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微管相关蛋白-1B在弥漫性轴索损伤中的表达变化与意义 
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【摘 要】目的：观察微管相关蛋白一1B(microtubule—associate protein 1B，MAP1B)在sD大鼠弥漫性轴索损伤(diffuse axonal in— 

jury，DAD后脑组织中表达的变化，探索其表达变化的意义。方法：采用改良的Marmarou法建立sD大鼠DAI模型，分为空白对 

照组(10只，不予任何处理)，假打击组(1O只，给予致伤组相同的打击前准备，但不予以打击)，致伤6 h组(10只)，致伤 1 d组 

(10只)和致伤3 d组(10只)，分别于打击6 h、1 d、3 d后，处死动物，提取脑组织，结合Western blot和免疫组化方法，观察sD 

大鼠脑组织中MAP1B表达的变化。结果：Western blot结果显示致伤6 h组(O．5O 4-0．07)、致伤 1 d组(O．56 4-0．07)和致伤3 d组 

(0．50 4-0．06)中 MAP1B表达水平较空白对照组(0．30 4-O．06；P=0．001，P=0．000，P=0．001)、假打击组 (O．30 4-0．04；P=0．001，P= 

0．000，P=-0．001)明显升高。免疫组化结果显示致伤6 h组(4．70±0．79)、致伤 1 d组(4．78 4-0．86)和致伤 3 d组(4．70±O．89)中 

MAPIB表达水平较空白对照组(4．06 4-1．15；／9=-0．023，P=0．007，P=0．023)、假打击组(3．90 4-1．46；尸=0．002，P=0．000，P=0．002)明显 

升高。结论：sD大鼠DAI后脑组织中MAPIB表达水平上调。提示其参与了DAI后轴索损伤的病理改变过程，并可能在稳定、修 

复及再生受损轴索的机制中起着重要作用。 
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Expression and significance of microtubule-associate protein 1 B 

in rats with diffuse axonaIinjuries 
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【Abstract]Objective：To examine the expression of the microtubule-associate protein 1B(MAP1B)in rats with diffuse axonal injury 

(DAI)as well as to elucidate the mechanisms of MAP1B in the procession of axonal repairment．Methods：DA1 was induced in adult 

male SD rats using an injury model adapted from Marmarou．The rats were divided into five groups：injured 6 h group(n=10)，injured 

1 d group(n=lO)，injured 3 d group(n=10)，sham group(n=10)and sham—injured group(n=10)．The animals were sacrificed at 6 h， 

on l d and 3 d post injury．Western blot and immunohistochemistry were performed to observe the expression of MAP1B in rats with 

DAI．Results：Western blot and immunohistochemi8try analyses showed MAPIB expression was up—regulated in the brain tissues 

of injured 6 h group，injured 1 d group，injured 3 d group than in sham group and sham—injured group．Conclusion：Expression of 

MAP1B is increased in the brain tissues of injury group，indicating that MAPIB may be involved in the pathophysiological mecha— 

nisms of DAI and may play an important role in the repair of the axoI1 after head trauma． 
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弥漫性轴索损伤(diffuse axonal injury，DAI)是 

头部受到外力作用后发生成角或旋转加／减速运动 

所造成的弥漫分布于脑白质、以轴索损伤为主要改 

变的一种原发性脑实质的损伤，其发病机制尚不明 

确。DAI的特征性病理改变是轴索广泛的损害，胼 

胝体局灶性出血和上脑干背外侧象限局灶性出血， 

即 DAI的三联征【】]。目前认为，DAI可能是导致颅脑 

外伤后患者高植物生存率、高死亡率的主要原因之 
一

，临床迄今尚无有效治疗DAI的药物和措施。 

微管相关蛋白一1B(microtubule—associate protein 

1B，MAP1B)是微管相关蛋白的一员，主要表达于神 

经元细胞，具有稳定微管结构的功能，它被认为在 

轴索形成及生长中发挥重要作用[21。长期以来。大多 

数学者认为 MAP1B在生长的神经元中高表达，而 

在成熟的神经系统中低表达，但最近有研究发现， 

MAP1B在成熟 sD大鼠脑组织缺血后表达升高，这 

可能与其稳定及修复受损轴突的功能相关。前期研 

究显示 ，DAI后脑组织由于脑血管流速的下降也处 

于缺血缺氧状态『3]。因此 ．本课题对 sD大鼠DAI后 

脑组织 MAPIB表达水平进行检测 ．探讨了 MAP1B 

在DAI中的表达变化与意义，为进一步研究轴索损 

伤的病理生理机制提供帮助。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

清洁级健康成年雄性SD大鼠70只，体质量(350-I-50)g。 

由重庆医科大学实验动物中心提供。 

1．2 实验 方法 

1．2．i DAI模型的建立 采用改 良的 Marmarout'／~建立 SD 

大鼠DAI模型，按照随机抽样法抽取5O只sD大鼠，用水合 

氯醛溶液(10％，O．35 ml／100 g)腹腔注射麻醉，麻醉成功后 ， 

头顶部常规脱毛、消毒，沿中线切开头皮，暴露颅骨，将直径 

10 mill、厚 3／12171的打击垫片用牙科磷酸锌水门汀固定于颅 

顶的冠状缝与人字缝之间的中央部，将大鼠俯卧位固定于致 

伤装置的海绵床上，使其头顶部的打击垫片中央正对致伤装 

置不锈钢管的下端开口，且与重锤(不锈钢质，450 g)底面平 

行，通过致伤装置的悬线将重锤提升至 1．5 m高度后放松悬 

线 ，使重锤 自由下落至固定于大鼠头顶部的垫片上 ，然后迅 

速撤离海绵床，防止重锤再次打击。随后将 SD大鼠移至操作 

台，取出垫片，消毒、缝合手术切口。11只sD大鼠打击后即 

刻死亡，死亡率为 22％；其余 sD大鼠打击后出现昏迷．昏迷 

时间为(4．80±1．48)min。 

1．2．2 实验分组 存活的 39只大鼠按照随机抽样法抽取 

3O只，分为致伤 6 h组、致伤 1 d组和致伤3 d组，每组 1O 

只；假打击组 10只大 鼠给予上述打击致伤组同样的手术和 

打击前准备．但不给予打击 ；空白对照组 10只大鼠不做任何 

处理。 

1．2．3 标本的收集 分别于打击后 6 h、1 d、3 d断头处死各 

组大鼠。取出脑组织，并沿矢状轴将脑组织一分为二，一半置 

于无菌无酶冻存管后迅速放入液氮罐中暂时保存，以备 

Western blot检测：另一半置于 10％中性福尔马林溶液中固定 

1周后。石蜡包埋，制成 5．0 Ixm厚的切片进行嗜银染色及免 

疫组织化学检测。 

1．2．4 Western blot检测各组 MAPIB的表达 将冻存的脑 

组织置于预冷的 1×PBS液中洗去血液和其他组织，称重后 

放入置于冰上的碾钵中，按组织重量：裂解液按照 1：10的比 

例，加入后进行匀浆，收集裂解液，放置 30 rain，12 000 g离 

心 30 min，吸取上清，Bradford法测定蛋白浓度。取30 g蛋 

白，加 5 X SDS loading buffer后 100℃变性 10 min，8％聚丙烯 

酰胺凝胶电泳，半干式电转移至硝酸纤维素膜，5％脱脂奶粉 

室温封闭1 h。滴加一抗(1：1 000)，4 c过夜。TBST洗膜后， 

加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗(1：5 ooo)，室温孵育 

1 h。TBST洗膜后，加入 ECL试剂 ，暗室中曝光于 X线胶片 

上，显影、定影。采用美国Image Lab凝胶成像分析软件进行 

图像扫描和分析，B—actin作为内参对蛋白质条带进行校正。 

1．2．5 免疫组织化学法检测各组 MAPIB的表达 检测试剂 

盒由武汉博士德生物工程有限公司提供，具体操作步骤如 

下 ：切片、脱蜡、水化 ，枸橼酸盐溶液微波热修复 10 min，3％ 

H20：室温 10 min灭活内源性酶，滴加山羊血清室温封闭20 

min，甩去多余液体。滴加一抗(1：100)，4 oC过夜，复温 1 h，滴 

加山羊抗兔IgG，室温20 rain，滴加 SABC液，室温20 min， 

DAB显色、复染、分化、返蓝后中性树脂封片。阳性对照由试 

剂公司提供；PBS代替一抗作为阴性对照。以细胞质中出现 

明显的棕黄色颗粒作为免疫组化阳性。 

每组 l0张切片，每张切片随机选取 5个高倍视野(400 

倍)。结果的定量分析：显示阳性反应细胞的百分率及阳性反 

应的强度作为免疫组化定量的指标。显示阳性反应细胞的百 

分率分为 5个等级：<10％，10％～30％。30％～50％，50％～70％ 

和>70％，分别对应于不同的评分：0、1、2．3、4；细胞阳性反应 

强度分为 4个等级：无、轻度、中度和重度，分别对应于不同 

的评分：0、1、2、3。2个评分相加得到 1个处于 0—7之间的数 

值，用于免疫组化结果的定量分析。 

1．3 统计学处理 

所得数据均采用SPSS 21．0统计软件进行统计学处理。 

计量资料用均数士标准差(x±s)表示，组间差异采用单因素 

方差分析，组间多重比较采用Tukey法，检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

_2．1 嗜银染色验证 DAI模型建立成功 

嗜银染色结果显示：致伤 6 h组、致伤 1 d组和致伤 3 d 

组轴索肿胀、扭曲、断裂 ，可见轴索收缩球 axomal retraction 

ball，ABR)形成(箭头所示)；空白对照组与假打击组轴索走 

行自然、光滑，粗细基本均匀，排列紧密(图1)。 
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3 讨 论 

DAI是脑深部组织因加速或减速运动形成的剪 

应力作用导致的一种严重的颅脑损伤，其主要病理 

改变为广泛的轴索损伤。过去认为，轴索在外力打 

击的瞬间即刻发生断裂，断端处收缩形成收缩球。 

但近期研究发现 ，颅脑外伤时最大剪应力作用部位 

与轴索损伤部位并不一致，即剪应力作用于轴索后 

并未导致轴索断裂及收缩球形成：同时发现大部分 

受损的轴索并不会即刻断裂，而是经历一系列复杂 

的连锁病理反应，包括由于脑外伤后脑血流降低、 

脑组织缺血缺氧等，导致轴索的运输障碍、肿胀，继 

而在肿胀处断裂，形成收缩球，即继发性轴索断裂 

或迟发型轴索断裂嘲。这些研究显示．DAI后脑组织 

可能存在轴索修复的机制来稳定、修复部分受损的 

轴索，使其在外力打击后保持组织结构的完整。 

MAPIB是微管相关蛋白家族的重要组成部分， 

它表达于神经元，并与微管相结合。起到稳定微管 

结构的作用。Meixner等问将大鼠MAPIB基因敲除． 

发现大鼠脑组织中含有丰富穿过大脑 中线轴突的 

胼胝体消失，从基因水平上证明敲除MAP1B破坏 

了轴突正常生长机制：另有研究报道【7J．MAP1B可以 

通过与神经细胞胞质中EB 1(end—binding 1)和EB3 

(end—binding 3)(2种微管正端跟踪蛋白)相互作用， 

控制微管的动力学改变，从而稳定损伤轴索中微管 

结构、促进轴索的延伸，达到修复或再生的作用。 

MAP1B在轴索生长及修复过程中发挥如此关键作 

用，那么，其在 DAI后脑组织中表达变化如何，国内 

外尚无研究。 

本研究首次发现 MAP1B在SD大鼠DAI后6 h、 

1 d、3 d脑组织中表达升高，且各致伤组表达水平无 

显著差异，不仅印证了MAP1B可在成年大鼠脑缺血 

损伤后表达升高的观点，而且提示其在DAI后受损 

轴索的稳定、修复甚至再生中可能发挥重要作用。本 

试验结果也显示MAP1B在致伤6 h组、致伤 1 d组 

与致伤3 d组中表达水平无显著差异，提示其在脑组 

织中表达水平在伤后 3 d内没有明显变化；其表达 

水平与致伤程度是否相关，有待进一步的研究。 

综上所述 ，本研究发现具有稳定、修复及再生 

受损轴索功能的 MAP1B在 DAI后脑组织中表达水 

平升高，且在6 h、1 d和3 d变化不显著，MAP1B在 

DAI后脑组织中的这种表达变化及其规律，不仅为 

进一步探索DAI后轴索损伤的发病机制提供了新 

的研究方向，也为早期及轻型DAI的诊断提供科学 

的理论依据；同时，对于临床 DAI治疗靶点的确定 

以及预后的判断提供了重要参考。 

本研究结果来自动物试验的基础研究 ，MAP1B 

在人 DAI的表达变化规律如何，本课题组将在下一 

阶段对其进行深入研究。 
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