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大鼠实验性尾状核区血肿周围组织线粒体膜流动性及超微结构变化的研究

李　玮 ,王景周 ,周中和　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所神经内科 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　研究颅内血肿后脑组织线粒体功能及结构的变化。方法　以 50 μl鼠尾血注入大鼠尾状核制作大鼠

颅内血肿模型 ,注血后分别于 12 h、1 、3、7 d处死大鼠 , 断头取血肿周围脑组织 , 测定以上不同时相点血肿周围组织线粒体

膜流动性 ,并在电镜下观察线粒体结构变化。结果　颅内血肿早期(12 h)线粒体膜流动性并无明显减退。出血后 1 d 线

粒体膜流动性较对照组下降(P<0.05);电镜下观察线粒体结构有一定变化。出血 3 d 及7 d后线粒体膜流动性较对照组

明显下降(P<0.01);线粒体结构明显紊乱。结论　颅内血肿早期血肿周围组织线粒体功能无明显下降 ,结构无显著变

化 ,晚期则明显受损。
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Changes in membrane fluidity and ultrastructural changes of rat cerebral mitochondria

around the experimental hematoma
LI Wei , WANG Jing-zhou , ZHOU Zhong-he(Department of Neurology , Institute of Surgery Research , Daping Hospital , Third Military Med-
ical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To study the changes of the mitochondrial membrane fluidity of brain and its ultrastruc-
tural changes after intracerebral hematoma(ICH)in rats.Methods　Rat ICH model was established by means of in-

jection of 50 μl tail blood into the caudoputamen.Rats were sacrificed at 12 h , 1 d , 3 d , and 1 w after injection of

blood.The brain tissue around the hematoma was collected for the determination of the mitochondrial membrane fluid-

ity of rat brain around the hematoma at different time points , i.e.at 12 h , 1 d , 3 d , and 1 w after injection of

blood.The ultrastructural changes of mitochondria were observed electron microscopically.Results　At 12 h after

injection , the membrane fluidity of cerebral mitochondria remained at a higher level(P>0.05), but it began to de-
crease(P<0.05)at 1 d after injection of blood , and decreased markedly at 3 d and 7 d after injection of blood(P

<0.01).The mitochondrial ultrastructure around the hematoma changed mildly in 1 d group , but it was severely
damaged in 7 d group.Conclusion　The cerebral mitochondrial function can be destroyed markedly at the late stage
after ICH in rats.

　　Key words:intracerebral hematoma;rat;mitochondria;membrane fluidity

　　脑出血是神经科常见病 、多发病 ,致残率高 、病死

率高 。对脑出血神经损伤机制的研究有助于寻找有效
的治疗靶点。脑组织对能量代谢具有独特的需求 。本

研究颅内血肿大鼠血肿周围组织线粒体结构及功能变

化 ,探讨脑出血后神经损伤的病理机制 ,为脑出血治疗

寻求新靶点。

1　材料与方法

1.1　动物模型
1.1.1　实验动物　　健康Wister雄性大鼠 30 只 ,体质量 200 ～
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250 g ,由第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心

提供。

1.1.2　动物分组　　大鼠随机分为对照组(control group , 6

只),颅内血肿组(ICH group , 24只)。颅内血肿组又分为出血后

12 h、1 、3、7 d 4个时相点。每时相点动物 6 只。

1.1.3　动物模型的建立　　采用江湾Ⅱ型立体定位仪取 50 μl

鼠尾血注入大鼠尾状核 , 建立大鼠尾状核颅内血肿动物模型。

对照组进针位置相同 ,但不注血。

1.2　方法
1.2.1　脑线粒体分离　　大鼠断头处死 , 30 s内取出血侧大脑

半球 , 取血肿周围约 3 mm 范围的脑组织 , 采用改良的 Clark 技

术梯度离心得线粒体悬液。(分离介质为 0.25 mol L 蔗糖 , 10

mmol L Tris , 10 mmol L K2
+-EDTA , 用 HCl调 pH 值至 7.4;梯度

离心过程中用3%、6%的 Ficoll介质悬浮沉淀。 整个过程均在

0 ～ 4 ℃条件下完成。)用 Lowry法测定悬浮液蛋白含量。

1.2.2　线粒体膜流动性　　按聂青松等[ 1] 方法进行。取脑线

粒体液 2 ml(膜蛋白浓度0.3 mg ml), 加入 2×10-6mol L DPH 溶
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液 2 ml中25 ℃温育 30 min。采用 F-4500型荧光分光光度计测

定荧光强度 。激发波长 362 nm , 发射波长 432 nm , 按下列公式

求得荧光偏振度ρ,ρ= Ivv-GIvv Ivv +GIvv , G=IHV IHH其中 Ivv为起

偏器和检偏器光轴均在垂直方向时的荧光强度 , IVH为起偏器光

轴在垂直方向 ,检偏器光轴在水平方向的荧光强度 , 为起偏器

检偏器光轴均在水平方向的荧光强度 , IHV为起偏器光轴在水平

方向 ,检偏器光轴在垂直方向的荧光强度。求得ρ值后进一步

计算出平均微黏度η,η=2ρ 0.46-ρ,膜流动性以平均微粘度表

示 ,η越大 , 膜流动性越低。

1.2.3　电镜观察血肿周围组织线粒体超微结构　　选取脑出

血后第 1天及第 7 天的大鼠 , 用 4%多聚甲醛灌注成功后迅速

取出脑组织 ,选取血肿周围组织 1 mm×1 mm×1 mm 置于 3%

戊二醛固定液中固定。经包埋 、制超薄切片后在透射电镜下观

察 、记录并照相。

1.2.4　统计学处理　　实验所得数据用  x±s表示 ,利用 SPSS

10.0软件做独立样本 t 检验。

2　结果

2.1　脑出血后血肿周围组织线粒体膜平均微粘度变化
　　出血后 12 h 血肿周围组织线粒体膜平均微粘度与对照组

比较无明显差异。出血 1 d平均微粘度(η)较对照组增大 ,即膜

流动性减小(P<0.05)。出血 3 d 及 7 d 线粒体膜平均微粘度

(η)较对照组则明显增大(P<0.01),见表 1。

表 1　脑出血后血肿周围组织线粒体膜平均微粘度(η)

变化( x±s , n=6)

Tab 1　Changes of the average viscosity(η)of mitochondrial

membrane around the hematoma after ICH( x±s , n=6)

Control 12 h 1 d 3 d 7 d

η 2.3014±0.0402 2.3249±0.0382 2.3589±0.0425＊ 2.3760±0.0190＊＊ 2.4452±0.0201＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs cont rol

2.2　线粒体超微结构改变
　　出血后1 d:线粒体结构的病理变化主要表现为基质疏松 ,

部分线粒体膜变为单层界膜 , 大部分线粒体仅出现嵴排列紊

乱 ,但大小 、结构基本正常。

　　出血后 7 d:较之出血后 1 d时线粒体的病变更为明显 , 可

见线粒体肿胀 ,嵴减少或断裂 , 病变轻重不一 ,见图 1。

A:1 d after ICH　(TEM×34 000);B:7 d af ter ICH　(TEM×20 000)

图 1　颅内血肿后线粒体结构变化

Fig 1　Ultrastructual changes of mitochondria

3　讨论

　　脑出血后神经细胞损伤是由多种复杂因素共同作

用的结果。而脑作为一个高耗能的器官 ,能量供应的

紊乱对出血后神经功能的损害有着重要影响 。线粒体

通过氧化磷酸化生成大量 ATP 供细胞内各种化学反

应与功能需要 ,是极为重要而敏感的细胞器 。长久以

来 ,线粒体功能与细胞死亡的因果关系一直存有争议。

　　近期研究表明 ,线粒体功能障碍最终导致细胞死

亡
[ 2]
。线粒体膜的流动性为膜发挥各种重要生理功

能 ,如能量转换 、信息传递等提供必要条件 ,是代表线

粒体功能状态的灵敏指标 。实验已显示神经细胞线粒

体的结构改变 、膜流动性变化与神经功能障碍有密切

关系
[ 3 , 4]
。由于受到对细胞线粒体的提取技术的限制 ,

无论是在缺血性脑损伤 、脑外伤等情况下 ,还是在本实

验对血肿周围组织的线粒体功能研究中 ,都不能做到

绝对分离出神经元或神经胶质细胞的线粒体进行观

察 ,因而有可能造成一定的实验偏差 ,但在缺血性脑损

伤中所取的脑组织为大脑皮层 ,本实验脑组织取材源

于血肿周围的尾状核区 ,均是以神经元占绝对优势的

区域 ,因此所提取的线粒体也主要来自神经元细胞 。

　　目前对于脑出血后血肿周围组织细胞的线粒体功

能变化的相关研究尚少。在脑缺血模型中 ,发现缺血

30 min后线粒体膜流动性明显下降 ,再灌注早期呼吸

控制率一度有短时间恢复 。但随时间延长又逐渐下

降
[ 5]
。自发性脑出血的发病机制与脑梗塞有明显不

同 ,在本实验中脑出血后组织线粒体结构功能的变化

也与脑缺血有较大差异。出血早期(12 h),血肿周围

组织线粒体膜流动性与对照组比较无明显变化 ,在

24 h后开始下降 ,在 3 d 时与对照组比较已有明显差

异 ,出血后 7 d ,线粒体膜流动性进一步下降至更低水

平。对血肿周围组织细胞线粒体超微结构变化的观察

结果与线粒体膜流动性变化情况吻合:所选取的 1d组

脑出血大鼠的脑线粒体结构发生一定改变 ,但多表现

为线粒体嵴排列紊乱 ,结构基本正常 。至出血后第 7

天时 ,线粒体多为空泡样改变 ,嵴减少或断裂 ,线粒体

结构的破坏非常明显 。Wagner等
[ 6]
在对猪的脑出血后

能量代谢变化的观察中也证实出血早期(1 ～ 8 h)血肿

周围组织的ATP 含量无明显变化。本实验显示 ,脑出

血后线粒体功能会遭到明确损害 ,与缺血不同的是这

一损害出现相对较晚 。

　　生物大分子结构是生物功能的基础 ,一般认为分

子结构改变在先 ,功能改变在后。而本实验表明脑出

血后细胞线粒体结构可在相对较长时间内保持稳定 ,

这无疑给出血后的医疗干预提供了较为充足的时间。
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近年研究证实 , 细胞凋亡参与脑出血后的神经损

伤
[ 7 ,8 , 9]

。而此过程由于需要合成新的蛋白 ,所以是一

个耗能的过程。由我们的实验结果也可以推断 ,在出

血早期 ,能量供应基本正常 ,有可能启动凋亡程序而引

起神经细胞损伤 。对于坏死性神经元死亡目前没有有

效的治疗。而凋亡性细胞死亡由基因控制 ,从凋亡基

因的启动到神经元死亡有一个较长的过程。因此 ,采

取有针对措施对脑出血后脑组织线粒体结构进行有效

保护 ,增强生物膜稳定性 ,有可能成为脑出血治疗的一

个新方向 。
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文章编号:1000-5404(2004)02-0141-01　 个案与短篇

血友病血小板聚集率测定及其意义

Determination of platelet aggregation rate in hemophilia patients and its significance

王世一 ,徐酉华　　(重庆医科大学儿童医院血液及遗传研究室 ,重庆 400014)

　　血友病(hemophilia)是一组遗传性凝血功能障碍性疾病 , 包

括血友病甲 、血友病乙及血友病丙。血友病的发病率为 5 ～ 10 

10 万人群[1] 。血友病患者的血小板聚集功能研究甚少。现将

48 例血友病患者的血小板聚集率测定结果进行分析报告如下。

1　资料与方法

1.1　一般资料
1.1.1　临床资料　　血友病 48 例 ,均为男性 ,年龄:<1 岁者 6

例占12.5%, 1～ 3 岁者14 例占 29.2%(14 48), >3岁者 28 例占

58.3%。其中血友病甲 37 例占 77%, 血友病乙 11 例占 23%。

48 例都有轻重不等的外伤史。其表现为皮下血肿 35 例占

72.8%(35 48), 外伤后出血不止 32例占 66.7%(32 48), 关节肿

胀23例占 48%(23 48), 全身瘀斑 28 例占 58.3%(28 48)、瘀点

11 例占 23%(11 48)。

1.1.2　血常规结果　　48 例外周血常规检查 , 白细胞总数

(WBC):<4.0×109 L 4例 , (4.0 ～ 10.0)×109 L 35 例 , >10.0×

109 L 9 例;红细胞计数(RBC):<3.3×1012 L 12例 , (3.3～ 5.3)
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×1012 L 36 例;血红蛋白(HGB):<60 g L 4 例 , 60 ～ 89 g L 11

例 , 90～ 109 g L 17例 , >110 g L 15例;血小板计数(PLT)全部在

(100～ 300)×109 L范围内。

1.1.3　凝血象检查　　测定 48 例患者的凝血酶时间(TT)、凝

血酶原时间(PT)、白陶土部分凝血活酶时间(KPTT),每次用正

常人血浆作正常对照。

1.1.4　血小板聚集率检测(platelet aggregation rate , PAR)　　用

ADP作诱聚剂 , 在 TYXN～ 91 智能血液凝集仪测定 48 例患者血

小板聚集率(PAR), 包括 1、5 min及最大聚集率。

1.5　统计学方法
　　采用 t检验。

2　结果

　　48 例血友病的血小板聚集率检测(PAR)结果见表 1。

表 1　血小板聚集率( x±s)%

例数
PAR(1) PAR(5) PAR(M)

甲 乙

正常组 28 7 (57±26) (83.9±19.6) (87.2±14.7)

减低组 9 4 (17.3±18) (8.5±10.3) (24.3±19)
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