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摘要　 目的　 观察创伤性脑损伤（ＴＢＩ）大鼠脑组织中胶质

纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）的表达及脑区之间的差异变化。 方法

　 采用改良 Ｆｅｅｎｅｙ 自由落体法制备大鼠 ＴＢＩ 模型，将其随

机分为假手术组（Ｓｈａｍ 组）和模型组（ＴＢＩ 组）。 采用免疫组

化染色、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验方法，观察 ＴＢＩ 后不同

脑区活化星形胶质细胞的形态学变化以及 ＧＦＡＰ 表达情况。
结果　 免疫组化染色结果显示，ＴＢＩ 右侧各脑区的星形胶质

细胞均发生激活，并且波及到对侧（左侧）的脑区仅有皮质 １
区和中脑区。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，ＴＢＩ 右侧各脑区 ＧＦＡＰ 的

ｍＲＮＡ 均出现高表达，并波及到对侧的皮质和中脑区。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，ＴＢＩ 右侧各脑区 ＧＦＡＰ 蛋白均出现高

表达，并波及到对侧的中脑区。 结论　 ＴＢＩ 会引起右侧各脑

区的星形胶质细胞激活以及 ＧＦＡＰ 表达增多，同时会累及对

侧（左侧）的皮质 １ 区和中脑区。
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　 　 创伤性脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）是由

创伤性事件引起的神经系统损伤性疾病，是较为严

重的公共卫生问题。 研究［１］表明 ＴＢＩ 的发病率还在

迅速上升。 星形胶质细胞是大脑中数量最庞大的胶

质细胞，广泛分布于大脑和脊髓中。 生理条件下，星
形胶质细胞在支持神经元功能以及维持血脑屏障完

整性等方面至关重要［２］。 ＴＢＩ 发生后，机械损伤引

起星形胶质细胞增生或活化［３］，导致星形胶质细胞

形态及功能发生异常变化。 然而，对于脑创伤后活

化星形胶质细胞在不同脑区出现的分布特点、打击

侧的表达变化和形态学变化特征以及对侧是否被波

及影响等依然缺乏报道，因此，研究活化星形胶质细

胞对研究 ＴＢＩ 后继发性病理变化以及预后具有重要

意义。 作为星形胶质细胞特征性标志物的胶质纤维

酸性蛋白（ ｇｌｉａｌ ｆｉｂｒｉｌｌａｒｙ ａｃｉｄｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）是一

种中间纤维蛋白，可以调节星形胶质细胞的运动和

形状，提供结构稳定性［４］。 因此，在该研究中，主要

观察 ＴＢＩ 后星形胶质细胞在不同脑区被激活的形态

学变化特点以及 ＧＦＡＰ 表达情况。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂与仪器 　 兔抗大鼠 ＧＦＡＰ 单克隆抗

体（美国 Ａｂｃａｍ 公司），兔抗大鼠 β⁃ａｃｔｉｎ 多克隆抗

体、ＨＲＰ 标记的羊抗兔二抗（武汉三鹰生物技术有

限公司），即用型免疫组化超敏 ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭ ＳＰ
试剂盒（福州迈新生物技术开发有限公司），超敏

ＥＣＬ 化学发光底物（合肥白鲨生物科技有限公司），
大鼠脑立体定位仪（深圳瑞沃德生命科技有限公

司），光学显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ 公司），电泳仪、转膜

仪、凝胶成像系统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司），ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ
（日本 Ｔａｋａｒａ 公司）。
１． ２　 实验动物　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠购自昆明医科

大学实验动物中心，体质量 ２６０ ～ ２８０ ｇ，共 １６ 只，提
前 １ 周饲养于适宜环境（温度 ２０ ～ ２５ ℃、湿度 ５５％
～６５％ ）中。
１． ３　 实验方法

１． ３． １　 分组和模型制备　 实验大鼠随机分为 ２ 组：
假手术组（Ｓｈａｍ 组）和模型组（ＴＢＩ 组）。 ＴＢＩ 模型

采用改良的 Ｆｅｅｎｅｙ 自由落体法进行制备。 用 ２％戊

巴比妥钠（２ ｍｌ ／ ｋｇ）腹腔麻醉大鼠后，固定于脑立体

定位装置中，头顶部进行常规消毒后，在冠状缝下侧

２ ｍｍ 和矢状缝右侧 ２. ５ ｍｍ 处进行直径约 ６ ｍｍ 的

开骨窗手术，暴露硬脑膜，将砝码（４０ ｇ）通过铜管从

１５ ｃｍ 的高度自由落体式落下，打击撞击子至暴露

于骨窗的脑组织从而造成 ＴＢＩ，然后迅速拉回砝码，
止血并清理手术区域后，用骨蜡封闭骨窗并缝合皮

肤。 假手术组大鼠进行相同的开骨窗手术，但不进

行打击。
１． ３． ２　 组织样本处理和收集 　 脑创伤后 ２ ｄ［５］ 进
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行组织取材，用 ２％戊巴比妥钠（２ ｍｌ ／ ｋｇ）进行腹腔

内麻醉，经左心室灌注生理盐水直至流出的液体清

亮，然后用 ４％多聚甲醛溶液灌注，在冰上解剖取出

脑组织，浸入 ４％多聚甲醛溶液中进行后固定，用于

组织学分析。 部分脑组织仅用生理盐水灌注，取出

脑组织后放入 － ８０ ℃冰箱保存，用于蛋白质测定分

析。
１． ３． ３　 免疫组织化学染色　 从 ４％ 多聚甲醛溶液

中取出后固定的脑组织，将组织包埋在石蜡中，用切

片机制作成 ５ μｍ 厚的冠状切片。 选用福州迈新公

司的免疫组化 Ｓ⁃Ｐ 法试剂盒进行染色。 切片常规脱

蜡至水后，通过高温高压进行抗原修复 １５ ｍｉｎ，待其

冷却至室温，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，滴加试剂 １（内源性过

氧化物酶阻断剂）室温孵育 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，
滴加试剂 ２ （非特异性染色阻断剂） 室温孵育 ２０
ｍｉｎ，直接倾去液体，滴加兔抗大鼠 ＧＦＡＰ 单克隆抗

体（１ ∶ ５００）于 ４ ℃孵育过夜，次日，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，
滴加试剂 ３（生物素标记的羊抗兔 ＩｇＧ 聚合物）室温

孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，滴加试剂 ４（链霉菌抗生素

蛋白 － 过氧化物酶）室温孵育 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 冲洗 ３
次，ＤＡＢ 显色，梯度酒精脱水、二甲苯透明后，用中

性树胶封固切片，在显微镜下进行观察并采集图像，
使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析免疫阳性细胞的平均吸光度

值。
１． ３． ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验　 从 － ８０ ℃冰箱取出脑组织

样品，使用 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂盒提取总 ＲＮＡ，逆转录

试剂盒将其合成 ｃＤＮＡ 后进行 ＰＣＲ 反应，采用

２ － ΔΔＣｔ法计算相对基因表达量。 相关引物由上海生

工生物有限公司合成，序列如下：ＧＡＰＤＨ 上游引物

为 ５′⁃ＧＡＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣ⁃３′，下游引物为：
５′⁃ＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴ⁃３′；ＧＦＡＰ 上游引物

为： ５′⁃ＴＡＡＧＣＴＡＧＣＣＣＴＧＧＡＣＡＴＣＧ⁃３′， 下 游 引 物

为：５′⁃ＴＡＣＡＧＧＡＡＴＧＧＴＧＡＴＧＣＧＧＴ⁃３′。
１． ３． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 从 － ８０ ℃冰箱取出脑组

织样品，使用 ＲＩＰＡ 裂解液（含 １％蛋白酶抑制剂）进
行匀浆，提取脑组织中总蛋白，ＢＣＡ 蛋白检测试剂

盒测定蛋白浓度。 将蛋白样品经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电

泳分离并转移到 ＰＶＤＦ 膜上，在室温下用 ５％ 的脱

脂牛奶封闭膜 ２ ｈ，４ ℃ 下将膜与以下一抗孵育过

夜：兔抗大鼠 ＧＦＡＰ 单克隆抗体（１ ∶ ５ ０００）、兔抗大

鼠 β⁃ａｃｔｉｎ 多克隆抗体（１ ∶ ５ ０００）。 次日，用 ＴＢＳＴ
溶液洗涤 ＰＶＤＦ 膜后，将膜与 ＨＲＰ 结合山羊抗兔

ＩｇＧ 二抗在室温下孵育 １ ｈ。 使用 ＥＣＬ 化学发光底

物以及 Ｂｉｏ ⁃ Ｒａｄ 成像系统检测蛋白条带，使用 Ｉｍ⁃

ａｇｅ Ｊ 软件测定各蛋白条带的灰度值。
１． ３． ６　 脑区划分　 研究的脑区共有 ５ 个脑区，即：
皮质 １ ～ ４ 区和中脑区，见图 １。 样品蛋白分为右侧

皮质总蛋白（包含部位 １ ～ ４）、左侧皮质总蛋白、右
侧中脑总蛋白（包含部位 ５）、左侧中脑总蛋白。

图 １　 大鼠脑区示意图

① ～ ④：皮质 １ ～ ４ 区；⑤：中脑区

１． ４ 　 统计学处理 　 所有数据均 �ｘ ± ｓ 表示，采用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６. ０ 软件进行统计分析。 多组间进

行比较，使用单因素方差分析；两组间进行比较，则
使用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统计学

意义。

２　 结果

２． １　 ＴＢＩ 后不同脑区 ＧＦＡＰ 表达的变化　 通过免

疫组化染色对 ５ 个脑区中 ＧＦＡＰ 阳性表达的平均吸

光度值进行统计。 结果显示：① Ｓｈａｍ 左侧与 Ｓｈａｍ
右侧对比：ＧＦＡＰ 阳性表达没有明显变化；② Ｓｈａｍ
左侧与 ＴＢＩ 左侧对比：ＴＢＩ 组的皮质 １ 区与中脑区

的 ＧＦＡＰ 阳性表达有所升高［ ｔ ＝ ３. １５（皮质 １ 区），Ｐ
＜ ０. ０５；ｔ ＝ ３. ５０（中脑区），Ｐ ＜ ０. ０１］；③ Ｓｈａｍ 右侧

与 ＴＢＩ 右侧对比：ＴＢＩ 组各脑区的 ＧＦＡＰ 阳性表达

均有所升高 ［ ｔ ＝ ５. ９８ （皮质 １ 区）、３. ５２ （皮质 ２
区）、３. ２０（皮质 ３ 区）、５. ６１（皮质 ４ 区）、７. ０２（中脑

区），Ｐ ＜ ０. ０１］；④ ＴＢＩ 左侧与 ＴＢＩ 右侧对比：ＴＢＩ 右
侧的 ＧＦＡＰ 阳性表达均有所升高［ ｔ ＝ ５. ０２（皮质 １
区），Ｐ ＜ ０. ０５； ｔ ＝ ３. ３３ （皮质 ２ 区），Ｐ ＜ ０. ０１； ｔ ＝
２. ３７（皮质 ３ 区）、３. １７（皮质 ４ 区）、２. ８６（中脑区），
Ｐ ＜ ０. ０５］（图 ２）。 提示 ＴＢＩ 右侧各脑区的星形胶质

细胞均发生激活，并且波及到对侧（左侧）的脑区仅

有皮质 １ 区和中脑区。
２． ２　 ＴＢＩ 后皮质和中脑区 ＧＦＡＰ 蛋白表达的变化

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验对不同脑区中 ＧＦＡＰ 蛋白的

表达进行统计。 结果显示：（１）在皮质总蛋白中，①
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图 ２　 不同区域 ＧＦＡＰ 的表达情况

Ａ：ＧＦＡＰ 免疫组化图片 × ４００；Ｂ：ＧＦＡＰ 阳性

表达平均吸光度值；与 Ｓｈａｍ 左侧组比较：∗ Ｐ ＜
０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｓｈａｍ 右侧组比较：＃＃ Ｐ ＜
０. ０１；与 ＴＢＩ 左侧组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５，＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

Ｓｈａｍ 左侧与 Ｓｈａｍ 右侧比较：ＧＦＡＰ 蛋白表达没有

明显变化；② Ｓｈａｍ 左侧与 ＴＢＩ 左侧比较：ＧＦＡＰ 蛋

白表达没有明显变化；③ Ｓｈａｍ 右侧与 ＴＢＩ 右侧比

较：ＴＢＩ 组的 ＧＦＡＰ 蛋白表达出现升高（Ｆ ＝ ７. ７５１，Ｐ
＜ ０. ０５）；④ ＴＢＩ 左侧与 ＴＢＩ 右侧比较：ＴＢＩ 右侧的

ＧＦＡＰ 蛋白表达升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 （２）在中脑总蛋

白中，① Ｓｈａｍ 左侧与 Ｓｈａｍ 右侧比较：ＧＦＡＰ 蛋白表

达没有明显变化；② Ｓｈａｍ 左侧与 ＴＢＩ 左侧比较：
ＴＢＩ 组的 ＧＦＡＰ 蛋白表达明显升高（Ｆ ＝ ４０. ０３，Ｐ ＜
０. ０１）；③ Ｓｈａｍ 右侧与 ＴＢＩ 右侧比较： ＴＢＩ 组的

ＧＦＡＰ 蛋白表达明显升高（Ｐ ＜ ０. ０１）；④ ＴＢＩ 左侧与

ＴＢＩ 右侧比较：ＴＢＩ 右侧的 ＧＦＡＰ 蛋白表达出现升高

（Ｐ ＜ ０. ０５）（图 ３）。 提示 ＴＢＩ 右侧各脑区 ＧＦＡＰ 蛋

白均出现高表达，并且波及到对侧（左侧）的中脑

区。
２． ３　 ＴＢＩ 后皮质和中脑区 ＧＦＡＰ 的ｍＲＮＡ 表达变

化 　 通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验对不同脑区中 ＧＦＡＰ 的

ｍＲＮＡ 表达进行统计。 结果显示： （１） 在皮质总

ＲＮＡ 中，① Ｓｈａｍ 左侧与 Ｓｈａｍ 右侧比较：ＧＦＡＰ 的

ｍＲＮＡ 表达没有明显变化；② Ｓｈａｍ 左侧与 ＴＢＩ 左

侧比较：ＴＢＩ 组的 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达出现升高（Ｆ ＝
３７. ２６，Ｐ ＜ ０. ０５）；③ Ｓｈａｍ 右侧与 ＴＢＩ 右侧比较：
ＴＢＩ 组的 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达出现升高（Ｐ ＜ ０. ０１）；④
ＴＢＩ 左侧与 ＴＢＩ 右侧比较：ＴＢＩ 右侧的 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ
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图 ３　 皮质和中脑区 ＧＦＡＰ 蛋白的表达情况

Ａ：ＧＦＡＰ（皮质、中脑）与 β⁃ａｃｔｉｎ 条带图；Ｂ、Ｃ：ＧＦＡＰ 蛋白的相对表达水平；１：Ｓｈａｍ 左侧组；２：Ｓｈａｍ 右侧组；３：ＴＢＩ 左侧组；４：ＴＢＩ 右侧组；与

Ｓｈａｍ 左侧组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ；与 Ｓｈａｍ 右侧组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ；与 ＴＢＩ 左侧组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５

表达升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 （２） 在中脑总 ＲＮＡ 中，①
Ｓｈａｍ 左侧与 Ｓｈａｍ 右侧比较：ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达没

有明显变化；② Ｓｈａｍ 左侧与 ＴＢＩ 左侧比较：ＴＢＩ 组

的 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达明显升高 （ Ｆ ＝ ３０１. ２， Ｐ ＜
０. ０１）；③ Ｓｈａｍ 右侧与 ＴＢＩ 右侧比较： ＴＢＩ 组的

ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达明显升高（Ｐ ＜ ０. ０１）；④ ＴＢＩ 左侧

与 ＴＢＩ 右侧比较：ＴＢＩ 右侧的 ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 表达出现

升高（ Ｐ ＜ ０. ０１ ） （图 ４ ）。 提示 ＴＢＩ 右侧各脑区

ＧＦＡＰ ｍＲＮＡ 均出现高表达，并且波及到对侧（左
侧）的皮质区和中脑区。

图 ４　 皮质和中脑区 ＧＦＡＰ 的 ｍＲＮＡ 表达情况

Ａ：皮质区 ＧＦＡＰ 的 ｍＲＮＡ 表达水平；Ｂ：中脑区 ＧＦＡＰ 的 ｍＲＮＡ

表达水平；与 Ｓｈａｍ 左侧组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｓｈａｍ 右

侧组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＴＢＩ 左侧组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 星形胶质细胞作为大脑组织中数量最多的一种

胶质细胞类型，是参与中枢神经系统稳态和血流控

制的胶质细胞，为神经元提供结构和功能支持，包括

通过细胞外离子浓度调节神经元活化，通过向神经

元转移乳酸调节大脑能量动力学以及通过释放谷氨

酸和三磷酸腺苷等神经递质调节突触传递。 此外，
星形胶质细胞在脑损伤后的神经元重建中发挥关键

作用，包括神经发生、突触生成、血管形成、血脑屏障

修复以及 ＴＢＩ 后胶质瘢痕形成等，在疾病的发生、发
展及治疗过程中起到重要作用［６］。 在该研究中，
ＴＢＩ 后右侧各脑区以及左侧的皮质 １ 区和中脑区的

星形胶质细胞出现胞体变大、突起增粗的形态学变

化，打击损伤侧 ＧＦＡＰ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达也明显增

多，以上提示脑损伤大鼠皮质区和中脑区域中星形

胶质细胞被激活，表达增多，参与了 ＴＢＩ 致伤后的病

理变化。 查阅文献［７］，在大鼠控制性皮质撞击损伤

模型中，星形胶质细胞在脑损伤后被激活，并且表明

在打击损伤侧和对侧皮层中均被广泛激活，出现了

与该研究结果相似的变化，当 ＴＢＩ 诱导星形胶质细

胞过度活化后，会导致继发性损伤，并引起一系列促

氧化作用［７］。 该课题组前期研究［８］ 表明，ＴＢＩ 会引

起星形胶质细胞激活，造成 ＧＦＡＰ 以及炎症因子

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 蛋白表达升高，导致脑水肿、神经功能

缺损等病理反应。 有文献［９］ 也报道星形胶质细胞

在脑损伤或其他神经退行性疾病发生后会变得过度

激活，这将会导致突触丢失和选择性神经元死亡，此
外，过度活化的星形胶质细胞释放细胞毒素，介导毒

性水肿和炎症，并形成瘢痕，抑制轴突再生。 这些证

据均表明，星形胶质细胞在 ＴＢＩ 后继发性脑损伤中

起着关键作用。
该研究表明，ＴＢＩ 致伤后星形胶质细胞激活范

围较广泛，打击侧呈现弥漫性的激活，并可累及对侧

皮质区，这可能与自由落体打击脑组织时损伤力量

的传递有关。 有研究［１０］报道，颅脑损伤后会出现出

血部位脑组织肿胀以及局部低氧等继发性损伤，从
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而导致广泛的轴索变性，迅速累及未打击部位，从而

使原发性损伤加剧。 黄树宣 等［１１］ 研究表明在 ＴＢＩ
后第 ２１ 天，模型组小鼠打击损伤对侧皮层的星形胶

质细胞增殖活化依然较对照组显著增加，这与该研

究中结果是一致的，表明脑损伤不仅可以出现在原

发的撞击部位，也可以由近到远的波及到对侧部分

脑区。 同时，该研究还表明，打击对侧中脑区域的星

形胶质细胞同样出现激活状态。 有文献报道，在控

制性皮质撞击损伤（ＣＣＩ）模型中，Ｌｉ ｅｔ ａｌ［１２］ 使用脂

质组学和代谢组学的质谱成像技术追踪了大鼠脑组

织受损后不同区域的变化，分析显示除了创伤区外，
中脑是创伤后弥漫性变化最大的区域。 而目前颅脑

创伤的研究更多的集中在皮质和海马部位，中脑区

的报道依然较少。
该研究对脑创伤后的星形胶质细胞区域异质性

做了初步的探索，未来还可分别对皮质区和中脑区

的功能进一步探讨，以说明星形胶质细胞在不同脑

区中的作用机制。 同时，ＴＢＩ 发生后，星形胶质细胞

呈现激活，因此，对该细胞进行干预，可能对治疗

ＴＢＩ 具有重要意义，为 ＴＢＩ 的防治提供线索。 该研

究只选用了一个分子标签 ＧＦＡＰ 进行研究，具有一

定局限性，因此，后续需要采用多个指标做进一步验

证，以便更为准确地反映星形胶质细胞在大脑各区

域的分布情况。
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