
腺分泌!'(1由腮腺分泌!(1由舌下腺分泌及一些小

涎腺组织分泌组成" 分泌功能单位为腺泡和导管!增

龄性变化!腺泡细胞变性!炎症!导管上皮肿胀!管腔

狭窄!均导致唾液分泌减少!引起唾液量减少而黏稠"

本实验结果显示雌激素水平降低!唾液腺组织变化"

去势 d雌激素组)腮腺腺泡有空泡性脂肪性变性!胞

质染色淡*颌下腺的浆液性腺部分导管上皮变性出现

黏液性空泡!管腔变小" 去势组大鼠唾液腺变化更为

严重!出现核固缩"

)0E-3在唾液腺中的作用)E-3是一种金属酶

蛋白!是氧自由基的清除剂" ]T!iM 5E-3又称

E-3" 是人体内超氧负离子自由基的专一清除剂!在

体内自由基的产生与清除的动态平衡起关键作用"

同时 ]T!iM 5E-3具有抑制细胞凋亡!保护组织!防

止退行性改变的作用
/"*!""0

" 雌激素可提高机体抗氧

化能力! 并可对抗脂质过氧化反应!使氧自由基清除

率增加#E-3水平升高" 本研究结果显示! 对照组#

假手术组大鼠唾液腺中 ]T!iM 5E-3表达呈强阳性!

]T!iM 5E-3在去势 d雌激素组大鼠腮腺中较正常

对照组的表达较弱!腮腺腺泡细胞为阳性表达!颌下

腺中浆液性腺的导管上皮呈弱阳性!黏液性腺不着

色!舌下腺不着色" 去势组腮腺腺泡细胞只有较弱的

阳性表达!颌下腺和舌下腺均无染色" ) 部分结果均

提示雌激素与 E-3水平正相关!可提高机体的抗氧

化能力! 同时可能参与了唾液腺组织中抑制细胞凋

亡作用!从而减少由于自由基等导致的脂质过氧化等

细胞毒性反应和因细胞凋亡而致的组织变性而影响

分泌功能"
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磷脂酶 &

,

#白细胞介素 *'

!

#金属蛋白酶组织

抑制物 *' 在创伤性脑损伤中的表达研究

李廷富!万立华!张!薇!傅登俊

摘!要!目的!研究胞质型磷脂酶 F

'

+L4_F

'

,#白细胞介素 5"

!

+ _̂5"

!

,#金属蛋白酶组织抑制物 5"+Ẑ945",在创伤性

脑损伤中的表达以及作用" 方法!以自由落体撞击伤大鼠模型为对象!用 <Z54]<方法检测脑组织中 L4_F

'

# _̂5"

!

#Ẑ945"

(&((

!!论!!著!

89:; <:=!9>?'*"*!@AB0)# CA0)!!



的 P<CF表达变化" 结果!L4_F

'

的 P<CF在伤后 'N 表达升高!% 天达到高峰!以后下降!但直到 ". 天时仍高于正常对照组水

平" _̂5"

!

在伤后 "N 表达明显升高!( /&N 达到高峰!在伤后 %'N 时降至正常对照组水平" Ẑ945" 在伤后 'N 开始升高!.& /

%'N 达到高峰!到 ". 天时基本接近正常对照组水平" 结论!L4_F

'

# _̂5"

!

和 ZOPR 5" 在脑损伤后表达增加提示 L4_F

'

# _̂5"

!

和 Ẑ945" 参与了脑损伤过程并可能在其中发挥了重要作用"

关键词!磷脂酶 F

'

!白介素 5"

!

!基质金属蛋白酶抑制剂 5"!脑损伤

"09EC >?0@<3FS2<//.>=>?0@<)@>/S@>:.S1/<&

,

! V=0<2:<9T.=*'

!

1=E7.//9<V=@.H.0>2>?8102.F 8<01::>S2>0<.=1/<*' X>::>B.=D 7219A10.;

%21.=V=J92CG(

6232%,U.! 0#% 627.#! )7#%, 0!2! (. _!%,>.%<_!E#&"K!%"+UB$2%2G#$6#;+&#"+&A!37!372&/ '!+E$!bDC+DE2"#$+UB7!%,?

/.!*2G7.#% ]c]PPP! B72%#

&H/021;0!IHJ<;0.K<!ZAOM[:=WOX>W:WN::IR?:==OAM AUWN:LHWA=ABOLRNA=RNABOR>=:F

'

+L54_F

'

,! OMW:?B:TaOM 5" V:W>+ _̂5"

!

,! WO=Q

=T:OMNOVOWA?AUP>W?OIP:W>BBAR?AW:OM>=:5"+Z945", OM ?>WV?>OM >UW:?OMJT?H08<0@>E/!ZN:PA;:BAUW?>TP>WOLV?>OM OMJT?HA?OXOM>BBH;:Q

=L?OV:; VHY::M:HG>=:PRBAH:;0ZN:P<CFG>=>M>BHK:; VH<Z54]<0+</9:0/!ZN:P<CFAULHWA=ABOLRNA=RNABOR>=:F

'

G>=OML?:>=:;

>W' NAT?>M; OW=R:>a G>=>W% ;>H0FW". ;>H! WN:B:[:BAULHWA=ABOLRNA=RN>BOR>=:F

'

P<CFG>==WOBBOM NOXN B:[:B>=LAPR>?:; WAWN:LAMQ

W?ABX?ATR0_Oa:BH! WN::MN>ML:P:MW:IR?:==OAM AUOMW:?B:TaOM 5"

!

G>==::M >WWN:" NAT?>M; WN:R:>a WOP:G>=U?AP( WA& NAT?0FW%'

NAT?! OW;:L?:>=:; WAMA?P>BB:[:B0ZN::IR?:==OAM AUOMNOVOWA?AUP>W?OIP:W>BBAR?AW:OM>=:5" G>=OML?:>=:; >WWN:' NAT?! >M; WN:NOXN:=W:IQ

R?:==OAM B:[:BG>==::M ;T?OMX.& WA%' NAT?0̂WL>P:;AGM WAMA?P>BB:[:B>W". ;>H>UW:?OMJT?H0!>=;:9/.>=!ZN:>TXP:MWAUWN::IR?:=Q

=OAM AUWN:LHWA=ABOLRNA=RNABOR>=:F

'

! OMW:?B:TaOM 5"

!

>M; WO==T:OMNOVOWA?AUP>W?OIP:W>BBAR?AW:OM>=:5" UABBAGOMXW?>TP>WOLV?>OM OMJT?H

=TXX:=W:; WN>WWN:HR>?WOLOR>W:; OM WN:R>WNAX:M:=O=AUWN:W?>TP>WOLV?>OM OMJT?H!>M; P>HRB>H:; ?AB:=OM WNO=R>WNARNH=OABAXOL>BR?AL:==0

L<C B>2E/!4NA=RNABOR>=:F

'

* M̂W:?B:TaOM 5"

!

*ZO==T:OMNOVOWA?AUP>W?OIP:W>BBAR?AW:OM>=:5"*\?>OM* M̂JT?H

!!创伤性脑损伤中不仅有原发性的直接机械性损

害!而继发性损伤是导致中枢神经功能持续障碍甚至

死亡的主要原因" 脑损伤后的许多因素如能量储备

耗损#酸中毒#缺血#神经递质和钙离子介导的损害#

氧自由基和脂质过氧化引起的细胞膜和细胞骨架退

化以及炎症反应等与继发性脑损伤有密切关系" 而

磷脂酶 F

'

+4_F

'

,和白细胞介素 5"

!

+ _̂5"

!

,均为

体内重要的致炎因子" 基质金属蛋白酶及其抑制剂

对胚胎发育#血管新生#炎症反应#组织修复和重塑胶

原血管疾病以及肿瘤侵袭有重要影响" 鉴于 _̂5"#

4_F

'

!基质金属蛋白酶及其抑制物在炎症创伤中的

密切关系!本研究在我们前期用基因芯片筛选出的差

异表达较大的创伤性脑损伤基因 _̂5"#4_F

'

和基质

金属蛋白酶抑制物+ Ẑ945",的基础上!再用 <Z5

4]<的方法进一步验证其表达并观察其在损伤后的

表达规律!为阐明其在脑损伤中的作用以及为法医寻

找损伤时间推断标志物提供线索和依据"

材料与方法

"0实验动物) 健康 +O=W>?大鼠!雌雄不限!'(* /)**X!由

重庆医科大学动物实验中心提供"

'0主要设备与试剂)

#

数字化凝胶成像仪+\OA5<F3公

司,*

$

4Z]5'** 核酸扩增仪+4:BWO:?公司,*

%

Z<̂KAB+ M̂[OW?AQ

X:M 公司 hEF,*

'

L4_F

'

引物序列为)上游 (e5FZ2]]]

F2F]]ZF]2FZZZF5)e*下游 (e5]ZZ]FZF]ZZ]ZZZ

Z2222F5)e!引物扩增长度 %)%VR*

(

_̂5"

!

的引物序列

为)上游)(e]FZ]ZZZ2FF2FF2F2]]]25)e*下游)(e

222FZZZZ2Z]2ZZ2]ZZ2Z5)e!引物扩增长度 '.)VR*

)

Ẑ945"的引物序列为)上游)(e5]]F]]ZZFZZFZF]]

F2]2ZZFZ25)e*下游)(e522]FFF2Z2FZ]2]Z]Z2

5)e!引物扩增长度 '"$VR*

5

2F43,+XBHL:?>B;:NH;:=5) 5

RNA=RN>W:;:NH;?AX:M>=:, 引物序列为)上游) (e5]]F Z22

F2FF22]Z22225)e*下游)(e5]FFF2ZZ2Z]FZ22F

Z2F]]5)e!引物扩增长度 "#(VR" 以上引物序列均由 Z>6>Q

<>公司合成"

)0实验动物分组) +O=W>?大鼠被随机分成损伤组#假手术

组+% k.,#正常对照组+ % k.," 损伤组被进一步分成 ") 个

小组!每组 . 只" 动物采用改良 Y::MH模型!致伤后分别于

"N#'N#(N#&N#"'N#'.N#.&N#%'N#( 天#% 天## 天#". 天时用

.1水合氯醛 +.**PXDaX,麻醉后断头取损伤区脑组织置于

5%*r保存备用" 假手术组+ % k.,仅作颅骨钻孔但不致伤!

于术后 (N 麻醉断头处死!取与损伤组相应部位脑组织置于

5%*r保存备用" 正常对照组脑组织标本取法!保存均与损

伤组和假手术组相同"

.0脑组织总 <CF提取与 L53CF制备)用 Z<̂KAB等试剂

分别提取正常对照组#损伤组和假手术组的 <CF!然后进行反

转录得到各组的 L53CF"

(0L4_F

'

# _̂5"

!

#Ẑ945" 的扩增)在各组的 4]<反应管

中均加入 2F43,的引物作为内标同时扩增" +",L4_F

'

的扩

增条件)#(r预变性 (POM!#.r#)*=!((r#)*=!%'r#"POM!)'

次循环!最后 %'r#(POM" +',ZOPR 5" 的扩增条件) #.r预

变性 .POM!#.r#.(=!(#r#.(=!%'r#"POM!)* 次循环!最后

%'r#"*POM" + ) , _̂5"

!

的扩增条件) #.r预变性 #POM!

(#((
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#.r#)*=!(%r#)*=!%'r#)*=!)* 次循环!最后 %'r#%POM"

$04]<产物分析)取 #

"

B4]<产物与 "

"

B"* o电泳上样

缓冲液混匀!加样于含有 \̀的 '0*1琼脂糖凝胶!进行电泳"

用数字化凝胶成像仪进行成像扫描" 并用 jT>MWOWHAM:软件

分别测定待测样品和内标的 2F43,光密度!以其比值作相对

半定量" 实验结果用 5lD表示!数据用 E4EE"*0* 统计软件进

行方差分析!'n*0*( 认为有统计学意义"

结!!果

"0经 \OA5<F3凝胶成像仪扫描#jT>MWOWH-M:

软件分析其相对光密度!假手术组中的 L4_F

'

! _̂5

"

!

!Ẑ945" 与正常对照组中的 L4_F

'

! _̂5"

!

!Ẑ94

5" 表达量无显著性差异"

'0L4_F

'

表达增加见于伤后 'N" 随着损伤经过

时间增加!其 P<CF持速增加!直到 % 天达到高峰!

以后下降!直到 ". 天时仍高于正常对照组 +图 ","

_̂5"

!

在损伤后 "N 表达明显升高!伤后 ( /&N 达到

高峰!随后下降!在伤后 %'N 时降至正常对照组水平

+图 '," 伤区皮质 Ẑ945" 在伤后 'N 开始升高!随

着损伤时间延长 Ẑ945" 表达逐渐增加!在伤后 .&

/%'N 达到高峰!以后开始下降!到 ". 天时基本接近

正常对照组+图 ),"

图 '(脑损伤后伤区皮质 ;)M&

,

在不同损伤时间点时的表达变化

!

图 ,(脑损伤后伤区皮质 VM*'

!

在不同损伤时间点时的表达变化
!

图 5(脑损伤后伤区皮质 7V8)*'

在不同损伤时间点时的表达变化

!

讨!!论

磷脂酶F

'

是一类水解甘油磷脂 EM 5' 酯酰键的

水解酶" 其家族成员众多!根据其在细胞内外的分布

一般分为两大类" 即细胞外磷脂酶 F

'

和胞内性磷脂

酶 F

'

" 在正常生理情况下!对保持细胞膜功能的完

整性*维持细胞功能具有极为重要的作用" 病理情况

下!磷脂酶 F

'

过度表达#激活将导致细胞膜损伤!细

胞凋亡或坏死
/"0

" 磷脂酶 F

'

受多种因素调控" _̂5

"

!

# _̂5$#ZCY5

&

可上调其表达!糖皮质激素可下

调其表达" 本次研究发现! L4_F

'

于伤后 'N 表达增

加!并随时间增加而加强!在伤后 ' 周内均处于高表

达状态" 而 _̂5"

!

表达升高早于 L4_F

'

!在伤后 "N

即开始升高" 这一结果从表达时程上支持 _̂5"

!

可

能促进 L4_F

'

表达上调" 值得注意的是 _̂5"

!

表达

升高持续时间较短而 L4_F

'

表达持续 ' 周处于高表

达状态!这一结果提示 L4_F

'

表达的增加除了 _̂5

"

!

外可能还有其他因素使 L4_F

'

表达增加" 此外!

有人观察到脑外伤后 "(POM4_F

'

活性就开始升高!也

就是活性的升高早于 L4_F

'

表达的增加" 这一现象

提示 4_F

'

在脑损伤后的调控除了转录水平的调控

外还可能有翻译后水平的调控" L4_F

'

在中枢神经

系统有重要作用!利用基因敲除技术发现!缺失 L4Q

_F

'

基因的大鼠较野生型大鼠更耐受脑缺血与再灌

注损伤!其神经细胞死亡数显著低于野生型大鼠" 另

有人在大鼠海马脑片培养的缺血模型中使用 L4_F

'

抑制剂 FF]-]Y) !发现 FF]-]Y) 呈剂量依赖性的

阻止神经细胞死亡
/'0

" 因此!控制磷脂酶 F

'

活性或

表达可能是一种潜在的治疗脑损伤后继发性损害的

靶标"

_̂5"

!

在中枢神经系统有多种作用" 一方面可

引起脑组织水肿和神经元迟发性死亡并加重脑损伤

后的病理生理过程!而使用 _̂5"

!

抑制剂能够减少

脑损伤后的损伤面积和水肿的严重程度!另一方面它

又可启动创伤愈合过程如纤维化和血管再生" 此外!

_̂5"

!

还可刺激其他致炎因子如 _̂5$!ZCY5

&

!集

落刺激因子+]EY=,以及自身的表达" 本实验进一步

证实 _̂5"

!

在脑损伤后早期就有表达的增加!且早

于其他细胞因子的表达这可能与其启动炎症反应有

关" 此外!本实验发现 _̂5"

!

在伤后表达持续时间

较短!在伤后 %'N 即接近正常水平" 有研究表明
/)0

!

脑损伤后 ) 天伤区中性粒细胞聚集达到高峰!而此时

_̂5"

!

表达水平接近正常!提示中性粒细胞表达的

_̂5"

!

可能不是主要来源"
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细胞外基质是由一系列生物大分子组成的动态

网络结构!在组织中起连接#支持和填充作用!对细胞

的生长#分化#黏附和迁移均有重要影响" 此外!基质

金属蛋白酶及其组织抑制物广泛参与了兴奋性神经

细胞损伤#脑出血#脑缺血与再灌注损伤#冻伤#细菌

和病毒性脑膜炎等病理过程" 本实验发现 Ẑ945"

在脑损伤后 'N P<CF水平开始升高!在 .& /%'N 达

到高峰!到 ". 天时恢复正常水平" 这一结果证实了

我们前期的 L3CF芯片结果" Ẑ945" 的 P<CF水

平在伤后增加提示 Ẑ945" 参与了脑损伤后的病理

过程" 有研究认为 _̂5"

!

可刺激 Ẑ945" 的表达"

本实验发现 Ẑ945" 的表达增加晚于 _̂5"

!

!从表

达时程上支持这一观点
/.0

" 最近!Z>M

/(0

对海马细胞

的研究表明! Ẑ945" 具有保护海马神经元对抗谷

氨酸的兴奋性毒性作用!能显著降低谷氨酸所致的细

胞凋亡和死亡数量!并呈剂量依赖性" 另有一些研究

表明!Ẑ945" 具有促细胞生长特性!同时在局限性

中枢神经系统损伤中有积极作用
/$0

" 因此!Ẑ945"

在脑损伤后表达增加可能是一种自身保护机制!与神

经细胞的抗损伤修复有关"

综上所述!我们的结果证实脑损伤可引起 L4Q

_F

'

# _̂5"

!

和 Ẑ945" 表达增加!并呈现出时间依

赖性的变化" L4_F

'

# _̂5"

!

可能参与了脑损伤后的

继发性细胞损害过程!Ẑ945" 在脑损伤后表达增加

可能对神经细胞有保护作用" 此外!脑损伤后引起的

L4_F

'

# _̂5"

!

和 Ẑ945" 表达时序性变化现象对于

法医实践中损伤时间的推断有一定帮助作用"
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广州北郊南昆山自然保护区卫氏并殖吸虫

超高度疫源地首报

陆予云!邝浩成!沈浩贤!龙小山!罗健留

摘!要!目的!调查广州北郊南昆山自然保护区并殖吸虫流行分布状况" 方法!采集调查点山溪中螺蛳 '*"' 只!溪蟹 $)

只!收集疫源地野山猫粪便 ) 份!' 只人工感染家猫粪便 ' 份" 检查并殖吸虫尾蚴#囊蚴和虫卵" 解剖人工感染虫卵阳性猫!查找

并殖吸虫成虫" 结果!螺蛳体并殖吸虫尾蚴感染率为 *0"(z+)D'***," 螺种为放逸短沟蜷" 蟹体卫氏并殖吸虫囊蚴感染率为

"**1+(#D(#," 感染度)' /("$ 个囊蚴D只蟹!' /"* 个囊蚴D克蟹" 蟹种为平和华溪蟹" ' 份野山猫粪便检出并殖吸虫卵!感染

率为 $$0$$1+'D)," 解剖两只人工感染阳性猫检获卫氏并殖吸虫成虫 "" 条" 结论!首次发现广州北郊南昆山自然保护区存

在严重卫氏并殖吸虫流行!为超高度疫源地+ 级̂," 鉴于卫氏并殖吸虫是我国主要致病并殖吸虫!该疫源地属国家级自然保护

区!也是 .F旅游区及著名的避暑胜地!游人如误饮用生山泉水!具有感染卫氏并殖吸虫的潜在危害!必须引起高度重视"

关键词!广州北郊!并殖吸虫!囊蚴!平和华溪蟹!感染度!保虫宿主
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