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大鼠局部脑缺血后 NADPH-d神经元的变化

史树贵 ,邵淑琴 ,陈康宁 (第三军医大学附属西南医院神经内科 ,重庆 400038)

提 要 目的:观察缺血性脑损害中一氧化氮合酶(NOS)神经元的变化规律 ,探讨一氧化氮(NO)参与缺血

性脑损害的机制 。方法:采用组织化学染色方法观察大鼠局灶性脑缺血后尼克酰胺腺啶呤二核苷酸磷酸黄递酶

(NADPH-d)阳性神经元的变化规律 。结果:大鼠局灶性脑缺血后 NADPH-d阳性神经元明显增加 ,缺血 2 h后出现

形态学改变 ,且以细胞皱缩 、胞浆致密为主要死亡方式 。结论:NADPH-d阳性神经元对缺血性损害相对耐受 ,细

胞凋亡可能为其主要死亡方式 。
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Changes of NADPHd neurons after focal cerebral ischemia in rats
SHI Shu-gui , SHAO Shu-qin , CHEN Kang-nin (Department of Neurology , Southwest Hospital , Third Military Medical University ,

Chongqing 400038)

Abstract Object ive:To investigate the changes of NOS-posi tive neurons following focal cerebral

ischemia.Methods:Focal cerebral ischemia was induced in adult Wistar rats with occlusion of right mid-
dle cerebral artery.NADPH-diaphorase histochemistry was used to observe the changes of NOS-positive neu-
rons.Results:After ischemia , the number of NOS-positive neurons in the foci was significantly in-
creased and the neurons began to present morphological changes in 2 h after the ischemia.Conclusion:

NOS-positive cells are relatively tolerate to ischemic damage and apoptosis is the major manner of their

death.
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一氧化氮(Nitric oxide , NO)是具有广泛生物活性
的生物介质 , 由一氧化氮合酶 (Nitric oxide synthase ,
NOS)催化 L-精氨酸氧化生成 , 参与调节神经元传递 、
血管扩张和免疫系统中细胞之间的相互作用 。NOS由

神经元性NOS(nNOS)、内皮性NOS(eNOS)、诱生性NOS

(iNOS)3种存在方式 ,其表达生成的 NO在神经系统中

发挥不同作用。全脑和局部脑缺血后 NOS活性增加并

参与缺血性脑损伤已被公认
[ 1 ,2]

, 但表达 NOS的神经

元对缺血性损伤的反应如何 , 目前少有文献报道。本
研究通过观察大鼠局部脑缺血后尼克酰胺腺嘌呤二核

苷酸磷酸黄递酶(Nicotinamide adenine dinucleotide phos-

phate-diaphorase , NADPH-d)阳性神经元形态学改变 , 对
此进行了研究。现报告如下:

1 材料与方法

1.1 动物模型及分组
雄性Wistar大鼠 ,体重 280 ～ 300 g ,右侧大脑中动脉闭塞脑
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缺血模型和入组标准均按我们既往的方法进行
[3 ] , 设假手术组

(分离大鼠右侧颈总 、颈内及颈外动脉 ,结扎颈外动脉并剪断 ,自

颈外动脉残端放入线栓 5 mm ,不堵塞大脑中动脉起始部)、缺血

30 min 、2 h 、6 h 、24 h 、4 d组 。

1.2 NADPH-d组化染色
动物经 4%多聚甲醛灌注固定 , 取脑 , 20%蔗糖浸泡过夜 ,

冰冻切片厚 20μm , 0.1 mol/L PBS漂洗 , 0.3%TritonX-100的 PBS

孵育后取出加入含 0.1 mg/ml NBT和 1.0 mg/ml NADPH-d的作

用液中 , 37℃孵育 45 min ,终止染色 。

1.3 常规病理切片
脑组织灌注固定后石蜡包埋 ,切片厚 7μm ,HE染色 。

2 结果

对照组:缺血对侧及假手术组均可见少量 NADPH-d阳性神

经元 ,这些神经元随机分布于皮层区 ,可见一些神经元的突触末

梢与血管壁紧密相连 。NADPH-d神经元为非锥体的双极或多极

神经元 , 胞膜平滑 , 带有较长的突起 , 连续性好;由于 NOS主要

在胞浆表达 , 因此可见中心淡染区或透亮区 , 见图 1。在海马 ,

NADPH-d阳性神经元为一些较小的中间神经元 ,有多个突起 ,主

要位于齿状回颗粒细胞层的内带 ,在纹状体区为大的多极细胞 ,

其密度超过皮层的阳性细胞 。

缺血 30 min:缺血区 NADPH-d阳性神经元表达明显增多 ,细

胞形态变化不明显 , HE染色可见细胞轻度水肿 , 血管周隙改变
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不明显 。
缺血 2 h:病灶区 NADPH-d阳性细胞皱缩 , 胞浆浓缩致密 ,

部分细胞中心淡染区消失 , 胞膜失去其平滑的外形而变得隆凸

不平 ,神经突起断裂 、卷曲 、螺旋状改变 ,突触小体扩张 ,碎裂 ,上
述变化主要发生于纹状体外侧及前额叶皮层 , 海马神经元无明

显受累 。HE染色可见细胞水肿加重 ,血管周围间隙增大 。

缺血 6 h:病灶中心 NADPH-d阳性神经元明显致密 ,绝大多

数神经元突起断裂 , 部分突起球形肿胀 , 神经末梢呈雾状 , 病灶

周边区神经元胞浆轻度致密 , 突起断裂 , 见图 2;HE染色示病灶

中心重度水肿 , 血管周围间隙明显增大 , 其中可见白细胞浸润 、

红细胞漏出 。

图 1 假手术组 ,皮层区 NADPH-d神经元胞膜光滑 ,中
心有淡染区 ,突起连续性好 (×200)

Fig 1 NADPH-d positive neurons with smooth cytomem-
brane , central light staining and consecutive pro-

cesses in the cortex of control (×200)

图 2 缺血 6 h ,病灶中心 NADPH-d阳性神经元胞浆凝
集 ,胞膜隆凸 ,突起卷曲断裂 (×200)

Fig 2 Post-ischemia 6 h:NADPH-d positive cells with

knobby perikaryon , prominent cytomembrane

and twist fragment dendrites (×200)

缺血 24 h:NADPH-d阳性神经元胞浆进一步致密 ,突起断裂

甚至完全消失 , 个别视野可见 NADPH-d阳性神经元正在解体 ,

见图 3。HE染色可见病灶中心坏死 ,细胞结构模糊不清 。

缺血 4 d:病灶中心明显坏死 , 在病灶周边区域可见胶质细

胞反应性增生 , 毛细血管扩张 , 内皮细胞 、小胶质细胞均可见

NADPH-d阳性反应 ,见图 4。

图 3 缺血 24 h ,NADPH-d阳性细胞胞浆进一

步致密 , 突起消失 , 其中可见细胞正在
解体 (×400)

Fig 3 Post-ischemia 24 h:NADPH-d positive cells with

more densed perikaryon and without processes ,

cells are vanishing (×400)

图 4 缺血 4 d ,病灶周围 NADPH-d阳性细胞胞

浆致密 , 突起卷曲断裂 ,血管壁染色大量
增加 (×100)

Fig 4 Post-ischemia 4 d:NADPH-d positive cells with

cornpacted perikaryon and twist fragment den-

drites , heavy staining for uessel wall around

ischemic center (×100)
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3 讨论

3.1 NO参与缺血性神经元死亡

全脑和局部脑缺血 NOS表达和 NO生成增加已有

许多文献报道 , nNOS表达所生成的 NO激活 NMDA受

体从而引起兴奋毒性 , 是导致缺血早期细胞死亡的主

要原因 , eNOS表达产生的NO通过增加 rCBF而减轻缺

血性脑损害 ,具有脑保护作用;iNOS表达生成的 NO引

起迟发性细胞死亡[4] 。此外 , 我们早期的研究还发现 ,

NOS表达与脑缺血后细胞凋亡密切相关[ 3] 。各种 NOS

的抑制剂或供体目前已被用于治疗缺血性中风患者 。

但是 , NOS阳性神经元对缺血的反应直接影响到上述

药物的应用 。例如 , 表达 nNOS和 iNOS的神经元所生

成的 NO具有细胞毒性作用 , 但这种作用将持续多久 ,

其本身是否受损及以何种方式死亡;eNOS表达具有脑

保护作用 , 但表达 eNOS的细胞本身可能因缺血性损

害而死亡等 , 目前未见系统报道
[ 5]
。由于 NOS 与

NADPH-d活性在 CNS中 100%共存 , 且 NADPH-d组织

化学方法能清楚显示细胞形态 , 因此 , 我们采用

NADPH-d组织化学方法代表中枢神经系统中 NOS 活

性具有良好的可行性 。

3.2 NADPH-d阳性神经元对缺血的耐受性

脑缺血后 NOS表达上调 ,生成 NO大量增加 ,由于

NO脂溶性极强 , 因此迅速扩散到临近细胞 , 通过激活

NMDA受体产生兴奋毒性使细胞死亡 , 但 NOS神经元

本身对缺血性损害具有耐受性 。NO在损伤临近细胞之

前为什么不损伤 NOS自身细胞 ,以及 NOS神经元的耐

受性能持续多久 ,目前尚不明了 。本研究发现 ,大鼠局

部脑缺血后 NADPH-d神经元除数量上增加外 , 在形态

学上随着缺血时间延长发生了改变 , 主要表现为胞浆

逐渐致密 , 胞膜逐渐失去其平滑的外形而变得凸凹不

平 , 随着缺血进一步加重 , 胞浆进一步致密 、细胞突起

断裂 、解体 ,最终整个细胞皱缩消失。这些细胞的死亡

高峰在缺血后 24 h为甚 , 在病灶中心和周边区均可

见 。说明 NOS神经元对缺血易损 , 这种易损性迟发于

细胞坏死 , 因为缺血 6 h时病灶中心已有细胞坏死 , 但

NADPH-d阳性细胞形态学上仅表现为细胞皱缩 , 突起

卷曲断裂。说明 NOS神经元对缺血性损伤的耐受性是

相对的 ,可能属于迟发性神经元死亡(DND)。

文献报道脑缺血后细胞死亡有坏死和凋亡 2种方

式 。我们以前的研究中亦发现相似的现象 , 其中细胞

坏死的主要表现为早期细胞肿胀 ,逐渐出现胞膜破裂 ,

整个细胞溶解 , 坏死 , 最终被吞噬细胞吞噬;细胞凋亡

的主要表现为:胞浆致密 , 皱缩 , 逐渐消失即细胞容积

的逐渐缩小 , 辅以其它生化指标或药理学指标如 DNA

梯等
[ 6]
。但我们观察局部脑缺血后 30 min至 4 d ,均未

发现有 NADPH-d阳性细胞的水肿 、破裂等现象 , 相反 ,

所有 NADPH-d阳性细胞均以逐渐皱缩最终消失。说明

NOS阳性细胞的死亡方式有其独特性 , 尽管目前细胞

凋亡的标准尚不统一 , 但我们推测 NADPH-d阳性细胞

的死亡方式是以细胞凋亡为主。Lei等[ 7]在观察局部注

射海人酸(Kainic acid)对 NOS表达的影响时亦发现了

相似的现象 。局部脑缺血与脑组织中局部注射海人酸

的损伤方式不同 , 但 NADPH-d细胞的形态学改变具有

惊人的相似之处 , NADPH-d细胞的上述死亡是否为各

种损伤方式的最后共同表现尚需进一步研究。细胞坏

死早期细胞肿胀的主要原因为缺血缺氧致细胞膜通透

性增加引起细胞内钠水潴留所致 。NOS阳性神经元在

缺血时不发生细胞肿胀 ,说明这些细胞内不存在钠 、水

潴留现象 , 也即这些细胞在缺血缺氧早期膜的通透性

不增加 , 这可能是 NOS神经元对兴奋毒性相对耐受的

主要原因。

NOS阳性神经元对缺血耐受的原因可能有:①

NOS细胞本身对缺血缺氧不敏感 , 其细胞膜对 Ca
2 +
超

载所致的兴奋毒性具有抵抗能力;②NOS神经元细胞

膜上不存在 NMDA受体;③由于 NOS表达产生 NO引

发一系列继发事件导致细胞产生耐受能力 。线粒体中

Mn-SOD是 nNOS神经元对毒性损伤具有选择性抵抗

力的主要原因 , 但研究发现线粒体 Mn-SOD为 NO毒性

产物 ONOO
-
攻击的主要对象

[ 8]
, 可能需在 ONOO

-
使

Mn-SOD完全失活后方可启动 NOS细胞的自身伤害 。

NOS细胞与非 NOS细胞在线粒体 Mn-SOD含量上是否

存在差异目前未见报道。
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(上接118页)
在 276例患者中 , 43.1%(119/276)的患者术后能达到完全

腭咽闭合 , Ⅱ度腭裂患者术后腭咽闭合完全率高于单侧Ⅲ度腭

裂患者 , 而单侧Ⅲ度腭裂患者术后腭咽闭合完全率高于双侧Ⅲ

度腭裂患者 ,差异均有统计学意义(P<0.01 , P<0.05)。

在发音测验中发现几乎所有的患者都有代偿性不良发音习

惯 ,在发爆破音变为喉闭塞音代偿 ,发磨擦音和塞擦音时变为由

咽磨擦音等代偿 ,同时把气流漏入鼻腔 ,使这种代偿性发音听起

来仍为一种典型的腭裂过度鼻音 。在语音测验时 , 我们测验除

zh 、ch 、sh外的所有元音和辅音 ,因为所有的患者都是四川人 ,在

四川话中的 zh 、sh 、ch是由 z 、s 、c代替的 。119例正常腭咽闭合患

者发爆破音的平均正常率为 31.8%, 代偿性发音的平均出现率

为 52.3%,发磨 、塞擦音的平均正常率为 12.7%,低于爆破音的

平均正常率 ,差异有显著性(P<0.01), 而其代偿性发音的平均

发生率为 83.1%, 高于爆破音的平均发生率 (52.3%), 差异有

统计学意义(P<0.01)。

3 讨论

腭裂手术的目的是为了恢复患者的正常语音功能。而正常

语音的获得 ,首先要有完善的腭咽闭合功能 ,同时配合术后有效

的语音训练 ,纠正代偿性不良语音习惯才能实现 。因此 ,应尽一

切努力恢复患者的正常语音功能 , 不应将治疗只停留在做手术

封闭腭部裂隙上 。

从本研究结果可以看出 , 所有腭裂患者手术后均有不同程

度的语音问题 , 近 99%的患者都有代偿性不良发音习惯 。这种

不良语音习惯一旦形成 ,纠正起来特别困难 ,造成这么高比例的

发音障碍的根本原因是手术年龄太晚[1 ,2 ] 。虽然有些学者对此观

点有不同认识 ,但大多数学者的研究支持这个观点[3 ～ 5 ] 。

手术后能达到完全腭咽闭合的患者只有 43.1%, 较国外的

一些资料低(60%～ 80%),原因可能是评价标准略有不同 ,另外

本研究中有 22.8%的轻度腭咽闭合不全的患者中不排除有部

分患者由于只在术后不久接受过一次语音评价 , 而随着生长发

育和软腭功能的恢复 , 最终也能达到完全腭咽闭合 。降低手术

年龄除能减少代偿性不良发音习惯的发生外 , 是否也能促进术

后腭咽功能的恢复和发育从而提高术后完全腭咽闭合的比例 ,

这有待进一步研究证实。

在 119例能达到完全腭咽闭合患者的发音测验时发现 , 较

容易发的爆破音正常率高于较难发的磨 、塞音 ,而代偿性发音率

则相反 。在患者进行语音治疗的过程中也发现类似规律 , 大多

数患者学习爆破音较磨、塞擦音容易得多 。

4 结论

腭咽闭合是否完全是获得正常语音的基本条件 , 再加上专

业的语音治疗以及患者和家属的良好合作 , 帮助患者恢复正常

语音是可能的 。由于我国语音病理学尚不健全 , 绝大多数患者

不能获得专业语音病理学医生的帮助 ,提早手术年龄 ,则患者获

得正常发音的基本条件就显得更为重要 。

关键词 腭裂;语音评价;腭咽闭合
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