
中国现代神经疾病杂志 2021年 10月第 21卷第 10期 Chin J Contemp Neurol Neurosurg, October 2021, Vol. 21, No. 10

先天性 EDNRB基因缺陷对大鼠海马区
神经细胞凋亡的影响

谢聃 宋赞民 王霞 张拥波

【摘要】 目的 探讨 EDNRB基因缺陷的新生大鼠海马神经细胞凋亡及神经营养因子中脑源性神

经营养因子（BDNF）和胶质细胞源性神经营养因子（GDNF）的表达变化。方法 制备先天性碱基缺失致

EDNRB基因缺陷新生大鼠（出生后 2 ~ 3 d）模型，并分为野生型（+/+）、杂合子型（+/sl）和纯合子型（sl/sl）
共 3种基因型（每组各 6 ~ 8只），TUNEL染色检测海马神经细胞凋亡情况，荧光共聚焦显微镜计数细胞凋

亡数目，酶联免疫吸附试验测定海马 BDNF和 GDNF表达量。结果 3种基因型新生大鼠海马组织凋亡

细胞数目差异有统计学意义（F = 24.315，P = 0.000），sl/sl凋亡细胞数目高于+/+（t = ⁃ 6.780，P = 0.000）
和+/sl（t = 4.801，P = 0.000）；海马 CA1区凋亡细胞数目最高，CA3区次之，齿状回最低。而 3种基因型新

生大鼠海马 BDNF（F = 0.766，P = 0.479）和 GDNF（F = 2.538，P = 0.107）表达量差异无统计学意义。结论

EDNRB基因缺陷新生大鼠海马 CA1区、CA3区神经细胞凋亡增多，而神经营养因子 BDNF和 GDNF水平

无明显变化。
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【Abstract】 Objective The purpose of this study is to investigate apoptosis of hippocampal neurons
and the expression of glial cell line ⁃ derived neurotrophic factor (GDNF) and brain ⁃ derived neurotrophic
factor (BDNF) in neonatal pups with EDNRB gene deficiency. Methods The infant rats (2-3 d after birth)
with EDNRB gene defect caused by congenital base deletion were divided into wild (+/+ ), heterozygous (+/
sl) and homozygous (sl/sl), 6-8 rats were included in each group. Apoptosis of hippocampal nerve cells was
detected by TUNEL staining. The number of apoptotosic cells was calculated by confocal fluorescence
microscopy, and the levels of GDNF and BDNF in hippocampus was determined by enzyme ⁃ linked
immunsorbent assay (ELISA). Results The number of apoptotic cells in hippocampus of the three
genotypes was significantly different (F = 24.315, P = 0.000), the number of apoptotic cells in sl/sl was
higher than that in +/+ (t = ⁃ 6.780, P = 0.000) and +/sl (t = 4.801, P = 0.000). The number of apoptotic cells
was the highest in hippocampal CA1 region, followed by CA3 region, and the lowest in dentate gyrus.
However, there was no significant difference in the levels of BDNF (F = 0.766, P = 0.479) and GDNF (F =
2.538, P = 0.107) in the hippocampus between different genotypes. Conclusions In rat with EDNRB gene
defect, compared with the heterozygote and wild rats, the neural apoptosis were increased in hippocampal
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CA1, CA3 regions. But the levels of neurotrophic factors BDNF and GDNF were not significantly changed.
【Key words】 Receptor, endothelin B; Genes; Hippocampus; Apoptosis; Nerve growth factors;
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EDNRB基因作为一种临床致病率表达较高的

基因，不仅是肠道形成肠神经系统的关键基因，也

参与并且介导神经细胞增殖、迁移的主要过程。脑

组织 EDNRB基因表达上调还具有抗细胞凋亡的作

用［1⁃2］。EDNRB基因主要表达于胚胎的脑室区以及

脑室下区，并在婴儿脑组织星形胶质细胞中继续表

达［3⁃5］。研究显示，EDNRB基因变异致先天性巨结

肠不仅发生于人类，亦见于其他物种如大鼠、小鼠、

猪和马，如先天性巨结肠大鼠模型携带 EDNRB基因

诱导的无症状变异［6⁃7］；纯合子型大鼠脑组织可检测

到 EDNRB基因缺陷，从而干预和调节神经系统发育

过程中 EDNRB基因介导的神经细胞增殖和凋亡［8］。

神经营养因子是一类对神经细胞发育、存活和凋亡

起 重 要 作 用 的 蛋 白 质 ，脑 源 性 神 经 营 养 因 子

（BDNF）和胶质细胞源性神经营养因子（GDNF）不

仅可以促进神经细胞再生，而且是诱导神经干细胞

向神经细胞分化的重要因子［9］。增强 EDNRB基因

活性可使大鼠小脑区域和尾状核生成更多的 BDNF
和 GDNF［10］。本研究对 EDNRB基因缺陷的新生大

鼠海马组织（CA1区、CA3区和齿状回）进行研究，观

察 EDNRB基因缺陷对纯合子型（sl/sl）神经细胞凋

亡的影响，并与野生型（+/+）、杂合子型（+/sl）相应脑

区的神经细胞增殖和凋亡进行比较；同时测定 3种
基因型新生大鼠海马组织 BDNF和 GDNF的表达

量，探究 EDNRB基因缺陷是否导致 BDNF和 GDNF
表达变化。

材料与方法

一、实验材料

1.实验动物与分组 本实验所用动物为先天性

301对碱基缺失致 EDNRB基因缺陷大鼠，均为+/sl
成对雄性和雌性大鼠，由澳大利亚国立大学动物中

心 饲 养 （ 许 可 证 号 ： Canberra
Hospital.03333574001），交配后将同一窝产后 2 ~ 3 d
新生大鼠和雌性大鼠取出（雌性大鼠喂养幼鼠），并

根据幼鼠皮毛颜色、基因检测结果将其分成+/+、+/sl
和 sl/sl共 3种基因型，每组各 6 ~ 8只。于室温 21 ~
25 ℃、相对湿度 40% ~ 60%、12 h昼-12 h夜循环照

明环境中饲养，自由摄食、饮水，本研究经澳大利亚

国立大学动物实验伦理委员会审核批准（审批号：

A2012/50）。

2.试剂与仪器 （1）主要药品与试剂：蛋白酶 K
购自美国 Promega生物公司，戊巴比妥和多聚甲醛

由澳大利亚国立大学约翰科廷医学研究中心神经

研究所实验室提供，磷酸盐缓冲液（PBS）为该实验

室统一配置，BDNF 和 GDNF 酶联免疫吸附试验

（ELISA）检测试剂盒分别购自美国 BioSource公司和

R&D systems公司。（2）主要设备与仪器：聚合酶链

反 应（PCR）循 环 仪 购 自 美 国 Biometro T3
thermocycle公司，Gene Quant pro型紫外光分光光度

计购自美国 Biochrom公司，Nikon A1荧光共聚焦显

微镜购自日本 Nikon公司，Image J软件购自美国

NIH公司。

二、研究方法

1. TUNEL染色检测海马组织细胞凋亡 每种

基因型取出生后 2 d的新生大鼠各 6只，腹腔注射戊

巴比妥（100 mg/kg），开胸显露心脏，质量分数为 4%
的多聚甲醛溶液灌注心脏，以 50 ml注射器插入左

心室、剪开右心耳，快速注入磷酸盐缓冲液 200 ~
300 ml，经体循环和肺循环至右心耳，直至流出清亮

液体，以清除体内血液；于显微镜下解剖切取脑组

织，取出整个海马组织和齿状回，于⁃ 20 ℃制备层厚

12 mm的冰冻切片。每只新生大鼠选取切片效果及

部位最佳的 5张标本行 4’，6⁃二脒基 ⁃2 ⁃苯基吲哚

（DAPI）染色和 TUNEL染色，细胞呈蓝色为 DAPI染
色阳性，为背景细胞；细胞呈红色或绿色为 TUNEL
染色，为凋亡细胞。每只新生大鼠选取切片染色效

果最佳的 3张标本，于荧光共聚焦显微镜下观察凋

亡细胞，采用 Image J软件计数凋亡细胞数目。上述

实验步骤均于随机取片、基因型双盲情况下进行。
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2.酶联免疫吸附试验测定 GDNF和 BDNF表达

量 每组选取出生后 2 d的新生大鼠各 7 ~ 8只，切

取脑组织方法同前，切片机在⁃ 80 ℃制备层厚 12 mm
的冰冻切片。每只新生大鼠取 6张切片（BDNF和

GDNF各 3张），孵育至 21 ~ 25 ℃，采用 ELISA检测

试剂盒测定 BDNF和 GDNF表达量，行荧光原位杂

交（FISH）染色，显色均匀后 20 min内记录 450 nm波

长处光密度（OD）值，以 pg/g表示。

3.统计分析方法 采用 SPSS 16.0统计软件进

行数据处理与分析。正态性检验采用 Shapiro⁃Wilk
检验，以 P > 0.05为符合正态分布；方差齐性检验采

用 Levene检验，以 P > 0.05为符合方差齐性假设。

呈正态分布且符合方差齐性假设的计量资料以均

数 ±标准差（x ± s）表示，采用单因素方差分析，两两

比较采用 Bonferroni法。以 P ≤ 0.05为差异具有统计

学意义。

结 果

荧光共聚焦显微镜观察显示，出生后 2 d的+/+
新生大鼠海马 CA1区和齿状回偶见凋亡细胞，CA3
区凋亡细胞密度更低；sl/sl新生大鼠海马 CA1区、

CA3区和齿状回凋亡细胞数目均多于+/+新生大鼠

（图 1，2）。3种基因型新生大鼠海马凋亡细胞数目

差异有统计学意义（P = 0.000，表 1），其中，sl/sl凋亡

细 胞 数 目 高 于 +/+（P = 0.000）和 +/sl（P = 0.000），

而+/+与+/sl组间差异无统计学意义（P = 0.175，表
2）。进一步计数海马各区凋亡细胞数目，CA1区最

高，占凋亡细胞总数比例分别为+/+占 69.41%、+/sl
占 64.41% 和 sl/sl占 82.82%；其次为 CA3 区，分别

为+/+占 17.84%、+/sl占 24.11%和 sl/sl占 9.92%；以

齿状回最低，分别为+/+占 12.83%、+/sl占 11.64%和

sl/sl占 7.31%。表明 EDNRB基因在幼鼠海马结构发

育过程中具有抗凋亡作用。

ELISA法显示，出生后 2 d的 3种基因型新生大

鼠海马组织 BDNF（P = 0.479）和 GDNF（P = 0.107）表

达量差异均无统计学意义，提示 EDNRB基因缺陷不

影响新生大鼠海马 BDNF和 GDNF的表达（表 3）。

讨 论

本研究检测 EDNRB基因缺陷的新生大鼠海马

神经细胞凋亡以及神经营养因子 GDNF和 BDNF表

达变化，探讨 3种基因型（+/+、+/sl和 sl/sl）在新生大

鼠神经系统发育中对神经细胞凋亡和神经因子表

达的影响，结果显示，与+/+相比，sl/sl新生大鼠海马

CA1和 CA3区神经细胞凋亡增加，但 3种基因型海

马 GDNF和 BDNF表达差异无统计学意义，表明神

经细胞的凋亡与神经营养因子介导的途径无关。

内皮素家族具有参与调节细胞分化、增殖和细

胞营养等多种功能。例如，大脑 EDNRB基因激活可

促进神经元和星形胶质细胞增殖，上调星形胶质细

DAPI：4’，6⁃二脒基⁃2⁃苯基吲哚；
1、4：CA1区；2、5：齿状回；3、6：CA3区

图 1 出生后 2 d的+/+和 sl/sl新生大鼠
海马组织 DAPI和 TUNEL染色图 低倍

放大

Figure 1 DAPI and TUNEL staining
images of hippocampal tissues of +/+ and
sl/sl genotypes rats 2 d postnatal. low
power magnified
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胞骨架蛋白和多种神经营养因子的表达。在中枢

神经系统中，EDNs和 EDNRB基因的作用机制是防

止神经细胞凋亡，促进神经细胞和施万细胞前体存

活［11⁃12］。Dembowski等［13］在 EDNRB基因缺陷纯合

子型大鼠脑组织中发现，大鼠海马各区和齿状回以

及小脑神经细胞凋亡明显增多；这一现象亦可见于

其他脑区，如大脑皮质、尾状核和嗅球等（未发表）。

因此我们推测，EDNRB基因缺陷导致的神经细胞凋

亡增多涉及全脑，并非仅见于海马、小脑等特定区

域，尚待进一步研究。在神经系统发育过程中，

EDNRB基因影响神经细胞的存活和凋亡，其抗细胞

凋 亡 作 用 可 在 EDNRB 基 因 缺 陷 后 逆 转 ，表 明

EDNRB基因促神经细胞存活和抗凋亡的作用不仅

贯穿胚胎大鼠神经系统形成的全过程，还一直延续

至大鼠出生后神经系统的发育过程中。

值得注意的是，本研究显示，正常新生大鼠的

所有脑区一直存在较低密度和频率的神经细胞凋

亡，+/+海马神经细胞凋亡数目平均为 11 个/mm2［2］，

小脑为 4 个/mm2、尾壳核 9 个/mm2、嗅球 1 个/mm2、

大脑皮质 6 个/mm2（未发表）。我们课题组的既往研

究显示，BrdU标记的细胞核分布与 TUNEL染色阳

性细胞相背离，如+/+大鼠 BrdU标记的细胞密度在

齿 状 核 最 高 ，表 明 该 区 域 细 胞 增 殖 最 旺 盛 ，但

TUNEL染色阳性细胞数目最少（占 12.80%），提示该

区域神经细胞凋亡处于最低水平；而 CA1区与齿状

核恰好相反，BrdU标记的细胞增殖数目最低，而

TUNEL染色阳性细胞数目最高，且这种趋势在 3种
基因型中均可见［14］。EDNRB基因缺陷的纯合子型

先天性巨结肠大鼠特定脑区细胞增殖减少和细胞

凋亡增加，可能导致对应区域脑体积缩小，远期可

出现相应神经功能缺损症状，但是由于纯合子型先

天性巨结肠大鼠通常于出生 1 ~ 2周后死于营养不

良和小肠结肠炎等，目前尚无针对 sl/sl成年大鼠脑

结构和功能改变的探索。宋赞民教授与澳大利亚

墨尔本大学医学院 Stamp教授合作，成功制备 sl/sl
大鼠结肠造口模型［15］，使 sl/sl大鼠存活至成年（出

生后 4周后处死），从而能够进一步观察脑结构和功

能改变。业已证实，sl/sl大鼠存在小脑神经细胞增

殖减少和细胞凋亡增加［2］，小脑主要参与调节运动

协调控制和平衡功能，海马则在学习记忆功能中发

挥重要作用，因此，成熟的脑功能损伤研究将主要

围绕上述神经功能展开。

CA3区

+/+

sl/sl

CA1区 齿状回

图 2 荧光共聚焦显微镜观察显示，出生后 2 d的 sl/sl新生大鼠海马 CA1区、CA3区和齿状回凋亡细胞
数目多于+/+ TUNEL染色 低倍放大

Figure 2 Confocal fluorescence microscopy showed the number of TUNEL positive cells of sl/sl rats 2 d
postnatal was significantly increased compared with that of +/+ rats. TUNEL staining low power
magnified
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神经营养因子 BDNF和 GDNF的主要功能是支

持正常神经细胞发育和修复损伤神经细胞。BDNF
可以防止脑缺血后谷氨酸持续释放引起的细胞外

钙离子内流和细胞内钙离子释放，从而维持细胞内

钙离子水平，降低神经细胞损伤；并可增加运动和

感觉神经细胞轴突切断后的存活率，促进神经细胞

修复和再生，减少运动神经细胞凋亡等［16⁃17］。GDNF
可以提高多巴胺能神经元的存活率，抑制发育过程

中运动神经细胞的程序性死亡，促进神经细胞轴突

定向生长以及运动神经细胞损伤修复和神经再生

等［18⁃19］。成年大鼠中枢神经系统表达 GDNF，主要

集中于纹状体，其他部位则局限于多巴胺能神经元

分布脑区［20］。发生脑缺血时，海马齿状回 GDNF
mRNA水平明显增加，提示 GDNF对神经细胞的缺

血性损伤有保护作用［21］。神经营养因子在抗神经

损伤方面具有重要的作用，且内源性或外源性给予

神经营养因子可预防和治疗神经细胞损伤业已证

实［22］。GDNF和内皮素 ⁃3激活后予以特定标记，可

用于定位神经细胞的迁移、分化和存活［23］。Koyama
等［24⁃25］发现，BDNF和 GDNF的激活及其对神经细胞

增殖的影响与 EDNRB基因存在相关性。动物模型

显示，成年大鼠脑室内注射 EDNRB受体激动剂，其

尾状核星形胶质细胞增殖增加［23］。EDNRB受体的

激活可促进星形胶质细胞表达 mRNA和多肽，增加

GDNF的合成［24⁃26］，这一现象亦可见于大鼠海马和

大脑星形胶质细胞［24］。是否 EDNRB基因缺陷同样

影响 sl/sl大鼠各脑区神经生长因子的表达呢？本研

究显示，3种基因型新生大鼠海马组织 GDNF 和

BDNF表达差异无统计学意义，与我们课题组既往

研究小脑 BDNF和 GDNF表达变化结果相一致［2，22］。

究其原因，新生大鼠出生后 BDNF和 GDNF水平相

对较低，至出生后第 2周其水平方升高，即神经胶质

细胞的成熟过程中［27⁃28］，可能影响本研究结果。此

外，本研究和我们课题组既往研究均显示，新生大

鼠各脑区 BDNF基线水平差异较大，小脑表达量较

高（约 500 μg/g）［2］，海马较低（本研究为 100 μg/g），

大脑皮质最低（< 20 pg/g）。因此，BDNF在小脑中的

差异性表达最具代表性。

综上所述，本研究探讨 EDNRB基因缺陷的新生

大鼠海马神经细胞凋亡以及神经营养因子 GDNF和

BDNF的表达变化，与+/+相比较，EDNRB基因缺陷

sl/sl新生大鼠海马 CA1和 CA3区神经凋亡细胞显著

增加，提示 EDNRB基因在神经细胞凋亡的诱导中发

挥重要作用，但其作用是否一直持续存在并影响成

年大鼠，造成其相应脑区神经细胞凋亡，从而出现

局灶性神经功能缺损，尚待进行成年大鼠相关实验

进一步探讨。
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