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!

:

Ee/+#

"洗膜
&

次#每次
'T*.

$辣根过氧化

物酶!

E7X

"标记的二抗!

!i&$$$

"室温孵育
!9

#

WZKW

洗膜
&

次#每次
'T*.

$电化学发光!

J5R

"试

剂盒显色#

4T<

I

BR<N2+$

软件分析目的条带与内参

条带 !

U8XHE

"的 灰 度 值 分 别 表 示
;0_8F3

,

;0

KW8W&

,

:

0_8F3

和
:

0KW8W&

蛋白表达水平$

!&/&

重庆医学
3$!1

年
!$

月第
2/

卷第
3"

期



!+"+$

!

免疫组织化学染色检测小鼠脑组织
:

0_8F3

和
:

0KW8W&

的表达
!

常规制作各组小鼠脑组织冰冻

切片!

#e'

"#

:

0_8F3

和
:

0KW8W&

的免疫组织化学染

色采用链霉素亲和素
0

生物素
0

过氧化 酶 复 合 物

!

K8Z5

"法#操作按照中杉金桥生物技术有限公司的

通用型免疫组织化学试剂盒
KX"$$$

说明书进行$

:

0

_8F3

,

:

0KW8W&

一抗浓度为
!i!$$

$二氨基联苯胺

!

H8Z

"染色后用苏木精复染#然后脱水,二甲苯透明,

封片$每张切片随机选取
'

个不同视野!

j2$$

"计算

:

0_8F3

,

:

0KW8W&

阳性细胞比例$细胞质和细胞核

呈黄色或棕黄色判为阳性细胞$

!+"+E

!

JR4K8

分析受伤脑组织
4R0!

#

,

WMO0

&

和
4R0#

表达
!

取
!+3+&

中各组小鼠左侧大脑半球提取蛋白

进行
JR4K8

检测!

#e'

"$

4R0!

#

,

WMO0

&

和
4R0#

的表

达水平运用博士德公司的
JR4K8

检测试剂盒检测#

操作按照说明书进行$

!+"+F

!

W6MJR

染色分析受伤脑组织神经细胞凋亡

情况
!

取各组小鼠脑组织常规冰冻切片进行神经细胞

凋亡监测!

#e'

"$

K8E

后小鼠神经细胞凋亡情况运用

罗氏公司的
W6MJR

试剂盒!货号'

!!#121!/"!$

"进行

检测#操作按照说明书进行$每张切片随机选取
'

个

不同视野!

j2$$

"计算#细胞核呈蓝色#

W6MJR

阳性

细胞核呈绿色$

!+#

!

统计学处理
!

采用
KXKK!"+$

统计软件进行统

计学分析#正态分布计量资料用
Hg>

表示#组间比较

采用单因素方差分析)计数资料以百分率表示#组间

比较采用
!

3 检验)以
$

&

$+$'

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"+!

!

K8E

后脑组织
;0_8F3

,

;0KW8W&

,

:

0_8F3

,

:

0

KW8W&

蛋白的表达
!

;0_8F3

,

;0KW8W&

在各组小鼠

脑组织中的表达情况无明显差异#但是与
5).;A)=

组

比较#

K8EfK<=*.B

组小鼠脑组织
:

0_8F3

,

:

0KW8W&

表达明显增加!

$

&

$+$!

")与
K8EfK<=*.B

组比较#

K8Ef8U2"$

组小鼠脑组织
:

0_8F3

,

:

0KW8W&

表达

明显降低!

$

&

$+$!

或
$

&

$+$'

"#见图
!

$

"+"

!

K8E

后小鼠脑组织
:

0_8F3

,

:

0KW8W&

阳性细

胞数
!

5).;A)=

组小鼠脑组织可见少量表达
:

0_8F3

,

:

0KW8W&

的细胞)与
5).;A)=

组比较#

K8EfK<=*.B

组小鼠脑组织表达
:

0_8F3

,

:

0KW8W&

的细胞百分比

明显增加!

$

&

$+$!

")与
K8EfK<=*.B

组比较#

K8Ef8U2"$

组小鼠脑组织表达
:

0_8F3

,

:

0KW8W&

的细胞百分比明显减少!

$

&

$+$!

或
$

&

$+$'

"#见

图
3

$

"+#

!

K8E

后小鼠脑组织
4R0!

#

,

WMO0

&

和
4R0#

的表

达情况
!

5).;A)=

组小鼠脑组织可见少量
4R0!

#

,

WMO0

&

和
4R0#

的表达)与
5).;A)=

组比较#

K8EfK<0

=*.B

组小鼠脑组
4R0!

#

,

WMO0

&

和
4R0#

表达水平明显

升高!

$

&

$+$!

")与
K8EfK<=*.B

组比较#

K8Ef

8U2"$

组小鼠脑组织
4R0!

#

,

WMO0

&

和
4R0#

表达水平

明显降低!

$

&

$+$'

"#见图
&

$

!!

8

,

Z

'各组小鼠脑组织
;0_8F3

,

:

0_8F3

,

;0KW8W&

和
:

0KW8W&

的

表达情况)

5

,

H

'各组小鼠脑组织
:

0_8F3

和
:

0KW8W&

表达水平分

析)

$$

'

$

&

$+$!

#与
5).;A)=

组比较)

%

'

$

&

$+$'

#

%%

'

$

&

$+$!

#与

K8EfK<=*.B

组比较

图
!

!!

K8E

后各组小鼠脑组织
;0_8F3

'

;0KW8W&

'

:

0_8F3

及
:

0KW8W&

蛋白表达情况

!!

8

,

Z

'各组小鼠脑组织
:

0_8F3

和
:

0KW8W&

的免疫组织化学情况

!

j2$$

")黑色箭头'指示阳性细胞)

5

,

H

各组小鼠脑组织
:

0_8F3

和
:

0

KW8W&

的阳性细胞计数情况)

$$

'

$

&

$+$!

#与
5).;A)=

组比较)

%

'

$

&

$+$'

#

%%

'

$

&

$+$!

#与
K8EfK<=*.B

组比较

图
3

!!

K8E

后各组小鼠脑组织
:

0_8F3

和
:

0KW8W&

的免疫

组织化学染色结果

!!

8

'

4R0!

#

的表达情况)

Z

'

4R0#

的表达情况)

5

'

WMO0

&

的表达情

况)

$$

'

$

&

$+$!

#与
5).;A)=

组比较)

%

'

$

&

$+$'

#与
K8EfK<=*.B

组

比较

图
&

!!

K8E

后各组小鼠脑组织炎症因子的表达情况

"+$

!

K8E

后对小鼠
77

和神经细胞凋亡的影响
!

K8E

后小鼠神经细胞凋亡明显增加#出现了明显的

神经功能障碍)与
5).;A)=

组比较#

K8EfK<=*.B

组

3&/&

重庆医学
3$!1

年
!$

月第
2/

卷第
3"

期



W6MJR

染色阳性细胞百分比明显增加!

$

&

$+$!

")

与
K8EfK<=*.B

组比较#

K8E f 8U2"$

组小鼠

W6MJR

染色阳性细胞百分比明显减少!

$

&

$+$!

"$

与
5).;A)=

组比较#

K8EfK<=*.B

组小鼠转棒时间明

显缩短!

$

&

$+$!

")与
K8EfK<=*.B

组比较#

K8Ef

8U2"$

组小鼠转棒时间明显改善!

$

&

$+$'

"#见图
2

$

!!

8

,

Z

'各组小鼠脑组织神经细胞凋亡情况!

j2$$

"#

5

'各组小鼠转

棒时间情况)

$$

'

$

&

$+$!

#与
5).;A)=

组比较)

%

'

$

&

$+$'

#

%%

'

$

&

$+$!

#与
K8EfK<=*.B

组比较

图
2

!!

K8E

后各组小鼠神经元凋亡和神经功能变化情况

!!

8

'脑组织肉眼观)

Z

'各组小鼠
K8E

分级情况)

5

'各组小鼠死亡

率情况

图
'

!!

各组小鼠
K8E

严重程度及死亡率情况

"+E

!

小鼠死亡率及
K8E

分级情况
!

5).;A)=

组无小

鼠死亡#

K8EfK<=*.B

组小鼠死亡率为
31+#G

!

#

(

3!

"#

K8Ef8U2"$

组小鼠死亡率为
3!+$G

!

2

(

!"

"#

差异无统计学意义!

$

'

$+$'

"$

K8Ef8U2"$

组小

鼠
K8E

分级为
!2+/2g!+3#

#

K8EfK<=*.B

组小鼠

K8E

分级为
!2+#/g!+&&

#两组小鼠
K8E

分级无明

显差异!

$

'

$+$'

"#见图
'

$

#

!

讨
!!

论

!!

K8E

通常由颅内动脉瘤破裂出血引起#是神经

外科最常见的急危重症之一#具有高发生率,高致残

率和高致死率的特点*

"

+

$尽管患者的神经功能预后

与初次出血直接相关#约
!

(

#

的患者死于首次出

血*

!$

+

#继发性脑损伤同样对患者的神经功能预后有重

要影响$由于
K8E

后的死亡病例主要集中在出血后

的
/39

之内#特别是初次出血后
219

内的死亡率竟

高达
&&G

*

!!

+

#因此有学者提出了
JZ4

的概念#并指出

JZ4

是影响患者预后的至关重要的因素$

JZ4

是指

K8E

后
/39

内发生的包括颅内压升高,脑水肿,血脑

屏障破坏,氧化应激和神经元凋亡等病理改变在内的

一个复杂的病理生理过程*

!3

+

$其中神经炎性反应是

加重
K8E

后
JZ4

的重要因素*

!&

+

$

K8E

后的红细胞

裂解产物等可以激活星形胶质细胞,小胶质细胞等#

可以释放大量的炎性因子$一方面#这些炎性因子可

以导致脑血管痉挛,血脑屏障破坏,神经元凋亡和白

质损伤等病理改变)另一方面#释放的炎性因子可以

进一步活化相关的信号通路增加更多的炎性因子释

放#从而形成一个恶性循环*

!2

+

$

_8F

(

KW8W

信号通路是机体内重要的信号转导

通路#广泛参与生长发育,细胞间信号转导调控等各

个环节中*

!

+

$

_8F3

(

KW8W&

信号通路在进化上高度

保守#被认为是
_8F

(

KW8W

信号通路中最重要的一

条#其在神经炎性反应,氧化应激等病理生理过程中

都具有重要的调控作用*

3

+

$研究证实#在
WZ4

后#

_8F3

(

KW8W&

信号通路活化导致脑组织内星形胶质

细胞和小胶质细胞等炎性细胞活化#释放大量的促炎

因子#并最终导致脑水肿,血脑屏障破坏,神经元凋亡

等后果#从而加重
WZ4

后的继发性脑损伤*

2

+

$此外#

_8F3

(

KW8W&

信号通路活化后导致的炎性因子释放

可以进一步激活该通路#从而形成一个恶性循环$在

WZ4

中#研究发现
4R0#

,

WMO0

&

等炎性因子可以增加

_8F3

的磷酸化水平#从而启动下游的
KW8W&

等信

号分子的活化#增加
KW8W&

的磷酸化和入核水平#进

一步促进
4R0#

,

WMO0

&

的表达#从而进一步加重
WZ4

后的继发性脑损伤*

!'0!#

+

$

和
WZ4

一样#神经炎性反应也是
K8E

后
JZ4

中

的重要因素*

!/

+

$为了探寻
_8F3

(

KW8W&

信号通路

在
K8E

后
JZ4

中的作用#本研究利用血管内穿刺法

制备小鼠
K8E

模型#分析了
K8E

后早期
_8F3

(

KW8W&

信号通路活化情况#并运用
JR4K8

检测了

K8E

后早期炎性因子释放情况#以探讨
_8F3

(

KW8W&

信号通路是否调控
K8E

后早期的神经炎性

反应#从而加重
JZ4

的发生和发展过程$结果显示'

K8E

后早期小鼠神经细胞凋亡增加#神经功能下降

&&/&

重庆医学
3$!1

年
!$

月第
2/

卷第
3"

期



明显$进一步研究发现#

_8F3

,

KW8W&

蛋白的磷酸

化水平明显升高#下游炎性因子
4R0!

#

,

4R0#

和
WMO0

&

的表达水平明显升高$运用
_8F3

特异性抑制剂

8U2"$

后#笔者发现
_8F3

,

KW8W&

的磷酸化水平与

促炎因子
4R0!

#

,

4R0#

和
WMO0

&

的表达水平均明显下

降#小鼠神经细胞凋亡和神经功能障碍明显减轻$提

示
_8F3

(

KW8W&

信号通路参与了
K8E

后
JZ4

的过

程$其机制可能与
_8F3

(

KW8W&

信号通路活化后促

进炎性因子的释放#从而加重神经细胞的凋亡有关#

合理阻断
_8F3

(

KW8W&

信号通路对小鼠
K8E

后的

继发性脑损伤有一定的保护作用$

值得注意的是#本实验仅对
K8E

后
329

内
_8F3

(

KW8W&

信号通路的活化及其对早期神经细胞凋亡的情

况进行了研究#研究尚不够深入$下一步研究准备探

讨
_8F3

(

KW8W&

通路在
K8E

后活化的时间窗#从而

探讨其在
K8E

后早期及迟发性的继发性脑损伤中的

作用机制$期待通过对
_8F3

(

KW8W&

通路的进一步

研究#能为
K8E

的继发性脑损伤的治疗寻找新的靶

点提供新的理论依据$
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