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摘　要:【目的】观察大脑皮质缺血性半影区星形胶质细胞和小胶质细胞以及神经元的反应模式和时程以及相关蛋白表

达概况 ,以探讨半影区胶质细胞之间以及与神经元之间及其与梗死灶修复之间的联系。【方法】采用大脑中动脉缺血模型和

组化及免疫组化染色方法探查 24只成年雄性 SD 大鼠(分成假手术对照 、缺血 3 d 和 2 周组 , 每组 8 只)脑梗死灶半影区的星

形胶质细胞 、小胶质细胞和神经元的形态学变化及其相关蛋白的表达。【结果】大脑皮质半影区的星形胶质细胞发生显著的

形态学变化:表现为胞体肥大 、染色加深 、突起增粗 、变长 ,细胞的变化显示为明显的时间依赖性 , 脑缺血 3 d 时尤为显著。反

应型星形胶质细胞的 GFAP、巢蛋白(nestin)和 S100 蛋白的反应性增强 ,在脑缺血 3 d 时尤为显著(+++～ ++++)。 半影区

小胶质细胞也显示肥大和增生 ,在脑缺血 2周时更为显著 , 其补体 3 型受体抗原和 MHCⅡ类抗原呈渐进性高表达 , 脑缺血 2

周时最显著(+++～ ++++)。半影区神经元随缺血时间延长 , 由急性期损伤逐渐趋于稳定。脑缺血 3 d 时 , 半影区出现大量

神经元死亡 ,神经纤维断裂 , 排列紊乱 ,密度下降(+)。半影区神经元 GAP43呈高表达(++++)。脑缺血 2周时 , 半影区神经

元的死亡减轻 ,神经纤维密度增加(++), 染色加深 , GAP43 表达减弱(++)。【结论】慢性脑梗死灶半影区星形胶质细胞 、小

胶质细胞和神经元发生了形态结构和生物化学重组 , 提示大脑皮质缺血性半影区正积极进行着自我修复。
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Morphological Observation of Glial and Neuronal Reorganization in the Ischemic Penumbra of Rat Brains　
LEI Wan-long , Y UAN Qun-fang , ZHANG Huai-bo , Y AO Zhi-bin .(Department of Anatomy , S un Yat-sen University of Med-

ical Sciences , Guangzhou 510089 , China)

Abstract:【Objective】To explore the astrocy tic , microglial and neuronal reactive model , time-course , and the profiles of associ-

ated-protein expression in the ischemic penumbra , in order to inquire into the relationships between the astrocy tes and microglia, and

between the g lial cells and neurons , and their relationships to recovery of ischemic foci.【Methods】24 adult male SD rats with middle

cerebral ar tery occlusion were divided into sham operation control g roup , 3 d ischemic group and 2-week ischemic g roup.Astrocytic ,

microg lial and neuronal morpholo gical changes , and the profiles of associated-protein expression in the ischemic penumbra were ob-

served by histo- and immunohisto chemical methods.【Results】(1)The morphological alterations occur red in astrocy tes of penumbra

w ith hypertrophic bodies and sturdy pro cesses.The changes were most remarkable on day 3 post ischemia.Meanw hile, overexpres-

sion of GFAP , nestin and S100 proteins on astrocytes was found(+++～ ++++).(2)Microglial hyper trophy and proliferation in

ischemic penumbra were observed , with most remarkable changes at 2-week postischemia.Meanw hile , g radual overexpressions of

CR3 and MHC class Ⅱ antigens were found(+++～ ++++).(3)On 3 d postischemia , numerous neurons in the penumbra died

and some of their fibers were broken , and diso rdered , and the density of fibers decreased(+).Overexpression of GAP-43(++++)

on the neurons of penumbra w as found.At 2-w eek postischemia, the died neurons became less , and the density of nervous fibers in-

creased prog ressively , while GAP-43 expression on neurons in the penumbra decreased(++).【Conclusion】The astrocytes , microglia

and neurons in the penumbra exhibit morphological and biochemical reorganization , which indicates that the process of active cerebral

self-recovery occurs in the ischemic penumbra.

Key words:g lial cell;neuron;ischemic penumbra;reorganization

　　尽管中枢神经损伤之后的再生能力不如周围

神经 ,但目前仍有大量资料显示中枢神经在各种不

同性质损伤之后的形态结构和生理机能的可塑性

变化[ 1] 。局灶性脑缺血由于病变区较恒定和局限 ,

是研究中枢神经损伤之后形态和机能重组的理想

模型。结构重组是中枢神经系统形态学恢复的关

键 ,以胶质细胞和神经元的形态学变化为主流。缺

血性半影区是位于梗死灶周围的可以逆转的缺血

组织 ,此处是决定脑梗死继续发展还是恢复的关键

部位 ,也是决定神经元是生存还是死亡命运的重要
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场所 。因此 ,神经元和胶质细胞在此处发生极其复

杂的形态学变化 。虽然已有研究证实了星形胶质

细胞和小胶质细胞与脑缺血性损害和修复之间的

联系[ 2] ,以及本研究室以前对脑缺血区星形胶质细

胞形态学变化的观察[ 3] ,但胶质细胞在缺血性半影

区发生形态结构和生物化学重组 ,尚需深入研究。

损伤区神经元的变化主要为轴突出芽和突触重组 ,

以及一些结构蛋白的降解和促生长蛋白质的高表

达[ 4] 。本研究室为此曾经对脑缺血性神经元轴突

NF200(neurof ilament 200)和GAP43(g row thassoci-

ated protein-43)的表达作了报道[ 5] 。本实验旨在

观察缺血性半影区星形胶质细胞 、小胶质细胞和神

经元的形态学变化和一些相关蛋白的表达 ,以探讨

胶质细胞与神经元以及二者与脑梗死灶修复之间

的病理联系。

1　材料和方法

1.1　实验动物分组

运用 Ⅱ级雄性SD大鼠 24只(中山医科大学实

验动物中心提供),4 ～ 5月龄 、体质量 200 ～ 250 g ,

分为假手术对照 、缺血 3 d和 2周组 ,每组 8只。

1.2　大鼠脑缺血模型及组织制备

采用经典的局灶性脑缺血模型
[ 3]
,即用氯胺酮

(60 ～ 70 mg/kg)腹腔注射麻醉 ,在其右侧眼与耳之

间切开皮肤及颞肌 ,钻开颞骨 ,暴露大脑中动脉主

干 ,在嗅沟上方用电凝钳凝闭其主干。随后依次缝

合颞肌及皮肤 。假手术大鼠组同样暴露大脑中动

脉 ,但不凝闭其主干 。缺血模型的可靠性已经过反

复的 TTC 和 Evens Blue组化染色所验证。

缺血 3 d和 2周之后 ,在麻醉下开胸 ,用 9 g/L

盐水 200 mL经左心室快速冲洗之后 ,用40 g/L 多

聚甲醛(0.1 mol/ L PBS配制 ,pH7.4)400 mL 灌流

固定。取脑后置入 40 g/ L 多聚甲醛内后固定 6 h ,

之后移入 300 g/L 蔗糖液内 ,4 ℃过夜 。在脑缺血

区进行半导体冰冻冠状切片 ,片厚 30 μm ,每隔 5

片取 1片贴于载玻片上 ,进行酶组化和免疫组化染

色。

1.3　组化染色

按照 Hedreen等[ 6]方法进行 AchE 纤维染色:

将切片用 0.1 mol/L 醋酸缓冲液(pH6.0)洗 3 次;

于孵育液(碘化乙酰硫代胆碱 25 mg ,0.1 mol/L 醋

酸缓冲液(pH6.0)32.5 mL , 0.1 mol/L 柠檬酸钠 2

mL , 0.3 mol/L 硫酸铜 5 mL , 双蒸水 9.5 mL ,

0.005 mol/L 铁氰化钾 1 mL)内室温孵育 20 min;

0.1 mol/L 醋酸缓冲液洗 5次 ,每次 1 min;1 mL/L

硫化铵 1 min;0.1 mol/L 醋酸缓冲液洗 5次 ,每次

1 min;1 g/ L 硝酸银 1 min;0.1 mol/ L 硝酸钠洗 5

次 ,每次 1 min;常规脱水 、透明和封片 。阴性对照

片在孵育液内免去碘化乙酰硫代胆碱 ,其余相同 ,

阴性对照片不显色。阳性切片上的神经纤维呈黑

色 ,细胞体小。

浸银染色法:切片经水洗之后入 200 g/L 硝酸

银溶液于 37 ℃避光孵育 30 min;100 mL/L 甲醛溶

液3 ～ 8 s ,氨银溶液(200 g/L 硝酸银溶液30 mL 加

无水乙醇 20 mL ,二者混合后滴加浓氨水直到沉淀

溶解 ,过滤后使用)30 s;10 mL/ L 甲醛溶液 1 ～ 2

min并更换 2次;50 g/L 硫代硫酸钠 3 ～ 5 min ,每

步之间单蒸水洗 3 ～ 5 min;常规方法脱水 、透明和

封片。阳性染色的神经纤维呈黑色。阴性对照实

验免去硝酸银 ,其余步骤相同 ,阴性对照片不显色 。

1.4　免疫组化染色(ABC法)

切片于室温晾干之后 ,用 0.01 mol/L PBS洗 3

次 ,入 3 mL/ L H2O2 ,室温 30 min ,随后滴加 Triton

X-100-BSA 液 (3 mL/L Tri ton X-100 , 10 g/L

BSA),室温 30 min ,之后分别滴加小鼠抗大鼠单克

隆抗体 GFAP(1∶5 000 , Sigma)和 S100(1∶4 000 ,

Sigma)、nestin(1∶4 000 , Pharmingen公司)、OX42

(1∶800 ,香港大学解剖学系吴武田教授赠送)、OX6

(1∶1 000 , Holland Biotechology , BV)和 GAP43(1∶

3 000 ,澳大利亚弗林德斯大学生理学和神经科学

中心周新富教授提供),然后置于湿盒内 4 ℃48 h。

滴加二抗(1∶200 ,Sigma 公司)于 37 ℃,2 h。滴加

三抗(1∶200 ,Sigma公司)于 37 ℃, 2 h 。DAB-H2O2

显色 2 ～ 8 min 。各步之间用 0.01 mol/L PBS

(pH7.4)洗 3 次 , 每次 5 min。阴性对照实验用

PBS代替一抗 ,其余步骤相同。显色之后 ,常规脱

水 、透明和封片 。

1.5　阳性反应半定量

根据阳性细胞和纤维的形态 、密度 、染色深浅

进行半定量 ,其判断标准:-/ +微弱;++～ +++

中等;++++高度。

2　结　果

2.1　星形胶质细胞形态学变化和蛋白质表达

大脑皮质缺血性半影区的星形胶质细胞在脑

缺血 3 d已发生显著的形态学变化:显示肥大的胞
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体和粗大的突起 ,免疫染色明显加深。其变化逐渐

加强 ,脑缺血 2周时 ,其胞体逐渐变小和消失 ,在梗

死灶边缘形成密集的胶质纤维网 。不仅如此 ,星形

胶质细胞的 GFAP 、巢蛋白(nestin)和 S100蛋白质

表达上调 ,在脑缺血 3 d尤为显著(+++～ ++++;

图 1a ,b , c;表 1)。其反应在脑缺血 2周时 ,有所减

弱(++～ +++,表 1)。

2.2　小胶质细胞形态学变化和免疫分子表达

半影区小胶质细胞也发生显著的肥大和增生

性形态学变化 ,其变化在脑缺血 3 d已经发生 ,并

持续性增加 ,脑缺血 2周时更加强烈。在脑缺血 3

d ,小胶质细胞高表达免疫分子补体 3 型受体抗原

和 MHC Ⅱ类抗原(++～ +++,表 1),并逐渐加强

到脑缺血 2周(+++;图 2a ,b;表 1)。

2.3　神经元组织病理学变化和蛋白质表达

组织病理学显示 ,大脑皮质缺血性半影区在脑

缺血 3 d时 ,有大量神经元死亡 ,组织结构紊乱 ,脑

水肿明显。脑缺血 2周时 ,半影区病变稳定 ,梗死

灶已形成(图 3a)。脑缺血 3 d ,半影区神经纤维排

列紊乱 、断裂和减少(+,表 1),到脑缺血 2 周时 ,

其变化趋于稳定 ,纤维密度有所增加 ,纤维末端伸

向梗死灶中央(++;图 3b , c;表 1)。半影区神经元

GAP43呈阳性反应 ,阳性染色主要位于胞体和一

些轴突 。在脑缺血 3 d时反应强烈(++++;图 3c;

表 1),到 2周时 ,其反应逐渐减弱(++,表 1)。

表 1　缺血性半影区星形胶质细胞 ,小胶质细胞

和神经元的反应

Table 1　The reactivity o f astro cy tes and microg lia as

w ell as neurons and the nervous fiber density

in the ischemic penumbra (n =8)

Control I schemia 3 d Ischemia 2-w eek

GFAP ++ +++ +++

Nestin -/+ +++ ++

S100 + +++ ++

OX42 ++ +++ ++++

OX6 -/+ ++ +++

GAP43 -/+ ++++ ++

AchE ++++ + ++

Silver staining ++++ + ++

　　-/ +:mild;++～ +++:moderate;++++:intense

3　讨　论

3.1　缺血性半影区的意义

缺血性半影区是位于梗死灶外周的缺血组织 ,

此外脑血流和电活动受损 ,但细胞的完整性 、代谢

和机能仍然保存 。在脑缺血病理中 ,半影区组织内

损害因素和保护因素之间进行着激烈的斗争 ,其结

果决定梗死灶是发展还是恢复的命运。半影区神

经元由可逆性损伤到不可逆性损伤的转变 ,除取决

于缺血时间和严重性之外 ,在脑缺血后期 ,主要取

决于损害和保护因素之间的作用 。因此 ,目前临床

所采用恢复灌流和药物治疗的措施 ,其目的在于拯

救半影区的细胞 。在脑缺血急性期 ,半影区的胶质

细胞和神经元发生显著的形态结构 、生物化学和生

理机能变化。随着病变区的稳定 ,半影区内进行着

积极的修复过程 。尽管中枢神经元在损伤之后的

再生能力较周围神经弱 ,但目前不断涌现的资料证

实了损伤之后神经元出芽 、突触重组不仅发生在脑

损伤区 ,在脑的远离区域也发生了明显的可塑性变

化 ,此乃脑损伤和中风之后行为学恢复的基础[ 1] 。

本文为此对脑缺血性半影区内胶质细胞和神经元

的形态学变化以及相关蛋白质的表达进行观察 ,以

探讨其相互之间和与梗死灶恢复之间的病理联系 。

3.2　半影区胶质细胞的反应特征

本文结果如同其他作者的报道
[ 7]
,脑缺血性半

影区的星形胶质细胞发生了显著的形态学变化。

尽管本研究室以前曾详尽观察了星形胶质细胞在

脑梗死灶周围由肥大和增生性变化到胶质纤维网

络形成的过程
[ 3]
。本文目前证实其在缺血性半影

区的肥大和增生的同时高表达 GFAP 、S100 蛋白 、

nestin。星形胶质细胞微丝的结构蛋白和钙调蛋白

对脑缺血反应的敏感性 ,曾被临床用于判断脑中风

患者的梗死体积和预后状况
[ 8]
。而 nestin 为中间

微丝蛋白 ,存在胚胎早期的中枢神经系统内具有多

分化潜能的神经上皮干细胞 ,成体的中枢神经系统

内 nestin表达为明显的区域特征 。在损伤和缺血

时 ,星形胶质细胞重表达 nest in意味着损伤后星形

胶质细胞的分子表型的改变和微丝的重组 ,同时提

示其可能对调节胶质细胞之间和胶质细胞与神经

元之间可塑性变化具有重要意义。本实验显示星

形胶质细胞与小胶质细胞在缺血性半影区的变化

形式和反应时程密切相关。小胶质细胞的激活被

认为是中枢神经系统内微环境变化的敏感标志 ,因

为中枢神经系统内微小的病理变化 ,就能引起小胶

质细胞明显的肥大和增生性反应以及表达一些重

要的免疫分子
[ 9]
。本文结果显示小胶质细胞的形
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态学可塑性变化有明显的时间依赖性 ,并持续到脑

缺血后 2周仍然表现为强烈反应 ,同时高表达免疫

分子补体 3型受体抗原和 MHCⅡ(major histocom-

patibility complex class Ⅱ antigens)类抗原 ,对调节

细胞免疫和细胞之间的粘附有重要意义[ 10] 。在缺

血性半影区小胶质细胞的这些变化也可能与半影

区结构重组有关 。

3.3　半影区神经元的可塑性变化和与胶质细胞之

间的联系

本实验结果显示 ,在缺血性半影区 ,胶质细胞

发生可塑性变化的区域 ,神经元也发生了显著的形

态学变化 。在脑缺血 3 d 时 ,半影区组织结构和神

经元显示急性期的损伤性变化以及高表达

GAP43。随缺血时间延长 ,其趋于稳定;轴突的密

度逐渐增加 ,其末端朝向梗死灶中央。此表明缺血

后期半影区神经元可能发生了形态位置和突触连

接的重组 ,因为 GAP43的高表达被认为是神经元

轴突出芽和突触重组的重要标志
[ 4]
,可能也表明神

经元正进行积极的自我拯救。

在局灶性脑缺血急性期 ,半影区的胶质细胞之

间以及与神经元之间的正常形态结构 、位置和连接

遭受破坏 。在急性期之后 ,一个积极的自我修复将

在半影区甚至远离区域进行。邻近死亡神经元周

围的存活神经元将发生轴突出芽 ,取代死亡神经元

空缺的位置和机能。在此过程中 ,神经元将向胶质

细胞发出某种特定的信号 ,从而导致其可塑性变

化 ,称为神经元依赖性的形态和免疫特性转变 ,胶

质细胞的变化又促进神经元轴突出芽和突触重

组[ 1] 。反应型星形胶质细胞和激活型小胶质细胞

通过:①释放 IL-1(interleukin-1)、bFGF(brain-de-

rived neurot rophic factor)、GFAP(glial cell line-de-

rived neurot rophic factor)以及 NGF(nerve grow th

factor)促使损伤后胆碱能神经元和多巴胺能神经

元轴突出芽和突触重组[ 11] ;②胶质细胞本身形成

物理性支架以填充神经元死亡之后留下的空缺区 ,

为再生轴突的伸延提供物质基础;③隔离损害因素

与神经元接触 ,使神经元免受损伤;④清除变性和

坏死的组织及细胞碎片 ,为轴突的再生清理场所;

尽管曾经认为胶质瘢痕阻碍再生轴突向病变区延

伸和胶质细胞产生一些细胞因子和毒性分子影响

神经元的生存 ,但最近的研究证实 ,局部促生长因

子缺乏和生长抑制因子高表达才是阻碍神经元轴

突生长的主要因素[ 12] 。

总之 ,本文目前结果从形态学证实缺血性半影

区胶质细胞和神经元结构重组 ,其变化形式和时程

提示二者密切相关。同时证实一些相关蛋白的表

达 ,可能在胶质细胞和神经元重组过程中具有重要

意义 。
(本文图 1 ～ 3 见插页 2.　Fig.1～ 3 show n in back non-

coloured page 2)
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