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WCX一2蛋白质芯片对脑损伤大鼠皮质差异蛋白的检测

战丽 梁林舒清明 杨术旺 张永亮

【摘要】目的研究大鼠闭合性颅脑损伤后脑皮质中蛋白表达谱的变化及特点。方法72只雄性SD大

鼠被随机分为假手术组、损伤后4、8、12，2d和48 h组；每组8只用于WCX一2蛋白质芯片技术研究．4只用于

病理学研究。复制Marmarou落体打击脑损伤动物模型．取大鼠脑皮质行苏木素一伊红(HE)染色进行病理学

观察．采用Bradford法检测样本蛋白含量．对样本蛋白行WCX一2蛋白质芯片研究．用蛋白质芯片阅读机对蛋

白表达谱进行分析。结果①病理学观察显示，各{|=6{伤组脑皮质可见不同程度损伤。∞WCX一2蛋白质芯片实

验发现。与假手术组比较．脑损伤后皮质中有3个蛋白质的表达谱发生改变．j#中相对分子质量为5 639的差

异蛋白在损伤后8 h组表达增加(Jp<0．05)；相对分子质跫为3 2l 2的差异蛋白在假手术组、损伤后4、8、12

和24 h组几乎不表达，48 h组表达增加(P<0．05)；相对分子质昼为7 536的差异蛋白在假手术组、伤后4、8、

12和48 h组几毛不表达．24 h组表达增加fP<0．05)。结论脑损伤町引起脑皮质中蛋白表达谱发生变化。

【关键词】WCX．2蛋白质芯片； 脑损伤； 大鼠} 皮质； 蛋白

Detection of differential proteins in white matter in brain injury in rat by using a WCX一2 protein chip
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[Abstract]Objective To study the alteration in cortex protein fingerprinting of cerebral cortex after

closed brain iniury in rat．Methods Seventy—two male Sprague—Dawley(SD)rats were randomly divided into

sham operation group．4。8。12，24 and 48 hours postinjury groups．Eight rats in南ch group were used for

WCX一2 protein chip research．and 4 rats in each group for pathological examination．Marmarou’S

weight—dropping model was reproduced．and brain cortex was harvested for study with hematoxylin—eosin

(HE)staining，and Bradford method was adopted for WCX一2 protein chip research，and protein chip reading

was obtained for protein fingerprinting analysis．Results ①The pathological observation showed different

degree of injury could be seen in all the injury groups．②The WCX一2 experiment found that 3 protein

expressions had changed in cortex after brain injury compared with the sham operation group．The

differential protein with molecular weight of 5 639 protein expression was found to be upregulated at 8 hours

after injury(P<0．05)．The 3 212 protein did not expressed in sham operation or 4，8，12 and 24 hours

groups，but upregulated at 48 hours after injury(P<0．05)．The expression of 7 536 protein was

upregulated at 24 hours after injury(P<0．05)，but not in sham operation or 4，8。1 2，and 48 hours groups．

Conclusion Alterations in protein expression in cerebral cortex could be induced after brain injury．

[Key words]WCX一2 protein chip； brain injury； rat；cortex；protein

创伤性脑损伤(TBI)是因头部受到直接的物理

打击或外伤而引起颅骨骨折、急性脑组织脑血管破

坏的机械性原发损伤过程，以及一系列由分子和细

胞触发的级联反应共同导致的继发性脑损伤⋯。近

年来，研究者采用不同的脑损伤模型，将免疫组化、

分子原位杂交、逆转录一聚合酶链反应(RT—PeR)及

cDNA芯片技术等用于脑损伤后基因表达分析研

究，实验结果均表明TBI可引起脑内不同部位基因
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表达谱的改变心“】。本实验中采用弱阳离子交换芯片

WCX一2蛋白质芯片对大鼠闭合性颅脑损伤后脑皮

质中蛋白表达谱进行研究，比较脑损伤前后脑皮质

中蛋白表达谱的差异，为深入研究脑损伤及其修复

的有关机制奠定基础。

I材料与方法

1．1动物模赳建立：清洁级雄性SD大鼠72只，体

重350～450 g．由军事医学科学院实验动物中心提

供[许可证号：SCXK一(军)2002—0013。按随机数字

表法将大鼠分为假手术组和损伤后4、8、12、24和

48 h组．每组中8只用于蛋白质芯片研究．4只用于

病理学研究。参照Marmarou落体打击复制脑损伤

模型"]。创伤程度由改变坠落重物高度来调节；采用

的落体重量450 g。高度1．5 m。假手术组动物仅切
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开头顶部皮肤。将不锈钢打击颦片固定在大鼠颅骨

穹隆部，于术后24 h处死动物，取材做检测。

1．2检测指标及方法

1．2．1病理学观察：取脑皮质行纵行切面，常规石

蜡包埋、切片，片厚5肛m。行苏木素一伊红(HE)染

色，梯度乙醇脱水、二甲苯透明、封片。

1．2．2蛋白质芯片检测：假手术组动物于埋置垫片

后24 h、损伤组动物于打击后不同时间点在麻醉下

断头处死，立即取脑皮质置一80 C保存。检测Iii『融解

冰冻组织，冰上匀浆，4 C离心，取上清液，再离心，

分离上清液并分装，于一80 C下冻存。采用Bradford

法检测样本蛋白含量。将WCX 2蛋白质芯片(美国

Ciphergen公司)装入生物芯片处理器．加结合缓冲

液室温振荡孵育，再用结合缓冲液稀释、点样、振荡

孵育。用洗脱缓冲液洗涤芯片，去离子水冲洗，晾干，

用蛋白质芯片阅读机对蛋白表达谱进行分析。

1．2．3数据采集和结果分析：采用PBSⅡC型蛋白

质芯片阅读机读取数据。检测前用标准多肽(美国

Ciphergen公司)进行校正，系统质量偏差0．1％，每

个样本收集104个点，计算机自动采集数据，结果以

Biomarker Wizard分析软件比较各组大鼠脑皮质

的蛋白表达谱差异。

1．3统计学处理：采用Ciphergen proteinchip 3．0

软件对数据进行统计学处理，计量资料以均数土标

准差(z±s)表示，组问蛋白峰相对强度比较采用t检

验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1脑损伤后皮质中蛋白表达谱的时序性变化：采

用PBS I C型蛋白质芯片阅读机。自动收集蛋白峰．

共获404个脑皮质蛋自峰，分析发现损伤后相对分

子质鼍为5 639、3 212和7 536的蛋白表达发生改

变(图1～3)。表1显示：相对分子质量为5 639的蛋

自在假手术组有表达，伤后8 h蛋白峰强度表达明

显增高(P<0．05)；相对分子质量为3 212的蛋白在

假手术组及伤后4、8、12、24 h组几乎不表达，48 h

组蛋白峰强度高表达(P<0．05)；相对分子质量为

7 536的蛋白在假手术组、损伤后4、8、12、48 h组几

乎不表达，24 h组蛋白峰强度高度表达(P<0．05)。

2．2常规病理学染色结果(彩色插页图4～s)：损

伤组脑皮质可见不同程度损伤，伤后4 h可见灶状

或散在分布的红色神经细胞，个别细胞体积增大，细

胞质淡染，仅见核碎片。伤后8 h坏死神经细胞增

多，神经细胞数目减少；部分细胞胞质内见星形胶质

细胞(噬神经细胞现象)；局部小血管扩张，内皮细胞

增生；问质水肿，区域性疏松淡染。伤后12～48 h坏

死神经细胞减少。星形胶质细胞增生。

表1各组大鼠不同相对分子质量蛋白

表达峰强度比较(j±s)

组别
动物 兰望竺塑翌竺三竺墨
数 5 639 3 212 7 536

注：与假}术组比较，。P<O．05

5639 g+H

56’9 9+H

5639 9+H

5 639 9+H

5 639 9+H

5639 9+H

假手术组

损伤后4 h

损伤后8 h

损伤后12 h

损伤后24 h

损伤后48 h

4000 6000 8000

WCX 2蛋白质芯片技术检测到各组相对分子质量为

5 639的蛋白表达峰图(上)和腔图(下)

3 212 6+H

3 212 6+儿

3 212 6十H

3 212 6+H

I”12“H
3 212 6·H

圈2 WGX．2蛋白质芯片技术检测到各组相对分子质量为

3 212的蛋白表达峰图(上)和胶图(下)
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7 536的蛋白表达峰图(上)和胶图(下)

3讨论

大脑皮质由各种神经元、神经纤维及神经胶质

构成，是中枢神经系统的最高级中枢。皮质的功能复

杂．不仅与躯体的各种感觉和运动有关，也与语言、

文字等密切相关。大脑皮质对损伤的应答反应是极

其敏感的。损伤后在蛋白分子水平上将发生一系列

变化，从而导致组织细胞内蛋白表达谱随之改变。研

究发现，损伤后皮质核转录因子一KB(NF—KB)活性和

肿瘤坏死因子一a(TNF—d)蛋白含量均明显升高，结

果提示皮质损伤后通过改变特定蛋白分子表达水

平，参与脑损伤后继发性脑损伤过程¨]。本实验中选

取大鼠脑冲击伤发生部位大脑顶叶皮质作为研究部

位．以观察脑损伤后顶叶皮质蛋白表达谱的变化。

为探讨脑损伤后皮质蛋白表达谱的变化特点，

本实验中采用WCX 2蛋白质芯片结合表面增强激

光解吸离子化一飞行时间质谱技术，发现损伤后皮质

中相对分子质量为5 639、3 212和7 536的蛋白随

损伤时间的变化，表达的峰强度也不同。

目前，关于脑皮质蛋白的性质、来源和作用还不

清楚，但是从蛋白表达显示出的结果表明相对分子

质量为5 639的蛋白在正常情况下就存在，可能对

维持正常的生理功能具有重要作用，损伤后表达增

加，在8 h尤其强烈，提示脑损伤诱导该蛋白表达。

相对分子质量为3 212和7 536的蛋白在正常时几

乎不表达，却分别于损伤后48 h和24 h表达明显，

提示脑损伤可以诱导蛋白表达。所表达的蛋白可能

参与了继发性损伤或对脑组织损伤神经细胞的修复

再生及重塑发挥作用。

近年研究发现，参与脑损伤与修复的细胞因子

及生长因子有白细胞介素一113(IL一113)、IL一6，TNF-a、

热休克蛋白(HSP)。原癌基因Bcl一2、Bax，立即早期

基因c～fos、Pc—jun、NTFs等，它们在脑损伤后不同

时间、不同部位呈不同强弱的表达，其神经生物学作

用各异[91⋯。Siman等【1u研究认为，大部分脑损伤蛋

白标志物的研究集中在S100h蛋白和相对分子质

量为30 000 50 000的tau蛋白水解片段，因为缺

乏特异性和敏感度，两者都不能成为急性脑损伤的

生物学标记物，而变性神经元释放的蛋白及其蛋白

水解片段以及其他神经系统表达丰富的蛋白是急性

脑损伤后脑脊液中标志物，而且大脑损伤部位释放

出的蛋白质可能是影响神经变性的潜在机制。以上

研究所发现的蛋白质相对分子质量都很高，大约在

16 000以上。本实验中检测到的3个蛋白质相对分

子质量均较低，应属于新的蛋白质。

既往研究提示，脑损伤可诱导机体积极启动自

身修复机制，调节内环境，合成蛋白质，调节轴突的

生长和重塑等‘”J。本实验中从蛋白表达水平进一步

证实了上述结论，大鼠脑损伤后脑皮质中检测到上

调的蛋白中町能既有参与原发性损伤的，又有参与

继发性损伤的，也有参与修复的。

本实验中只采用了WCX一2蛋白质芯片尝试性

研究大鼠脑损伤后早期蛋白表达谱的变化，可能还

有变化的蛋白峰没有检测到。我们已对检测到的

3个蛋白质进行分离、纯化和鉴定，将在蛋白水平更

进一步深入研究脑损伤及其修复的分子机制。
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急性重症小脑出血的抢救体会(附10例报告)

李奋强 李松年 韦刚 徐育智 云宇

【关键词】小脑出血，重症，急性；手术； 急救

2001年1月一2008年2月．采用手

术治疗急性重症小脑出血患者10例．效

果良好，报告如F。

1临床资料

1．1患者一般资料：男6例，女4例；年

龄50～70岁，平均62岁；格拉斯哥昏迷

评分(GCS)：3～5分3例，6～8分7例。

1．2头颅CT：血肿位于左半球5例，右

半球3例，小脑蚓部2例；血肿破人四脑

室10例；按多田公式计算出血量12～

30 ml，平均20 ml；脑室全部受压变形，

双侧侧脑室和三脑室均扩大。

1．3手术方法：10例患者均在病房先

行脑室额角外引流术后送手术室行后颅

窝开颅血肿清除术，采取侧卧位或侧俯

卧位，根据血肿部位使用倒L形或正中

切口，咬除枕骨鳞部，切开硬膜后，先穿

刺抽出部分血肿．然后切开小脑皮质，清

除血肿及充分止血。若血肿破入脑室，可

由破口一同清除四脑室内血肿。硬脑膜

不行缝合，血肿腔置管引流。

1．4术后处理：控制血压。根据患者血

压情况静脉给予降压药，注意血压不能

过低，以免导致脑缺血。加强呼吸道管

理，10例术后均行气管切开，过度烦躁

者给予镇静剂．动态复查头颅cT，脑室

残留血块者由侧脑室内注入尿激酶溶解

作者单位：545002广西柳州．柳州医学

高等专科学校第一附属医院神经外科

作者简介：李奋强(1958一)，男(壮族)，

广西壮族自治区人．副主任医师．Email：

lalfq@126．corn。

血凝块以利于引流，术后7～9 d拔除脑

室外引流管。术后常规给予抗感染，脱

水、营养神经、预防应激性溃疡等治疗。

1．5结果：6个月后按照日常生活活动

能力(ADL)标准判定，ADL 1级3例，

2级5例，3级2例。

2讨论

自发性小脑出血的常见原因是高血

压和(或)动脉粥样硬化“：，其临床征象

变化多样．缺乏特异性。早期诊断凼难。

凡高血压患者突然发生一侧后枕部剧

痛、频繁呕吐、严重眩晕，瞳孔缩小、凝视

麻痹，肢体共济失调、意识障碍进一步加

重而无明显肢体瘫痪者，必须警惕小脑

出IflL的可能“J，应及早行CT检查，以明

确诊断。由于小脑出血靠近脑干，而且在

出现不可逆转恶化之前多无明显征兆，

为防止上述情况发生应及时手术[3]。段

国升等“3主张手术的适应证为：(D小脑

出血量>10 ml，颅内高压和小脑症状明

显，或病情呈进行性加重者；②血肿临近

第四脑窄，虽小但易破人第四脑室或压

迫第四脑室使之变形、移位，引起脑脊液

循环障碍，造成急性颅内压增加者。

关于手术时机，应及早减轻血肿对

脑组织的压迫，防止出血后一系列继发

性改变导致恶性循环，提高治愈率及生

存质量．减少后遗症¨]。本组10例患者

均在病房紧急先行脑室外引流术。病情

缓解，为手术清除血肿、挽救患者生命争

取了时间．有助于降低颅内压．达到快速、

持续、稳定的降低颅内压作用。血性脑脊

液的体外引流，减轻了血性脑脊液的刺

·经验交流·

激，术后少用或不用脱水剂，减少了并发

症。手术过程中不必强求完全清除血肿，

只要清除大部血肿．达到降低颅内压、解

除脑下受压的目的即可；止血要彻底，止

血时要保护好正常的血管和神经．避免

损伤；再出血和脑梗死是患者术后死亡

的重要原因，术后要控制血压在正常范

围。小脑出血会影响呼吸中椒，患者会出

现各种呼吸障碍，必须加强呼吸道管理。

综上所述，我们认为，对于急性重症

小脑出血患者(GCS≤8分)、小脑出血

量>10 ml、颅内高压和小脑症状明显，

或病情呈进行性加重者．只要能够耐受

麻醉和手术，患者家属理解并同意．都应

采取积极的抢救，争取时间，尽早诊断，

尽早手术。尽量手术．通过以上抢救手术

治疗重症高血压性小脑出血疗效确切，

预后较好。
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(正文见652页)

圈4光镜下现察假手术组大鼠大脑皮质病理学改变(HE．x200) 圈5光镜下现煮损伤后8腿大鼠大脑皮质病理学改变(HE．×200)

脑出血患者血肿周围组织水通道蛋白．4表达与脑水肿
及病理超微结构变化的关系

(正文见674页)

圈2光镜下现寨患者脑出血后24～48 hfa肿
周围脑组织水肿明星(hE．×200)

田3电镜下观察患者脑出血后24-48 h血肿
周围脑组织胶质细胞胞质及线粒体肿胀明显。

次级溶酶体增加(铀—铅双染，x 10 000)

圈4电镜下观察患者脑出血后24-48 h血肿周围
脑组织神经细胞损伤严重．核染色质聚集．核睫

不完整，胞质及线幸直体肿胀明显，次级溶酶
体增加(铀—铅双染．x 8 000)

两种内源性内皮素对脑出血应激性溃疡干预作用的对比研究
(正文见678页)

@：对照组(A组)I@：模型组(B组)·o：内皮素抗体组(c组)。@，内皮素拮抗剂组(D组)
田1 光镜下观襄各组大鼠胃黏膜病理学改变(HE，×100)

@：对照组(A组)．@：模型组(B组)·o；内皮素抗体组(c组)·@：内皮素拈抗剂组(D组)
圈2电镜下现塞备组大鼠胃壁细胞超徽结构改变I铀—铅双毖．×8 000)
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