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%&

!6
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%9"""#

%

通讯作者# 吴成翰!

)-5

#

#%:"9"#9!#:

!
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!临床论著!

脑出血各证型患者细胞自噬及

&1IA->J=K D

表达差异研究

廖远生#

$杨瑞玲$吴成翰#

$王开宇!

摘要$目的$观察脑出血"

(&L

#闭脱证患者血肿周围组织细胞自噬和自噬相关蛋白
&1IA->J=K D

的表

达差异$ 方法$将
!F

例
(&L

患者根据中医辨证分为阳闭证"

#!

例#%阴闭证"

:

例#%脱证"

C

例#

%

组&评估

出血量及格拉斯哥昏迷量表"

M&N

#评分%美国国立卫生研究院卒中量表"

7(LNN

#评分'另选
C

例颅内深部

动静脉畸形"

O3+

#需开颅手术&但未发生脑出血的患者&作为对照组'采用透射电镜"

);+

#技术和免疫组

织化学法"

(L&

#检测细胞内自噬泡及
&1IA->J=K D

蛋白表达情况$ 结果$

(&L

患者血肿周围脑组织中自噬

泡数量及
&1IA->J=K D

表达明显高于对照组"

P Q"

!

"#

#$ 各证型按自噬泡数量%

&1IA->J=K D

表达水平%

出血量%

7(LNN

评分排列由高至低均为(脱证%阴闭证%阳闭证"

P Q"

!

"#

&

P Q"

!

"9

#'按
M&N

评分排列由高

至低为阳闭证%阴闭证%脱证"

P Q"

!

"#

#$ 自噬泡数量%

&1IA->J=K D

表达与出血量%

7(LNN

评分呈正相关

"

P Q"

!

"#

#'与
M&N

评分呈负相关"

P Q"

!

"#

#$ 结论$细胞自噬参与了
(&L

后继发性神经细胞损伤&闭脱

证患者血肿周围组织细胞自噬和自噬相关蛋白
&1IA->J=K D

的表达存在差异$

关键词$脑出血' 继发性脑损伤' 细胞自噬' 组织蛋白酶
D

' 闭证' 脱证

31/=40J N2KR/4<- O0I4>A1S2 4T (KI/1@-/-./15 L-<4//A1S- 1KR ;U>/-JJ=4K 31/=1I=4K 4T &1IA->J=K D

V(OE W01K

#

JA-KS

#

!

WO7M X0=

#

5=KS

#

!

*Y &A-KS

#

A1K

#

!

1KR *O7M Z1=

#

20

!

$

# D->1/I<-KI 4T 7-0/45

#

4S2

!

N-@4KR P-4>5-

%

J L4J>=I15 OTT=5=1I-R I4 ,0H=1K YK=[-/J=I2 4T )/1R=I=4K15 &A=K-J- +-R=@=K-

!

,0\A40

$

%9"""%

%&

! D->1/I<-KI 4T 7-0/4J0/S-/2

!

,0H=1K P/4[=K@=15 L4J>=I15

!

,0\A40

$

%9"""#

%

O]N)XO&)

$

E.H-@I=[-

$

)4 4.J-/[- IA- R=TT-/-K@-J 4T K-0/15 10I4>A1S2 1KR IA- -U>/-JJ=4K 4T &1

#

IA->J=K D =K >1I=-KIJ ?=IA -U@-JJ J2KR/4<- 4T JI/4^- 1KR R->5-I=4K J2KR/4<- 4T JI/4^- =K IA- >-/=

#

A-<1

#

I4<15 ./1=K I=JJ0- 4T =KI/1@-/-./15 A-<4//A1S-

$

(&L

%

6 +-IA4RJ

$

)?-KI2

#

J-[-K >1I=-KIJ ?-/- 1JJ=SK-R I4

IA/-- S/40>J 1@@4/R=KS I4 J2KR/4<- I2>=KS

!

=6-

!

1J W1KS -U@-JJ S/40>

$

#! @1J-J

%!

W=K -U@-JJ S/40>

$

:

@1J-J

%!

1KR R->5-I=4K J2KR/4<- S/40>

$

C @1J-J

%&

)A- A-<4//A1S- [450<- ?1J 1JJ-JJ-R

&

71I=4K15 (KJI=

#

I0I- 4T L-15IA NI/4^- N@15-

$

7(LNN

%

1KR M51JS4? &4<1 N@15-

$

M&N

%

J@4/-J ?-/- /-@4/R-R

&

OK4IA-/ J=U

-K@->A15=@ 1/I-/=4[-K40J <15T4/<1I=4K

$

O3+

%

>1I=-KIJ IA1I /-_0=/- @/1K=4I4<2

!

?=IA40I 4@@0//-K@- 4T

(&L

!

?-/- -K/455-R 1J IA- @4KI/45 S/40>6 O0I4>A1S2 =K IA- >-/=

#

A-<1I4<15 ./1=K I=JJ0- ?1J 4.J-/[-R .2

0J=KS I/1KJ<=JJ=4K -5-@I/4K <=@/4J@4>2

$

);+

%

6)A- -U>/-JJ=4KJ 4T &1IA->J=K D ?1J R-I-@I-R .2 =<<0K4

#

A=JI4@A-<=JI/2

$

(L&

%

6 X-J05IJ

$

)A- K0<.-/ 4T 10I4>A1S=@ [1@045-J 1KR IA- -U>/-JJ=4K 4T &1IA->J=K D

?-/- J=SK=T=@1KI52 =K@/-1J-R =K IA- >-/=

#

A-<1I4<15 ./1=K I=JJ0- 4T (&L >1I=-KIJ @4<>1/-R ?=IA IA1I =K IA-

@4KI/45 S/40>

$

P Q"

%

"#

%

6 (K 1@@4/R1K@- ?=IA 10I4>A1S=@ 1<40KI

!

&1IA->J=K D -U>/-JJ=4K 5-[-5

!

.5--R=KS

1<40KI

!

1KR 7(LNN

!

J2KR/4<-J I2>-J ?-/- J-_0-K@-R T/4< A=SA I4 54? 1J R->5-I=4K J2KR/4<-

!

W=K -U

#

@-JJ J2KR/4<- 1KR W1KS -U@-JJ J2KR/4<-

$

P Q"

%

"#

!

P Q"

%

"9

%&

=K 1@@4/R1K@- ?=IA M&N

!

J2KR/4<-J

I2>-J ?-/- J-_0-K@-R 1J W1KS -U@-JJ J2KR/4<-

!

W=K -U@-JJ J2KR/4<- 1KR R->5-I=4K J2KR/4<-

$

P Q

"

%

"#

%

6 O0I4>A1S=@ 1<40KI 1KR &1IA->J=K D -U>/-JJ=4K ?-/- >4J=I=[-52 @4//-51I-R I4 .5--R=KS [450<- 1KR

7(LNN

$

P Q"

%

"#

%!

1KR K-S1I=[-52 @4//-51I-R I4 M&N

$

P Q"

%

"#

%

6&4K@50J=4KJ

$

O0I4>A1S2 >1/I=@=>1I-J =K

J-@4KR1/2 K-0/4K =KH0/2 1TI-/ (&L6 O0I4>A1S2 1KR IA- -U>/-JJ=4K 4T &1IA->J=K D ?-/- R=TT-/-KI =K IA- >-

#
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A-<1I4<15 ./1=K I=JJ0- 4T >1I=-KIJ ?=IA -U@-JJ J2KR/4<- 4T JI/4^- 1KR R->5-I=4K J2KR/4<- 4T JI/4^-6

Z;W*EXDN

$

=KI/1@-/-./15 A-<4//A1S-

&

J-@4KR1/2 ./1=K =KH0/2

&

10I4>A1S2

&

@1IA->J=K D

&

-U@-JJ

J2KR/4<-

&

R->5-I=4K J2KR/4<-

$$脑出血$

=KI/1@-/-./15 A-<4//A1S-

!

(&L

%后继

发病理性损害是患者死亡的主要原因' 研究证实细胞

自噬参与了
(&L

的继发性损伤'

L- W

等(

#

!

!

)证实实

验大鼠
(&L

后自噬可被显著激活'

M4KS W

等(

%

)研究

发现老龄大鼠脑出血后诱导自噬发生!且导致更严重的

神经功能缺损' 由于开颅血肿清除术目前仍是重症

(&L

的治疗手段之一!手术过程中会有组织碎片脱落!

这些脱落的组织碎片可以作为病理标本!使得本研究得

以实施' 本研究先后收集了
!F

例脑出血患者!观察了

中风闭证*脱证患者血肿周围神经元细胞的自噬泡及自

噬相关蛋白
&1IA->J=K D

表达差异!报道如下'

资料与方法

#

$诊断标准及中医辨证分型标准$

(&L

诊断参

照+各类脑血管疾病诊断要点,

(

8

)

' 中医诊断为中风!

辨证为阴闭证*阳闭证*脱证(

9

!

C

)

'

!

$纳入及排除标准$纳入标准#符合诊断标准&

出血部位在基底节区&出血量
`%" <V

&且颅内血肿占

位明显需使用脑血肿清除手术进行治疗&发病到接受

手术治疗时间
!!8 A

&患者和$或%其亲属均在入组前

或术前签署知情同意书' 排除标准#与华法林相关性

(&L

及其他脑血管疾病和小脑*脑干出血患者&合并有

肝*肾*造血系统和内分泌等严重原发性疾病*精神病*

感染*肿瘤及结缔组织性疾病者&进展性脑出血者'

%

$一般资料$

!F

例均为
!"##

年
#

月-

!"#%

年
!

月福建省立医院神经外科住院手术的
(&L

患者

$

(&L

组%!其中男
#8

例!女
#%

例!年龄
!$ a$$

岁!平

均$

99

'

#F

%岁' 其中阳闭证患者
#!

例$男
F

例!女
9

例%!年龄$

9$

'

#$

%岁&阴闭证患者
:

例$男
%

例!女
C

例%!年龄 $

C8

'

#%

%岁&脱证患者
C

例$男
8

例!女
!

例%!年龄范围$

9!

'

#%

%岁&另选
C

例颅内深部动静脉

畸形$

1/I-/=4[-K40J <15T4/<1I=4K

!

O3+

%需开颅

手术!但没有发生脑出血的患者!作为对照组!其中男

女各
%

例!年龄
%: a C9

岁!平均$

9#

'

#"

%岁' 本研

究通过福建中医药大学附属第二人民医院伦理委员会

审查和批准$批件号#

!""8

"

"!

"

"C

%'

8

$观察指标及方法

8

!

#

$颅内出血量$按照多田公式(

!

(血肿$长(

宽(层数%

GC

)

(

F

)计算患者颅内出血量'

8

!

!

$格拉斯哥昏迷量表评分$入院后参照参考文

献(

$

)行格拉斯哥昏迷量表$

M51JS4? &4<1 N@15-

!

M&N

%评分'

8

!

%

$美国国立卫生研究院卒中量表评分$入院

后参照参考文献(

:

)行美国国立卫生研究院卒中量表

$

71I=4K15 (KJI=I0I- 4T L-15IA NI/4^- N@15-

!

7(LNN

%

评分'

8

!

8

$脑组织标本的采集$收集患者在脑血肿清

除手术过程中!由吸引器引流出的废弃脑组织碎片作

为病理标本(

#"

)

' 标本收集由本课题组自制脑组织碎

片回收装置完成!该装置由吸引器*过滤网*自动冲洗

系统和制冷系统组成$该系统已获中华人民共和国实

用新型专利!专利号#

bV!"##!""$#:$F

!

C

&同时已申

请
P&)

!申请号#

P&)G&7 !"##G"F:$%%

%!此系统能

够在
"

)的环境下将组织碎片与血液*组织液及生理

盐水自动过滤分开!从切开脑膜进入脑组织到血肿清

除的整个手术过程中均有出血必需使用吸引器!在吸

引器吸血时必然吸入少量的脑组织!此时回收装置能

够将这些脑组织碎片分离出来并随时取出'

8

!

9

$电镜标本的制作和观察$取材!

%c

戊二醛

"

#

!

9c

多聚甲醛前固定!

#c

锇酸 "

#

!

9c

亚铁氰化

钾后固定!酒精 "丙酮脱水!环氧树脂
C#$

包埋剂包

埋&超薄切片!醋酸铀*柠檬酸铅染色' 使用
PA=5

#

=>J;+!"$

型透射电镜高倍镜下观察*摄片!然后进行

对比分析!在
);+

下有时难以区分自噬体和自噬溶酶

体!这些结构统称为自噬泡 $

10I4>A1S=@ [1@045-

!

O3

%

(

##

)

!因此采用
O3

作为观察指标' 采用免疫组织

化学染色检测
&1IA->J=K D

表达水平!一抗为兔抗人

单克隆抗体
&1IA->J=K D

$购自英国
O.@1<

公司%!

免疫组化试剂盒及
DO]

显色剂均购自北京中杉金桥

生物技术有限公司' 运用
);+

高倍镜及免疫组化法

对
(&L

组及对照组的组织切片进行观察!对比每个视

野内的
O3

数量及
&1IA->J=K D

表达情况'

9

$统计学方法$采用
NPNN #C

!

"

统计软件进行统

计分析!计量资料若符合正态分布以
U

'

J

表示!不符合

正态分布以
P9"

$

P!9

!

PF9

%表示' 组间比较符合正态分

布的采用单因素方差分析!不符合正态分布的用秩和检

验&计数资料用
"

!检验&相关分析采用直线相关分析&

P Q"

!

"9

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$

(&L

患者各证型术前颅内出血量及
M&N

评
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分*

(7(LNN

评分比较 $表
#

% $各证型按出血量和

7(LNN

评分高低顺序排列为脱证*阴闭*阳闭!按

M&N

评分高低排列为阳闭*阴闭*脱证 $

P Q"

!

"#

%'

表
#

$

(&L

患者各证型颅内出血量及
M&N

评分*

7(LNN

评分比较$$

U

'

J

%

证型 例数 出血量$

<V

%

M&N

评分$分%

7(LNN

评分$分%

阳闭
#! %$

'

8 :

&

8

'

#

&

: !#

&

9

'

#

&

!

阴闭
:

98

'

9

"

C

&

C

'

#

&

#

"

!9

&

!

'

"

&

$

"

脱证
C

F!

'

F

"#

8

&

"

'

#

&

%

"#

!$

&

9

'

#

&

#

"#

$$注#与阳闭证比较!

"

P Q"

!

"#

&与阴闭证比较!

#

P Q"

!

"#

!

$两组
O3

数量及
&1IA->J=K D

表达情况比较

$表
!

!图
#

%$

(&L

组
O3

数量及
&1IA->J=K D

表达

明显多于对照组$

P Q"

!

"#

%'

表
!

$两组
O3

数量及
&1IA->J=K D

表达比较

(

P9"

$

P!9

!

PF9

%)

组别 例数
O3

$个%

&1IA->J=K D

$

c

%

对照
C %

&

"

$

!

&

"

!

8

&

"

%

8

&

"

$

!

&

"

!

8

&

"

%

(&L !F

#%

&

"

$

:

&

"

!

!"

&

"

%

"

#"

&

"

$

:

&

"

!

##

&

"

%

"

$$注#与对照组比较!

"

P Q"

!

"#

$$注#

O

*

]

为
);+

高倍镜结果$

J@15- .1/ d%"" K<

%&箭头所指

为
O3

&

&

*

D

为免疫组化法$ (

!""

%!细胞浆染色呈棕黄色为
&1

#

IA->J=K D

阳性细胞$箭头所指%

图
#

$两组
O3

数量及
&1IA->J=K D

表达

%

$

(&L

患者各证型
O3

数量及
&1IA->J=K D

表

达比较$表
%

!图
!

%$

(&L

患者中医各证型之间血肿周

围脑组织神经细胞内
O3

数量及
&1IA->J=K D

表达有

差异$

P Q"

!

"#

%!按
O3

数量多少及
&1IA->J=K D

表达

高低顺序排列为#脱证*阴闭*阳闭'

表
%

$

(&L

患者各证型
O3

及
&1IA->J=K D

比较$$

U

'

J

%

证型 例数
O3

$个%

&1IA->J=K D

$

c

%

阳闭
#! #"

&

" e#

&

C F

&

$

'

!

&

9

阴闭
:

#F

&

F e8

&

C

"

##

&

:

'

!

&

F

"

脱证
C

!!

&

F e!

&

!

"#

#8

&

!

'

%

&

:

"#

$$注#与阳闭证比较!

"

P Q"

!

"#

& 与阴闭证比较!

#

P Q"

!

"9

8

$

(&L

组术前颅内出血量与
M&N

及
7(LNN

评

分的关系$图
%

%$出血量与
M&N

评分呈负相关$

/ d

"

"

!

$%#

!

P Q "

!

"#

%!与
7(LNN

评分呈正相关$

/ d

"

!

:!"

!

P Q"

!

"#

%'

$$注#

O

*

D

为阳闭证&

]

*

;

为阴闭证&

&

*

,

为脱证&

O

"

&

为
);+

高

倍镜结果$

J@15- .1/ d%"" K<

%!箭头所指为
O3

&

D

"

,

为免疫组化法

$ (

!""

%!细胞浆染色呈棕黄色为
&1IA->J=K D

阳性细胞$箭头所指%

图
!

$

(&L

患者各证型
O3

数量及
&1IA->J=K D

表达

$$注#

O

为术前颅内出血量与
M&N

评分的关系&

]

为术前颅内出

血量与
7(LNN

评分的关系

图
%

$

(&L

组术前颅内出血量与
M&N

及

7(LNN

评分的关系

9

$

(&L

后
O3

及
&1IA->J=K D

表达与出血量*

M&N

及
7(LNN

评分间的关系$图
8

%$

(&L

患者
O3

和
&1IA->J=K D

表达与出血量*

7(LNN

评分呈直线正

相关$

/

8

"

O

d"

!

F9$

!

/

8

"

]

d"

!

F#$

!

/

8

"

&

d"

!

$!F

!

/

8

"

D

d

"

!

F#8

!

P Q"

!

"#

%&与
M&N

评分呈直线负相关$

/

8

"

;

d

"

"

!

$CC

!

/

8

"

,

d

"

"

!

CFF

!

P Q"

!

"#

%'

$$注#

O

*

]

分别为
O3

数量*

&1IA->J=K D

表达与出血量的关系&

&

*

D

分别为
O3

数量*

&1IA->J=K D

表达与
7(LNN

评分的关系&

;

*

,

分别为
O3

数量*

&1IA->J=K D

表达与
M&N

评分的关系

图
8

$

(&L

后
O3

及
&1IA->J=K D

表达与出血量*

M&N

及
7(LNN

评分间的关系
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!
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讨$$论

&1IA->J=K D

是存在于溶酶体中的天冬氨酸蛋白

酶!在溶酶体中主要表现内肽酶活性'

&1IA->J=K D

是介导自噬过程的重要蛋白!有研究表明其能介导自

噬的过程!若能抑制
&1IA->J=K D

!就能阻止
O3

的形

成(

#!

)

'

&1IA->J=K D

是溶酶体的标记物!它的表达和

激活可反映自噬活性!在执行自噬性细胞死亡过程中

扮演着重要的角色(

#%

)

'

适度的自噬能清除细胞内过多或异常的蛋白质*细

胞器!甚至病原微生物!这不仅有利于维持细胞稳态!也促

进氨基酸等的再循环!为多种生化进程提供底物或原

料(

#8

)

' 正常生理条件下!细胞自噬的水平很低!作用主要

是维持细胞正常的新陈代谢!在本研究中对照组也较少

观察到
O3

和
&1IA->J=K D

的表达!符合这种生理现象'

但当受到一定的病理刺激时!细胞自噬水平就会显著增

高&通过自噬能够及时清除异常的细胞质和$或%细胞器

等物质!这对于维持细胞的正常功能发挥了重要作用'

但过度自噬可引起细胞死亡!发生自噬性细胞死亡(

#9

)

'

本研究通过
);+

和
(L&

观察发现#人脑神经细胞

很少发生自噬现象!而
(&L

血肿周围脑组织神经细胞内

的
O3

和
&1IA->J=K D

表达明显增多 $

P Q "

!

"9

%'

(&L

患者血肿周围脑组织神经细胞内
O3

及自噬相关

蛋白
&1IA->J=K D

表达高于对照组!提示
(&L

能够激

活自噬溶酶体途径!表现为神经细胞内自噬体的形成和

溶酶体的激活!

O3

及
&1IA->J=K D

表达的增多!而且

随着出血量的增加!神经细胞内
O3

及
&1IA->J=K D

表

达就越多!病情也就越重' 在相关性分析中发现神经细

胞内
O3

及
&1IA->J=K D

表达与出血量*

7(LNN

评分

呈正相关!与
M&N

评分呈负相关!

O3

及
&1IA->J=K D

表达的多少与病情轻重呈正相关&由于出血量*

7(LNN

评分及
M&N

评分可以从一定程度上反映
(&L

后脑损

伤的情况!所以上述结果间接提示了细胞自噬参与了

(&L

后的继发性神经细胞损伤!根据目前对自噬的相关

研究结果(

#C

)推测!这种
O3

及自噬相关蛋白表达的增

多可能与诱导凋亡的启动有关!使细胞趋向坏死从而加

重损伤!适时地使用自噬激活剂或抑制剂来启动或关闭

自噬并使其维持在适度的水平!对病情的改善可能会起

到一定的作用' 由于人脑取材的困难!适合选择的病例

数较少!故本研究无法准确*清晰地观察到人类
(&L

后

自噬表达变化的全部过程!这有赖于以后的动物实验进

一步研究'

本研究表明在中医阳闭*阴闭*脱证中
O3

及
&1

#

IA->J=K D

表达依次升高!

O3

及
&1IA->J=K D

表达对中

医微观辨证有一定的帮助!脱证的出血量及
7(LNN

评分

明显高于闭证!而
M&N

评分低于闭证!提示脱证的脑实

质损伤较闭证严重!闭证及脱证可反映病情的轻重'

利益冲突#无'
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