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【摘+ 要】目的：探讨孕酮（ NOGP）对大鼠创伤性脑损伤
（.ES）后神经细胞保护作用及其可能的机制- 方法：雄性 D>
大鼠 !", 只随机分为假手术组，损伤组和 NOGP 治疗组，每组
*) 只- 按照改进的 V//9/; 自由落体损伤装置制作大鼠脑损
伤模型，建模后 )，!$，$(，(,，%$ 和 !(( <各组分别利用末端
脱氧核酸转移酶介导的三磷酸鸟苷末端标记法（.XI1Y）测
定大鼠海马 JC! 区神经细胞凋亡，利用免疫组织化学方法测
定大鼠海马 JC! 区 E=0#$，E3Z的表达- 结果：假手术组未见
神经细胞凋亡，E=0#$ 和 E3Z 阳性细胞；NOGP 治疗组伤后 $(，
(, 和 %$ <神经细胞凋亡数分别为 &- ," [ !- *)，!"- &" [ !- !*，
&- ’" [ !- )$，低于损伤组细胞凋亡数 !!- )" [ !- &’，!*- $" [
!- "(，!!- ," [ !- ,(，差异有统计学意义（9 \ "- "’，9 \ "- "!）；
NOGP治疗组大鼠脑组织中 E=0#$ 阳性神经细胞表达高于损
伤组（9 \ "- "’，9 \ "- "!），E3Z 阳性神经细胞表达低于损伤
组（9 \ "- "’，9 \ "- "!）；NOGP治疗组损伤后 !$，$(，(,，%$
和 !(( < E=0#$ ] E3Z细胞比值分别为 *- ,( [ "- (&，*- (, [ "- %$，
*- *! [ "- *,，*- &( [ "- )%，(- ,, [ "- &*，大于损伤组 E=0#$ ] E3Z
比值 $- &! [ "- %(，$- (* [ "- ’$，$- *( [ "- (!，$- && [ !- "(，
*- )& [ "- ,%，差异有统计学意义（9 \ "- "’，9 \ "- "!）- 结论：
脑损伤后，NOGP可能通过促进 E=0#$ 的表达，抑制 E3Z 的表
达，增加 E=0#$ ] E3Z比值，从而减少神经细胞凋亡-
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EF 引言
近年来，孕酮（?@7K/5A/@79/，NOGP）对创伤性脑

损伤（ A@3M23A4= Q@349 49RM@;，.ES）的保护作用越来越
受到重视- ^3K9/@等［!］证实了脑损伤的预后受性别
因素的影响，雌性动物优于雄性- NOGP 作为性别特
征的重要物质，可能在脑保护方面起重要作用- >R/#
Q3404等［$］报道 NOGP 可抑制脑损伤后神经细胞凋
亡，但相关的机制尚未阐明- 本实验按照改进的
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!""#"$自由落体损伤装置制作大鼠脑损伤模型［%］，
研究 &’()对脑损伤后神经细胞凋亡及凋亡相关基
因 *+,-.，*/0表达的影响，探讨 &’() 对神经细胞保
护作用的可能机制1

!" 材料和方法
!1 !" 材料" 健康雄性 23大鼠 456 只，体质量 .65 7
%55 8（华北煤炭医学院实验动物中心提供）；按文献
［%］的方法制作 !""#"$ 自由落体脑损伤装置1 孕酮
（黄体酮注射液）药物批号：国药准字 94.5.5:%;，产
品批号 5;5;4:4（天津金耀氨基酸有限公司生产）；三
磷酸鸟苷末端标记法（<=>?@），*+,-.，*/0 检测试剂
盒（北京中山生物技术有限公司），其他常用试剂均

为国产分析纯1
!1 #" 方法
41 .1 4A 动物分组 A 将 456 只大鼠随机分为假手术
组、损伤组和 &’()治疗组，每组动物 %B 只1 按伤后
取材时间的不同每组又分为伤后 B，4.，.;，;6，C.
和 4;; D共 B 个时间点组，每组 B 只动物1
41 .1 .A 模型制备A 按照文献［;］的方法，损伤组和
&’()治疗组大鼠均经戊巴比妥钠（;5 E8 F G8）腹腔
麻醉，在矢状缝后 41 : EE，中线旁 .1 : EE 处打开一
直径 : EE骨窗，用 ;5 8的击锤从 .: +E处自由坠落
冲击撞杆造成脑损伤，致伤冲击力约为 51 566 >·H1
假手术组仅切开头皮，开同样大小骨窗而不造成脑挫

伤1 &’()治疗组伤后 4，B D腹腔注射 &’() 4B E8 F
G8，伤后 .;，;6，C.，IB，4.5 和 4;; D 皮下注射 &’()
4B E8 F G81 假手术组和损伤组在相同时间内给予等
量生理盐水腹腔注射或皮下注射1
41 .1 %A 取材固定切片A 于上述伤后各时相点，对动
物进行戊巴比妥钠麻醉，开胸，;5 8 F @ 多聚甲醛经心
灌流固定 45 EJ#后，断头取出脑组织，置于 ;5 8 F @多
聚甲醛后固定 4. 7 .; D，取出固定液中脑组织标本，
常规脱水、石蜡包埋1 标本自视交叉后连续作冠状切
片，层厚 B !E，贴附于玻片上待用1
41 .1 ;A 免疫组织化学染色A 采用 2&法：切片脱蜡至
水，% 8 F @ 9.(. 室温 45 EJ#，抗原微波热修复，山羊血
清孵育，兔抗大鼠 *+,-.，*/0多克隆抗体 4K455 孵育，
湿盒内 ;L冰箱过夜，生物素标记的二抗 45 EJ#，链
霉菌抗生物素蛋白-过氧化酶 45 EJ#，3M* 显色1 阴
性对照以 &*2代替一抗1
41 .1 : A 神经细胞凋亡检测A 采用 <=>?@ 法：% 8 F @
9.(. 封闭内源性过氧化物酶，以蛋白酶 N 消化，缓
冲液冲洗，加入反应液 %CL孵育 B5 EJ#，冲洗，加入
转化剂 &(3 %CL孵育 %5 EJ#，&*2 冲洗，3M* 显色1

用不含 <O<的 <=>?@反应液作阴性对照1
41 .1 B A 结果判定 A 胞核染色呈棕黄色或棕红色为
<=>?@阳性1 胞质染色呈棕黄色或棕褐色为 *+,-.，
*/0免疫组化染色阳性1 切片在 ;55 倍光镜下观察，
随机取 : 个视野，计数每个视野（在海马 PM4 区长度
为 4 EE）阳性细胞数，以平均值代表各区计数结果1
统计学处理：所有数据用 ! " # 表示，采用 2&22

451 5 统计软件进行数据统计处理，各组间比较采用
方差分析，$ Q 51 5: 为差异有统计学意义1

#" 结果
#$ !" 大鼠海马 %&! 区神经细胞凋亡，’()*# 和 ’+,
的表达" 假手术组未见神经细胞凋亡和 *+,-. */0 阳
性细胞1 &’()治疗组 <=>?@ 阳性细胞数低于损伤
组（图 4M，*），.;，;6 和 C. D &’()治疗组与损伤组
之间差异有统计学意义（$ Q 51 5:，$ Q 51 54）1 &’()
治疗组 *+,-. 阳性细胞高于损伤组（图 .M，*），4.，
.;，;6 和 C. D &’() 治疗组与损伤组之间差异有统
计学意义（$ Q 51 5:，$ Q 51 54）1 &’() 治疗组 */0
阳性细胞表达减少（图 .P，3），损伤后 .; 和 ;6 D
&’()治疗组与损伤组之间差异有统计学意义（$ Q
51 5:，$ Q 51 54，表 4）1

M：损伤组；*：&’()治疗组1

图 4A 大鼠伤后 .; D 海马 PM4 区神经细胞凋亡A <=>?@ R
;55

#$ #" ’()*# - ’+, 比值的变化" 结果显示，损伤后 B，
4.，.;，;6，C. 和 4;; D大鼠海马 PM4 区 *+,-. F */0 比
值损伤组为 %1 %B S 51 6%，.1 I4 S 51 C;，.1 ;% S 51 :.，
.1 %; S 51 ;4，.1 II S 41 5; 和 %1 BI S 51 6C；&’() 治疗
组为 %1 IC S 51 ;C，%1 6; S 51 ;I，%1 ;6 S 51 C.，%1 %4 S
51 %6，%1 I; S 51 BC 和 ;1 66 S 51 I%1 &’()治疗组 *+,-
. F */0比值大于损伤组，组间差异具有统计学意义
（$ Q 51 5:，$ Q 51 54）1
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!：损伤组 "#$%&；"：’()* 治疗组 "#$%&；+：损伤组 ",-；.：’()*

治疗组 ",-/

图 &0 大鼠伤后 &1 2海马 +!3 区 "#$%&，",-表达0 4’ 5 166

!" 讨论
脑损伤后的继发性损伤至今仍缺乏理想的治疗

方法和手段/ ’()* 作为新的神经调质对脑损伤的
保护作用逐渐受到重视/ *78 等［9］在双额叶脑损伤
大鼠模型中观察到，’()* 治疗可以减少损伤灶周
围水通道蛋白%1（!:’1）的表达，减轻脑水肿以及神
经细胞凋亡，提示 ’()* 对神经细胞具有保护作用/
’()*还具有抗氧化损害作用，可减轻脑损伤后的炎
症反应，抑制 ;<.!受体活性，增强抑制性神经递质
*!"! 受体的活性，降低兴奋性氨基酸的毒性作用
等［=］/ 本实验我们观察了 ’()* 对脑损伤后神经细
胞凋亡的影响，结果显示脑损伤后 = 2海马 +!3 区即
有神经细胞凋亡，伤后 1> 2 神经细胞凋亡数量达到
高峰，持续至 = ? 仍可见少量凋亡细胞/ 给予 ’()*
后，海马 +!3 区 @A;BC 阳性细胞数较损伤组的
@A;BC阳性细胞数明显降低，提示 ’()* 可抑制创
伤性脑损伤后神经细胞凋亡，这与文献报道的研究结

果基本一致［&］/
0 0 "#$%& 蛋白可抑制细胞色素%+ 从线粒体释放，而
",-蛋白可启动该过程并通过活化 +,DE,DF%G 而导致
细胞凋亡/ "#$%& 与 ",- 有很高的同源性，两者之间
常可形成异源性二聚体，其比值变化可影响神经细胞

表 30 大鼠海马 +!3 区神经细胞凋亡，"#$%&，",-的表达 （! H =，" # $）

组别 = 2 3& 2 &1 2 1> 2 I& 2 311 2

凋亡细胞0 损伤 =/ J K 3/ G& >/ 9 K 3/ 9= 33/ = K 3/ J9 3G/ & K 3/ 61 33/ > K 3/ >1 >/ J K 3/ I1

’()*治疗 9/ I K 3/ &1 I/ J K 3/ => J/ > K 3/ G=, 36/ J K 3/ 3GL J/ 9 K 3/ =&, I/ > K 3/ &I

"#$%&0 损伤 &&/ J K 3/ J= G6/ I K &/ 1G GJ/ G K 3/ >1 G=/ 3 K &/ &9 &I/ > K G/ J9 &3/ G K G/ =I

’()*治疗 &1/ = K G/ >G G9/ 1 K 3/ >&, 19/ = K &/ 3IL 13/ I K &/ 3=L G&/ 9 K 1/ G&, &1/ J K 1/ I>

",-0 损伤 =/ > K 3/ =& 36/ I K &/ 11 3=/ & K 3/ J9 39/ 1 K &/ GJ J/ G K &/ 6I 9/ J K 3/ J9

’()*治疗 =/ & K 3/ 9= J/ G K 3/ J9 3G/ 3 K 3/ I>L 3&/ = K 3/ =1, >/ 1 K 3/ 1> 9/ 3 K 3/ 31
,% M 6/ 69，L% M 6/ 63 &$损伤/

凋亡的发生［I］/ N,8 等［>］在大鼠液压脑损伤模型检
测伤灶大脑皮质凋亡相关基因 ",-，"#$%& 在 O(;!
水平和蛋白质水平的表达时观察到，’()* 可以降低
损伤侧 ",- 的表达，而上调相应损伤部位 "#$%& 的表
达/ 本研究结果显示，脑损伤后 "#$%& 蛋白在 = 2 时
即有表达，于 &1 2达高峰，以后逐渐下降，= ? 时 "#$%
& 仍有表达/ 与 ",- 蛋白表达变化规律相似，二者比
值越小神经细胞凋亡数越多/ "#$%&，",- 的比值于伤
后 1> 2最低，同神经细胞凋亡峰值时间一致/ 我们认
为 "#$%& 与 ",- 之间相互作用是影响脑损伤后神经
细胞凋亡的重要原因/ ’()* 干预后与损伤组比较，
"#$%& 阳性细胞数增加，而 ",-阳性细胞数减少，二者
之间的比值也相应增大/ 由此可见，’()* 可以上调

"#$%& 蛋白表达，阻抑 ",- 蛋白表达，使 "#3%& 与 ",-
比值增大，可能的原因是 ’()* 通过改变 "#$%& 与
",-的平衡来影响神经细胞凋亡过程，从而发挥脑保
护的作用/
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#$ 临床资料$ 西京医院消化内科 BQQQ7Q? \ BQQC7?B 收治的自
身免疫性肝炎（190)-KK9$# :#410-0-*，LIR）患者 BA（男 ??，女
?D）例，年龄 ?F ] DV（平均 !?3 A ^ ?!3 F）岁3 患者排除了病毒、
药物、乙醇性和遗传代谢性肝病3 LIR 的诊断均根据美国肝
病学会 BQQB 年发表的 LIR 临床指南列举的诊断条件做出诊
断［?］3 BA 例 LIR 患者中乏力 BF 例（A@3 V_），纳差 BC 例
（@B3 @_），腹胀 ?C 例（FD3 ?_），发热 A 例（BA3 C_），恶心 BQ
例（D?3 !_），皮肤黏膜黄染 BB 例（DA3 F_），肝脏增大 A 例
（BA3 C_），蜘蛛痣（ ‘）?Q 例（VF3 D_），腹水 C 例（B?3 !_），
消化道出血 ? 例（V3 C_）3 伴有肝外表现 F 例（?D3 @_）3 肝
功能各项生物学指标及自身抗体检测由西京医院临检中心统

一完成3 超声引导下行肝穿刺，标本分别用 ?QQ K, \ , 的福尔
马林固定，石蜡包埋，RO 染色，镜检3 统计学处理应用 HJHH
?Q3 Q 软件，进行独立样本 !检验3 结果 BA 例主要表现为肝功
能指标普遍异常：L,/（B?B3 ! ^ !@3 C）a \ ,，LH/（??V3 D ^
@F3 V）a \ ,，/7(-2（@D3 ? ^ @!3 !）!K)2 \ ,，&7(-2（!A3 Q ^
VQ3 Q）!K)2 \ ,，L,J（V!D3 ! ^ V?V3 Q）a \ ,，"7+/（BB@3 ? ^
BBC3 Q）a \ ,，球蛋白（!A3 C ^ C3 !）< \ ,3 BC 例患者做了自身
抗体检测，BB 例患者自身抗体阳性，其中抗核抗体（LPL）阳
性 ?@ 例（AC3 !_），抗平滑肌抗体 V 例（?V3 C_），合并 HHL B
例（@3 ?_），合并 L’L ? 例（!3 F_）3 未见抗 H,L \抗 ,J抗体
阳性患者3 ?? 例病检结果可见汇管区有淋巴细胞，浆细胞浸
润，肝细胞可见散在的灶性坏死或碎屑样坏死，脂肪变性较少

见，肝细胞界板不清，有纤维组织侵入（图 ?）3 ?@ 例采用强的
松治疗，治疗 V K)后，?C 例（A!3 B_）乏力，黄染明显改善，转
氨酶、总胆红素、碱性磷酸酶明显下降3

!$ 讨论$ LIR是一种肝脏的特殊炎性反应3 其确切病因和
发病机制尚不清楚，目前认为是自身免疫、遗传与环境因素共

同作用的结果3 LIR 好发于女性，临床起病隐匿，症状、体征
与一般病毒性肝病极易混淆，也以纳差、乏力、恶心、腹胀、皮

肤黏膜黄染、肝脾增大、蜘蛛痣和腹水等为主3 同时，LIR 常
伴有多种自身免疫性疾病的表现，如甲亢、关节炎、银屑病等

易出现误诊，这些肝外体征的出现也表明 LIR 患者通常免疫
功能异常［B］3

图 ?W LIR患者肝活检镜检W RO b BQQ

W W 临床上，LIR 患者肝功明显异常，但以免疫球蛋白，L,J
及 "7+/明显增高，提示免疫球蛋白，L,J及 "7+/异常可以作
为 LIR诊断的参考依据3 此外，自身抗体可作为 LIR 诊断的
特殊标志，也用作 LIR分型的标准［V］3 本组病例中 BB 例患者
自身抗体阳性，其中以#型多见，约 ?@ 例（AC3 !_）；$型 V
例（?V3 C_），且该型肝外表现较#型更为多见，本组病例中未
见%型3 此外，LIR 患者还伴有其它自身抗体阳性，如 HHL B
例（@3 ?_）3
肝活检也是诊断 LIR的一个辅助指标，LIR 在组织学有

一定的特点：以淋巴细胞浸润为主的界板性肝炎（即碎屑样坏

死）；伴或不伴小叶性肝炎，严重病例可出现肝细胞呈玫瑰花

结样改变或小结节性肝细胞再生［!］3 本组 ?? 例病检结果基
本符合上述特点3
对免疫抑制剂治疗有效是 LIR的特点之一［F］3 经皮质激

素或其它免疫抑制剂正规治疗后，患者临床表现、生化等各方

面的损害可以得到明显缓解，支持该病是与自身免疫性疾病

有关的肝炎3
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