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􀅰基础研究􀅰

视黄酸通过 ＲＡＲα 对缺氧缺血性脑损伤后
神经元凋亡的影响

陈双　 江伟　 陈洁　 肖农

【摘要】 　 目的　 探讨视黄酸通过视黄酸核受体 α(ＲＡＲα)对缺氧缺血性脑损伤(ＨＩＢＤ)后神经元凋亡的

影响ꎮ 方法　 采用维生素 Ａ 缺乏饲料和维生素 Ａ 正常的普通饲料分别构建视黄酸缺乏(ＲＡＤ)和视黄酸正常

(ＲＡＮ)新生 ＳＤ 模型大鼠ꎬ随机选取 ２４ 只 ＲＡＤ 新生模型鼠作为 ＲＡＤ 组ꎬ选取 ４８ 只 ＲＡＮ 新生模型鼠随机分

为 ＲＡＮ 组和假手术组ꎬ每组 ２４ 只ꎮ ＲＡＮ 组和 ＲＡＤ 组采用经典 Ｒｉｃｅ 法进行分离结扎左侧颈总动脉建立

ＨＩＢＤ 模型ꎬ假手术组只做颈部皮肤切开缝合ꎮ 分别于术后第 ３ 天和第 ７ 天ꎬ采用 ＴＵＮＥＬ 法检测脑皮质神经

元凋亡情况ꎬ于术后第 ７、１４、２１ 和 ２８ 天进行神经功能缺损评估ꎮ 体外分离培养原代神经元ꎬ建立缺氧缺糖损

伤(ＯＧＤ)模型ꎬ将原代神经元细胞分为对照组、ＯＧＤ 组、视黄酸 ＯＧＤ 组ꎬ采用实时荧光定量聚合酶链反应

(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组 ＲＡＲα、胶质细胞源性神经营养因子(ＧＤＮＦ)及半胱氨酸天冬氨酸

蛋白酶￣８(Ｃａｓｐａｓｅ￣８)的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平ꎮ 采用 ＲＡＲα 基因小干扰 ＲＮＡ 重组腺病毒(Ａｄ￣ｓｉ ＲＡＲα)感
染原代神经元ꎬ将原代神经元分为沉默组和阴性对照组ꎬ检测 ＲＡＲα、ＧＤＮＦ、Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达

水平ꎮ 结果　 ①ＲＡＤ 组和 ＲＡＮ 组大鼠在缺氧缺血后第 ３ 天到第 ７ 天ꎬ皮质凋亡神经元数量逐渐增加ꎬ且 ＲＡＤ
组神经元凋亡数量明显多于 ＲＡＮ 组ꎻＲＡＤ 组大鼠各时间点的神经功能损伤评分均高于 ＲＡＮ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ
②视黄酸 ＯＧＤ 组神经元的 ＲＡＲα、ＧＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达水平[(１. ４９ ± ０. ０５)、(０. ６１ ± ０.０２) ] 均高于 ＯＧＤ 组

[(０.５１±０.０４)、(０.２１±０.０２)]ꎬＣａｓｐａｓｅ￣８ 的 ｍＲＮＡ 表达水平显著低于 ＯＧＤ 组[(１.１３±０.０９) ｖｓ (１.７９±０.１１)]ꎬ
且组间差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ各组神经元的蛋白表达水平与 ｍＲＮＡ 表达水平基本一致ꎮ ③沉默组

神经元的 ＲＡＲα、ＧＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达水平均低于阴性对照组[ＲＡＲα(１.０７±０.１２) ｖｓ (２.３３±０.０８)ꎬＰ<０.０１]ꎻ
ＧＤＮＦ[(０.１１±０.０１) ｖｓ (０.１３±０.０１)ꎬＰ<０.０５]ꎬ沉默组神经元的 Ｃａｓｐａｓｅ￣８ ｍＲＮＡ 表达水平较阴性对照组高

[(２.９２±０.２０) ｖｓ (２.４０±０.１８)ꎬＰ<０.０１]ꎻ各组蛋白表达水平与 ｍＲＮＡ 表达水平基本一致ꎮ 结论　 视黄酸可通

过 ＲＡＲα 上调 ＧＤＮＦ 表达ꎬ下调 Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的表达ꎬ进而抑制 ＨＩＢＤ 后神经元的凋亡ꎮ
【关键词】 　 视黄酸核受体 αꎻ　 神经元凋亡ꎻ　 腺病毒ꎻ　 神经营养因子ꎻ　 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶￣８
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Ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ａｆｆｅｃｔｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ ｈｙｐｏｘｉｃ￣ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ ｄａｍａｇｅ ｖｉａ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｌｐｈａ　 Ｃｈｅｎ Ｓｈｕａｎｇ∗ꎬ Ｊｉａｎｇ Ｗｅｉꎬ Ｃｈｅｎ Ｊｉｅꎬ Ｘｉａｏ Ｎｏｎｇ. ∗Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｈｉｌｄｒｅｎ′ｓ Ｒｅｈａｂｉｌｉｔａｔｉｏｎꎬ Ｃｈｉｌｄｒｅｎ′ｓ Ｈｏｓ￣
ｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４０００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｘｉａｏ Ｎｏｎｇꎬ Ｅｍａｉｌ: ｘｉａｏｎｏｎｇｗｌ＠ １６３.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ (ＲＡ) ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ
ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ ｄａｍａｇｅ (ＨＩＢＤ). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｅｖｅｎｔｙ￣ｔｗｏ ｎｅｗｂｏｒｎ Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ａｎ ＲＡ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ (ＲＡＤ) ｇｒｏｕｐꎬ ａｎ ＲＡ ｎｏｒｍａｌ (ＲＡＮ) ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｅａｃｈ ｏｆ ２４. Ｔｈｅ ＨＩＢＤ ｍｏｄｅｌ
ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＲＡＤ ａｎｄ ＲＡＮ ｇｒｏｕｐｓ ｕｓｉｎｇ Ｒｉｃｅ′ｓ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｗａｓ ｅｘｐｏｓｅｄꎬ ｌｉｇａｔｅｄ
ａｎｄ ｃｕｔꎬ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｈｙｐｏｘｉａ. Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｗａｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｎｙ ｏｔｈｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.
Ｔｈｒｅｅ ａｎｄ ７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎꎬ ｎｅｕｒｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｔｈｅ ｄｅ￣
ｇｒｅｅ ｏｆ ＨＩＢＤ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅｓ (ｍＮＳＳ) ７ꎬ １４ꎬ ２１ ａｎｄ ２８ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａ￣
ｔｉｏｎ. Ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏꎬ ａｎｄ ｏｘｙｇｅｎ ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ (ＯＧＤ) ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄꎬ ｔｈｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ＯＧＤ
ａｎｄ ＲＡ＋ＯＧＤ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｆｏｒｍｅｄ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｌｐｈａ
(ＲＡＲα)ꎬ ＧＤＮＦ (ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒ) ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅ￣
ａｃｔｉｏｎｓ (ＰＣＲ) ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｔｈｅ ＲＡ＋ＯＧＤ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＲＡ ａｎｄ ＳｉＲＮＡ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓꎬ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ａ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｍＮＳＳ ｏｆ ｔｈｅ ＲＡＤ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ＲＡＮ ｇｒｏｕｐ. ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｔｅｘ

􀅰７４２􀅰中华物理医学与康复杂志 ２０１８ 年 ４ 月第 ４０ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ａｐｒｉｌ ２０１８ꎬ Ｖｏｌ. ４０ꎬ Ｎｏ.４



ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ ｄａｙ ３ ｔｏ ７ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎꎬ ｂｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｍｏｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ＲＡＤ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＲＡＮ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＲＡＲα ａｎｄ ＧＤＮＦ ｉｎ ｔｈｅ ＲＡ＋ＯＧＤ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＯＧＤ
ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＲＡＲα ａｎｄ ＧＤＮＦ
ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ ｗｅｒｅ ｊｕｓｔ
ｔｈｅ ｏｐｐｏｓｉｔｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＲＡ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｎｅｕｒｏｎｓ ａｆｔｅｒ ＨＩＢＤ ｂｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＧＤＮＦ ａｎｄ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ￣８ ｖｉａ ＲＡＲα.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｌｐｈａꎻ　 Ｎｅｕｒｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ　 Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓꎻ　 Ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏ￣
ｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎻ　 Ｃａｓｐａｓｅ￣８

Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ:Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (ｇｒａｎｔ ８１５７１０９１)

　 　 缺 氧 缺 血 性 脑 损 伤 ( ｈｙｐｏｘｉｃ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ
ｄａｍａｇｅꎬＨＩＢＤ)是儿童常见的中枢神经系统疾病ꎬ可造

成永久性神经损伤[１￣２]ꎮ 神经元凋亡为 ＨＩＢＤ 继发性

脑损伤的主要形式[３￣４]ꎬ因此ꎬ研究并阐明 ＨＩＢＤ 神经

元凋亡机制具有重要意义ꎮ 胶质细胞源性神经营养因
子(ｇｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎬＧＤＮＦ)是重要
的神经营养因子ꎬ可抑制缺氧缺糖损伤( ｏｘｙｇｅｎ ａｎｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎꎬＯＧＤ)所致的神经元凋亡[５]ꎬ但具

体机制仍不清楚ꎮ 视黄酸主要通过视黄酸核受体 α
(ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｌｐｈａꎬＲＡＲα)调节神经细胞的

增殖、分化和凋亡[６￣８]ꎮ Ｔｈａｎｇ 等[９] 研究表明ꎬ视黄酸

可以通过 ＲＡＲα 上调大鼠颈上神经节对 ＧＤＮＦ 的反应
活性ꎬ发挥神经保护作用ꎮ 本研究旨在通过视黄酸干
预 ＨＩＢＤ 大鼠探讨视黄酸对神经元凋亡的影响及具体
机制ꎬ为治疗 ＨＩＢＤ 提供新的思路ꎮ

材料与方法

一、实验动物与材料

无特定病原体级健康雌性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大
鼠ꎬ体重 ２２０ｇ~２５０ ｇꎬ由重庆医科大学实验动物中心提
供ꎮ 神经元基础培养基(Ｎｅｕｒｏｎ ｂａｓａｌ)、Ｂ２７ 等均购自
Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ视黄酸为全反式视黄酸ꎬ购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ
ＥＢＳＳ 购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻＲＮＡ 提取试剂盒、实时荧光定
量聚合酶链反应( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)试剂盒等购自 Ｔａｋａｒａ 公司ꎻＲＡＲα 抗体
购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶￣８(Ｃａｓｐａｓｅ￣
８)、ＧＤＮＦ 一抗购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻ脱氧核糖核苷酸末
端转移酶介导的缺口末端标记法(ＴｄＴ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ
ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇꎬＴＵＮＥＬ)凋亡试剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎻ
引物由华大基因有限公司合成ꎮ

二、分组与造模
采用课题组经典维生素 Ａ 控制缺乏饲料和普通

饲料构建视黄酸缺乏(ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙꎬＲＡＤ)和
视黄酸正常 ( ｒｅｔｉｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｎｏｒｍａｌꎬ ＲＡＮ) 新生鼠模

型[１０￣１１]ꎬ具体方法如下:取 １０ 只健康雌性 ＳＤ 大鼠分

别给予维生素 Ａ 缺乏饲料和维生素 Ａ 正常的普通饲
料饲养 ４ 周(各 ５ 只)ꎬ随后与健康雄性 ＳＤ 大鼠按

２ ∶ １比例合笼ꎬ其子代即为 ＲＡＮ 和 ＲＡＤ 模型鼠ꎮ 随
机选取 ２４ 只新生 ７ 日龄 ＲＡＤ 模型鼠ꎬ体重 １０ ~ １２ ｇꎬ
标记为 ＲＡＤ 组ꎻ选取 ４８ 只新生 ７ 日龄 ＲＡＮ 模型鼠ꎬ
体重 １０~ １２ ｇꎬ随机分为 ＲＡＮ 组和假手术组ꎬ每组 ２４
只ꎮ ＲＡＮ 组和 ＲＡＤ 组采用经典 Ｒｉｃｅ 法[１２]进行 ＨＩＢＤ
建模ꎬ用 １０％水合氯醛按 ２５０ ｍｇ / ｋｇ 对大鼠进行腹腔
注射麻醉ꎬ分离并结扎左侧颈总动脉ꎮ 休息 ３０ ｍｉｎ 后
放入缺氧箱中ꎬ给予 ３ Ｌ / ｍｉｎ 流速的氮氧混合气体(８％
Ｏ２＋９２％Ｎ２)ꎬ持续缺氧 ２.５ ｈ 后ꎬ母乳继续哺乳ꎮ ＨＩＢＤ
造模成功标准:新生鼠 ＨＩＢＤ 后出现不同程度的行为异
常ꎬ如头颤、肢体抖动、翻身或爬行困难、夹尾左旋、右后
肢拖步甚至抽搐等ꎮ 假手术组只做颈部皮肤切开缝合ꎮ
整个实验期以母乳加维生素 Ａ 控制饲料喂养ꎮ

三、标本取材及脑组织原位凋亡检测
分别于 ＨＩＢＤ 术后第 ３ 天和第 ７ 天ꎬ每组随机各

选取 ２ 只乳鼠ꎬ用 ４％多聚甲醛灌洗脑组织ꎬ并断头取
脑ꎬ即刻将脑组织置于 ４％多聚甲醛中固定ꎬ２４ ｈ 后进
行水洗、梯度脱水、透明、浸蜡、包埋等步骤制备脑组织
标本备用ꎮ 每个样本连续切片 １０ 张ꎬ随机选择 ３ 张切
片ꎬ严格按照 ＴＵＮＥＬ 试剂盒说明书进行凋亡细胞检
测ꎬ具体步骤如下:切片常规脱蜡、水化ꎻ用磷酸缓冲盐
溶液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)浸洗 ５ ｍｉｎꎬ阻断
剂室温孵育 ３０ ｍｉｎꎻＰＢＳ 洗片后ꎬ通透液冰浴 ２ ｍｉｎꎻ
ＰＢＳ 冲洗 ２ 遍ꎬ擦干样品周围的水ꎬ滴加 ５０ μｌ 的
ＴＵＮＥＬ 反应混合溶液ꎬ在湿盒中 ３７ ℃ 孵育 ６０ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎻ二苯甲亚胺(Ｈｏｃｈｅｓｔ)核染[１３]ꎬＰＢＳ 洗 ３
次ꎮ 置于荧光显微镜下观察并拍摄ꎮ

四、行为学评估
采用改良神经功能缺损评分(ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉ￣

ｃａｌ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅꎬｍＮＳＳ)法[１４]ꎬ分别于 ＨＩＢＤ 术后第 ７
天、第 １４ 天、第 ２１ 天和第 ２８ 天四个时间点对各组大
鼠(每组 ２０ 只)进行评估ꎮ 评估内容包括运动测试、
感官测试、本体感觉测试ꎬ评分范围 ０ ~ １８ 分ꎬ１ ~ ６ 分
代表轻度损伤ꎬ７~ １２ 分代表中度损伤ꎬ１３ ~ １８ 分代表
重度损伤ꎮ

五、原代神经元培养及干预
取出生 ２４ ｈ 内的 ＳＤ 大鼠ꎬ７５％乙醇消毒后断头
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取脑ꎬ钝性分离迅速取出皮质组织ꎬ剔除脑膜及血管后
置于冰 Ｄ￣Ｈａｎｋ′ｓ 液中清洗 ２ 次ꎻ剪碎ꎬ放入 １５ ｍｌ 离心
管中ꎬ轻轻吹打至充分混匀ꎻ２００ 目细胞筛过滤得到细
胞悬液ꎻ４ ℃ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 得到细胞沉淀物ꎬ
收集沉淀ꎻ弃上清ꎬ加入 ２ ｍｌ 培养基重悬ꎻ将细胞分为
对照组、ＯＧＤ 组和视黄酸 ＯＧＤ 组ꎬ接种于多聚赖氨酸
包被的 ６ 孔板中ꎬ接种密度为 ２×１０６ 个 /孔ꎻ用含 １０％
胎牛血清的细胞培养基培养 ６ ~ １０ ｈ 后ꎬ更换为有 ２％
Ｂ２７ 细胞培养添加剂、０.２５％ Ｌ￣谷氨酰胺、１％青链霉
素混合液的 Ｎｅｕｒｏｎ ｂａｓａｌ 培养基ꎻ此后每 ３ 天换 １ 次培
养液ꎬ连续培养 ７ ｄꎮ 每天在倒置相差显微镜下观察细
胞生长情况ꎮ ７ ｄ 后ꎬ视黄酸 ＯＧＤ 组给予 ２ ｍｌ 含
１ μｍｏｌ / Ｌ视黄酸的 Ｅａｒｌｅ′ｓ 平衡盐溶液ꎬ置于 ３７ ℃ 恒
温细胞培养箱中持续通以 ２ Ｌ / ｍｉｎ 流速的 ５％Ｏ２ 与
９５％Ｎ２ 混合气体进行 ＯＧＤ 损伤 ２ ｈꎮ

六、Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测
原代神经元 ＯＧＤ ２ ｈ 后ꎬ提取细胞总 ＲＮＡ 并检测

其浓度ꎻ逆转录合成 ｃＤＮＡꎬ以合成的 ｃＤＮＡ 为模板进
行 ＰＣＲ 扩增ꎬ检测目的基因的相对转录水平ꎮ 按
ＳＹＢＲ® ＧｒｅｅｎⅡ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒说明进行三步
法 ＰＣＲ 反应ꎮ

ＰＣＲ 循环如下:９５ ℃变性 １０ ｍｉｎꎬ４５ 个循环 ９５ ℃
下 １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓ 和 ７２ ℃ ３０ ｓ 溶解曲线分析ꎮ 计算
公式:以 β￣肌动蛋白(β￣ａｃｔｉｎ)作为对照ꎬ阈值(ＣＴ)为
参数ꎮ 基因改变倍数 ＝ ２－Δ(ΔＣＴ)ꎬ Δ ( ΔＣＴ) ＝ 实验组
(ＣＴ目的基因－ＣＴ内参) －对照组(ＣＴ目的基因 －ＣＴ内参)ꎮ 实验
独立重复 ３ 次ꎮ 引物序列见表 １ꎮ

表 １　 ＰＣＲ 引物及腺病毒干扰序列

基因　 　 序列
上游 下游

ＲＡＲα ５′￣ＧＡＣＴＣＣＧＣＴＴＴＧＧＡＡＴ￣
ＧＧ￣３′

５′￣ＡＣＴＧＣＴＧＣＴＣＴＧＧＧＴＣＴＣ￣
Ｇ￣３′

ＧＤＮＦ ５′￣ＣＡＣＴＧＡＣＴＴＧＧＧＴＴＴ￣
ＧＧＧ￣３′

５′￣ＴＣＡＣＴＴＧＴＴＡＧＣＣＴＴＣ￣
ＴＡＣＴＴＣ￣３′

β￣ａｃｔｉｎ ５′￣ＧＣＡＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＴＧＴ￣
ＴＣＴＴＧＡＡＧ￣３′

５′￣ＧＡＡＣＣＧＣＴＣＡＴＴＧＣＣＧＡＴ￣
ＡＧＴＧ￣３′

Ｃａｓｐａｓｅ￣８ ５′￣ＧＧＣＡＧＣＣＡＧＴＴＣＴ￣
ＴＣＧＴＴ￣３′

５′￣ＣＴＣＧＧＣＧＡＣＡＧＧＴＴＡ￣
ＣＡＧ￣３′

七、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
原代神经元 ＯＧＤ 损伤 ２ ｈ 后ꎬ提取细胞总蛋白ꎻ

用二喹啉甲酸(ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬＢＣＡ)法及酶标仪测
定蛋白浓度ꎻ用 １０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶
电泳(ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏ￣
ｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分离蛋白ꎬ转移蛋白到聚偏二氟乙
烯膜上ꎮ ５％胎牛血清蛋白液封闭ꎬ室温孵育 １ ｈꎮ 一抗
ＲＡＲα(１ ∶ ４００)ꎬＧＤＮＦ(１ ∶ ３００)ꎬＣａｓｐａｓｅ￣８(１ ∶ ２００)和
β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶ ５００)４ ℃孵育过夜ꎮ 次日二抗室温下孵育
１ ｈꎮ 增强化学发光法处理后用其成像系统拍照ꎮ

八、腺病毒感染原代神经元及相关检测指标
采用 ＲＡＲα 基因小干扰 ＲＮＡ 重组腺病毒(Ａｄ￣ｓｉ

ＲＡＲα)感染原代神经元ꎮ 阴性对照为 ＲＡＲγ 基因小
干扰 ＲＮＡ 重组腺病毒(Ａｄ￣ｓｉＲＡＲγ)ꎬ表现为红色荧光
蛋白(ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＲＦＰ)ꎮ 将 ２ μｌ 的 Ａｄ￣ｓｉ
ＲＡＲα 重组腺病毒加入到融合至 ７０％原代神经元的培
养基中进行感染ꎻ同时以相同感染复数(ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬＭＯＩ)的腺病毒穿梭载体作为阴性对照组ꎻ感
染 ２４ ｈ 后ꎬ在荧光显微镜上通过观察红色荧光判断病
毒感染状态ꎮ 将原代神经元分为沉默组和阴性对照
组ꎮ 在病毒感染 ３６ ｈ 后ꎬ用 Ｄ￣Ｈａｎｋ′ｓ 缓冲液冲洗原代
神经元ꎬ以含有 １ μｍｏｌ / ＬＲＡ 的 ＥＢＳＳ 进行 ＯＧＤ ２ ｈꎮ
采用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法方法ꎬ 检测
ＲＡＲα、ＧＤＮＦ、Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平ꎮ

九、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ １７.０ 版统计软件对所得数据进行统计

学分析处理ꎮ 计量资料以(ｘ－ ±ｓ)表示ꎬ多组间比较采
用单因素方差分析ꎬ 两两比较采用 ＳＮＫ￣ｑ 分析ꎮ
Ｐ<０.０５认为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组大鼠皮质细胞凋亡变化
ＨＩＢＤ 损伤后第 ３ 天ꎬＲＡＤ 组顶叶皮质、颞叶皮质

的细胞凋亡明显多于 ＲＡＮ 组(黄箭头所示绿色荧光)ꎬ
且皮质凋亡主要出现在第 ４ 层~第 ５ 层ꎬ详见图 １ꎮ

ＨＩＢＤ 损伤后第 ７ 天ꎬＲＡＤ 组凋亡也多于 ＲＡＮ
组ꎬ而且凋亡的发生区开始扩散ꎬ皮质的第 ２ 层 ~第 ５
层都可见明显的细胞凋亡ꎮ 详见图 ２ꎮ

二、神经功能缺损评分
ＨＩＢＤ 后第 ７ 天、第 １４ 天、第 ２１ 天和第 ２８ 天ꎬＲＡＮ

组各时间点的神经功能损伤评分均低于 ＲＡＤ 组ꎬ且差异
有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ假手术组显著低于 ＲＡＤ 组和
ＲＡＮ 组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 详见表 ２ꎮ

表 ２　 各组大鼠的 ｍＮＳＳ 评分比较(分ꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 第 ７ 天 第 １４ 天 第 ２１ 天 第 ２８ 天

ＲＡＮ 组 ２０ ７.８５±０.８０ ５.２５±０.６８ ３.３８±０.４５ ２.２０±１.３４
ＲＡＤ 组 ２０ ９.３１±１.１１ａ ６.０４±１.０２ａ ４.４４±０.７２ｂ ２.９３±０.４４ｂ

假手术组 ２０ ３.３２±０.３４ｂｃ ２.１１±０.５４ｂｃ １.５５±０.２５ｂｃ １.３２±０.２３ｂｃ

　 　 注:与 ＲＡＮ 组比较ꎬａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ꎻ与 ＲＡＤ 组比较ꎬｃＰ<０.０１

三、各组原代神经元 ＲＡＲα、ＧＤＮＦ、Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的
ｍＲＮＡ 表达水平

视黄酸 ＯＧＤ 组原代 神 经 元 ＲＡＲα、 ＧＤＮＦ 的
ｍＲＮＡ表达水平较 ＯＧＤ 组高ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ< ０.０１)ꎬ而 Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的 ｍＲＮＡ 表达水 平 低 于
ＯＧＤ 组ꎬ且差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 具体情况
见表 ３ꎮ
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注:图中箭头示皮质凋亡神经元

图 １　 ＲＡＤ 组和 ＲＡＮ 组 ＨＩＢＤ 后第 ３ 天大脑皮质凋亡荧光显微镜镜下观(ＴＵＮＥＬ 染色ꎬ×２００)

图 ２　 ＲＡＤ 组和 ＲＡＮ 组 ＨＩＢＤ 后第 ７ 天大脑皮质凋亡荧光显微镜镜下观(ＴＵＮＥＬ 染色ꎬ×２００)

表 ３　 各组原代神经元 ＲＡＲα、ＧＤＮＦ、Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的

ｍＲＮＡ 表达水平(ｘ－±ｓ)

组别　 　 ＲＡＲα ＧＤＮＦ Ｃａｓｐａｓｅ￣８
视黄酸 ＯＧＤ 组 １.４９±０.０５ａ ０.６１±０.０２ａ １.１３±０.０９ａ

ＯＧＤ 组 ０.５１±０.０４ ０.２１±０.０２ １.７９±０.１１
对照组 ２.０６±０.０６ ０.４２±０.０３ ０.３２±０.０２

　 　 注:与 ＯＧＤ 组比较ꎬａＰ<０.０１

四、各组原代神经元 ＲＡＲα、ＧＤＮＦ、Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的
蛋白表达水平

视黄酸 ＯＧＤ 组的原代神经元 ＲＡＲα 和 ＧＤＮＦ 蛋
白表达水平较 ＯＧＤ 组高ꎬ而 Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的蛋白表达水
平较 ＯＧＤ 组低ꎬ与 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果一致ꎮ 具体情

况见图 ３ꎮ

图 ３　 各组原代神经元 ＲＡＲα、ＧＤＮＦ、Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的蛋白表达水平
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图 ４　 腺病毒感染原代神经元的荧光显微镜下观(未染色ꎬ×２００)

　 　 五、腺病毒感染原代神经元效率评估
原代神经元培养第 ８ 天ꎬ荧光显微镜下观察腺病

毒感染情况如图 ４ 所示ꎬ由光镜(图 Ａ)和 ＲＦＰ 红色荧
光(图 Ｂ)合并图片(图 Ｃ)可知ꎬ腺病毒干预 ２４ ｈ 后感
染效率达 ８０％~９０％ꎮ

六、 腺 病 毒 感 染 原 代 神 经 元 ＲＡＲα、 ＧＤＮＦ、
Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的 ｍＲＮＡ 表达水平

ＰＣＲ 检测显示ꎬ沉默组 ＲＡＲα 的 ｍＲＮＡ 表达水平
较阴性对照组低ꎬ差异有明显统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ
ＲＡＲα 沉默后ꎬＧＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ 表达水平较阴性对照
组低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 而 Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的
ｍＲＮＡ 表达水平较阴性对照组高ꎬ差异具有统计学意
义(Ｐ<０.０１)ꎮ 具体情况见表 ４ꎮ

表 ４　 腺病毒感染原代神经元 ＲＡＲα、ＧＤＮＦ、Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的

ｍＲＮＡ 表达水平(ｘ－±ｓ)

组别　 　 　 ＲＡＲα ＧＤＮＦ Ｃａｓｐａｓｅ￣８

沉默组 １.０７±０.１２ａ ０.１１±０.０１ｂ ２.９２±０.２０ａ

阴性对照组 ２.３３±０.０８ ０.１３±０.０１ ２.４０±０.１８

　 　 注:与阴性对照组比较ꎬａＰ<０.０１ꎬｂＰ<０.０５

七、 腺 病 毒 感 染 原 代 神 经 元 ＲＡＲα、 ＧＤＮＦ、
Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 蛋白表达水平

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测结果显示ꎬ沉默组 ＲＡＲα、
ＧＤＮＦ的蛋白表达水平较阴性对照组低ꎬ而 Ｃａｓｐａｓｅ￣８
的蛋白表达水平较阴性对照组高ꎬ与 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结
果一致ꎮ 具体情况见图 ５ꎮ

图 ５　 腺病毒感染原代神经元 ＲＡＲα、ＧＤＮＦ、Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的蛋白表达水平

讨　 　 论

视黄酸是维生素 Ａ 的主要活性代谢产物ꎬ具有介

导细胞增殖、分化、凋亡以及免疫调节等多种生物学功

能[１５]ꎮ 目前发现ꎬ视黄酸在神经系统发育过程中扮演

着重要作用ꎬ可调控神经发生、神经元存活和突触的可

塑性等[１６]ꎮ 已有研究发现ꎬ体内视黄酸水平会影响啮

齿动物的神经认知功能[１７]ꎬ但具体机制仍不清楚ꎮ 本

研究通过构建 ＲＡＤ、ＲＡＮ 叠加 ＨＩＢＤ 大鼠模型ꎬ分别
在 ＨＩＢＤ 后第 ７、１４、２１ 和 ２８ 天进行神经功能损伤评

分ꎬ结果显示 ＲＡＮ 组的神经功能损伤评分在各时间点
均低于 ＲＡＤ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ且以第 ２１ 天和第 ２８ 天差
异尤为显著(Ｐ<０.０１)ꎬ提示正常水平的视黄酸可改善
ＨＩＢＤ 大鼠的神经功能损伤程度ꎻ对各组大鼠脑皮质
ＴＵＮＥＬ 染色发现ꎬＲＡＮ 组的神经元凋亡数量明显少于
ＲＡＤ 组ꎬ且各组在 ＨＩＢＤ 后第 ７ 天的神经元凋亡数量

较第 ３ 天多ꎬ且凋亡范围更广ꎬ与文献报道一致[１８]ꎮ
提示体内正常水平的视黄酸可抑制神经元凋亡ꎬ改善
ＨＩＢＤ 后大鼠的脑损伤程度ꎮ

大量研究发现ꎬ视黄酸可通过视黄酸核受体抑制

细胞凋亡[１９￣２１]ꎮ 本研究通过 １ μｍｏｌ / Ｌ 视黄酸干预原

代神经元后发现ꎬ视黄酸 ＯＧＤ 组的 ＲＡＲαｍＲＮＡ 及蛋
白表达水平均明显高于 ＯＧＤ 组 ( Ｐ< ０.０１)ꎬ 说明
１ μｍｏｌ / Ｌ视黄酸可有效激活 ＯＧＤ 损伤后原代神经元

的 ＲＡＲα 表达ꎮ ＧＤＮＦ 是神经元和神经胶质细胞分泌
的重要的神经营养因子ꎬ可通过调节 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号
转导途径来抑制 ＯＧＤ 后神经元凋亡以及促进神经修

复[２２￣２４]ꎮ 本研究中ꎬ视黄酸 ＯＧＤ 组 ＧＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平均高于 ＯＧＤ 组ꎬ尤以蛋白表达水平变
化明显(Ｐ<０.０１)ꎬ提示视黄酸可通过 ＲＡＲα 上调原代
神经元 ＧＤＮＦ 的蛋白表达水平进而影响神经元凋亡ꎮ
Ｃａｓｐａｓｅ 家族引发的级联反应是细胞凋亡过程的中心
环节ꎬＣａｓｐａｓｅ￣８ 更是细胞凋亡发生的关键步骤及凋亡

信号传导的共同通路[２５]ꎮ Ｐｕ 等[２０] 发现ꎬ视黄酸可以

通过上调 Ｂ 细胞淋巴瘤￣２(Ｂ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ꎬＢｃｌ￣２)
和过氧化氢酶( ｃａｔａｌａｓｅꎬＣＡＴ)的表达ꎬ下调 Ｃａｓｐａｓｅ￣８
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的表达ꎬ进而减少卵丘细胞的凋亡ꎮ 本研究中ꎬ视黄酸
ＯＧＤ 组 Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均低于
ＯＧＤ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ提示视黄酸可能通过 ＲＡＲα 上调原
代神经元 ＧＤＮＦ 的蛋白表达水平ꎬ进而抑制 Ｃａｓｐａｓｅ￣８
的表达ꎬ最终发挥抗神经元凋亡作用ꎻ进一步用腺病毒
沉默 ＲＡＲα 表达后ꎬ 发现沉默组 ＲＡＲα、 ＧＤＮＦ 的
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平较阴性对照组低(Ｐ<０.０５)ꎬ而
Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平较阴性对照组明
显增高(Ｐ<０.０１)ꎬ这也验证了视黄酸可通过 ＲＡＲα 抑
制 ＨＩＢＤ 后神经元凋亡ꎮ

综上所述ꎬ视黄酸可抑制脑皮质神经元凋亡ꎬ促进
ＨＩＢＤ 大鼠的神经功能的修复ꎻ视黄酸通过 ＲＡＲα 上
调 ＧＤＮＦ 的表达和下调 Ｃａｓｐａｓｅ￣８ 的表达ꎬ进而发挥抗
凋亡作用ꎬ更深入机制尚有待于进一步研究ꎮ
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