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$摘要%

"

目的
"

探讨慢性缺血性脑白质脱髓鞘比格犬模型中
R0D

蛋白表达水平变化及可能原因)方法
"

将
"8

只成年比格

犬按照完全随机数字表法分为
?

组"假手术组#及
O

&
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组"观察组#!每组各
=

只!应用四血管结扎法制作不同程度脑缺血动物

模型)选取双侧侧脑室边缘部位脑白质!用神经胶质抗原
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磷酸二酯酶
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#标记成熟少突胶质细胞"

WP<

#!采用免疫组织化学法检测
R0D

&

NS%
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)NM0<@

!以平均光密度值量化表达水平)采用

M@0C<45

直线相关分析法分析
R0D

&

NS%
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)NM0<@

之间的相关性)结果
"

苏木精
.

伊红"

K-

#染色可见慢性脑缺血后脑白质明显脱

髓鞘改变!
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组
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染色后评分分别为"

$9#'c$9#"
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"98&c$9'%
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#分!与
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L

组评分更高"
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#)与
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L

组
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蛋白及
NS%

表达水平明显增高"
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$9$'
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表达水平明显降低
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线性相关分析显示
R0D

与
NS%

的表达水平呈正相关"

Ag$9%##

!

!g$9$$8
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R0D
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与
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的表达水

平呈负相关"

Ag,$9&$&
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,$9=$%
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!g$9$$&
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$9$$"

#)结论
"

R0D

蛋白在慢性缺血性脑白质脱髓鞘比格犬模型中的表达增加可

能与
WM)<

分化成熟障碍相关)
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据世界卫生组织预测%到
%$'$

年中国将成为世界上老龄

化最严重的国家之一%在老年患者中可常见侧脑室周围脑白质

脱髓鞘病变%随着脱髓鞘病变的进展%可逐渐出现认知&运动&

排尿等功能障碍$
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#

研究发现重度脑白质脱髓鞘病变患者出现生活能力下降的风

险为轻度脑白质脱髓鞘病变患者的两倍*

"

+

$而目前缺血性脑

白质脱髓鞘病变病理机制尚未有学界共识$

脑白质主要由胶质细胞&轴突&髓鞘和血管组成$动脉病

变引起的缺血缺氧性损伤是脑白质脱髓鞘病变主要原因之

一*

%

+

$缺血性脱髓鞘改变常伴有脑室周围白质区少突胶质细

胞"

WP<

#变性死亡&髓鞘水平下降等病理改变*

&

+

$有研究发

现%缺血后神经元中
R0D

蛋白"脑内含量最多的微管相关蛋

白#过度磷酸化与凋亡现象共存%

R0D

蛋白也可作为预测和诊

断神经退行性疾病的标志*

=.'

+

%

R0D

蛋白在缺血缺氧后神经细

$"8

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期



胞的损伤与凋亡现象中扮演重要的角色$为探索
R0D

蛋白在

慢性缺血性脑白质脱髓鞘病理改变中的影响及可能机制%本实

验利用成年比格犬制备慢性缺血性脑白质脱髓鞘模型%苏木

精
.

伊红"

K-

#染色&卢卡斯快蓝"

2DA42\0<BH2D@

%

PUO

#染色后

观察脑白质脱髓鞘病变及病变程度%免疫组织化学法"

*K)

#检

测
R0D

&神经胶质抗原
%

"

NS%

#&

%

%

&.

环核苷
&.

磷酸二酯酶

"

)NM0<@

#等表达水平%描述慢性脑缺血对
WP<

分化成熟的影

响%分析
R0D

与
NS%

&

)NM0<@

表达水平之间的关系%探讨在慢

性缺血性脑白质脱髓鞘病变中
R0D

蛋白表达水平的变化及可

能的原因$

!

"

材料与方法

!9!

"

材料
"

动物!健康成年比格犬
"8

只%由四川省人民医院

实验动物中心提供%年龄
"9'

"

%9$

岁%体质量为
"$

"

"%Z

3

$

主要试剂!

PUO

染色液购自
(1

3

/0.?2;C1:G

"上海#贸易有限公

司,兔多克隆
R0D

抗体购自北京博奥森生物技术有限公司,兔

多克隆
NS%

抗体及兔多克隆
)NM0<@

抗体均购自英国
0H:0/

艾博抗"上海#贸易有限公司$

!9"

"

方法

!9"9!

"

实验动物分组及慢性脑白质缺血缺氧模型的制备
"

将

"8

只比格犬按随机数字表法平均分为
?

组"假手术组#和
O

&

)

&

L

组"观察组#%每组
=

只$参考文献*

8

+的方法经颅外制作

脑缺血缺氧模型%对
?

组比格犬术前
"%G

禁食%

=G

禁水%用

&$/

3

)

Z

3

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉%颈前部去毛消毒后正中

切开皮肤
'9$:/

左右%然后经颈前肌及筋膜%在胸锁乳突肌内

侧钝性分离出颈总动脉%另一侧操作相同$

O

&

)

&

L

组采用两

步手术法$第一步!将
O

&

)

&

L

组的
"%

只比格犬双侧颈总动脉

结扎$具体方法!参照假手术组%术后普通饲料喂养
"

个月$第

二步!

O

组不结扎椎动脉%

)

组结扎右侧椎动脉%

L

组即结扎犬双

侧椎动脉$具体方法!同上术前准备及麻醉后%颈部脱毛消毒%

仰卧位固定%于
'

&

8

颈椎间做一切口%正中略偏右%分离各层组

织%在颈长肌内下放钝性分离出椎动脉%另一侧同此操作方法$

术后
"8

只比格犬全部存活%以普通饲料喂养
"

个月后处死$

!9"9"

"

标本留取及
K-

染色&

PUO

髓鞘染色
"

将
=

组比格犬

术后普通饲料喂养
"

个月后处死并留取脑组织%分别取左右两

侧侧脑室边缘脑白质%用
=T

多聚甲醛固定液固定%石蜡包埋%

做好编码$

K-

染色及
UPO

髓鞘染色均采用常规切片&脱蜡&

染色&脱水&封固等方法步骤$

!9"9#

"

*K)

检测
"

防脱片处理!

&.

氨丙基三乙氧基硅烷

"

?M-(

#浸泡%捞片后置烤箱
8$f8$/15

使切片紧密黏附,切

片常规脱蜡至水,

&$T

过氧化氢
"

份
m

蒸馏水
"$

份混合%室温

"$/15

以灭活内源性过氧化物酶%蒸馏水洗
&

次,热修复抗原!

将切片浸入
$9$"/42

)

P

柠檬酸盐缓冲液"

7

K89$

#%微波炉中

高火加热至沸腾后断电%间隔
'/15

后%重复
"

次%冷却后%

MO(

"

7

K#9%

"

#9=

#洗
%

次,滴加山羊血清封闭液%室温
%$/15

,滴

加稀释的一抗"

R0D

抗体
"e%$$

&

NS%

抗体
"e"$$

&

)NM0<@

抗

体
"e%$$

#%

=f

过夜%

MO(

洗
&

次,滴加生物素化山羊抗鼠)兔

*

3

S

二抗%

&#f&$/15

%

MO(

洗
&

次,滴加辣根过氧化酶标记

链霉素卵蛋白试剂
&$/15

"

&#f

#%

MO(

洗
=

次,

L?O

显色!使

用
L?O

显色试剂盒%取
"/P

蒸馏水%加试剂盒
?

&

O

&

)

试剂

各
"

滴%混匀后滴加到切片上%室温显色%镜下控制反映时间%

一般
%/15

左右%蒸馏水洗涤,苏木精轻度复染%脱水%透明%中

性树胶封片$

!9"9$

"

采图及检测平均光密度"

*WL

#值
"

采用数码三目显微

摄像系统对切片进行图像采集%每张切片先于
"$$

倍下观察全

部组织%再根据组织大小及表达情况分别选取
&

个不重叠区域

=$$

倍下采集图像,后采用
*/0

3

@.MC4M2D<89$

图像分析系统

测定所采集全部图像的
*WL

值%对每张切片采集的
&

张图像

*WL

取平均值$

!9"9%
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评价标准
"

脑组织脱髓鞘病变程度
PUO

染色后评分

参照文献*

#

+的标准!正常神经纤维及髓鞘形态为
$

分,紊乱的

神经纤维&髓鞘染色深浅不一为
"

分,髓鞘肿胀&断裂&明显的

液泡形成为
%

分,有髓神经纤维消失&髓鞘彻底溃变并被吞噬

细胞清除&不能再显示染色阳性表达为
&

分$

R0D

蛋白及

NS%

&

)NM0<@

阳性表达均为棕色$

!9#

"

统计学处理
"

采用
(M(("#9$

统计软件进行分析$计量

资料以
EcK

表示%组间比较采用单因素方差分析%方差不齐时

采用
R0/G05@

检验,相关性分析采用
M@0C<45

直线相关分析

法$以
!

$

$9$'

为差异有统计学意义$

"

"

结
""

果

"9!

"

各组动物髓鞘
PUO

染色评分及
K-

染色比较
"

?

&

O

&

)

&

L

组
PUO

染色评分分别为"

$9#'c$9#"

#&"

"9&!c$9$8

#&

"

"98&c$9'%

#&"

"9!!c$98=

#分%与
?

组比较%各组动物脱髓

鞘病变程度均明显加重"

!

$

$9$'

#$

K-

染色可见慢性脑缺血

后脑白质明显脱髓鞘病理改变%

?

组
WP<

髓鞘及
WP<

形态结

构正常完整%

WP<

丰富,

O

&

)

&

L

组中则可见
WP<

明显减少及不

同程度脱髓鞘表现%如髓鞘肿胀&髓鞘断裂%变性的髓鞘最后变

为中性脂肪%被吞噬细胞吞噬后变成格子细胞%少数可见脂滴

空泡或含铁血黄素沉积等%亦可见随着缺血程度加重
WP(

数

量明显减少%见图
"

$

图
"

""

各组动物髓鞘形态&

K-

'

l=$$

(

图
%

""

各组动物脑白质
R0D

蛋白表达比较&

*K)

'

l=$$

(

"9"

"

各组动物脑白质
R0D

蛋白及
NS%

&

)NM0<@

表达比较
"

""8

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期



与
?

组比较%

O

&

)

&

L

组
R0D

蛋白及
NS%

表达水平明显增高

"

!

$

$9$'

#,

)NM0<@

表达水平明显降低"

!

$

$9$'

#%见图
%

"

=

及表
"

$

图
&

""

各组动物脑白质
NS%

表达比较&

*K)

'

l=$$

(

图
=

""

各组动物脑白质
)NM0<@

表达比较&

*K)

'

l=$$

(

表
"

""

各组动物脑白质
R0D

蛋白)

NS%

及
)NM0<@

"""

表达比较&

+g=

'

EcK

(

指标
?

组
O

组
)

组
L

组

R0D $9"=c$9$& $9%"c$9$%

0

$9"+c$9$&

H

$9"!c$9$'

H

NS% $9"'c$9$% $9"!c$9$%

H

$9"#c$9$%

H

$9"#c$9$%

H

)NM0<@ $9%+c$9$% $9%=c$9$&

H

$9%%c$9$"

0

$9%%c$9$%

0

""

0

!

!

$

$9$"

%

H

!

!

$

$9$'

%与
?

组比较

"9#

"

R0D

&

NS%

及
)NM0<@

表达水平相关性分析
"

对各指标

两两进行相关性分析结果显示%

R0D

与
NS%

的表达水平呈正

相关"

Ag$9%##

%

!g$9$$8

#,

R0D

&

NS%

与
)NM0<@

的表达水平

呈负相关"

Ag,$9&$&

&

,$9=$%

%

!g$9$$&

&

$9$$"

#$

#

"

讨
""

论

""

从解剖学特点来看%脑室周围的深部白质主要通过穿支动

脉供血%很少或者完全没有侧支循环可供代偿%这决定了其易

受脑缺血缺氧的影响$有研究发现脑缺血患者较健康者在各

个脑组织部位都有更多脑白质脱髓鞘改变*

!

+

$本研究通过

K-

染色从病理形态学证实了慢性脑缺血缺氧会引起脑白质

脱髓鞘病理改变%对
PUO

髓鞘染色后对脱髓鞘病变评分结果

表明%

O

&

)

&

L

组中脱髓鞘病变程度均加重"

!

$

$9$'

#%说明慢

性脑缺血缺氧可导致脑白质脱髓鞘$

有研究表明%缺血缺氧引起的脑白质病变可能为脑缺血引

起
WP<

的损伤所致*

+

+

%

WP<

是中枢神经系统髓鞘形成细胞$

R0D

蛋白在窒息缺氧后新生儿血清中的表达水平可预测神经

系统损伤预后*

"$

+

%高灵敏度的
R0D

蛋白检测可对缺氧性脑损

伤后的脑功能进行评估和预测*

""

+

$

R0D

蛋白在轴突的通信传导和神经系统的形成中有至关

重要的作用%轴索延伸刺激
R0D

蛋白在髓鞘细胞中表达%其

LN?

通过转录翻译可促进髓鞘形成*

"%

+

$在大鼠大脑中动脉

闭塞"

J)?W

#动物模型中%

R0D

蛋白在
WP(

中的阳性表达增

强
8

"

!

倍*

"&

+

$本研究结果显示%

O

&

)

&

L

组中
R0D

蛋白的表达

较
?

组表达明显增加"

!

$

$9$'

#%且随缺血程度加重
R0D

的表

达水平亦明显升高$少突胶质前体细胞"

WM)<

#可分化为

WP(

&星状胶质细胞和小胶质细胞%

NS%

是分化早期
WM)<

重

要的免疫性标记物$脑室周围白质
WM)<

中有
NS%

表达的细

胞数量占大多数*

"=

+

$

NS%

细胞对缺氧缺血损伤高度敏感%通

过使早产动物缺氧缺血建立脑室周围白质损伤"

MXJ*L

#模

型%形成选择性脑白质损伤%发现
NS%

细胞加速形成%但多不

分化为
WP(

%亦不形成髓鞘*

"'

+

$

目前认为
R0D

蛋白在
WP<

尤其是
WM)<

中表达%并参与

调控髓鞘化进程%为进一步阐明
R0D

蛋白在
WP(

中的作用%

F->WN*Q?

等*

"8

+通过下调
R0D

蛋白
<1>N?

的技术%发现

R0D

蛋白的缺失导致了髓鞘碱性蛋白"

JOM

#的表达减少$有

研究也发现
JOM/>N?

到远端细胞的扩展运输受损且细胞

仍然维持在
NS%

阶段*

"#

+

$本研究在缺血缺氧的
O

&

)

&

L

组中

NS%

表达水平较
?

组明显增加"

!

$

$9$'

#%这说明慢性脑缺

血损伤时
WM)<

表达水平增高$

)NM0<@

为一种髓鞘形成相关蛋白%特异性地表达在
WP<

中%被广泛用于标记
WP<

$相较于
JOM

和蛋白脂质蛋白

"

MPM

#等髓鞘蛋白%

)NM0<@

在
WP<

的表达更早出现%在病理

状态下
WM)<

的分化成熟障碍&髓鞘形成减少均会导致

)NM0<@

的减少*

"#."!

+

$本研究中
O

&

)

&

L

组较
?

组
)NM0<@

的

表达水平降低"

!

$

$9$'

#%结合
NS%

表达水平的变化%可以说

明在慢性脑缺血时
WM)<

存在分化成熟障碍$通过对各组动

物
R0D

&

NS%

&

)NM0<@

在侧脑室边缘白质表达水平进行
M@0C.

<45

线性相关性分析%

R0D

与
NS%

的表达水平呈正相关%

NS%

与
)NM0<@

的表达水平呈负相关%提示
R0D

蛋白在慢性脑缺血

时的高表达可能与
WM)<

分化成熟障碍相关$

(-*O->P*)K

等*

"+

+研究也发现%

R0D

蛋白的平衡失调会导致
WP(

分化异常%

以及神经胶质细胞的接触形成和髓鞘早期形成过程的异常$

综上所述%

R0D

蛋白在慢性缺血性脑白质脱髓鞘比格犬模

型中的表达增加%可能与
WM(

分化成熟障碍相关$本研究结

果为今后脱髓鞘病理机制研究提供了一定的参考和可能的

方向$
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