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脑缺血再灌流线粒体磷脂含量及膜流动性改变
`

江青松 郑彩梅 李露斯 (第三军医大学附属西南 医院神经内科 ) 重庆
,

6 3。 。 3 8

提 要 研究脑缺血再灌流时线拉体磷脂含量与膜流动性改变
,

结果发现缺血 20 m in 再灌流 l h 组线

粒体卵磷脂 ( P C )
、

脑磷脂 ( P E )
、

心磷脂 ( C L )含量与膜流动性均显著降低
.
磷脂酶 C (P L C )抑制剂苯甲基碘酸

氟化物 ( P M S F )治疗组线粒体 P C
、

P E
、

C L 含 量与膜 流动性均 明显增 高
,

并能 显著地减轻海 马 C A
、

区迟发性

神经元坏死
.

提示 线粒体磷脂含量与膜的流动性密切相关
.

肌醇磷脂信使系统参与了缺血性脑损伤
.
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线粒体是一个敏感而多变的重要细胞器
,

是细胞

中能量储存和供给的场所
。

磷脂为线粒体中主要成分
,

本实验采用 H P L C 法及荧光探针 D P H 动态观察脑缺

血再灌流期线粒体磷脂含量及膜流动性的变化
,

并观

察磷脂酶 C (P L C )抑制剂苯甲基碘酞氟化物 (P M S F )

对二者以及海马迟发性神经元坏死的影响
,

探讨肌醇

磷脂信使系统与缺血性脑损伤的关系
.

1 材料与方法

1
.

1 动物模型与分组

健康 w ist
a :

大鼠
,

体重 180 士 30 9
,

雌雄不拘
,

随机分为假

手术组 ( S AM )
、

缺血 2 0 m i
n ( 12 0 m i n )组

、

12 0 m i
n
后再灌流 l h

( R z h )
、

R 6 h
、

R Z d
、

R 7 d 组
.

动物模型采用 P u ls i n e
l l i 法 [ , ]术前

12 h 禁食
,

乙醚麻醉下分离双侧颈总动脉
,

热凝闭双侧椎动脉
.

次 日以动脉夹夹闭双侧颈总动脉
、

夹 闭时间 为缺血期
,

松掉动

脉夹为再灌流期
。

SA M 组不 闭塞血管
.

其它操作 同前
.

以 4 写阿

拉伯胶液作溶媒配制 PM S F 液
,

缺血前 60 m in 以 PM S F 10 。

m g k/ g 腹腔注射作为 P M S F 组
,

仅用 4% 阿拉伯胶液 l ml 腹腔

注射者为 V
e
h ie i

。
组

。

1
.

2 线拉体磷脂含量 .Nl 定

采用改良的 lC
a
kr 技术川将脑匀浆差速离心分离出粗制线

粒体
,

再以不同浓度 iF co n 液低温离心得提纯线粒体
.

用氯仿
·
二甲醇

:

H C I ( 2
:

i
:

0
.

0 1
,

V /V )抽取磷脂
,

尽取下层液 4 0

~ 5 0℃温育
,

N :

吹干
.
加 入正 乙烷

:

异丙醇液 ( 1
:

1
,

V /V )
,

然

后用 H P L C 法测定磷脂含量川
.

1
.

3 线拉体膜流动性浏定

取线粒体 2m l
,

加入 2 x 1 0
`
m

o l / L D P H 液 2 m l 2 5℃ 温育

3 0 m in
,

离心
,

用 P B S 液洗涤
,

最后悬浮在 4 m l P BS 液中
,

以荧

光分光光度计测得荧光偏振度
,

计算出平均微粘度 沪’ .

1
.

4 病理学检查

将 S A M 组
、

P M S F 组与 v he icl
e
组大鼠按要求时间迅速断

头取脑
,

置于福尔马林液中固定
,

常规脱水
、

包埋
、

切片
,

片厚 5

拌m
,

H
.

E
.

染色
,

光镜下以视网格每毫米长度海马 C A
I

区锥体

细胞层神经元数目表示
.

2 结果

2
.

1 脑块血再灌流期磷脂含童 的动态变化

本实验测定了卵磷脂 ( P C )
、

脑磷脂 ( P E )
、

心磷脂 ( C L )
、

磷

脂丝氨酸 (P )S
、

磷脂肌醇 (P )I 五种成份
,

在 S A M 组
,

依次分别

占总磷脂量的 55 %
、

32 %
、

2 %
、

4环和 5%
。

由表 1 所见 R l h 组

与 S A M 组 比较
,

脑线粒体五种磷脂成份的含量中
,

前三者显著

降低
.

G
r o u P

S A M

表 l 脑线粒体磷脂含量 ( p g / m g )

T a b 一 C o n t e n t s o f p h o s p h o l i P i d o f b r a in m i t o e h o n d r i a ( p g / m g )

P C P E C L P S

9 9
.

2 9士 7
.

6 0 5 7
.

3 2士 4
.

4 2 3
.

1 4 士 0
.

4 4 7
.

9 0 士 0
.

8 1 6
.

20 士 0
.

7 1

12 0 m i n 8 7
.

1 1士 9
.

6 0 5 1
.

50 士 4
.

54 2
.

5 6士 0
.

5 1 7
.

4 5士 0
.

7 9 5
.

80 士 0
.

5 2

R l h 6 8
.

9 9士 9
.

9 0
.

3 7
.

4 6士 5
.

24 二 1
.

9 3士 0
.

4 0
.

7
.

4 0士 0
.

6 2 5
.

86士 0
.

4 9

R 6 h 7 7
.

6 0 士 1 1
.

4 5 4 5
.

5 4 士 6
.

9 9 2
.

1 8士 0
.

4 1 7
.

4 6士 0
.

4 9 5
.

90士 0
.

6 4

R Z d 8 3
.

4 9士 1 1
.

2 3 4 9
.

( ) 7士 6
.

2 6 2
.

4 5士 0
.

36 7
.

5 6士 0
.

5 6 5
.

9 6士 0
.

8 0

, :
P < 0

.

0 5
, , , :

尸 < 0
.

0 1 v s S A M
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么 2 脑缺血再灌流期线拉休膜的流动性变化 ( 见表2 )

表 2 脑线粒体膜流动性变化

Ta b 2 Cha n ge of m
e

mb ra n ef l ud i ity of ba r in

m it e ob on d r ia ( m ier ov is es o ity n )

SA M 12 0 m in R l h R 6 h R Z d

2
.

8 2士 0
.

2 8 3
.

90 士 0
.

6 74
.

7 3士 0
.

6 2 二 3
.

7 9士 0
.

7 53
.

92 士 0
.

6 4

月 ~ 6
, 朴朴 :

尸 < 0
.

0 1 2, 5
S A M

膜流动性以平均微粘度 刀表示
,

勺越大膜流动性越低
,

与

S A M 组 比较
,

12 0 m in 组膜流动性略降低
,

R l h 膜流动性 明显

降低
,

以后逐渐恢复
。

2
.

3 PM S F 对脑线拉休碑脂含 童与膜流动性 的影响

(见表 3 )

表 3 P M s F 对脑线粒体磷脂含盆与膜流动性的影响

( , g / m g 线粒体 )

T a b 3 T h e e f f e e t o f PM S F o n t h e e o n t e n t o f

Ph o s Pb o l i P ids
a n d t h e m e

m b r a n e f l u i d i ty o f

b r a i n m i toc h o n d r i a ( “ g / m g m i t o e h o n d r i a )

G
r o u P

s ^ M v
e
h i c l e g r o u p p M S F g r o u p

( R l h ) ( R l h )

9 9
.

2 9士 7
.

6 6 7
.

2 0士 9
.

9 0△ 9 0
.

1 0士 7
.

1 6
.

5 7
.

3 2士 4
.

4 2 3 6
.

16士 5
.

1 4△ 0 5 2
.

2 1士 4
.

1 2
.

3
.

1 4士 0
.

4 4 1
.

9 0士 0
.

3 8 0 5 2
.

2 1士 4
.

1 2
·

cPEPcL

M
e m b

r a n e f l
u id i t y

( M i e r o v i s e o s i t y , )
2

.

8 2士 0
.

2 8 4
.

6 0士 0
.

5 80 3
.

0 6士 0
.

52
.

△
:

尸 < 0
.

0 5
,

△△
:
尸 < 0

.

0 1 v s
S A M

, :
P < 0

.

0 5 v s v e h ie l
e

P M S F 对海马 C A
I
区神经元密度的影响

由表 4 可知
,

R 7 d 未治疗疗组与 S A M 组 比较
,

神经元密

度明显减少
,

PM S F 治疗组神经元密度却元明显 降低
。

表 4 海马 C A
.

区神经元密度

T a b 4 肠 e d e u s i ty o f N e u r o n i n th e C A
一 s u b r i e ld o r h iP Po c a m P u s

G
r o u P

S A M

V e h i e l e ( R 7 d )

P M S F ( R 7 d )

n N
e u r o n a l d

e n s i r y ( N o o f
n o u r o n

/ m nr )

1 9 6士 1 2

组线粒体磷脂中 P C
、

P E
、

C L 含量和线粒体膜流动性

均 明显降低
; 随着再灌时间延长

,

线粒体 P C
、

P E
、

C L

含量增高
、

膜的流动性亦恢复
,

表明线粒体磷脂含量与

膜流动性密切相关
.

生物膜流动性与生物膜上脂肪酸

链长度和不饱和程度
、

胆固醇与磷脂比值
、

卵磷脂与鞘

磷脂 的比值等有关
.

脑 缺血与再灌早期
,

磷脂 酶 zA

( P L A
:
)被激活

,

使膜磷脂降解
,

磷脂含量降低
,

多不饱

和脂肪酸丢失
,

生物膜上脂肪酸链缩短
,

导致线粒体膜

流动性下降
〔, 〕 .

随着再灌时间延长
,

脑线粒体呼吸功能

逐渐恢复
,

使依赖 A T P 的溶血磷脂再酞化作用逐渐

增强
,

故磷脂含量和膜流动性逐渐恢复
。

线 粒体 膜磷脂降解
,

可 引起 膜 通 透性 增 加
,

使

C a 一 ’
易于进入线粒体

,

导致
“

钙超 载
” ,

影响线粒体功

能 ; 线粒体膜磷脂降解
,

使游离脂肪酸含量增加
,

后者

是一种脱偶联剂
,

使 A D P / O 比值减少
,

影响线粒体呼

吸功能
` 6) ;线粒体膜磷脂降解

,

影响其酶的活性
,

如心

磷脂是脑线粒体内膜的主要成分
,

细胞色素 C 氧化酶

及 A T P 合成酶的活性与心磷脂紧密相关
,

影响二酶

的活性
,

可使 A T P 合成减少
` , ) ; 因此当脑缺血再灌时

,

线粒体膜磷脂降解影响线粒体的功能
,

参与缺血性神

经元损伤
。

新近肌醇磷脂信使系统在缺血性脑损伤中的作用

已 受到关注
,

神经递质可与细胞膜受体结合
,

通过 G

蛋 白偶联
,

激活 P L C
,

P L C 激 活后使生物膜上多磷酸

肌醇磷脂裂解
,

产生三磷酸肌醇 ( IP
。
)与甘油二醋

,

I P
3

可介 导 线粒体 内贮 存 的 C a 十 ”
释 放至 胞 浆

,

胞 浆 内

C a 十 `
增高致使细胞损伤

; 另方面
,

胞浆 C a + + 增高
,

又

可进一步激活 P L A
: ,

加速 了脑缺血时膜磷脂的降解
.

本实验证明
,

P L C 抑制剂 P M S F 能使脑缺血再灌流早

期脑线粒体磷脂 含量与膜的流动性增高使海马 C A
;

区神经元密度增高防止脑缺血引起的海马神经元迟发

性坏死
。

因而
,

从肌醇磷脂信使系统的角度
,

P M S F 又

是一种良好的神经元保护剂
,

值得进一步探讨
。

8 0士 1 0△ 参考文献
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3 讨论

磷脂是线粒体膜的主要成 分
,

与线粒体 A T P 合

成及膜的流动性等密切相关
,

是线粒体发挥正常生理

功能不可缺少的重要成份
。

本实验动态观察脑缺血再

灌流期线粒体磷脂成分和膜的流动性
,
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2 讨论

2
.

1 根据 组织来源 可 将 第四 脑 室内脑膜瘤分 为如下

两型

2
.

1
.

1 起源于第四脑室脉络丛
,

仅在第四脑室 内生长
。

2
.

1
.

2 起源于下髓帆脉络膜
,

肿瘤部分生长在第 四脑室 内
,

部

分在小脑半球及绷部
,

可与附近脑膜有粘连
.

所见报告的 24 例

病人中
,

以第一种类型最多见 l1[
.

本组 3例病人肿瘤均位 于第四

脑室内
,

与脑膜有轻度粘连
.

病理诊断与原发性第四脑 室脑膜

瘤相同
,

为纤维细胞型脑膜瘤
.

2
.

2 鉴别诊断

第四脑室内脑膜瘤应与第四脑室内其他肿瘤鉴别
.

其中最

困难的是第四脑室内脉络丛乳头状瘤
.

有人提出下列 C T 表现

有助于两者区别川
:

①第四脑室 内脑膜瘤边界清楚
,

光滑
.
而脉

络丛乳头状瘤常表现为不规则的肿瘤边界
.

②脑膜瘤钙化发生

率高于脉络丛乳头状瘤
.

③C T 平扫时脑膜瘤及大多数乳头状

瘤的密度高于脑组织
,

但等密度乳头状瘤并非少见
。

2
.

3 手术及预 后

第四 脑室内脑膜瘤边界清楚
,

包膜完整
,

与底部粘连不重
,

手术易于分离切除
。

在显微操作下手术
,

可将肿瘤全切
.

第四脑

室 内脑膜瘤预后良好
,

死残率低
.

本组 1例术前脑积水
,

术后并

发双侧额颖部硬膜下积液
,

引流后好转
.

其余两例无并发症
.

3

例病人随访 l ~ 2年
.

无肿瘤复发
。
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