
2　结果

　　 LDH-H亚单位的各外显子分析结果见附图 ,其中外显子 4

显示出异常的泳动度。SSCP改进法与原法所需时间比较见表2。

附图　 PCR产物的 SSCP分析检测人 LDH-H基因变异

2、 3、 4、 5、 6代表外显子 ,加 N代表相应的正常对照

表 2　 SSCP改进法与原法所需时间的比较 ( t /h)

　　步骤 原法 改进法

PCR 3 3

SSCP 2 2

凝胶干燥 1

放射自显影 24

染色 1

总时间 30 6

3　讨论

　　近年来 , PCR-SSCP技术被广泛地应用于各个领

域的基因变异分析
[2, 3 ]
。DNA扩增产物变性成单链后

在非变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳 ,因单链 DNA的高

级结构随着碱基序列的改变而变化 ,在电泳时表现为

泳动度的改变 ,因此发生变异的 DNA与正常 DNA在

电泳时的泳动位置各异 ,故能检出单个碱基的变异。这

种方法被称为 DNA的单链构象多型性 ( SSCP) ,但是

最初的方法在鉴定区分开的各带时需要使用放射性同

位素标记引物 ,通过放射自显影分析结果 ,限制了常规

实验室的普及。

　　我们用非放射性的银染色法代替放射性的同位素

标记法进行 SSCP分析 ,对乳酸脱氢酶基因的点突变

的检出非常方便 ,特别是使用 Phast system全自动电

泳系统 ,大大地减少了人工操作手续 ,提高了检测的灵

敏度 ,从附图可以清楚地看到区分的各带 ,分辨率极

高 ,测定下限可达 20 pg /带。

　　银染色过程中的高温条件增加了试剂在凝胶中的

扩散 ,加速了染色和脱色的过程 ,使染色所需时间大为

减少。由表可见改进法比原法减少了 1 d的时间。因此

从检测基因变异的灵敏度 ,操作的安全 ,所需时间等方

面综合考虑 ,非放射性的 SSCP法比放射性的原法具

有更实用的优点 ,适于在常规实验室中普及。

　　关键词　银染色法 ; PC R-SSCP;乳酸脱氢酶 ;亚单位变异

　　中图法分类号　 Q7
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大鼠生后脑星形胶质细胞发育的形态学观察

A morphological study on postnatal rat brain astrocytes

邓晓林 　蔡文琴　　 (第三军医大学基础医学部组织学与胚胎学教研室 )重庆 , 400038

　　提　要　目的: 观察大鼠生后脑星形胶质细胞发育特征 ,推测其在大鼠脑发育中的作用。方法: 采用胶质

纤维酸性蛋白 ( GFAP)抗体进行免疫组化染色。结果: ①大鼠脑 GFAP阳性星形胶质细胞的分布于生后 3个
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月达成体状态。②室管膜区及室管膜下区辐射状 GFAP阳性细胞不明显 ,整个大脑 GFAP阳性

细胞形态相对单一。③海马和齿状回的 GFAP阳性细胞呈规则的分层排列。结论: 大鼠脑星形胶质细胞发育

较晚 ,提示其对神经元迁移的引导作用可能不如人类重要 ;随着成熟 ,星形胶质细胞形成固定而独特的分布

模式。

　　随着对脑发育过程中辐射状胶质纤维 (包括辐射

状胶质母细胞和辐射状星形胶质细胞两类 ) 的认识 ,

人脑辐射状星形胶质细胞对神经元迁移的引导作用受

到肯定 ,而鼠脑神经元迁移是否如此 ,尚未见明确结

论
[2 ]
;此外 ,新近关于胶质网络概念的提出和对其生理

特性的了解
[3 ]

,提示星形胶质细胞的不同分布模式可

能潜在有其独特的生理意义。本实验对大鼠生后不同

时期脑星形胶质细胞进行胶质纤维酸性蛋白 ( Glial

fibril la ry acidic protein, GFAP)免疫组化染色 ,了解其

分布特性 ,推测其在脑发育中的可能作用。

1　材料与方法

　　Wistar大鼠 63只 ,按年龄分为生后 1、 3、 6、 9、 14、 21 d、 3、 6、

12月 9组 ,每组 7只。麻醉后 4%多聚甲醛灌注固定 ,开颅取脑及

颈段脊髓 ,冠状面将脑切成约 0. 5 cm厚的小块 ,固定 4～ 12 h ,

冰冻切片 (厚 30μm) ,每隔 10张取 2张分为两套 ,一套行 Nissl染

色 ,证明神经元无尼氏体溶解现象 ,并用于 GFAP抗体染色后

分布特征描述的参考。另一套行 GFAP SP ( Str eptav idin /per-

ox idase,链酶亲和素 /过氧化物酶 )法免疫组化染色 [4 ]。

2　结果

　　 1、 3 d: 颈段脊髓、延髓和桥脑的软脑脊膜染色为阳性 ,膜

下区及毛细血管周围可见阳性反应细胞 ,其胞体细小 ,突起稀

疏 ,染色浅 ;在大脑、小脑和中脑仅见软膜胶质膜呈阳性带状

环 ,实质内未见阳性细胞。

　　 6、 9 d: 大脑和小脑白质神经纤维束内出现突起少、胞体小

的阳性细胞 ;海马和间脑偶见散在阳性细胞 ;颈段脊髓和脑干

软膜及其下的纤维增粗、增长 ,见图 1,实质内毛细血管旁的阳

性细胞增多 ;脑室的室管膜细胞中出现可疑阳性反应物质。

　　 14 d: 小脑伯格曼纤维阳性反应明显增强 ,室管膜区 ( Ven-

tricular zo on, V Z)及室管膜下区 ( Subvent ricula r zoon, SV Z)出

现明显的阳性细胞 ,与人胎脑 V Z及 SV Z的阳性细胞相比 ,其

突起短而细 ,排列不甚规则 ;大脑灰质、小脑灰质和海马均见清

晰的阳性细胞 ,特别是在小血管和毛细胞管周围 ,见图 2。

图 1　大鼠生后第 6天 ,GFAP阳性星形胶质细胞环绕颈段脊髓的软脊膜 ,并向白质部辐射　 ( ICC× 400)

图 2　大鼠生后第 14天 ,大脑灰质小血管旁可见 GFAP阳性纤维环绕　 ( ICC× 400)

　　 21 d:各部位阳性细胞数目增多 ,特征性的表现为齿状回

的阳性细胞出现内、外两层规则分布 ,其突起垂直于表面而相

互平行 ,多为单突起和少突起细胞 ;海马 CA3区的细胞亦表现

类似的排列方式 ,而海马其它区域的阳性细胞则主要集中于海

马的锥体细胞层和分子层。

　　 3月:除海马和齿状回的阳性细胞增至 4～ 5层 ,呈规则排列

外 ,其它部位阳性细胞数目、形态及排列方式变化不明显。

　　 6、 12月: 各部位细胞密度与 3月无明显差异 ,分布特点为在

软膜、大脑和小脑皮层的白质部、胼胝体、脑干和中脑的神经束

髓内段中 , GFAP阳性细胞密集 ,染色较深 ,而在大脑、小脑灰

质 GFAP阳性细胞数少 ,染色也较浅。

3　讨论

　　 Bignami等 [1 ]对大鼠新皮层及海马进行的 GFAP

免疫组化染色显示: GFAP阳性星形胶质细胞于生后

一周间断出现于新皮层的软膜胶质膜 ,生后 9 d胶质

膜呈连续性阳性反应 ;而血管周胶质膜出现于生后 18

d。本实验采用的间接法亲合免疫细胞化学其敏感性比

Bignami所用的直接荧光抗体染色法高数百倍
[4 ]
,因

此检测的大鼠生后 GFAP阳性细胞及软膜胶质膜阳

性反应的出现时间较 Bignami报道的早。脑发育过程

中 ,神经元由 V Z和 SV Z分化 ,迁移到不同的脑区和

皮层 ,有赖于长的胶质突起 [ 2] ,而本结果表明大鼠 V Z

及 SV Z GFAP阳性辐射状星形胶质细胞不如人类典

型。Edwa rd
[5 ]
也有类似报道 ,并报道用 RC-1抗体可显

示出密集而长突起的辐射状胶质母细胞 ,提示大鼠引
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导神经元迁移的可能主要为辐射状胶质母细胞 ,而不

像人类主要由辐射状星形胶质细胞完成。

　　本实验还观察到: GFAP阳性星形胶质细胞在海

马和齿状回呈明显的规则排列 ,表明星形胶质细胞在

脑的分布是有规律的 ,这种有序性有利于神经元与星

形胶质细胞之间建立固定的位置关系和稳定的功能关

系。新近的研究表明星形胶质可能参与了脑的复杂功

能活动 ,包括学习和记忆
[ 6]

,星形胶质细胞通过缝隙连

接彼此相联在中枢构成复杂的胶质网络 ,这一网络与

神经元网络在功能上相互影响 [3 ] ,进一步研究星形胶

质细胞在中枢神经系统的有序性排布 ,将有助于更深

入地认识星形胶质细胞在脑功能中的作用。

　　关键词　大鼠 ;脑 ;星形胶质细胞 ;发育

　　中图法分类号　 R329. 1
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不同术式对治疗消化性溃疡的疗效评价

Evaluation of the therapeutic ef fects of different operation styles on the

treatment of peptic ulcer

孙念绪 　蔡志民　　 (第三军医大学附属西南医院普通外科 )重庆 , 400038

　　提　要　目的: 探讨高选迷切加半胃切除术 ( HSV+ HG)治疗消化性溃疡的疗效。方法:将同期收治的消

化性溃疡 115例 ,分成胃大部切除 , HSV和 HSV+ HG 3组 ,于术前及术后 6个月行放射性核素、胆酸测定和病

理组织学检查 ,了解胆汁返流和溃疡愈合情况。用 21条狗分成 3组试验 ,了解胃十二指肠和保留胃窦浆肌层的

功能。结果: HSV+ HG能防止胆汁返流 ,而且无溃疡复发 ,动物试验证实保留的胃窦浆肌层功能存在。结论:

HSV+ HG是目前治疗消化性溃疡的理想术式。

　　我科 1988年设计了高选迷切加保留胃窦浆肌层的

半胃切除术治疗消化性溃疡 ,经临床研究及动物试验

证实 ,可避免胃大部切除和高选迷切的不足 ,是目前治

疗消化性溃疡较理想的术式 ,现报告如下。

1　材料和方法

1. 1　临床资料
　　选择 1988～ 1996年内收治的消化性溃疡 115例 ,男性 108

例 ,女性 7例 ,平均年龄 43. 2岁。病程半年至 25年。HSV+ HG组

85例 ,包括十二指肠球部溃疡 75例 (伴穿孔的 29例 ,出血 6例 ,幽

门梗阻 5例 ,无并发症的 35例 )、复合性溃疡 6例、胃溃疡 4例。胃

大部切除 Billro th-Ⅰ ( B-Ⅰ )式胃肠吻合 10例 ,其中球部溃疡 5

例 ,胃溃疡 5例。Billro th-Ⅱ ( B-Ⅱ ) 式胃肠吻合 10例 ,其中球部

溃疡 7例 ,胃溃疡 3例 ,包括穿孔 2例。高选迷切 ( HSV )组 10例 ,全

部为球部溃疡 ,其中伴穿孔 3例。全部穿孔病人 ,穿孔至手术时

间为 3～ 24 h。穿孔直径 0. 2～ 1. 5 cm。

1. 2　手术方法
　　 HSV+ HG: 开腹后距幽门环 6 cm处沿胃大弯分离大网膜
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