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雄激素对脑损伤后星形胶质细胞反应的影响
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提 要 目的:研究雄激素对脑穿刺损伤后星形胶质细胞(Ast)反应性胶质化的影响。方法:通过免疫组化 、免

疫荧光染色及流式细胞仪计数等方法 , 观察切除睾丸及补充睾丸酮后脑穿刺损伤鼠伤灶周围 GFAP-IR阳性细胞

的形态 、数量与比例变化 。结果:切除睾丸鼠脑损伤后 , 伤灶周围反应性胶质比较单纯损伤鼠明显 , 表现为胞体肥

大 , 突起增粗 、延长 ,GFAP免疫组化染色显著增强。睾丸酮治疗后 , Ast反应程度虽有减弱 , 但未能恢复到正常水

平 。流式细胞计数结果表明 ,切除睾丸及用睾丸酮治疗前后 ,Ast比例无显著变化 。结论:睾丸酮能影响 Ast的形态

变化及对损伤的反应 ,但可能对 Ast的增殖作用不明显 。
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Effects of androgen on the reactions of astrocytes after brain injury in rats
HUANG Qi-lin , ZHANG Ke-cheng , CAI Wen-qin (Department of Neurosurgery , Xinqiao Hospital , Third Military Medical University ,
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Abstract Objective:To study the effects of androgen on the reactional glial formation of astro-

cytes after cerebral stab injury in rats.Methods:The changes of the morphology , number and proportion

of theGFAP-IRpositive cells in the surroundings of thebrainstab injury(BSI)were studied with immunohisto-

chemistry , immunofluorescent staining and flow cytometry in adult male rats wi th orchidectomy and testo-

sterone treatment.Results:The morphological changes of GFAP-IR positive cells in the surroundings of

brain stab wounds were more obvious in the cestrated rats than in the rats with intact testicles.In the

castrated rats , the GFAP-IR positive cells were more hypertrophic with thick and prolonged dendrites and

deeper staining of GFAP.After testosterone treatment , the reactions of astrocytes were decreased but re-

mained higher than those in the rats with intact testicles.Flow cytometry revealed that no significant

changeof theproportionofastrocytes was found before andafter castration and testosterone treatment.Conclu-

sion:Androgen can modify the reactivity of astrocytes but shows no effect on their proliferation.
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研究发现 ,性激素是影响星形胶质细胞(Astrocyte ,

Ast)形态 、结构和功能的重要因素之一[1 ,2] , 其中 ,雄激

素对不同脑区正常 Ast的形态及生物学行为 , 以及 Ast

表达胶原纤维酸性蛋白(GFAP)mRNA的水平等都有明

显的调节作用
[ 3]
。然而 ,雄激素对脑损伤后 Ast反应性
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胶质化的影响尚不清楚 。业已证明 ,Ast反应不仅影响

了损伤局部组织的修复 , 而且对损伤局部神经元的再

生与功能重建也有影响 。因此 ,研究脑损伤后的 Ast反

应及其影响因素是神经科学研究的重要课题之一 。本

研究通过切除睾丸及补充睾丸酮 , 以比较雄激素水平

的变化对正常及脑损伤后 Ast反应的影响 , 探讨雄激

素调节脑损伤后 Ast反应的作用与机制。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂

仪器:FJ-2008Q自动免疫计数器;FACStarPLUS型流式细胞计

数仪;Becton Dichinson公司产品 。主要试剂:睾酮放免测定试剂
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从表 1中看出 , 切除睾丸后 GFAP细胞面积较正常对照组显著

增加 (P<0.05), 平均突起数及平均突起长度较对照组绝对数

值增高 ,但统计学分析 ,差异不显著(P>0.05);睾丸酮治疗后 ,

平均面积 、突起长度与数量与睾丸切除组比 , 差异显著 (P

<0.05);正常鼠用睾丸酮治疗后 ,单位面积内平均细胞面积 、平

均突起数量与长度等无明显变化(P>0.05)。

睾丸切除鼠脑损伤后 ,伤灶周围 Ast反应更为强烈 , 胞体明

显肥大 ,突起粗大 , 延长 , 免疫组化染色显著增强 。睾丸酮治疗

后 ,免疫组化染色虽有减弱 ,但仍较正常对照组明显 ,见图 1。图

像分析结果见表 2。
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盒(上海放射医学研究所产品);丙酸睾丸酮注射液;鼠抗 GFAP

单抗 , 购自重庆医科大学病理生理学教研室;FITC标记鼠 IgG ,

SP免疫组化试剂盒均购自中山生物技术公司 。

1.2 动物与分组

雄性Wistar大鼠 105只 ,体重(200±10)g 。随机分成正常对

照组;睾丸酮治疗组;睾丸切除组;睾丸切除+睾丸酮治疗组;脑

穿刺损伤组;睾丸切除+脑穿刺损伤组;睾丸切除+脑穿刺损伤

+睾丸酮治疗组 。根据观察时间每组再分为 1周 、2周、1月 3个

小组 ,每小组各 5只大鼠 。

1.3 睾丸切除及血清睾丸酮测定

1%戊巴比妥钠腹腔注射(30 mg/kg体重)麻醉大鼠后 , 常

规消毒 , 下腹部正中切口 , 分离并切除双侧睾丸 , 止血 , 缝合皮

肤 。15 d后 ,采用放免法测定血清中睾酮含量 ,待睾酮水平显著

降低后用于制作脑损伤模型 。

1.4 脑损伤模型制作

按上述方法麻醉大鼠后 ,固定于立体定位架上 ,右顶部电钻

开颅 , 骨孔直径 2 mm。自制刀片 (长 70 mm , 宽 1.5 mm , 厚

0.3mm)固定于微推进器上 , 经顶叶皮层插入脑组织中 , 深 5

mm ,留针 2 min后退出刀片 ,缝合头皮 ,制成脑损伤模型 。对照组

仅开颅 ,不致伤 。

1.5 睾丸酮治疗

用丙酸睾丸酮 25 mg/kg , 肌注治疗睾丸切除鼠;每天 1次 ,

连用 3 d后 ,每周给药 1次维持 。脑损伤+睾丸酮治疗组在损伤

的同时进行睾丸酮治疗 。

1.6 免疫组化染色

麻醉动物后 , 4%多聚甲醛+30%苦味酸灌注固定 ,取全脑 ,

4℃后固定 4 h , 30%蔗糖浸泡 24 h后 ,经伤道冰冻切片 ,片厚 30

μm ,按本室常规方法进行免疫组化染色 。

1.7 单细胞悬液制备及免疫荧光染色

麻醉动物后 , 活杀取脑 , 去软脑膜 , 锐利刀片沿伤道周围组

织取材 , D-Hanks液漂净血迹 , 剪碎组织 , 0.25%胰酶 37℃消化

30 min , 反复吹打成单细胞悬液 , 终止胰酶消化 , 200目滤网过

滤 , 0.01 mol PBS漂洗 , 800 r/min离心 10 min ,反复 2次 , 1%Tri-

ton 30 min , 0.01 mol PBS漂洗 5 min , 调整细胞数为 105后 , 加鼠

抗 GFAP单抗 , 37℃孵育 1 h后转 4℃过夜;0.01mol PBS漂洗 5

min , 3次;加 FITC标记鼠抗 IgG , 37℃孵育 30 min , 0.01 mol PBS

漂洗 5 min , 3次 , 荧光显微镜镜检 , 确认染色成功后 , 再次调整

细胞数为 105 后 ,上流式细胞仪检测。

1.8 图像分析

采用重庆大学设计生产的 Tiger图像分析系统进行图像分

析 , 操作方法与步骤按说明书进行 。分析项目包括细胞平均面

积(μm
2)、单个细胞的平均突起数量与长度(μm)。

1.9 统计学处理

采用计算机统计程序作 t检验及χ
2
检验 。

2 结果

2.1 血清睾丸酮含量

切除睾丸 15 d后 , 血清睾丸酮水平由(116.74±5.3)pg/ml

降至(20.52±2.5)pg/ml , 补充睾丸酮后 ,血清睾丸酮水平上升

至(98.2±3.2)pg/ml。

2.2 GFAP免疫组化染色

切除睾丸后 , Ast免疫组化染色增强 , 胞体增大 , 突起增多 ,

增粗 , 延长 , 以海马 Ast尤为明显 , 皮层与白质也有一定程度增

加 。图像分析结果见表 1、2。



3 讨论

近年来的研究发现 , 胶质细胞与神经元一样也是

性激素作用的一类靶细胞。在神经胶质细胞 ,尤其是在

Ast中不仅发现了性激素的受体 , 如雌激素 、雄激素受

体 ,而且还发现了促使性激素代谢和转化的多种酶类 ,

如芳香化酶 , 5-α还原酶等[ 1 ,2] , Day等人应用 Northern

杂交和免疫组化研究发现 ,阉割成年雄性大鼠睾丸后 ,

2.3 流式细胞计数

睾丸切除鼠 GFAP 阳性细胞比例与正常组比较无显著差

异 ,分别为(36±3.2)%和(32±2.7)%。睾丸切除鼠脑损伤后 14

d , GFAP阳性细胞比例为(45.2±3.6)%, 与单纯脑损伤组比较

差异不显著 , 与正常组比较差异显著 。睾丸切除鼠脑损伤后用

睾丸酮治疗 14 d ,GFAP阳性细胞比例为(44.1±3.7)%,与单纯

脑损伤组比较差异显著 。
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图 1 雄激素对GFAP阳性细胞影响的免疫组化染色

A:正常对照组;B:睾丸切除鼠:胞体增大 ,突起增粗 、延长 ,GFAP染色增强;C:睾丸切除鼠脑损伤后 14 d。胞体

明显肥大 ,突起增粗 、GFAP染色增强;D:睾丸酮治疗组脑损伤后 14 d。胞体依然肥大 ,突起增粗 、延长 ,GFAP

染色增强 ,但较睾丸切除后脑损伤组程度明显减轻 (×400)

Fig 1 The immunohistochemistry stain of effect of the androgen on GFAP positive cells

A:Normal control group;B:GFAP positive cells of hippocampi in castrated rats.The cell bodies were hypertrophic , the

processes became thicker and prolonged , the staining of GFAP was deeper;C:GFAP positive cells surrounding the BSI

sites in castrated rats on the 14th day after injury.Cell bodies became more hypertrophic , cell processes were thicker , the

staining of GFAP was deeper;D:GFAP positive cells surrounding the BSI sites in castrated rats which was treated by testos-

terone on the 14th day after injury.The change of morphology and stain intensity of GFAP positive cell were more marked ,

but less than those in castoated rats after BSI (×400)
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海马 Ast表达GFAP和簇素(Clusterin)mRNA的水平显

著升高 ,表明性激素与 Ast之间有着密切的关系 。

本实验通过切除雄性大鼠的睾丸 , 观察睾丸酮水

平降低对 Ast形态结构及 GFAP表达的影响;同时用睾

丸酮治疗性腺切除鼠 ,比较睾丸酮缺乏鼠在治疗后 Ast

形态及 GFAP表达的变化 。结果证实 ,雄激素对 Ast的

形态 、结构及 GFAP的表达确有一定程度影响 。Garci-

a-Sequra等人
[ 3 ,4]
的研究也发现 , 睾丸酮对海马 、 弓状

核 、内侧隆起等部位 Ast的形态产生影响 ,阉割成年雄

性大鼠后 ,海马 GFAP免疫组化染色增强 , GFAP mRNA

表达水平增高 。

既然睾丸酮能调节 Ast形态及 GFAP基因的表达 ,

那么 , 对脑损伤后 Ast反应性胶质化有什么样的影响

呢?有关文献报道甚少 。本实验在切除大鼠性腺的基

础上造成大鼠脑损伤 ,通过免疫组化 、流式细胞计数等

方法进行研究 , 结果发现 , 切除性腺大鼠脑穿刺损伤

后 , 伤灶区域 Ast的反应性胶质化比单纯脑穿刺损伤

鼠明显 , 表现为 Ast胞体显著肥大 , 胞浆丰富 , 突起粗

大 , 以伤后 7 ～ 14 d尤为明显;14 d以后 , Ast反应便逐

渐减弱。图像分析结果表明 ,单位面积中 GFAP阳性细

胞的平均面积 ,突起长度等均显著高于单纯损伤鼠;补

充睾丸酮后 ,Ast的反应性胶质化较单纯损伤鼠程度减

轻 ,但尚未达到对照组水平。流式细胞计数结果表明 ,

在切除性腺+脑损伤 、 切除性腺+脑损伤+睾丸酮治

疗前后 Ast的数量变化不显著(P>0.05),提示睾丸酮

可能对脑损伤后 Ast增殖作用不明显 。Chowen等人
[5]

的研究也发现 , 性激素对正常大鼠 Ast的数量没有显

著的影响 。这种现象与睾丸酮对外周组织细胞的促分

裂 、 增殖作用是不同的 , 造成这种现象的原因尚不清

楚。是否与睾丸酮促细胞分裂 、 增殖作用存在组织差

异性?有待深入研究 。

从对正常大鼠使用睾丸酮治疗后 Ast形态无显著

改变的结果 , 我们推测 ,睾丸酮对 Ast的影响可能与血

清睾丸酮的基础水平有关。在一定范围内 , 睾丸酮的

作用可能呈量效关系 ,即当睾丸酮水平降低后 ,补充睾

丸酮 , 随着血清睾丸酮浓度的增高 , 对 Ast的作用增

强 ,当睾丸酮水平达到或超过一定范围时 ,这种作用便

明显减轻 ,甚至消失 。对此 ,尚待进一步证实 。

有关睾丸酮的作用机制目前尚不清楚。有研究提

示 , 睾丸酮对 Ast的调节可能以间接作用为主 ,因为在

Ast上雄激素或雌激素受体的表达非常少
[6]
。Ganady等

[ 7]
的研究发现 , Ast中 GFAP mRNA表达及 GFAP 合成

增加是神经元电活动增加的结果 。他们认为 , 睾丸酮

可能通过直接作用于神经元的雄激素与雌激素受体而

间接实现其对 Ast的影响。睾丸酮对 Ast的调节可能也

存在着直接作用的途径 。近年来的研究发现 , 在视前

区 , 约 10%的胶质细胞亚群是雌激素受体阳性的细

胞 , 但用常规的免疫组化方法难以检测出阳性反应。

这一现象与 GFAP 免疫组化研究发现 Ast的分布存在

明显异质性的现象是十分吻合的 。除此之外 ,睾丸酮对

Ast的作用可能还存在第三途径 ,即通过作为其他非睾

丸酮受体的配基 , 间接的调节 Ast反应。例如 ,有人发

现 , 还原性孕激素的衍生物是 GABA受体的配基 , 而

GABA受体的激活可以影响 Ast的反应 。总之 ,正确理

解睾丸酮的作用机制 , 对于认识睾丸酮对 Ast反应的

影响是十分有益的 。
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