
网络出版时间：２０２１ ／ １２ ／ ２２ １５：４３　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２１１２２１． １０００． ０１０． ｈｔｍｌ

缺血性脑卒中致脑室运动纤毛功能障碍诱发脑水肿
赵玉洁１，２，张　 玲１，２，马　 兰１，２，滕增光１，２，贾金鑫１，２，曹晓璐１，２

２０２１ － ０９ － １３ 接收

基金项目：国家自然科学基金（编号：８１８０１３０７）；武汉科技大学科技

创新团队培育项目（编号：２０１８ＴＤＺ０３）；湖北省高等学校

优秀中青年科技创新团队计划项目（编号：Ｔ２０２０００３）

作者单位：武汉科技大学医学院１ 公共卫生学院环境卫生与职业医

学教研室、２ 职业危害识别与控制湖北省重点实验室，武
汉　 ４３００８１

作者简介：赵玉洁，女，硕士；
曹晓璐，女，硕士，高级实验师，硕士生导师，责任作者，Ｅ⁃
ｍａｉｌ：ｃａｏｘｉａｏｌｕ１１２６＠ １６３． ｃｏｍ

摘要　 目的　 探讨室管膜细胞上运动纤毛功能对缺血性脑

卒脑水肿的影响。 方法 　 ６０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组

和模型组。 线栓法构建缺血 ２ ｈ 再灌注 ２４ ｈ 模型。 Ｌｏｎｇａ’ｓ
５ 分法进行神经功能评分；２，３，５⁃氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）
染色评价脑梗死体积；干湿重法测量脑含水量；苏木精 － 伊

红（ＨＥ）染色和扫描电镜（ＳＥＭ）观察运动纤毛的形态变化；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测运动纤毛相关蛋白 ＳＰＡＧ６ 表达水平；免疫

荧光法检测运动纤毛结构和 ＳＰＡＧ６ 的表达分布。 结果　 与

假手术组相比，模型组的脑梗死体积、神经功能评分明显增

加，脑水肿明显（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＨＥ 染色和 ＳＥＭ 结果显示，假
手术组脑组织结构紧密、规则，室管膜细胞核圆润饱满，运动

纤毛排列整齐、结构完整；模型组脑组织结构松散，室管膜细

胞核皱缩浓染，出现大量坏死细胞，运动纤毛数量和密度显

著降低、排列杂乱。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，模型组的 ＳＰＡＧ６
总蛋白量较假手术组升高，但结果差异无统计学意义。 免疫

荧光实验结果显示，相比于假手术组，模型组运动纤毛长度

明显较短（Ｐ ＜ ０. ０５）；模型组的 ＳＰＡＧ６ 总荧光强度较假手术

组增高，但结果差异无统计学意义；模型组室管膜细胞上

ＳＰＡＧ６ 的平均荧光强度与假手术组相比升高，差异有统计学

意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；脑缺血再灌注（ＣＩＳ⁃Ｒ）损伤使纤毛上的

ＳＰＡＧ６ 荧光表达量降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 脑缺血再灌注

下调室管膜细胞表面运动纤毛上的 ＳＰＡＧ６ 表达，造成运动

纤毛结构和功能障碍，进而继发脑水肿损伤。
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　 　 缺血性脑卒中（ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ， ＣＩＳ）占
脑卒中总数的 ６０％ ～ ７０％ ［１］，易发生缺血性脑卒

中 ／再灌注（ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ⁃ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＣＩＳ ／
Ｒ）损伤，并继发脑水肿，使病死率增加［２］。 已知

ＣＩＳ⁃Ｒ 过程伴随血管内大分子物质渗透到脑细胞间

隙，最终导致脑实质、脑室脉络丛等部位发生脑水

肿［３］。 研究［４］表明，运动纤毛紊乱会导致原发性纤

毛运动障碍，在神经系统表现为脑水肿，敲除纤毛相

关基因 Ｓｐａｇ６ 后，室管膜细胞上运动纤毛出现结构

和功能损伤。 然而，目前尚未见报道，ＣＩＳ ／ Ｒ 继发脑

水肿损伤是否与室管膜细胞运动纤毛的结构功能异

常以及运动纤毛相关基因 Ｓｐａｇ６ 表达异常相关。 该

研究拟在整体动物水平，检测脑缺血 ／再灌注继发脑

水肿损伤后，脑室管膜细胞运动纤毛的结构和功能

变化，以及运动纤毛相关蛋白的表达调控，初步探讨

缺血性脑卒中继发的脑水肿与室管膜细胞上运动纤

毛功能障碍的调控机制。

１　 材料与方法

１． １ 　 动物及处理方法 　 雄性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ６０
只，６ 周龄，体质量（２６０ ～ ３００）ｇ，购自斯贝福（北京）
生物技术有限公司 ［许可证号： ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃
００１０］。 分笼饲养于标准环境中，常温、常规大鼠饲

料喂养，自由饮水。 利用随机数字表法将 ６０ 只 ＳＤ
大鼠随机分为两组：假手术组（Ｓｈａｍ 组）和模型组

（ＭＡＣＯ ／ Ｒ 组），３０ 只 ／组。 假手术组仅暴露颈总动

脉不做栓塞处理，模型组大鼠采用大脑中动脉栓塞

法（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）建立脑缺

血 ２ ｈ 再灌注 ２４ ｈ 模型。
１． ２ 　 主要试剂和器材 　 兔抗 ＳＰＡＧ６ 多抗 （ ｂｓ⁃
１２２９１Ｒ）、兔抗 β⁃ａｃｔｉｎ（ｂｓ⁃００６１Ｒ）、兔抗 ＳＰＡＧ６ ／ Ｃｙ３
（ｂｓ１２２９１Ｒ⁃Ｃｙ３）购自北京博奥森生物技术有限公

司；Ａｃ⁃α⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ （ ＃５３３５） 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；山羊抗兔 Ｃｙ３（１２５７９９）、山羊抗兔 ＦＩＴＣ
（１３３０２７）和苏木精 －伊红（ＨＥ）染色试剂盒购自武

汉科瑞生物技术有限公司；激光共聚焦显微镜（日
本奥林巴斯，ＦＶ１０００）；扫描电镜（ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）由中国科学院武汉病毒研究所分

析测试中心提供。
１． ３　 方法　
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１． ３． １　 ＭＣＡＯ ／ Ｒ 模型的构建　 将长 ４ ｃｍ 的鱼线一

端浸入熔化的石蜡中并迅速提起，反复几次，待鱼线

表面石蜡凝固后即作为线栓备用。 大鼠术前禁食不

禁水，称重后用 １０％ 水合氯醛腹腔注射麻醉（３５０
ｍｇ ／ ｋｇ），固定于手术台上，以颈正中线行纵向切口，
剥离筋膜，钝性分离两侧组织，暴露右侧颈总动脉

（ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ，ＣＣＡ）并分离，之后分离右侧

颈外动脉（ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ，ＥＣＡ）和颈内动脉

（ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ，ＩＣＡ），结扎 ＥＣＡ，动脉夹夹住

ＣＣＡ 和 ＩＣＡ，在 ＥＣＡ 距离与 ＩＣＡ 分叉处 ４ ｍｍ 处，用
眼科剪剪一小口，夹持线栓插入 ＥＣＡ，经由 ＣＣＡ 插

入 ＩＣＡ，插入深度为 １６ ～ １８ ｍｍ 为止。 将线栓与

ＥＣＡ 结扎固定，最后缝合筋膜、皮肤。 线栓插入成

功后，记录缺血时间，２ ｈ 后拔出线栓，结扎 ＥＣＡ 近

心端。
１． ３． ２　 神经功能评分 　 缺血 ／再灌注 ２４ ｈ 后采用

Ｌｏｎｇａ′ｓ 评分标准对大鼠神经功能进行评分。 ０ 分：
活动正常，无神经功能缺损；１ 分：左前肢不能完全

伸展；２ 分：爬行时向左侧转圈；３ 分：爬行时向左侧

倾倒；４ 分：不能自发行走，意识丧失。 选取评分为 １
～ ４ 分的大鼠进行实验。
１． ３． ３　 脑水肿测定　 再灌注 ２４ ｈ 后，将大鼠麻醉，
取新鲜脑组织，去掉小脑后，用滤纸吸干表面血渍，
分开左右脑，置于电子分析天平测右脑湿重，之后放

入 １１０ ℃恒温箱中连续烘烤 ４８ ｈ，称量右脑干重。
按 Ｅｌｌｉｏｔ 公式计算脑含水量，脑含水量 ＝ （湿重 － 干

重） ／湿重 × １００％ 。
１． ３． ４　 ２，３，５⁃氯化三苯基四氮唑（２，３，５⁃ｔｒｉｐｈｅｎｙ⁃
ｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）染色 　 将大鼠麻醉，断颈

取脑， － ２０ ℃冷冻 ３０ ｍｉｎ 后行冠状切片（厚度约 ２
ｍｍ），置入 １％ ＴＴＣ 溶液中，３７ ℃ 避光孵育约 ２０
ｍｉｎ，之后置于 ４％多聚甲醛溶液中固定，拍照，正常

脑组织呈鲜红色，梗死脑组织呈白色。 ＩｍａｇｅＪ 软件

测定梗死区域面积，每层梗死体积 ＝ 梗死面积 × 层

厚，总梗死体积为各层梗死体积之和。 梗死体积百

分比 ＝ （梗死区域面积 ／脑片总面积） × １００％ 。
１． ３． ５ 　 ＨＥ 染色 　 多聚甲醛固定的脑组织用石蜡

包埋、切片，经过脱蜡、水化后，苏木精染色约 １０
ｍｉｎ，自来水冲洗，再放入 １％盐酸乙醇中分化数秒，
自来水冲洗，乙醇梯度脱水；０. ５％伊红染色约 ２０ ｓ，
乙醇梯度脱水，封片，显微镜下观察并拍照。
１． ３． ６　 ＳＥＭ 观察纤毛形态　 取大鼠右侧第三脑室

室管膜细胞周围组织，切片约 １. ５ ｍｍ 厚，０. ９％ 氯

化钠溶液清洗，２. ５％戊二醛二甲砷酸钠固定液固定

（２ ～ ３） ｈ，乙醇梯度脱水各 ２０ ｍｉｎ，ＣＯ２ 临界点干

燥，镀膜，ＳＥＭ 观察纤毛结构，并拍照。
１． ３． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＰＡＧ６ 表达　 取大鼠右脑

皮层组织，ＲＩＰＡ 裂解液提取蛋白，ＢＣＡ 试剂盒测蛋

白浓度。 配置 １２％ 的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离胶，５％ 浓缩

胶，４０ μｇ 蛋白变性后上样，电泳、电转，５％ 脱脂奶

粉封闭 ２ ｈ，孵育一抗 （ ＳＰＡＧ６，１ ∶ １ ０００，β⁃ａｃｔｉｎ，
１ ∶ １０ ０００），４ ℃冰箱过夜，ＴＢＳＴ 洗膜后孵育二抗 ２
ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜后加 ＥＣＬ 显影液进行显影，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件进行灰度值分析。
１． ３． ８　 免疫荧光分析纤毛形态及 ＳＰＡＧ６ 表达　 脑

片脱蜡水化后，置于 １００ ℃ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸盐缓

冲液中 １０ ｍｉｎ，冷却后透膜、封闭，湿盒中孵育一抗

（ＳＰＡＧ６，１ ∶ １００；Ａｃ⁃α⁃ｔｕｂｕｌｉｎ，１ ∶ ４００）放入 ４ ℃冰

箱过夜；室温避光孵育二抗 （ Ｃｙ３，１ ∶ ２００； ＦＩＴＣ，
１ ∶ １００），ＤＡＰＩ 核染 ５ ｍｉｎ，甘油封片，激光共聚焦观

察并拍照。
１． ４　 统计学处理　 应用 ＳＰＳＳ ２６. ０ 统计学软件分

析，数据以 �ｘ ± ｓ 表示，两独立样本均数比较用 ｔ 检
验。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 脑缺血 ／再灌注后神经功能评分、梗死体积及

脑含水量的变化 　 模型组大鼠成功 ２７ 只，死亡 ２
只，神经功能评分为 ０ 分的 １ 只大鼠除去，造模成功

率为 ９０％ 。 Ｓｈａｍ 组大鼠神经功能评分和脑梗死体

积为 ０；ＭＡＣＯ ／ Ｒ 组神经功能评分为（２. ７１ ± １. ０５），
梗死体积为（１９. ３３ ± ９. ５５）％ ，与 Ｓｈａｍ 组相比结果

差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），说明建模成功。
见图 １Ａ ～ Ｃ。 与 Ｓｈａｍ 组相比，差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０５），说明构建脑缺血再灌注模型成功诱导

了脑水肿症状。 见图 １Ｄ、Ｅ。
２． ２　 脑缺血 ／再灌注对脑室管膜细胞运动纤毛的形

态学影响　 ＨＥ 染色结果显示，Ｓｈａｍ 组大鼠脑组织

结构紧密规则，室管膜细胞的细胞核圆润饱满，未见

坏死细胞，运动纤毛排列整齐、结构完整、生长浓密，
见图 ２Ａ；ＭＡＣＯ ／ Ｒ 模型组脑组织结构松散，室管膜

细胞的细胞核皱缩浓染，生成大量坏死细胞，运动纤

毛结构紊乱、数量减少、密度降低，且均有统计学意

义，见图 ２Ｂ。 ＳＥＭ 结果与 ＨＥ 染色结果一致，显示

假手术组脑室管膜细胞表面纤毛排列密集、活性高，
摆动方向规律一致，见图 ２Ｃ；模型组纤毛数量减少、
密度降低，差异有统计学意义，而且活性较差，排列

方向杂乱无章，见图 ２Ｄ。
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图 １　 脑缺血 ／再灌注对大脑形态的影响

　 　 Ａ：ＴＴＣ 染色；Ｂ：脑梗死体积 Ｃ：神经功能评分；Ｄ：大脑体积；Ｅ：脑含水量测定；与 Ｓｈａｍ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 脑缺血 ／再灌注对大脑第三脑室运动纤毛的影响

　 　 Ａ：Ｓｈａｍ 组 ＨＥ 染色 × ４００ 结果图；Ｂ：ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组 ＨＥ 染色 × ４００ 结果图；Ｃ：Ｓｈａｍ 组扫描电镜 × ２０ ０００ 结果图；Ｄ：ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组扫描电镜 ×
２０ ０００ 结果图；图中红色箭头指向室管膜细胞上运动纤毛

·９４·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｊａｎ；５７（１）



２． ３ 　 脑缺血 ／再灌注对运动纤毛相关基因 ＳＰＡＧ６
表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 Ｓｈａｍ 组相

比，ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组的 ＳＰＡＧ６ 总蛋白表达量略有升高，
但结果无统计学差异，见图 ３Ａ、Ｂ。 在免疫荧光实验

中，通过分析脑室切片每 １０ ｍｍ２ 区域的平均荧光

强度显示，见图 ３Ｃ 白色方框，ＭＣＡＯ ／ Ｒ 组的 ＳＰＡＧ６
蛋白荧光表达强度比 Ｓｈａｍ 组略有升高，但结果差

异无统计学意义，此结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果一致

（图 ３Ｄ）；分别对该区域的室管膜细胞和运动纤毛

上 ＳＰＡＧ６ 蛋白表达进行荧光强度分析显示，与

Ｓｈａｍ 组对比，ＭＡＣＯ ／ Ｒ 组的室管膜细胞的平均荧光

强度升高，见图 ３Ｅ；运动纤毛上 ＳＰＡＧ６ 蛋白表达量减

少，见图 ３Ｆ，且差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 通

过分析运动纤毛指示蛋白 Ａｃ⁃α⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 显示，与 Ｓｈａｍ
组相比，ＭＡＣＯ ／ Ｒ 组纤毛较数量少，排列杂乱无序，这
一结果与 ＨＥ 染色结果一致。 ＭＡＣＯ ／ Ｒ 组的运动纤

毛长度较 Ｓｈａｍ 组明显缩短，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０５），见图 ３Ｇ。

图 ３　 ＣＩＳ ／ Ｒ 对 ＳＰＡＧ６ 及纤毛形态和功能的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测纤毛相关蛋白 ＳＰＡＧ６ 蛋白变化；Ｂ：ＳＰＡＧ６ 蛋白表

达量；Ｃ：免疫荧光观察不同组纤毛形态的变化 ＳＰＡＧ６ 的表达 × ４０，红色

箭头指向运动纤毛，白色箭头指向 ＳＰＡＧ６ 在运动纤毛上的表达量；Ｄ：
ＳＰＡＧ６ 的平均荧光强度分析；Ｅ：室管膜细胞上 ＳＰＡＧ６ 的平均荧光强度分

析；Ｆ：运动纤毛上 ＳＰＡＧ６ 的表达数量分析；Ｇ：运动纤毛的长度分析；与

Ｓｈａｍ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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３　 讨论

　 　 运动纤毛是细胞游离面伸出的能摆动的较长突

起，广泛分布在脑室管膜细胞［５］、支气管上皮细

胞［６］等组织。 纤毛的摆动不仅有利于脑脊液在中

央管内的动态混合，同时对脑脊液与脊髓间物质流、
能量流、信息流的交换运输和碎片清除，起到积极的

配合推动作用［７］，以此来维持脑内动态平衡。
　 　 小鼠运动纤毛存在一个剪接位点 Ｃｃｄｃ３９，在脉

络丛和室管膜细胞中选择性表达。 当 Ｃｃｄｃ３９ 发生

突变，室管膜细胞运动纤毛变短、微管混乱、缺乏动

力蛋白，从而导致脑水肿［８］。 而临床发生脑水肿是

缺血性脑卒中急性期死亡的主要原因［９］。 本研究

通过构建脑缺血 ／再灌注模型引发脑水肿症状，结果

显示大鼠脑室运动纤毛的正常结构被破坏，并出现

脑水肿，说明 ＣＩＳ 继发脑水肿可能与运动纤毛结构

和功能异常相关。
　 　 哺乳动物的精子相关抗原 ６ （ ｓｐｅｒｍ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ａｎｔｉｇｅｎ ６，ＳＰＡＧ６）是衣藻 ＰＦ１６ 的同源基因，调节纤

毛的运动，在大脑、支气管等多个组织表达［１０］。 本

研究中，当 ＣＩＳ ／ Ｒ 发生后，ＳＰＡＧ６ 蛋白表达有所升

高，说明 ＳＰＡＧ６ 参与了缺血性脑卒中 ／再灌注损伤

的发生发展过程。 而且 ＳＰＡＧ６ 在室管膜细胞上荧

光表达增加，提示 ＣＩＳ ／ Ｒ 损伤介导的 ＳＰＡＧ６ 蛋白表

达升高主要集中在室管膜细胞部位，这一现象可能

是由于急性缺血使得 ＳＰＡＧ６ 在脑室管膜细胞的表

达应激性增加，导致荧光强度增大。
　 　 既往的研究［１１］ 显示，在缺失 Ｓｐａｇ６ 的小鼠中，
脑室管膜细胞上的运动纤毛的结构形态出现病理性

改变，这说明 Ｓｐａｇ６ 对运动纤毛的结构具有重要的

调控功能。 而本研究 ＣＩＳ ／ Ｒ 继发脑水肿的同时，脑
室管膜细胞的运动纤毛上 Ｓｐａｇ６ 表达显著降低，运
动纤毛结构受损。 这一现象可能就是因为运动纤毛

相关基因 Ｓｐａｇ６ 表达异常导致运动纤毛功能障碍，
从而抑制了运动纤毛对脑脊液动态混合、能量交换、
信息运输的作用，最终导致脑水肿的发生。 Ｓａｐｉｒｏ ｅｔ
ａｌ［１２］的研究也证实，敲除 Ｓｐａｇ６ 基因的小鼠约有

５０％死于脑水肿，表明 Ｓｐａｇ６ 与大脑发生脑水肿症

状有直接关联。
　 　 综上所述，该研究确定了 ＣＩＳ ／ Ｒ 下调大脑脑室

运动纤毛上 ＳＰＡＧ６ 蛋白表达，影响运动纤毛结构功

能，从而发生脑水肿损伤。 这为进一步揭示缺血性

脑卒中的病理机制，以及临床治疗和相关药物研发

提供了可靠依据。 大脑脑室运动纤毛的结构和功能

是由多个基因来调控和维系的，在缺血性脑卒中继

发脑水肿损伤过程中，是否还有其他纤毛相关基因

参与，其中的具体分子调控机制如何，仍需进一步探

究。
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