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大鼠脑干出血后血清 Ｓ１００Ｂ表达与血肿周围组织的超微结构改变

张海涛１，２，王永和２，曹培成２，卜振富２，李爱军２，程迎新２

１．潍坊医学院，山东 潍坊　２６１０５３
　　　　　　　　　　　　　　　 ２．潍坊市人民医院脑科医院神经外科，山东 潍坊　２６１０２１

摘　要：目的　研究大鼠脑干出血后血清 Ｓ１００Ｂ的表达及其与行为学改变、脑水肿的关系。观察血肿周围组织超微结构
在脑干水肿形成中的变化。方法　利用立体定向技术制作大鼠脑干出血模型，采用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ法检测脑干出血后

血清 Ｓ１００Ｂ蛋白含量，干湿重法检测脑组织含水量，电镜观察脑干出血后血肿周围组织超微结构的变化。结果　与假手

术组比较，出血组在脑干出血后６ｈ血清 Ｓ１００Ｂ含量、行为学改变、脑组织含水量增高，４８ｈ达高峰，之后开始下降；脑干

出血后血清 Ｓ１００Ｂ蛋白含量、脑组织含水量、行为学改变三者之间相互存在关联（Ｐ＜０．０５）。脑干出血后血肿周围组织

电镜观察：脑干出血后６ｈ星形胶质细胞胞体和周边足突轻度肿胀，４８ｈ可见星形胶质细胞肿胀明显且部分胞浆呈空泡

样改变；髓鞘部分有剥离现象，并有线粒体嵴断裂及空泡样变。结论　脑干出血后血清 Ｓ１００Ｂ含量、行为学改变、脑组织

含水量三者之间相互呈正相关，提示脑干出血后高水平的 Ｓ１００Ｂ蛋白参与脑干出血后脑水肿的形成。
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　　脑干出血临床上较少见，约占脑出血的 ５％ ～
１０％，多位于脑桥，与其相关的病死率和致残率约
３０％ ～９０％［１］，脑干水肿形成是导致脑干出血后

病情恶化的主要因素之一，但脑干出血后脑水肿形

成的机制尚不完全清楚。Ｓ１００Ｂ是一种分子量为
２１ＫＤ的酸性钙结合蛋白，广泛分布于神经系统特
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别是神经胶质细胞中，不仅是脑损伤的检测指标，

也是血脑屏障开放的特异性外周标志［２］。作者通

过建立大鼠脑干出血模型，动态观察血清 Ｓ１００Ｂ
蛋白含量的变化，探讨脑干出血后血清 Ｓ１００Ｂ蛋
白含量、脑水肿、行为学改变三者之间的相关性，

进一步揭示脑干出血后脑水肿形成的机制。

１　材料与方法
１．１　实验动物和分组

健康成年雄性 ＳＤ（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ）大鼠 ５８只，
体重 ２５０ｇ～３００ｇ。购自中国人民解放军八十九医
院实验动物中心。随机抽取 ８只大鼠分为分为甲、
乙两组，进行脑干出血成模预实验，其余 ５０只随
机分为假手术组和脑干出血后 ６ｈ、２４ｈ、４８ｈ、
７２ｈ组，每组 １０只。
１．２　大鼠脑干出血模型的建立

参照相关文献［２，３］报道的方法，实验大鼠经

１０％水合氯醛（３００ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后，术区
备皮，碘伏消毒后将大鼠固定在立体定位仪上，确

定大鼠脑干坐标：矢状缝与人字缝交点为原点，矢

状缝右侧 １．４ｍｍ，人字缝前 １ｍｍ，深度距硬膜 ７
ｍｍ。头皮正中切开，以牙科钻在颅骨上钻一小孔
（勿伤及硬膜）。抽取大鼠尾动脉血 ２００μｌ（肝素
钠抗凝）。微量进样器抽取自体抗凝血，以 １０μｌ／
ｍｉｎ的速度恒速注射，注射完毕后留针 ５ｍｉｎ，缓慢
退针。骨蜡封闭骨孔。生理盐水冲洗术野，缝合切

口后消毒皮肤。甲组注射抗凝血 ５０μｌ，乙组注射
抗凝血 １００μｌ，６小时后统计两组死亡率的差异，
然后选取合适注血量进行下一步实验。

１．３　行为学评分
以大鼠完全清醒后的行为学改变对各个组每

个时间点每只大鼠进行评分。参照 Ｌｏｎｇａ评分法［４］

０分：无神经功能缺损；１分：左侧前爪不能完全伸
展；２分：行走时，大鼠向左侧转圈；３分：行走时，
大鼠身体向左侧（瘫痪侧）倾倒；４分：不能自发行
走，有意识丧失；Ｌｏｎｇａ评分 ２分以上认为造模成
功，可用于筛选成功模型。

１．４　标本处理
各组大鼠均在脑干出血后６ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ

抽取尾动脉血，每次采血 ２ｍｌ，不抗凝，静置 １～２
小时，常温下３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后，留取上清
液 ０．５ｍｌ，置于 －２０℃冰箱待用。

实验大鼠于选定的时间点断头取脑，于距脑干

区血肿中心外侧缘 １ｍｍ处取 １ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ

大小的组织块放入 ３％戊二醛中，４℃冰箱内固
定，用于电镜观察。

１．５　测定血清 Ｓ１００Ｂ蛋白含量
采用双抗体夹心法，ＥＬＩＳＡ试剂盒检测血清中

Ｓ１００Ｂ蛋白含量，操作严格按照说明书执行。
１．６　脑组织含水量测定

实验大鼠在选定时间点迅速移除脑组织并分

成四部分：脑干，小脑和左右大脑半球。电子天平

测定各时间点脑干的湿重，经过恒温 １００℃干燥
２４ｈ，再测量脑干的干重。脑组织含水量 ＝（脑组
织湿重 －脑组织干重）／脑组织湿重 ×１００％（脑
干）。

１．７　电镜观察脑干出血血肿周围组织
前固定：３％戊二醛 ４℃固定 ２ｈ，ＰＢＳ液反复冲

洗 １ｈ；后固定：１％四氧化锇（ＯｓＯ４）置冰箱 ４℃固
定 １ｈ，ＰＢＳ液反复冲洗 ３０ｍｉｎ；用 ５０％、７０％、
９０％、９５％酒精梯度脱水 ×１０ｍｉｎ，再用 ９０％丙酮
与 ９０％酒精 １：１混合液脱水 １０ｍｉｎ，９０％丙酮脱
水 １０ｍｉｎ，１００％丙酮脱水 １５ｍｉｎ×２次；浸透：先
于 １：１的 １００％丙酮与包埋剂的混合物中浸透 ３０
ｍｉｎ，再换纯包埋剂浸透 ３７℃过夜；包埋：包埋剂
（环氧树脂）灌满包埋板，组织移入包埋板尖端，置

入恒温箱逐渐加温聚合，３７℃ １２ｈ，４５℃ １２ｈ，
６０℃ ２４ｈ；手工修块；切去 １μｍ半薄切片，甲苯胺
蓝染色，光镜下观察定位；超薄切片机连续切片厚

度 ７０ｎｍ，捞片贴于铜网；染色：醋酸铀避光染色
３０ｍｉｎ，蒸馏水反复冲洗并晾干，柠檬酸铅染色 ３０
ｍｉｎ，电镜观察。
１．８　统计学处理

应用 ＳＰＳＳ１６．０．０统计软件包处理数据。计
量资料采用 ｘ±ｓ表示，多组间比较采用方差分析，
两变量之间相关性采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。显著性
水平为 Ｐ＜０．０５。
２　结果
２．１　行为学观察及评分结果

预实验组大鼠成模后，于 ６ｈ后观察各组死亡
率。甲组大鼠（５０μｌ）死亡率为 ０，Ｌｏｎｇａ评分 ＞２
分有 ３例，乙组大鼠（１００μｌ）死亡率为 ７５％，Ｌｏｎ
ｇａ评分 ＞２分有 １例。得出甲组较乙组有较高的
造模成功率，较低的死亡率，因此选用 ５０μｌ自体
血进行实验。（如表 １）
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表１　实验甲组（５０μｌ）和乙组（１００μｌ）成模率的比较

组别 ｎ 死亡率 ＬｏｎｇａＦＺ评分＞２分 成模率

甲组 ４ ０ ３ ７５％
乙组 ４ ７５％ １ ２５％

　　注：甲乙两组死亡率比较，Ｐ＜０．０５；成模率比较，Ｐ＜０．０５。

大鼠造模成功后，脑干出血组大鼠出现明显的

神经功能缺损症状和行为学改变，活动量、进食水

量明显减少，自洁能力差，反应迟钝，可出现眼球

震颤及偏瘫，并成进行性加重，同时伴有大、小便

失禁等现象；假手术组 ６ｈ出现轻偏瘫、２４ｈ基本
恢复，偏瘫症状基本消失，进食正常。对各个组每

个时间点每只大鼠进行评分（ｎ＝５０），按照评分得
到的数值，结果用均数 ±标准差表示，术后 ６ｈ行
为学评分增加，４８ｈ达峰，脑干出血组较假手术组
显著增高（Ｐ＜０．０５）。（如表 ２）

表２　实验大鼠脑含水量、行为学评分和血清Ｓ１００Ｂ蛋白含量的比较　　（ｘ±ｓ）

　　　组别 假手术组 ６ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
脑含水量（％脑干） ６９．９５±０．１８ ７１．３６±０．４８＃ ７２．７０±０．５８＃ ７５．４１±０．１３＃ ７３．９２±０．１３＃

行为学评分 ０．６７±０．５８ ２．３３±０．５０＃ ２．８９±０．３３＃ ３．３３±０．５０＃ ３．１１±０．６０＃

血清Ｓ１００Ｂ蛋白含量 ０．１９±０．１７ ０．９４±０．１７ １．６５±０．３５ ２．３８±０．２５ １．７４±０．３４

　　注：各组ｎ＝１０，出血组与假手术组比较，＃Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

２．２　血清 Ｓ１００Ｂ蛋白含量
大鼠血清 Ｓ１００Ｂ蛋白含量 ６ｈ开始增加，４８ｈ

水平最高，之后逐渐下降。６ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ组
均较假手术组增高，有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
（如表 ２）
２．３　脑组织脑干含水量测定结果

脑干出血组在出血后 ６ｈ即增加，４８ｈ达到高
峰，然后开始缓慢下降。与假手术组比较有显著性

差异（Ｐ＜０．０５）。（如表 ２）
２．４　血清 Ｓ１００Ｂ蛋白含量与脑组织含水量、行为
学改变之间的相关性

Ｓ１００Ｂ蛋白含量与脑组织含水量之间存在关
联（ｒ＝０．９７２；Ｐ＜０．０５），Ｓ１００Ｂ蛋白含量与行
为学改变之间也存在关联（ｒ＝０．９６９；Ｐ＜０．０５），
脑组织含水量与行为学改变之间也存在关联（ｒ＝
０．９６５；Ｐ＜０．０５）。
２．５　电镜观察结果

电镜下可见成模大鼠脑干出血后６ｈ组星形胶
质细胞胞体和周边足突轻度肿胀，胞浆内有大量水

肿液，而神经细胞胞体轻度肿胀，胞核疏松，胞浆

液化，胞膜结构完整，核膜完整，轴索内神经丝结

构基本正常。２４ｈ组较 ６ｈ组星形胶质细胞肿胀
明显，神经元轻度变性，部分髓鞘轻度剥离，其余

未见明显差别；４８ｈ组可见星形胶质细胞胞体肿
胀更加明显，胶质细胞足突内大量空泡出现严重水

肿，部分胞浆可呈空泡样变；部分细胞可见变性坏

死，电子密度增高，髓鞘有部分剥离现象，并有线

粒体嵴断裂及空泡样变。７２ｈ组较 ４８ｈ组星形胶
质细胞胞体和星形胶质细胞足突肿胀稍减弱、细胞

变性坏死和髓鞘剥离现象较多。假手术各时间点

改变不明显，仅可见星形胶质细胞胞体轻度水肿，

电子密度较低，胞膜结构完整，核膜完整，神经细

胞胞膜结构完整。（如图 １）

图 １　１、２、３、４、５分别为假手术组和脑干出血后 ４ｈ、６ｈ、２４ｈ、４８ｈ组电镜下表现
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３　讨论
实验性脑干出血动物模型可以再现人脑干出

血的重要病理表现，包括脑水肿形成、代谢明显降

低和组织病理反应等。因此，动物模型是研究脑干

出血机制的重要手段，可用于检验脑干出血的治疗

措施。目前国内外研究大鼠脑干出血的模型主要

包括胶原酶诱导法和自体血注入法两类。Ｋｉｒｋｍａｎ
等［５］认为自体血的动物模型更接近临床情况，便于

定量和定位研究出血损伤的机制，而且可以建立一

个与神经功能缺损、脑水肿、脑皮质灌注不足相符

合的动物模型。因此，本文采用自体血进行实验。

Ｓ１００蛋白家族各亚型分布不同，生物学作用
亦不同。Ｓ１００Ｂ主要分布于中枢神经系统和周围
神经系统的神经胶质细胞、Ｓｃｈｗａｎｎ细胞、以及某些
神经元、黑色素细胞、软骨细胞、脂肪细胞中，生理

量主要由活的星形胶质细胞产生，作用于神经元，

具有神经生长因子样作用，对神经系统的生长发育

具有促进作用。而高水平的 Ｓ１００Ｂ对神经细胞有
毒害作用，Ｂｕｔｔｎｅｒ等［６］在脑缺血性卒中的临床研究

中证实患者血清或脑脊液 Ｓ１００Ｂ蛋白含量明显增
高，与梗塞体积、神经功能缺损显著相关。脑水肿

形成的主要因素先前研究认为由于大鼠脑干出血

形成后颅内压升高，导致脑疝，压迫脑干，以致死

亡［７］。其他一些研究认为动物模型建成后，释放一

些神经毒性物质，例如凝血酶，通过诱发炎症因

子，降解血肿，触发了脑水肿的形成［８］。脑干出血

后脑水肿形成机制复杂，大致包括四个阶段［９］：第

一阶段是血凝块回缩和蛋白渗出；第二阶段是凝血

酶和凝血级联反应；第三阶段是红细胞溶解和血红

蛋白及其代谢产物的毒性作用；第四阶段是其他血

液成分及细胞因子在脑水肿形成中的作用。

脑组织含水量是代表脑组织水肿程度的数量

指标。结合实验结果，血清 Ｓ１００Ｂ蛋白水平与脑
组织含水量同步增高，６ｈ增加，峰值时间都出现
在脑干出血后 ４８ｈ，两者具有显著相关性（ｒ＝
０．９７２；Ｐ＜０．０５），提示 Ｓ１００Ｂ在分子水平参与脑
干出血后脑水肿的形成。研究还发现大鼠行为学

改变在脑干出血后 ６ｈ开始出现，４８ｈ最为明显，
之后逐渐恢复。从行为学评分结果可以看出脑干

出血组与假手术组比较有相当明显的差别，而且也

是 ４８ｈ达峰与脑水肿形成时间一致。显然，脑干
出血后脑水肿发生规律和行为学变化规律显著相

关（ｒ＝０．９６５；Ｐ＜０．０５），证明了脑水肿是大鼠脑

干出血后肢体功能障碍的重要原因。结合血清

Ｓ１００Ｂ蛋白含量和行为学评定结果，两者在不同
时间点动态观察上几乎完全一致，行为学变化大的

时间点，评分分值也高，而此时 Ｓ１００Ｂ蛋白含量也
高，两者显著相关（ｒ＝０．９６９；Ｐ＜０．０５）。Ｓ１００Ｂ
由星形胶质细胞产生，星形胶质细胞的终足参与组

成血脑屏障，脑干出血后胶质细胞坏死，Ｓ１００Ｂ合
成增多，血脑屏障破坏，引发脑水肿，加重了大鼠

脑干出血后行为学改变。经统计学分析，脑干出血

后血清 Ｓ１００Ｂ蛋白含量、脑组织含水量、行为学改
变三者之间密切相关。

结合电镜观察结果进一步证实了脑干出血后

血肿周围组织脑水肿的形成。脑干出血后，血肿周

围的水肿包括细胞毒性水肿和血管源性水肿。血

管源性水肿是由于血脑屏障开放，血管通透性增加

导致血浆成分外渗引起的细胞间质性水肿。研究

发现，脑干出血早期主要是轻中度水肿，以细胞毒

性水肿为主，通常表现为细胞轻度或中度损害，当

致病原因消除后仍可恢复正常；若进一步发展，神

经元可变性、坏死。林昌福等［１０］认为脑出血周围

除了存在缺血半暗带外还存在代谢性半暗带，因

此，在治疗上除了积极有效的挽救半暗带区脑缺

血，还应改善局部代谢，如清除血中有毒物质。

Ｘｕｅ等［１１］认为如果能在早期解除血肿对脑组织的

压迫刺激，可以减少神经元的凋亡。因此，作者认

为脑干出血早期（６ｈ内）尽早进行干预，有利于保
护神经元，降低病死率和致残率，有助于改善患者

预后。

综上所述，Ｓ１００Ｂ由星形胶质细胞产生，星形
胶质细胞的终足参与组成血脑屏障。因此，脑干出

血后胶质细胞坏死。Ｓ１００Ｂ合成增多，血脑屏障
破坏，引发脑水肿和炎性细胞浸润，脑水肿加重了

大鼠肢体功能障碍。大鼠脑干出血后，血肿越大，

胶质细胞凋亡数量越多，神经功能缺损症状越明

显，Ｓ１００Ｂ蛋白含量也越高。脑干出血早期（６ｈ
内）的 Ｓ１００Ｂ蛋白含量有助于判断患者的转归。
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