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摘+要!目的+观察人脑挫裂伤后 Kf1& 和血脑屏障超微结构在脑水肿形成中不同时间点的变化特征#探讨脑水肿的形

成机制% 方法+取脑挫裂伤区组织标本 ," 例!观察组" ##" 例非功能区正常脑组织标本!对照组" % 采用免疫组化和图

像分析技术测定正常组及观察组伤后 ! S(! > 相应时间点水肿区 Kf1& 的表达水平#同时观察脑水肿含水量#血脑屏障

指数#血脑屏障超微结构的变化% 结果+与正常组相比较#脑挫裂伤组在伤后 ! > 后Kf1& 表达开始增加!!-"*"%"#, >&0 >&

#! > 明显增加!!-"*"#"#!& S(! > 达到最高!!-"*"#"% Kf1& 表达与脑含水量的变化趋于一致!4g"*'#!#!-"*"#"'血脑屏

障!MMM"指数与脑含水量的变化趋于一致!4g"*0((#!-"*"#"'水通道蛋白 & 表达与 MMM指数呈显著正相关!4g"*'"0#!-

"*"#"% 伤后早期血脑屏障结构即发生改变#随后血脑屏障结构被明显破坏#!& >& (! > 血脑屏障破坏最为严重% 结论+脑挫裂

伤后Kf1& 表达明显增强#MMM的通透性增加#提示Kf1& 在损伤后脑水肿的形成过程中起重要作用%

关键词!脑挫裂伤'Kf1&'脑水肿'血脑屏障'超微结构
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++水通道蛋白 & !8GD8C@257 &#Kf1& "是脑内最主

要的水通道蛋白#属特异性水通道蛋白#可介导自由

水分子的跨膜转运#起着调节脑内水转运的重要功

能#与脑脊液重吸收&渗透压调节&脑水肿形成等生

*'"!*
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理&病理过程密切相关(#)

% 血脑屏障 ! A4@@FHA2857

A822532#MMM"是存在于脑和脊髓内的毛细血管与神

经组织之间的一个动态的调节界面% 此界面具有保

护性作用#屏障被破坏#毛细血管内血浆蛋白与水分

渗出而引起脑组织细胞外液增多#引起血管源性脑

水肿(!)

% 研究证实 Kf1& 与血脑屏障的功能密切相

关())

% 以往实验多基于动物实验对脑挫裂伤后脑水

肿的形成机制进行研究#对人脑损伤后脑挫裂伤组

织脑水肿的形成机制研究甚少% 为了进一步明确早

期人颅脑损伤脑水肿的形成机制#实验通过分析人

颅脑损伤后脑挫裂伤后脑组织 Kf1& 表达和 MMM的

通透性变化#且在电镜下直接观察 MMM的变化特

征#以期得到更加客观&直接的依据#进一步探讨人

脑挫裂伤后脑水肿的形成机制%

>?资料和方法

>*>?资料

纳入标准$经颅脑 OL证实为脑挫裂伤#年龄在

)" S&" 岁之间且需手术治疗的患者 '! 例% 排除由

于年龄较大及年龄较小&存在其他器官复合伤的患

者 !! 例#(" 例患者纳入实验样本#其中男&"例#女

)" 例#年龄 )" S&" 岁#平均年龄)#*)& V&*!%岁#致

伤原因包括$交通伤%!例#坠落伤0例#打击伤#"例%

手术过程切取小部分正常脑组织及挫裂伤脑组织#

取脑挫裂伤区中心直径约 ) ?6范围内的脑组织标

本 ," 例!观察组" #非功能区相对正常脑组织#"例

!对照组" % !#" 例相对正常脑组织均因手术过程中

需行内减压术而切除的额极或颞极脑组织" % 实验

经德阳市人民医院伦理委员会认证通过#且均征得

患者家属同意#并签署知情同意书%

>*@?方法

#*!*#+固定$ 包埋$切片$染色+样本经薄刀片

切取 # 66脑组织#&/多聚甲醛外固定 , >#清水

冲洗 #! >#梯度浓度酒精脱水#氯仿&二甲苯脱去

酒精#浸蜡#软石蜡包埋制成蜡块备用% 自动切片

机连续切片#片厚 %

'

6%

#*!*!+脑含水量测定+取脑组织约 #%" 6=!精确

到 # W#""" =" #称湿重后#置入 #""h恒温箱中#

!& >后 取 出 称 干 重% ( ! 湿 重H干 重 " W湿 重 ) i

#""/来计算脑含水量代表脑水肿程度%

#*!*)+Kf1& 蛋白表达检测+切片常规脱蜡至水#

经 )/[!c! 孵育 #" 657 !室温" #养血清室温孵育

!" 657#一抗为兔抗鼠 Kf1& ! #$%" " 多克隆抗体#

&h过夜#RKMO试剂盒严格按试剂使用说明书操作'

K̀M显色#镜下控制% 常规脱水&透明&封片和镜

检% 阳性结果为细胞膜染有黄色细颗粒% 免疫组化

结果图像分析$采用 N68=3H12@H14D;图像分析系统对

Kf1& 蛋白染色结果进行半定量分析#每组每张切片

随机选择 % 处大脑皮层#每张切片选%个高倍镜视野

! RKMOi&"" " #分析每组平均相对灰度值 ! 8:328=3

?@6C828<5:3F37;5<9#KÒ " #灰度值高#表明 Kf1& 含量

低#灰度值低#表明 Kf1& 含量高%

#*!*&+MMM通透性测定+血脑屏障 ! MMM"指数

的测算作为 MMM完整程度的指标% 穿刺或腰穿取

脑脊液检查#抽取静脉血行血清白蛋白检测% 测定

血清和脑脊液白蛋白及总蛋白应用 Oj( 全自动生

化分析仪#白蛋白采用溴甲酚绿比色法#总蛋白采

用双缩脲比色法% 血清 TM1的测定采用双抗体夹

心酶联免疫吸附法#药盒由四川大学华西医学中心

重组 Q̀K研究室提供% MMM指数的计算按王拥

军(&)等介绍 MMM指数计算公式即 MMM指数 g脑脊

液白蛋白!K4A?;I" W血清白蛋白!K4A;" %

#*!*%+血脑屏障超微结构观察+对照组和观察组

各时间点灌注固定好的脑组织#取#*" 66i#*" 66

i#*" 66的组织块#经戊二醛固定##/锇酸后固

定#系列丙酮脱水#环氧树脂 ,#0 原位包埋#超薄切

片!," 76" #双铅染色#置于透射电镜下观察&拍片%

>*A?统计学处理

实验计量资料采用 9V)表示#采用 R1RR #)*"

统计软件对实验数据进行统计分析#组间比较采用

两样本 3检验'两变量间相关性用 1382;@7 相关分析#

!-"*"% 为差异有显著性意义#!-"*"# 表示差异

有非常显著性统计学意义%

@?结果

@B>?8GHI 表达

Kf1& 蛋白在星形胶质细胞和室管膜细胞内表

达呈阳性#尤其在与毛细血管和软脑膜直接接触的

胶质细胞上及血管周% Kf1& 的阳性产物仅分布于

胞膜#胞浆和胞核未见阳性染色% 正常对照组阳性

表达稀少#观察组后 ! >!图 #"阳性细胞及血管开始

增多 ! !-"*"# " # , > !图 #A " & 0 > !图 ! " & #! >

!图 )" &!& >!图 &" &(! > !图 % "均高于正常对照组

!!-"*"#" #其中 !& > 阳性细胞及血管最多!图 , "

!!-"*"# " #(! > 开始下降但仍高于正常对照组

!图 ," !!-"*"%" %

*"#!*
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+++++ 图 >?观察组 ! >Kf1& 的++ 图 @?观察组 , > 可见空+ 图 A?观察组 0 > 组织间隙

++++++++ 表达" RKMOi&"" #+++++泡" RKMOi&"" #+++++增宽" RKMOi&"" #

+++++ 图 I?观察组 #! > 染色增++ 图 N?观察组 !& > 染色+ 图 O?观察组 (! > 染色有所

++++++++强!水肿加重" RKMO+++++ 最强!水肿达到最++++ 减弱! " RKMOi&"" #

++++++++ i&"" #++++++++++ 高峰"RKMOi&""#

@B@?脑含水量的检测

脑挫裂伤后 ! > 脑组织含水量已明显增加

!!-"*"# " #, >&0 >&#! > 继续增加 !!-"*"# " #

其中脑挫裂伤后 !&H(! > 含量达到顶峰 ! !-

"*"# " #以后逐渐下降!见表 # " %

@BA?DDD通透性检测

脑挫裂伤后脑组织 MMM指数增加# ! >& , >&

0 >&#! >&!& >&(! >MMM指数均明显高于正常对照

组!!-"*"# " #其中 !&H(! >达到高峰 !!-"*"# " #

(! > 后 MMM指数虽有所下降'但仍高于正常对照

组!!-"*"# " !见表 # " %

@BI?电镜观察

对照组!图 ( "神经元的细胞核大而圆#核仁&

细胞膜清楚#染色质密度均一#核仁明显#细胞器中

可见线粒体&粗面内质网和高尔基体#神经突起&微

血管内皮细胞层&基底层结构正常% 观察组初期

! >!图 0 "毛细血管内皮细胞中吞饮小泡增多#皱

褶增多#毛细血管周围星形胶质细胞足突肿胀出现

水肿#仍与毛细血管基底膜相连#神经元和胞体开

始萎缩#但不明显% 毛细血管基底膜基本保持完

整% &H0 >!图 ' "毛细血管基底膜增厚#可见肿胀

的线粒体% #! > !图 #" "内皮细胞明显肿胀#基底

膜开始溶解#可见神经纤维脱髓鞘改变% !& >&

(! >!图 ## &图 #! "星形胶质细胞皱缩#细胞突起肿

胀#胶质细胞足突内大量空泡出现严重水肿#胶质

疏松#核蛋白和胞浆蛋白成分松散丢失#线粒体高

度肿胀&模糊&消失&空化#毛细血管基底膜断裂模

糊#并开始消失% 少量神经元和胶质细胞坏死&崩

解% 脑组织之间可见密度不均匀的渗出物#及中性

粒细胞的浸润

@BN?水通道蛋白 I 表达与血脑屏障通透性(脑含

水量的相关分析

对 Kf1& 与血脑屏障通透性&脑含水量进行相

关分析结果提示$Kf1& 的表达与患者的年龄&性别

和手术方式及脑挫裂伤伤情无关!4g"*&%!& #!.

"*"% " 'Kf1& 表达与脑含水量的变化规律趋于一

致#呈正相关 ! 4g"*'#! #!-"*"# " 'MMM指数与

脑含水量的变化规律趋于一致#呈正相关 ! 4g

"*0(( #!-"*"# " 'Kf1& 表达与 MMM指数也呈正相

关!4g"*'"0 #!-"*"# " !见表 # " %

A?讨论

Kf1& 属于水通道蛋白家族的一员#在中枢神

经系统广泛分布#主要分布在脑与液体腔隙 !如血

管&蛛网膜下腔和脑室 "的接触面上#起着调节脑

内水转运的重要功能#与脑水肿形成和消除密切相

关(%)

% Kf1& 对水的通透作用呈特异性和高度选择

性#对水的选择性转运表现在其孔道大小的合适

性(,)

% Kf1& 通过对水的通透作用在中枢神经系统

中的多种疾病的脑水肿中发挥了不可忽视的作

用(()

% 实验应 用 免 疫 组 化 法 观 察 脑 挫 裂 伤 后

Kf1& 表达的动态变化规律#观察组后 ! > Kf1& 表

达及血管开始增多#随后逐渐增加#达到高峰#(! >

*##!*
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+++++ 图 P?对照组 MMM结构完+ 图 Q?观察组 ! > 吞饮小++图 R?观察组 &H0 > 毛细血

++++++++ 整" L̂Ti&"""" #+++ 泡增多!毛细血管++++ 管完整性破坏!足突和+++++

++++++++++++++++++++ 基底膜基本保持完+++++细胞可见肿胀的线内+++++

+++++++++++++++++++++整" L̂Ti&"""" # ++++ 皮粒体" L̂Ti&""""#

+++++ 图 >S?观察组 #! > 渗出物! 图 >>?观察组 !& > 中性粒+图 >@?观察组 (! > 胶质细

++++++++ 神经纤突触界线模糊$+++ 细胞的浸润" L̂Ti++++胞足突内大量空泡!+++++

++++++++ 消失 " L̂Ti&"""" # ++ &"""" # ++++++++ 线粒体高度肿胀$毛+++++

++++++++++++++++++++++++++++++++ 细血管基底膜断裂+++++

++++++++++++++++++++++++++++++++++ " L̂Ti&"""" #

表 >?脑挫裂伤后不同时间点的8GHI 表达(脑含水量(DDD指数?$! T0%

指标 组别 ! > , > 0 > #! > !& > (! >

Kf1&表达量KÒ "9V)#"7 g#"# 对照组 #*!% V"*"% #*!% V"*"% #*!% V"*"% #*!% V"*"% #*!% V"*"% #*!% V"*"%

观察组
#*!' V"*"#

8

#*&" V"*")"

8

#*%( V"*"&

8

#*,% V"*"%

8

#*)" V"*")

8

#*!, V"*"#

8

脑含水量"9V)#"7 g#"# 对照组 ((*&, V"*0' ((*&, V"*0' ((*&, V"*0' ((*&, V"*0' ((*&, V"*0' ((*&, V"*0'

观察组
(0*%( V"*,0

A

('*%" V"*,(

A

0"*&0 V"*&'

A

0!*," V"*(!

A

(0*)& V"*)(

A

((*&( V"*,,

A

MMM指数"9V)#"7 g#"# 对照组 "*)! V"*"# "*)! V"*"# "*)! V"*"# "*)! V"*"# "*)! V"*"# "*)! V"*"#

观察组
"*&' V"*")

?

"*,0 V"*"#

?

"*(0 V"*"#

?
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++注%KÒ 各时间点观察组与对照组比较均8

!-"*"#!脑含水量各时间点观察组与对照组比较均A

!-"*"#!MMM指数各时间点观察组与对

照组比较均?

!-"*"#&

开始下降% 脑挫裂伤后脑组织含水量逐渐增加#伤

后 !& S(! > 达到顶峰#以后逐渐下降% Kf1& 表达

与脑含水量的变化规律趋于一致#呈正相关% 证实

脑挫裂伤早期 Kf1& 即参与脑水肿形成&消退过程#

伤后 ! > Kf1& 表达开始增加#水肿也随之增加#

!& S(! > Kf1& 表达的高峰期即为水肿的高峰期%

这与 L898等(0)

&沈礼芹等(')研究结果基本一致%

MMM界面具有保护性作用#一旦破坏#可引起血

管源性脑水肿% 但 Kf1& 的基因缺失是否会导致血

脑屏障完整性的破坏#目前观点不一% R88F@D7

(#")等

认为敲除成年小鼠水通道蛋白 & 基因不能改变血脑

屏障的完整性% 而 k>@D 等(##) 认为敲除成年小鼠水

通道蛋白 & 基因不能改变血脑屏障的完整性% a@4H

AD2=等(#!)认为 Kf1& 是血脑屏障的重要组成#血脑

屏障的破坏程度与 Kf1& 表达上调密切相关% 实验

应用 MMM指数及电镜下直接观察血脑屏障的超微

结构变化发现脑挫裂伤后脑组织 MMM指数明显高

于正常对照组#而同时在伤后初期血脑屏障结构即

发生改变#随后血脑屏障结构被明显破坏# !& >&

(! >血脑屏障破坏最为严重% Kf1& 表达与 MMM指

数呈正相关% 提示 Kf1& 与血脑屏障的完整性及功

能有密切联系#与 [5=8;>5F8等(#))的研究结果相似%

脑挫裂伤后 Kf1& 表达上调#这种现象是机体的

一种保护性反应#还是 Kf1& 增高直接或间接参与

了血脑屏障的破坏和脑水肿的形成+ 史文珍等(#&)

研究发现与野生型小鼠比较#Kf1& 基因缺失加重

QT̀ K诱导的皮层损伤#增加损伤区变性神经元密

度#加重血脑屏障通透性的增高*提示 Kf1& 在 QTH

*!#!*

+ ++Y@D2784@IN7<3278<5@784Q3D2@4@=987F Q3D2@;D2=329+!"#! #)' ! ) "+



K̀诱导的脑损伤中可能起保护作用*Kf1& 表达增

加导致血脑屏障损伤#形成血管源性水肿#相反#血

脑屏障未损伤#细胞毒性脑水肿并未发现 Kf1& 表

达增加'实验结果提示 Kf1& 是脑水肿的重要因素#

尤其是与血脑屏障破坏所致血管源性水肿的形成有

关% 笔者认为 Kf1& 可能通过 1bO途径中自身发生

磷酸化#调节内皮生长因子 ! \̂ ]X"增加 MMM通透

性(#%)

&增加 b

l虹吸#加剧电解质紊乱&引起细胞内

O8

! l超载(#,)等来加重脑水肿% 因此通过应用 Kf1&

抑制剂!乙酰唑胺(#()

&L]QH"!"

(#0)等"抑制 Kf1& 过

度表达#通过信号转导机制控制 Kf1& 表达来调节

水平衡#减轻 MMM损伤程度#从而达到防治脑水肿

和减轻脑损伤的目的% 虽然部分学者已经在脑水肿

的治疗药物的研究中取得了一定的进展(#')

#但特异

性的 Kf1& 抑制剂及特异性靶点治疗仍不明确#

Kf1& 的分子作用机制仍不清楚#须更加深入研究#

以求更好的控制脑水肿#降低颅脑损伤致残率及致

死率%

虽然本研究取得了与其他实验相似的结果#本实

验仅观察人颅脑损伤后早期 ! (! > "内脑挫裂伤后

Kf1& 和血脑屏障超微结构在脑水肿形成中的不同时

间点的变化特征#由于患者就诊时限&交通条件&手术

准备时间等方面的限制#未对 ! > 前及 (! > 后期变化

特征进行研究% 另外由于样本的个体差异如年龄&性

别等及手术及取材部位局限#不能对同一患者伤后不

同时间脑组织中 Kf1& 进行检测及对比#这些因素对

实验结果的影响不能排除% 因此笔者认为#需扩大标

本收集时限&改进研究方法&减少个体差异!如性别&

年龄&体质等" #尽量选取同一患者脑组织样本!如患

者存在脑挫裂伤需手术减压" #进一步明细观察时间

点#以期得到更加可靠客观的依据%
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57;D4<;DC@7 8GD8C@257H& B8<32?>87734;I@44@B57=3dC325637<84

?@2<5?84?@7<D;5@7 57 28<;*YQ3D2@<28D68# !"#" # !( ! # " $

!!'H!)'*

( ' )+沈礼芹#蒋金泉#郭建杰*脑挫裂伤后脑组织中 Kf1& 的

表达变化及意义*山东医药*!"## #! !, " ,H(*

( #" ) R88F@D7 R# L85<TY# U3P8K# 3<84*Kf1& =373F343<5@7 57

65?3F@3;7@<84<32A4@@FHA2857 A82253257<3=25<9@2A2857 6@2H

C>@4@=9*Q3D2@;?537?3#!""' ##,# ! ) " $(,&H((!*

( ## ) k>@D Y# b@7=[# [D8j# 3<84*K4<323F A4@@FHA2857 A822532

57<3=25<957 8FD4<8GD8C@257H& J7@?J@D<65?3* Q3D2@23C@2<#

!""0 #0 '#' ! # " $#H%*

( #! ) a@4AD2=[# Q@344R# a@4AD2=HMD?>>@4Pb#3<84*K=257#8GD8H

C@257H&#87F 8;<2@?9<3C@4825<98;87 56C@2<87<I38<D23@I<>3

A4@@FHA2857 A822532*YQ3D2@;?537<5;<# !""'# #% ! ! " $ #0"H

#')*

( #) ) [5=8;>5F8L# b235CJ3Oa# 137=O# 3<84*L>32@43@I>9C@d58H

57FD?5A43I8?<@2H#

(

# 8GD8C@257H&# 87F 68<25d63<844@C2@<3578;3H

' 57 A4@@FHA2857 A822532F5;2DC<5@7 87F A2857 3F3688I<32<28DH

68<5?A2857 57ED29*YQ3D2@;D2=#!"#####&!#" $'!H#"#*

( #& ) 史文珍#赵春贞#黄雪琴等% 水通道蛋白 Kf1& 基因缺

失加重 QT̀ K诱导的小鼠脑损伤% 浙江大学学报!医学

版"*!"## #&" ! ! " $#&%H#&'*

( #% ) a87=1# Q5UZ# O>37 TQ# 3<84* d̂C23;;5@7 @I8GD8C@257H&

57 >D687 ;DC28<37<@258463757=5@68;B5<> C325<D6@284A2857 3F3H

6887F ?@22348<5@7 @I\̂ ]XB5<> 3F368I@268<5@7*]373<T@4

U3;#!"## ##" ! ) " $!#,%H!#(#*

( #, ) L>2873KR# U8CC@4F 1T# XDE5<8L# 3<84*O25<5?842@43@I

8GD8C@257H& !Kf1& " 57 8;<2@?9<5?O8

! l

;5=78457=3:37<;345?5H

<3F A9?323A2843F368*12@?Q8<4K?8F R?5mRK#!"## ##"0

! ! " $0&,H0%#*

( #( ) b8<8F8U# Q5;>5<875Z# [@76@D c# 3<84* d̂C23;;5@7 @I8GD8H

C@257H& 8D=637<;?9<@<@d5?A2857 3F3688I<32<28D68<5?A2857 57H

ED29FD257=8?D<33<>87@43dC@;D23*K6 Y18<>@4# !"#!# #0"

!#" $#(H!)*

( #0 ) N=828;>5[# [DA32\Y# L;DE5<8T# 3<84*123<238<637<B5<> 8

7@:348GD8C@257 & 57>5A5<@2# L]QH"!" # ;5=75I5?87<4923FD?3;

5;?>365??323A2843F368*Q3D2@4R?5# !"## # )! ! # " $ ##)H

##,*

( #' ) 姜渭#曹碗君#邝芳% 甘露醇和高渗盐溶液在脑水肿治

疗中的应用% 国际神经病学神经外科学杂志% !"#" #

)( ! , " '%%#H%%&*

*)#!*

+国际神经病学神经外科学杂志++!"#! 年+第 )' 卷+第 ) 期++ +




