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!! ! "#$%&’ 抗体效价和特异性测 以 "#$ % &’$(#&
表达蛋白为靶蛋白，以免疫新西兰兔获得的血清为多

克隆抗体，采用 )’$(’*& +,-((#&. 方法测定抗体效价，

抗体以 / 0 /111，/ 0 2111，/ 0 3111，/ 0 4111 比例稀释，前

3 组稀释影响不显著，/ 0 4111 稀释效果明显降低（5#.
/6）! 采用 / 7 2111 和/7 3111的稀释比例进行免疫组

化试验! 结果显示，在侧脑室背外侧和室管膜下有阳

性 &’$(#& 细胞分布，阳性细胞胞体清晰可辨，细胞椭

圆形，排列较紧密（ 5#.28，+，抗体 / 7 3111 稀 释 比

例）! 9’$(#& 阳性着色主要分布于细胞质和细胞放

射状或者星状突起，胞核未着色 !

() 讨论

反应型胶质细胞巢蛋白呈强阳性；在角膜缘干细

胞、胰腺干细胞［:］等 &’$(#& 蛋白被采用为相关干细胞

标记物! 而抗体的高效价和特异性至关重要，我们获

得的兔抗小鼠 &’$(#& 特异性抗体，效价高，特异性强，

可用于大鼠神经生物学研究!
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*) 实验资料) 成年雄性 B6 大鼠 /T1 只，体质量 341 a 3K4 .
随机分成上午、下午，前半夜及后半夜 : 组，每组 :1 只，分别

在 1Z711 a //711，/4711 a /Z711，21711 a 23711 及 13711 a 1T711
严格按照 /VV: 年 b<*;<*-A 的方法（% 7!./-+./8，/VV:；Z1（2）：

2V/ L 311! ）复制重型闭合性颅脑损伤模型! 于致伤后 2: H 用

乙醚吸入麻醉后，以 :c :1 . 0 ? 多聚甲醛 241 ;? 经心灌注固

定后，开颅取脑，放于相同的外固定液中 :c 过夜! 常规石蜡

包埋，冠状切片，片厚 K !;，进行 "C 染色! 采用 Mbd8B%真彩

色医学图像分析系统（ 由北京航空航天大学提供）分析和 ]%
,S;RA$ 摄像显微镜进行顶叶皮质区及海马 M82 区坏死细胞

记数（ 个 0 :11 倍视野）! 实验中所得数据均用 9 e + 表示，经

8EE’$$ 数据库整理后应用美国 B8B 统计软件 T[ /2 \B 121 D-*
I#&G-I$，进行卡方检验及方差分析! 以双侧 :!1[ 14 为差异

在统计学上有显著性意义! 大鼠致伤后多数出现有短暂呼吸

停止，给予人工辅助呼吸后，自主呼吸多于 21 a 31 $ 内恢复

（自主呼吸未恢复者死亡）；伤后大鼠多表现有四肢剧烈抽搐，

持续时间约 /4 a31 $，随后前肢呈去皮层屈曲状态；大鼠伤后

均呈昏迷状态，多于/1 a 21 ;#&内意识状态恢复! 上午组死亡

/V 只（:K[ 4f），下午组死亡 21 只（41[ 1f，:! 1[ 14 5+ 上午

组），前半夜组死亡 /4 只（3K[ 4f，:" 1[ 14 5+ 上午组），后半

夜组死亡 /T 只（:1[ 1f，: " 1[ 14 5+ 上午组）! 伤后 2: H，顶

叶皮质区及海马 M82 区即出现神经细胞变性坏死，镜下可见

细胞皱缩、核溶解及空泡样变! 皮质区变性坏死神经细胞数

（个 0 :11 g ）：上午组（V[ /2 e 2[ 4），下午组（V[ 24 e 2[ Z），前半

夜组（Z[ V2 e 2[ T），后半夜组（V[ 3: e 2[ :），海马区变性坏死神

经细 胞 数（ 个 0 :11 g ）：上 午 组（ /:[ /T e 3[ Z），下 午 组

（/:[ V/ e 3[ K），前半夜组（/4[ /1 e 3[ V），后半夜组（/:[ T2 e
3[ K）! 各 组 间 的 变 性 坏 死 神 经 细 胞 数 无 明 显 差 异（ : !
1[ 14）!

!) 讨论) 使用大鼠复制重型闭合性颅脑创伤模型死亡率，

b<*;-*< 报道为 ::f ! 有时会更高! 有些学者试图用降低致伤

高度的办法来减少死亡率，但受伤程度减轻，不符合重型颅脑

创伤的要求! 我们发现白天制作重型闭合性颅脑创伤模型的

死亡率为 :K[ 4f a 41[ 1f，但夜间仅为 3K[ 4f a :1[ 1f，明显

低于白天! 这可能与大鼠喜夜间活动，应激能力更强有关! 大

鼠致伤后大多即刻出现短暂的呼吸停止，四肢剧烈抽搐，呈昏

迷状态! 伤后 2: H 断头取脑发现，均有严重的蛛网膜下腔出

血；"C 染色证实伤后大鼠脑组织存在明显的神经细胞变性坏

死! 这和 b-&(<$$ 的描述完全一致! 而不同时间内复制模型脑

组织变性坏死的神经细胞数无明显的差异，这说明在同样的

致伤条件下，致伤程度是一致的，但死亡率不同! 作者建议在

夜间制作重型闭合性颅脑创伤模型，以减少实验动物的浪费!
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