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摘要　 目的　 探究 ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１ 信号通路在颅缝闭合过程中

的作用。 方法　 将 １０ ｄ 大鼠分为对照组（５０ 只）和颅缝旋

转组（５０ 只），以大鼠人字缝中点为中心，直径约 ０. ５ ｃｍ 做

一骨窗，将骨瓣在不损伤硬脑膜的情况下游离，对照组骨瓣

原位复位，旋转组骨瓣旋转 １８０°后复位，两组大鼠 ３ 周后进

行实验。 旷场试验测试行为学，测量两组体质量、头围、骨瓣

面积、骨瓣厚度等生理学指标，显微镜及 ＨＥ 染色观察颅缝

闭合情况， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ、免疫组化染色测定骨

瓣及骨瓣下硬脑膜 ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１ 通过表达情况。 结果　 旋转

组骨瓣厚度大于对照组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１），头
围、体质量、骨瓣面积、术区面积无明显差异；显微镜下及 ＨＥ
染色中结果显示：旋转组颅缝完全闭合，对照组颅缝保持正

常形态；行为学试验结果显示，颅缝闭合后大鼠行动能力下

降且出现抑郁倾向；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ、免疫组化染

色显示：旋转组 ＦＡＫ 在颅骨和硬脑膜中表达量均高于对照

组且差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），旋转组 Ｔｗｉｓｔ１ 在硬脑膜

中表达量低于对照组且差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），在颅

骨中两组 Ｔｗｉｓｔ１ 表达量相近，差异无统计学意义。 结论　 颅

缝旋转后可以导致颅缝早闭，并会出现行动能力下降等行为

学异常，ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１ 可能在颅缝闭合过程中发挥着重要作

用。
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　 　 在颅骨生长发育过程中，颅缝是骨形成的最重

要部位，而颅缝形态的发生与表型的维持是组织间

相互作用和调节的结果，特别是与硬脑膜间的相互

作用［１］。 在硬脑膜与颅缝的相互作用中，又有诸多

信号通路均起到了重要的调节作用，如骨形态发生

蛋白（ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ）信号通路、成
纤维细胞生长因子受体（ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ，ＦＧＦＲ）信号通路等［２］。 而在近年的研究中表

明，黏着斑激酶（ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｋｉｎａｓｅ， ＦＡＫ）、Ｔｗｉｓｔ１
信号通路也发挥着至关重要的作用， Ｇｈｏｕｚｚｉ ｅｔ ａｌ［３］

的实验已证实，Ｔｗｉｓｔ１ 功能的杂合性丧失可以导致

颅缝融合，并且在部分个体中会出现颅骨孔状缺损，
ＦＡＫ 可以通过软骨前体细胞与细胞外基质的相互

作用抑制骨形成［４］。 ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１ 均来自于中胚层，
是人体中广泛存在的信号通路，控制诸多细胞与组

织功能。 课题组前期研究显示，ＦＡＫ 及 Ｔｗｉｓｔ１ 的表

达量在颅缝下硬脑膜与非缝线处硬脑膜存在明显的

差异性，可以推测缝线处硬脑膜 ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１ 信号通

路对颅缝有着特殊的作用，因此该实验通过建立 ＳＤ
大鼠颅缝旋转模型，以期阐明 ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１ 信号通路

在颅缝闭合过程中的机制。

１　 材料与方法

１． １　 动物模型　 本研究选择购自中国医学科学院

医学实验动物研究所（北京）的健康、繁殖力强且无

特定病原体的成年 ＳＤ 大鼠作为亲代，由其出生第

１０ 天的大鼠幼鼠（公鼠）共 １００ 只作为研究对象，将
试验对象随机分为两组各 ５０ 只，分别为对照组、旋
转组，每只鼠在术前均观察外观无明显畸形，体质量

在（１９. ０４ ± １. ０７） ｇ 区间内。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 手术方式　 每只样本均需在术前观察无明

显畸形外观，无明显行为学异常的健康鼠，配置 ５％
水合氯醛溶液并根据 ０. ５ ｍｌ ／ １００ ｇ 予以腹腔麻醉，
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麻醉满意后俯卧于可调温鼠板，取顶枕部正中长约

２ ｃｍ 直切口，常规剃毛消毒后切开，显微器械钝性

分离骨膜，暴露颅骨，旋转组：以人字缝中点为中心，
直径 ０. ５ ｃｍ 做一骨窗，将骨窗游离，同时不损伤硬

脑膜的前提下旋转 １８０°后骨瓣复位。 对照组：采取

相同的手术方式，不同的是游离后骨瓣不进行旋转，
原位复位（图 １）。 手术后使用强生可吸收线缝合切

口，放置于温箱，待麻醉醒后与母鼠同笼。 两组均在

刀锋显微外科手术显微镜下操作。 手术后两组大鼠

正常生长发育 ３ 周后，完成生理学指标检测及旷场

行为学实验后处死，获得两组术区的硬脑膜（Ｄｕｒａ）
及颅骨（Ｓｋｕｌｌ）实验样本。

图 １　 旋转组与对照组手术示意图

１． ２． ２　 生理学指标　 取材前随机选取 １０ 只大鼠进

行生理学指标测量，测量前使用 ５０％水合氯醛腹腔

麻醉后致死，具体过程如下：
① 体质量的测量：使用小型实验动物体质量秤

测量取材前体质量并记录，通过测量体质量，观察颅

缝早闭是否对体质量存在影响，结合大体观察及行

为学分析，是否存在因行动力下降、反应能力下降、
智力降低等情况导致体质量下降。 ② 头围的测量：
头围是评价颅骨及脑发育的重要指标［５］，软尺测量

取材前头围发育情况，大鼠头骨基本量度指标采用

兽类头骨使用频率较高的基本量度，各指标具体描

述如下。 颅全长（Ａ 线）：两前颌骨最前端中点到头

骨顶部最后缘突出点的距离；眶间距（Ｂ 线）：左右

两侧眼眶前缘与泪管对应位置之间的距离；颅宽（Ｃ

线）：两侧下颌角垂直于 Ａ 线的连线的长度；眼宽（Ｄ
线）：双侧眼眶外侧缘垂直于 Ａ 线的连线长度。 比

较各经线长度的变化，两组对比是否存在差异性，探
讨颅缝早闭对头围的影响。 ③ 骨瓣面积：游标卡尺

于骨瓣不同位置随机测量直径至少 ３ 次，测量后取

平均值，计算获得骨瓣面积，可以直接反应出颅缝早

闭后，骨瓣是否仍然可以继续生长，对下一步实验有

指导意义。 ④ 术区面积：游标卡尺同样的方式测量

直径后计算术区面积，可明确颅缝早闭是否会对周

围颅骨生长存在影响。 ⑤ 骨瓣厚度：游离骨瓣后分

别从四个预定点位使用游标卡尺测量骨瓣厚度，通
过测量骨瓣厚度可以发现颅缝早闭后颅骨厚度的变

化，从而间接推出颅缝早闭后成骨细胞迁移与成骨

方式的变化，详见图 ２。
１． ２． ３　 行为学实验　 两组在手术后正常生长至 ３
周时，分别随机抽取 １０ 只大鼠行旷场实验。 旷场系

统为长宽为 ５０ ｃｍ、高 ４０ ｃｍ 的方形箱子，旷场四壁

及底部均为黑色，光亮程度为室内自然光，未在暗室

及过度光照下进行，同时在实验过程中避免大鼠接

触研究人员，避免外界任何外界刺激。 用一只大鼠

调试好系统后，将底板喷洒乙醇后擦拭干净，挥发

１０ ｍｉｎ 待乙醇气味完全消失后，将实验用鼠背对实

验者轻放入旷场边缘一角，软件开始计时，实验持续

１０ ｍｉｎ，记录并测量两组总路程、四周及中心区域路

程、移动速度静止时间等数据，记录并分析站立、修
饰、排便等情况，观察两组在新异环境中的自主行

为、运动能力、探究与紧张度的行为的差异性，探讨

颅缝闭合情况对大鼠行为学的影响。 每只小鼠实验

结束后将底板用乙醇擦拭干净避免气味对后续实验

的影响。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 获取两组大鼠幼鼠的颅骨与

硬脑膜组织，由于样本质量较小，需每次选取 ６ 例样

本混样后进行试验，重复至少 ３ 次，将颅骨与硬脑膜

图 ２　 大鼠头骨基本量度指标、骨瓣面积及骨瓣厚度测量

Ａ：头围测量四条经线（１ 号线为颅全长，２ 号线为眶间距，３ 号线为颅宽，４ 号为眼宽）；Ｂ：测量骨瓣面积及缺损面积示意图；Ｃ：颅骨厚度测量点
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标本分别置于 １. ５ ｍｌ 离心管中，无菌剪尽可能剪

碎，加入 ２００ μｌ 的细胞裂解液 ＋ ２ μｌ 的蛋白酶抑制

剂后混匀，置于超声破碎细胞，释放蛋白，于低温超

速离心机中（４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）离心 １５ ｍｉｎ 后取上

清液利用 ＢＣＡ 法测定浓度后按比例加入抗氧化剂

与缓冲液，１００ ℃金属浴 ５ ｍｉｎ，在提前制好的聚丙

烯酰胺凝胶中加入蛋白样本与蛋白 Ｍａｒｋｅｒ，置于电

泳液中恒流 １９ ｍＡ 通电可见 Ｍａｒｋｅｒ 逐渐分层脱离

浓缩胶时调整为恒流 ２９ ｍＡ，待目标分子量的蛋白

移动至中线位置附近时停止电泳，取出凝胶将其蛋

白电转 ２ ｈ 至 ＰＶＤＦ 膜上，脱脂牛奶封闭 １. ５ ｈ 后孵

育对应一抗（ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１）过夜，ＴＢＳＴ 缓冲液清洗

后孵育荧光二抗 １. ５ ｈ，再次洗净后通过荧光成像仪

观察结果。
１． ２． ５ 　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ　 设计 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＣＲ 引物，
从基因库（ＧｅｎＢａｎｋ）上查得大鼠 ＦＡＫ 及 Ｔｗｉｓｔ１ 基

因与内参基因 β⁃ａｃｔｉｎ 的基因序列，根据序列采用

ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软件进行 ＰＣＲ 引物设计，引物序列如

表 １。

表 １　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＲＣＲ 引物序列

基因 引物序列（５′⁃３′）
ＦＡＫ Ｆ： ＴＧＧＡＣＡＧＴＣＡＣＡＡＡＧＴＡＡＡＧＣＡＣＧ

Ｒ： ＴＧＧＧＴＧＧＧＣＧＡＧＴＴＣＧＴＡＴＴ
Ｔｗｉｓｔ１ Ｆ： ＣＣＧＧＡＧＡＣＣＴＡＧＡＴＧＴＣＡＴＴＧＴ

Ｒ： ＣＴＧＧＧＡＡＴＣＴＣＴＧＴＣＣＡＣＣＧ
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ

Ｒ：ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ

　 　 利用 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒对两组大鼠幼鼠硬

脑膜及颅骨组织中 ＦＡＫ、Ｔｗｉｓｔ１ 及 β⁃ａｃｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ
进行相对 ＰＣＲ 分析，具体步骤如下。 取 ６ 例样本混

样后进行试验，将颅骨与硬脑膜标本分别置于 １. ５
ｍｌ 离心管中，无菌剪尽可能剪碎，按照 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 试剂盒说明书，加入相应分组配置好反应液

后，加入 ９６ 孔的 ＰＣＲ 板中，每孔加入 ２０ μｌ 短暂离

心。 在 ＡＢＩ ７９００ＨＴ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ⁃ＰＣＲ 反应仪上进行反

应，每组设置 ３ 个复孔，用透明膜严实覆盖，于离心

机常温离心 １０ ｍｉｎ，转速 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ；将 ０. ２ ｍｌ 透
明半裙边 ９６ 孔 ＰＣＲ 板置于荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪

ＡＢＩ ７９００ＨＴ ＦＡＳＴ 中进行检测，参数设置如下：９５
℃ ×５ ｍｉｎ 预变性；９５ ℃ × ３０ ｓ 变性，退火温度 ３０
ｓ，７２ ℃ × ３０ ｓ 延伸，该步反复 ４０ 次；７２ ℃ × ２ ｍｉｎ
再延伸；ＦＡＫ 退火温度为 ５８ ℃，Ｔｗｉｓｔ１ 退火温度为

６１ ℃，β⁃ａｃｔｉｎ 退火温度为 ６０ ℃，其余参数相同。
Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应结束后，记录各样本的 Ｃｔ 值，采

用 ２ －△△Ｃｔ方法进行定量分析，结果以表示。
１． ２． ６ 　 ＨＥ 与免疫组化染色 　 待将两组大鼠幼鼠

处死后，各取 ３ 个样本进行 ４％ 多聚甲醛脱水 ４８ ｈ
后，进行石蜡包埋，修整好后置于石蜡切片机进行切

片（厚 ６ μｍ），待组织片漂浮后用载玻片将组织片

捞起，６０ ℃烘箱内烤片 ３０ ｍｉｎ，经二甲苯Ⅰ和Ⅱ各

脱蜡 １０ ｍｉｎ 后梯度酒精复水，苏木精染色 ３ ｍｉｎ 后

分化液浸泡 ２ ｍｉｎ，吸取多余液体后伊红染色 ３０ ｓ
后梯度酒精脱水，二甲苯 Ｉ 和 ＩＩ 透明 ５ ｍｉｎ 后中性

树脂封片即完成 ＨＥ 染色。
另各组取样 ３ 个样本，重复上述步骤至梯度酒

精复水，柠檬酸钠抗原修复液浸泡高温沸腾 ２０ ｍｉｎ
后 ＰＢＳＴ 清洗，阻断剂避光孵育 ２０ ｍｉｎ 后再次 ＰＢＳＴ
清洗，避光孵育一抗（ＦＡＫ 与 Ｔｗｉｓｔ１，稀释比例为 １
∶ １００），４ ℃过夜，ＰＢＳＴ 清洗后孵育二抗（稀释比例

１ ∶ ２００），再次 ＰＢＳＴ 清洗后进行 ＤＡＢ 显色，置于荧

光显微镜下观察并保存图像。
１． ３　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 统计学软

件进行分析，所有实验结果以 �ｘ ± ｓ 表示，每组实验

至少重复 ３ 次，两组实验数据采用 ｔ 检验进行比较，
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 骨瓣旋转后颅缝提前闭合　 在手术显微镜下

放大 ２ ×后可以看到，出生 １０ ｄ 的大鼠在术后 ３ 周

处死，旋转组颅缝宏观上可见完全闭合，而原位组颅

缝清晰可见，表明颅缝处硬脑膜在颅缝闭合过程中

发挥着重要的作用，将颅缝旋转避开颅缝处硬脑膜

后，颅缝提前闭合（图 ３）。

图 ３　 两组术后颅缝

Ａ：对照组显示颅缝存在 Ｂ：旋转组显示颅缝已完全闭合

２． ２　 骨瓣厚度表现出明显差异　 测量两组体质量、
头围、术区面积、骨瓣面积以及骨瓣厚度， ｔ 检验对

两组数据进行分析，只有骨瓣厚度差异有统计学意

义（Ｐ ＝ ０. ００３，Ｐ ＜ ０. ０５）。 对照组骨瓣厚度平均值

为（０. ３４ ± ０. ０６） ｍｍ，小于旋转组的（０. ５ ± ０. ０８）
ｍｍ（表 ２）。 针对此种结果，可能是旋转后颅缝骨
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化，骨组织生长，使骨瓣厚度大于对照组。

表 ２　 出生 １０ ｄ 大鼠幼鼠术后 ３ 周生理学数据（ｎ ＝ １０，�ｘ ± ｓ）

生理学数据 对照组 旋转组 Ｐ 值

体质量（ｇ） ９４． ８７ ± ５． ０９ ９１． ５０ ± １０． ４１ ０． ４９
Ａ 线（ｃｍ） ４． ７３ ± ０． １０ ４． ７６ ± ０． １３ ０． ６４
Ｂ 线（ｃｍ） １． ３６ ± ０． ０８ １． ３３３ ± ０． ０８ ０． ５０
Ｃ 线（ｃｍ） ４． ７７ ± ０． ７７ ４． ８７ ± ０． １８ ０． ７６
Ｄ 线（ｃｍ） ２． １３ ± ０． ０５ ２． ２３ ± ０． １６ ０． １８
骨瓣面积（ｍｍ２） ３２． １９ ± １２． ７０ ３９． ２９ ± １１． ５２ ０． ３３
术区面积（ｍｍ２） ４５． １１ ± １１． ６２ ４６． ４７ ± １３． ６７ ０． ８６
骨片平均厚度（ｍｍ） ０． ３４ ± ０． ０６ ０． ５０ ± ０． ０８∗∗∗ ０． ００３

　 　 与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ３　 颅缝早闭后出现行为学异常　 在对旷场实验

数据进行分析，并使用 ｔ 检验的方式对两组数据对

比后，两组在总区域中的总路程、平均速度、静止时

间的差异有统计学意义（Ｐ ＝ ０. ０３８、０. ０１４、０. ０４０、
０. ００３），四角的路程、平均速度、静止时间的差异有

统计学意义（Ｐ ＝ ０. ０４３、０. ０３９、０. ０１１），四角的进入

次数、持续时间 Ｐ 均 ＞ ０. ０５，在其他数据中，包括：
站立、排便、修饰等手动记录数据、四周、中央区域的

路程、时间、平均速度及静止时间的差异均无统计学

意义（表 ３）。

表 ３　 旷场实验数据（ｎ ＝ １０，�ｘ ± ｓ）

旷场实验 对照组 旋转组 Ｐ 值

总区域

　 总路程（ｍｍ） ５４ ５９９ ± ９ ８２５ ４６ １０３ ± ６ ９０６∗ ０． ０３ 　 　

　 平均速度（ｍｍ ／ ｓ） ９１． ０７ ± １６． ３６ ７７． ０９ ± １１． ５８ ０． ０４∗

　 静止时间（ｓ） １４５． ４ ± ３２． ８３ １８６． １ ± １８． ５４ ０． ００３∗∗∗

四角

　 路程（ｍｍ） ３５ ７４２ ± ５ ５６４ ３１ １１５ ± ３ ８０１ ０． ０４∗

　 持续时间（ｓ） ４８４． ３ ± ３３． ７６ ４９５． ２ ± ２３． ４５ ０． ４１
　 平均速度（ｍｍ ／ ｓ） ７４． １９ ± １２． ８７ ６３． １１ ± ９． ０７３ ０． ０４∗

　 进入次数 ４６． ３ ± １０． ７７ ３７． ８ ± ８． ２８ ０． ０６
　 静止时间（ｓ） １３１． １ ± ３１． ３５ １６５． １ ± ２２． ０３∗ ０． ０１
四周

　 路程（ｍｍ） １７ ９９７ ± ４ ８２１ １４ １３１ ± ３ ５４１ ０． ０６
　 持续时间（ｓ） １０９． ６ ± ３３． ４４ ９７． ８３ ± ２０． ６１ ０． ３６
　 平均速度（ｍｍ ／ ｓ） １６９． ２ ± ３７． ０３ １４３． ９ ± １８． ０１ ０． ０７
　 进入次数 ４８ ± １１． ８８ ３９． ７ ± ８． ９３ ０． ０９
　 潜伏期（ｓ） ５． ６２５ ± ３． ９７ １１． ３ ± １２． ２０ ０． １８
　 静止时间（ｓ） １３． ４１ ± ８． ８４ ２０． ７７ ± ９． ５９ ０． ０９
中央

　 路程（ｍｍ） ８５９． ５ ± ６６６． ７ ８５７． ４ ± ６４４． １ ０． ９９
　 持续时间（ｓ） ５． ６２４ ± ５． １２ ５． ０８ ± ４． ５３ ０． ８２
　 平均速度（ｍｍ ／ ｓ） １２６． ９ ± １０９． ９ １８２ ± １０１． ３ ０． ２６
　 进入次数 ２． ６ ± １． ８９ ２． ７ ± １． ７７ ０． ９１
　 潜伏期（ｓ） ３０８． ２ ± ２０９． ７ ３０４． ９ ± ２０９． ５ ０． ９７
　 静止时间（ｓ） ０． ９２８ ± １． ５２ ０． １６３ ± ０． ３７ ０． １４

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜０. ００１

２． ４ 　 ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１ 在 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 中表达情况 　
实验结果显示，ＦＡＫ 主要表达于颅骨中，Ｔｗｉｓｔ１ 主要

表达于硬脑膜中，通过使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术分别对

旋转组、对照组的术区硬脑膜和颅骨的 ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１
进行蛋白检测，结果显示 ＦＡＫ 在颅骨组织中，旋转

组表达量明显高于对照组，差异有统计学意义，在硬

脑膜组织中，旋转组表达量低于对照组，差异有统计

学意义（Ｐ ＜ ０. ０５，图 ４）。 Ｔｗｉｓｔ１ 在颅骨组织中，两
组表达量相近，差异无统计学意义，在硬脑膜组织

中，旋转组表达量低于对照组，差异有统计学意义

（图 ４）。 通过使用 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 技术分别对旋转

组、对照组的术区硬脑膜组织和颅骨组织的 ＦＡＫ ／
Ｔｗｉｓｔ１ 进行 ｍＲＮＡ 检测，结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白表

达相符，ＦＡＫ 在颅骨组织中，旋转组表达量明显高

于对照组，差异有统计学意义，在硬脑膜组织中，旋
转组表达量低于对照组， 差异有统计学意义。
Ｔｗｉｓｔ１ 在颅骨组织中，两组表达量相近，差异无统计

学意义，在硬脑膜组织中，旋转组表达量低于对照

组，差异有统计学意义（图 ５）。
２． ５　 ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１ 在 ＨＥ 和免疫组化中表达情况

　 将样本进行石蜡包埋并切片染色封片后，获得两

组 ＨＥ 染色实验结果，结果显示 ＨＥ 染色与肉眼观

测结果基本一致，对照组的颅缝仍有间隙，颅缝维持

正常的形态，而旋转组颅缝已闭合（图 ６）。 进一步

对切片进行抗体染色并进行 ＤＡＢ 显色，获得免疫组

化结果， 在 ＦＡＫ 免疫组化结果当中，两组颅骨中

ＦＡＫ 表达量均高于硬脑膜，同时旋转组颅骨中 ＦＡＫ
表达量明显高于对照组（图 ７）。 Ｔｗｉｓｔ１ 主要是在硬

脑膜中表达量较高，颅骨中几乎少有表达，而且旋转

后可以看到 Ｔｗｉｓｔ１ 被旋转后的颅缝阻挡，不能进入

颅缝之间（图 ８）。

３　 讨论

　 　 颅骨缝线是胚胎发育过程中逐步形成的，是颅

骨扩张的主要部位，硬脑膜与颅骨穹隆上覆组织相

互作用并提供了许多重要的生长调节因子、机械信

号以及转化迁移的细胞［６ － ９］。 这一复杂的联级信号

受诸多信号通路调控，任一环节的基因突变，均可以

导致颅缝早闭或发育异常。
在人类与大鼠的生理学对照中，出生 １０ ｄ 的大

鼠相当于人类出生 ６ 个月左右时婴儿的生理状态，
此时各颅缝之间未完全闭合，前囟后囟均肉眼可见，
颅骨处在发育高峰期，因此选择出生 １０ ｄ 的大鼠作

为研究对象。
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图 ４　 ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１ 信号通路分别在旋转组、对照组的硬脑膜和颅骨中蛋白表达情况

Ａ、Ｂ：蛋白条带；Ｃ：Ｆａｋ 在两组颅骨中蛋白表达情况；Ｄ：Ｆａｋ 在两组硬脑膜中蛋白表达情况；Ｅ：Ｔｗｉｓｔ１ 在两组颅骨中蛋白表达情况；Ｆ：Ｔｗｉｓｔ１

在两组硬脑膜中蛋白表达情况；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ５　 ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１ 信号通路分别在旋转组、对照组的硬脑膜和颅骨中 ｍＲＮＡ 表达情况

Ａ：ＦＡＫ 在两组颅骨中 ｍＲＮＡ 表达情况；Ｂ：ＦＡＫ 在两组硬脑膜中 ｍＲＮＡ 表达情况；Ｃ：Ｔｗｉｓｔ１ 在两组颅骨中 ｍＲＮＡ 表达情况；Ｄ：Ｔｗｉｓｔ１ 在两

组硬脑膜中 ｍＲＮＡ 表达情况；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ６　 ＨＥ 染色

Ａ：对照组 × ５０；Ｂ：对照组 × ２００；Ｃ：旋转组 × ５０；Ｄ：旋转组

× ２００

　 　 处死两组大鼠获取样本可见：旋转后的颅缝完

全闭合，对照组颅缝仍然存在，证明颅缝下硬脑膜是

维持颅缝形态的关键因素。 从生理学指标上来看，
颅缝早闭往往伴随颅骨形态、 发育、 头围的异

常［９ － １０］，旋转后的骨瓣厚度大于对照组，其余数据

均未见明显差异性，这可能与使用皮尺测量精度稍

差有关，也可能因为大鼠生长发育时间较短而不能

完全体现出明显差异性。 旋转后因为没有 Ｔｗｉｓｔ１
等关键因子维持骨缝形态使颅缝逐步闭合，因此旋

转后骨瓣较对照组更厚。
在旷场实验中，对照组的总路程、平均速度均大

于旋转组，静止时间小于旋转组，由此认为颅缝早闭

后可以使大鼠运动能力下降，并且出现抑郁、焦虑倾

向。 理论上来说，啮齿类动物在进入陌生空间后，其
初始活动范围会本能避开中央区域并沿着边缘区域

活动，如果大鼠对新环境的认知能力差，则中央格停

留时间延长，在四周停留时间减少［１１］。 在试验中，
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图 ７　 ＦＡＫ 免疫组化结果

Ａ：对照组 ＦＡＫ 免疫组化 × １００； Ｂ：对照组 ＦＡＫ 免疫组化

× ４００；Ｃ：旋转组 ＦＡＫ 免疫组化 × １００；Ｄ：旋转组 ＦＡＫ 免疫组化

× ４００；棕褐色为 ＦＡＫ 抗体染色阳性

图 ８　 Ｔｗｉｓｔ１ 免疫组化结果

Ａ：对照组 Ｔｗｉｓｔ１ 免疫组化 × １００；Ｂ：对照组 Ｔｗｉｓｔ１ 免疫组化

× ４００；Ｃ：旋转组 Ｔｗｉｓｔ１ 免疫组化 × １００；Ｄ：旋转组 Ｔｗｉｓｔ１ 免疫组化

× ４００；棕褐色为 Ｔｗｉｓｔ１ 抗体染色阳性

旋转组与对照组在四角的进入次数和持续时间无明

显差异性，表明颅缝早闭后对其认知、探索能力无明

显影响，四周边角的路程、平均速度和静止时间与总

区域中的结果一致，进一步说明颅缝早闭后大鼠运

动能力下降且会出现抑郁倾向。 由于旷场实验对于

抑郁、焦虑等精神异常诊断有限，为了明确颅缝早闭

后大鼠是否存在精神异常，还需进行其他行为学测

试。
ＦＡＫ 是将机械现象转化为生化现象必不可少

的分子，通过感知压力的变化，控制细胞的黏附、迁
移［１２ － １３］，因此，颅内压力的变化是影响 ＦＡＫ 表达的

重要因素。 Ｔｗｉｓｔ１ 主要在相对静止的成体干细胞中

表达［１４］，并且主要是通过负调控来维持间充质细胞

处于未分化状态［１５］。 综上所述，在颅缝闭合过程

中，Ｔｗｉｓｔ１ 负责维持颅缝的正常形态，避免颅缝闭合

的同时，使低分化细胞不断增殖分化，产生新的骨细

胞。 ＦＡＫ 主要感受压力变化，由于颅内压在随年龄

的增长过程中逐步增加，因此 ＦＡＫ 在持续性的接受

机械压力，从而一直发挥由硬脑膜向颅缝迁移粘附

细胞的作用。 本实验结果也验证了这一点，Ｔｗｉｓｔ１
在旋转组硬脑膜中表达量下降的主要原因是当颅缝

旋转后，主要位于硬脑膜并负责维持细胞分化状态

的 Ｔｗｉｓｔ１ 的作用受限，无法起到抑制颅缝闭合的作

用，从而导致颅缝处细胞逐步由分化程度较低的细

胞向分化程度较高，尤其是向成骨细胞逐步转变，最
终导致颅缝闭合。 旋转组 ＦＡＫ 无论在颅骨还是硬

脑膜中的表达量均明显高于对照组，主要是因为颅

缝闭合后颅腔容积相对受限，颅骨的生长不能满足

脑的发育，因此会导致颅内压相对增高，而增高的颅

内压会刺激 ＦＡＫ 的持续表达。
影响颅缝闭合的主要因素为缝线下硬脑膜释放

的组织因子；颅缝早闭后会导致行动能力下降并出

现精神障碍倾向，ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１ 在颅缝闭合过程中可

能发挥着重要的作用，其中 ＦＡＫ 主要在颅骨中表

达，其在颅缝闭合过程中主要作用为：感知压力变化

的同时控制细胞迁移，Ｔｗｉｓｔ１ 主要在硬脑膜及颅缝

中央处表达，在颅缝闭合过程中主要起着维持硬脑

膜及颅缝处细胞保持低分化状态的作用，当颅缝失

去缝线下硬脑膜相关组织因子影响后会导致其提前

闭合。
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ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｆｌａｐ ａｎｄ ｄｕｒｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｃｒａｎｉａｌ ｓｕｔｕｒｅｓ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｃｌｏｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｔａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐａｎｄ ｔｈａｔ ｗａｓ ｏｐｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｂｙ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｔｈｅ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｆｌａｐ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｒｏｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｃｅ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｈｅａｄ ｃｉｒｃｕｍｆｅｒｅｎｃｅ， ｗｅｉｇｈｔ， ｂｏｎｅ
ｆｌａｐ ａｒｅａ， ａｎｄ ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ａｒｅａ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｃｌｏｓｕｒｅ ｏｆ ｃｒａｎｉａｌ ｓｕｔｕｒｅ， ｔｈｅ ａｃ⁃
ｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｔｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｏｆ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ＦＡＫ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｌｖａｒｉａ ａｎｄ ｄｕｒａ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ Ｔｗｓｉｔ１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｄｕｒａ ｉｎ ｒｏｔａｔｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ， ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ （Ｐ ＜ ０. ０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＦＡＫ ／ Ｔｗｉｓｔ１ ｍａｙ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｃｒａｎｉｏｓｙｎｏｓｔｏｓｉｓ ａｆｔｅｒ ｒｏｔａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＦＡＫ；Ｔｗｉｓｔ１；ｃｌｏｓｕｒｅ ｏｆ ｃｒａｎｉａｌ ｓｕｔｕｒｅ； ｃｒａｎｉｏｓｔｅｎｏｓｉｓ；ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ；ｃｒａｎｉａｌ ｓｕｔｕｒｅ ｒｏｔａｔｉｏｎ
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