
书书书

第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００７Ｏｃｔ；２８（１０） ·１１１３　 ·

·论　著·
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白在不同年龄组患者脑挫裂伤组织中的表达
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［摘要］　目的：研究不同年龄组患者颅脑损伤后脑挫裂伤组织中凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达差异，探讨年龄因素对颅脑

损伤患者预后影响的分子生物学机制。方法：收集临床脑挫裂伤患者手术切除的脑挫裂伤组织，并随机选取１５例颞叶癫 或

血管畸形手术患者颞叶皮质脑组织作为对照。应用免疫组化和计算机显微图像分析技术，比较老年组（≥６０岁）、成年组（１９～

５９岁）和未成年组（≤１８岁）患者脑损伤后３～９ｈ挫裂伤组织中Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达水平的差异。结果：脑损伤后Ｂｃｌ２、Ｂａｘ
蛋白在脑挫裂伤组织中的表达与对照标本相比明显增强（Ｐ＜０．０５）；老年组患者脑挫裂伤组织中Ｂｃｌ２／Ｂａｘ蛋白表达比率显

著低于未成年组和成年组（Ｐ＜０．０５）；成年组患者脑挫裂伤组织中Ｂｃｌ２／Ｂａｘ蛋白表达比率显著低于未成年组 （Ｐ＜０．０５）。结

论：年龄因素可影响创伤性颅脑损伤后患者脑组织中Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白的表达，老年颅脑损伤恢复不良可能与Ｂｃｌ２／Ｂａｘ蛋白表

达比率降低有关，而未成年颅脑损伤患者预后较好可能与Ｂｃｌ２／Ｂａｘ蛋白表达比率较高有关。
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　　年龄是影响颅脑损伤预后的重要因素之一。临
床资料表明［１２］，颅脑损伤后老年患者存在着恢复
慢，神经功能缺失严重，预后差，病死率高等特点，而
未成年颅脑损伤患者的预后通常优于成年和老年，
但是目前人们对这一临床现象的病理生理学机制还

报道甚少。大量的实验证实凋亡抑制因子Ｂｃｌ２和
凋亡促进因子Ｂａｘ蛋白的表达与受损神经细胞的转
归密切相关。为此，本实验观察了老年、成年和未成
年患者脑挫裂伤脑组织中的Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达差
异，试图由此探讨年龄对颅脑损伤预后影响的分子
生物学机制。

１　材料和方法

１．１　研究对象　选取２００４年７月至２００５年２月福
州总医院和解放军第４７６医院收治的脑挫裂伤患者
中急诊开颅手术的５８例患者，并随机选取１５例颞叶
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癫 或血管畸形手术患者颞叶皮质脑组织作为对照。

１．２　筛选条件　（１）病情选择：入院时患者为重型
颅脑损伤患者，格拉斯哥昏迷评分（Ｇｌａｓｇｏｗｃｏｍａ
ｓｃａｌｅ，ＧＣＳ）为６～８分；（２）时间窗选择：所有标本
均来自伤后３～９ｈ；（３）标本来源部位：额颞叶皮质
脑挫裂伤组织缺血半暗带（ｐｅｒｉｉｓｃｈｅｍｉｃｚｏｎｅ，ＰＩＺ）
区；（４）临床及随访资料完整；（５）资料证明入院前和
手术室没有低血压／血容量减少、缺氧，并排除原来
患有严重神经系统、心血管系统、呼吸系统、泌尿系
统等疾病的患者；（６）为了保持样本组织学的一致
性，复染后发现包含有坏死区域和（或）炎性细胞浸
润，太接近于坏死中心与ＰＩＺ区的交点，予以排除。
符合进一步实验的标本有４６例。

１．３　分组　按《中华人民共和国民法通则》和联合国
提出的年龄划分标准，年龄≥６０岁为老年组，１９～５９
岁为成年组，≤１８岁为未成年组。脑挫裂伤标本中老
年组１１例，成年组２５例，未成年组１０例。对照标本
中老年组４例，成年组７例，未成年组４例。

１．４　标本取材和石蜡切片制备　术中去除容易吸
除的坏死中心后，ＰＩＺ区与临近不易吸除的白质区
域肉眼观察易于区别，用取瘤钳从ＰＩＺ区咬除不大
于３ｍｍ３的样本［３］。常规石蜡切片，片厚５μｍ。

１．５　Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白检测　采用免疫组化 ＥｎＶｉ
ｓｉｏｎ法，第一抗体（即用型）购自福州迈新公司。用
计算机显微图像分析系统观察Ｂｃｌ２、Ｂａｘ阳性细胞
分布，计算每ｍｍ２中阳性细胞数。

１．６　统计学处理　各组测定数据用珚ｘ±ｓ表示，采
用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行方差分析。

２　结　果

２．１　阳性细胞分布　Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白主要位于核

膜上，在内质网、线粒体外膜上也有分布，因此表达
阳性的细胞主要在胞质着色，呈弥漫性或散在棕红
色颗粒。主要分布于大脑半球皮质神经元和神经胶
质细胞（图１）。

图１　脑挫裂伤组Ｂｃｌ２（Ａ）和Ｂａｘ（Ｂ）免疫组化阳性细胞

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２（Ａ）ａｎｄＢａｘ（Ｂ）ｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎｃｏｎｔｕｓｉｖｅａｎｄｌａｃｅｒａｔｅｄｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓ（×４００）

２．２　阳性细胞计数　对照标本Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白
免疫组化染色均为阴性或弱阳性，在老年组、成年组
和未成年组中的表达差异不明显。脑挫裂伤标本中

Ｂｃｌ２蛋白在老年组、成年组和未成年组中的表达相
差不多 （Ｐ＞０．０５），而Ｂａｘ蛋白在老年组中的表达
均高于未成年组和成年组，而成年组表达也高于未
成年组（Ｐ＜０．０５）。由于Ｂｃｌ２、Ｂａｘ在调节细胞凋
亡中的作用相反且在颅脑损伤后表达均有增加，故
本组计算了脑挫裂伤组的Ｂｃｌ２／Ｂａｘ值，统计结果
显示，三组之间均存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）；老年
组脑挫裂伤组织中Ｂｃｌ２／Ｂａｘ显著低于未成年和成
年组（Ｐ＜０．０５）；成年组脑挫裂伤组织中Ｂｃｌ２／Ｂａｘ
显著低于未成年组（Ｐ＜０．０５）。详见表１。

表１　不同年龄颅脑损伤后额叶和颞叶Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白的表达

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ａｎｄＢａｘｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓａｄｕｌｔ，ｎｏｎａｄｕｌｔａｎｄａｇｅｄｐａｔｉｅｎｔｓａｆｔｅｒｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ
（珚ｘ±ｓ，ｍｍ－２）

Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｆｒｏｎｔａｌｌｏｂｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘ

Ｎｏｎａｄｕｌｔ（ｎ＝１０） Ａｄｕｌｔ（ｎ＝２５） Ａｇｅｄ（ｎ＝１１）
Ｔｅｍｐｏｒａｌｌｏｂｅｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘ

Ｎｏｎａｄｕｌｔ（ｎ＝１０） Ａｄｕｌｔ（ｎ＝２５） Ａｇｅｄ（ｎ＝１１）
Ｂｃｌ２ ２７３．０±３０．６ ２６７．８±２７．１ ２６４．５±２８．８ ２７１．８±２９．６ ２６７．０±１８．１ ２６５．２±２３．９
Ｂａｘ ２７４．２±２８．６ ４０５．２±３１．２ ４５４．７±４１．０△ ２６５．７±３６．６ ３８６．８±４１．８ ４６４．７±４７．１△

Ｂｃｌ２／Ｂａｘ １．００±０．１２ ０．６６±０．０７ ０．５８±０．０５△ １．０２±０．０９ ０．６９±０．０８ ０．５７±０．０６△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｎａｄｕｌｔ；△Ｐ＜０．０５ｖｓａｄｕｌｔ

３　讨　论

　　在创伤性颅脑损伤急性期，脑挫裂伤的特征是
中心的坏死区，四周环绕着局部缺血非坏死组织区
域，即ＰＩＺ区。随着对ＰＩＺ研究的深入，现在许多学

者认为，广义的ＰＩＺ通过治疗干预是有可能被挽救
的，即潜在可逆的缺血脑组织。然而，ＰＩＺ并非处于
静止状态，而在时间与空间上呈一个动态的变化过
程。这一定义重点着眼于临床并有助于明确可能被
挽救的对象，提示ＰＩＺ是治疗的主要目标。
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　　当暴力作用于头部时，不但造成原发性脑损伤，
也将引起继发性脑损伤。现已广泛认可颅脑损伤后
迟发性神经元死亡（ｄｅｌａｙｅｄｎｅｕｒｏｎｄｅａｔｈ，ＤＮＤ）导
致行为损害［４］。近来ｂｃｌ２基因家族与颅脑损伤后

ＤＮＤ的关系亦越来越受学者们的关注。ｂｃｌ２基因
及其家族成员在细胞凋亡中起重要作用，它们共同
构成一个非常复杂的相互作用网络，调控细胞凋亡。
大量的实验证实凋亡抑制因子Ｂｃｌ２和凋亡促进因
子Ｂａｘ蛋白的表达与受损神经细胞的转归密切相
关。鉴于此，本实验选择了凋亡相关蛋白（Ｂｃｌ２，

Ｂａｘ）作为研究对象。

　　部分脑挫裂伤患者需要急诊开颅行挫裂伤组织
清除术和（或）额极、颞极切除内减压术，这为研究人
脑外伤后ＤＮＤ提供了条件。但采用这种方法有一
定的困难，主要在于手术切除挫伤灶本身存在大量
的坏死，所以要研究凋亡蛋白的标本必须来自挫伤
灶周围的脑组织，而非挫伤灶本身。而且坏死和炎
性细胞都对免疫化学发生反应，因此标本必须无明
显坏死和大量炎细胞浸入才符合凋亡相关蛋白的研

究条件。所以我们选择了坏死组织周围的非坏死区
非炎性浸润区，即ＰＩＺ区来进行分析。

　　由于ｂｃｌ２、ｂａｘ基因属于即刻早期基因，在创伤
后数小时即被激活，２４ｈ到达高峰，１周后恢复正
常。因此，本实验选取较为关键的颅脑损伤早期
（３～９ｈ）作为观察时间点。

　　本组实验结果发现，正常对照组Ｂｃｌ２和Ｂａｘ
蛋白表达为阴性或弱阳性，老年组、成年组和未成年
组无差别。脑损伤后脑挫裂伤组织Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋
白免疫阳性细胞大量增加，这与有关神经损伤后

Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达变化的动物实验观察结果是
一致的［５６］。老年组患者脑挫裂伤组织Ｂａｘ蛋白表
达显著高于未成年组和成年组，由于Ｂｃｌ２蛋白表达
基本一致，因此老年组患者损伤侧Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比例
也就低于未成年组和成年组；同样成年组患者脑挫
裂伤组织Ｂａｘ蛋白表达显著高于未成年组，由于

Ｂｃｌ２蛋白表达基本一致，因此成年组患者损伤侧

Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比例也就低于未成年组。根据凋亡相关
理论：Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比例决定细胞受刺激后凋亡还是存
活，Ｂｃｌ２蛋白占优时细胞存活，Ｂａｘ蛋白占优时细
胞凋亡，老年患者脑损伤后Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比例的下降
就意味着老年患者受损神经元抗凋亡能力减弱。这
与高进喜等［７］得到的观点比较一致，他们发现液压
打击伤后ＮＧＦ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白在大鼠损伤侧大脑
皮质、海马表达明显增强，老龄组大鼠伤侧皮质

ＮＧＦ蛋白表达和Ｂｃｌ２／Ｂａｘ蛋白表达比率显著低于

幼龄组，认为老龄和幼龄大鼠液压脑损伤后 ＮＧＦ、

Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达的差异提示老龄哺乳动物受
损神经元修复和生存能力下降。而Ｃｌａｒｋ等［８］研究

发现：重型颅脑损伤后生存患者脑组织中Ｂｃｌ２蛋白
高于死亡患者，儿童脑组织样本中Ｂｃｌ２蛋白表达水
平高于成年人，因此他们认为Ｂｃｌ２表达的增强可能
是儿童颅脑损伤恢复较好的重要原因之一。与

Ｃｌａｒｋ不同的是，Ｂｉｔｔｉｇａｕ等［９］发现在出生后３～３０
ｄ的大鼠中，３～７ｄ鼠颅脑损伤后Ｂｃｌ２蛋白表达水
平最低，预后最差；而３０ｄ鼠Ｂｃｌ２蛋白表达水平最
高，预后最好，他们认为这有助于解释新生儿颅脑损
伤预后较差的原因。以上研究表明Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋
白表达水平的确受到年龄因素的影响，但目前还不
清楚这种影响产生的分子生物学机制，有待于进一
步研究。

　　总之，重型颅脑损伤后老年组患者损伤侧皮质

Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比例显著低于未成年组，这一发现对临床
上老年人颅脑损伤后恢复慢、神经功能缺失重、预后
差，和未成年颅脑损伤患者的预后优于成年和老年
的原因提供了一种合理的解释。
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