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摘　要　报告建立大鼠外伤性脑干损伤模型 ,并以死后脑干伤作对照 ,用神经微丝 ( neu rof ilament , N F)及

胶质纤维酸性蛋白 ( gli al f ib ril lary acidic protein, GFAP)双重免疫组化染色观察了脑干神经轴索及星形胶质细

胞的变化 ,且对轴索的直径和星形胶质细胞数进行了图像分析及统计处理。用透射电镜观察了延脑网状结构的

超微结构变化。结果发现:轴索直径在脑干伤 0. 5、 1 h组与死后伤组间无显著性差异 ,而 3 h组与死后伤组间差

异有显著性。GFAP阳性细胞数在脑干伤 0. 5 h时无明显变化 ,而伤后 1、 3 h显著性增加。电镜观察到延脑网状

结构内的神经髓鞘层面分离 , N F排列紊乱 ,疏密不一等病变。本研究明确了颅脑损伤早期死亡与脑干损伤的关

系 ,并发现 NF-GFAP双重免疫组化染色可诊断伤后存活 1 h或更长时间的大鼠外伤性脑干损伤。
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　　颅脑损伤是暴力死亡的主要原因之一。 有时伤

后迅速死亡 ,常规病理和组织学检查找不到或仅见

轻微病变 ,给判定死因带来困难 [1]。 从理论分析 ,颅

脑损伤致死应是损伤脑干生命中枢的结果。 但迄今

仍无实验证据。为此 ,我们建立大鼠外伤性脑干损伤

模型 ,进行脑干免疫组化及超微病理研究。试图明确

颅脑损伤早期死亡大鼠脑干的损伤情况 ,以期为颅

脑损伤早期死亡案例的死因鉴定提供客观形态学指

标。

1　材料与方法

1. 1　模型的制作 [2 ]

Wistar大鼠 22只 ,体重 300～ 350 g。 用自制的

簧片打击器弹击大鼠枕骨结节。 弹击力为 1. 6～ 2. 0

牛顿。 大鼠遭弹击后立即昏迷 ,伤后 0. 5( 9只 )、 1( 7

只 )、 3 h( 6只 )死亡。另 5只取心处死 10 min后再行

上述打击。还有 6只正常大鼠取心处死作为对照。取

脑干伤后 0. 5、 1、 3 h死亡组及正常对照组大鼠各 1

只作超微病理研究。

1. 2　取　材

用 4%的中性福尔马林作心脏灌注固定后开颅

取出全脑 ,沿矢状面将大脑、小脑和脑干等分为二。

一半沿矢状切面作石蜡包埋。 另一半沿水平面横切

分离中脑、桥脑及延脑后分别沿水平切面包埋。切片

厚 7μm,作 HE染色及 N F和 G FA P的双重免疫组

化染色。

1. 3　免疫组化染色

鼠抗人 N F、兔抗人 G FA P及 L SA B试剂盒均为

美国 ZYM ED公司产品。 染色过程按笔者建立的方

法 [3]进行。改进之处是 2次免疫组化染色均用 L SAB

法。

1. 4　图像分析与统计处理

用 T I PA S- 98型通用医学彩色图像分析处理

系统 ,于每张切片 10× 40放大倍数下 ,按切片上、

下、左 、右及中央 5个位点随机选 5个视野 ,每个视

野随机选 10条神经纤维 ,测量其最粗处的直径。 另

外 ,每张切片按上述方法于 10× 20放大倍数下随机

选 5个视野 ,进行 G FA P阳性细胞计数。 应用 SPSS

软件对测量结果进行统计处理。

1. 5　透射电镜标本的制作与观察

脑组织经 4%中性福尔马林灌注固定 ,沿水平面

横切取下延脑 ,用振荡切片机切成 50μm的厚切片

后 ,用锇酸作后固定 ,按常规进行脱水、平板包埋。在

体视显微镜下选取延脑网状结构部位作超薄切片 ,

于日立 H- 600透射电镜下观察。
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2　结　果

2. 1　病理学观察

大体观察: 22只外伤性脑干损伤大鼠均无颅骨

骨折、颅内血肿、明显脑挫伤。 16只有少量蛛网膜下

腔出血 ,此 16只中又有 5只脑干切面可见实质内小

灶性出血。HE染色组织学观察:见脑干水肿、小脑背

面及脑干周围少量蛛网膜下腔出血 , 8只可见脑干实

质内围管性出血。

2. 2　脑干的免疫组化染色

2. 2. 1　正常对照组　神经轴索呈蓝黑色 ,排列规

则 ,染色均匀 ,粗细一致。 可见少量 G FA P阳性星形

胶质细胞。

2. 2. 2　死后伤组　轴索排列紊乱 ,粗细不一。 G FA P

染色情况与正常对照相似 (图 1)。

图 1　死后脑干伤之延髓

见畸形弯曲、增粗的神经轴索 (→ )　 LS AB法× 400

2. 2. 3　脑干伤 0. 5 h组　 N F与 G F AP染色情况与

死后组相似。

2. 2. 4　脑干伤 1 h组　轴索粗细及着色不一 ,排列

紊乱。 星形胶质细胞增多 ,以桥脑背侧、延脑腹侧明

显 (图 2, 3)。

图 2　脑干伤 1 h之延脑

见神经轴索扭曲、增粗　 LS AB法× 400

图 3　脑干伤 1 h之延脑

见血管旁 GFAP阳性细胞增多　 LSAB法× 400

2. 2. 5　脑干伤 3 h组　轴索畸形弯曲、粗细不均、

着色不一等病变更明显。 轴索的病变以延脑网状结

构处最重。 星形胶质细胞增多也更为明显。

2. 3　图像分析与统计处理

图象分析处理与免疫组化染色结果见表 1、 2。

表 1　免疫组化染色之神经轴索直径　 (μm )

正常对照组 死后伤组
脑干 伤组 (h )

0. 5 1 3

例　数 5 5 8 6 5

均　值 1. 0865 1. 2321 1. 2507 1. 3175 1. 6814

标准差 0. 0783 0. 1369 0. 1584 0. 1409 0. 1356

F= 13. 8702, P < 0. 01。 说明 5组间轴突的直径

存在极显著性差异。经多均数两两比较 ,证明脑干伤

0. 5 h、 1 h组与正常对照组的差异有显著性 ,而与死

后伤组无显著性差异。 脑干伤 3 h组与正常对照及

死后伤组均有显著性差异。

表 2　免疫组化染色之星形胶质细胞数

正常对照组 死后伤组
脑干 伤组 (h )

0. 5 1 3

例　数 5 5 8 6 5

均　值 10. 4400 9. 8800 11. 0750 14. 2333 19. 2800

标准差 0. 8725 1. 0492 1. 5649 1. 4838 1. 6738

F= 17. 3280, P> 0. 01。 说明 5组星形胶质细胞

数量存在极显著性差异。经多均数两两比较 ,证明脑

干伤 0. 5 h组与正常对照及死后伤组间的差异无显
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著性 ;脑干伤 1, 3 h组与正常对照组及死后伤组有

显著性差异。

2. 4　电镜观察

正常对照大鼠脑干网状结构部位的轴索内 N F

排列规则 ,疏密均匀 ;髓鞘呈同心圆样紧密排列。 脑

干伤 0. 5 h大鼠脑干网状结构的神经髓鞘即出现层

面分离 (→ ) , N F疏密不均 ,排列紊乱 ,髓鞘与 N F之

间出现空泡 ( - → )。 毛细血管周围细胞基质密度下

降 ,呈水肿样改变 (图 4)。 脑干伤 1 h时还可见毛细

血管壁出现空泡 ,胶质细胞核内异染色质减少 ,核仁

明显。脑干伤 3 h时可见部分神经元的细胞膜破裂。

图 4　脑干伤 0. 5 h之延脑

显示髓鞘 (→ )及 NF(* )的病变　 TEM× 6, 000

3　讨　论

3. 1　外伤性脑干损伤模型建立的意义

一些交通事故、坠落及斗殴拳击头面部的案例 ,

有时死亡极为迅速 ;系统尸检 ,常规病理组织学检查

及毒物化验排除了颅脑损伤以外暴力死的可能。 临

床上认为是脑干损伤致死。 但因缺乏足够的形态学

证据 ,给法医死因鉴定带来困难。这类案例有些可见

脑干实质水肿和小灶性出血等病变 [1 ]。 但这些病变

是否足以致死尚缺乏有力证据。 从上述实际情况出

发 ,我们建立了本文的实验模型 [2]。并对其脑干进行

免疫组化及超微病理研究。 N F与 G F AP的免疫组

化染色观察到神经轴索排列紊乱 ,畸形弯曲 ,粗细不

一 ,染色不均以及星形胶质细胞的增多。透射电镜观

察到延脑网状结构内神经纤维髓鞘层面分离 , N F排

列紊乱 ,疏密不一等超微结构改变。轴索及髓鞘是将

神经冲动由神经元的接受极 (胞体、树突 )传递到突

触前末梢的通路 ,它们的损伤可导致神经冲动的传

递障碍。 这些病变见于脑干生命中枢及其上下行传

导束 ,故可导致迅速死亡。本文外伤性脑干损伤模型

的建立成功 ,明确了颅脑损伤早期死亡与脑干损伤

的关系 ,并为进一步研究脑干损伤的病理形态指标

提供了材料。

3. 2　外伤性脑干损伤的病理形态学指标

从法医检案实践出发 ,作为外伤性脑干损伤死

因鉴定的病理形态指标应符合下列 3点要求: ①该

指标的变化可迅速致死 ;②在伤后迅速出现 ;③应用

现有技术能够检出 ,并且死后又不会迅速消失。根据

以上设想 ,我们考虑到 N F与 G FA P均是中间丝 ,分

别为神经元和星形胶质细胞的特异性骨架成分之

一 ,自身结构稳定 ,抗腐败能力强。 N F是神经轴索的

构成成分 ,而轴索是神经冲动传导的通道 ,与生命直

接相关。 有文献报道头部外伤引起的脑白质损伤在

伤后 2 h 时 ,轴索即可发生扭曲 ,粗细不均等病

变 [4] ,可见它对损伤较为灵敏。但有时死后伤也能引

起轴索相似的病变 ,为此需用灵敏的生活反应指标

将生前伤与死后伤加以鉴别。 M iy ake报道小鼠大脑

皮质刺创 0. 5时 GF A P阳性的星形胶质细胞即增

多 [5]。 Dennis等在总结脑损伤后星形胶质细胞反应

时指出 ,在伤后数小时内最显著的改变是 G FA P免

疫反应增强 [6]。 可见 G FA P是脑损伤的一个较灵敏

的生活反应指标。

本文用 N F-GF A P双重免疫组化染色法在同一

张切片上观察神经轴索及星形胶质细胞的变化情

况 ,并对观察结果进行图像分析与统计学处理。结果

发现: 脑干伤 0. 5及 1 h组轴索的直径与正常对照

组相比显著性增粗 ,但与死后伤组间差异均无显著

性。 脑干伤 3 h组轴索直径与正常对照组及死后伤

组相比均有显著性增粗。 G F AP阳性的星形胶质细

胞数量在脑干伤 0. 5 h组、正常对照组及死后伤组

间均无显著性差异 ;而脑干伤 1、 3 h组与正常对照

组及死后伤组相比均有显著性增多。结果表明:脑干

伤后存活 0. 5 h时 , G F A P变化不明显 ,因而难以断

定轴索的改变是由生前脑干损伤所致 ,还是死后人

为现象。在脑干伤存活达 1 h时 ,轴索的变化提示脑

干曾遭受暴力作用 , G FA P阳性星形胶质细胞的增

多则说明是生前损伤。 两者结合可诊断生前脑干损

伤 ,从而为其死因鉴定提供了客观形态学证据。脑干

伤后存活 3 h时 ,轴索增粗及星形胶质细胞增多均

更为明显。 由此可见 , N F-G F AP双重免疫组化染色

法可诊断存活 1 h或更长时间的大鼠外伤性脑干损

伤。 至于伤后存活时间少于 1 h的大鼠脑干伤的诊
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断还有待于进一步研究。

3. 3　神经轴索损伤与星形胶质细胞增多的机理

关于神经轴索损伤机理有两种不同观点: Strich

等认为轴索损伤是机械性暴力直接过度时牵拉所

致 [7]。Ya ghmai等则认为外力导致 N F亚基的排列紊

乱与分解 ,于是轴浆运输中断 ,进而于轴浆运输中断

处轴索肿胀 ,发展到一定程度时轴索可裂解乃至断

裂 [8]。从研究结果分析 ,笔者认为轴索的损伤是一个

由机械性暴力直接引起 ,并随着存活时间的延长而

进行性加重的病理生理过程。

脑损伤后星形胶细胞数量增多的机理目前认为

有 3个方面 :①通过无丝分裂迅速增生 ;②通过有丝

分裂增生 ;③ G FA P-m RN A表达增强 , GF A P合成增

多 [9]。 对此确切机制尚不清楚 ,有待进一步研究。

总之 ,本研究明确了颅脑损伤早期死亡与脑干

损伤的关系。 并且发现 N F-G FA P双重免疫组化染

色可诊断伤后存活 1 h或更长时间的大鼠脑干损

伤。 这就为颅脑损伤早期死亡案例的死因鉴定提供

了一项新方法 ,并可望得到法医实践的验证。
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M o rpholog ic a nd im munohistochemical methods w er e used in studying 6 cases of o steosa rcoma without

pseudocapsule, 12 o steo sarco ma with pseudocapsule and 16 osteo sa rcoma afte r chemo thera py w ith pseudocap-

sule fo rma tio n. The structure of pseudocapsule w as o bserv ed. T he type a nd number of inflammato ry cells sur-

ro undig the tumo r we re inv estig ated. T he results show ed tha t the numbers of macro phag es and T-cells in the

compr essio m zone and r eac tiv e zone of the tw o g ro ups with pseudo ca psule w er e sig nificantly hig her than that

o f the g ro up witho ut pseudo ca psule( P < 0. 01) . This r esult str ong ly suppor ted tha t macro phag es and T-cells

play v e ry impo rtant ro les in the fo rmation o f pseudocapsule. It was also o bserv ed tha t the pseudo ca psule could

be co nv er ted to a true ca psule by preopera tiv e chemo thera py.

Subject headings　　 bone neopla sm /pa tholog y; leukocy tes; antineo plastic ag ents

(上接第 24页 )

w ere a naly zed with SPSS system. U ltra structural chang es in medulla o blonga ta reticular fo rma tion we re stud-

ied by tra nsmissio n elec tro n micr oscope( T EM ) . Results sho w ed: Ax o nal diam eter has no sig nificant differ ence

amo ng 0. 5h , 1h a ntemo r tem injuries and po stmo rtem injuries, but has sig nifica nt differ ence betwee n 3h in-

juries a nd po stmo rtem injury. Ther e wasn 't sig nificant increase in the numbe r of ast rocy tes in 0. 5h ante-

mo rtem injury. Ho wev er , the number o f astr ocy tes increased r ema rkably in 1h, 3h injury g ro ups. M yelin dis-

ruptio n and N F disa rr ang ement wer e seen th rough T EM. The results demo nstra ted: ear ly death induced by

cra nio cerebr al injur y was th e result o f brain-stem injury. N F-G FA P do uble staining may diag nose 1h brain-

stem injury in rats. These results w er e ex pected to be testified in fo re nsic practise.

Subject headings　　 brain stem /injury; brain stem /ult rastr uctur e; intermediate filame nts /pa tho lo g y
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