
积于肾小球�激活补体后续反应�造成组织损伤有
关。而原发性肾病综合征�除轻微病变型肾小球肾
炎外�其余均与免疫因素参与有关�尤其是膜性肾小
球肾炎（MGN）［4］。目前的研究表明�MGN的损伤由
补体 C5b－9直接损伤所致［5］。本实验测定结果显
示�慢性肾炎综合征组血浆 SC5b－9升高幅度较小�
检出率略低于肾病综合征组�但 CH50活性则下降
明显。而肾病综合征组血浆 SC5b－9升高幅度较
大�检出率较高�但 CH50活性下降不如慢性肾炎综
合征组显著。鉴于 MGN 的发病机制与肾小球内免
疫复合物（IC）原位形成有关�加上 IC 定位于肾小球
基底膜（GBM）上皮侧�故肾内补体 C5b－9形成后因
受超滤梯度等因素的影响可排入尿囊腔�尿液中可
测出微量的 C5b－9［4］。

值得一提的是�肾炎与肾病患者中有些病例血
清 CH50检测结果属正常范围�但 SC5b－9的含量
却异常升高。结合其他检查及临床观察发现�上述
患者病情并未完全缓解。因此�作者认为�血浆
SC5b－9浓度可作为反映肾炎及肾病患者预后的敏
感指标之一。

就自身抗体而言�肾炎综合征患者 ANA、AdsD-
NA阳性率明显高于肾病综合征患者�因为肾炎综合

征患者中部分属于狼疮性肾炎。已知 ANA、AdsDNA
的检出率及滴度的升高与自身免疫性疾病的活动呈

正相关�故检测 ANA、AdsDNA 两项指标�配合临床
其他项目的检查�对于临床初步区分肾炎综合征和
肾病综合征、了解病情和判断预后等均有一定的参
考价值。
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低温对脑缺血再灌注期间微管相关蛋白－2免疫活性的影响●

顾卫东1�陈　群2�曾因明2�丁浩中1

（1．无锡市第四人民医院麻醉科�江苏 无锡214062；2．徐州医学院江苏省麻醉学重点实验室�江苏 徐州221002）
摘要：目的　观察低温对脑缺血再灌注期间海马 CA1区微管相关蛋白－2免疫活性的影响。方法　沙土鼠

前脑缺血再灌注模型。动物随机分为假手术组、常温再灌组和低温再灌组�后两组又各分为再灌注6h、48h、96h
3个亚组�每组10只。采用免疫组织化学方法结合计算机图像分析测定微管相关蛋白－2活性�观察再灌注48
h、96h海马CA1区细胞膜、核膜完整�核仁清楚的锥体神经元数目。结果　常温再灌注6h、48h、96h海马CA1区
微管相关蛋白－2免疫活性分别为假手术组的81％、69％和51％（ P ＜0．01）。低温再灌注6h、48h、96h 海马
CA1区微管相关蛋白－2免疫活性分别为假手术组的93％、86％和71％�均明显高于常温再灌组（ P ＜0．05或 P
＜0．01）。再灌注96h时�常温再灌组海马 CA1区细胞膜、核膜完整�核仁清楚的锥体细胞数目仅为假手术组的
5％（ P ＜0．01）�低温再灌组为假手术组的47％�明显多于常温再灌组（ P ＜0．01）。结论　低温减轻脑缺血后延
迟性神经元死亡的作用可能与其抑制微管相关蛋白－2的活性降解有关。

关键词：脑；延迟性神经元死亡；低温；微管相关蛋白－2
中图分类号：R743．31　　文献标识码：A　　文章编号：1000－2065（2002）01－0014－04

Effect of hypothermia on the immunoreactivity of microtubule associated
protein2during cerebral ischemia／reperfusion
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GU Wei－dong�CHEN Qun�ZENG Yin－ming�et al
（Department of Anesthesiology�Wuxi No．4People’s Hospital�Wuxi�Jiangsu214062�China）

Abstract：Objective　To investigate the effect of hypothermia on the immunoreactivity of microtubule associated protein2
（MAP2） during cerebral ischemia／reperfusion．Methods　The cerebral ischemia models of gerbils were achieved by occluding
bilateral carotid arteries�and the insult time was10min．The gerbils were randomly divided into sham－operation group�nor-
mothermia reperfusion group and hypothermia reperfusion group．The normothermia and hypothermia reperfusion groups were fur-
ther divided into subgroups according to the reperfusion time （6h�48h and96h）．The immunoreactivity of MAP2was deter-
mined by using immunohistochemical staining and computer image analysis system．The survival neurons in hippocampal CA1
were counted48h and96h after reperfusion．Results　The immunoreactivity of MAP2in hippocampal CA16h�48h and96
h after reperfusion in normothermia reperfusion group were decreased to81％�69％ and51％ that in sham－operation group （
P ＜0．01）．The immunoreactivities of MAP2in hippocampal CA1in hypothermia reperfusion group were93％�86％ and71％
that in sham－operation group�much higher than that in normothermia reperfusion group （ P ＜0．05or P ＜0．01）．The num-
ber of survival neurons in hippocampal CA196h after reperfusion in normothermia reperfusion group was only5％ that in sham
－operation group （ P ＜0．01）�while the number of survival neurons96h after reperfusion in hypothermia reperfusion group
was47％�much more than that in normothermia reperfusion group （ P ＜0．01）．Conclusion　Hypothemia could attenuate
neuronal damage through inhibition of MAP2degradation during cerebral ischemia／reperfusion．

Key words：brain；delayed neuronal death；hypothermia；microtubule associated protein2

　　低温可减轻脑缺血后延迟性神经元死亡（de-
layed neuronal death�DND）的发生［1］�但其机制仍不
清楚。脑缺血再灌注可引起细胞骨架成分�如微管
相关蛋白－2（microtubule associated protein2�MAP2）
的降解�从而导致细胞损伤［2］。低温减少 DND的机
制是否与其保护细胞骨架成分的作用有关�目前仍
未见报道。我们采用沙土鼠前脑缺血再灌注模型�
观察了低温对脑缺血再灌注期间海马 CA1区 MAP2
免疫活性的影响�以探讨低温减轻脑缺血再灌注损
伤的机制。
1　材料和方法
1．1　试剂　MAP2单克隆抗体为 Sigma 公司产品�
生物素结合的马抗鼠 IgG和 AB 液为 Vector 公司产
品。
1．2　动物分组　蒙古沙土鼠（徐州医学院实验动物
中心提供）�50～70g�雌雄不拘。根据再灌注期间
脑部温度将动物随机分为假手术组、常温再灌组和
低温再灌组�后两组又各分为再灌注6h、48h、96h
3个亚组。共7组�每组10只。其中5只用于MAP2
免疫活性测定�另5只用于病理检查（因 DND 主要
发生在再灌注48h 后�故再灌注6h 组未做病理检
查）。
1．3　实验方法
1．3．1　动物模型制作　制作沙土鼠前脑缺血再灌
注模型［3］。腹腔注射0．4％戊巴比妥钠溶液（40mg／
kg）麻醉�仔细分离沙土鼠双侧颈总动脉�应用无创

动脉夹阻断颈总动脉血流造成脑缺血�松开动脉夹
恢复脑血流即为再灌注。脑缺血时间10min�缺血
期间脑温维持在（38±0．2） ℃。假手术组仅游离双
侧颈总动脉但不予阻断。
1．3．2　脑温的测定和调控　采用热敏电阻探头�连
续监测鼓膜温度以反映脑温［4］。低温再灌组恢复再
灌注后迅速将脑温降至（30±0．2） ℃�维持6h后复
温至（38±0．2） ℃�常温再灌组再灌注6h内控制脑
温在（38±0．2） ℃。脑温控制期间将动物置于空气
浴箱中�采用60W和100W白炽灯泡照射加温、冰
袋头部重点降温的方法维持脑温�期间通过间断腹
腔注射戊巴比妥钠维持麻醉�并记录各组戊巴比妥
钠的用量。
1．3．3　病理检查　用0．4％戊巴比妥钠50mg／kg
麻醉�开胸�经主动脉插管灌注生理盐水60ml�继以
4％多聚甲醛100ml�然后断头取脑�4％多聚甲醛浸
泡固定�在海马齿状回互包平面作石蜡切片�厚5
μm�行常规苏木精－伊红染色。低倍镜（4×10）观
察海马 CA1区锥体细胞带的厚度�高倍镜（40×10）
计数海马 CA1区内细胞膜和核膜完整、核仁清楚的
锥体细胞数目。
1．3．4　MAP2免疫活性测定［5］　用0．4％戊巴比妥
钠50mg／kg麻醉�开胸�经升主动脉用生理盐水60
ml冲净血液�4％多聚甲醛磷酸缓冲液（PB�pH7．4）
180ml灌注固定。取脑�后固定4h（4℃）�浸入含
15％蔗糖的 PB 中4h�在含30％蔗糖的 PB 中过夜
（4℃）。在海马齿状回互包平面行冰冻切片�片厚
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40μm�切片按常规免疫组织化学 ABC 法处理及显
色。主要染色步骤如下：①MAP2单克隆抗体（1∶
500）于4℃下孵育切片48h；②生物素结合的马抗
鼠 IgG（1∶200）37℃孵育2h；③AB液37℃孵育1h；
④DAB 呈色反应。阴性对照实验：用 PBS 代替
MAP2单克隆抗体作上述操作处理�结果为阴性。
用Olympus显微镜观察海马 CA1区�用 MD－20图
像分析系统测定 MAP2阳性反应灰度值�灰度值的
大小代表MAP2免疫活性的高低。
1．4　统计学处理　所有数据均以均数±标准差（﹣x
± s ）表示�两组间比较采用成组设计 t 检验�P ＜
0．05认为有统计学意义。
2　结　果
2．1　戊巴比妥钠用量　常温再灌组和低温再灌组
戊巴比妥钠用量分别为（73±20） mg·kg－1和（77±
19） mg·kg－1�两组间无显著性差异。
2．2　海马 CA1区细胞结构正常的锥体神经元数　
假手术组海马 CA1区核膜完整、核仁清楚的锥体细
胞数为（96±12）个／100μm2�常温再灌注48h 和低
温再灌注48h海马 CA1区核膜完整、核仁清楚的锥

体细胞数目与假手术组相比均无显著差异。但再灌
注96h时�常温再灌组海马 CA1区上述锥体细胞数
目仅为假手术组的5％（ P ＜0．01）�低温再灌组为
假手术组的47％�明显多于常温再灌组 （ P ＜
0．01）�但少于假手术组（ P ＜0．01）。见表1。

表1　各组海马 CA1区锥体神经元数目
（个／100μm2�n ＝5�﹣x ± s ）

　　分　组　　基础值　　再灌注48h　　再灌注96h
假手术组 96±12 　 － 　 －
常温再灌组 　－ 　92±10 5±2∗∗
低温再灌组 　－ 　94±5 45±13∗∗＃＃

与假手术组比：∗∗ P ＜0．01；与常温再灌组比：＃＃ P＜0．01
2．3　海马 CA1区 MAP2免疫活性的变化　常温再
灌注6h�海马 CA1区MAP2免疫活性降至假手术组
的81％（ P ＜0．01）�随着再灌注时间的延长�MAP2
免疫活性呈进行性下降的趋势�常温再灌注48h 和
96h时仅为假手术组的69％和51％（ P ＜0．01）。
低温再灌注6h、48h、96h海马CA1区MAP2免疫活
性分别为假手术组的93％、86％和71％�均明显高
于常温再灌组（ P ＜0．05或 P ＜0．01）。见表2。

表2　各组海马 CA1区 MAP2阳性反应灰度值（ n ＝5�﹣x ± s ）
　　　　　　　分　组　　　　　　基础值　　　　再灌注6h　　　　再灌注48h　　　　再灌注96h

假手术组 0．70±0．05 　　－ 　　－ 　　－
常温再灌组 　　－ 0．57±0．03∗∗ 0．48±0．03∗∗ 0．36±0．04∗∗
低温再灌组 　　－ 0．65±0．06＃ 0．60±0．06∗＃＃ 0．50±0．05∗∗＃＃

　　　　　与假手术组比：∗ P ＜0．05�∗∗ P ＜0．01；与常温再灌组比：＃ P ＜0．05�＃＃ P ＜0．01

3　讨　论
文献［6�7］中�沙土鼠常温脑缺血模型脑温多控

制在37～37．5℃�本实验测定了50只正常清醒沙
土鼠的脑温�发现正常沙土鼠脑温的95％可信区间
为（37．9±1．1） ℃。因此�本实验以38℃作为沙土
鼠的正常脑温�沙土鼠脑缺血期间及常温再灌注6h
内脑温均控制在（38±0．2） ℃。

有研究［8］认为�巴比妥类麻醉药可降低脑缺血
时脑组织的氧耗、减少钙内流及抑制自由基的生成�
因而对脑缺血具有一定的保护作用。本实验脑温控
制期间采用戊巴比妥钠维持麻醉�因而有可能加强
低温的保护作用。统计结果表明�常温再灌组和低
温再灌组戊巴比妥钠用量无明显差别�因而可排除
戊巴比妥钠的影响。

不同的神经细胞对缺血的敏感性存在差异�海

马 CA1区锥体细胞对脑缺血最为敏感�因此选择海
马 CA1区锥体细胞作为研究对象。实验发现�沙土
鼠脑缺血10min常温再灌注48h 海马 CA1区无明
显的锥体细胞死亡�而常温再灌注96h海马 CA1区
出现了大量的锥体细胞死亡�且低温再灌注96h 海
马 CA1区胞摸完整、核仁清楚的锥体细胞数目明显
多于常温再灌组。上述结果表明 DND 的发生主要
在脑缺血48h之后�而低温再灌注可明显减少 DND
的发生�这与文献［1�9］报道的结果一致。

微管是一种重要的细胞骨架蛋白�它对细胞结
构的维持和线粒体的轴突转运具有重要意义；但微
管的组装具有动力学不稳定性�极易发生解聚。
MAP2作为微管的辅助蛋白�可促进微管组装�稳定
微管的结构［10］。研究发现�MAP2活性下降可造成
微管变性堆积�影响细胞骨架的完整；并可使线粒体
的轴突转运发生障碍�最终导致神经元死亡。本实
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验结果表明�沙土鼠脑缺血再灌注6h�海马 CA1区
MAP2免疫活性已明显降低�随着再灌注时间的延
长�MAP2免疫活性呈进行性下降的趋势�而低温可
减轻 MAP2免疫活性下降的程度�这与病理检查的
结果相一致。上述结果提示�低温减轻脑缺血后
DND的作用可能与其抑制MAP2的降解有关。
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亚低温复合山莨菪碱对沙土鼠脑缺血再灌注损伤的影响●

张艳荣�曾因明�范建伟�许鹏程
（徐州医学院附属医院麻醉科�江苏 徐州221002）

摘要：目的　观察亚低温复合山莨菪碱对沙土鼠缺血再灌注脑组织的保护作用。方法　采用沙土鼠前脑缺
血再灌注模型。双侧颈总动脉阻断10min造成前脑缺血�恢复脑血流60min为再灌注。84只沙土鼠分为假手术
组（SH）、缺血组（IS）、缺血再灌注组（IR）、亚低温组（MH）、山莨菪碱组（AN）和亚低温＋山莨菪碱组（MH＋AN）。20
mg·kg－1山莨菪碱在脑缺血后由腹腔（i．p）给予。缺血和再灌注后分别行 ATP 含量、Na＋－K＋－ATP 酶活性的测
定和病理检查。结果　脑缺血再灌注可引起海马 CA1区锥体细胞大量死亡�ATP 含量、Na＋－K＋－ATP 酶活性处
于较低水平。亚低温和东莨菪碱均可显著减少海马 CA1区锥体细胞死亡、ATP 耗竭�促进 Na＋－K＋－ATP 酶活
性的恢复（ P ＜0．05）。亚低温复合东莨菪碱的作用与单纯亚低温的作用相比无显著性差异（ P ＞0．05）。结论　
亚低温和东莨菪碱（20mg·kg－1）均具有脑保护作用�但两者协同作用不明显。
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　　近年来�国内外已进行了大量的临床和动物实
验研究�证实低温在脑复苏治疗中是一种有效的脑
保护措施；但它也存在着一些不利影响�如收缩血管
导致脑血流减少等。莨菪类药物有减轻和改善脑缺
血再灌注损伤的作用［1］。本实验采用沙土鼠脑缺血
再灌注模型观察亚低温复合山莨菪碱对脑缺血再灌

注损伤的保护作用。

1　材料和方法
1．1　前脑缺血再灌注模型　戊巴比妥钠45mg·
kg－1腹腔注射麻醉�分离双侧颈总动脉�用无创动脉
夹阻断脑血流10min造成前脑缺血�松开动脉夹恢
复脑血流60min为再灌注。
1．2　分组　84只沙土鼠分为假手术组（sham－oper-
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