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地塞米松致子代大鼠海马轴突发育损伤

谢露露， 姚宝珍*

武汉大学人民医院儿科，武汉 430000

摘 要：为了探讨地塞米松对子代大鼠海马轴突的影响，建立了孕期地塞米松暴露（prenatal dexamethasone exposure,
PDE）模型。Wistar大鼠于孕中晚期皮下注射地塞米松（0.2 mg·kg-1·d-1），部分子代于孕 20天（GD20）、出生后 12周

（PW12）处死取海马样本，检测海马糖皮质激素受体（glucocorticoid receptor, GR）活化指标以及轴突损伤指标。PDE子代

胎鼠海马GR活化，GR、糖皮质激素调节激酶 1（glucocorticoid-regulated kinase 1, SGK1）和FK506结合蛋白（FK506 binding
protein 5, FKBP5）表达显著增加。轴突损伤指标包括生长相关蛋白 43（growth associated protein-43,GAP43）、信号素 3A
（semaphorin 3A, SEMA3A）和集聚蛋白（agrin）表达明显升高。而 PDE成年子代大鼠海马GR无明显活化，轴突损伤指标

GAP43、SEMA3A和AGRIN表达明显升高。研究结果证实PDE通过活化胎海马GR引起轴突发育损伤，且轴突损伤可延

续至出生后。
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Dexamethasone--induced Hippocampal Axon Developmental Damage in
Offspring Rats
XIE Lulu，YAO Baozhen*
Department of Pediatrics，Renmin Hospital of Wuhan University，Wuhan 430000，China
Abstract：In order to explore the effect of dexamethasone on the hippocampal axons of offspring rats，a prenatal dexamethasone
exposure（PDE）model was established. Wistar rats were subcutaneously injected with dexamethasone（0.2 mg·kg-1·d-1）in the
second and third trimesters，some offspring were sacrificed during the gestational days of 20（GD20）and at postnatal week of 12
（PW12），and the hippocampal glucocorticoid receptors（GR）activation index and axon damage index were detected. GR was ac⁃
tivated in the hippocampus of PDE offspring，and the expressions of GR，glucocorticoid-regulated kinase 1（SGK1）and FK506
binding protein 5（FKBP5） were significantly increased. Axon damage indicators including growth-associated protein-43
（GAP43），semaphorin 3A（SEMA3A）and agrin expression were significantly increased. However，the hippocampal GR of PDE
adult offspring rats was not significantly activated，and the expressions of axonal injury indicators GAP43，SEMA3A and AGRIN
were significantly increased. The results comfirmed that PDE induces axonal developmental damage by activating fetal hippocam⁃
pal GR，and axonal damage can persist after birth.
Key words：glucocorticoid receptor；hippocampus；axon injury；neurological disease

据统计，每年有众多的新生儿死于早产并发

症。而在早产新生儿中，最常见的死亡原因是呼

吸窘迫综合征，这是一种与肺不成熟有关的急性

肺疾病。地塞米松是一种合成的糖皮质激素受体

（glucocorticoid receptor，GR）激动剂，已广泛应用于

早产新生儿，以降低新生儿呼吸窘迫综合征的风

险［1］。早期研究表明，应对预产期在 34周以下的

早产孕妇给予合成糖皮质激素（glucocorticoid，
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GC）治疗后再进行分娩［2］。目前，对于有早产风

险的孕妇来说，产前合成 GC治疗已成为预防呼

吸窘迫综合征、降低早期新生儿死亡率和发病率

最有效的干预措施［3］。其经典用法为每12小时肌

注一次，每次 6 mg，共 4次，且一般采用多疗程治

疗。本室前期研究证实大鼠孕期注射地塞米松暴

露（prenatal dexamethasone exposure，PDE）可导致

胎儿出生后海马神经发育毒性和下丘脑--垂体--肾

上腺轴编程改变［4-5］。研究表明，PDE可引起子代

海马体质量降低、体积减少，且细胞凋亡增加［5］。

还有研究表明，PDE可减少齿状回中海马细胞的

增殖以及降低海马神经可塑性［6-7］。Uno等［8］实验

发现 PDE的恒河猴海马CA区锥体神经元和齿状

回颗粒神经元数量减少，CA3海马区的苔藓纤维

的轴突突触末端显示出明显的变性。有大鼠实验

表明，产前孕鼠使用地塞米松不同剂量及不同疗

程会对大鼠发育造成损伤，且免疫组化结果显示

海马脑神经元特异性烯醇化酶（neuro-specific
enolase，NSE）阳性表达细胞减少，表达强度减

弱［9］。因此，推测 PDE可能导致子代海马发育不

良。然而，PDE所导致海马发育不良的机制在很

大程度上尚不清楚。

轴突在海马发育中起着重要作用。轴突将自

身神经元的信号传递给其他神经元，通过轴突和胞

体-树突之间的信号传递构成了复杂的神经网络系

统［10］。轴突生长是一个不连续的过程，旁侧分支往

往从生长锥停滞的地方长出，当停滞的生长锥继续

生长时，分支出来的轴突也随之同时延伸。轴突作

为神经元的组成结构，最主要的功能是将神经元胞

体整合的神经电信号输出，其中轴突起始部的轴丘

在绝大多数神经元中是产生神经信号的场所［11-12］。

当海马神经元轴突发育损伤时，神经信号传递异

常，导致海马正常功能障碍，并可引起多种神经精

神类疾病易感。研究表明，对壬基酚的发育暴露会

导致海马轴突长度和密度明显降低，并损害轴突功

能，从而造成海马神经毒性，包括动作电位产生和

传播障碍、突触小泡再循环受到破坏以及神经可塑

性抑制［13］。另有研究表明，藏红花可通过促进海马

轴突生长，从而提高海马神经元活力以及促进神经

可塑性和神经发生［14］。然而PDE是否可致子代海

马轴突发育损伤尚不清楚。

为此，本研究拟在前期工作基础上开展海马

GR改变介导孕期地塞米松暴露致子代大鼠海马

轴突发育损伤的研究。本研究的实施对于贯彻优

生优育国策和早期防治胎源性海马轴突发育不

良，具有重要理论和现实意义。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 SPF级Wistar大鼠雌雄各 20只（雌

性平均体质量为 220±20 g，雄性平均体质量为

260±20 g）由湖北省医院实验中心（编号 2012—
2014，认证号 42000600002258）提供。常规饲料

饲养。试验符合动物伦理学要求，实验方案得到

武汉市中南医院伦理委员会认可与批准。

1.1.2 试剂 PCR引物由上海生工生物工程有限

公司合成，GR（批号 sc-12763）和NAPDH（批号 sc-
25778）抗体购于美国 Santa Ctuz公司；GAPDH（批

号AC002）抗体购于武汉爱博泰克生物科技有限

公司；核酸提取剂Trizol购于美国 Invitrogen公司；

4%多聚甲醛固定购于北京艾斯本技术有限公司；

异氟醚购于美国Baxter Healthcare有限公司；地塞

米松（国药准字H42020019）购于武汉双和药业有

限公司。

1.1.3 仪器 分光光度计和ABI Step One RT-PCR
热循环仪购于美国赛默飞世尔科技公司；光学显

微镜购于北京生物科技公司；石蜡组织切片机购

于湖南荣和科技公司；高速离心机购于上海佳德

仪器公司；净化工作台购于苏洁医疗器械（苏州）

有限公司。

1.2 方法

1.2.1 建立地塞米松暴露大鼠模型 大鼠经过

1周的适应性喂养后进行繁殖和交配。将妊娠大鼠

随机分为对照组和 PDE组，每组 8只。从妊娠第

9天至妊娠第20天，PDE组和对照组大鼠分别皮下

注射地塞米松 0.2 mg·kg-1·d-1和等量的 0.9%氯化

钠溶液。在于孕 20天上，将一部分孕鼠用异氟醚

麻醉，然后处死。每组产仔数在 8~14只的妊娠大

鼠为合格，取出胎鼠并处死。从同窝中收集的剩

余胎儿海马样本被汇集在一起，立即在液氮中冷

冻，并保存在-80 °C冰箱中以作进一步分析。

1.2.2 总 RNA提取和逆转录 RT-qPCR 根据试

剂盒说明书提取总 RNA。用分光光度计测定分

离的总 RNA的浓度和纯度，调整 RNA浓度为

1 μg·μL-1。从 2 μg总 RNA制备单链 cDNA。引
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物见表 1。RT-qPCR在 10 μL反应混合物中进行。

为了更精确地量化基因转录本，测量管家基因

GAPDH的mRNA水平作为定量对照。相对扩增

子表达量采用2-ΔΔCt法计算。

1.2.3 蛋白免疫印迹 使用蛋白免疫印迹法检测

大鼠海马和 H19-7细胞中相应的蛋白表达。用

GR抗体（1∶2 000稀释）、GAPDH抗体（1∶5 000稀
释）在 4 °C过夜。洗膜后再加入二抗继续室温孵

育 1 h，采用 Image Pro Plus软件通过光密度测定

法对条带进行分析。

1.2.4 统计与分析 采用 SPSS 20.0和 Prism 8.0
对实验数据进行分析。所有数据均表示为平均

值±标准差。独立样本 t检验比较了对照组和

PDE组的平均值。多组比较采用单因素方差分析

检验，然后采用Dunnett-t检验确定两组之间的显

著差异。P<0.05被认为有统计学差异。

2 结果与分析

2.1 PDE致子代胎鼠海马轴突损伤

生长相关蛋白 43（growth associated protein-

43，GAP43）、信号素 3A（semaphorin 3A，SEMA3A）
和集聚蛋白（AGRIN）是反映轴突生长发育的重

要指标。与对照组相比，PDE组子代胎鼠GAP43、
SEMA3A和AGRIN mRNA表达明显下调（P<0.01，
图1）。提示PDE可致子代胎鼠海马轴突损伤。

2.2 PDE成年子代大鼠海马轴突损伤

本研究检测了成年子代大鼠的 GAP43、SE⁃
MA3A和AGRIN的表达。结果显示，与对照组相

比，成年子代大鼠 GAP43、SEMA3A 和 AGRIN
mRNA表达也出现了明显下调（P<0.01，图 2）。提

示 PDE致子代大鼠轴突发育损伤，并可延续至出

生后。

2.3 PDE子代胎鼠海马GR活化

地塞米松通过活化海马 GR信号发挥效应，

糖皮质激素调节激酶 1（glucocorticoid-regulated
kinase 1，SGK1）和 FK506 结 合 蛋 白（FK506
binding protein 5，FKBP5）是 GR的下游效应分

表1 RT-qPCR中大鼠寡核苷酸引物及反应条件

Table 1 Rat oligonucleotide primers and reaction conditions used in RT-qPCR
基因名称

糖皮质激素受体基因（GR）

糖皮质激素调节激酶1基因（SGK1）

FK506结合蛋白基因（FKBP5）

生长相关蛋白43基因（GAP43）

信号素3A基因（SEMA3A）

集聚蛋白基因（AGRIN）

磷酸甘油醛脱氢酶基因（GAPDH）

正向引物序列（5′→3′）
5′-TGTTGGGGAGACGAGATTTT-3′
5′-CAATAAGCGACACGGCTCTT-3′
5′-CCTCGTTGGAGAAGATCAAG-3′
5′-CCAGAGTTAGAGAAGCGTTTAG-3′
5′-CACAAGACGACAGGATATAAGG-3′
5′-ACTTATGAATGCCTGTGTCC-3′

5′-GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3′

反向引物序列（5′→3′）
5′-TCATGCAACCGAAGTATGAAA-3′
5′-GCGGGTGGCTAACTAGGATA-3′
5′-CGTGGTACTCCGTGTGATTG-3′
5′-CAGGCATTTGCAGCTACT-3′
5′-GCCAATATACCAAGGCTCTC-3′
5′-GTGCCTTCTCACTCTCAATC-3′
5′-ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3′

退火

温度/°C
58
60
60
58
60
58
60

注：**表示与对照组相比较，在P<0.01水平有统计学差异。n=6。
图1 子代胎鼠海马轴突损伤指标表达变化

Fig.1 Changes of hippocampal axon injury index in offspring fetal rats

469



生物技术进展生物技术进展 Current Biotechnology

子，其表达可反映GR活化情况。如图 3所示，与

对照组相比，宫内 PDE胎鼠海马GR mRNA和蛋

白表达显著增加（P<0.01），同时下游效应分子

SGK1 和 FKBP5 mRNA 表 达 也 显 著 增 加（P<
0.01）。结果表明，宫内时期 PDE可致胎鼠海马

GR活化。

2.4 PDE成年子代大鼠海马GR无明显变化

与对照组相比，PDE出生后子代大鼠海马

GR、SGK1和FKBP5的mRNA表达无明显变化（P>
0.05，图 4A-C）。蛋白免疫印迹结果也表明，PDE

成年子代大鼠海马 GR蛋白也无明显变化（P>
0.05，图 4D，E）。结果表明，宫内时期 PDE可致胎

鼠海马GR/HDAC2信号活化，但该变化不延续至

出生后。

A：子代胎鼠GR的RT-qPCR检测；B：子代胎鼠GR的Western blot定量结果；C：子代胎鼠GR的Western blot检测；D：子代胎鼠 SGK1的
RT-qPCR检测；E：子代胎鼠FKBP5的RT-qPCR检测。**表示与对照组相比较，在P<0.01水平有统计学差异。n=6。

图3 子代胎鼠海马GR活化指标变化

Fig.3 Changes of hippocampal GR activation in offspring fetal rats

注：**表示与对照组相比较，在P<0.01水平有统计学差异。n=6。
图2 子代成年大鼠海马轴突损伤指标表达变化

Fig.2 Expression changes of hippocampal axon injury indexes in offspring adult rats
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3 讨论

地塞米松在临床上被广泛用于多种早产相关

疾病的治疗，如前置胎盘、多胎妊娠、先天性肾上腺

皮质增生症等［15-16］。临床对于孕24~34周且有早产

倾向的孕妇，常规给予单疗程或多疗程地塞米松治

疗，可促进胎儿肺成熟、减少新生儿呼吸窘迫综合

征发生和降低围生儿死亡率［17］。然而，近年来越来

越多的研究表明，产前应用地塞米松具有“双刃剑”

效应，在有效防治妊娠疾病的同时可能引起子代的

系列发育毒性，如胎儿宫内发育迟缓、神经发育受

损等［18-19］。根据人和大鼠的剂量转换关系（人∶大

鼠=1∶6.17）和临床地塞米松用药剂量标准（0.05~
0.2 mg·kg-1·d-1）［19］，本研究中使用 0.2 mg·kg-1·d-1
地塞米松暴露量相当于 0.03 mg·kg-1·d-1人群用药

剂量［20］。因此，本研究在实验中使用的地塞米松

剂量是合理的，具有临床现实意义。

GAP43是一种胞膜磷酸蛋白质，也是神经元

发育和可塑性的分子标志物，在引导轴突生长和

调节轴突形成上起着关键作用［21］。SEMA3A作为

神经轴突发育的一个关键信号蛋白，参与多种生

理过程。SEMA3A是一种分泌性蛋白，属于 3号
信号素家族，参与轴突排斥、树突分支、突触形成

和神经元迁移过程［22］。AGRIN是诱导神经元分

化的“终止信号”，能够调节轴突和树突的生长以

及树突分支［23］。因此，本研究选择 GAP43、SE⁃
MA3A和AGRIN作为反映轴突损伤指标。结果发

现 ，PDE 子 代 出 生 前 、后 GAP43、SEMA3A 和

AGRIN表达均显著增加，这些结果证实，PDE可

导致子代海马轴突发育损伤，且这些改变可一直

延续到出生后。

地塞米松作为外源性糖皮质激素作用于组织

局部GR后，可以通过调控胎儿时期组织发育相关

相关基因表达介导子代大鼠出生前、后多脏器（睾

丸、长骨等）发育不良并介导相关成年疾病易感。

本研究结果表明，PDE可活化子代胎鼠海马GR。
海马发育可从胚胎期一直持续至出生后，但胚胎

期和出生后早期为海马发育的最重要时期，此阶

段其发育过程对外界环境的变化尤其敏感，而各

种母体宫内环境的改变可通过多种机制对海马的

结构与认知功能产生不可逆的长期影响，增加子

代成年后对多种神经精神疾病的易感性。轴突初

始节（axon initial segment，AIS）的结构和功能可塑

性对控制神经元兴奋性具有重要作用，而癫痫发

病与神经元兴奋性密切相关［24］。相关研究表明，

毛果芸香碱诱发的癫痫大鼠在海马新生神经元中

表现出较短的AIS长度［24］。患有严重癫痫的患者

中重编程神经元显示出明显的轴突形成缺陷［25］。

在毛果芸香碱诱发的癫痫模型中，海马苔藓纤维

发芽增强，神经变性增加，轴突生长抑制以及神经

元迁移异常［26-27］。近期研究发现，在毛果芸香碱诱

发的癫痫模型中，出现轴突异常再生或发芽，并进

一步通过增强GABA信号从而延迟少突胶质细胞

成熟以及引起髓鞘形成障碍［28］。此研究也存在一

定的局限性，尚未聚焦轴突与相关神经系统如癫

痫的关联，以及GR导致海马轴突损伤之间的信号

通路改变。后续将在分子水平对 PDE介导GR活

化导致子代海马轴突损伤的表观遗传机制进行研

究，并与相关临床神经精神疾病联系。
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