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● 实验研究实验研究 ●

【摘要】目的 探讨轻型颅脑损伤（TBI）后神经元及星形胶质细胞改变的病理生理过程。方法 将24只成年SD大鼠随机分为

轻型TBI组（n=18）和假手术组（n=6），轻型TBI组又分为伤后3 h（n=6）、伤后24 h（n=6）、伤后72 h（n=6）三亚组。采用液压冲击

法制作轻型TBI模型。采用胶质纤维酸性蛋白（GFAP）染色检测星形胶质细胞，采用Fluoro-Jade B（FJ-B）荧光染色检测变性神

经元。结果 与假手术组相比，轻型TBI后3 h、24 h、72 h邻近顶叶皮质、海马CA2/3区GFAP阳性细胞数量均明显减少（P<0.05）；
缺失区周围星形胶质细胞肿胀增生明显。FJ-B阳性神经元在损伤后3 h无明显增加（P>0.05），伤后24 h皮层区FJ-B阳性神经

元显著增加（P<0.05），伤后72 h海马区FJ-B阳性神经元显著增加（P<0.05）。伤后72 h伤侧皮层区与海马区GFAP阳性细胞数

和FJ-B阳性细胞数呈显著负相关（r=-0.8285，P<0.05）。结论 轻型TBI后星形胶质细胞超急性期（3 h）即出现损害和胶质反应，

神经元则在急性期（24 h）至亚急性期（72 h）出现明显损害，星形胶质细胞缺失程度可以反应神经元损伤程度。
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Pathological changes in astrocytes and neurons after mild traumatic brain injury in rats
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【Abstract】 Objective To study the pathological changes in astrocytes and neurons in the rats with mild traumatic brain injury
(TBI). Methods Twenty four adult SD rats were randomly divided into 4 groups of 6 animals each, i.e. sham operation group and 3, 24
and 72 hours after injury groups. Parasagittal fluid percussion was performed to produce mild TBI in all the groups except the sham
operation group. Brain sections were stained with both glial fibrillary acidic protein (GFAP) immunohistochemistry and Fluoro-Jade
(FJ-B) histofluorescence in order to observe pathological changes in astrocytes and neurons, respectively. Results The number of
astrocytes was significantly reduced in the parietal cortex and hippocampus CA2 and CA3 3, 24 and 72 hours after mild TBI and around
them there were hyperplasia of glial cells compared with the sham operation group (P<0.05). FJ-B positive neurons, i.e. degenerative
neurons were significantly increased in cortex and hippocampus 24 and 72 hours after the mild TBI compared with the sham operation
group (P<0.05). The number of GFAP positive astrocyts was significantly negatively correlated with the number of FJ-B positive neurons
in the parietal cortex and hippocampus CA2 and CA3 72 hours after injury (r=-0.8285; P<0.05). Conclusions There are astrocyte loss
and astrogliosis at the ultra-acute stage (3 hours) after the mild TBI and neuronal degeneration is significant at later stage (24 hours or
later) after mild TBI. Loss of astrocytes can reflect neuronal injury.
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流行病学调查显示，我国颅脑损伤（traumatic
brain injury，TBI）的发病率已超过 100/10万人，其中

60%~70%属于轻型TBI[1]。轻型TBI临床表现轻微，

往往不重视，得不到及时治疗，导致远期神经功能障

碍[2]。星形胶质细胞在中枢神经系统生理和病理过

程中均发挥重要作用 [3]。本文探讨轻型 TBI后星形

胶质细胞的病理改变及其与神经元损害的关系。

1 材料和方法

1.1 实验动物和分组 将 24只雄性 Sprague-Dawley
大鼠（体重 296~351 g）随机分为轻型 TBI组（n=18）
和假手术组（n=6），轻型 TBI组又分为伤后 3 h（n=
6）、伤后24 h（n=6）、伤后72 h（n=6）三亚组。

1.2 建立轻型TBI模型 按Zhao等[4]描述方法制作轻

型 TBI模型。大鼠麻醉后固定头位，正中线切开皮

肤至颅骨表面，在矢状缝旁开 3 mm、前囱后方 4.5
mm处，钻开一直径4.8 mm圆孔，暴露硬脑膜，将TBI
连接管接于其上。液压冲击装置设置损伤强度
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为~1.5 atm，通过摆锤撞击使压力传导至TBI连接管

和硬脑膜形成闭合性脑损伤，每只大鼠实际压力由

压力传感器记录以保证损伤强度一致。记录大鼠麻

醉苏醒过后恢复正常体位的翻正反射时间。假手术

组只完成颅骨钻孔，不进行液压冲击。

1.3 脑组织切片 以戊巴比妥钠深度麻醉后，用300~
400 ml 4%多聚甲醛灌注固定后将大脑完整取出，按

4%多聚甲醛、10%蔗糖溶液、30%蔗糖溶液的顺序浸

泡脱水。用冰冻切片机行 45 μm厚冠状切片，于含

叠氮化钠的24孔板中储存。

1.4 星形胶质细胞和神经元染色 星形胶质细胞采

用胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，
GFAP）染色检测。大鼠脑组织切片以0.1 mol/L磷酸

盐缓冲液清洗，在含 1.5%马血清和 0.3% Triton
X-100磷酸盐缓冲液中孵育 1 h，接着依次用GFAP
单抗（鼠源，1:2 000，美国Vector lab）和二抗（马抗鼠

IgG，美国Vector lab）室温孵育；最后用连接素-生物

素-过氧化氢酶复合液（ABC Kit，美国Vector lab）摇

荡孵育，Vector SG底物显色液显色，载玻片固定。

急性神经元损伤采用Fluoro-Jade B（FJ-B）荧光

染色法测定。首先将大鼠脑组织切片固定于明胶载

玻片上干燥过夜，然后将玻片置于 100%、75%、50%
乙醇、超净水中序贯复水，接着于 0.006%高锰酸钾

溶液中轻微震荡摇晃 15 min。最后将切片置于

0.001% FJ-B（美国Histochem）和0.1%醋酸染色液中

染色（30 min，避光），二甲苯浸泡后盖片。

1.5 星形胶质细胞和变性神经元定量分析 GFAP和

FJ-B阳性细胞定量在倒置光学显微镜（Nikon E600）
下进行。计数区域一是以海马一侧CA2-CA1分界

处至另一侧CA2-齿状回分界之间的CA2/CA3区；二

是包括桶状区（S1BF）、第二体感区（S2）、背侧第二

听觉区（AuD）的顶叶皮层区。计数过程采用立体光

学分割法，由计数软件Stereo Investigator辅助完成。

1.6 统计学分析 采用SPSS 17.0软件分析；定量资料

以 x±s表示；使用方差分析；Pearson积差相关系数分

析相关性；P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 模型制作参数比较 各组大鼠的损伤强度、肛温

无统计学差异（P>0.05，表1）。而轻型TBI组翻正反

射时间较假手术组显著延长（P<0.05，表1）。
2.2 星形胶质细胞改变 假手术组大鼠及轻型TBI组
损伤对侧海马及皮层区均未发现星形胶质细胞数

量、形态改变。轻型 TBI后 3 h，伤侧海马 CA2/CA3
区以及皮层区GFAP阳性星形胶质细胞较对照明显

减少（P<0.05），同时在光镜下观察到缺损区周围肿

胀增生的星形胶质细胞，表现为胞体肥大，细胞突起

模糊不清；伤后 24、72 h星形胶质细胞数量与伤后 3
h无明显差异（P>0.05）。见表1、图1。
2.3 神经元变性改变 假手术组及轻型TBI组损伤对

侧皮层和海马区未发现 FJ-B染色的变性神经元。

伤后 3 h，FJ-B染色未发现伤侧皮层区变性神经元。

但伤后24 h FJ-B阳性神经元明显增加（P<0.05），伤

后 72 h FJ-B阳性神经元进一步增加（P<0.01）。见

表1、图2。
2.4 相关性分析 伤后 72 h 伤侧皮层区与海马区

GFAP阳性细胞数和FJ-B阳性细胞数呈显著负相关

（r=-0.8285，P<0.05）。
3 讨 论

TBI后星形胶质细胞在维持脑组织生理外环境

的平衡、神经元营养、神经递质传递、毒性物质的清

除等过程中发挥重要作用[3]。在脑组织内环境因损

伤发生病理变化时，星形胶质细胞可以通过多种机

制发挥对神经元的保护作用[5]。因此，TBI后星形胶

质胶质细胞损伤可引起神经元二次损害和神经功能

障碍。中、重型TBI后早期（24 h内）均可在海马及皮

层区检测到星形胶质细胞缺失，星形胶质细胞死亡

表1 各组大鼠模型制作参数和检测指标比较

分析指标

损伤强度（atm）
损伤前肛温（℃）

损伤后肛温（℃）

翻正反射时间（分）

GFAP阳性细胞（个）

FJ-B阳性神经元（个）

假手术组

37.3±0.3
37.4±0.2
4.1±0.9

100357±3760
0

轻型TBI组
伤后3 h
1.51±0.08
37.2±0.2
37.3±0.4
13.4±2.1*

79113±2548*

0

伤后24 h
1.42±0.05
37.7±0.4
37.9±0.3
9.1±1.6*

75671±3003*

119±13*

伤后72 h
1.53±0.06
37.1±0.3
37.5±0.5
10.3±1.9*

76214±2389*

451±31*

注：与假手术组相应值比，* P<0.05；TBI：颅脑损伤；GFAP：胶质纤维酸性蛋白；FJ-B：Fluoro-Jade B
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图1 大鼠轻型颅脑损伤后脑组织星形胶质细胞的改变（胶质纤维酸性蛋白染色）

A~C、E~G标尺=200 μm，D、H标尺=40 μm；白色箭头示反应性星形胶质细胞；S1BF：桶状区；

AuD：背侧第二听觉区；S2：第二体感区；SR：放射层；SP：椎体层；SO：生发层

图2 轻型颅脑损伤后大鼠脑组织神经元改变（Fluoro-Jade B荧光染色）

标尺=80 μm；S1BF：桶状区；AuD：背侧第二听觉区；S2：第二体感区；SR：生发层；SP：椎体层；SO：放射层

后数小时后才在相应区域检测到神经元细胞变性[4，6，

7]。本研究发现，大鼠轻型TBI后3 h损伤同侧皮层和

海马CA2/CA3区即出现星形胶质细胞缺失并持续至

伤后 72 h。这与上述报道的病理改变相似，但与之

不同的是，轻型TBI后3 h相应区域并未发现FJ-B染

色的变性神经元，而是在 24 h后才出现神经元变性

改变。我们认为，不论何种强度的TBI，脑组织首先

发生星形胶质细胞的损伤，并由此引起神经元钙超

载、谷氨酸聚集、星形胶质细胞-神经元间正常信号

传递破坏，导致神经元继发变性。我们对损伤 72 h
皮层及海马区星形胶质细胞总数和变性神经元数量

进行相关分析发现两者呈负相关，提示星形胶质细

胞对神经元存活起关键作用。

胶质反应是 TBI后另一特征性病理改变，以星

形胶质细胞胞质和突起肿胀及GFAP表达增加为特

点 [8]。在缺血和中、重型 TBI模型中，伤后 24 h可检

测到皮层星形胶质细胞发生反应性肥大增生，这种

表型发生在星形胶质细胞损伤之后[6，9]，有利于脑组

织微环境的稳态维持，但也可能阻碍神经纤维的再

生、修复，引起神经元继发性死亡。本研究轻型TBI
后3 h开始，在伤侧顶叶皮层和海马区GFAP染色缺

失区周围均观察到星形胶质细胞的肿胀形态，此现

象比Baldwin等[8]在中型TBI后24 h观察到肿胀星形

胶质细胞的时间更早。与此同时，神经元变性在伤

后24 h皮层以及伤后72 h海马才出现。本研究结果

支持胶质反应对轻型 TBI的保护作用，即损伤首先

造成星形胶质细胞的一次损伤，并引起周围星形胶

质细胞反应性增生，这种增生伴随对损伤相关毒性

产物的吸收并旨在保护神经细胞不受继发损害。

总之，本实验初步证实大鼠轻型TBI后，顶叶皮

层区和海马CA2/ CA3区星形胶质细胞在伤后超急

性期（3 h）即出现损伤，同时发生胶质反应，伤后急

--248



中国临床神经外科杂志2018年4月第23卷第4期 Chin J Clin Neurosurg, April 2018, Vol. 23, No. 4

􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄􀤄
（上接第236页）

“锁孔”技术的软硬件要求高，限制了其广泛使

用。Cha等[7]认为LSO入路可充分暴露整个Willis环
前部，对比锁孔入路，LSO入路可视角度更大，手术

难度较低，不需特殊手术器械，大部分熟悉翼点入路

的神经外科医生无需特殊培训即可采用。Fisher分
级和Hunt-Hess分级是影响预后的危险因素，随着

分级的增加，预后愈差 [8]，去骨瓣减压的可能性更

大。鉴于此，我们认为对于Hunt-Hess分级Ⅳ、Ⅴ者

及改良Fisher分级Ⅲ级以上者，不宜运用LSO入路。

综上所述，我们认为在现阶段，对比其他前循环

动脉瘤手术入路，LSO入路显微手术在保证充分有

效手术区域暴露的前提下，兼顾安全及微创，并不明

显增加手术难及使用特殊器械，较易为显微技巧熟

练的神经外科医生掌握，临床可行性较高。对于合

并颅内血肿、严重脑肿胀、大量蛛网膜下腔积血等动

脉瘤，LSO入路显露术区及减压方面等尚有不足，可

酌情采用翼点入路等。
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性期（24 h）至亚急性期（72 h），相应区域神经元变性

开始出现，并与星形胶质细胞数量呈反比。
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