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①

ＬＰＳ诱导小鼠脑星形胶质细胞激活及 Ｂｃｌ２表达的变化
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［摘要］　目的：探讨神经元和星形胶质细胞对外源性内毒素脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）刺激的
反应，以及在对抗炎症反应时二者的相互关系。方法：成年 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠分成实验对照组和实验组，
采用免疫组织化学和 ＧＦＡＰ和 Ｂｃｌ２免疫荧光双重标记技术，观察小鼠单次注射 ＬＰＳ入侧脑室后，ＧＦＡＰ
和 Ｂｃｌ２在脑内的分布、表达及时程变化，以及 ＧＦＡＰ阳性星形胶质细胞与 Ｂｃｌ２阳性神经元之间的关
系。结果：ＰＢＳ注射的对照组动物脑内 ＧＦＡＰ阳性的星形胶质细胞主要分布于海马、梨状皮质、内嗅皮
质、隔区、纹状体、杏仁核及主要的纤维束。ＬＰＳ注射 ２ｄ后，ＧＦＡＰ阳性的星形胶质细胞明显被激活，尤
其在脑室周围的脑实质，表现为细胞胞体相对增大，突起变粗。Ｂｃｌ２阳性神经元在注射后 １ｄ出现表
达，２ｄ明显增加，４ｄ为表达高峰。Ｂｃｌ２阳性神经元分布在第一、二运动皮质和躯体感觉皮质、隔、斜
角带核、海马和中脑红核等。ＬＰＳ注射 ４ｄ后，ＧＦＡＰ和 Ｂｃｌ２免疫荧光双重标记染色切片显示：在脑内
没有发现 ＧＦＡＰ和 Ｂｃｌ２双标细胞，但可见 ＧＦＡＰ阳性星形胶质细胞和 Ｂｃｌ２阳性神经元重叠。星形胶质
细胞的突起可见于 Ｂｃｌ２免疫荧光阳性神经元的鞘中。结论：ＬＰＳ能诱导脑室周围的脑实质星形胶质细
胞和神经元的激活，激活的星形胶质细胞和神经元可能参与脑内的免疫调节和保护性反应。星形胶质

细胞的突起可见于 Ｂｃｌ２免疫荧光阳性神经元的鞘中，表明两者之间关系密切。
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　　神经系统与免疫系统之间存在双向信息交
流，宿主对炎症的反应受到中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌ
ｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）的调节。研究表明，脑内存
在广泛的神经元胶质细胞信息网络［１］。在 ＣＮＳ
病损时，不仅导致神经元发生形态和功能的改

变，同时，也造成神经胶质细胞形态与机能的

变化［２３］。

星形胶质细胞是参与脑内炎症反应的主要免

疫细胞。是 ＣＮＳ中的主要吞噬细胞，它活化后可
以清除坏死的细胞，同时，星形胶质细胞活化后，

胶质细胞原纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）表达上升，细胞肥大，并可见胶质增
生，星形胶质细胞数量大大增加。以助于宿主防

御和修复［４５］。在机体受到外周免疫刺激时，星形

胶质细胞的改变及与神经元的关系尚未见报道。

本实验通过单次注射 ＬＰＳ入侧脑室，以期其随脑
脊液循环进入脑组织后，诱导脑实质的急性炎症

反应，然后利用免疫组织化学 ＡＢＣ法与免疫荧光
双标记观察反应性神经元（以 Ｂｃｌ２作标记物）和
星形胶质细胞（以 ＧＦＡＰ作标记物）在脑的分布、
时间规律及两者的关系。

１　材料与方法

１．１　实验动物　　成年 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠 ３６只
（体质量 ２０～４０ｇ），安静温暖、避强光的环境中
饲养。随机分为实验组（ｎ＝１８）和对照组（ｎ＝
１９）。
１．２　动物模型及切片制备　　所有注射都在
Ｚｅｉｔｂｅｒｇｅｒｔｉｍｅｓ（ＺＴ２ＺＴ９）之间即８：００ａｍ点至
５：００ｐｍ之间进行。（１）腹腔注射 ６％水合氯醛
（３４０ｍｇ／ｋｇ．ｗｔ）麻醉；（２）将小鼠头部固定于立
体定位仪，耳棒放在耳前颧骨上（耳棒为中空，一

边可调），使小鼠头部保持水平，方可注射；（３）
在手术显微镜帮助下，参考小鼠图谱［６］，以前囟为

零点值，于前囟后 ０．２５ｍｍ，中线右侧 １．０ｍｍ处，
用电钻钻开颅骨，切开硬脑膜，于前囟后 ０．２５
ｍｍ，中线右侧 １．０ｍｍ处用微量注射器自脑表面
垂直进针 ２．５～３．０ｍｍ；（４）降低微量注射针，自
脑表面垂直进针 ２．５～３．０ｍｍ；缓慢注入 ＬＰＳ４
μＬ（５０ｎｇ／μＬ，Ｓｉｇｍａ），留针５～１０ｍｉｎ；（５）拔针，
缝合皮肤，松解小鼠，送回动物房让其自然苏醒，

动物分别存活 １，２和 ４ｄ。对照组用生理盐水 ４
μＬ替代 ＬＰＳ侧脑室注射，动物分别存活 １，２和 ４
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ｄ。动物达到存活时间点，经左心室快速灌注固
定，先生理盐水后 ４％多聚甲醛，先快后慢。取脑
后固定 ２ｈ，浸 ３０％蔗糖过夜，恒低温冰冻切片
机，－２０℃切片，片厚 ３０μｍ。每组取 ５只动物，
各动物脑片每隔 ６片收入一个系列，每一个系列
切片供下一种实验方法处理。

１．３　免疫组织化学染色及免疫荧光双标记染色
　　所用试剂的后面刮号内均为其稀释度和购买
的公司。除特别说明者外，所有抗体都用含０．２％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００，２％正常羊血清，０．１％ 叠氮钠和

１％ ＢＳＡ的 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７．４）
稀释。

１．３．１　ＧＦＡＰ和 Ｂｃｌ２免疫组织化学染色　　
将切片用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗后，置于１％双氧水
溶液中 ２０ｍｉｎ以去除内源性过氧化物酶；再将切
片用 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗后，用 ５％正常羊血清
室温下封闭 １ｈ，将切片置于一抗中 ４℃孵育过
夜，一抗分别为兔抗 ＧＦＡＰ多克隆抗体（１∶２００，
Ｇｌｏｓｔｒｕｐ）和兔抗 Ｂｃｌ２多克隆抗体（１∶１００，Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ）。切片用 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ充分清洗后，将
切片置于生物素标记的二抗羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２００，
Ｖｅｃｔｏｒ）。室温下孵育 １ｈ，用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ充分
清洗后，将切片置于 ＡＢＣ混合液中（１∶２００，Ｖｅｃ
ｔｏｒ）室温下孵育 １ｈ，０．０５％二氨基联苯胺 ＤＡＢ
（Ｓｉｇｍａ）及双氧水中显色，呈色后用缓冲液终止反
应并晾干切片。梯度酒精脱水，二甲苯透明封片。

１．３．２　ＧＦＡＰ与 Ｂｃｌ２免疫荧光双标记染色　　
为了明确脑内表达 Ｂｃｌ２的神经胶质细胞的类型，
用 ＧＦＡＰ抗体与 Ｂｃｌ２抗体对 ＬＰＳ和 ＰＢＳ切片进行
免疫荧光双标记染色。切片经过 Ｂｃｌ２一抗孵育
后，用 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ充分清洗后，并置于荧光
二抗 ＣｙＴＭ２猴抗兔ＩｇＧ（１１∶１００，Ｊａｃｋｓｏｎ）孵育２ｈ。将
切片用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗后，用５％ＢＳＡ（０．２％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００）室温下封闭 １ｈ，将切片置于鼠抗
ＧＦＡＰ单克隆抗体（１１∶５００，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ，以含 ０．２％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００，０．１％ ＮａＮ３，１％ ＢＳＡ的 ＰＢＳ稀释）
中 ４℃孵育过夜，切片用 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ充分清
洗后，将切片置于荧光二抗 ＴｅｘａｓＲｅｄ标记的马抗
小鼠ＩｇＧ（１∶１００，Ｖｅｃｔｏｒ）室温下孵育 ２ｈ。切片用
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ充分清洗后，并在暗处晾干切片。
用０．０１％ ＤＡＢＣＯ（Ｆｌｕｋａ，Ｂｕｃｈｓ）封片。用共聚焦
显微镜（ＺｅｉｓｓＬＳＭ５１０）激光扫描免疫荧光双标记
染色的切片，所得图像用 ＺｅｉｓｓＬＭＳ５ＩｍａｇｅＢｒｏｗｓｅｒ
ｓｏｆｔｗａｒｅ进行分析。
１．４　替代实验　　将已知阳性切片作为阳性对
照，用 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ或正常 ５％ ＢＳＡ分别代替

一抗，作为阴性对照，按 ＡＢＣ法进行免疫组化染
色，结果为阴性。

１．５　数据收集　　所用资料和数据分析程序与
Ｋｏｎｇ描述的相同［７］。简言之，在显微镜（ＢＸ５１，
Ｏｌｙｍｐｕｓ，Ｊａｐａｎ）的屏幕上，定性地观察脑内神经元
和神经胶质细胞的形态变化。不同倍数的物镜下

摄取图像，存入计算机后采用图像分析系统软件

ｓｏｆｔｗａｒｅＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ４．５ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ（ＭｅｄｉａＣｙ
ｂｅｒｎｅｔｉｃｓ，ＳｉｌｖｅｒＳｐｒｉｎｇｓ，ＭＤ）进行定量的分析处
理，包括单位面积下的细胞数和灰度值。

１．６　统计学处理　　所得数据以均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，通过 ＳＰＳＳ１０．０软件进行单因素方
差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。对各组间均数用 Ｂｏｎ
ｆｅｒｒｏｎｉｐｏｓｔｈｏｃｔｅｓｔｓ分析，进行两两比较。Ｐ＜０．０５
视为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　脑室内注射 ＬＰＳ后星形胶质细胞的反应　
　ＰＢＳ注射的对照组和 ＬＰＳ注射的实验组中，
ＧＦＡＰ阳性的星形胶质细胞分布在梨状皮质、内嗅
皮质、隔区、整个海马结构、纹状体、杏仁核皮质下

白质及主要的纤维束。ＰＢＳ注射的对照组动物，
海马 ＣＡ３区 ＧＦＡＰ阳性的星形胶质细胞展示出静
息的形态特征，胞体小，分支细、短，染色淡（图

１Ａ，Ｂ）。在 ＰＢＳ注射后 ２４ｈ，ＧＦＡＰ阳性的星形胶
质细胞分布在皮质浅层，第三脑室周围的下丘脑

脑实质结构，以及中脑水管周围的灰质。从注射

后第 ２天起，ＧＦＡＰ阳性的星形胶质细胞的密度在
皮质的针道周围有所增加。在 ＬＰＳ注射后 ２４ｈ，
海马、隔、纹状体及皮质包括梨状皮质、内嗅皮质，

ＧＦＡＰ阳性的星形胶质细胞数量和密度值，与对照
组比较，没有明显差异。注射 ２ｄ后，密度明显增
加。（图１Ｃ，Ｄ）显示海马 ＣＡ３区内激活的星形胶
质细胞的形态特征，细胞胞体相对增大，突起肥

大，ＧＦＡＰ免疫反应产物着色加深，尤其在海马内
明显。ＬＰＳ注射 ４ｄ后，实验组 ＧＦＡＰ阳性的星形
胶质细胞明显激活。定量分析证明（图 ２Ａ，Ｂ），
ＬＰＳ处理 ２ｄ后，海马 ＣＡ３区内 ＧＦＡＰ阳性的星形
胶质细胞数量和密度值与 ＰＢＳ注射的对照组比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．２　脑室内注射 ＬＰＳ后神经元内抗凋亡蛋白
Ｂｃｌ２的表达　　Ｂｃｌ２阳性神经元主要分布在第
一、二运动皮质第ⅴ层和躯体感觉皮质、隔、斜角
带核、海马和中脑红核等。Ｂｃｌ２免疫反应产物位
于胞质及突起内，呈棕色，胞核不显色。Ｂｃｌ２阳
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性神经元在注射后 １ｄ出现表达，注射后２ｄ为表
达高峰。在 ＬＰＳ注射 ２４ｈ后，与对照组比较，皮
质、海马、隔内 Ｂｃｌ２阳性的神经元没有明显的差
异。ＰＢＳ注射后２ｄ，皮质、海马内细胞 Ｂｃｌ２免疫
反应产物弱阳性（图 １Ｅ）。ＬＰＳ注射 ２ｄ后，皮质
内的细胞数目和密度明显增加，４ｄ后达到高峰。
显示小鼠皮质内激活的 Ｂｃｌ２阳性细胞的形态特
征：胞质及突起内 Ｂｃｌ２免疫反应产物着色加深
（图 １Ｆ）。ＧＦＡＰ和 Ｂｃｌ２免疫荧光双重标记染色
切片显示：在脑内没有发现 ＧＦＡＰ和 Ｂｃｌ２双标细

胞，即激活的星形胶质细胞不表达 Ｂｃｌ２，但可见
ＧＦＡＰ阳性星形胶质细胞和 Ｂｃｌ２阳性神经元重
叠。星形胶质细胞的突起可见于 Ｂｃｌ２免疫荧光
阳性神经元的鞘中（图 ３Ａ，Ｃ）。ＬＰＳ处理 ２ｄ后，
小鼠脑室周围的脑实质 Ｂｃｌ２阳性神经元明显被
激活，Ｂｃｌ２阳性的神经元在皮质结构的针道周围
有所增加。定量的分析证明（图 ２Ｃ），ＬＰＳ处理 ２
ｄ后，皮质内 Ｂｃｌ２阳性的神经细胞数目和密度与
ＰＢＳ注射的对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。
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图１　急性神经炎症动物模型小鼠脑ＧＦＡＰ和Ｂｃｌ２免疫组织化学染色　Ａ和Ｂ：注射ＰＢＳ２ｄ后海马ＣＡ３区内ＧＦＡＰ免疫组
织化学染色，所示ＧＦＡＰ阳性星形胶质细胞胞体小，突起细长；Ｃ和Ｄ：注射 ＬＰＳ２ｄ后，海马 ＣＡ１区内 ＧＦＡＰ免疫组
织化学染色，所示激活的ＧＦＡＰ阳性星形胶质细胞的胞体增大，突起肥大；Ｅ和Ｆ：分别注射ＰＢＳ和 ＬＰＳ２ｄ后，皮质内
Ｂｃｌ２免疫组织化学染色，所示：Ｂｃｌ２免疫反应产物位于胞质及突起内，呈棕色，胞核不显色。可见 ＬＰＳ处理后皮质
内Ｂｃｌ２阳性神经细胞的免疫反应产物着色加深。Ｓｃａｌｅｂａｒｓ：Ａ和 Ｃ，ｂａｒ＝２５μｍ；Ｂ和Ｄ，ｂａｒ＝１０μｍ；Ｅ和Ｆ，ｂａｒ＝
２０μｍ

Ｆｉｇ．１ＧＦＡＰａｎｄＢｃｌ２ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｍｏｕｓｅｂｒａｉｎｉｎａｃｕｔｅｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｉｍａｌｍｏｄｅ　ＡａｎｄＢ：ＧＦＡＰｉｍ
ｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅＣＡ３ｆｉｅｌｄｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄａｔ２ｄａｙｓａｆｔｅｒＰＢＳｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅａｓｔｅｒ
ｉｓｋｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｃｏｎｓｉｓｔｏｆｓｍａｌｌｅｒｃｅｌｌｂｏｄｉｅｓａｎｄｔｈｉｎｎｅｒｐｒｏｃｅｓｓｅｓ；ＣａｎｄＤ：ＧＦＡＰｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅＣＡ３
ｆｉｅｌｄｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄａｔ２ｄａｙｓａｆｔｅｒＬＰＳｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅａｓｔｅｒｉｓｋｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔａｃｔｉｖａｔｅｄ
ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｅｘｈｉｂｉｔｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｏｆｃｅｌｌｂｏｄｉｅｓａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｅｓ；ＥａｎｄＦ：Ｂｃｌ２ｉｍｍｕｎｏｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｎｉｎｔｈｅｃｏｒｔｅｘ．Ｂｃｌ２
ｓｔａｉｎｉｎｇｃｏｎｓｉｓｔｅｄｏｆｂｒｏｗｎｉｓｈｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｍｏｓｔｌｙｌｏｃａｌｉｚｅｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｅｓｏｆｔｈｅｎｅｕｒｏｎｓ．Ｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆ
Ｂｃｌ２ｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅｃｏｒｔｅｘａｔ２ｄａｙｓａｆｔｅｒＩＣＶＬＰＳｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ｓｃａｌｅｂａｒｓ：ＡａｎｄＣ，
ｂａｒ＝２５μｍ；ＢａｎｄＤ，ｂａｒ＝１０μｍ；ＥａｎｄＦ，ｂａｒ＝２０μｍ
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图２　急性神经炎症动物模型小鼠脑ＧＦＡＰ阳性星形胶质细胞和 Ｂｃｌ２阳性神经元的定量分析　Ａ和 Ｂ：分别注射 ＰＢＳ和
ＬＰＳ１，２，４ｄ后，小鼠海马 ＣＡ３区内 ＧＦＡＰ阳性星形胶质细胞的数目和染色密度的定量分析。与对照组比较，
 Ｐ≤０．０１；Ｃ：分别注射ＰＢＳ和ＬＰＳ１，２，４ｄ后，小鼠皮质内Ｂｃｌ２阳性神经元数目的定量分析。与对照组比较，
Ｐ≤０．０１

Ｆｉｇ．２ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＦＡＰｐｏｓｉｔｉｖｅａｓｔｒｏｃｙｔｅｓａｎｄＢｃｌ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｍｏｕｓｅｂｒａｉｎｉｎａｃｕｔｅｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌ　ＡａｎｄＢ：Ｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ（ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｆｏｒＡａｎｄｉｍｍｕｎｏｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙｆｏｒＢ）ｏｆ
ＧＦＡＰｐｏｓｉｔｉｖｅａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ３ｆｉｅｌｄｏｆｍｉｃｅａｔ１，２ａｎｄ４ｄａｙｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇＰＢＳａｎｄＬＰＳｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ
ｌｙ；Ｃ：Ｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｓｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ（ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒ）ｏｆＢｃｌ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｃｏｒｔｅｘｏｆｍｉｃｅａｔ１，２
ａｎｄ４ｄａｙｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇＰＢＳａｎｄＬＰＳｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ， Ｐ≤０．０１

! " #

图３　ＧＦＡＰ和Ｂｃｌ２免疫荧光双重标记染色　Ａ：为ＬＰＳ注射４ｄ后的实验组海马ＣＡ３区内ＧＦＡＰ免疫荧光阳性的星形胶质
细胞（红色）；Ｂ：为ＣＡ３区内Ｂｃｌ２免疫荧光阳性神经元（绿色）；Ｃ：在ＣＡ３区内未见ＧＦＡＰ和Ｂｃｌ２双标细胞，可见ＣＡ３
区内ＧＦＡＰ阳性星形胶质细胞和Ｂｃｌ２阳性神经元部分重叠（黄色）

Ｆｉｇ．３ＤｏｕｂｌｅｌａｂｅｌｉｎｇｆｏｒＢｃｌ２ａｎｄＧＦＡＰ　Ａ：ＧＦＡＰｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｏｓｉｔｉｖｅａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｉｎＣＡ３ａｔ４ｄａｙｓａｆｔｅｒＩＣＶＬＰＳａｄｍｉｎｉｓ
ｔｒａｔｉｏｎ（ｒｅｄ）；Ｂ：Ｂｃｌ２ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｏｓｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓ（ｇｒｅｅｎ）；Ｃ：ＮｏｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｏｕｂｌｅｌａｂｅｌｉｎｇｃｅｌｌｓｆｏｒＧＦＡＰ
ａｎｄＢｃｌ２ｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅＣＡ３，ｂｕｔｍｅｒｇｉｎｇＧＦＡＰｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｏｓｉｔｉｖｅａｓｔｒｏｃｙｔｅｓａｎｄＢｃｌ２ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｏｓ
ｉｔｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｗｅｒｅｓｅｅｎｔｏｂｅｙｅｌｌｏｗ

２．３　ＧＦＡＰ和 Ｂｃｌ２免疫荧光双标记染色　　ＬＰＳ

注射 ４ｄ后，ＧＦＡＰ和 Ｂｃｌ２免疫荧光双重标记染

色切片显示，在脑内没有发现 ＧＦＡＰ和 Ｂｃｌ２双标

细胞，即激活的星形胶质细胞不表达 Ｂｃｌ２，但可

见 ＧＦＡＰ阳性星形胶质细胞和 Ｂｃｌ２阳性神经元重

叠。星形胶质细胞的突起可见于 Ｂｃｌ２免疫荧光

阳性神经元的鞘中（图 ３Ａ，Ｃ）。

３　讨　　论

本研究的主要发现是侧脑室内注射 ＬＰＳ后，

诱导星形胶质细胞的激活和神经元的激活，星形

胶质细胞 ＧＦＡＰ表达增加和神经元的抗凋亡蛋白

Ｂｃｌ２上调。ＬＰＳ诱导的星形胶质细胞的激活包括

星形胶质细胞的形态改变，细胞数量的增加，

ＧＦＡＰ蛋白质的表达增加，用图像分析系统定量地

分析，表明其免疫反应性均增加。
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有趣的是，ＬＰＳ诱导星形胶质细胞的激活恒定

在脑室系统周围的脑实质，比如海马、隔区、纹状

体、皮质及间脑的结构。另外，脑中一些部位，对

于脑脊液中急性炎症导致星形胶质细胞的反应因

部位不同而存在差异。临近背侧第三脑室的结

构，海马内星形胶质细胞的反应尤其增强。

Ｂｕｔｔｉｎｉ等［８］采用周围性给药（静脉注射法）及

Ｐｅｎｇ等［９］新近的研究发现，在大鼠脑室内注射丙

种干扰素或者丙种干扰素与脂多糖或者肿瘤坏死

因子α的混合物，外源性内毒素和前炎症细胞因

子，除了引起神经胶质细胞激活与形态改变以外，

还伴有主要组织相容性复合体Ⅰ和Ⅱ抗原表达的

上调［７］。这一变化可在注射后持续几天时间。神

经胶质细胞参与中枢神经系统对中枢免疫刺激的

调节。

星形胶质细胞的数目增加起因于祖先星形胶

质细胞的增殖和／或者分化［１０１１］。炎症调质，包括

肿瘤坏死因子α，能够诱导星形胶质细胞进行有

丝分裂［１０］。增生活化的星形胶质细胞对神经元的

有益或者有害作用一直存在争论：Ｒａｉｖｉｃｈ等［１１］发

现在神经变性疾病中，增生活化的星形胶质细胞

可分泌神经营养因子，如碱性成纤维生长因子、脑

源性生长因子、睫状神经营养因子，以及胶质细胞

源性生长因子等，说明星形胶质细胞具有神经保

护及修复作用。Ｂｒｏｓｎａｎ等［１２］研究发现，丙种干扰

素和肿瘤坏死因子α能够诱导星形胶质细胞激

活，然后迅速地合成大量的肿瘤坏死因子α细胞

毒性物质和白细胞介素６等前炎症细胞因子，同

时下调转移生长因子ｂｅｔａ和白细胞介素１０，导致

免疫炎症损伤；ＭｕｎｏｚＦｅｒｎáｎｄｅｚ等［１３］研究发现激

活的星形胶质细胞能够产生一氧化氮细胞毒性物

质而导致组织的损伤。本实验侧脑室内注射 ＬＰＳ

后，诱导星形胶质细胞的激活，ＧＦＡＰ表达增加，同

时，神经元内抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的表达上调，提示

ＬＰＳ诱导的急性神经炎症早期，激活的星形胶质

细胞对于神经元具有保护作用。

机体在病理刺激或者超过生理限度的情况

下，机体会产生保护性反应，例如，引起促进细胞

存活的基因表达增加。Ｂｃｌ２是 Ｂｃｌ２家族成员之

一，具有抗凋亡的作用。作为神经元活动状态的

标记物，已被广泛采用。本实验发现 ＬＰＳ注射后

１ｄＢｃｌ２出现表达，注射后 ２ｄ，皮质内的细胞数

目和密度明显增加，４ｄ后为表达高峰。表明小鼠

脑的神经元对于中枢性免疫刺激的调节反应与星

形胶质细胞的激活是同步的。而且，ＧＦＡＰ和 Ｂｃｌ

２免疫荧光双重标记染色切片显示，在脑内没有

发现 ＧＦＡＰ和 Ｂｃｌ２双标细胞，即激活的星形胶质

细胞不表达 Ｂｃｌ２，但可见海马 ＣＡ３区内 ＧＦＡＰ阳

性星形胶质细胞和 Ｂｃｌ２阳性神经元重叠，星形胶

质细胞的突起可见于 Ｂｃｌ２免疫荧光阳性神经元

的鞘中。表明两者之间有着密切的关系，为神经

元与星形胶质细胞之间的信息交流提供了形态学

支持。两种细胞的接触是相互作用的最重要因

素，神经胶质细胞和神经元的相互作用所引起的

功能变化有待进一步确定［１４］。ＬＰＳ诱导的急性神

经炎症早期，脑室周围的脑实质星形胶质细胞和

神经元的激活，可能参与脑内的免疫调节和保护

性反应。Ｋｅｌｌｅｒ等［１５］报道细胞因子 ＴＮＦα可以刺

激某些残存的因子（如钙结合蛋白，Ｂｃｌ２等蛋白

质）的表达，通过其神经酰胺通路抑制某些自由基

的产生，从而保护神经元免受损害。

ＬＰＳ是革兰阴性杆菌的细胞壁的主要成分，

在免疫应答研究中常被作为一种多克隆免疫激发

剂来模拟机体免疫激发状态，是研究免疫系统与

神经系统之间信息交流的常用模型［７］。目前建立

实验性急性神经炎症的动物模型的方法主要有 ２

种：周围性给药（腹腔注射，静脉注射 ＬＰＳ）和中

枢性给药（大脑脑室内注射 ＬＰＳ）２种途径，常因给

药剂量的差异导致病变程度或损害范围的极大差

异。例如，静脉注射法、注射不同浓度 （１，２．５

和 ５ｍｇ／ｋｇ．ｗｔ）的炎性刺激物后，神经胶质细胞的

增殖，激活程度及激活的神经胶质细胞产生细胞

因子的量有差异［８，１６］。神经元和胶质细胞混合培

养，低剂量 ＬＰＳ（０．０１～１０μｇ／ｋｇ．ｗｔ）未引起小胶

质细胞形态改变，高剂量 ＬＰＳ（＞５００μｇ／ｋｇ．ｗｔ）

时，ＯＸ４２ＬＩ小胶质细胞分支增粗，数量随 ＬＰＳ剂

量的增加而增加［１６］。另外，不同剂量的炎性刺激

物引起急性神经炎症的部位分布也有差异［１７］。

ＬＰＳ可诱导黑质多巴胺能神经元变性甚至死亡并

呈剂量依赖性［１８］。表明脑对 ＬＰＳ的免疫反应强度

是与剂量相关的。本实验中枢性注射 ＬＰＳ剂量为

４μＬ（５０ｎｇ／μＬ）相当于 １０μｇ／ｋｇ．ｗｔ，ＬＰＳ能够直

接进入脑脊液而达到直接作用于脑的目的。但不

同剂量的 ＬＰＳ中枢性注射所引起的星形胶质细胞

ＧＦＡＰ表达和神经元 Ｂｃｌ２表达的变化，即剂量／反

应（量效关系），有待进一步研究。
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