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表达的影响
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探讨大鼠创伤性脑损伤"

574

$后高血糖对皮质第二个线粒体衍生的半胱氨酸蛋白酶激动剂

"

e839

$和
d

连锁凋亡抑制蛋白"

d436

$表达的影响%方法
!

将成年雄性
e=

大鼠随机分成正常对照组&

574

组&胰岛素治疗组!测定各组各时间点伤前伤后血糖!采用实时荧光定量
69#

"

#5$69#

$测定损伤周围
e839

和
d436

基因表达!免疫组织化学法测定各组伤后损伤皮质
e839

及
d436

蛋白表达量!末端标记原位细胞凋

亡检测法"

5>2[<

法$测定各组伤后皮层凋亡细胞数%结果
!

574

组伤后血糖升高!伤侧皮层
d436

表达减

少!

e839

表达及凋亡细胞数明显增加#胰岛素治疗组伤后血糖变化不明显"

"
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$!

d436

表达明显高于

574

组"
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$
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e839

表达和细胞凋亡数明显少于
574

组"

"

$
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$%结论
!

574

后高血糖可增加伤后脑

细胞凋亡!其机制可能与其抑制
574

后
d436

的表达!增加
e839

的表达有关%

关键词"创伤性脑损伤#
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创伤性脑损伤$

574

&是神经外科常见病#脑细胞

的凋亡是伤后细胞缺失和神经功能障碍的重要原因

之一'目前研究表明#

574

后高血糖对大脑有损害作

用#胰岛素强化治疗能显著改善高血糖患者的预

后(

'$%

)

'本课题前期研究发现#控制
574

后高血糖能

显著减轻
574

后脑皮层细胞凋亡#但其具体机制尚不

清楚(

($;

)

'本文通过检测正常对照组*

574

组和胰岛

素治疗组
574

后凋亡相关蛋白半胱氨酸蛋白酶激动

剂$

e839

&*

d

连锁凋亡抑制蛋白$

d436

&的表达#从

细胞凋亡角度探讨
574

后高血糖对脑损害作用的可

能机制'

$

!

材料与方法

$+$

!

材料来源
!

选取清洁级雄性
e=

大鼠
.(

只#体

质量$

*(-+(_'*+:

&

H

#随机数字表法分成正常对照

组*

574

组*胰岛素治疗组#每组又分为正常#伤后
'*

*

*%

*
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*

.*I(

个时间点#每组每个时间点各
(

只#大鼠

均取造模前及处死前
'-!"B

尾静脉血#采用美国
f1IB$

A1B

公司
CB?$51O/I

'

型微型血糖仪测定血糖值'

$+/

!

仪器与试剂
!

脑外伤头颅打击装置#

CB?$51O/I

'

型微型血糖仪#

<[493

光学显微镜#

e839

#

d436

多克隆抗体$

<@M1F"A"1B

&#

e379

法免疫组织化学试

剂盒$武汉博士德&#

5>2[<

细胞凋亡检测试剂盒$碧

云天&#中效低精蛋白锌胰岛素$

26h

&'

$+'

!

方法

$+'+$

!

动物模型的制作和标本的收集
!

造模前动物

禁食
:I

'采用刘媛等(

.

)的方法制作脑外伤模型#右

侧前后囟连线中点旁开
*!!

处用牙科钻钻开颅骨#

以此为中心蚊式血管钳咬开直径
(!!

的骨窗#保持

硬脑膜完整#

(-

H

"

/!

打击冲量制作中型
574

模型#

以撞击区出现明显硬膜下血肿#动物苏醒即刻行走向
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左转圈或偏倒#术后
h[

染色撞击区出现明显挫裂伤

作为造模成功的标志'伤后动物均采用鼻饲法喂养'

胰岛素治疗组于伤后即刻皮下注射精蛋白锌重组人

胰岛素$

26h

&

'+-

单位#后每
'*I

追加
'+-

单位(

:

)

#

同时每天测随机血糖
%

次#如遇血糖降低即刻腹腔注

射
'-̀

葡萄糖液予以纠正#同时参照
8Ĉ <43

等(

&

)

的方法调整胰岛素用量#以维持血糖在伤前正常范

围'正常对照组不做致伤处理#但禁食禁水和鼻饲法

喂养同
574

组和胰岛素治疗组'选取伤侧损伤周围

*!!

内部位脑皮质为观察兴趣区(

'-

)

'大鼠深度麻

醉#基因测定标本经快速断头取脑#迅速取兴趣区脑

组织于液氮中保存备用'石蜡包埋块标本大鼠麻醉

后#经心脏灌注
%̀

冷多聚甲醛固定后断头取脑#以前

后囟连线中点为基线冠状位切取
%!!

厚$基线前后

各
*!!

&完整脑片按常规制作成石蜡包埋块'

$+'+/

!

实时荧光定量
69#

$

#5$69#

&检测兴趣区皮

质
e839

*

d436

基因表达
!

按
50"T1L

试剂说明提取

总
#23

#定量分析
#23

水平后采用
5@W@0@

逆转录

试剂盒逆转录为
/=23

#

#5

反应条件!

,-\'-!"B

#

(-\,-!"B

#

&% \ (!"B

'

60"!?0(

设计
e839

*

d436

引物#委托上海生物技术有限公司帮助合成'

e839

上游引物序列!

(U$3̂ ^ 9̂5 5̂̂ 59555̂

353 9̂̂ $,U

#下游引物序列!

(U$5̂ ^ 35̂ 5̂ 3

55̂ 5̂999̂ 5̂̂ 3$,U

#产物长度
,(%M

)

'

d436

上游引物序列!

(U$̂ 9̂ 9̂3 5̂3 3̂5 3̂ 353̂

53$,U

#下游引物序列!

(U$5̂ ^^̂ 95̂ 59555̂ ^

5339̂ 9$,U

#产物长度
%*'M

)

'

7$@/G"B

上游引物序

列!

(U$5995̂ 9593593359 5̂33$,U

#下游引

物序列!

(U$5995̂ 9593593359 5̂33$,U

#产

物长度
%:,M

)

'
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反应条件!

&%\*!"B

#

&%\%(

A

#

(:\,(A

#

.*\,-A

#循环
,-

次'采用
#5$69#

对定量结果进行计算#得出标本
e839

及
d436!#$

23

的相对表达量'

$+'+'

!

兴趣区皮质
e839

*

d436

免疫组织化学测

定
!

石蜡包埋块冠状位切片#按
e379

法试剂盒说明

书进行
e839

$抗体
'l*--

倍稀释&#

d436

$抗体
'l

'--

倍稀释&免疫组织化学染色#显微镜下观察摄像'

采用
4!

)

01$

)

LOA;+-

软件分析图像#计算兴趣区皮层

脑组织
e839

及
d436

表达的平均光密度值$

%3

值&%各组阴性对照均采用抗体稀释液代替
e839

及

d436

抗体#其余步骤同前'

$+'+1

!

5>2[<

法检测各组兴趣区皮质细胞凋亡
!

石蜡包埋块冠状位切取
(

#

!

厚完整脑片#按试剂盒

说明书步骤操作#

<?"/@

倒置荧光显微镜
%--

倍视野

观察摄像#应用
4!

)

01$

)

LOA;+-

图像分析软件分析凋

亡细胞数'

$+1

!

统计学处理
!

采用
e6ee',+-

统计软件进行分

析#计量资料以
F_B

表示#采用
5

检验#以
"

$

-+-(

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/+$

!

各组血糖值变化情况
!

574

组血糖于伤后
'*I

开始升高#

*%I

达到顶峰$与其他各时间点相比
"

$

-+-(

&#

%:I

开始下降#

.*I

仍高于正常水平%胰岛素

治疗组伤后各时间点血糖升高不明显%各组伤前血糖

差异无统计学意义$

"

&

-+-(

&#见表
'

'

/+/

!

574

急性期兴趣区皮层
d436

*

e839!#23

表达
!

正常对照组伤侧兴趣区皮层脑组织
d436

*

e839

表达差异无统计学意义$

"

&

-+-(

&'

574

组伤

侧兴趣区皮层
d436!#23

表达于伤后
'*I

开始降

低#

%:I

达到最低值#

.*I

开始回升但仍低于正常水

平#见表
*

%

e839!#23

表达于伤后
'*I

开始增

加#

%:I

达到最高值#

.*I

开始降低但仍高于正常水

平#见表
,

'胰岛素治疗组伤后各时间
d436!#23

表达明显高于
574

组#

e839!#23

表达明显低于

574

组$

"

均
$

-+-(

&'

/+'

!

574

急性期兴趣区皮层
d436

*

e839

表达
!

免

疫组织化学染色显示#

d436

*

e839

表达于细胞质#

免疫组织化学染色可见细胞质被染成棕黄色#见图
'

*

*

'正常对照组伤侧兴趣区皮层脑组织
d436

*

e839

表达差异无统计学意义$

"

&

-+-(

&'

574

组伤侧兴趣

区皮层
d436

蛋白表达于伤后
'*I

开始降低#

%:I

达

到最低值#

.*I

开始回升但仍低于正常水平$图
'

&%虽

然胰岛素治疗组伤后伤侧兴趣区皮层各时间点
d436

表达量均明显高于
574

组#但其表达量明显少于正常

对照组#见表
%

'

574

组伤侧兴趣区皮层脑组织

e839

表达于伤后
'*I

开始增加#

%:I

达最高值#

.*

I

开始下降但仍高于正常水平$图
*

&#虽然胰岛素治

疗组伤后
*%

*

%:

*

.*I

伤侧兴趣区皮层
e839

表达量

明显少于
574

组#但其明显多于正常对照组#见表
(

'

/+1

!

574

急性期兴趣区皮层凋亡细胞数
!

正常对照

组及各组健侧兴趣区皮层几乎见不到凋亡细胞%虽然

574

组和胰岛素治疗组伤侧兴趣区皮层细胞凋亡数

均明显多于正常对照组#但
574

组伤后各时间点细胞

凋亡数明显多于胰岛素治疗组#见表
;

'

表
'

!!

大鼠
574

后各时间点血糖值$

F_B

)

!!1L

(

<

%

组别
)

正常
'*I *%I %:I .*I

正常对照组
( %+('_-+%. %+(%_-+%, %+%._-+%( %+;-_-+,, %+(,_-+,:

574

组
( %+(,_-+,' (+*,_-+%-

"+

(+.:_-+%%

"+

(+%-_-+,%

"+

%+&%_-+%*

"+

胰岛素治疗组
( %+(-_-+%% %+(-_-+,( %+%-_-+%- %+(*_-+*. %+;-_-+,;

!!

注!与正常对照组比较#

"

"

$

-+-(

%与胰岛素治疗组比较#

+

"

$

-+-(

+

&**'

+

检验医学与临床
*-'&

年
(

月第
';

卷第
&

期
!
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P
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!
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表
*

!!

574

后各时间点兴趣区皮层
d436!#23

表达$

F_B

)

#

!1L

(

<

%

组别
)

正常
'*I *%I %:I .*I

正常对照组
( -+(._-+-, -+(%_-+-, -+((_-+-% -+;-_-+-( -+(._-+-%

574

组
( -+((_-+-* -+%*_-+-,

"+

-+,;_-+-*

"+

-+*(_-+-'

"+

-+,%_-+-*

"+

胰岛素治疗组
( -+((_-+-, -+(-_-+-,

#

-+%*_-+-'

#

-+,*_-+-*

#

-+%'_-+-,

#

!!

注!与正常对照组比较#

"

"

$

-+-(

%与胰岛素治疗组比较#

+

"

$

-+-(

%与正常对照组比较#

#

"

$

-+-(

表
,

!!

574

后各时间点兴趣区皮层
e839!#23

表达$

F_B

)

#

!1L

(

<

%

组别
)

正常
'*I *%I %:I .*I

正常对照组
( -+(,_-+-% -+(-_-+-, -+((_-+-, -+;-_-+-% -+((_-+-,

574

组
( -+('_-+-, -+;(_-+-%

"+

-+.:_-+-%

"+

-+:&_-+-%

"+

-+.(_-+-%

"+

胰岛素治疗组
( -+((_-+-, -+;-_-+-,

#

-+;(_-+-,

#

-+.._-+-,

#

-+;*_-+-,

#

!!

注!与正常对照组比较#

"

"

$

-+-(

%与胰岛素治疗组比较#

+

"

$

-+-(

%与正常对照组比较#

#

"

$

-+-(

表
%
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574

后各时间点兴趣区皮层
d436

蛋白表达$
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d436

表达与细胞凋亡呈负

相关$
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574

是神经外科常见病#具有较高的病死率及致

残率(

''

)

'

574

后致残程度主要与原发性脑损伤的程

度相关#近年来研究显示#

574

后细胞凋亡是脑损伤
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后神经功能缺失的重要原因之一(

'*

)

'

细胞凋亡是内外源信号共同作用下激活死亡途

径#并在特定基因调控下发生的程序性死亡过程'目

前主要发现了
9@A

)

@A?

介导的死亡受体$外源性&和

线粒体依赖性$内源性&两条细胞凋亡途径#内外细胞

凋亡 途 径 最 终 都 需 激 活 的
9@A

)

@A?

参 与#各 种

9@A

)

@A?

如同凝血因子一样.瀑布式/层层激活#最终

引发细胞凋亡'

9@A

)

@A?$,

是
9@A

)

@A?

家族中重要一

员#是
9@A

)

@A?

级联反应中的关键效应酶#负责凋亡

途径最后执行阶段的全部或部分关键性蛋白的酶切

过程#对细胞凋亡常常起到核心的作用#常被称为凋

亡的.执行者/

(

',

)

'现已证实#脑细胞的凋亡主要通过

线粒体依赖性途径进行(

'%

)

'

e839

是
9@A

)

@A?

的第

*

个线粒体激活因子#是
*---

年发现的一种新型线粒

体蛋白质#它可通过阻滞凋亡抑制蛋白$

436

&#激活

9@A

)

@A?$&

和
9@A

)

@A?$,

而发挥促凋亡作用'

d436

是

哺乳动物体内唯一的内源性凋亡抑制蛋白#是凋亡抑

制基因中最有效的
9@A

)

@A?

抑制剂#其表达上调可以

明 显 抑 制
9@A

)

@A?$,

*

9@A

)

@A?$.

*

9@A

)

@A?$&

的 活

性(

'(

)

'近年来研究显示#中重性
574

后高血糖会明

显增加伤侧皮层脑细胞的凋亡#但其具体机制仍不明

确(

''

)

'本文检测了线粒体凋亡途径中主要的凋亡相

关蛋白
e839

及
d436

表达的变化#从细胞凋亡的角

度探讨
574

后高血糖对脑损伤的可能机制'

本研究资料表明#正常对照组各时间点血糖变化

不明显#

574

组伤后血糖明显升高#说明
574

是导致

血糖升高的直接原因'

574

组伤后会出现
d436

表

达下调和
e839

表达的上调#且
d436

与
e839

表

达呈负相关%

d436

表达与细胞凋亡呈负相关%

e839

与细胞凋亡呈正相关%胰岛素降低
574

后高血糖后#

皮层脑组织
d436

表达明显增加#

e839

表达明显减

少#细胞凋亡数亦明显减少'以上结果说明
d436

*

e839

表达变化在
574

后细胞凋亡发生*发展过程中

具有重要作用#同时也提示
574

后
e839

表达可能

对
d436

的表达具有负反馈调节作用#

e839

表达增

加导致
d436

表达减少'胰岛素控制
574

后高血糖

能增加脑组织
d436

的表达#减少
e839

表达#减少

伤后细胞凋亡数#说明
574

后高血糖增加脑损伤$细

胞凋亡&与其降低伤后
d436

的表达#增加
e839

表

达有关'与此同时#与正常对照组相比#胰岛素治疗

组
d436

表达仍明显减少#

e839

表达仍明显增加#

说明
574

后
d436

*

e839

的表达受多种因素的影

响#对这些因素的进一步探索#将是笔者下一步研究
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