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0+8

%是神经系统多发

病#严重威胁人类健康*补体激活所致的炎症反应和细胞凋亡

在
0+8

继发性损伤中的作用日益受到重视&

!

'

*载脂蛋白
a

$

H

P

=J)

P

=

P

I=DF)@a

#

7

P
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%是一种多功能糖蛋白#参与补体调控)

细胞凋亡及
*37

修复等多种生理功能&

!

'

*目前#国内外对

7

P

=a

在
0+8

过程中所起作用的报道不多*有学者认为在阿

尔茨海默病及脑梗死等疾病中#

7

P

=a

有神经元保护作用#

7

P

=a

可清除阿尔茨海默病患者脑组织中沉积的
!

(

淀粉样蛋白

而延缓老年性痴呆&

B

'

*既往研究表明#补体系统参与了
0+8

后的神经元死亡*

7

P

=a

作为公认的补体调节因子#是否通过

抑制
0+8

后的补体激活来阻止补体介导的神经元死亡#是本

研究的切入点*本文通过探讨
7

P

=a

在
0+8

过程中的作用机

制#为临床治疗提供实验依据*

@

!

材料与方法

@:@

!

主要试剂与仪器
!

X%(5+X

试剂盒购自大连宝生物工程

有限公司*

T*%(i

型鼠脑立体定向仪购自西安西北光电仪

器厂*

@:A

!

动物分组与建模
!

.

P

IHC

N

F(*HOJF

L

$

.*

%大鼠
!;#

只$鼠

龄
"

$

/

个月)体质量
B;#

$

";#

N

%购自泸州医学院动物中心#

合格证号!川医动字
B/#!!!;

*将
.*

大鼠随机分为
"

组!正常

对照组$

)_!#

%)假手术组$

)_A#

%及
0+8

组$

)_A#

%(假手术

组与
0+8

组$出血量为
;#

&

1

%分别按假手术术后时间及出血

后时间分为
"

)

$

)

!BE

以及
!

)

"

)

;

)

A<

等
A

个亚组$

)_!#

%*采

用参考文献&

"

'的实验方法#通过脑立体定向仪将自体血注入

!A$!

重庆医学
B#!!

年
$

月第
/#

卷第
!A

期



尾状核#制作大鼠
0+8

模型*根据
UF<FI,=@

等&

/

'的评定方法

将神经功能缺损程度分为
/

级#将手术后
BE

大鼠神经功能缺

损程度达
!

)

B

)

"

级判断为建模成功*假手术组穿刺留针后取

出#穿刺留针过程与手术组相同*

@:B

!

脑组织含水量测定
!

采用干湿质量法#各组在规定时间

点处死大鼠#收集血肿周围的脑组织#质量约
B##4

N

#

!##^

烘

烤
B/E

#烘烤前)后用天平称量*含水量
_

$湿质量
f

干质量%"

湿质量
Y!##]

*

表
!

!!

?

3

7D

#补体
+"

及
!

$,>5+)4X37

的引物序列

目的基因 片段长度$

K

P

% 引物序列

?

3

7D "A9 ;h(7&+7+7%777&7+++%+7%7("h

;h(7&+%&%++%&+7%7&+7%("h

补体
+" BAB ;h(&7++%&+&7+%&+++%7+%+%("h

;h(+%&7%&77&%&&%%&77&7+&&("h

!

$,>5+) /A; ;h(&777%+&%&+&%&7+7%%7("h

;h(7+%+7%+&%7+%++%&+%%&("h
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X%(5+X

检测
!

分别取各组脑组织匀浆#按一步法总

X37

提取试剂盒说明书提取总
X37

#合成
2*37

#然后用

5%+BB#

型
5+X

热循环仪扩增
2*37

#引物序列见表
!

*

!

$,>5+)

4X37

作为内参*将
5+X

产物进行琼脂糖凝胶电泳#应用
6H(

N

JF6

L

F

#

型图像分析处理系统对电泳带进行扫描#根据各条带

光密度值#计算
?

3

7D

)补体
+"4X37

表达的相对水平*

@:D

!

统计学处理
!

应用
.5..!A:#

统计软件进行方差分析和

相关性分析#计量数据用
E :̀

表示#组间比较采用单因素方差

分析$

=@F(OH

L

73\i7

%多个样本均数的两两比较法#组内各

时间点比较采用
5

检验#相关分析应用
5FHI,=@

相关系数法#以

%

$

#:#;

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A:@

!

脑组织含水量的动态变化
!

在
"E

至
A<

各时间点#

0+8

组的脑组织含水量明显高于相应时间点的正常对照组及假手术

组$

%

$

#:#;

%#其中以
0+8"<

组的脑组织含水量最高#见表
B

*

表
B

!!

各组大鼠不同时间点脑组织含水量比较$

E :̀

&

]

%

组别
假手术后或出血后时间

"E $E !BE !< "< ;< A<
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组
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"#
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9!:>;̀ #:"!

"
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"#

假手术组
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正常对照组
A":/À #:"" f f f f f f

!!

"

!

%

$

#:#;

#与假手术组及正常对照组比较(

#

!

%

$

#:#;

#与
0+8"<

组比较(

f

!表示此项无数据*

表
"

!!

各组大鼠不同时间点脑组织补体
+"4X37

的表达水平比较$

E :̀

%

组别
假手术后或出血后时间

"E $E !BE !< "< ;< A<

0+8

组
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#
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"#
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"#
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正常对照组
#:!9̀ #:#! f f f f f f

!!

"

!

%

$

#:#;

#与假手术组及正常对照组比较(

#

!

%

$

#:#;

#与
0+8"<

组比较(

f

!表示此项无数据*

表
/

!!

各组大鼠不同时间点脑组织
?

3

7D4X37

的表达水平比较$

E :̀

%

组别
假手术后或出血后时间

"E $E !BE !< "< ;< A<

0+8

组
#:;#̀ #:#"

"#

#:;/̀ #:#/

"#

#:$;̀ #:#/

"#

#:AB̀ #:#/

"#

#:>À #:#B

"

#:9B̀ #:#"

"#

#:$$̀ #:#"

"#

假手术组
#:/B̀ #:#B #:/B̀ #:#B #:/"̀ #:#B #:/"̀ #:#" #:/;̀ #:#B #:/"̀ #:#! #:/"̀ #:#!

正常对照组
#:/!̀ #:#B f f f f f f

!!

"

!

%

$

#:#;

#与假手术组及正常对照组比较(

#

!

%

$

#:#;

#与
0+8"<

组比较(

f

!表示此项无数据*
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(

"

!

!BE

(

/
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!<

(

;

!

"<

(

$

!

;<

(

A

!

A<

*

图
!

!!

0+8

组大鼠脑组织补体
+"4X37

的电泳图
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-

!

-HIQFI

(

!

!

"E

(

B

!
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(

"

!

!BE

(

/

!

!<

(

;

!
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(

$

!

;<

(

A

!

A<

*

图
B

!!

0+8

组大鼠脑组织
?

3

7D4X37

的电泳图
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年
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月第
/#

卷第
!A

期



A:A

!

补体
+"4X37

的表达
!

在各时间点#正常对照组及假

手术组大鼠脑组织的补体
+"4X37

呈低水平表达(除外
0+8

"E

组#

0+8

组各时间点补体
+"4X37

表达明显高于相应时

间点的正常对照组及假手术组$

%

$

#:#;

%(

0+8"<

组补体
+"

69A?

的表达水平最高#见表
"

)图
!

*

A:B

!

?

3

7D4X37

的表达
!

在各时间点#正常对照组及假手

术组大鼠脑组织
?

3

7D 4X37

呈低水平表达(

0+8

组
?

3

7D

4X37

表达明显高于正常对照组及假手术组$

%

$

#:#;

%#

0+8

"<

组
?

3

7D4X37

的表达水平最高#见表
/

)图
B

*

A:C

!

相关性分析
!

应用
5FHI,=@

相关系数法分析
0+8

组各检

测指标间的相关性*补体
+"

)

?

3

7D 4X37

的表达水平与血

肿周围脑组织含水量呈正相关$

9_#:A;9

#

%

$

#:#;

(

9_

#:A#B

#

%

$

#:#;

%#提示
0+8

后脑水肿与补体系统有关#

7

P

=a

蛋白可能间接参与脑水肿的形成#见图
"

)

/

(

?

3

7D 4X37

与

补体
+"4X37

的表达水平呈正相关$

9_#:>#9

#

%

$

#:#;

%#

提示
0+8

后
7

P

=a

参与了补体调控#见图
;

*

图
"

!!

补体
+"4X37

表达水平与血肿周围

脑组织含水量的关系

图
/

!!

?

3

7D4X37

表达水平与血肿周围脑

组织含水量的关系

图
;

!!

?

3

7D4X37

与补体
+"4X37

表达水平的关系

B

!

讨
!!

论

0+8

是神经内科常见病#血肿周围脑组织水肿是影响患

者病情及预后的重要因素&

;

'

#炎症和细胞凋亡是脑出血性疾病

的重要病理生理机制#抑制炎症和细胞凋亡成为治疗
0+8

的

新策略&

$

'

*近年来的研究表明#补体系统在出血性脑损伤的炎

症和细胞凋亡过程中扮演了重要角色&

A

'

*补体是机体免疫系

统的重要组成部分#在杀灭入侵病原菌和清除免疫复合物方面

发挥重要作用&

9

'

*补体的激活主要有
"

条途径!抗体依赖性补

体经典途径)替代途径和甘露糖结合凝集素激活途径#

"

条途

径最后都形成膜攻击复 合 物 $

4F4KIH@FHDDH2Q2=4

P

JFS

#

-7+

%

+

;f>

*有研究表明补体在
0+8

后经受损血脑屏障进入

脑组织并被激活#补体系统的激活以及
-7+

的形成可加剧

0+8

后脑水肿&

>

'

*补体
+"

在补体中的含量最高#是
"

条途径

的交汇点及补体发挥生物学作用的枢纽#补体
+"4X37

高表

达提示补体
+"

的消耗及补体系统的激活&

B

'

*本研究发现#

0+8

组补体
+"4X37

表达水平在
"E

时与正常对照组和假

手术组无明显差异#

$E

后开始增加#

"<

达到峰值#

;

)

A<

后逐

渐下降#与脑损伤规律基本一致#提示
0+8

过程中存在补体系

统的激活*同时#本研究还显示
0+8

组补体
+"4X37

表达

水平与脑组织含水量呈正相关#提示补体激活可能加重脑组织

损害*

8=4F),DFI

和
1C22EF,)

&

!#

'认为
0+8

后补体级联反应的

激活可能是补体成分与活性氧)自由基相互作用的结果#过氧

化氢水解补体
+"

形成具有催化作用的轻自由基
+

"K

分子#而

轻自由基使补体
+;

转化成具有功能活性的
+

;K

类似物#参与

形成
-7+

*

7

P

=a

是杂二聚体糖蛋白#由
"

)

!

链组成#分布于血浆高密

度脂蛋白$

E)

N

E<F@,)D

L

J)

P

=

P

I=DF)@

#

8*1

%

B

及
8*1"

中#与含

7

P

=(70

和胆固醇转移蛋白活性的
8*1

亚型关系密切*

7

P

=a

与
7

P

=(70

一起形成
8*1

复合物#参与脂质转运)补体功能调

节等多种生理功能&

!!

'

*正常中枢神经系统的神经元及星形胶

质细胞可低水平表达
?

3

7D4X37

&

!B

'

#而当细胞受损时#其表

达可能增加*

3CCD)@F@

等&

!"

'认为位于细胞核的
7

P

=a

可诱导

细胞凋亡#而当促凋亡蛋白
UHS

表达增加时#位于细胞线粒体

的
7

P

=a

表达增加#呈聚集状态#发挥保护细胞的作用*

W)4

等&

!/

'认为分泌型
7

P

=a

通过抑制
*37

合成而阻止受损血管

平滑肌细胞的过度增殖#减少
%3'(

"

诱导的凋亡#促进内皮细

胞一氧化氮合酶的表达*李艳玲和何志义&

!;

'认为#在大鼠脑

梗死后#

7

P

=a

的表达代偿性增加以抑制补体活性#从而抑制补

体介导的神经元死亡#发挥神经元保护作用*然而#

8HQQ=C4

等&

!$

'发现在脑缺血的体外模型中#

7

P

=a

可加重受损细胞

死亡*

本研究结果显示#

0+8

组大鼠病灶周围
?

3

7D 4X37

表

达水平与脑损伤#尤其是脑水肿的变化规律一致#提示
7

P

=a

参与了
0+8

的病理生理过程*

0+8

组大鼠病灶周围脑组织中

的
?

3

7D4X37

表达水平与脑含水量)补体
+"4X37

表达水

平的相关性分析提示#

7

P

=a

可能随着
0+8

病理生理性损伤的

进展#在病灶周围表达逐渐增加以保护濒临凋亡的神经细胞#

7

P

=a

这种神经细胞保护机制目前尚未明确#

2HJFI=

等&

!A

'认为

7

P

=a

的保护作用可能存在以下
/

种机制!$

!

%抑制补体蛋白

形成
-7+

#从而抑制炎症($

B

%具有抗氧化作用($

"

%作为抗凋

亡信号($

/

%与炎症相关蛋白结合#抑制蛋白质介导的炎症反

应*

7

P

=a

的
!

链中有一段
B"

个氨基酸残基的区域与补体成

分
+A

)

+9

及
+>

的相应片段具有高度同源性*它能在
"

个位

点上与补体
+>

竞争#抑制
+>

与
+

;Kf9

)

+

;Kf>

及
+

;KfA

的结合#

形成水溶性的亚溶解细胞活性的复合物#从而阻止
-7+

的形

成*推测
7

P

=a

对
0+8

后脑组织的保护作用是通过抑制补体

激活#阻止补体介导的神经细胞损伤而实现的*

本实验还发现#

?

3

7D 4X37

表达上调在
0+8

后先于补

体
+"4X37

的表达上调#这可能源于机体因
0+8

损伤而产
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年
$

月第
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卷第
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期



生的内源性应激反应#其机制还有待进一步阐明*

综上所述#

7

P

=a

作为
-7+

抑制剂#在
0+8

过程中#通过

抑制补体系统的激活而减轻脑水肿)保护神经元*根据
7

P

=a

在
0+8

后的变化规律以及
7

P

=a

作为内源性补体抑制剂#它能

否成为临床上监测脑水肿程度的间接指标)在治疗脑损伤过程

中发挥重要作用还有待进一步研究*
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