
大鼠脑外伤后P-selectin表达的变化及意义  

    颅脑损伤时，除外力直接造成脑损害外，同时发生一系列继发性病理改变，均可引起脑微血管改变与微

循环障碍，从而导致继发性脑组织缺血和脑代谢的变化，加重脑水肿，P-选择素为粘附分子选择素家族的主

要成员，是一种存在于血小板a颗粒和血管内皮细胞Weibel-Palade小体的颗粒膜蛋白。当内皮细胞或血小板

受到刺激时，P-选择素迅速表达于细胞表面，在缺血性脑损伤、血栓形成和炎症反应中起重要作用。 

    本研究观察了大鼠脑外伤后P-selectin的表达变化，报告如下。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    健康、成年雌性Sprague-Dawley大鼠(四川大学实验动物中心提供)共60只，体质量220~240 g。将实验

动物按分成假手术组、轻度损伤组和重度损伤组，每组又按照脑外伤后6 h、1 d、3 d、7 d分成4个亚组，共

12组(每组5只)。 

    1.2  方法 

    1.2.1  动物模型  采用Feeney's自由落体硬脑膜外撞击方法制造模型。大鼠术前禁食8 h，禁水2 h，

10%水合氯醛(3 ml/kg·b.w.)腹腔内注射，麻醉后俯卧固定于木板上，右侧颅顶部备皮，常规消毒铺巾，选

取右侧颅顶旁正中切口，长约3 cm，分离皮肤，切开骨膜，向两侧分离，露出约0.8 cm2大小的颅骨，以前囟

后1.5 mm处为中心钻孔，蚊式钳扩大骨窗至4 mm(注意保护矢状窦和硬脑膜，骨窗不能太大，以防脚板倾

斜)，置入直径为4 mm的脚板，分别用400 g·cm(20 g×20 cm)和800 g·cm(20 g×40 cm)的打击能量造成

轻型脑损伤组和重型脑损伤组，骨蜡密封颅骨，缝合头皮术毕。对照组也行颅骨钻孔，但不打击。 

    1.2.2  脑组织含水量测定  各组取2只大鼠断头后快速剥出全脑，距创伤边缘2 mm处取出脑组织，用电

子分析天平测其湿重，然后放入110 ℃烤箱烘烤24 h至恒重，取出后冷却10 min后称干重，按下式计算：脑

含水量(%)=(湿重一干重)/湿重×100%。 

    1.2.3  脑组织P-selectin蛋白测定  分别于预定的时间点腹腔麻醉下灌注(先用生理盐水然后用4%多聚

甲醛)，断头取脑，标本置于4%的多聚甲醛溶液固定6~8 h，然后置于20%的蔗糖溶液中过夜。在光学显微镜下

确定损伤部位后，冠状位连续冰冻切片10 μm，用于免疫组织化学染色，具体按中山生物制品有限公司提供的

试剂盒的操作步骤进行。 

    1.2.4  图像分析  利用计算机图像分析系统在100倍镜下每张切片于皮质区和坏死边缘各随机选取4个

视野，分别测量其阳性细胞相对面积比(阳性细胞面积总和占视野面积的百分比) 和平均目标灰度值(所测阳

性细胞的平均灰度)，免疫反应的强弱与灰度值成反比关系。取各视野的平均值作为该标本的观测值。 

    1.3  统计学分析 

    实验所得数据以表示，两组间比较行t检验，数据运用SPSS 8.0统计软件处理。 
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2  结果 

    2.1  脑组织含水量测定结果 

    不同程度大鼠脑损伤伤后脑组织含水量见表1，除损伤后7 d外，其余各组较对照均有显著差异。 

    2.2  脑组织P-selectin蛋白测定 

    重度损伤后6 h、24 h以及轻度损伤后24 h粒细胞在损伤灶周围浸润的情况见图1~3。分别示重度损伤后

24 h、3 d、7d损伤灶周围可见大量免疫阳性染色血管，见图4~6。重度损伤后24 h、3 d粒细胞在伤侧侧脑

室浸润情况见图7、8。 

    2.3  图像分析 

    重伤组和轻伤组与对照组在皮质损伤边缘，海马和侧脑室腔等P-selectin蛋白阳性表达平均灰度值各时

相点均存在显著差异(P<0.05)，对照组皮质损伤边缘P-selectin阳性表达相对面积比显著低于重伤组和轻伤

组(P < 0.05)。见表2、3。 

    

3  讨论 

    局灶性和广泛性脑外伤均可引起脑微血管改变与脑微循环障碍，从而导致继发性脑组织缺血和脑代谢的

变化，是产生继发性脑缺血、脑水肿的重要病理基础，脑微循环障碍是脑外伤后重要的病理生理学变化[1]。

有研究报道，闭合性脑外伤后的死亡与脑缺血有关[2]。因此深入探讨脑微循环在脑外伤后的变化规律和发生

机制，将有利于改善脑外伤的预后。 

    本实验结果显示，脑外伤后P-选择素表达明显升高，而且持续3~5 d，其表达升高主要位于损伤灶周围区

和伤侧侧脑室，与脑水肿的发生部位一致。P-选择素表达的时间变化与脑外伤后脑水肿、脑缺血等继发性损

伤发生的时间基本一致，提示P-选择素与脑外伤继发性损伤密切相关。P-选择素为粘附分子选择素家族的主

要成员，通常储于血小板中的α颗粒、致密颗粒及血管内皮细胞的分泌颗粒(Weibel-Palade小体)中，颅脑损

伤后发生缺血再灌注损伤，P-选择素在其中起重要作用[3]。 

    P-选择素在再灌注后20 min内激活中性粒细胞，并粘附在受损的内皮上，进一步引起血管功能失调和组

织损伤[4]。(2)激活血小板，释放血小板活化因子(PAF)，促进血栓形成，PAF高浓度时，通过增加细胞钙离

子内流，具有直接神经毒性，并可激活血小板，影响血栓形成，增强炎症反应，从而加重再灌注损伤。组织缺

血后的再灌注损害产生大量氧自由基，造成内皮细胞损伤，内皮下胶原暴露，激活血小板，有利于局部脑血管

微血栓的形成，加之PMN对内皮细胞的粘附，更加重微血管的堵塞。(3)PMN和血小板释放自由基等炎性介质：

PMN和血小板被P-选择素激活后，释放炎性介质，可弥散到附近细胞引起损伤，更加加重脑组织的损伤，加上

脑组织缺血、无复流现象等，更促进了PMN和血小板聚集，形成恶性循环[5]。另外，弹性蛋白酶、IL-1、IL-



6、IL-8、TNF-α、TGF-β等细胞因子以及花生酸代谢产物都能弥散到附近细胞引起损伤。他们均与P-选择素

激活的PMN和血小板有关。(4)PMN直接损伤内皮细胞：P-选择素激活PMN后，PMN跨内皮细胞膜浸润，释放溶

解酶等，引起内皮细胞损伤。激活多核聚细胞(PMN)，粘附在受损的内皮细胞上，内皮功能更差，中性白细胞

粘附增强使其更多地积聚于缺血的脑组织，导致微血管的堵塞和血管舒缩功能障碍，进一步加重损伤。在此过

程中，细胞间黏附分子(ICAM)亦起重要作用[6]：激活血小板，释放血小板活化因子(PAF)，影响血栓形成，

增强炎症反应，从而加重再灌注损伤，使细胞完整性和结构破坏；Jacoby[7]等人运用脑外伤病人与健康成人

对比研究，分别测定血小板激活的指标，发现P-选择素表达增加与死亡率的增长程度密切相关，P-选择素可

以作为评价血小板活化程度的特异性标志。 

    图1  重度损伤后6 h粒细胞在损伤灶周围浸润 
    Fig.1  Neutrophil infiltration 6 h after severe brain injury (Immunohistochemical 

staining,original magnification: ×10) 

    图2  重度损伤后24 h粒细胞在损伤灶周围浸润 
    Fig.2  Neutrophil infiltration 24 h after severe brain injury (Immunohistochemical 

staining,original magnification: ×10) 

    图3  轻度损伤后24 h粒细胞在损伤灶周围浸润 
    F.g.3  Neutrophil infiltration 24 h after mild injury (Immunohistochemical staining, 

original magnification: ×10) 

    图4  重度损伤后24 h后的免疫阳性染色血管 
    Fig.4 Immunoreactive vessels 24 h after severe brain injury (Immunohistochemical 

staining, original magnification: ×10) 



    图5  重度损伤后3 d后的免疫阳性染色血管 
    Fig.5  Immunoreactive vessels 3 days after severe brain injury (Immunohistochemical 

staining, original magnification: ×10) 

    图6  重度损伤后7 d后的免疫阳性染色血管 
    Fig.6  Immunoreactive vessels 7 days after severe brain injury (Immunohistochemical 

staining, original magnification: ×10) 

    图7  重度损伤后24 h粒细胞在伤侧侧脑室浸润 
    Fig.7  Neutrophil infiltration in the lateral ventricle 24 h after severe brian injury 

(Immunohistochemical staining, original magnification: ×10) 

    图8  重度损伤后3d粒细胞在伤侧侧脑室浸润 
    Fig.8  Neutrophil infiltration in the lateral ventricle 3 days after severe brain 

injury (Immunohistochemical staining, original magnification: ×10) 



    粒细胞与内皮细胞的黏附是许多组织器官缺血再灌注损伤的一个关键步骤，P-选择素抑制剂通过抑制白

细胞黏附和髓过氧化酶的活性发挥神经保护作用[8]。我们的实验结果进一步显示脑外伤后损伤灶粒细胞、血

管内皮细胞等都有表达，而且伴有粒细胞的侵润，其变化与脑水肿的时相变化基本一致，说明粒细胞和血管内

皮细胞在脑外伤后的继发性微循环障碍有关系。缺血再灌注的炎性级联反应通过早期的白细胞和内皮的相互作

用有助与脑血管和周围脑组织的额外损伤，而黏附分子选择素家族介导了白细胞对内皮的起始、滚动、和黏

附，通过大鼠缺血再灌注模型证实抗P-选择素药物对于大鼠缺血再灌注损伤具有保护作用[9]。缺血再灌注和

凝血酶诱导了血小板和中性粒细胞的黏附，而且通过抑制P-选择素可以减少起损伤[10]。 

    综上所述，本研究结果显示：脑外伤后损伤灶周围P-选择素表达升高，且重型损伤较轻型损伤升高明

显，其表达升高的时间变化与脑外伤后脑水肿、脑缺血等继发性损伤发生的时间基本一致，与脑外伤的继发性

损伤关系密切。可能可以在临床上试用P-选择素单克隆抗体(阻滞剂)来阻断颅脑损伤后P-选择素激活PMN和血

小板而引起的炎性反应、血栓形成、高凝状态、缺血再灌注等一系列不利的病理生理过程，阻断其起始环节，

减轻病变，改善预后，从而达到治疗的目的[11][12]。 
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