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激活内源性肝Ｘ受体对酒精暴露致新生鼠神经前体细胞增殖障碍的保护作用
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　　［摘要］　目的　探索激活肝脏Ｘ受体（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＬＸＲｓ）对新生期小鼠酒精暴露后海马齿状回内神经前体细胞
的保护作用。方法　 选用同窝的子鼠按随机数字表法分成３组（ｎ＝３）：对照组、酒精组（分别注射等量溶剂或酒精）和
ＬＸＲｓ激动剂（ＴＯ９０１３１７，ＴＯ）＋酒精组［腹腔注射ＴＯ激动剂１０ｍｇ／ｋｇ（ＤＭＳＯ∶ＰＢＳ＝１∶３为溶剂）］。采用免疫组化方法检
测与增殖细胞相关的Ｋｉ６７、５溴２′脱氧尿嘧啶核苷（ＢｒｄＵ）以及性别决定区域Ｙ同源盒基因２（Ｓｏｘ２）、巢蛋白Ｎｅｓｔｉｎ的表
达水平，观察激活内源性 ＬＸＲｓ对新生期小鼠酒精暴露后海马齿状回神经前体细胞增殖与神经前体细胞维持的影响。
结果　 新生期小鼠酒精暴露后抑制海马齿状回神经前体细胞的增殖，包括Ｋｉ６７阳性细胞数量显著减少［酒精组（２４．７±
５．５）ｖｓ对照组（４５．９±７．１），Ｐ＜０．０１］，ＢｒｄＵ阳性细胞数量显著减少［酒精组（４４．９±２．９）ｖｓ对照组（５４．８±６．０），Ｐ＜
００１］，Ｓｏｘ２标记的神经前体细胞数量减少［酒精组（３１．１±６．４）ｖｓ对照组（４６．６±６．３），Ｐ＜０．０１］，Ｎｅｓｔｉｎ标记的长纤维
出现断裂，数量减少［酒精组（２５．３±３．８）ｖｓ对照组（３５．０±２．０），Ｐ＜０．０１］。ＴＯ９０１３１７预处理有效减轻酒精对海马齿状
回前体细胞的毒性作用，ＴＯ＋酒精组较酒精组 Ｋｉ６７阳性细胞数量增加［ＴＯ＋酒精组（５４．２±１０．８）ｖｓ酒精组（２４．７±
５５），Ｐ＜０．０１］，ＢｒｄＵ阳性细胞数量显著增加［ＴＯ＋酒精组（５３．４±２．８）ｖｓ酒精组（４４．９±２．９），Ｐ＜０．０１］，Ｓｏｘ２阳性细胞
增加［ＴＯ＋酒精组（５４．０±６．７）ｖｓ酒精组（３１．１±６．４），Ｐ＜０．０１］，Ｎｅｓｔｉｎ标记的纤维断裂减少，数量增加［ＴＯ＋酒精组
（３３．０±２．６）ｖｓ酒精组（２５．３±３．８），Ｐ＜０．０５］。结论　 激活ＬＸＲｓ可减轻酒精暴露对新生期小鼠海马齿状回神经前体细
胞增殖的抑制作用，从而保护海马齿状回的发育。
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　　中枢神经系统在发育过程中对酒精刺激极为敏
感［１］。孕期接触高剂量酒精可引起中枢神经系统的

板层样结构如大脑皮层、小脑皮层及海马等发育异常，

严重时可以引起胎儿酒精综合征，表现为出生后生长

迟缓、异常面容、中枢神经系统的功能障碍等［２－３］。小

鼠海马齿状回结构的形成主要在生后２周，相当于人
类妊娠晚期［４］。海马产生新生神经元的能力可以持

续至成年。新生期海马齿状回的发育对酒精毒性异常

敏感，新生期的损伤往往也可持续至成年，并导致认知

功能障碍［５－６］。这与生后早期酒精暴露损伤海马齿状

回的神经前体细胞的数量有关［７］。

　　近年研究显示：生后早期海马齿状回的神经前体
细胞为放射状胶质细胞（ｒａｄｉａｌｇｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＲＧＣｓ），神
经前体细胞不断产生颗粒细胞以参与海马齿状回的形

成［８－９］。海马齿状回中的神经前体细胞具有典型的长

突起形态，可介导颗粒神经元的迁移。肝脏 Ｘ受体
（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＬＸＲｓ）包括α与β两型受体，ＬＸＲβ
在中枢神经系统的发育中有重要作用。有研究者在大

脑皮层发育中证实：ＬＸＲβ可以维持神经前体细胞的
长突起形态，介导神经元的放射状迁移，参与大脑皮质

的板层结构形成［１０］。研究表明，在中脑多巴胺神经元

的发生过程中发现 ＬＸＲｓ作用于中脑的神经前体细
胞，促进多巴胺神经元的产生［１１］。我们前期研究［１２］

发现ＬＸＲβ对齿状回神经前体细胞的增殖及其长突起
维持有重要作用。因此，本研究通过采用新生期小鼠

酒精暴露模型，观察腹腔注射 ＬＸＲｓ激动剂 ＴＯ９０１３１７
对新生期小鼠海马齿状回神经前体细胞增殖、数量和

长突起的影响，明确激活 ＬＸＲｓ能否抑制酒精暴露对
新生小鼠海马齿状回神经前体细胞增殖与维持的毒性

作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＬＸＲｓ激动剂 ＴＯ９０１３１７购自 Ｃａｙｍａｎ公司，溶剂 ＤＭＳＯ购
自Ｓｉｇｍａ公司，Ｋｉ６７购自Ｔｈｅｒｍｏ公司，性别决定区域Ｙ同源盒

基因２（Ｓｏｘ２）购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，Ｎｅｓｔｉｎ购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，生
物素化抗小鼠二抗购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，生物素化羊抗兔购自
Ｂｏｓｔｅｒ公司，ＳＡＢＣ购自 Ｖｅｃｔｏｒ公司，显色试剂盒 ＤＡＢ购自北
京中杉公司。

１．２　实验方法
１．２．１　动物与分组　　３只健康 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ孕鼠（由第三军医
大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供，４月龄，体质
量２５～３２ｇ），温度１８～２２℃，按自然昼夜节律采光，充足水和
食物饲养。９只同窝的子鼠按随机数字表法分成３组（ｎ＝３）：
对照组、酒精组和ＴＯ＋酒精组。
１．２．２　药物处理　　小鼠出生当天记为Ｐ０。Ｐ４时，ＴＯ＋酒精
组采用腹腔注射 ＴＯ激动剂１０ｍｇ／ｋｇ（ＤＭＳＯ∶ＰＢＳ＝１∶３为溶
剂），对照组和酒精组腹腔注射等量溶剂；Ｐ５时，酒精组和ＴＯ＋
酒精组背部皮下注射２０％酒精２．５ｇ／ｋｇ（生理盐水稀释），注射
２次，间隔２ｈ，对照组背部皮下相同方式注射等量的生理盐水；
Ｐ６时以５０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射５溴２′脱氧尿嘧啶核苷（ＢｒｄＵ），
２ｈ后收集大脑标本。
１．２．３　免疫组化染色　　收集标本用新鲜的４％多聚甲醛固
定１３ｈ，转移到３０％的蔗糖溶液，待其充分脱水后，莱卡冰冻切
片机以４０μｍ切片，放入冻存液中于 －２０℃保存。选取合适
的切片ＰＢＳ漂洗后，３％的 Ｈ２Ｏ２室温反应３０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ漂洗３次；０．３％的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００，３７℃孵育３０ｍｉｎ，３％的
ＢＳＡ反应 ３０ｍｉｎ；ＢｒｄＵ需要 ２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液 ３７℃孵育
３０ｍｉｎ，漂洗。加入一抗工作液兔抗 Ｋｉ６７（１∶２００）、兔抗 Ｓｏｘ２
（１∶５００）、鼠抗 Ｂｒｄｕ（１∶２００）和鼠抗 Ｎｅｓｔｉｎ（１∶２００）室温反应
２ｈ，转入４℃过夜。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，加入生物素化二
抗驴抗兔（１∶２００）和驴抗鼠（１∶２００），３７℃孵育２ｈ；０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ漂洗３次，加入ＳＡＢＣ，３７℃孵育１ｈ；０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗
３次，ＤＡＢ显色，烤干，树脂封片。阴性对照以ＰＢＳ或ＢＳＡ代替
一抗，其他步骤相同。

１．３　统计学分析
　　对照组、酒精组、ＴＯ＋酒精组小鼠各３只，每只选取海马齿
状回区域切片３张，在蔡氏显微镜×１０光镜计数海马门区及颗
粒下区的Ｋｉ６７、Ｂｒｄｕ、Ｓｏｘ２阳性细胞数。纤维计数方法：在蔡氏
显微镜×２０光镜计算海马中间层（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｚｏｎｅ，ＩＺ）纤维条
数。数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件，应用单因素
方差分析及组间行多重比较。
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２　结果

２．１　激活 ＬＸＲｓ对酒精暴露抑制新生期小鼠海马齿
状回Ｋｉ６７标记的海马细胞增殖的影响

　　采用增殖相关的标记 Ｋｉ６７，检测 Ｐ６小鼠海马齿状回内源
性增殖神经前体细胞，免疫组化结果显示：同窝的新生小鼠注

射酒精后，海马齿状回 Ｋｉ６７标记的阳性细胞数较对照组明显
减少［酒精组（２４．７±５．５）ｖｓ对照组（４５．９±７．１），Ｐ＜０．０１］。
ＴＯ９０１３１７＋酒精组较酒精组海马齿状回 Ｋｉ６７标记的阳性细胞
数明显增多［ＴＯ＋酒精组（５４．２±１０．８）ｖｓ酒精组（２４７±

５５），Ｐ＜０．０１］。见图１。
２．２　激活 ＬＸＲｓ对酒精暴露抑制新生期小鼠海马齿

状回ＢｒｄＵ标记的海马细胞增殖的影响
　　ＢｒｄＵ为胸腺嘧啶脱氧核苷类似物，能够标记分裂细胞。
免疫组化结果显示：酒精组小鼠海马齿状回内 ＢｒｄＵ阳性细胞
数较对照组显著减少 ［酒精组（４４．９±２．９）ｖｓ对照组（５４．８±
６．０），Ｐ＜０．０１］。ＴＯ＋酒精组较酒精组海马齿状回内ＢｒｄＵ阳
性细胞明显增多［ＴＯ＋酒精组（５３．４±２．８）ｖｓ酒精组（４４．９±
２９），Ｐ＜０．０１］。见图２。

!

"

#

$ %

&

'(( !)

'(( !)

'(( !)

*+( !)

,(( !)

,(( !)

Ａ、Ｄ：对照组；Ｂ、Ｅ：酒精组；Ｃ、Ｆ：ＴＯ＋酒精组；Ｄ～Ｆ：Ａ～Ｃ中方框的局部放大部位
图１　免疫组化染色检测Ｋｉ６７标记的海马细胞增殖数量的变化　（ＳＡＢＣ）
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Ａ、Ｄ：对照组；Ｂ、Ｅ：酒精组；Ｃ、Ｆ：ＴＯ＋酒精组；Ｄ～Ｆ：Ａ～Ｃ中方框的局部放大部位
图２　免疫组化染色检测ＢｒｄＵ标记的海马细胞增殖数量的变化　（ＳＡＢＣ）
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２．３　激活 ＬＸＲｓ对酒精暴露抑制新生期小鼠海马齿
状回Ｓｏｘ２阳性细胞增殖的影响

　　Ｓｏｘ２可作为神经前体细胞的标记物，免疫组化结果显示：

酒精组小鼠海马齿状回 Ｓｏｘ２阳性细胞数较对照组显著减少

［酒精组（３１．１±６．４）ｖｓ对照组（４６．６±６．３），Ｐ＜０．０１］。ＴＯ＋

酒精组海马齿状回内 Ｓｏｘ２阳性细胞数较酒精组显著增加

［ＴＯ＋酒精组（５４．０±６．７）ｖｓ酒精组（３１．１±６．４），Ｐ＜００１］。

见图３。

２．４　激活 ＬＸＲｓ对 Ｎｅｓｔｉｎ标记的新生期小鼠海马齿
状回ＲＧＣｓ长纤维的影响

　　巢蛋白 Ｎｅｓｔｉｎ可以标记 ＲＧＣｓ的长纤维。海马齿状回
ＲＧＣｓ阳性细胞具有特异的形态特征，其胞体位于海马颗粒下
区，向颗粒区伸出垂直突起。免疫组化结果表明，新生期小鼠

酒精暴露，海马齿状回 Ｎｅｓｔｉｎ免疫反应阳性的纤维出现了断
裂，数量减少［酒精组（２５．３±３．８）ｖｓ对照组（３５．０±２．０），Ｐ＜
０．０１］。ＴＯ＋酒精组较酒精组Ｎｅｓｔｉｎ免疫反应阳性的纤维断裂
减少，数量增多［ＴＯ＋酒精组（３３．０±２．６）ｖｓ酒精组（２５．３±
３８），Ｐ＜０．０５］。见图４。
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Ａ、Ｄ：对照组；Ｂ、Ｅ：酒精组；Ｃ、Ｆ：ＴＯ＋酒精组；Ｄ～Ｆ：Ａ～Ｃ中方框的局部放大部位
图３　免疫组化染色检测ＳＯＸ２标记的海马神经前体细胞变化　（ＳＡＢＣ）
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Ａ、Ｄ：对照组；Ｂ、Ｅ：酒精组；Ｃ、Ｆ：ＴＯ＋酒精组；Ｄ～Ｆ：Ａ～Ｃ中方框的局部放大部位
图４　免疫组化染色检测Ｎｅｓｔｉｎ标记的ＲＧＣｓ长纤维变化　（ＳＡＢＣ）
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３　讨论

　　海马齿状回发育是一系列不同增殖区域形成和颗
粒细胞产生迁移的过程。在胚胎期，神经元从海马齿

状回切迹旁的原始齿状回神经上皮放射状迁移至齿状

回原基并在门区形成一个前体池；在出生后，门区的前

体细胞继续增殖，形成第３级齿状回基质，在此持续产
生新生神经元迁移至齿状回颗粒细胞层，并最终形成

海马齿状回结构［１３］。海马齿状回内神经前体细胞的

数量与增殖特性不仅决定海马发育期齿状回结构的形

成，同时亦影响成年海马的神经发生。在大鼠生后４～
９ｄ持续进行酒精处理，可抑制成年海马神经发生，使
得新生颗粒神经元的存活及功能整合均显著降低［１４］。

Ｉｅｒａｃｉ等［７］研究发现：生后７ｄ小鼠单次注射酒精，抑
制海马齿状回神经前体细胞数，并进而抑制成年海马

神经发生。既往研究显示神经前体细胞数量减少与酒

精激活ｃａｓｐａｓｅ３导致前体细胞凋亡有关。本研究进
一步证实海马齿状回内Ｋｉ６７及ＢｒｄＵ阳性细胞数均显
著减少，酒精对新生小鼠海马齿状回神经前体细胞的

增殖具有抑制作用。更重要的是，我们发现采用 ＴＯ
预处理激活内源性的ＬＸＲｓ则有效减轻酒精对海马齿
状回神经前体细胞增殖的抑制作用，提示 ＬＸＲｓ可以
有效拮抗酒精对海马齿状回神经前体细胞增殖的毒性

作用。这也为胎儿酒精综合征等酒精暴露导致神经发

育障碍提供新的治疗策略。

　　Ｓｏｘ２是Ｓｏｘ基因家族的一个成员，是胚胎干细胞
重要的转录因子。转基因动物证实 Ｓｏｘ２在维持神经
干细胞特性中发挥重要作用，包括神经干细胞的增殖

与存活、自我更新及神经发生［１５－１６］。条件敲除小鼠胚

胎期脑内Ｓｏｘ２可导致生后小鼠海马齿状回发育严重
障碍，神经前体细胞的数量及神经发生显著减少［１７］。

免疫组化检测结果显示：小鼠新生期酒精暴露组较对

照组海马齿状回的Ｓｏｘ２阳性细胞明显减少，提示新生
期小鼠酒精暴露不仅抑制海马齿状回神经前体细胞增

殖，同时减少海马齿状回有增殖能力的干细胞数量。

新生期预先激活ＬＸＲｓ小鼠酒精暴露组海马齿状回内
的Ｓｏｘ２阳性细胞较酒精组显著增多，提示内源性的
ＬＸＲｓ激活可以减少新生期酒精暴露对海马神经前体
细胞的毒性作用，有利于正常神经前体细胞数量的维

持。Ｎｅｓｔｉｎ为神经前体细胞的标志物，同时亦是 Ｓｏｘ２
的下游调控基因，并可以标记 ＲＧＣｓ的长突起［１８］。在

中枢神经系统板层结构包括大脑皮质、小脑皮质及海

马的发育过程中ＲＧＣｓ具有充当神经前体细胞和引导
神经元迁移的双重作用。Ａｒｏｎｎｅ等［１９］发现，新生期酒

精暴露会导致大脑皮层 ＲＧＣｓ长突起断裂，神经母细

胞数量减少，最终导致皮层发育障碍。我们发现新生

期酒精暴露可使海马齿状回内Ｎｅｓｔｉｎ标记的 ＲＧＣｓ长
纤维断裂和消失，预先激活 ＬＸＲｓ，可以减轻酒精致海
马齿状回ＲＧＣｓ长突起的毒性影响。由于ＴＯ对ＬＸＲｓ
受体激活的非选择性，因此其作用的途径与分子机制

仍需进一步研究。此外，本研究对免疫组织化学结果

主要采用二维平面计数阳性细胞数，体视学分析能更

有效地反映生后小鼠海马齿回发育的时空特性。

　　综上所述，小鼠新生期酒精暴露不仅抑制了海马
神经前体细胞的增殖，也不利于 ＲＣＧｓ长突起形态维
持，抑制海马发育期齿状回的神经发生。预先进行ＴＯ
处理则激活内源性ＬＸＲｓ可减少新生期小鼠酒精暴露
对海马齿状回增殖的抑制作用及对神经前体细胞的毒

性作用。ＬＸＲｓ可能为酒精引起的海马发育障碍相关
疾病的治疗提供新的靶点。
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应力刺激治愈尺桡骨双骨折桡骨折不连接１例

崔运利，田冠玉，宋磊堂　　（１１８０００辽宁 丹东，解放军第２３０医院骨科）

　　［关键词］　 骨折；内固定；不连接
　　［中图法分类号］　Ｒ６８３．４１　　［文献标志码］　Ｂ
　　前臂双骨折临床上比较常见，术后发生桡骨或尺骨骨折不
连接概率较高。造成骨折不连接的因素很多，目前对骨折不连

接我们采用夹板外固定、电刺激等非手术方法治疗一段时间

后，如仍没有愈合迹象，往往采取外科手术植骨加内固定治

疗［１］。但对于超出其平均愈合时间的骨折是否还有愈合的机

会，尚不确定，因此我们无法确定选择的手术时机是早或晚。

我科２０１２年６月收治１例尺桡骨双骨折患者，术后发生桡骨
折不连接，我们采用一定强度的应力刺激，最终使桡骨折不连

接得到了愈合，取得较满意的治疗效果。

１　临床资料

　　患者，男性，３３岁，主诉“左前臂疼痛，伴活动受限３ｈ”于
２０１２年６月２日入院。缘于入院前３ｈ不慎摔倒，左手着地，
当即出现左前臂疼痛，不能活动，伴有畸形。急诊拍摄 Ｘ线片
提示左尺桡骨骨折，门诊以“左尺桡骨开放性骨折”收入本科，

Ｘ线片检查结果提示：左尺骨、桡骨双骨折，断端成角畸形。入
院后急诊在臂丛麻醉下行左尺桡骨切开复位内固定术，应用

２块 ６孔有限接触钢板固定骨折。术中透视骨折复位满意，逐
层缝合皮肤。无菌敷料包扎。术后，前臂石膏外固定。

２　结果

　　术后１个月复查，Ｘ线片检查结果提示尺桡骨骨折断端对
位良好，无移位，尺桡骨均可见骨折线；术后３个月复查，Ｘ线
片检查结果提示尺桡骨骨折断端对位良好，尺骨骨折线模糊，

有骨痂生长，桡骨骨折断端出现骨吸收，骨折线增宽；术后７个
月复查，Ｘ线片检查结果提示尺骨愈合良好，骨折线模糊，显示
有骨性连接，桡骨仍见清晰骨折吸收线，无愈合征象，嘱患者

小幅度行患前臂纵向应力刺激，以无痛为宜；术后约９个月复
查，Ｘ线片检查结果提示尺骨愈合良好，桡骨骨折断端无明显
连接；术后１２个月复查，Ｘ线片检查结果提示桡骨基本愈合；
术后１５个月复查，Ｘ线片检查结果提示尺桡骨愈合良好。见
图１。
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Ａ：术前；Ｂ：术后１个月；Ｃ：术后７个月；Ｄ：术后１２个月；Ｅ：术后１５个月
图１　尺桡骨双骨折桡骨折不连接患者术前及术后正侧位Ｘ线片表现
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