
书书书

·４５２　　 ·
第二军医大学学报　２００８年４月第２９卷第４期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ａｐｒ．２００８，Ｖｏｌ．２９，Ｎｏ．４

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００８．００４５２ ·短篇论著·

重型脑挫裂伤患者伤后脑组织诱导型一氧化氮合酶表达的变化
ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉＮＯＳｉｎｈｕｍａｎｂｒａｉｎａｆｔｅｒｓｅｖｅｒｅｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ

韩　靓１，何志贤２，倪兰春３，施　炜３，施金龙３，陈　建３，黄剑飞４，殷　昊３

１．南通大学附属肿瘤医院外科，南通市肿瘤医院外科，南通２２６３６１

２．南通大学外总教研室，南通２２６００１

３．南通大学附属医院神经外科，南通２２６００１

４．南通大学附属医院病理科，南通２２６００１

［摘要］　目的：探讨重型脑挫裂伤后诱导型一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｅｄｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）在脑组织中的表达变化及意

义。方法：根据损伤后就诊时间将３８例重型脑挫裂伤患者分为６组（０～６ｈ７例，６～１２ｈ８例，１２～２４ｈ９例，２４～３６ｈ５例，

３６～７２ｈ６例，７２ｈ以上３例），以４例良性脑肿瘤患者手术切除的部分正常脑组织为对照组。尼氏染色法观察重型脑挫裂伤

后神经细胞病理变化过程，ＲＴＰＣＲ检测ｉＮＯＳｍＲＮＡ的变化，免疫组织化学染色方法观察ｉＮＯＳ阳性细胞的表达变化。结

果：尼氏法染色发现损伤区神经细胞减少；ＲＴＰＣＲ结果发现，与正常对照组相比，重型脑挫裂伤后０～６ｈ创伤区周围ｉＮＯＳ

ｍＲＮＡ表达量开始上升，１２～２４ｈ达到高峰，随后渐下降，７２ｈ以后仍有表达；免疫组化结果发现ｉＮＯＳ阳性细胞表达增加在

伤后１２～２４ｈ达到高峰；相关性分析结果显示ｉＮＯＳｍＲＮＡ相对灰度值与ｉＮＯＳ阳性细胞数呈高度正相关（ｒ＝０．９５６，Ｐ＝

０．００３）。结论：重型脑挫裂伤损伤区及周边皮质ｉＮＯＳ的表达增加，ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达与ｉＮＯＳ阳性细胞数呈正相关。
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　　创伤性脑损伤后诱导型一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｅｄｎｉｔｒｉｃ

ｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）的合成释放是个复杂过程。冯海龙

等［１］在大鼠重型脑外伤后ＮＯ／ｉＮＯＳ神经细胞毒性的作用机

制的研究中发现，重型脑外伤后ｉＮＯＳ活性明显升高，伤后

１２ｈ活性即出现增高现象，伤后１～３ｄ活性达到高峰，持续

时间长达１周，伤后２周ｉＮＯＳ活性降至对照组水平。Ｇａｈｍ
等［２］检测了８例脑外伤后３ｈ至５ｄ手术患者的脑挫伤组织

的ｉＮＯＳ，结果发现ｉＮＯＳ在神经细胞、巨噬细胞、中性粒细

胞、星形胶质细胞和少突胶质细胞中表达，并在伤后６ｈ出

现，于伤后８～２３ｈ达高峰。后续的进一步研究［３］发现，脑

损伤早期血管内皮细胞可以产生一定量ｉＮＯＳ，通过ｉＮＯＳ合

成 ＮＯ扩张血管，改善受伤区的血供［３］。但目前关于 ＮＯ／

ｉＮＯＳ在脑损伤中的确切作用机制仍不清楚，本研究观察重

型脑挫裂伤后不同时相神经细胞形态变化，用ＲＴＰＣＲ及免

疫组织化学染色方法来观察重型脑挫裂伤后不同时相创伤

区及周边皮质ｉＮＯＳｍＲＮＡ及ｉＮＯＳ阳性细胞的表达变化，

为今后重型脑挫裂伤的临床治疗提供实验资料。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　ｉＮＯＳＰＣＲ引物由上海生工生物技

术服务有限公司合成；ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ、ＭＭＬＶＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ

ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、ＲｅａｄｙｔｏＵｓｅＰＣＲＫｉｔ购自Ｃｈｅｍｉｃｏｎ

公司；抗ｉＮＯＳ多克隆抗体购自Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司；生物素结合

的羊抗兔ＩｇＧ和３，３二甲基联苯胺ＤＡＢ购自Ｓｉｇｍａ公司；

ＡＢＣ试剂购自Ｖｅｃｔｏｒ公司。

１．２　研究对象及分组　重型脑挫裂伤组织取自２００５年９
月至２００６年８月南通大学附属医院神经外科收治的３８例

急诊行开颅挫裂伤组织清除术的患者，其中男２５例、女１３
例，术前ＧＣＳ评分３～８分，车祸２９例、高处坠落５例、跌倒

２例、打伤２例。３８例脑损伤组织按不同的受伤时间分为６
个时相组：０～６ｈ７例，６～１２ｈ８例，１２～２４ｈ９例，２４～３６ｈ

５例，３６～７２ｈ６例，７２ｈ以上３例。正常对照脑组织取自同

期４例良性脑肿瘤患者，年龄３５～６４岁，既往无精神类疾病

情况，为暴露瘤体切除部分正常脑组织。所有研究均征得患

者本人或家属知情同意并在南通大学伦理委员会备案并获

得通过。

１．３　脑组织尼氏染色观察　取脑组织放入４％多聚甲醛中

固定４～６ｈ，再先后转入２０％、３０％蔗糖中，待脑组织下沉

后，即可在脑组织损伤区行冠状位连续切片（ＬｅｉｃａＣＭ１９００
恒冷箱冰冻切片机），片厚８μｍ，直接贴于预先涂有明胶的

载玻片上。取一套切片置室温下晾干后，用焦油紫行尼氏染

色观察神经元形态的变化。

１．４　ＲＴＰＣＲ测定脑组织中ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达　将脑组

织取出后迅速浸入－１９６℃液氮罐中冻存备用。由上海生工
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生物工程技术服务有限公司合成引物，引物序列如下：ＧＡＰ

ＤＨＦｏｒｗａｒｄ５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，Ｒｅ

ｖｅｒｓｅ５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′；ｉＮＯＳＦｏｒｗａｒｄ

５′ＣＴＣＴＡＴ ＧＴＴＴＧＣＧＧＧＧＡＴ ＧＴ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＴＴＣ

ＴＴＣＧＣＣＴＣＧＴＡＡ ＧＧＡＡＡ３′，行甲醛变性胶电泳检测

ＲＮＡ完整性，ＰＣＲ反应经过预变性９４℃３ｍｉｎ、循环变性

９４℃１ｍｉｎ、复性６０℃４５ｓ、延伸７２℃１ｍｉｎ、循环３５次、延伸

７２℃１０ｍｉｎ，然后进行ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳。

１．５　免疫组织化学染色测定脑组织中ｉＮＯＳ的表达　将脑

组织立即放入至少是标本体积２０倍以上的４％多聚甲醛中

保存１２ｈ，再将固定后的脑组织进行常规脱水、二甲苯透明

后用石蜡包埋，连续切片。采用ＤＡＢ染色，ＡＢＣ法检测。观

察ｉＮＯＳ阳性神经元，ｉＮＯＳ阳性神经元胞质染色呈棕黄色，

每组取５个病例，每个病例取３张切片采用捷达８０１系列形

态学分析系统软件计算平均ｉＮＯＳ阳性细胞数。

１．６　统计学处理　ｉＮＯＳｍＲＮＡ相对灰度值及ｉＮＯＳ阳性

细胞数均以珚ｘ±ｓ表示，各时相点脑损伤组标本采用捷达８０１
系列形态学分析系统软件计算平均ｉＮＯＳ阳性细胞数，尼氏

染色神经细胞计数采用完全随机设计的两样本均数比较的

方差分析，ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达与ｉＮＯＳ阳性细胞数之间关系

采用定量资料相关回归分析。统计学处理采用ＳＰＳＳ１０．０
统计软件，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　尼氏染色结果　对照组尼氏染色见神经元排列规则，

胞体形态正常，核周尼氏小体丰富，细胞突起明显。创伤性

脑损伤组各时相点均可见尼氏染色创腔内神经元减少，创伤

区周边有较多神经元皱缩变形，胞质浓染，尼氏小体减少或

消失（图１）。对照组尼氏染色神经元计数８９．７４±７．８２，创

伤组尼氏染色神经元计数损伤后０～６ｈ为５２．２５±６．１５、损

伤后６～１２ｈ为４１．２１±５．５２、损伤后１２～２４ｈ为２９．４２±

３．１５、损伤后２４～３６ｈ为３８．８９±４．４５、损伤后３６～７２ｈ为

３５．７５±３．７９、损伤后大于７２ｈ为３３．１２±３．４５。创伤组尼

氏染色神经元明显少于对照组（Ｐ＜０．０５）。

２．２　脑组织中ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达　对照组皮质中ｉＮＯＳ

ｍＲＮＡ表达量较低（灰度值为０．０３±０．０１），脑损伤后创伤

区及周边皮质ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达量逐渐增高（０～６ｈ和６～
１２ｈ分别为０．６２±０．０５、０．７４±０．０８），伤后１２～２４ｈ
（０．９２±０．０４）达到高峰，组间有统计学差异（Ｐ＜０．０５，图

２）。

２．３　脑组织ｉＮＯＳ蛋白表达　ｉＮＯＳ阳性细胞呈棕黄色，ｉＮ

ＯＳ在生理状态下很少表达或不表达。脑损伤后０～６ｈ创

伤区及周边ｉＮＯＳ阳性细胞表达增多；６～１２ｈ进一步增多；

１２～２４ｈ达到高峰，创腔内尤为明显；２４～３６ｈ仍较多；３６～
７２ｈ较前减少；７２ｈ以后进一步减少（图３）。各时相点脑损

伤组标本，正常对照、０～６ｈ、６～１２ｈ、１２～２４ｈ、２４～３６ｈ、

３６～７２ｈ、大于７２ｈ组ｉＮＯＳ 阳性细胞数分别为０．２３±

０．０５、１２．１３±１．０５、２９．３２±３．６２、５２．７３±３．１５、３６．８９±

３．４５、１５．７５±１．７９、９．３２±１．０８。１２～２４ｈ中与其他各组比

较ｉＮＯＳ阳性细胞数最高（Ｐ＜０．０５）。

２．４　脑组织中ｉＮＯＳｍＲＮＡ、蛋白表达的相关性分析　统计

分析结果表明，创伤脑组织ｉＮＯＳｍＲＮＡ相对灰度值与ｉＮ

ＯＳ阳性细胞数高度相关（ｒ＝０．９５６，Ｐ＝０．００３），表明ｉＮＯＳ
在分子水平和蛋白水平表达有密切关系。

图１　正常对照组（Ａ）、脑损伤组创伤区（Ｂ）及创伤边缘区（Ｃ）尼氏染色结果

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　损伤区及周边皮质ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达变化

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：空白组；２：伤后０～６ｈ组；３：伤后６～１２ｈ组；４：伤后１２～２４ｈ组；５：伤后２４～３６ｈ组；６：伤后３６～７２ｈ组；７：伤后７２ｈ以后
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图３　正常对照组（Ａ）、损伤后１２～２４ｈ组（Ｂ）及损伤后７２ｈ以上组脑组织ｉＮＯＳ免疫组织化学染色

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

　　目前国内外研究［４６］表明在动物脑损伤模型中以及在脑

外伤死亡的死者脑中存在大量表达ｉＮＯＳ的巨噬细胞、中性

粒细胞；Ｏｒｉｈａｒａ［７］指出ｉＮＯＳ在人类脑损伤后的继发性脑损

伤中起着重要作用。本实验用尼氏染色法检测了神经元的

形态变化，ＲＴＰＣＲ、免疫组织化学染色方法在基因及蛋白质

水平观察ｉＮＯＳｍＲＮＡ和ｉＮＯＳ阳性细胞的表达。尼氏染色

结果提示创伤组尼氏染色神经元明显少于对照组。在常规

的 ＨＥ染色中也可以看到神经元的充血、水肿、变性、坏死以

及神经元减少也证实了尼氏染色的结果。在正常人ｉＮＯＳ表

达量几乎没有，脑损伤后０～６ｈ损伤区及周边皮质ｉＮＯＳ

ｍＲＮＡ和ｉＮＯＳ阳性细胞增加，但量较低，伤后１２ｈ起，损伤

区及周边皮质ｉＮＯＳｍＲＮＡ和ｉＮＯＳ阳性细胞增加明显，２４

ｈ达到高峰，至伤后７２ｈ仍明显高于对照组。ｉＮＯＳｍＲＮＡ
相对灰度值与ｉＮＯＳ阳性细胞数高度相关（Ｐ＝０．００３）。本

研究结果表明ｉＮＯＳ在人脑损伤后会出现ｉＮＯＳ的表达，且

表达的数量与伤后时程有一定的关系。

　　在本实验中，由于未对阳性细胞的种类作特异性的检

测，故脑损伤后何种细胞表达ｉＮＯＳ，以及它们之间的比例和

变化规律尚不明确。此外，脑损伤后损伤区及周边皮质也未

见中性粒细胞、血管平滑肌细胞及血管内皮细胞表达ｉＮＯＳ，

但发现在脑损伤后３、６及１２ｈ，在损伤区同一冠状层面的下

丘脑部位可见ｉＮＯＳ阳性血管内皮细胞，以伤侧居多，可能是

创伤产生的疼痛、缺血缺氧、炎症因子等因素引起中枢兴奋

性神经递质释放或直接作用于下丘脑而导致的创伤应激

反应。

　　颅脑创伤仍然是全球性主要的公共健康问题，本研究结

果进一步深入了解了ＮＯ／ｉＮＯＳ在中枢创伤性病变中的变化

规律及意义，将为脑组织疾病治疗开辟新途径。
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