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,作者简介- 张巍.*/0/12!男!辽宁沈阳人!硕士!主要从事交通

事故及颅脑损伤的病理学研究!"电话#3)41)5/35453$

随着医学界对中枢神经系统创伤后分子病理学

认识的提高以及免疫组织化学技术的进步!人们从免

疫组织化学和分子生物学的角度!对脑挫伤与伤后经

历时间的关系做了大量的研究"由于受到检材要求所

限! 在此方面的研究多为模拟脑挫伤的动物实验!有

关免疫组织化学的实际案例标本实验甚少!从而造成

了理论研究与实际鉴定工作相#脱钩$的现象%故本实

验采用实际工作中的案例标本!利用免疫组织化学染

色! 旨在了解人脑挫伤后 67893 和 :;<7 的表达!揭

示其表达与人脑挫伤形成时间变化关系!为脑挫伤时

间判定实际鉴定工作提供一条可行的理论依据"

* 材料和方法

!"! 材料

*=*=* 实验分组

选取 5( 例因重度颅脑损伤死亡的且大脑皮质有

明显脑挫伤灶的案例脑组织标本作为实验对象>尸体

经冷藏冰箱保存!死后 *65 ? 解剖2!按损伤时间分为

即刻死亡组&*) @ 组&)4 @ 组&4A @ 组&5 ? 组&9 ? 组和

** ? 组!每组 ( 例" 对照组选取非颅脑损伤且急性损

伤致死案例 ( 个!各组男女不限!年龄在 */6(A 岁之

间!平均年龄为 5A=3/ 岁"
*=*=) 实验试剂与器材

兔抗人结构型 B7C93 多克隆抗体’福建迈新生物

技术开发公司(稀释度 *7*33)!兔抗人 :;<7 多克隆抗

体 ’武汉博士德生物工程有限公司( 稀释度 *7(3)!78
试剂盒’北京中山生物技术有限公司)!7DEF 试剂盒和

GDE 显色剂’武汉博士德生物工程有限公司)%
石蜡切片机!烤片机!HIJKFDL *533 图像分析

仪!IMNL8O7 EP03 显微镜照相系统%
!"# 方法

*=)=* 组织处理

切取带有脑 挫伤灶及周 围组织 5 QR85 QR85QR
大小的组织块! 立即浸入 *39中性福尔马林溶液中

固定 4A @!取材后常规脱水!石蜡包埋制成蜡块!连续

切片!厚度 (!R%
*=)=) 免疫组织化学染色

石蜡切片常规脱蜡至水(5SB)<) 灭活内源性过氧

人脑挫伤后 !"#$% 和 &’(" 表达研究
张 巍 *!)!汪 德 文 *!孙 晓 东 5!曹 明 4!胡 更 奕 *!赵 海 南 (!王 斌 0 >*=中 国 医 科 大 学 法 医 学 院 !辽 宁 沈 阳

**333*% )= 沈阳市公安局交警支队! 辽宁 沈阳 **3335% 5= 沈阳市公安局治安特警支队! 辽宁 沈阳

**3335% 4=新民市公安局!辽宁 新民 **3533% (=沈阳市胸科医院!辽宁 沈阳 **3344% 0=沈阳市监管支队

看守所!辽宁 沈阳 **335*2

T摘 要U 目的 探讨人脑挫伤后不同时间内 B7893 和 :;<7 表达的变化关系$ 方法 应用免疫组织化学染色

观察 5( 例人脑挫伤组织 B7893 和 :;<7 表达的变化规律$ 结果 B7893 阳性细胞在即刻死亡组表达强度最

大!伤后急剧下降!至 )4@ 达最低!以后逐渐恢复$ :;<7 阳性细胞表达强度在伤后 4A @ 升高至最大!以后逐

渐下降!在伤后 ** ? 仍有弱表达$ 结论 B7893 和 :;<7 免疫组化染色可以作为推断人脑挫伤经过时间的有

效指标$
T关键词U 脑挫伤%B7893%:;<7%免疫组织化学

T中图分类号U GV9/(=* T文献标识码U D T文章编号U *3341(0*/!)33("3*133)4135
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化物酶!$%& 冲洗! 抗原修复!$%& 冲洗! 正常血清封

闭!一抗"’(##)!$%& 冲洗!二抗"’(#’*+,-!$%& 冲

洗!滴加 &$./&$(*0或 &1%2.,34&5"’(#’*+,-!$%& 冲

洗!61% 显色后水洗!苏木素复染"脱水#透明#封片$
#7"7’ 图像分析与统计学处理

应用 849:218 #’** 图像分析仪" 在 ;** 倍显

微镜下对免疫组织化学染色呈阳性的细胞定量检测

其灰度值"然后在 &$&& #*7* <=> ?,-@=AB 软件下进

行方差分析统计学处理$

" 结 果

!"# /&$(* 免疫组织化学染色

即刻死亡组神经细胞 /&$(* 灰度值最小.表达最

强5"以后 /&$(* 灰度值逐渐增大"至 "; ) 组"/&$(*
灰度值达最大.表达最弱5"以后各实验组 /&$(* 灰度

值有所下降"## @ 组 /&$(* 灰度值又再次升高 .见图

#"表 #5$

! " #
图 # 脑挫伤后 /&$ 的表达.$;**5

#C* )D "C"; )D ’C’ @

!"! ,34& 免疫组织化学染色

伤 后 阳 性 神 经 细 胞 ,34& 灰 度 值 开 始 降 低 "至

;E) 组达最小"以后逐渐升高" ##@ 组阳性细胞 ,34&
灰度值达最大.见图 ""表 #5$

$%&

图 " 脑挫伤后 ,34& 的表达.$;**5
;C#")D !C;E)D FC(@

表 # 脑挫伤后不同时间 /&$(* 和 ,34& 染色阳性细

胞灰度变化.!%B5

组别 结构型 /&$(* ,34&
对照组 #;’7**%E7’G #!;7’F%F7E#

即刻死亡组 #;;7;;%E7G; #!’7**%!7E*
#" ) #!’7!F%#*7"##5 "5 #;F7("%(7’E#5 "5

"; ) #(#7FG%##7"*#5 "5 #’E7#"%(7#*#5 "5

;E ) #F"7E;%##7"’#5 "5 #"(7FE%E7""#5 "5

’ @ #!E7F;%(7#E#5 "5 #;#7EF%F7;!#5 "5

( @ #!(7!;%F7#G#5 #F"7EE%G7#E#5 "5

## @ #F(7!;%E7G;#5 "5 #(#7;*%F7’E#5 "5

#5 与对照组比较!"﹤*7*#" "5 与邻近上组比较! "﹤*7*#

’ 讨 论

$%& /&$(* 免疫组织化学染色

/&$(* 家族是 /&$ 中最保守和最主要的一类"在

多数生物中含量最多" 在细胞应激后生成最为显著H#I"
其能与蛋白分子结合"保护新合成的蛋白分子的恰当

构型"防止在正确的多聚体形成前"蛋白亚单位不恰当

的折叠和聚集!陪伴蛋白分子在细胞内转运%跨膜"参

与蛋白质的折叠#伸展及多聚复合体的组装!当蛋白质

受损变性时"能促使其恢复或加速其降解和消除"能重

新激活某些酶的作用"以维护细胞的功能和生存H"I& 因

此"/&$(* 是脑损伤研究中最受关注的一种& /&$(*
家族包括四类蛋白质"第一类为 /&$(’"是哺乳动物

细胞内的结构蛋白"属结构型 /&$(*"又称为 /&$(*
同源蛋白’/&2(*("脑损伤后表达不增加H’I"第二类为

诱导型 /&$(*"在正常细胞内也有少量表达"细胞发

生应激后"表达迅速增加 H;I"属诱导型 /&$(*"第三类

为 JK$(E"第四类为 JK$(!$
目前研究认为结构型 /&$(* 在脑损伤后的变化

不明显"所以针对结构型 /&$(* 的研究非常少$ &L,&
@ML>NH’I等人应用 ?LBOL>- 印迹发现 E 例脑外伤手术患

者的受损脑组织的结构型 /&$(* 与对照组 ’非颅脑

损伤死者的脑组织(相比没有差异$ 本实验发现在对

照组和即刻死亡组 /&$(* 表达最强"由于脑损伤后"
挫伤周边区反应性缺血%缺氧"细胞反应性减低"从而

抑制蛋白质的合成 H;I"故伤后其表达下降"在 ";) 组"
/&$(* 表达下降至最低$ 以后随局部脑机能的恢复"
/&$(* 表达逐渐升高$这与 &L,@ML>N 的实验结果存在

较大差异"原因是本实验从死因为重度颅脑损伤的案

例取材"其颅脑损伤程度较 &L,@ML>N 的实验对象更为

严重"同时所采用的实验方法也不相同"所以"实验结

果存在较大的差异$
$%! ,34& 免疫组织化学染色

!"! !
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作 为 ,- 内 源 合 成 的 关 键 酶 ,-. 是 一 种 同 工

酶!可分为神经元型 ,-."/,-.#$内皮型 ,-.0",-.1
和诱导型 ,-.02,-.3三种亚型!其中 /,-. 和 ",-. 合

称为结构型 ,-."4,-.%+在细胞处于生理状态下即有

表达& ,-. 为一种可溶性酶!其表达可被细胞因子$细

菌$脂多糖$多种试剂以及紫外光$创伤等诱导5(6& 有资

料表明!神经元表达 4,-. 而不表达 2,-.!小胶质细

胞和脑血 管平滑肌细 胞表达 2,-. 而 不表达 4,-.’
星形 细胞和脑血 管内皮细胞 则表达 4,-. 和 2,-.&
2,-. 在炎症$氧化反应中起到关键性作用!并被认为

是诱导迟发性细胞凋亡的主要因子576&
冯海龙 586在大鼠重型脑伤后一氧化氮9诱生型一

氧化氮合酶神经细胞毒性的作用机制的研究中发现+
重型脑外伤后 2,-. 活性明显升高 + 伤后 *) : 2,-.
活性即出现增高现象+ 伤后 *6; < 2,-. 活性达到高

峰+持续时间长达 * 周+伤后 ) 周 2,-. 活性降至对照

组水平& =>:?5@6等人检测了 @ 例脑外伤后 ; : 至 ( <
手术患者的脑挫伤组织的 2,-. 免疫组化染色!发现

2,-. 在神经细胞$巨噬细胞$中性粒细胞$星形胶质

细胞和少突胶质细胞中表达! 并在伤后 7 : 出现!于

伤后 @ : 至 ); : 达高峰& 而有学者认为外伤性脑损伤

后!2,-. 不在神经细胞中表达5A6& 本实验显示!2,-.在

神经细胞$胶质细胞$血管内皮细胞中均有表达!在即

刻死亡组神经细胞中 2,-. 呈弱表达!伤后 *) : 表达

升高!至 B@ : 达高峰!以后逐渐下降!在伤后 ** < 仍

有弱表达& 实验结果与有关文献报道基本一致&
C.D8E 和 2,-. 的 表 达 与 脑 挫 伤 时 间 均 有 一 定

的变化规律!且本实验以实际案例中的人脑挫伤标本

为实验对象!推断脑挫伤形成时间!因此!使实验结果

具有实际应用的可行性&
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