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脑红蛋白在感染性脑水肿中的表达变化
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"摘要#

!

目的
!

探讨脑红蛋白"

Û [

$在脂多糖致感染性脑水肿中的表达%方法
!

4'

只大鼠随机分为
#

组(脂

多糖"

1]*

$组'生理盐水组'假手术组%分别向脂多糖组'生理盐水组大鼠颈内动脉注射
1]*!%'

#

K

"

'$!%61

$'生

理盐水
'$!%61

建立模型%建模后
!"@

取大鼠脑组织采用干湿重法检测脑组织含水量!甲酰胺法检测血脑屏障通

透性!反转录聚合酶链反应检测
Û [6(U,

含量!以及免疫组化法检测
Û [

蛋白表达%结果
!

!"@

后
1]*

组脑

组织含水量
&"$!3Q0'$3#Q

!伊文思蓝含量"

!'$.'0'$#4

$

#

K

!

Û [6(U,

及蛋白表达量"

!$#!0'$'&

$明显高于

生理盐水组以及假手术组"

!

#

'$'%

$!假手术组和生理盐水组脑组织含水量'伊文思蓝含量'

Û [6(U,

以及蛋白

表达差异无统计学意义%结论
!

脑红蛋白在
1]*

致感染性脑水肿模型中明显升高!其可能为机体对感染性脑水肿

的一种保护机制%

"关键词#
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脑红蛋白#
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脂多糖#
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感染性脑水肿#

!

保护机制
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脑红蛋白$

Û [

&是神经元中重要的携氧蛋白#在神经元

缺氧时能加速氧的运输#具有一系列神经元保护作用+此外#

Û [

可在缺氧状态下减少细胞间信号转导,降低神经元耗能#

发挥还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸氧化酶的功能#以增加细胞

供能#诱导神经营养因子生成#清除活性氧$

()*

&以减轻脂质

过氧化+本研究通过向大鼠颈内动脉注射脂多糖#建立大鼠感

染性脑水肿模型#观察大脑水肿情况,血脑屏障通透性,

Û [

在大脑组织内的表达#以及三者之间的相关性#为阐明
Û [

在

感染性脑水肿中的保护作用提供实验室依据+

$

!

材料与方法

$$$

!

主要材料和试剂
!

脂多糖$

1]*

#美国
*B

K

6C

公司产品&%

伊文思蓝$

;DC5GM8E;

#英国
e7A@98B

K

@?

公司&%去离子甲酰胺

$

=

7>6C56BH;

#美国
*B

K

6C

公司产品&%羊抗大鼠
Û [

多克隆

抗体$美国
*B

K

6C

公司产品&%二氨基联苯胺$

-,[

#上海碧云天

公司&%细胞裂解液$上海碧云天公司&+

$$/

!

动物模型建立以及标本制备
!

4'

只雌性
&

周龄
*-

大鼠

$购自重庆医科大学动物中心&#随机分为
#

组!

1]*

组#游离颈

总动脉以及颈内外动脉#注入脂多糖
!%'

#

K

$

'$!%61

&%假手

术组#游离颈总动脉以及颈内外动脉#不注入任何东西%生理盐

水组游离颈总动脉以及颈内外动脉#注入生理盐水
'$!%61

+

!"@

后采用断头法处死大鼠#取大鼠脑组织#沿中轴线切开#

!

"

3

用于大脑水含量测定#

!

"

3

用于检查血脑屏障通透性#一半

取出后放于液氮罐中保存用于反转录聚合酶链反应$

(:9

]S(

&以及免疫组化+

$$'

!

干湿重法检测脑组织水含量
!

大鼠脑组织取出后#用电

子天平称大脑湿重+将称重后的脑组织放入
!''X

烤箱中烘

干
"3@

#再次用电子天平称大脑干重+脑组织相对含水量
\

)$脑组织湿重
Y

脑组织干重&"脑组织湿重*

P!''Q

+

$$1

!

甲酰胺法检测血脑屏障通透性
!

处死大鼠前
3@

#通过颈

外动脉注射
"Q

伊文思蓝
'$!61

$浓度
"6

K

"

61

&+

3@

后取

大脑组织#研磨后加入
"61

生理盐水制作细胞悬液#在
#3%

56

波长下测定吸光度+倍比稀释法制作标准曲线#根据标准

曲线得出脑组织伊文思蓝含量#间接反映血脑屏障通透性+

$$2

!

(:9]S(

检测脑组织内
Û [6(U,

含量
!

根据
;̂59

[C5g

查找大鼠
Û [

基因序列#设计引物序列上游
%c9̂ ,̂

^̂ :SSS,:S,S: Ŝ̂ 9#c

#下游
%c9:,̂ ^̂ ^S:S:̂ ^

S:: Ŝ̂ 9#c

#扩增片段为
%"#M

=

+以
%

9

肌动蛋白$

%

9CA?B5

&为

内参#

%

9CA?B5

引物序列上游
%c9̂ ^̂ ,SS :̂ , S:̂ ,S:

,SS:S9#c

#下游
%c9Ŝ :S,: ,S:SS: Ŝ: :̂ S:̂ 9#c

+

用
:(_N78

提取组织总
(U,

#方法参照产品说明书#取
'$%

#

K

总
(U,

用于
(:9]S(

#方法参照
(:9]S(

试剂盒#

(:

反应条

件为!

3"X#'6B5

#

//X %6B5

#

%X %6B5

%

]S(

反应条件!

-

&"!"

-

检验医学与临床
"'!"

年
/

月第
/

卷第
!.

期
!
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!
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=

?;6M;>"'!"

!

T78$/

!
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/3X"6B5

%

/3X#'G

#

%4X#'G

#

."X3'G

#共
#%

个循环%

."X%6B5

+取
%

#

1]S(

产物经
!%

K

"

1

琼脂糖凝胶$含溴化

乙锭
'$%

#

K

"

61

&电泳#

!&'T

#电泳
!'6B5

#然后在
[_)9(,-

成像仪上成像分析+

$$)

!

免疫组化检测大鼠脑组织内
Û [

蛋白表达
!

免疫组化

采用
*]

法#每个蜡块取
366

厚连续切片做免疫组化染色#具

体染色方法按试剂盒说明书进行+羊抗大鼠
Û [

多克隆抗体

购自美国
*B

K

6C

有限公司#

*]

免疫组化试剂盒和抗体稀释液

购自上海碧云天生物科技有限公司+

$$.

!

统计学处理
!

所有数据均采用
*]**!'$%

统计软件进行

方差分析和
E

检验#结果用
N0>

表示#

!

#

'$'%

为差异有统计

学意义+

/

!

结
!!

果

/$$

!

脑组织含水量
!

采用干湿重法检测脑组织含水量#结果

显示
1]*

组大鼠脑组织含水量显著升高$见表
!

&+与假手术

组和生理盐水组比较差异有统计学意义$

!

#

'$'%

&#生理盐水

组和假手术组比较差异无统计学意义$

!

$

'$'%

&+

表
!

!

脑组织含水量及伊文思蓝含量测定&

N0>

'

组别 标本量$个& 含水量$

Q

& 伊文思蓝含量$

#

K

&

假手术组
!' .&$/40'$&4

C

.$!.0'$"!

C

生理盐水组
!' ./$'"0'$!#

M

.$"30'$3/

C

1]*

组
!' &"$!30'$3# !'$.'0'$#4

!!

注!与
1]*

组比较#

C

!

#

'$'%

+

/$/

!

脑组织中伊文思蓝含量检测
!

注入伊文思蓝后
3@

#去大

鼠脑组织#可见大鼠脑组织蓝染+结果显示
1]*

组大鼠脑组

织内伊文思蓝含量最高$表
!

&+与假手术组以及生理盐水组

比较差异有统计学意义$

!

#

'$'%

&#生理盐水组和假手术组比

较差异无统计学意义$

!

$

'$'%

&+说明注射
1]*

能够显著破

坏大脑的血脑屏障通透性#而假手术组和生理盐水组大脑屏障

破坏不明显+

/$'

!

脑组织中
Û [6(U,

含量检测
!

脑组织中
6(U,

含

量由
(:9]S(

技术检测+

(:9]S(

结果显示所有标本在
%3#

M

=

处均出现
%

9CA?B5

特异性扩增条带#

1]*

组,生理盐水组以及

假手术组均在
%"#M

=

处出现特异性扩增条带$图
!

&+各标本

经过凝胶成像系统分析$以特意扩增条带比内参&

1]*

组
Û [

6(U,

表达水平为
!$#!0'$'&

#假手术组
Û [6(U,

表达

水平在
'$330'$'%

#生理盐水组
Û [ 6(U,

表达水平在

'$340'$'!

#

1]*

组与生理盐水组以及假手术组比较差异具有

统计学意思$

!

#

'$'%

&+

图
!

!!

Û [6(U,

在各组脑组织中的表达

/$1

!

免疫组化检测
Û [

在脑组织中的表达
!

免疫组化分析

显示
1]*

组
#'

只大鼠
Û [

在细胞膜上表达呈阳性表达#胞

核膜为棕色或者棕黄色#阳性表达率为
!''Q

+生理盐水组
!'

只大鼠中
!

只表达阳性#阳性表达率为
!'Q

#见图
"

%假手术组

"

只大鼠表达阳性#阳性表达率为
"'Q

+

图
"

!

Û [

在脑组织中的表达&

*]P"''

'

'

!

讨
!!

论

病理学上#感染性脑水肿是一种由感染引起的急性弥散性

混合性脑水肿#其两大特征为脑细胞水肿以及血脑屏障的破

坏)

!9"

*

+正常情况下#经静脉注射伊文思蓝#伊文思蓝不能够通

过完整的血脑屏障到大脑组织+当感染缺血等病理因素存在

时#血脑屏障的完整性受到破坏#静脉注射的伊文思蓝可以通

过血脑屏障进入到脑组织中#且伊文思蓝进入脑组织的量和血

脑屏障的破坏呈正相关关系+本实验通过颈内静脉注射
1]*

建立感染性脑水肿模型#在注射后
!"@

可以明显观察到#脑细

胞出现水肿#且脑细胞出现蓝染+

1]*

以及
1]*91]*

结合蛋

白形成抗原抗体复合物#可以促使巨噬细胞合成大量炎症细胞

因子#诱导血管内皮细胞,巨噬细胞和中性粒细胞产生大量诱

导型活性氮进一步引起机体抗氧化酶特别是超氧化物歧化酶

活性降低+机体活性氧离子增高#超氧化物增多对机体的神经

元细胞造成损伤+

珠蛋白家族是一类广泛存在于细菌,真菌,动植物中的氧

合亚铁血红素蛋白#其功能包括!结合氧及转运氧,清除一氧化

氮$

U)

&活性成分或解毒作用,氧感受器功能等+

Û [

属于珠

蛋白家族的成员#具有珠蛋白的基本结构#即
!

个血红素结构

和蛋白质肽链#主要存在于大脑中)

#

*

+自从
"'''

年
[E>6;G?;>

等)

3

*在脑组织中报告
Û [

以来#大量科学家对
Û [

进行了研

究+目前研究认为#

Û [

通过别构调节特异性结合并还原过

多的
U)

#从而清除神经组织中的
()*

+

Û [

表达上调可显

著延长缺氧环境中神经元的耐缺氧时限并提高神经元的存活

率)

%9/

*

+此外目前研究还表明#

Û [

能保护细胞抵抗非低氧性

损伤#可能和阿尔茨海默病以及遗传性
>>B?B57

=

C?@

J

病有

关)

!'

*

+

本研究证实#

1]*

可以使血管内皮细胞肿胀#从而降低脑

血流的灌注+大脑低灌注可引起大量活性氧离子的释放+活

性氧离子的释放会加重血管的损伤#引起血管内物质外溢#造

成脑水肿+脑水肿进一步造成颅内微环境变化#引起神经元的

损伤+在造成神经元损伤过程中会激发机体启动神经元自身

的保护机制#作为神经系统中最重要的携氧蛋白和主要的超氧

化物歧化酶清除者#

Û [

很有可能参与神经元保护+在颈内

动脉注入
1]*

后
!"@

#大鼠出现明显脑水肿#以及血脑屏障的

严重破坏+同时
Û [

的基因以及蛋白的表达量出现升高#提

示
Û [

可能作为一种保护机制参与
1]*

所致感染性脑水肿+

综上所述#作者认为
1]*

可以通过改变脑血管灌注压#从

而改变脑血流情况#出现脑细胞水肿#血脑屏障破坏+在
1]*

注入大鼠颈内静脉后
!"@

#作者用
(:9]S(

$下转第
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表
"

!

肝硬化患者血小板
3

项参数的比较&

N0>

'

组别
& ]1:

$

P!'

/

"

1

&

]S:

$

Q

&

+]T

$

F1

&

]-O

$

Q

&

有出血组
%33/$4.0"&$%#'$'40'$'3 !!$430!$#!!3$%'0"$//

无出血组
4'/#$.!03#$%4'$'/0'$'4 !"$#/0!$'&!.$'!0#$"'

E

$

Ec

&

4$3& "$!! #$## 3$#!

!

#

'$'!

#

'$'%

#

'$'!

#

'$'!

'

!

讨
!!

论

肝硬化对血小板的影响也是一个复杂的问题#涉及血小板

的形态,结构,生理,生化性质等多方面的改变#带有数量和功

能异常#引起凝血功能障碍+一般认为#血小板减少有
#

种原

因!骨髓生成不良,血小板破坏过多和分布异常+其数量和体

积的大小可反映骨髓中巨核细胞增生,代谢及血小板生成情

况#同时也反映血小板的寿命与功能+

由表
!

结果可知#

]1:

和
]S:

低于对照组#

+]T

和
]-O

高于健康对照组#说明肝硬化患者血小板数量减少为血小板消

耗过多#破坏增加或分布异常#并且血小板有质量的改变+由

表
"

结果可知#肝硬化有出血组
]1:

,

]S:

低于无出血组#

+]T

和
]-O

也低于无出血组#说明有出血组患者血小板消

耗更多#且其消耗速度大于骨髓巨核系统代偿增生的速度+其

原因可归结为以下几个主要方面!$

!

&

Z[T

对骨髓巨核细胞系

统有明显的抑制使用#骨髓增生不良导致
]1:

数量减少)

"9#

*

+

$

"

&慢性活动性乙型肝炎伴自身免疫功能紊乱#血小板相关免

疫球蛋白水平升高#使血小板免疫破坏增加#致血小板减少+

$

#

&脾脏是储存血小板的主要场所#肝硬化患者常伴有脾脏功

能亢进#使
]1:

在网状内皮系统破坏增多#半衰期缩短#消耗

增加#是外周血
]1:

总数减少的重要原因)

39%

*

+另外#血小板

在病理过程中逐步消耗#促使骨髓巨核系统代偿性增生#大体

积血小板生成增多+同时由于机体适应性的需求#使血小板在

脾脏的停留时间缩短#成熟受抑制#寿命缩短#血小板参数表现

为
+]T

,

]-O

增加+$

3

&肝硬化患者可有不同程度的低蛋白

血症#

+]T

作为应激性反应指标#随着血液中蛋白质浓度的下

降和血小板数量的减少#导致新生血小板反应性增多#形成1应

激性大血小板2致使
+]T

升高)

49.

*

+$

%

&上消化道出血是肝硬

化最常见的并发病#出血患者体内
]1:

消耗加剧#暂时超过了

骨髓巨核系统代偿增生的能力#故
+]T

,

]-O

低于无出血组#

但仍高于健康对照组$

!

#

'$'%

&+

综上所述#多种因素的综合使用可导致血小板各项参数改

变#随着肝硬化病程的进展#血小板
3

项参数均发生了质和量

的显著改变#数量减少,质量降低都可引起消化道出血+所以#

动态,联合检测,观察血小板参数的变化#可作为对患者病情观

察#疗效指导及预后判断的补充性指标#具有一定的临床价值+
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