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摘要 目的：该研究探讨了缺氧缺血诱导对新生大鼠前脑混合细胞髓鞘形成和细胞骨架的影响。方法：在原代培养的新生大鼠前

脑混合细胞中，应用免疫组化染色髓鞘碱性蛋白（MBP）和劳克坚牢蓝（LFB）染色检测髓鞘和轴突的发育情况；Western印迹分析

NF155蛋白的表达情况；免疫荧光分析参与细胞骨架调节的 ERM-Rho GTP酶家族相关蛋白表达。结果：缺氧缺血对混合细胞的

进一步分化和成熟起到抑制作用，MBP染色阳性率降低 57 %，髓鞘和轴突染色阳性率降低 74 %；NF155蛋白表达降低 51 %；

Rho GTP酶家族成员 Rac1、Cdc42分别降低 81 %和 75 %。结论：缺氧缺血使细胞突起的形成和骨架重组受到阻碍，继而影响髓鞘

的发育和成熟，这一过程与 ERM-Rho GTP酶细胞骨架通路有关。
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Effect of Hypoxic-ischemic-induced on Myelin Formation and Cytoskeleton
of Mixed Forebrain Cells in Newborn Rats*

The aim of this work was to investigate the effects of hypoxic ischemic on myelin formation and cytoskeleton

of mixed forebrain cells in newborn rats. The expression of myelin development-related proteins myelin basic protein was

verified by immunohistochemical staining and Luxol fast blue staining was used to detect the development of myelin sheath and axon in

primary cultured mixed forebrain cells; the expression of protein NF155 was verified by Western blotting; the expression of ERM-Rho

GTPase related proteins involved in cytoskeleton were verified by immunofluorescence analysis. The results showed that hypoxic

ischemic inhibited the further differentiation and maturation of mixed cells. The mean density of MBP, myelin sheath and axon, NF155,

Rac1 and Cdc42 were decreases 57 %, 74 %, 51 %, 81 % and 75 % resperctively. In conclusion the formation of cell

processes, the recombination of cytoskeleton were hindered by hypoxic-ischemic-induced, which affected the development and maturation

of myelin sheath, and this process is related to the obstruction of cytoskeleton network ERM-Rho GTase signal pathway.

Hypoxic-ischemic-induced; Myelination; Cytoskeleton; Mixed forebrain cells

*基金项目：国家自然科学基金项目（81671496）

作者简介：胡斌（1986-），硕士，临床医学检验技师，主要研究方向：高危儿脑损伤，电话：18696540520，E-mail：58127652@qq.com

△ 通讯作者：张雨平（1972-），博士，副主任医师，副教授，主要研究方向：发育期脑损伤，E-mail：yupingzhang@tmmu.edu.cn

（收稿日期：2019-05-28 接受日期：2019-06-23）

前言

围产期缺氧缺血造成的脑白质损伤是早产儿最常见的脑

损伤类型[1]，其潜在的生理机制还未完全了解，据统计，诊断为

新生儿脑白质损伤的早产儿有 15~20 %在新生儿期死亡，存活

者中 25~30 %留有永久性神经系统损伤，并与长期运动、认知

和心理功能受损密切相关[2]，不但影响了儿童健康，也给社会和

家庭带来了沉重的负担。

脑白质是神经纤维的聚集之处。神经纤维由神经元轴突及

层层包裹在轴突周围的髓鞘组成，因此髓鞘是脑白质的主要成

分。脑白质损伤可造成神经细胞的凋亡和坏死，以髓鞘减少或

髓鞘形成障碍为主要病理特征[3]。在脊椎动物中枢神经系统髓

鞘形成初期，双极形状的少突胶质前体细胞（oligodendrocyte

percursor cell, OPC）逐渐分化到成熟的少突胶质细胞（oligoden-

drocyte, OL），并聚集于神经元轴突附近，形成高密度分支并表

达 NF155[4]，随着接触的形成，开始螺旋包裹神经元轴突，蛋白

被重新定位且细胞形态发生巨大改变[5]，这种驱动力的产生极

有可能来自于微丝和微管阵列的组织扩展和细胞分支相关的

细胞骨架网络构象变化[6]，而 ERM-Rho GTP酶信号通路是调

节细胞骨架组装的主要途径，ERM 家族 Ezrin 蛋白与 NF155

胞内特异序列 FERM形成结合基序 [7]，在接收到膜蛋白信号

后，激活 Rho GTP酶家族 Rac1和 Cdc42进行细胞骨架微丝的
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聚合，形成致密的绝缘层，在保护轴突的基础上加快神经信号

冲动在轴突上的跳跃式传导[8,9]。由此可知，细胞骨架介导可能

参与到髓鞘形成的过程之中并起到重要作用。

本课题组前期研究发现 HIBD模型大鼠脑组织脂筏量减

少、髓鞘量和结构出现错乱、松散和分层等形态学改变并伴有

轴突萎缩，导致神经功能异常[10]。为进一步明确其损伤机制，本

研究通过对原代新生大鼠前脑混合细胞培养体系进行缺氧缺

血诱导，探讨缺氧缺血对髓鞘形成和细胞骨架信号通路的影

响，希望能够找到一个阐明缺氧缺血性脑白质损伤髓鞘化障碍

的新思路，期待为后续的髓鞘形成障碍的防治奠定实验基础。

1 材料与方法

1.1 新生大鼠前脑混合细胞原代培养

出生 2-3 d的 SD大鼠，由陆军军医大学实验动物中心提

供，雌雄不限。放入 75 %体积分数乙醇浸泡 3~5 min，无菌条件

下分离前脑皮质组织，PBS清洗剔除脑膜及血管，剪碎研磨并

过滤后，1000 r/min离心 5 min，弃上清，接种于多聚赖氨酸（美

国 Sigma公司）包被的细胞培养板中，用含 10 %胎牛血清（美

国 Hyclone 公司）的 DMEM/F12培养基（美国 Gibco 公司）培

养，添加谷氨酰胺、血小板源性生长因子、碱性成纤维细胞生长

因子（美国 Abcam公司）、B27、腐胺、青链霉素（碧云天生物技

术研究所）等添加剂。

1.2 缺氧缺血诱导

生长状态良好的前脑混合细胞换用不含血清的无糖

DMEM培养基，于 37℃、95 %体积分数 N2、5 %体积分数 CO2

条件下缺氧缺血诱导 2 h，之后换用正常培养基继续常规细胞

培养[11,12]。

1.3 免疫组化染色

利用细胞爬片，于 3 % H2O2溶液中室温浸泡 10 min以消

除内源性过氧化物酶，PBS浸泡 5 min× 3次。正常山羊血清工

作液 37℃封闭 30min。滴加MBP抗体（武汉ABclonal生物科技

有限公司），4℃孵育过夜。用 PBS漂洗后，滴加生物素标记山

羊抗兔 IgG（北京中杉金桥生物技术有限公司），37℃孵育 30min，

PBS漂洗 5 min× 3次，DAB（北京中杉金桥生物技术有限公

司）显色，在显微镜下控制显色时间，苏木素衬染，逐级酒精（70%、

80 %、95 %、100 %）脱水各 3 min，二甲苯透明 3 min，烘干玻

片，甘油封片，光学显微镜下观察。

1.4 劳克坚牢蓝（Luxol fast blue，LFB）髓鞘染色

将细胞爬片固定于 4 %多聚甲醛中 15 min，PBS 浸泡

5 min× 3次，滴加 0.1 %Triton-100（碧云天生物技术研究所）至

完全覆盖细胞，室温孵育 20 min后，PBS浸泡 5 min× 3次。滴

加 LFB染色液（0.1 g Solvent Blue溶于体积分数 95 %的 100

mL酒精中，加冰醋酸 0.5 mL，混匀，美国 Sigma公司）覆盖细

胞，57℃孵育 3 h。取出爬片，放入 95 %乙醇洗去多余染色液，

蒸馏水重洗，放入 70 %乙醇和 0.05 %的 Li2CO3溶液中反复分

色至灰白质清晰，蒸馏水冲洗，甘油封片，电镜下观察。

1.5 Western印迹

收获细胞时，先用预冷的 PBS缓冲液清洗三次，然后加入

含 0.4 %蛋白酶抑制剂（瑞士罗氏公司）的细胞裂解液 80 滋L，
冰浴 30 min，用细胞刮将细胞轻轻刮下，转移至离心管中，4℃、

14000 r/min离心 15 min，收集上清，加入 0.2倍体积的 6× 上样

缓冲液，100℃沸水煮 5 min。上样于 8 %的 SDS-PAGE，经电

泳、转膜后于 5 %的脱脂牛奶中封闭 2 h，滴加相应的 NF155抗

体（美国 CST公司）、茁-actin抗体（碧云天生物技术研究所），于
4℃孵育过夜。用 TBST清洗 8 min× 3次后，滴加辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔或山羊抗小鼠 IgG（碧云天生物技术研究

所）室温孵育 1 h，TBST洗 8 min× 3次后，将发光液（美国赛默

飞世尔科技公司）A液、B 液按 1:1 混匀后滴加于 PVDF膜表

面，化学发光显影。

1.6 免疫荧光染色

将细胞爬片固定于 4 %多聚甲醛中 15 min，PBS 浸泡

5 min× 3次，滴加 0.1 %Triton-100至完全覆盖细胞，室温孵育

30 min后，PBS浸泡 5 min× 3次。正常山羊血清工作液室温孵

育 15 min。滴加 Rac1抗体（武汉 ABclonal生物科技有限公

司）、Cdc42抗体（武汉 ABclonal生物科技有限公司）、Ezrin抗

体（美国 R&D公司）、Moesin抗体（美国 R&D公司），4℃孵育

过夜。用 PBS浸泡 5 min× 3次，滴加相应的荧光二抗：Cy3标

记山羊抗兔 IgG或 Cy3标记山羊抗小鼠 IgG（碧云天生物技术

研究所），室温孵育 60 min，将爬片浸泡在 PBS中 5 min× 3次。

滴加 DAPI（碧云天生物技术研究所）至完全覆盖细胞以复染核

5 min，用 PBS浸泡 5 min× 3次，滴加抗荧光淬灭剂于载玻片

上，将爬片倒扣在载玻片上，甘油封片，荧光显微镜下观察。

1.7 统计学分析

两组间的差异通过参数单变量 t检验进行评价分析，使用

SPSS19.0软件，P＜0.05具有显著性差异，P＜0.01具有极显著

性差异。

2 结果

2.1 缺氧缺血对原代大鼠前脑混合细胞髓鞘形成的影响

大鼠前脑混合细胞在原代培养 14 d 后进行缺氧缺血诱

导。继续培养至第 21 d时，制作细胞爬片。免疫组化染色分析

鉴定少突胶质细胞特异性免疫标志物髓鞘碱性蛋白（myelin

basic protein，MBP），LFB染色检测髓鞘和轴突的发育情况。结

果显示，正常对照组和缺氧缺血诱导组细胞均出现MBP阳性

细胞，但正常对照组MBP染色深且表达多，缺氧缺血诱导组

MBP染色浅且表达少（图 1A）；MBP染色阳性率降低了 57%

（P＜0.05，图 1B）；另外，正常对照组髓鞘轴突染色清晰匀称，

大部分细胞外围可见完整的蓝绿色髓鞘结构，并且部分细胞可

见伸长透明的轴突结构，而缺氧缺血诱导组染色减弱，部分细

胞外围髓鞘不完整且浅染，轴突结构变细变少（图 1C）；髓鞘和

轴突阳性率降低了 74%（P＜0.05，图 1D）。结果提示，缺氧缺血

诱导可抑制原代大鼠前脑混合细胞的生长、分化成为少突胶质

细胞，细胞突起的形成和扩展受到阻碍，髓鞘的形成受阻。

2.2 缺氧缺血对 NF155蛋白表达的影响

为进一步明确缺氧缺血诱导对原代大鼠前脑混合细胞髓

鞘形成受阻影响的可能机理，应用Western印迹分析少突胶质

源性蛋白 NF155的表达（图 2A）。结果显示，与正常对照组相

比，缺氧缺血诱导造成原代大鼠前脑混合细胞中 NF155蛋白

表达降低了 51%（P＜0.05，图 2B）。表明缺氧缺血可以抑制

NF155蛋白的表达。
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图 1 缺氧缺血对原代大鼠前脑混合细胞髓鞘形成的影响

Fig.1 Effects of hypoxia-ischemia on the development of myelin sheath in newborn rat forebrain mixed cells

A: the expression of myelin development-related protein myelin basic protein(MBP) was verified by immunohistochemical staining(200× );

B: mean density was used in MBP; C: the development of myelin sheath and axon were detected by Luxol fast blue staining (200× );

D: mean density was used in myelin sheath and axon

1: normal control group; 2: hypoxic-ischemic-induced group; *P＜0.05

2.3 缺氧缺血对 ERM-Rho GTP酶信号通路的影响

在缺氧缺血导致 NF155表达降低的基础上，通过免疫荧

光染色检测 ERM家族相关蛋白 Ezrin、Moesin和 Rho GTP家

族相关蛋白 Rac1、Cdc42的表达，分析细胞骨架组装主要途径

ERM-Rho GTP酶信号通路状态的变化情况（图 3A）。结果显

示，与正常对照组相比，缺氧缺血诱导造成 Ezrin和 Moesin分

别降低了 14%（P＞0.05）和 3%（P＞0.05），无显著性差异，而

Rac1和 Cdc42分别降低了 81%（P＜0.01）和 75%（P＜0.01），

存在极显著差异（图 3B）。结果表明，缺氧缺血诱导不会对

ERM造成抑制作用，但由于 Rho GTP酶信号通路无法被激活，

细胞骨架组装的调控仍受到影响。

3 讨论

本研究是基于原代新生大鼠前脑混合细胞体外培养的基

础上[13]，通过缺氧缺血诱导，探讨缺氧缺血对髓鞘形成和细胞

骨架信号通路的影响及可能机制。研究发现缺氧缺血抑制混合

细胞的进一步分化和少突胶质细胞的成熟，进而使细胞突起的

形成和扩展及髓鞘的稳定和包裹受到阻碍。推测其原因，一方

面是缺氧缺血抑制少突胶质蛋白 NF155的表达，导致接收膜

信号不足；另一方面缺氧缺血抑制 Rho GTP酶家族 Rac1和

Cdc42两个亚家族成员的表达；综合两方面原因导致 Rho GTP

酶无法被激活，髓鞘结构、功能不能维持稳定，细胞骨架的成分

改变，继而影响到细胞骨架结构的重塑和组装。

髓鞘形成的一般过程伴随着少突胶质前体细胞的迁移，大

致分为三个特征性事件步骤[14,15]：① 少突胶质前体细胞逐渐分

化成少突胶质细胞并继续发育成熟，其过程特征是形成高密度

的分支结构，NF155起始并持续高表达；② 少突胶质细胞和轴

突相互作用的建立和稳定，随着接触的形成和包裹的开始，初

级髓鞘层逐渐形成；③ 接触的变多和蛋白的重新定位导致结构

的不对称，使髓鞘层逐渐致密化，成熟的髓鞘得以形成。但是，

图 2 缺氧缺血对 NF155蛋白表达的影响

Fig.2 Effects of hypoxia-ischemia on the expression of protein NF155

A: the expression of oligodendrocyte related protein NF155 was verified by Western blotting; B: gray analysis was used in NF155/茁-actin
1: normal control group; 2: hypoxic-ischemic-induced group; *P＜0.05
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由于少突胶质系细胞对缺氧缺血高度易损，如果受到母体炎

症、围产期感染、氧供应中断或其它不利因素的影响，将会导致

小胶质细胞活化、星形胶质细胞增多、兴奋毒性和氧化应激等

机制进而引起脑微环境改变，对少突胶质细胞产生负面影响，

致使少突胶质细胞成熟受阻或死亡，最终导致发育中的脑白质

髓鞘化失败[16]。此外，少突胶质细胞内骨架蛋白在一系列复杂

调控的介导下完成形态学改变，伴以由肌动蛋白聚合介导的丝

状伪足诱发和板状伪足产生 [17]，Rho GTP酶家族的 Rac1 和

Cdc42被激活，作用于细胞骨架的解离和重建[18]。Gunn-Moore

等人的研究表明 NF155蛋白胞内区含有能与 ERM家族细胞

骨架连接蛋白 Ezrin结合的特异序列 FERM结合基序[7]，我们

的研究发现，缺氧缺血并未对 ERM家族蛋白 Ezrin和Moesin

产生影响，但 NF155蛋白和 Rac1、Cdc42的表达均下降，说明

NF155是 ERM-Rho GTP酶信号通路的重要始动因子，在髓鞘

形成和细胞骨架重构方面起到至关重要的作用。

NF155是一种少突胶质细胞内源性黏附分子，是免疫球蛋

白超家族（immunoglobulin superfamily，IgSF）的重要成员[19]，它

与许多脱髓鞘相关疾病的关系已备受关注，多发性硬化（multi

ple sclerosis，MS）和急 /慢性炎性脱髓鞘性神经病（acute/chronic

inflammatory demyelinating polyneuropathy，AIDP/CIDP）患者血

液或脑脊液中发现了 NF155特异性自身抗体[20]，虽然目前尚未

有 NF155与早产儿脑白质损伤的相关报道，但Mathey等人的

研究发现 NF155对髓鞘损伤后的修复功能[21]，又为从量效关系

上研究 NF155对髓鞘形成的影响和 NF155与早产儿脑白质损

伤的相关性方向研究提供了新的线索和挑战。

关于新生儿 HIBD治疗方法的研究报道较多，途径和方法

亦呈多样性，但由于发病机制并不完全清楚，各种治疗方法的

疗效十分有限[22]，在这些方法中，髓鞘化的正常形成和发育始

终是防治的重要目标。我们的研究证明了缺氧缺血对体外培养

新生大鼠前脑混合细胞髓鞘形成的影响可能与 OL细胞骨架

组装的信号传导通路受阻有关，NF155 的减少可能是

ERM-Rho GTP酶信号通路受阻的原因之一，具体机制还需要

通过后续的研究进一步证实。髓鞘形成的机制极为复杂，随着

研究的不断深入，更多与之相关的调节成分和信号通路不断被

揭示出来，机制也将日趋完善。我们希望通过本研究，探索 HI

脑白质病变的髓鞘形成障碍中的新机制，为缺氧缺血脑损伤的

治疗性研究提供新思路。
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