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Fas蛋白表达与大鼠脑损伤时间推断的研究 

吴 伟 ，万立华 ，管丽丽2刘明树 ，王鹏飞 

(1．重庆医科大学法医教研室，重庆 400016；2．重庆医科大学附属第一医院核医学科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨Fas蛋自在大鼠脑损伤后不同时间的表达规律。方法：建立大鼠脑损伤模型。应用免疫组织化学染色方法和 

图片分析软件 Image—ProPlus6．0对脑损伤后不同时段皮质和海马区的Fas蛋白表达进行检测，并做 Fas表达高峰时的稳定性 

实验。结果：伤后 0．5 h Fas开始表达 ，此后浓度逐渐升高，至伤后 48 h达峰值，其后开始下降，至伤后 14 d左右表达基本消失。 

结论：Fas有望成为脑损伤后损伤时间推断的可靠指标。 
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Fas protein expression for estimation of time since brain injury in rats 
We ，et al 

(Department ofForensic Medicing，College ofBasic Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To inquire the expression of Fas after brain injury．in rats．Methods：The model of brain injury in rats was 

established．The expression of Fas in the cerebral eoriex and hippocampus was detected by immunohjsto hemis￡ry and the Results were 

assessed by Image-Pro Plus6．0．We also studied the stability of the fas expression of the peak．Results：The expression of Fas could be 

detected thirty minutes after the injury，and then it increased gradually，reached the peak twent) -four hours after the injury，then 

decreased gradually，and returned to undeteetable lm，el fourteen clays after the injur)r．Conclusion：The Fas protein may be used as one of 

reliable indicators in estimation of time after brain injut? ． 
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Fas蛋白是一种跨膜糖蛋 白，属于肿瘤坏死因 

子和神经生长因子受体超家族，与其天然配体 FasL 

相结合后活化，继而参与形成死亡信号诱导复合 

体，后者通过激活天冬半胱氨酸蛋白酶系(Caspase) 

途径诱导细胞凋亡 】。本实验通过建立大鼠脑挫裂 

伤模型，对其伤后不同时段脑组织的Fas蛋白表达 

进行检测 ．以期为脑损伤后损伤时问的推断提供一 

条全新研究途径。 

I 对象与方法 

1．1 实验动物与主要试剂 

健康 sD大鼠90只，雌雄不拘 ，个体质量为250～300 g， 

4～6月龄(重庆医科大学实验动物中心提供)。兔抗鼠Fas单 

作者介绍：吴 伟(1980一 )，男，硕士， 

研究方向：法医病理损伤学 现工作单位：重庆市公安局 

渝中区分局物证鉴定所 

通讯作者 ：万立华，男，教授，E-mail：ccsw@cqmu．edu．CFI、 

克隆抗体 、免疫组化试剂盒 、DAB显色剂(均购自武汉博士德 

生物试剂公司)。 

1．2 动物模型的制备及分组 

实验动物按随机分组原则分为3组：损伤组 65只，其中 

做稳定性实验 l5只，假损伤x,／N组 20只，正常对照组 5只， 

分组方法见表 1。实验前大鼠禁食 12 h，分别称重后 ，用 3％ 

戊巴比妥钠(O．12 ml／100 g)腹腔注射麻醉，俯卧固定于打击 

台L；于头正中切 2 cm长创口，剥离左侧顶骨骨膜，用牙科 

钻于左侧顶骨钻一 6 nlIYI直径大小骨窗，硬脑膜应保持完整； 

应用改良Feeney自由落体法 ，以直径 4 mm的圆柱体撞击硬 

脑膜，即 15 g砝码从 20 CIll高处(冲击力为300(g·em))沿外 

周导管呈自由落体坠落撞击硬脑膜 ，撞击深度小于 2 mm，记 

录撞击时间，骨蜡封闭骨窗，逐层消毒，缝合头皮。假损伤组 

按上述方法做好骨窗后，缝合头皮 ，不进行打击操作。正常对 

照组大鼠不做特殊处理，直接处死。 

13 取材和切片 

实验大鼠依据分组分别于伤后不同时问行断颈处死，处 

死后立即取出全脑，用 4~C生理盐水冲洗脑表面积血 ，以脑 

挫裂伤灶为中心旁 2 mill处，冠状切除脑挫裂伤灶前后端的 
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脑组织，取材置于 4％多聚甲醛溶液(4℃)中固定 24 h，做标 

本连续切片，切片厚度为 3 m。其中 Fas表达最强烈的时段 

作死后稳定性实验，即在 Fas表达高峰时段处死模型组大 

鼠，尸体立即置于4~C冰箱冷藏并记录冷藏时间，分别于第 

0、12、24、48、72、120 h按前述方法取脑组织固定切片。 

1．4 染 色方法 

HE染色：按常规石蜡包埋切片操作规则进行。免疫组 

化：按免疫组化试剂盒操作说明书进行 ，一抗工作滴度为 

l：200，以 PBS代替兔抗鼠 Fas单克隆抗体作阴性对照。 

1．5 图像分析及统计学方法 

免疫组化 Fas阳性表达结果为神经细胞胞膜和胞浆内 

有棕黄色颗粒沉着。在 400倍镜下采用北航真彩型 CCD采 

图仪随机采集每张免疫组化染色切片的皮层和海马区各 5 

个视野，应用专业图像分析软件 Image—Pro Plus6．0检测每个 

视野范围内阳性表达神经元的平均光密度(Averageoptical，AO) 

值，其中平均光密度 =累计光密度／阳性表达面积(AO=IOD／ 

AOI)。运用统计学方法计算出每组 Fas表达的 AO的均数 

(算术均数 )，数据用均数 ±标准差( ±s)表示 ，以 SPSS10．0 

软件包进行统计学处理，组问比较采用方差分析及 t检验， 

以P<0．05为差异显著性。 

2 结 果 

2．1 HE染色光镜下形态学改变 

正常组和假损伤组均无明显形态学改变。损伤 

组 1 h后出现脑组织疏松 ，血管间歇变宽 ，其内可见 

少量红细胞，变化多不明显；6 h后部分神经细胞胞 

体肿胀、胞浆呈伊红色颗粒状 ，弥散分布于脑实质 

内；有部分切片可见神经细胞胞体固缩，核小而深 

染，以损伤灶周围多见，血管间歇内红细胞增多；12 

h后损伤灶周 围有大量炎症细胞 (主要为多形核 白 

表 l 实验动物分组【单位 ：只) 

P>0．05，组内各时间段数据两两比较； P<0．05，与同时段皮质区比较 
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假 伤组 大 鼠大脑 海 马 F a s 表 达 阴性 ， 免疫

组 化染 色 X 4 0 0

图 l 假 伤 组 海 马 区 免 疫 组 化 图 片

伤后 4 8 h 损 伤侧 大 脑 皮层 神经 细胞 胞 膜 及 胞 浆

Y a s 表达 显 著增 强 ， 免疫 组 化 染 色 × 4 0 0

图 3 损 伤 组 伤后 4 8 h 大 脑 皮 层 免 疫 组 化 图 片

图 5 损 伤 动 物 模 型

细 胞 ) 浸 润 ， 细 胞 水 肿 加 剧 ；损 伤 后 7 d 以 上 坏 死 区

及 白质 有 胶 质 细 胞 和 纤 维 细 胞 肥 大 、 增 生 ， 并 逐 渐

机 化 ， 形 成 胶 质 疤 痕 ， 其 中 可 见 不 少 含 铁 血 黄 素 巨

噬 细 胞 。

2 ． 2 免 疫 组 化 染 色改 变

正 常组 和 假 损 伤组 均 无 阳 性 表 达 。 损 伤组 于 伤

后 3 0 m i n 神 经 元 胞 膜 胞 浆 出 现 微 弱 少 量 阳 性 表 达 ，

伤 后 1 2 h 表 达 显 著 增 强 ， 至 伤 后 4 8 h 表 达 达 峰 值 ，

随 后 逐 渐 下 降 ， 伤 后 1 4 d 表 达 基 本 消 失 ( 详 细 定 量

分 析 结 果 见 表 1
，

2 ) ， 其 中 细 胞 膜 表 达 较 胞 浆 明 显

( 见 附 图 ) 。

伤后 1 2 h 损伤侧海 马齿 状 回 神经 细胞 胞 膜

及 胞 浆 F a s 表 达 增 强 ， 免疫组 化染 色 × 4 0 0

图 2 损 伤 组 伤 后 1 2 , h 海马 区 免 疫 组 化 图 片

伤后 4 8 h 损伤侧 海 马 齿状 回神经 细 胞 胞 膜及 胞

浆 F a s 表 达 显 著增 强 ， 免疫组 化染 色 X 4 0 0

图 4 损 伤组 伤 后 4 8 h 海 马 区 免 疫 组 化 图 片

图 6 大 鼠脑 挫 裂伤 大体 标 本

3 讨 论

脑 外 伤 在 刑 事 伤 害 案 件 中属 常 见 伤 和 多 发 伤 ．

受 害 者 因 为 伤 情 严 重 ， 往 往 陷 入 昏迷 甚 至 当 场 死

亡 ， 在 侦 破 工 作 开 展 时 不 能 叙 述 案 件 经 过 ， 故 对 脑

损 伤 时 间 的 准 确 推 断 对 作 案 时 间 的 确 定 和 案 侦 工

作 有 很 大 帮 助 。

一 些 研 究 『4 匐 证 实 急 性 脑 损 伤 后 神 经 细 胞 的 损

伤 不 仅 表 现 为 神 经 细 胞 的 坏 死 ， 还 表 现 为 神 经 细 胞

凋 亡 ； 并 且 通 过 动 物 实 验 证 实 F a s 介 导 参 与 了 脑 损

伤 后 神 经 元 凋 亡 等 退 行 性 病 变 的 病 理 生 理 过 程 ． 以

及 脑 内 F a s 的浓 度 表 达 与 细 胞 凋 亡 程 度 呈 明 显 的 正

?
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相关。本研究结果显示：正常脑组织中未见 Fas的阳 

性表达，而损伤组于伤后 30 min开始表达，浓度逐 

渐升高，至伤后 12 h表达明显增加 ，其后维持高水 

平并继续增加，至伤后 48 h表达达峰值，随后逐渐 

下降，伤后 14 d表达基本消失，皮质区和海马区表 

达规律相同。经统计学计算 ，30 min后损伤组各时 

间段 Fas阳性表达与对照组(正常组和假损伤组)差 

异具有统计学意义 (P<O．05)，表达规律与王志彦 、潘 

洪富等[7．9】报道相似；稳定性实验显示各时间段 Fas 

表达结果差异无统计学意义( 0．05)，证明死后 5 d 

内Fas蛋白表达稳定持久；另外值得一提的是，结果 

显示损伤后海马区Fas的表达强于相应时间段的皮 

质区表达，其差别具有统计学意义(P<0．05)，相关内 

容国内外文献尚未见报道，笔者推断可能原因有 

二：一是海马区是大脑内对损伤后缺血缺氧十分敏 

感的结构【 ，故损伤因子致海马区坏死和凋亡反应 

较皮质区明显，从而导致 Fas表达浓度高于同时间 

点的皮质 区浓度 ；二是海马区较皮质 区范围小 ．呈 

条带状，在采图时虽然是随机采集，但也只能沿着 

海马区移动进行采集，加上海马区Fas阳性表达细 

胞较皮质区集中，故引起图片分析过程中结果强于 

皮质区。笔者推断是否成立有待进一步实验论证。 

从形态学的角度讲，通过 HE染色切片推断脑 

损伤时间虽然可行 ．但是其缺点也是显而易见的 ： 

(1)需要经过较长时间才能作出判断，伤后 6 h以上 

才出现较为明显的形态学改变，出现改变较晚；(2) 

除脑损伤外，多种颅脑疾病均可造成相似改变 ，特 

异性差；(3)各种变化的时相相互重叠，无明确的时 

间分界，而且难以定量分析 ，造成检测时主观随意 

性较大；(4)形态学改变主要集中在损伤灶周围，可 

供检测部位局限。而以上缺陷正是免疫组化检测 

Fas浓度用于脑损伤时间推断的优势所在：(1)正常 

脑组织 中无 明显阳性表达 ，故 出现表达较易确认 ； 

(2)脑损伤后 Fas的阳性表达较早(0．5 h)，大大早于 

形态学的改变 ，并且能够定量 ，较形态学指标更灵 

敏更准确；(3)通过免疫组织化学检测方法抗原抗 

体特异性结合，干扰小、特异性高；(4)死后 5 d内表 

达稳定，使适用检测的案例量得到保证，有利于提 

高分析比较的准确性；(5)对脑损伤周围组织的皮 

层和海马区两个部位的观测表明：脑损伤后在损伤 

组织周围各个部位Fas表达规律相似，且呈正相关， 

这就为今后实际运用中的取材提供了方便。故本研 

究认为，Fas在大鼠脑挫裂伤后表达规律稳定，有望 

成为脑损伤后损伤时间推断的可靠指标．值得进一 

步深入研究。 

以上实验结果是在理想状态下通过动物实验 

获得 ，在应用于实际工作前还应考虑环境气候、人 

为破坏、种群差异、个体差异等因素影响。故笔者认 

为，下一步还可收集颅脑损伤后人体脑组织和模拟 

各种复杂环境条件下进行实验。将来如能够用于实 

际工作中，也应综合考虑多种条件 ，运用多项指标 

加以分析，才能排除干扰，提高损伤时间推断的准 

确性 
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