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【摘+ 要】目的：观察新生 L5=84C 大鼠脑缺血再灌注后海马

KG! 区突触素的表达- 探讨中枢神经系统的可塑性- 方法：

应用免疫组化方法观察新生鼠脑缺血再灌注后不同时点脑组

织突触素的表达- 结果：缺血再灌注 ) F 突触素表达开始增

高，% F 达高峰，!’ F 时免疫活性仍高，其矫正吸光度值与对照

组比较有显著性差异（8 M "- "!）- 结论：新生 L5=84C 大鼠脑

神经细胞损伤后具有修复的可塑性，其时间持续至缺血再灌

注后 !’ F- 突触素检测能较好地反映神经元和轴突的代偿再

生情况-
【关键词】脑缺血；突触膜糖蛋白；海马 KG! 区；大鼠，L5=84C；

动物，新生
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GH 引言

突触素（ =7<4B89B;7=5<，O7B）是一种与突触结构

和功能密切相关的膜蛋白，O7B 作为突触囊泡的一种

特异标志性蛋白，其数量和分布密度可间接反映突触

的密度［!］，突触重建时其表达明显增多，与神经可塑

性密切相关- 近年来，国内外研究［$］发现机体在缺血

缺氧时，能反映神经细胞代偿及重塑的 O7B 的表达和

生成增加- 我们旨在研究新生鼠脑缺血再灌注后突

触素的变化规律，探讨中枢神经系统的可塑性-

#H 材料和方法

#- #H 材料H 出生后 % F L5=84C 大鼠 %" 只（遵义医学

院实验动物中心），体质量 !1 P $$ >，雌雄不拘，随机

分为假手术组和缺血再灌注组，每组 )* 只- !""" A
青霉素 5B 预防感染，)" > Q R 戊巴比妥钠（’" 3> Q S>）

5B 麻醉- 抗 O7B 抗体（ 即用型）：鼠抗人 3GT（,GUV
公司）- J54=&&#W 图像分析系统（ 四川大学图像图形

研究所）-
#- IH 方法

!- $- !+ 脑缺血模型的制作 + ! 假手术组：分离动

物右侧颈总动脉，不阻断血流；" 缺血再灌注组：阻

断右侧颈总动脉 ’* 35< 再灌注- 两组均于术后 % 个

时间点即 $，(，!$，$’ ; 和 )，%，!’ F 断头处死动

物，每时间点 * 只，取右侧大脑半球用 ’" > Q R 多聚甲

醛固定待测- 制模成功标准为结扎右侧颈总动脉后 $
; 对侧（左侧）肢体活动障碍-
!- $- $+ 标本制备及 O7B 检测 + 采用免疫组织化学

2<X5=59< 二步法- 取标本固定 $’ ;，石蜡包埋，进行海

马 KG! 区、皮层连续冠状切片，片厚 ’ #3- 切片常规

脱蜡和水化，微波抗原修复 !" 35<，室温下自然冷却

$" 35<，蒸馏水漂洗后置于 EWO（BH Y %- ’）中，用 )"
> Q R 过氧化氢避光孵育 $" 35< 以阻断内源性过氧化
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物酶，!"# 漂洗 $ %&’ ( )，加 *+ !, 一抗，-. 冰箱孵

育过夜，!"# 漂洗 $ %&’ ( )，加 *+ !, 相应的 /’0&1
2&3’45 复合物，)6.孵育 )+ %&’，!"# 漂洗 $ %&’ ( )，

78" 显色，蒸馏水漂洗、复染及封片9 以 !"# 代替一

抗作阴性对照9
:9 *9 ) ; 图像分析 ; 用图像分析系统测量切片海马

<8: 区 #=> 吸光度值（! 值），每只鼠 $ 张切片，每张

切片测 * 次，每次所测面积大于海马 <8: 区的 $+?，

取其平均值作为 #=> 的 ! 值；同时测定同一张切片上

胼胝体的 ! 值以作为 #=> 的背景值，用 <8（矫正吸光

度）值进行比较和分析，<8 @ 实测值 A 背景值，以避

免染色过程中非特异性染色所造成的误差9
:9 *9 -; 病理学检查 ; 取相应部位切片行 B/ 染色，

观察其病理学改变9
统计学处理：各组 <8 值以 " # $ 表示9 用完全

随机设计两样本比较的秩和检验分析9 % C +9 +: 为

有显著性差异9

!" 结果

!# $" %&’ 的表达" #=> 阳性染色呈棕黄色点状或颗

粒状沉积，位于胞质内，胼胝体、血管和胶质细胞不着

色，阴性对照切片未见 #=> 免疫产物9 假手术组海马

<8: 区可见 #=> 表达，免疫反应物颗粒很小，分布弥

散（D&E :），随日龄增加免疫反应产物 <8 值逐渐增

高；缺血再灌注组海马 <8: 区 #=> 在脑缺血再灌注 )
F 免疫活性增高，6 F 达高峰，:- F 免疫活性仍高，免

疫产物的颗粒较大、密集、染色深（D&E *）；<8 值高

于假手术组，两组比较均有显著性差异（% C +9 +:，

4GH :）9

D&E :; /I>JK22&3’ 3L #=> &’ M&>>3NG%>GO <8: JKE&3’ &’ 2MG%13>1

KJGP&3’ EJ3Q>; /’R&2&3’; ( *++

图 :; 假手术组海马 <8: 区突触素表达

!9 !" 病理学改变" 假手术组未见神经元损伤，缺血

灌注组大鼠海马 <8: 区神经细胞自缺血 :* M 开始水

肿、坏死，锥体细胞大部分受损，第 ) 日最重，第 6 日

逐渐好转（D&E )）9

D&E *; /I>JK22&3’ 3L #=> &’ M&>>3NG%>GO <8: JKE&3’ GP 6 F GLPKJ
&2NMK%&G1JK>KJLQ2&3’; /’R&2&3’; ( *++
图 *; 缺血再灌注 6 F 海马 <8: 区突触素表达

D&E ); !GPM3O3E&NGO NMG’EK2 3L PMK HJG&’ P&22QK2 GP ) F GLPKJ &2NMK1
%&G1JK>KJLQ2&3’; B/; ( :++
图 ); 脑缺血再灌注 ) F 脑组织病理改变

表 :; 新生 S&2PGJ 大鼠不同时间点海马 <8: 区 #=> 免疫反应

复合物的 <8 值

4GH :; TJG= FK’2&P= 3L #=’G>P3>M=2&’ GP F&LLKJK’P P&%K >3&’P2 &’
M&>>3NG%>GO <8: JKE&3’ 3L 61FG=13OF S&2PGJ JGP2 （& ’ $，" # $）

4&%K #MG%13>KJGP&3’ U2NMK%&G1JK>KJLQ2&3’

* M )9 VWX Y +9 +** )9 6*+ Y +9 +$W

V M -9 )*+ Y +9 +:+ -9 )++ Y +9 +$V

:* M -9 W+V Y +9 +:W -9 X-V Y +9 +$W

*- M $9 *+V Y +9 :X* $9 *$+ Y +9 +X+

) F V9 :$V Y +9 +:) :+9 6V* Y +9 WW)H

6 F 69 W6X Y +9 ++X :)9 :-+ Y +9 6V+H

:- F X9 )+X Y +9 ++X :*9 +:+ Y +9 6+VH

H% C +9 +: ($ 2MG%13>KJGP&3’ EJ3Q>9
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!" 讨论

!"# 是一种 !$ %& ’’’ 的酸性钙结合糖蛋白，在

神经元胞体合成后主要转运至轴突终末，特异性地分

布于突触前囊泡膜上( !"# 分布非常广泛，在神经组

织如脑、脊髓、视网膜和神经肌接头的突触前成分、肾

上腺髓质，以及各类内分泌细胞等都有分布［%］( 免疫

电镜研究证实，!"# 位于小圆形或扁形突触囊泡质膜

面，光镜下标记的 !"# 颗粒样物实际上是成簇的囊

泡，而 )*+以上的新皮质突触前终末均含有这种小

突触囊泡［,］( !"# 作为突触前终末标记物，使用免疫

组化方法及图像分析技术检测其免疫阳性物质在给

定区域的吸光度值，可以间接评定突触的密度及分

布( 免疫组化研究证实，!"# 的免疫活性在成熟脑组

织中高度集中在突触前轴突末梢内，围绕着神经元和

其树突( 因此该蛋白被广泛用于标记轴突终末，是突

触重建的重要标志( 我们的实验结果显示：脑缺血

再灌注组与假手术组相比，于再灌注 -，.，-, / !"#
的免疫活性未见明显变化（" 0 ’( ’1），第 %，2，1, 日

与假手术组比较有显著性差异（" 3 ’( ’1）( 这与 456
78$5 等［*］对成年大鼠所做的实验结果一致( 9:/8;<$=
等［.］通过制备脑缺血模型，检测 !"# 的免疫活性，表

明在脑缺血后，海马 >?1 区的突触前的恶化先于

>?1 区的迟发性神经元死亡( 神经细胞在受到各种

有害因素损伤后，其轴突在失去靶器官后会出现轴突

的出芽和形成许多侧枝，其突触前囊泡的数量增加；

另外其突触前膜功能也代偿性增加，使 !"# 免疫活性

增高( 突触素能调节神经元突起延伸以及在中枢神

经元中建立极性，分化出轴突( 一些细胞因子可以调

节神经 元 突 起 的 延 伸，这 种 调 节 作 用 主 要 是 通 过

@4? 或者钙调蛋白激酶介导［2］( 有实验表明 A?B@
可促进神经元突起延伸，主要是通过 @4? 磷酸化突

触素的一个氨基酸残基而打开神经元突起延伸的开

关［&］( 该研究结果说明新生鼠脑缺血再灌注后神经

系统存在可塑性( 我们的实验结果为新生儿窒息脑

损伤的早期干预，促进神经细胞的代偿，减少神经系

统后遗症提供了动物实验依据(
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睿

·期刊文摘·_ 人骨髓间质干细胞作为骨、软骨组织工程种子细胞的实验研究

［庞永刚，崔鹏程，陈文弦，曹云新( 细胞与分子免疫学杂志，-’’,；-’（%）：%’. O %’)］

_ _ 目的：探讨经体外扩增、诱导分化的人骨髓间质干细胞（/=;<J D5JH ;<$$5[ ;H:HJA/";<M :CH; AHMM:，/B!>）作为组织工程化

骨、软骨种子细胞的可行性( 方法：体外分离、培养、扩增 /B!>，以流式细胞仪检测 /B!> 的表面抗原( 诱导 /B!> 向成骨细胞、

软骨细胞分化( 以倒置显微镜和电子显微镜观察细胞的形态；以组织化学、免疫组织化学和 X^6@>X，检测成骨细胞、软骨细胞的

特异性标志物( 结果：分离得到的细胞可表达 /B!> 的特异抗原，在体外扩增 1* 代以上，其形态及表面抗原保持不变( 成骨诱导

培养的细胞上清液中 ?R@ 的含量高于对照组（" 3 ’( ’*）( 成骨及成软骨诱导的细胞形态均由成纤维样梭形向多边形转变( 透射

电镜观察可见大量扩张的粗面内质网、高尔基体及线粒体( 扫描电镜观察可见经成骨诱导后的细胞表面有钙盐沉积，成软骨诱

导的细胞表面有胶原样突起( 成骨诱导培养后，可见碱性酸酶（?R@）染色、>< 结节染色、胶原6!（>ER69）及骨钙素（5:CH5A<MA8J，

E>）免疫组化染色阳性，同时 X^6@>X 检测 >ER69，E> ;XZ? 表达阳性( 成软骨诱导后，甲苯胺蓝染色见细胞周围有大量的异染

性基质，免疫组化和 X^6@>X 检测 >ER6"表达阳性( 结论：/B!> 在体外可大量扩增( 在特定培养液诱导下，可向成骨细胞及软

骨细胞转化，可作为骨、软骨组织工程的较理想的种子细胞(
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