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缺血性脑卒中SD大鼠血清、脑脊液中NSE、MBP水平及其与
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牛莉莉,王亚萍,张 英,李建明,阎 萍△

昌吉回族自治州人民医院检验科,新疆昌吉
 

831100

  摘 要:目的 探讨缺血性脑卒中SD大鼠血清、脑脊液中神经元特异性烯醇化酶(NSE)、髓鞘碱性蛋白

(MBP)水平及其与神经功能缺损评分和脑梗死体积的相关性。方法 购买SD大鼠进行大脑中动脉闭塞缺血

模型造模手术,将术后成功造模的大鼠随机分为8组,每组8只,术后8
 

h进行神经功能缺损评分,术后在8
 

h、
12

 

h、1
 

d、3
 

d、5
 

d、7
 

d及21
 

d时间段采集腹腔静脉血及抽取延髓脑脊液后,断头取脑,进行0.4%的2,3,5-氯化

三苯基四氮唑大脑染色测定脑梗死体积,并检测NSE及MBP水平。采用Spearman相关对血清、脑脊液NSE、
MBP水平与脑梗死体积和神经功能缺损评分的相关性进行分析。结果 各组血清、脑脊液中NSE和 MBP水

平在术后8
 

h开始升高,3
 

d达峰值,7
 

d下降至与对照比较差异无统计意义(P>0.05);术后8
 

h至5
 

d,脑脊液

NSE和 MBP水平明显高于血清。血清、脑脊液NSE、MBP水平与脑梗死体积、神经功能缺损评分均呈正相关

(P<0.05)。结论 血清、脑脊液中NSE、MBP为脑梗死的新型标志物,通过动物实验可为临床患者标本采集

推荐最佳时间窗口。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

levels
 

of
 

neuron-specific
 

enolase
 

(NSE)
 

and
 

myelin
 

basic
 

protein
 

(MBP)
 

in
 

serum
 

and
 

cerebrospinal
 

fluid
 

of
 

SD
 

rats
 

with
 

ischemic
 

stroke
 

and
 

their
 

correlations
 

with
 

neurologi-
cal

 

deficit
 

score
 

and
 

cerebral
 

infarction
 

volume.Methods SD
 

rats
 

were
 

purchased
 

to
 

establish
 

the
 

middle
 

cere-
bral

 

artery
 

occlusion
 

ischemia
 

model.The
 

successful
 

modeling
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

8
 

groups,8
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

neurological
 

deficit
 

score
 

was
 

performed
 

8
 

hours
 

after
 

operation.At
 

8
 

h,12
 

h,1
 

d,3
 

d,5
 

d,
7

 

d
 

and
 

21
 

d
 

after
 

operation,abdominal
 

venous
 

blood
 

and
 

cerebrospinal
 

fluid
 

were
 

collected,and
 

brains
 

were
 

removed.0.4%
 

2,3,5-triphenyltetrazolium
 

chloride
 

brain
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

cerebral
 

infarction
 

volume,and
 

the
 

levels
 

of
 

NSE
 

and
 

MBP
 

were
 

detected.Spearman
 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correla-
tion

 

between
 

serum
 

and
 

cerebrospinal
 

fluid
 

NSE,MBP
 

levels
 

and
 

cerebral
 

infarction
 

volume
 

and
 

neurological
 

deficit
 

score.Results The
 

levels
 

of
 

NSE
 

and
 

MBP
 

in
 

serum
 

and
 

cerebrospinal
 

fluid
 

began
 

to
 

increase
 

at
 

8
 

h
 

af-
ter

 

operation,reached
 

the
 

peak
 

at
 

3
 

d,and
 

decreased
 

to
 

no
 

significant
 

difference
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

at
 

7
 

d
 

after
 

operation
 

in
 

each
 

group
 

(P>0.05).From
 

8
 

h
 

to
 

5
 

d
 

after
 

operation,the
 

levels
 

of
 

NSE
 

and
 

MBP
 

in
 

CSF
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

serum.The
 

levels
 

of
 

NSE
 

and
 

MBP
 

in
 

serum
 

and
 

CSF
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

cerebral
 

infarction
 

volume
 

and
 

neurological
 

deficit
 

score
 

(P<0.05).Conclusion NSE
 

and
 

MBP
 

in
 

serum
 

and
 

cerebrospinal
 

fluid
 

are
 

new
 

markers
 

of
 

cerebral
 

infarction,and
 

the
 

best
 

time
 

window
 

for
 

specimen
 

collection
 

can
 

be
 

recommended
 

for
 

clinical
 

patients
 

through
 

animal
 

experiments.
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  缺血性脑卒中又称脑梗死,是指因大脑血液供应

阻碍,缺血及缺氧导致的脑组织的缺血性坏死或软

化[1-2]。近年来,随着我国人口老龄化及生活方式、饮
食结构的改变,脑梗死的发病率有所增高并且呈低龄

化趋势,有学者统计,急性期脑梗死的病死率可高达

20%,发病前基本无特殊征兆及不适,仅仅数分钟或

数小时便发生局部神经障碍及功能受损,早期发现及

特异性标志物检测对及时治疗、监测疗效及评价急性

期脑梗死患者预后有一定意义[3]。目前,S-100B蛋白

已成为脑损伤标志物应用于临床,但是单一指标检测

效率有限,神经元特异性烯醇化酶(NSE)及髓鞘碱性

蛋白(MBP)均有脑组织特异性,可用于缺血性脑卒中

的检测[4]。NSE作为小细胞肺癌肿瘤标志物已有发

光试剂应用于临床,但是用于脑损伤检测目前处于研

究阶段。NSE存在神经内分泌细胞及中枢神经元中,
MBP是神经细胞髓鞘的重要组成部分[3],具有高度

脑组织特异性,在缺血性脑卒中过程中,NSE及 MBP
首先释放进入脑脊液,机体缺血、缺氧导致血脑屏障

受损,随之NSE及 MBP经过破坏的血脑屏障到达外

周血液中[3]。在实际临床工作中,缺血性脑卒中患者

一般不建议抽取脑脊液,为了探讨缺血性脑卒中患者

NSE及 MBP于不同时间段在脑脊液及血液中的梯

度变化,本研究纳入动物实验,使用线栓法对SD大鼠

建立大脑中动脉闭塞缺血模型(MCAO)[5],以期得到

NSE与 MBP水平在不同时间段内血清及脑脊液中

的变化,佐证理论推测,并为缺血性脑卒中患者不同

时间段脑脊液及血液的变化趋势、NSE及 MBP水平

与脑梗死体积和神经功能评价的相关性积累动物模

型的数据,确定样本采集最佳时间窗口,以期多种脑

损伤标志物联合检测早期应用于临床。
1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF级SD雄性大鼠64只,每只

280~300
 

g,均购自新疆医科大学实验动物中心。
1.2 试剂与仪器 麻醉剂为水合氯醛(分析纯)手工

配置10%,腹腔注射,推荐剂量为0.35
 

mL/100
 

g,10
 

min后对于未完全麻醉的动物每次加量0.1~0.2
 

mL,延长观察时间,防止麻醉剂用量过大引起SD大

鼠死亡[5]。成品线栓购自平顶山豫顺生物科技有限公

司,根据实验需要选择型号2545;脑组织染色使用

0.4%的2,3,5-氯 化 三 苯 基 四 氮 唑(TTC),货 号:
G3004;

 

NSE检测采用罗氏Cobas
 

601及电化学发光配

套试剂,批号:(10)61745905;MBP试剂盒由武汉伊莱

瑞特提供Rat
 

MBP
 

ELISA检测,批号:CV042DT45794。
脑脊液抽取采用大鼠脑立体定向仪固定延髓抽取。
1.3 方法

1.3.1 实验SD大鼠饲养方法 SPF级动物房饲养,
室温(25±3)℃,饲料及垫料均为SPF级,2

 

d换一次

垫料。

1.3.2 MCAO操作步骤 颈总插入法[6],聚维酮碘

消毒,备皮,沿正中做纵向切口,眼科镊钝性分离肌

肉,暴露右侧颈总动脉、颈外动脉和颈内动脉,并且分

离伴行颈总动脉的迷走神经。结扎、切断颈外动脉分

支,不需要剥离结扎翼鄂动脉,从颈总动脉使用眼科

剪剪开小口后顺势随血流插入线栓,在颈外动脉与颈

总动脉连接处呈Y字形向颈内动脉穿插,遇到阻力时

表明已经到达颈内动脉颅内连接部,此时结扎线栓即

可阻断大脑中动脉的血流。
1.3.3 动物行为学评分 按照大鼠神经功能缺损评

分标准对所有术后SD大鼠进行动物学行为评分,0
分:无神经损伤症状;1分:不能完全伸展对侧前爪;2
分:向瘫痪侧转圈;3分:向对侧倾倒;4分:不能自发

行走,意识丧失。
1.3.4 动物脑梗死体积测量 参考 HONG等[7]学

者的方法,成功采集脑脊液及静脉血后,断头取脑,整
个脑组织完整取出后于-20

 

℃冰柜快速冰冻20
 

min
后取出,切取额叶中央厚约6

 

mm 大脑组织,加入

TTC染液37
 

℃水浴箱孵育30
 

min染色后,缺血区呈

现白色,正常区域呈现暗红色,使用ImageJ[8-9]图像处

理软件进行逐一圈图,应用计算公式:脑梗死体积=
(Σ脑梗死区×厚度)/(Σ整个区域×厚度)×100。行

MCAO造模手术,术后成功造模的大鼠随机分为8组

(对照组、术后8
 

h组、术后12
 

h组、术后1
 

d组、术后

3
 

d组、术后5
 

d组、术后7
 

d组、术后21
 

d组),每组8
只,术后8

 

h进行神经功能缺损评分,术后在8
 

h、
12

 

h、1
 

d、3
 

d、5
 

d、7
 

d及21
 

d时间段采集腹腔静脉血

及抽取延髓脑脊液后,断头取脑,进行TTC大脑染色

测定脑梗死体积,并检测 NSE及 MBP水平,分析各

时间段检测指标与时间点、脑梗死体积及行为学评价

的关系。
1.4 统计学处理 采用GraphPadPrism9.0软件进

行数据分析处理。不符合正态分布的计量资料以 M
(P25,P75)表示,多组间比较采用 Kruskal-Wallis

 

H
检验,多 组 间 两 两 比 较 采 用 Nemenyi检 验。采 用

Spearman相关对血清、脑脊液 NSE、MBP与脑梗死

体积及神经功能缺损评分的相关性进行分析。以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各 组 血 清、脑 脊 液 中 NSE 及 MBP 水 平 比

较 各组血清、脑脊液中 NSE和 MBP水平在术后

8
 

h开始升高,术后3
 

d达峰值,术后7
 

d下降至与对

照组比较差异无统计学意义(P>0.05);术后8
 

h至

5
 

d,脑脊液中NSE和 MBP水平明显高于血清,脑脊

液中 MBP水平约是血清的10倍,脑脊液中 NSE水

平可高达血清的30倍之多。见表1。
2.2 血清及脑脊液NSE及 MBP水平与脑梗死体积

及神经功能缺损评分的相关性 血清及脑脊液NSE、
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MBP水平与脑梗死体积、神经功能缺损评分均呈正

相关,并且NSE、MBP与脑梗死体积的相关性高于与

神经功能缺损评分的相关性。见表2。
2.3 不同神经功能缺损评分SD大鼠血清、脑脊液中

NSE、MBP水平及脑梗死体积 随着神经功能缺损

评分升高,SD大鼠血清及脑脊液中 NSE、MBP水平

也随之升高,脑梗死体积不断增大。见表3。
2.4 不同脑梗死体积SD大鼠血清、脑脊液中NSE、
MBP水平 随着脑梗死体积增大SD大鼠血清及脑

脊液中 NSE、MBP水 平 也 随 之 升 高,而 脑 脊 液 中

NSE、MBP水平升高幅度更大。见表4。

表1  各组血清、脑脊液中NSE及 MBP水平比较[M(P25,P75),ng/mL]

组别 n 血清NSE 血清 MBP 脑脊液NSE 脑脊液 MBP

对照组 8 1.40(1.11,2.72) 1.07(0.84,1.40) 2.65(1.40,4.35) 8.44(6.13,8.77)

术后8
 

h组 8 11.69(6.36,17.58)* 2.60(1.93,4.96)* 337.50(169.80,735.50)* 23.15(20.96,63.82)*

术后12
 

h组 8 10.20(5.46,25.57)* 2.94(2.78,5.51)* 503.65(350.00,772.70)* 28.00(13.84,69.91)*

术后1
 

d组 8 17.19(7.46,26.78)* 4.70(3.73,7.84)* 533.30(265.90,773.60)* 53.41(27.33,86.00)*

术后3
 

d组 8 19.23(14.53,32.87)* 6.66(4.23,10.35)* 731.30(296.90,1
 

600.00)* 49.71(36.90,56.02)*

术后5
 

d组 8 3.83(2.37,6.48)* 1.27(0.80,2.66) 71.15(20.04,152.70)* 10.82(9.46,13.12)*

术后7
 

d组 8 3.53(2.44,4.12) 2.00(1.04,2.85) 5.70(3.96,6.24) 10.44(9.26,10.89)

术后21
 

d组 8 0.94(0.46,1.52) 0.82(0.47,0.97) 3.70(2.76,5.80) 8.91(8.54,10.82)

H 17.920 16.550 12.340 23.150

P 0.001 0.001 0.001 0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05。

表2  血清、脑脊液NSE及 MBP与脑梗死体积及神经功能缺损评分的相关性

项目
血清NSE

r P

血清 MBP

r P

脑脊液NSE
 

r P

脑脊液 MBP

r P

脑梗死体积 0.645 0.001 0.665 0.001 0.626 0.001 0.521 0.001

神经功能缺损评分 0.364 0.017 0.291 0.058 0.366 0.016 0.466 0.002

表3  不同神经功能缺损评分SD大鼠血清、脑脊液中NSE、MBP水平及脑梗死体积[M(P25,P75)]

神经功能缺损评分

(分)
n

血清NSE
(ng/mL)

血清MBP
(ng/mL)

脑脊液NSE
(ng/mL)

脑脊液MBP
(ng/mL)

脑梗死体积

(%)

0 12 1.40(1.11,2.72) 0.96(0.82,1.19) 3.60(1.30,4.60) 8.47(7.89,8.91) 0.00(0.00,0.00)

1~2 37 5.35(2.45,9.61) 2.11(0.98,3.06) 33.33(10.79,209.94) 11.86(9.49,21.27) 10.24(4.80,15.29)

3~4 15 15.48(6.90,19.00) 5.34(3.98,6.32) 442.60(119.00,1
 

802.00) 41.05(23.87,65.76) 15.16(10.50,21.50)

表4  不同脑梗死体积SD大鼠血清、脑脊液中NSE、MBP水平[M(P25,P75),ng/mL]

脑梗死体积(%) n 血清NSE 血清 MBP 脑脊液NSE 脑脊液 MBP

0 12 1.40(1.11,2.72) 0.96(0.82,1.19) 3.60(1.30,4.60) 8.47(7.89,8.91)

<10 19 4.81(2.35,6.47) 1.98(0.92,2.94) 32.90(12.76,109.00) 11.86(9.79,32.23)

10~20 25 9.56(3.97,15.03) 2.83(1.30,23.98) 94.23(12.60,439.90) 13.70(9.55,21.57)

>20 8 17.88(11.60,26.30) 6.43(5.20,9.01) 1
 

313.00(271.40,1
 

850.00) 60.13(45.00,197.00)

3 讨  论

NSE是一种糖酵解酶类[9-10],大量存在于神经元

内及神经内分泌细胞中。缺血性脑卒中造成大量神

经细胞受损,神经细胞膜受到破坏,通透性增加,神经

细胞中大量蛋白质释放,是 NSE水平在脑脊液中大

幅度升高的原因之一,随着损伤细胞进一步诱导钙内

流,促使细胞内钙离子超载,释放大量氧自由基,造成

神经元及血脑屏障破坏,如此往复,最终导致组织细

胞产生级联损伤[11-13],NSE透过血脑屏障进入外周血

中被检测到。通过损伤机制推测,当脑卒中发生后,
首先在脑脊液中检测到 NSE,外周血 NSE的出现滞

后,有学者指出,NSE在脑损伤后6
 

h即可出现在外
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周血中[14]。
MBP主要由脑颅内神经元细胞分泌[15],作为髓

鞘结构维持稳定,可结合负电荷的髓鞘磷脂,促进胶

质细胞之间融合,保证髓鞘鞘层的致密性,发挥支撑

作用[16-17]。正常情况下,MBP不能通过血脑屏障,外
周血中水平甚微,当免疫级联反应损伤血脑屏障而发

生缺血性脑卒中时,神经元细胞脱髓鞘改变,MBP释

放入血,造成血清中 MBP水平升高,由于 MBP特异

度高,血清中 MBP水平高低可作为评估中枢神经系

统是否发生实质性损害的依据[18-20]。
MCAO是目前国内外比较常用的研究急性脑缺

血疾病的动物模型之一,作者在既往研究的基础上,
对于 MCAO实验积累了一定经验,既往实验采取结

扎翼鄂动脉保证线栓走向,但翼鄂动脉较深,手术病

死率较高。本次实验未结扎翼鄂动脉且将颈内动脉

结扎的位置后移到颈总动脉,成功率及脑梗死体积都

有所提高。本次通过造模结论如下:(1)血清及脑脊

液中NSE及 MBP在 MCAO造模术后随时间推移呈

趋势性变化,表1从 NSE及 MBP起源来判断,NSE
及 MBP的脑组织中的高水平及高特异度与脑脊液中

结果一致且脑脊液水平远远高于血清水平。有学者

指出,新生儿黄疸早期血清中NSE及 MBP水平与对

照组比较,差异有统计学意义(P<0.05)[9],与本实验

血清检测结果吻合。(2)血清及脑脊液中 NSE及

MBP水平在术后3
 

d达峰值,为患者采样最佳时机提

供依据,随着时间推移,术后7
 

d与对照组比较差异无

统计学意义(P>0.05),可作为临床是否出现再梗死

情况的辅助指标。(3)MCAO术后血清及脑脊液中

NSE水平升高幅度远远大于 MBP升高的幅度,说明

NSE水平高于 MBP水平,不可否认存在一定的方法

学原因,NSE检测使用电化学发光试剂,其检测灵敏

度高于ELISA检测 MBP,且影响因素少,而 MBP目

前使用ELISA检测,线性范围、灵敏度、抗干扰性及

板间差等均可影响检测结果。(4)本次研究血清及脑

脊液中 NSE及 MBP水平与脑梗死体积和神经功能

缺损评分均呈正相关(P<0.05),临床患者脑梗死部

位、程度及是否再梗死均有差异,故 NSE及 MBP水

平检测与神经功能缺损评分相结合,应全方位综合判

断,以免发生漏诊。(5)在脑卒中患者中按时间段采

集脑脊液不被接受,每个患者基础病变、脑梗死部位、
身体基础状态差异性较大,发病时间不能明确,给研

究带来阻碍,而SD大鼠与人具有98%的同源性,通
过对大鼠手术造模使用单因素作为变量研究,摸索脑

卒中患者采血最佳时间窗口,为临床提供样本采集时

间提供一定的依据。
综上所述,脑脊液NSE及 MBP水平均明显高于

血清,目前S-100B蛋白已经用作为脑损伤的标志物,

NSE也有发光仪器试剂应用于临床,通过本研究,对
于缺血性脑卒中患者可以检测血清中多项指标(S-
100B、NSE、MBP),并且联合影像学检查、神经功能缺

损评分指标,特别是对行动不便、不易搬动的患者进

行监测,对疾病的发展及预后有一定意义,随着技术

进步,MBP逐步实现自动化成品试剂,也可作为缺血

性脑卒中的快速检测生物学指标。
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