠侧脑

室与脑白质病理学发现,与模型组比较,白果内酯组

侧脑室面积减小,侧脑室指数下降,脑白质结构、染
色、细胞核变化等均明显改善,提示白果内酯可抑制

WMI症状,减轻 WMI。少突胶质细胞是脑白质的主

要成分,为轴突提供营养支持与能量,参与维持神经

元轴突信号传递与神经功能[9]。CHAVALI等[10]报

道,少突胶质细胞凋亡参与了 WMI。宫内感染激活

胎儿小胶质细胞,介导了细胞因子、补体、白细胞等参

与的免疫性炎症,损伤少突胶质细胞前体细胞,抑制

了髓鞘形成,从而出现严重 WMI。O4为少突胶质细

胞前体细胞的生物标记物,在细胞膜上呈阳性表达,
早产儿发生 WMI时,少突胶质细胞分化过程受阻,可
导致O4表达水平下降[11]。本研究通过免疫组化染

色检测O4表达水平,评估少突胶质细胞分化程度,结
果显示:与模型组比较,白果内酯组仔鼠脑白质O4阳

性细胞数增加,提示白果内酯可抑制少突胶质细胞凋

亡,可能与其抗炎作用有关。
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Rho蛋白是小分子G蛋白,RhoA为Rho家族成

员之一[12]。研究表明脑白质髓鞘抑制因子是通过活

化RhoA这一共同分子开关信号通路,诱发一系列反

应,影 响 轴 突 再 生,最 终 损 伤 脑 白 质。RhoA 为

ROCK最早发现的 Rho效应物,可能是脑白质轴突

生长的抑制性蛋白发挥作用的焦点[13]。ROCK是丝

氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族成员,为RhoA下游靶效

应分子,根据基因编码不同分为ROCK1和ROCK2
两种亚型[14]。其中,ROCK2主要表达于大脑皮层、
海马椎体神经元,据报道ROCK2在小鼠出生后大脑

发育阶段的表达上调[15]。Rho受外界刺激活化后,将
活化信号传递到下游靶分子———ROCK后,作用于其

底物 MLC,直接使其磷酸化,从而调控细胞动态变

化。据报道[16],Rho/ROCK 通路异常激活与 WMI
相关,但多数报道集中于缺血性动物模型中。本研究

结果显示:与模型组比较,激动剂组、白果内酯组p-
RhoA、ROCK2、p-MLC2蛋白表达降低,其中以白果

内酯组上述蛋白表达最低,提示白果内酯可能通过下

调Rho/ROCK通路改善早产仔鼠 WMI。
综上所述,白果内酯可能通过下调 Rho/ROCK

通路,抑制少突胶质细胞凋亡,从而减轻早产仔鼠

WMI。
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