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地塞米松对放射性脑水肿大鼠中性粒细胞CD 18表达的抑制作用
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[摘要]　目的: 研究地塞米松对放射性大鼠脑损伤的影响。方法: SD 大鼠 20只,雌雄各半,体质量(250±50) g,随机分成 4组,每

组 5只。未接受照射和地塞米松治疗的正常对照组、接受照射但未接受地塞米松治疗的实验对照组均进行生理盐水肌注,注射量与

地塞米松剂量相等。另外 2组接受照射+ 1或 5 m gökg 地塞米松治疗。自照射前 3 d开始肌注地塞米松或生理盐水,直至照射后 2

周。10M eV X 射线30 Gy照射大鼠全脑, 14 d后取大鼠脑组织观察病理改变。颈总动脉取血,梯度离心,取中性粒细胞层,N o rthern

杂交分析测定血液中性粒细胞CD 18 mRNA 表达水平,流式细胞术测定膜蛋白数量。结果: 大鼠脑组织接受照射后,光镜下出现明

显的细胞损伤改变,血液中性粒细胞CD 18 mRNA 表达水平和膜蛋白数量在照射后较未照射组均有明显提高(P < 0101)。在照射前

后, 2个地塞米松治疗组脑细胞的损伤程度减轻, 1 m gökg地塞米松治疗组CD 18的表达明显受抑制(P < 0105) , 5 m gökg地塞米松

治疗组的抑制作用更加明显(P < 0101)。结论: 地塞米松可通过抑制CD 18表达的方式减轻放射性脑水肿。
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[ABSTRACT ]　Objective: To study the effect of dexam ethasone (D ex) on b rain edem a in irradiated rats1 M ethods: Tw en ty

SD rats w ere divided in to 4 group s at random (n= 5) 1 Group 1 w as the no rm al con tro l, Group 2 w as irradiated w ithou t D ex,

Group 3 w as irradiated w ith 1 m gökg D ex, and Group 4 w as irradiated w ith 5 m gökg D ex1 T he rats in Group 1 and 2 w ere ad2
m in istered in tram uscu larly w ith no rm al saline1 B rain dam age w as induced by linear accelerato r at single do se of 30 Gy by 10

M eV electron1 D ex (1, 5 m gökg) , beginn ing 3 d befo re and ending 14 d after irradiat ion,w as adm in istered in tram uscu larly in2
to irradiated rats every 24 h1 B rain of irradiated rats underw en t h isto logical exam ination fo r evaluat ion of the radiat ion2in2
duced vascu lopathy, b rain edem a, and glio sis1 T he exp ression of CD 18 of the rat neu troph ils w as m easu red 2 w eek s after ir-

radiat ion. Results: A fter irradiat ion,m icro scop ic evidences of obvious b rain dam age w as found, and the level of CD 18 mRNA

and exp ression of m em brane p ro tein of b lood neu troph il increased sign ifican tly (P < 0101) , bu t w ere sign ifican tly inh ib ited af2
ter u se of D ex1 T he p ro tect ive effect of h igh2do se D ex on brain t issue dam age and dow n2regu lat ion of CD 18 exp ression w ere

mo re obvious than tho se of low er2do se D ex1 Conclusion: D exam ethasone can p ro tect the radiat ion2induced in ju ry and b rain

edem a changes by inh ib it ing exp ression of CD 18 in rats1
[KEY WORD S]　dexam ethasone; adiact ive b rain edem a; neu troph il; CD 18

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (9) : 9702973 ]

Ξ 　 立体定向放射广泛应用于颅内疾病的治疗,对脑

血管畸形、脑转移瘤、松果体区肿瘤、听神经瘤、脑膜瘤

有明确疗效,但部分患者在治疗后可发生病变周围脑

组织放射性脑水肿,发病率最高可达32114% [ 1 ]。放射

性脑水肿治疗非常困难,且治疗效果不理想。地塞米松

对外伤性和缺血性脑水肿有良好的治疗和预防作用,

但其治疗机制尚不十分清楚。本研究观察地塞米松对

放射性脑水肿大鼠中性粒细胞CD 18 表达的抑制作

用,以探讨放射性脑水肿的发生机制。

1　材料和方法

1. 1　主要试剂　凝胶DNA 回收试剂盒、DNA 地

高辛标记及酶联检测试剂盒 (Boeh ringer M annheim

公司) ;异硫氰酸荧光素 (F ITC)标记的鼠抗人CD 18

单抗; 非相关性 F ITC 标记抗体 ( Imm uno tech) ; 地
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塞米松 (Sigm a) , RU 38486 (ROU SSEL U CLA F 公

司 ) 用无水乙醇配成 10- 2、10- 3、10- 4 m o löL ;

pGEM 23Zf (+ ) öH ae m arker (华美生物工程公司)。

1. 2　动物分组及处理　SD 大鼠 20只,由我校实验

动物中心提供,雌雄各半,体质量 (250±50) g。随机

分成 4组,每组 5只。正常对照组 (未接受照射和地

塞米松治疗)、实验对照组 (接受照射,但未接受地塞

米松治疗)均进行生理盐水肌注,注射量与地塞米松

剂量相等。另外 2组接受照射+ 1或 5 m gökg 地塞

米松治疗。自照射前 3 d 开始肌注地塞米松或生理

盐水,直至照射后 2周。大鼠以氯胺酮麻醉后,取俯

卧位,用西门子 (型号M 7445)直线加速器、10 M eV

X 线垂直照射全脑,射野 310 cm×315 cm ,剂量率 3

Gyöm in,接受剂量 30 Gy。于照射 2周后,所有动物

经麻醉后断头处死,取脑组织光镜下进行病理观察;

颈总动脉取血, Perco ll (Pharm acia 公司) 梯度离

心,取中性粒细胞层计数。

1. 3　细胞总 RNA 的提取与鉴定　采用异硫氰酸

胍2苯酚2氯仿一步抽提法。测定RNA 样品在波长

260 nm 和 280 nm 的光密度 (D )。根据 1 D 260相当于

40 Λgöm l RNA 确定RNA 的量,根据D 260öD 280比值

判断RNA 样品的纯度。

1. 4　RNA 逆转录　反应总体积为 10 Λl, 反应体

系: RNA 2 Λl (投入量 200～ 1 000 ng) ,M gC l2 2 Λl

(终浓度 5 mm o löL ) , 10×R T buffer 1 Λl (终浓度 1

mm o löL ) , dN T P 1 Λl (终浓度 1 mm o löL ) , RNA asin

013 Λl (112 U öΛl) , R T ase 016 Λl (0154 U öΛl) , 随

机引物 015 Λl (215 Λm o löL ) ,无酶水 216 Λl。逆转

录条件为: 20℃ 10 m in, 42℃ 60 m in, 99℃ 5 m in。在

PCR 仪中进行。

1. 5　CD 18 cDNA 的扩增引物碱基序列及扩增片

断长度　Β2M G 为正义: 5′2A CC CCC A CT GAA

AAA GA T GA 23′,反义: 5′2TA C T TC AAA CCT

CCA T GA T G23′(120 bp ) ; CD 18 为正义: 5′2A GG

CTC T GA TCC A CC T GA GC23′, 反义: 5′2TCA

CCA A CC TCA A GC CCT CC23′(379 bp )。PCR

引物逆转录产物 1 Λl (投入量相当于RNA 5～ 100

ng ) , PCR 稀释液 3 Λl, 10×PCR buffer 116 Λl (终

浓度 1 mm o löL ) ,M gC l2 014 Λl (终浓度 115 mm o lö

L ) , 上、下游引物均为 015 Λl (终浓度 0125 Λm o lö

L ) , 32p 2D ctp 012 Λl (714×104 Bq) , T aq DNA 聚合

酶 015 Λl (总量 1 U ) ,补充无酶水至总体积 20 Λl。

PCR 采用热启动法, 即先于 99℃变性 8 m in, 降至

80℃时再加入 T aq DNA 聚合酶。PCR 反应条件为:

94℃ 1 m in, 63℃ 1 m in, 72℃ 1 m in,扩增 20～ 32个

循环,最后 72℃延伸 10 m in。

1. 6　Β2微球蛋白 (Β2M G) cDNA 的扩增　基本同

CD 18 cDNA 的扩增条件, M gC l2 终浓度为 210

mm o löL ,退火温度改为 55℃,扩增 20～ 32个循环,

最后 72℃延伸 10 m in。PCR 产物进行 6%聚丙烯酰

胺凝胶电泳后, 放射自显影 (置于- 80℃过夜) , 洗

片,密度扫描定量。

1. 7　CD 18 m RNA 的N o rthern 杂交和流式细胞术

检测膜蛋白数量　将提取的细胞总RNA R T 2PCR

扩增,得到的CD 18 cDNA 片段经测序确定后,用琼

脂糖电泳凝胶纯化回收, 按照凝胶DNA 回收试剂

盒说明书操作。将回收得到的CD 18 cDNA 片段用

缺口平移法标记、N o rthern 杂交探针的标记及杂交

后的酶联检测都按DNA 2地高辛标记检测盒的说明
书操作。流式细胞术分析检测膜蛋白数量,采用免疫

荧光直接标记法。

1. 8　统计学处理　数据用 xθ±s表示,组间比较用

方差分析。

2　结　果

2. 1　血细胞计数　见表 1。

表 1　照射 14 d后各组大鼠血细胞计数

Tab 1　Blood cell coun ts in each group
(n= 5, xθ±s)

Group Contro l Irradiated contro l Irradiated+ 1 m gökg D ex Irradiated+ 5 m gökg D ex

RBC (×1012öL ) 8170±0115 8150± 0116 8190± 0116 8130±0114

WBC (×1012öL ) 10100±2101 13100± 0185 11100± 2103 14100±1129

N eutroph il (% ) 22100±0182 26100± 1151 24100± 1158 26100±0174

Eo sinoph il (% ) 2120±1123 3110± 0195 3100± 0197 2120±1154

Basoph il (% ) 0150±0158 0140± 0149 0160± 0156 0140±0154

L ymphocytes (% ) 73100±2102 68100± 2124 70100± 1195 69100±2143

M onocytes (% ) 2130±1154 2150± 1167 2140± 1156 2140±1162

P latelets (×103öm l) 1 240100±9131 1 352100±10142 1 152100±11145 1 174100±8194

H emoglubin (Θbög·L - 1) 154100±1136 158100± 1125 149100± 2101 136100±2131
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　　经方差分析, 4组间均未见明显差异,说明本组

应用剂量的地塞米松对血细胞计数不造成影响。

2. 2　病理观察结果　光镜下可见实验对照组脑组

织出现片状水肿液化坏死,血管间隙明显肿胀增大,

神经细胞核肿胀,核质比例明显失调,神经髓鞘严重

变性 (图 1A )。2 个地塞米松治疗组有明显的改善

(图 1B、1C)。

图 1　接受照射的 3组大鼠脑组织病理学改变

F ig 1　Patholog ic changes of

irrad ia ted bra in tissue in ra ts (×400)

A : Irradiated contro l; B: Irradiated+ 1 m gökg D ex;

C: Irradiated+ 5 m gökg D ex

2. 3　CD 18 m RNA 的鉴定　2%的琼脂糖电泳结果

显示,扩增得到的目的片段的大小 (CD 18 379 bp , Β2
M G 120 bp )与引物设计所应得的片段长度一致,而

且经基因测序证实 PCR 扩增产物为 CD 18 cDNA

片段。

2. 4　地塞米松对CD 18 m RNA 表达的抑制作用　

N o rthern 杂交分析结果表明,实验对照组大鼠在接

受照射后血液中性粒细胞 CD 18 m RNA 表达水平

有明显提高,而 2 个地塞米松治疗组 CD 18 m RNA

的表达明显受抑,而且随着地塞米松浓度增大,这种

抑制作用更加明显 (图 2)。

图 2　Northern 杂交分析D ex对放射性脑水肿

大鼠中性粒细胞CD 18 m RNA 表达的抑制作用

F ig 2　Northern blot showing inh ib ited CD 18 m RNA

expression in neutroph ils of irrad ia ted ra ts by D ex

1: Contro l; 2: Irradiated contro l; 3: Irradiated+ 5 m gökg D ex;

4: Irradiated+ 1 m gökg D ex; 5: N egative contro l

2. 5　地塞米松对 CD 18 蛋白表达的抑制作用　流

式细胞术分析结果显示正常对照组、实验对照组、1

m gökg 地塞米松治疗组、5 m gökg 地塞米松治疗组

的膜蛋白数量 (平均荧光强度, M F I) 分别为:

240198±42139、876143±80197、660184±35143、

322199±27129。各照射组膜蛋白数量显著高于正常

对照组 (P < 0101) ; 1、5 m gökg 地塞米松治疗组则

显著低于实验对照组 (P < 0105, P < 0101)。

3　讨　论

临床上对已发生放射性脑水肿的患者,借鉴了

对外伤性脑水肿和缺血性脑水肿的治疗方案,一般

常规应用 20%甘露醇溶液加上地塞米松脱水治疗,

尚无预防其发生的应对措施[ 2, 3 ]。本结果表明,不论

是单纯照射组还是照射+ 地塞米松组,红细胞计数、

白细胞计数及其分类、血小板和血红蛋白的数值差

异不明显。射线对血细胞计数的影响缘于骨髓抑制,

而放疗所致的骨髓抑制一般发生在放疗后期。本组

可能由于照射后观察时间较短 (为照射后 2 周) ,因

此 4组之间的血细胞计数差异不明显。

病理组织学检查发现大鼠脑组织受 X 线照射

后出现放射性损伤改变,包括大片脑组织液化坏死、

细胞核肿胀、髓鞘变性等,而地塞米松治疗组这些变

化明显改善,表明地塞米松能减轻大鼠脑组织受X

线照射后出现的损伤程度。T ada 等[ 4 ]用磁共振扫描

观察到小剂量地塞米松 (1 m gökg)可明显减小猴脑

受辐射后 1周至 1 个月时放射性脑水肿范围,亦明

显减弱了辐射后 3 个月坏死灶周边的增强后强化

环,但统计学处理未见显著差异。本研究从病理组织

学角度也初步证实了这一结论。

CD 18能够调节白细胞的黏附、趋化和游走,而

且通过与其在内皮细胞上的配体 ( ICAM 21 等) 的

黏附激活白细胞, 释放具有活性的氧代谢产物和蛋

白水解酶, 引起内皮细胞的损伤或脱落, 使毛细血

管通透性增高[ 5, 6 ]。本研究发现大鼠接受照射后,血

液中性粒细胞 CD 18 m RNA 表达水平和膜蛋白数

量均有明显提高,提示放射性脑水肿的发生可能与

CD 18 介导的血管内皮细胞损伤、毛细血管通透性

增高有关,为进一步探讨放射性脑水肿的发生机制

提供了理论依据。

地塞米松是糖皮质激素 (g lucoco rt ico id, GC)类

药物, 糖皮质激素具有抗炎和免疫抑制作用,能够

抑制多种因素引起的包括整合素 Β2 亚族 Β亚基

CD 18在内的多种黏附分子的数量升高[ 7, 8 ] ,抑制白

细胞与内皮细胞的亲和力的增强,广泛应用于临床

急慢性炎症的治疗[ 9 ]。本研究发现地塞米松可以明

显抑制 CD 18 的表达, 当地塞米松浓度增大至 5

m gökg 时,这种抑制作用更加明显。说明地塞米松
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防治放射性脑水肿的作用机制之一为抑制了CD 18

的表达,妨碍了 CD 18 介导的导致血管内皮细胞损

伤或脱落的连锁反应。

地塞米松在对放射性脑水肿的防治中,其抑制

CD 18 表达的作用机制可能有以下几方面: (1)地塞

米松可能通过与中性粒细胞的细胞膜整合,使细胞

膜变硬,干扰当细胞被激活时 CD 18 由细胞内储存

池转位到细胞膜表面的过程; (2)地塞米松能够抑制

炎症或创伤时细胞因子如 TN F、IL 22、IFN 等和趋

化因子如 IL 28等的分泌,而细胞因子和趋化因子都

会引起 CD 18 表达,促进中性粒细胞和内皮细胞的

黏附; (3)地塞米松能够抑制在内皮细胞上的配体

( ICAM 21等) 的表达。另外地塞米松能够抑制由于

中性粒细胞和内皮细胞的黏附产生的白三烯、NO ,

这些物质不仅是使毛细血管通透性增加,而且还能

促进CD 18表达增高。
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·个案报告·
盆腔原始神经外胚层瘤一例报告
Per iphera l pr im itive neuroectoderma l tum or: a ca se report
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Ξ1　临床资料　患者男性, 33岁,因“尿频、尿急 1月余, B 超

发现盆腔肿块 6 d”于 2003年 11月 18日入院。患者 1个月前

无明显诱因出现尿频、尿急,无明显尿痛,无畏寒、发热,在当

地医院给予抗生素抗感染治疗 (具体不详)症状无缓解,后患

者出现肛门坠胀,大便次数增多 (每日 3次以上,大便形状变

扁)。2003年 11月 12日患者因胆结石在当地医院行B 超检

查, 发现盆腔巨大囊实性肿块, 14. 9 cm×10. 7 cm×11. 2

cm。遂来我院就诊。入院查体:腹部稍膨,腹壁软,无压痛及反

跳痛, 下腹部可扪及一直径约 12 cm 大小的包块, 质中, 固

定。辅助检查: B 超 (2003211212) : (1)盆腔囊实性肿块,以囊

性为主; (2)左肾轻度积水; (3)胆囊结石。CT (2003211212) :

盆腔囊实性肿瘤,平滑肌脂肪瘤可能性大。入院后经积极术

前准备,于 2003年 11月 24日在全麻下行盆腔肿块切除术,

术中见巨大紫褐色肿块位于盆腔,触之呈囊实性,与腹膜严

重粘连,打开囊壁,吸出 1 000 m l陈旧血性液体,取出囊内大

量坏死组织,切除与囊壁粘连的腹膜,沿囊壁钝性加锐性向

下分离,结扎髂内动、静脉,见肿块与髂外静脉无粘连, 肿块

侵及膀胱左侧壁肌层,切除部分膀胱壁,取出肿块送病理。缝

合腹膜、膀胱,蒸馏水、52FU 冲洗盆腔。术后病理回报为原始

神经外胚层瘤 (PN ET ) ,镜检见肿瘤细胞体积较小,大小较一

致,类圆形或立方多边形,胞质较少或裸核样,核深染, 异形

瘤细胞排列成片,弥漫散在,或围绕血管形成乳头状结构,或

排列成菊形团状,呈弥漫性生长,可见坏死。免疫组化: N SE

(+ )、CD 99 (+ )、V IM (+ )。
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