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幼年鼠内毒素性脑水肿模型及脑组织 

钙离子和钙调素表达的研究 

李 梅 ，蔡方成 

(重庆医科大学儿科学院神经 内科 ，重庆 400014) 

【摘 要】目的：建立简单、易复制的幼年鼠内毒素性脑水肿模型，并从(、a 、钙调素( M)水平探讨脑水肿的发生发展。方 

法：45只幼鼠，随机分内毒素组(36只)和对照组(9只)，分别于腹腔 内注射内毒素 (LPS)10nag／lag和等容量生理盐水 ，并用 电 

镜观察其病理 、用常规生化法测定脑含水量和伊文 氏蓝(EB)含量 、用荧光标记术和免疫印迹法分别测定脑组织细胞 内[( ] 

和 M表达。结果：脑组织含水量和 EB含量显著高于对照组；细胞内[ ]明显增高 ，脑组织 CaM 表达增强 ；电镜显示血脑 

屏障(Blood—brain barrier，BBB)受损 、神经元变性 、胶质细胞肿胀 、坏死等特征。结论 ：LPS导致 了 BBB通透性改 变，并引起了 

混合性脑水肿。LPS引起 了细胞 内[ ]增高 ，并激活了 M，从而启动了 ca 一 M信号通路 ，这可能与其增加 BBB通透 

性并导致脑水肿形成有密切关系。 
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IntracelIular free calcium and calmodulin expression 

in a brain edema modeI induced by endotoxin in infant rats 

LI M ei，et al 

(Department ofNeurology，College of Pediatric Medicine，Ckmzgqing Medical University) 

【Abstract】Obje(f t ：To establish a simple，reproducible brain edema model induced by endotoxin in infant rats and explore the role of 

intracellular free calcium and calmodulin(Ca M)in the development of brain edema．Metluds：A total Of 45 infant rats were divided 

randomly into endotoxin treated(”=36)and control(77=9)group．The animals were intraperitoneally injected with 10mg／kg of en— 

dotoxin or saline respectively．The brain tissue intracelluar free[ ]as well as the expreasion of M was detected bv fluoreSCence 

and protein hybridizaton method s respectively．The tissue water content，Evans Blue content and pathology under electronic microscope 

were aim observed ．Results：Brain water and EB content were remarkably increased in endotoxin treated animals compared  with those 

in the control，in which the intracellular free[Ca2 ]was aim significantly increased and the expression of CaM up regulated．Elec— 

tron microscopic studies revealed that the blc~d～brain barrier(BBB)was disrupted with neuronal degeneration，neurogliocyte swelling 

and necrosis．Conculsion：These results sugg~t that LPS increases the intracellular free[ ]，and activates the M dependent 

function via Ca ／CaM pathway，which might relate tO the increased BBB permeability and brain ed ema fommtion
．  

【Key words】Endotoxin；Brain edema；Calcium；Calmodulin 

内毒素性脑水肿作为儿科严重细菌感染所致感 

染中毒性脑病 的常见并发症 ，其模型 目前较局限。 

本文从腹腔内注入内毒素建立 内毒素性脑水肿模 

型 ，并从脑水肿的发生机制角度，对脑组织中细胞内 

钙离子浓度与钙调素表达及它们之间的关系作一研 

究。 

作者介绍：李 梅(1965一 )，女，副主任 医师，硕士， 

主要研 究方向：小儿神经疾病。 

l 材料与方法 

1 1 实验动物分组及脑水肿模型建立 

实验用 Wistar大 鼠由第三军医大学野 战外科研究所实 

验动物中心提 供，雌雄 不拘 ，体重 70～100g。分组如下 ：单 

纯内毒素组 (LPS组 )36只 ：100mg／kg LPS腹腔 注射．于处 

理后 2h、6h、12h、24h分批断颈活杀(各时间点 9只)；对照组 

9只：lml／kg生理盐水腹腔注射后 6h断颈活杀 ，取脑组织测 

定所需指标。 
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1．2 测 定指标 与 方 法 

1．2．1 蛋 白定量方法 、脑组织含水量测定 、脑组织伊文氏兰 

(EB)含量测定均采用常规生化方法测定 。 

1．2．2 脑组织细胞内游离 ca 测定 取左侧大脑半球之 

前 1／2脑组织 ，用 1．5％胰蛋 白酶 消化 20min，过 200目筛 

网，以 DMEM 培养基 制成 (10 ～10 )／ml细 胞悬 液 ，加 入 

Fura一2／AM 使终浓度为 5～7／tmol／L，在荧光分光光度计上 

测定 ，发射波 长 500nm，激 发波长 340nm 和 380nm，依次记 

录静息 、加入 0．1％～0．2％ Triton X一100和 5retool／L EG— 

TA(pH 8．6)后 340nm／380nm荧光 比值。按下式计算 

含量(nmol／L)： 

224×(零钙时 380荧光值／最大钙时 380荧光值)×(静 

息态荧光值 一加 入 EGTA时 340与 380荧光 比值)／(加入 

Triton x一100时 340与 380荧光比值 一静息态荧光值 ) 

1．2．3 脑组织 M 表达蛋 白杂交检测 如前所述取处理 

后的脑组织 ，用含有酶抑制剂 的裂解液制成组织匀浆 ，4℃ 、 

15000g离心 10min，取部分 上清定蛋 白。采用 4％浓缩 胶， 

12％分离胶进行聚丙烯酰胺凝胶 电泳 ，每份标本的上样量 为 

50ug蛋 白，电泳结束后 电转移 至 PVDF膜上进行常规免疫 

印迹检测。 

1．2．4 电镜 检查 动物断颈处 死后 ，迅速取 出脑组 织 ，于 

2．5％戊二醛溶液 中切成 1mm 大小 的组织块 ，常规戊二醛 

固定 、水洗 、丙酮脱水 、环氧树脂包埋 及超薄 切片，铅铀 双重 

染色后透射电镜观察 。 

1．3 统计 学处理 

所有数据均以均数 ±标准差表示 ( ±5)，采用 SPSS软 

件进行单因素方差分析及均数 间两两比较 。P<0．05，认 为 

有显著性差异 ；P<0．01认 为差异非常显著。 

2 结 果 

2．1 脑组 织含水量和 EB含量的 变化 

从表 1可见 ，自腹 腔给予 内毒素后 2h开 始， 

LPS组动物脑组织含水量显著增加，以 6h、12h尤 

为明显(P<0．O1)，24h即有所下降，与对照相 比差 

异不再明显 ；脑组织 EB含量显著增加(P<0．01)， 

6h时达高峰 ，并持续 24h之久。 

表 1 脑组织含7~11(％)和 EB含II(t~g／g蛋白)及细胞 内 含II(nmol／L)的改变 

与对 照组 相 比 ： P<0．05，一 P<0．O1 

2．2 脑组织细胞 内游 离 Ca2 浓度 变化 

从表 1可见，给予内毒素后脑组织细胞内 Ca 

浓度即逐渐增加 ，与对照组相 比，2h即有显著差异 ， 

12h尤为明显 ，并持续 24h。 

2．3 脑组织 CaM表达 

给予内毒素后 6h、12h、24h，脑组织中 CaM 表 

达明显增加。 

2．4 电镜观察 结果 

对照组毛细血管、神经细胞和胶质细胞结构正 

常 ：毛细血管内皮细胞结构完整，周围无水肿间隙， 

胶质突起正常；神经细胞核仁 、核膜清晰，粗面内质 

网、线粒体 、高尔基氏体 、溶酶体等细胞器结构未见 

异常；胶质细胞核以及细胞器结构正常。 

给予 LPS后 6h～12h的主要表现为 ： 

2．4．1 毛细血管改变 LPS后 6h，毛细血管周 围 

胶质突起轻微肿胀，部分出现空泡样改变 ，内皮细胞 

有较多突起伸人管腔内呈锯齿状改变、且吞饮泡已 

较丰富；LPS后 12h，内皮细胞变性 ，胞浆空泡变，基 

底膜消失 ，毛细血管周 围胶质细胞突起严重水肿。 

2．4．2 神经细胞变性改变 核仁消失 ，染色质稀 

疏，粗面内质网脱颗粒，线粒体模糊 、嵴紊乱 、肿胀呈 

囊泡状 ，高尔基器囊泡状扩张 ，胞体周围出现大量空 

泡结构 ，神经毡周 围出现高密度的电子碎块示突起 

肿胀变性呈空泡状。 

2．4．3 胶质细胞变性改变 LPS后 6h，胞浆肿胀， 

胞体 透明，细胞器疏散 ，胶质细胞周 围突起肿胀； 

LPS后 12h，胶质细胞周围突起严重水肿，空泡变。 
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3 讨 论 

3．1 内毒素与血脑屏障 

细菌 难 以 透 过 BBB[Ij，内 毒 素 (脂 多 糖 

lipopolysaccharide，LPS)由革兰 氏阴性细菌产生 ，可 

激发免疫细胞产生多种因子。近年的研究表明，外 

周给予 LPS可 引发复杂多样 的脑 内事件 、LPS对 

BBB的通透性有不同程度的影响L2 J，可致脑水肿的 

发生 。 

颅内感染 、脑缺血缺氧 、外伤 、肿瘤等疾病的病 

理生理改变主要为脑水肿。研究发现 ，它们几乎都 

同时存在两种类型的脑水肿，即血管源性和细胞毒 

性脑水肿l3 J。两者的主要区别在于 BBB功能完 

整性 ：细胞毒性脑水肿 BBB功能基本完整；血管源 

性脑水肿中 BBB功能则有明显破坏，从而使大小分 

子量的血浆物质及水份进入脑组织。I临床上多见的 

是血管源性 ，因为它主要伴随有水份渗入脑组织而 

导致的一系列急性颅 内压增高症状 ，而细胞毒性I临 

床上相对难以判定_6 J，其主要特点是细胞膜上钠泵 

受损 ，造成细胞内因钠和水潴留而肿胀。 

细菌毒素 ，尤其内毒素在严重毒血症基础上常 

合并感染中毒性脑病。后者是儿科严重细菌感染中 

常见并发症。为开展相关的动物实验研究 ，文献中 

曾介绍使用高浓度的百 日咳杆菌细菌悬液颈内动脉 

灌注，以诱导感染性脑水肿模型 3，但这并不能排 

除细菌菌栓导致缺血缺氧性脑水肿。也有给动物脑 

室内直接注射 LPS来建立脑水肿模型l 。从幼年 

大鼠腹腔内注射 LPS建立脑水肿模型，既排除了细 

菌菌栓对 BBB损害的影响，又模拟了常见的感染状 

态，特别是细菌感染早期 ，此时菌血症 尚未完全形 

成 ，但细菌内毒素已释放人血 ，引起 了一系列的病理 

生理改变 ，包括作用于BBB，增加其通透性。这可能 

为后续的细菌颅内感染创造了一定的条件。本实验 

显示 ，给予 LPS后不同时间，脑组织含水量和 EB含 

量明显升高。正常情况下，EB入血后几乎完全与血 

浆白蛋白结合 ，并持续数小时存在于血液中而不能 

透过 BBB，只有在 BBB损害时 ，EB一白蛋白复合物 

才能进入脑 内。本实验 中脑组织 EB含量 明显增 

加 ，为对照组 的 1．21～1．57倍 ，提示 BBB受到破 

坏 ，加之脑含水量的增加 ，进一步说 明 LPS可损伤 

BBB，增加其通透性 ，导致脑水肿 的形成。这与文献 

报道的结果基本一致 j。邝芳等人也发现，即使静 

脉给予小剂量 LPS(250t~g／kg)也可降低大鼠 BBB 

的开放阈l9 J。体外实验也证实 LPS可增加脑血管 

内皮细胞的通透性E2 J。 

电镜改变是判断脑水肿的主要标准之一。本实 

验改变显示，LPS所致的脑水肿为混合性脑水肿 ：既 

有毛细血管损害为主的血管源性脑水肿又有神经细 

胞损害为主的细胞毒性脑水肿。说明已成功地复制 

了幼年内毒索性脑水肿模型。其方法简单 ，重复性 

好。 

3．2 Ca2 
、CaM 与脑水肿 

Ca2 是重要的细胞 内信使之一 ，神经细胞内适 

当浓度的游离 Ca2 对维持正常 的生理生化过程起 

着十分重要的作用Et0,u J。在多种病理过程中 ，Ca2 

也起着十分重要的作用 。本研究同时探讨导致脑内 

上述组织病理和病理生理改变的细胞生物学基础。 

结果表明，LPS可引起脑组织细胞 内 Ca2 浓度明显 

升高和 CaM 表达显著增强。 

在本实验 中，将 LPS注入大 鼠腹腔内仅 2h，脑 

组织细胞 内 Ca2 浓度即逐渐增加 ，并持续达 24h。 

这与文献报道 LPS引起神经元内 Ca2 浓度增加相 

符_1 。大量研究显示 ，细胞内 ca2 超载可导致细 

胞能量代谢障碍，质膜离子泵失效，质膜通透性增 

高，引起细胞肿胀，导致细胞毒性脑水肿l ；还可激 

活 Ca2 一钙结合蛋白，促使细胞 内 Ca2 依赖性路 

径酶等磷酸化 ，产生具有细胞毒作用的活性物质 ，包 

括 自由基等 ，并损害细胞骨架和膜结构 ，导致内皮细 

胞膜损伤l14,15]，也可使 内皮细胞收缩 ，血管 内皮细 

胞间隙增大 ，BBB通透性增高，从而导致血管源性 

脑水肿。 

CaM 是脑组织中最主要的一种 Ca2 结合蛋白， 

ca2 发挥生物学作用主要是通过与细胞 内特异性 

钙结合蛋 白结合。细胞内游离的 CaM 本身并不具 

有酶活性 ，但一旦与超载的胞内 Ca2 结合，CaM 即 

被激活 ，从而与细胞 内各种 CaM 结合蛋 白相互作 

用 ，进一步加重细胞内 Ca2 超载及细胞能量代谢障 

碍，这不仅加重脑水肿过程，甚至导致脑水肿后迟发 

性神经元死亡l J。本研究 中，LPS致胞 内 Ca2 明 

显超载和脑组织中 CaM 表达增强，均是大鼠发生脑 

水肿的重要细胞生物学基础。 
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(上接第48页)实验中 S1与 Fa的差异可能与细胞粘 

附面积及细胞半径的差异有关。 

参 考 文 献 

l 1 J weiss I ，Dimitr~)w DS．A fluid mechanical analysis of the 

velocity，adhesion，and destruction of cancer cells in capillaries 

during metastasis[J J．(；ell Biophysics，1984；6：9—22． 

[2] 吴泽志．烧伤大鼠粒 细胞与 内皮细胞粘附力学特性 的 

研究 [J]．生物医学工程学杂志 ，1996；13(3)：219—222． 

[3] 龙 勉 ，吴泽志 ．肝细胞粘弹性实验研究[J]．生物物理 

学报 ，1996；12(1)：169—172． 

[4] 袁孔华 ，郭实土．卡介菌多糖核酸对膀胱癌患 者细胞免 

疫功能 的影 响[J]．中华 实验外科杂 志，1993；10(3)：126一 

l27 

l5j Rees DA，C．W ，Lo yd，et a1．Control of grip and stick in 

cell adhesion through lateral relationships of membrane glyco— 

proteins[J J．Nature(Lond)，1977；267：124—128． 

16 J Nieolmn( ．Molecular mechanisms of cancer metastasis： 

tumor and hc,~t properties and the role of oncogenes and sup— 

pre~sor genes[J J．Curr Opin Oncol，1991；3：75 92． 

17 J Sung PAV，L K—I ，kuhlman P，et a1．Force contribution 

of the LFA一1／ICAM 一1，complex to T Cell adhesion[J]．J 

Cell Sc i，l992：l03：259—266． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

