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"摘要#

!

目的
!

观察脑创伤早期的脑含水量%环磷腺苷反应元件结合蛋白"

X9V3

$及其磷酸化水平!探讨脑

创伤和磷酸化
X9V3

"

D

.X9V3

$水平的改变对学习记忆的影响&方法
!

将
70

只成年雄性
d#+A><

大鼠!按随机

数字表法分为正常组%对照组%创伤性脑损伤"

;3P

$组!每组
$/

只&采用改良的
L==,=

C

法和前期实验参数建立

;3P

大鼠模型!

d=+A=<,EI"A

观察创伤后
$1@

脑海马组织
X9V3

和
D

.X9V3

表达%干湿质量法测定脑组织含水

量和
T"<<#+

水迷宫实验&结果
!

大鼠
;3P

后
$1@

脑组织含水量!与正常组和对照组相比!

;3P

组升高明显

"

'

$

%&%$

$&与正常组和对照组比较!

;3P

组大鼠
;3P

后
$1@

海马
X9V3

和
D

.X9V3

蛋白的表达量降低明显#

潜伏期增加!

18#,

内寻求正确次数减少!差异均有统计学意义"

'

$

%&%7

$&结论
!

;3P

后脑水肿明显!

X9V3

和
D

.X9V3

水平降低!可能是使认知和学习记忆功能受损的原因之一&
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脑创伤早期的病理改变主要是脑水肿#创伤后
) @

明显#

$1@

达到峰值#维持至
10@

#随着创伤时间的
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重庆医学
1%$/

年
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月第
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延长#脑损伤往往变得错综复杂#使之成为不可逆性

损伤'

$.1

(

+创伤性脑损伤 $

A<>H8>A#?E<>#,#,

*

H<

C

#

;3P

&恢复后出现以认知功能障碍为主要特征的神经

功能异常#而已知环磷腺苷反应元件结合蛋白$

?:T\

<=+

D

",+==I=8=,AE#,!#,

GD

<"A=#,

#

X9V3

&通过
X9V3

$''

位磷酸化$

D

.X9V3

&#活化
X9V3

#翻译各种神经

活性蛋白#最终增强学习记忆功能'

'.-

(

+因此#本实验

通过测定脑创伤早期的脑含水量,

X9V3

及
D

.X9V3

水平#探讨脑创伤及其
D

.X9V3

水平的改变#对学习

记忆的影响+

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

动物!

d#+A><

大鼠
70

只#购于重庆市陆

军军医大学野战外科研究所实验动物中心'动物生产

许可证号!

5XYZ

$渝&

1%$1.%%%7

%动物使用许可证号!

5SYZ

$渝&

1%$1.%%$%

&(#健康成年雄性#体质量
11%

%

17%

G

+主要试剂及仪器!兔抗
X9V3

单克隆抗体$

>E.

?>8

公司#

>E'17$7

#美国&#兔抗
D

.X9V3

$

+=<$''

&单

克隆抗体$

;@=<8"

公司#

\:$.0)$(

#美国&#山羊抗

R:\62

多克隆抗体$

5>,A>?<HK

公司#

+?.1%'7-

#美

国&#十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

565.

\:RV

&和检测系统$

3#".9>!

公司#美国&%

\#,\"#,A;T

颅脑撞击仪$

2>AA=<>+

公司#美国&#扫描分析软件系统

$

_>EJ"<O+;T:,>I

C

+#+5"BAJ><=

#美国&+

@&A

!

方法

@&A&@

!

动物分组
!

将
70

只大鼠采用随机数字表法

分为正常组,对照组,

;3P

组+每组
$/

只#用于脑海

马组织
X9V3

和
X9V3

的
$''

位丝氨酸磷酸化'$

D

.

X9V3

$

+=<$''

&(水平检测$

+g)

&,脑含水量测定$

+g

)

&和
T"<<#+

水迷宫实验$

+g)

&+

@&A&A

!

动物模型的建立
!

借鉴
LVVMVS

等'

/

(的成

熟技术方法#依据本课题前期实验结果的撞击参

数'

(

(

#用
\#,\"#,A

;T颅脑损伤撞击器建立中度
;3P

动

物模型+对照组开骨窗后不进行打击致伤其余处理

同
;3P

组+正常组不开骨窗不进行打击致伤其余处

理同
;3P

组+

@&A&B

!

脑含水量测定
!

采用干湿质量法'

$%

(

#

;3P

后

$1@

麻醉#断头处死#开颅取大鼠脑组织#用滤纸吸尽

表面血渍后#置于已烤干并称质量的锡纸上#称湿质

量后置于
/7]

恒温干燥箱内干燥
-1@

至恒质量#再

称干质量后按
VII#"A

公式计算脑含水量!

!!

脑含水量$

)

&

g

$湿质量
U

干质量&"湿质量
^

$%%W

@&A&E

!

T"<<#+

水迷宫实验
!

;3P

前#随机选择
$

个

入水点#将大鼠面向池壁放入水中#

'

次分别从
'

个象

限$目标象限除外&的入水点入水#直至大鼠入水后能

够找到平台+历时
'!

#第
$

天让大鼠自由游泳
1

8#,

%从第
1

天起#每天训练
'

次#每次间隔
$@

%第
0

天开始如下实验!$

$

&潜伏期$定位航行实验#反映空

间记忆的获得和参照物记忆能力&#即大鼠由入水到

爬上隐匿平台的时间$

+

&+如果大鼠在
$1%+

内未找

到平台#将其引至平台上放置
1%+

#这时潜伏期记为

$1%+

+$

1

&寻求正确次数$空间搜索实验#检测空间记

忆的保持和工作记忆能力&#撤去原有平台#即大鼠
1

8#,

内经过原平台上方水域的次数+$

'

&

;3P

后
-!

#

重复以上实验#训练
'!

#第
$$

天开始实验+

@&A&F

!

d=+A=<,EI"A

检测
X9V3

和
D

.X9V3

$

+=<$''

&

表达
!

;3P

后
$1@

#取大鼠伤侧海马组织#参照文献

'

$$

(的方法#分别在盛有液氮的研钵中研粹#置于
%&0

8_

含蛋白酶抑制剂的组织裂解液$

9P\:

&中#提取蛋

白并定量+电泳后进行海马组织
X9V3

和
D

.X9V3

$

+=<$''

&水平测定+

R:\62

抗体滴度
$j1%%

%

X9V3

和
D

.X9V3

$

+=<$''

&抗体滴度
$j/%%

+扫描分

析软件系统扫描
Y

射线光片目的条带#进行密度分

析#结果用灰阶
^

面积表示灰度值+校正上样量采取

目的蛋白的灰度值与
R:\62

内参蛋白的灰度值相

比取其比值的方法#目的蛋白与内参蛋白的比值#进

行归一+

@&B

!

统计学处理
!

采用
+#

G

8>

D

I"AN$1&7

软件进行

统计分析#计量资料以
Jh@

表示#组间两两比较采用

6

检验#以
'

$

%&%7

为差异有统计学意义+

A

!

结
!!

果

A&@

!

各组大鼠脑含水量比较
!

正常组,对照组,

;3P

组大鼠脑创伤
$1@

脑组织含水量分别为$

-7&$7h

%&$1

&

W

,$

-)&1(h%&$0

&

W

,$

/0&/$h%&0-

&

W

#与正

常组和对照组比较#

;3P

组明显升高$

'

$

%&%$

&+

A&A

!

各组大鼠
T"<<#+

水迷宫潜伏期及寻求正确次

数比较
!

各组大鼠脑创伤前学习记忆比较#差异无统

计学意义$

'

%

%&%7

&+与正常组和对照组比较#

;3P

组大鼠脑创伤后
$$!

潜伏期增加#

18#,

内寻求正确

次数减少#差异均有统计学意义$

'

$

%&%7

&#见表
$

+

表
$

!!

脑创伤前后各组大鼠学习记忆情况比较%

Jh@

&

+g)

'

组别
潜伏期$

+

&

创伤前 创伤后

寻求正确次数$次&

创伤前 创伤后

正常组
'7&/%h(&-/ '0&-%h)&/1

>

7&''h$&-7 7&$-h$&0-

>

对照组
'-&17h$1&') '-&7-h-&07

>

7&$-h$&0- 7&%%h$&0$

E

;3P

组
')&0%h)&// )$&1%h$%&)) 7&''h$&1$ '&''h%&(/

!!

>

!

'

$

%&%$

#

E

!

'

$

%&%7

#与
;3P

组比较

图
$

!!

X9V3

和
D

.X9V3

%

+=<$''

'在大鼠

海马组织的表达

$7/$

重庆医学
1%$/

年
7

月第
0-

卷第
$0

期



A&B

!

各组大鼠
X9V3

和
D

.X9V3

$

+=<$''

&蛋白表达

水平比较
!

与正常组比较#对照组大鼠
X9V3

和
D

.

X9V3

$

+=<$''

&蛋白的表达水平差异无统计学意义

$

'

%

%&%7

&%

;3P

组大鼠
X9V3

和
D

.X9V3

$

+=<$''

&蛋

白的表达水平均明显降低#差异有统计学意义$

'

$

%&%$

&#见图
$

,表
1

+

表
1

!!

X9V3

和
D

.X9V3

%

+=<$''

'蛋白在各组大鼠海马

!!!

组织的相对表达量比较%

Jh@

&

+g)

'

项目 正常组 对照组
;3P

组

X9V3 $&%%h%&%%

>

%&(-h%&$1

>

%&70h%&$/

D

.X9V3

$

+=<$''

&

$&%%h%&%%

>

%&(-h%&$)

>

%&)-h%&$$

!!

>

!

'

$

%&%$

#与
;3P

组比较

B

!

讨
!!

论

!!

;3P

随着交通事故和意外伤害的增加而增加#即

使得到救治#生存的患者也可能发展成慢性创伤性脑

病$

?@<",#?A<>H8>A#?=,?=

D

@>I"

D

>A@

C

#

X;V

&#表现为

以认知功能障碍为主的神经功能异常+认知障碍是

;3P

最具代表性的后遗症#着重表现为学习记忆损

害+本研究检测到脑创伤后#大鼠脑组织含水量明显

增多#脑水肿明显+水迷宫实验#脑创伤大鼠潜伏期

增加#

18#,

内寻求正确次数减少#大鼠空间记忆的获

得和保持能力,参照物记忆能力和工作记忆能力减

弱#说明
;3P

减弱了大鼠的学习记忆能力+

X9V3

的活化是通过
X9V3$''

位磷酸化完成#

翻译各种神经活性蛋白#最终增强学习记忆功能'

0

(

+

本研究检测到
;3P

大鼠海马组织不但
X9V3

蛋白水

平明显降低#而且
D

.X9V3

$

+=<$''

&水平也下降+

X9V3

的活化减少#这使其在负责的生物学功能启动

中#很难发挥作用+

D

.X9V3

$

+=<$''

&下降#甚至功能

失活#不能完成启动多种基因的转录#影响细胞内多

种长期生物学效应#可能使依赖
D

.X9V3

通路诱导下

游基因表达的记忆功能受损+有研究发现#

D

.X9V3

介导的转录#还可以促使新的突触链接的生成#提高

神经元的存活率#缓解脑损伤后认知障碍'

$1

(

+海马是

脑创伤易损区#且与认知功能有关#它的损伤可导致

学习机功能障碍'

'&$'.$0

(

#观察脑创伤后海马部位的

X9V3

及
D

.X9V3

水平#可以从一个侧面反应动物的

学习记忆能力#结合本次动物行为学实验结果#脑创

伤后空间记忆的获得和保持能力,参照物记忆能力和

工作记忆能力都减弱+为了缓解和治疗脑损伤后认

知障碍#临床治疗的新思路可能是刺激
X9V3

的表达

和促使
D

.X9V3

$

+=<$''

&发生+

综上所述#脑创伤后学习记忆功能受损+要缓解

脑创伤后的认知功能障碍#需要标本兼治脑水肿#活

化有利于记忆储存的分子$

X9V3

和
D

.X9V3

&#进而

激活细胞内蛋白激酶级联反应#诱导靶细胞基因表达

而引发学习记忆突触水平的长时程增强$

_;\

&

'

$7

(

#改

善脑损伤后认知功能+
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