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  摘 要:目的 探讨血清、脑脊液 中S-100B、神 经 元 特 异 性 烯 醇 化 酶(NSE)与 缺 血 性 脑 卒 中 的 关 系。
方法 将无特定病原体(SPF)级48只SD大鼠随机编号分为8组,每组6只,手术后8

 

h做行为学评价。按照

不同时间段,术后8
 

h、12
 

h、1
 

d、3
 

d、5
 

d、7
 

d、21
 

d腹腔取血及抽取脑脊液,检测S-100B蛋白及NSE水平;进行

2,3,5-氯化三苯基四氮唑(TTC)大脑染色及行为学功能评价并分析其相关性。结果 SD大鼠血清及脑脊液

中S-100B及NSE在不同时间段呈趋势性变化;脑脊液中S-100B、NSE水平增高时间均早于血清中S-100B、

NSE水平增高时间;脑损伤后12
 

h,脑脊液中NSE水平即可达到峰值,血清中S-100B、NSE水平增加,3
 

d后达

到峰值,7
 

d后S-100B、NSE水平与对照组比较,差异无统计学意义(P>0.05);血清和脑脊液中S-100B、NSE
水平与梗死面积、神经功能评分均呈正相关(P<0.05)。结论 脑脊液及血清中S-100B及NSE均能反应脑损

伤程度,作为缺血性脑卒中的生物学指标,可进一步为临床患者提供血液及脑脊液标本采集的时间窗口。
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Abstract:Objective To
 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

S-100B,neuron-specific
 

enolase(NSE)in
 

ser-
um

 

and
 

cerebrospinal
 

fluid
 

and
 

ischemic
 

stroke.Methods A
 

total
 

of
 

48
 

SD
 

rats
 

without
 

specific
 

pathogen
(SPF)were

 

randomly
 

divided
 

into
 

8
 

groups,6
 

rats
 

in
 

each
 

group,and
 

behavioral
 

evaluation
 

was
 

made
 

8
 

h
 

after
 

operation.According
 

to
 

different
 

periods
 

of
 

time,8
 

h,12
 

h,1
 

d,3
 

d,5
 

d,7
 

d,21
 

d
 

after
 

operation,blood
 

was
 

taken
 

from
 

abdominal
 

cavity
 

and
 

cerebrospinal
 

fluid
 

was
 

taken
 

to
 

detect
 

the
 

level
 

of
 

S-100B
 

protein
 

and
 

NSE.
Brain

 

staining
 

and
 

behavioral
 

function
 

of
 

2,3,5-triphenyltetrazolium
 

chloride(TTC)
 

were
 

evaluated
 

and
 

their
 

correlation
 

was
 

analyzed.Results The
 

levels
 

of
 

S-100B
 

and
 

NSE
 

in
 

serum
 

and
 

cerebrospinal
 

fluid
 

of
 

SD
 

rats
 

showed
 

a
 

trend
 

change
 

in
 

different
 

periods
 

of
 

time.The
 

time
 

of
 

increasing
 

the
 

levels
 

of
 

S-100B
 

and
 

NSE
 

in
 

ce-
rebrospinal

 

fluid
 

was
 

earlier
 

than
 

the
 

time
 

of
 

increasing
 

the
 

levels
 

of
 

S-100B
 

and
 

NSE
 

in
 

serum.12
 

h
 

after
 

brain
 

injury,the
 

levels
 

of
 

NSE
 

in
 

cerebrospinal
 

fluid
 

reached
 

the
 

peak,the
 

levels
 

of
 

S-100B
 

and
 

NSE
 

in
 

serum
 

increased,and
 

reached
 

the
 

peak
 

after
 

3
 

d,after
 

7
 

days,there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

S-100B
 

and
 

NSE
 

levels
 

between
 

the
 

two
 

groups(P>0.05)The
 

levels
 

of
 

S-100B
 

and
 

NSE
 

in
 

serum
 

and
 

CSF
 

were
 

positively
 

cor-
related

 

with
 

infarct
 

area
 

and
 

neurological
 

function
 

score(P<0.05).Conclusion S-100B
 

and
 

NSE
 

in
 

cerebro-
spinal

 

fluid
 

and
 

serum
 

can
 

reflect
 

the
 

degree
 

of
 

brain
 

injury.As
 

a
 

biological
 

index
 

of
 

ischemic
 

stroke,it
 

can
 

fur-
ther

 

provide
 

a
 

time
 

window
 

for
 

clinical
 

patients
 

to
 

collect
 

blood
 

and
 

cerebrospinal
 

fluid
 

samples.
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  缺血性脑卒中又称脑梗死,是指因脑部血液供应

障碍,缺血、缺氧所导致的局限性脑组织的缺血性坏

死或软化。缺血性脑卒中的临床常见类型有脑血栓

的形成、腔隙性梗死和脑栓塞等,缺血性脑卒中占脑

卒中的80%[1]。临床表现以猝然昏倒、不省人事、半
身不遂、言语障碍、智力障碍为主要特征,缺血性脑卒

中不仅给人类健康和生命造成极大威胁,而且给患

者、家庭及社会带来极大的痛苦和沉重的负担。目

前,S-100B蛋白及神经元特异性烯醇化酶(NSE)在脑

组织中水平较高[2-3],成为脑损伤的新一代生化标

志物[4]。
由于S-100B蛋白及NSE存在于脑组织中,在脑

卒中过程中,其首先出现在脑脊液中,经过破坏的血

脑屏障才能溢出出现在血液中,为了探讨缺血性脑卒

中患者S-100B蛋白及 NSE不同时间在脑脊液及血

液中的梯度变化,本研究使用大脑中动脉闭塞缺血模

型(MCAO)线栓法对SD大鼠造模[5],模型评价完毕

后检测其脑脊液及血清中S-100B蛋白及 NSE的水

平,以提供在缺血性脑卒中患者不同时间段脑脊液及

血液的变化趋势、损伤程度及与梗死体积、神经功能

学评价的相关性。现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料 实验动物:无特定病原体(SPF)级SD雄

性大鼠48只,体质量(180~200
 

g/只)购自中国新疆

医科大学实验动物中心(SYXK新2011-0003)。

1.2 试剂与仪器 麻醉剂、10%水合氯醛(分析纯)
均购自中国上海山浦化工有限公司,0.35

 

mL/100
 

g,
对于未完全麻醉的动物每次加量0.1~0.2

 

mL,延长

观察时间,切不可急躁导致用量过大引起SD大鼠死

亡。手术器械购自中国上海医疗器械公司;碘伏消毒

液购自中国北京三河制药厂;HHS-28电热恒温水浴

箱购自中国上海东星建材实验设备有限公司;非吸收

性外科缝线(型号1#、4#)、线栓购自中国平顶山豫

顺生物科技有限公司,根据实验需要选择型号3043-
100,线身直径0.28

 

mm,硅胶直径(0.43~0.02)mm,
线栓总长50

 

mm;脑组织染色使用2%
 

2,3,5-氯化三

苯基四氮唑(TTC),货号G3005;NSE、S-100B检测试

剂盒均购自中国上海罗氏诊断公司,货号分别为

12133113122、03175243190;脑脊液抽取采用大鼠脑

立体定向仪[6]。

1.3 方法

1.3.1 实验SD大鼠饲养方法及分组 所有SD大

鼠均饲养在SPF级动物房内,室温(25~2)℃,给予

SPF鼠料及SPF玉米芯垫料,两天更换一次饲养盒。
将48只SD大鼠随机编号分为8组,每组6只,手术

后8
 

h做行为学评价,按照不同时间段术后8
 

h、12
 

h、

1
 

d、3
 

d、5
 

d、7
 

d及21
 

d腹腔取血及抽取脑脊液。

1.3.2 MCAO操作步骤 采用经过探索和改良的

颈总插入法在颈部皮肤备皮,灭菌和充分暴露颈部后

取正中横向切口。钝性分离肌肉,暴露右侧颈总动

脉、颈外动脉和颈内动脉,沿着颈总动脉和迷走神经

结扎、切断颈外动脉分支,结扎/不结扎翼鄂动脉,结
扎颈总动脉并从颈总动脉动脉插入线栓,沿颈外动

脉、颈总动脉连接部和颈内动脉缓慢前进,至颈内动

脉颅内连接部时即可阻断大脑中动脉的血流[7]。

1.3.3 动物行为学评分 按照大鼠神经功能缺损的

详细评分标准[8]对所有大鼠进行动物学行为评定,标
准如下:(1)0分:无神经损伤症状;(2)1分:不能完全

伸展对侧前爪;(3)2分:向瘫痪侧转圈;(4)3分:向对

侧倾倒;(5)4分:不能自发行走,意思丧失。

1.3.4 动物脑梗死体积测量 参考ASHWAL[9]等
的方法,并加以改进。端头将SD大鼠脑组织完整的

取出,在距额叶前端3
 

mm和9
 

mm处进行冠状切片,
取中间6

 

mm厚的脑组织块,然后沿此脑块矢状缝两

侧约2
 

mm 处,从上至下切去两侧半球的正中结构

(此结构由大脑前动脉供血,弃去)。余下的左右两侧

脑块,各沿矢状切面旁开2
 

mm处,并和矢状切面呈

30°斜切,其中外侧皮层为缺血核心区,内侧皮层为缺

血半暗区。经过TTC染色后,使用ImageJ的图像处

理软件,计算公式为:梗死体积=(Σ梗死区×厚度)/
(Σ整个区域×厚度)×100[10]。

1.4 统计学处理 运用SPSS20.0软件、GraphPad
 

Prism
 

6.0进行数据统计分析。符合正态分布的资料

以x±s 表示,非正态分布的资料以中位数(四分位

数)[M(P25~P75)]表示。非正态分布连续性资料2
组间均数比较采用 Mann-Whitney

 

U 检验,各组间差

异水平采用Kruskal-Wallis
 

H 检验,计数资料的比较

采用用χ2 检验,相关性分析使用Spearman秩相关性

分析,P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 SD大鼠组间不同时间段S-100B蛋白及 NSE
血清及脑脊液中水平表达 脑脊液中S-100B蛋白及

NSE水平显著高于对照组及血清中水平,S-100B蛋

白及NSE出现时间脑脊液早于血清;S-100B蛋白及

NSE从术后8
 

h开始升高,S-100B蛋白在血清中3
 

d
达到高峰,在脑脊液中1

 

d即可到达峰值;NSE在血

清中3
 

d达到峰值,在脑脊液中12
 

h已经到达峰值;
术后5

 

d血清及脑脊液中S-100B蛋白及NSE水平明

显下降,7~12
 

d后与对照组比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。见表1、图1。

2.2 NSE、S-100B水平与梗死体积及神经功能评分

相关性分析 脑脊液、血清中NSE、S-100B水平与脑

梗死体积、神经功能评分均呈正相关(P<0.05),并且

脑脊液中 NSE、S-100B水平相关性均高于血清中
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NSE及S100B水平相关性。见表2。

表1  SD大鼠组间不同时间各检测指标水平[M(P25~P75)]

检测指标 对照
8

 

h

水平 P

12
 

h

水平 P

1
 

d

水平 P

血清NSE(ng/mL) 0.65(0.40~0.72) 7.51(3.45~8.22) 0.014* 8.90(5.07~11.61) 0.014* 5.46(5.34~7.11) 0.014*

血清S100B(μg/L) 1.18(0.96~1.58) 1.22(1.15~1.56) 0.014* 2.30(1.78~3.21) 0.050 1.44(1.24~1.65) 0.414

脑脊液NSE(ng/mL) 4.33(2.72~5.15) 14.25(8.88~66.13) 0.056 54.4(21.16~885.45) 0.025* 141.93(55.50~225.43) 0.014*

脑脊液S100B(μg/L) 7.15(6.15~8.16) 55.53(31.83~162.66) 0.046* 171.35(69.96~195.00) 0.018* 195.00(165.76~243.73) 0.014*

续表1  SD大鼠组间不同时间各检测指标水平[M(P25~P75)]

检测指标
3

 

d

水平 P

5
 

d

水平 P

7
 

d

水平 P

21
 

d

水平 P

血清NSE(ng/mL) 10.03(5.65~11.09) 0.025* 2.19(0.78~3.09) 0.317 0.65(0.37~1.72) 0.655 0.21(0.34~0.65 0.423

血清S100B(μg/L) 2.42(1.68~2.85) 0.018* 1.17(0.74~1.57) 0.317 1.02(0.71~1.24) 0.655 1.10(0.72~1.19) 0.655

脑脊液NSE(ng/mL) 56.05(21.62~235.01) 0.025* 16.97(8.33~27.3) 0.046* 7.23(5.94~8.83) 0.055 5.34(4.37~6.97) 0.317

脑脊液S100B(μg/L) 185.54(70.13~207.53) 0.025* 73.85(53.85~167.51) 0.052 42.25(19.44~147.43) 0.655 5.80(4.87~7.64) 0.317

  注:与对照组比较,*P<0.05。

  注:与对照组比较,*P<0.05。

图1  血清及脑脊液中S-100B蛋白及NSE随时间变化趋势图

表2  NSE及S100B与梗死体积及神经功能评分相关性分析

指标
血清NSE

r P

血清S-100B

r P

脑脊液NSE

r P

脑脊液S-100B
 

r P

梗死体积 0.638 0.000 0.436 0.005 0.815 0.000 0.697 0.000

神经功能评分 0.516 0.000 0.396 0.008 0.683 0.000 0.605 0.000

表3  不同等级评分下各项目水平水平[M(P25~P75)]

评分 血清NSE(ng/mL) 血清S-100B(μg/L) 脑脊液NSE(ng/mL) 脑脊液S-100B(μg/L) 梗死体积(%)

0分 0.70(0.35~0.72) 1.12(0.86~1.79) 4.43(3.56~5.35) 6.23(5.43~7.65) 0.00(0.00~0.00)

1~2分 2.21(0.55~7.83) 1.23(1.13~1.69) 11.13(7.23~44.08) 27.30(5.81~195) 13.10(6.00~24.92)

3~4分 6.34(3.09~7.66) 2.82(1.85~3.36) 28.80(15.20~135.60)147.70(65.65~195.00) 18.36(10.96~29.72)

表4  不同梗死体积下各指标比较[M(P25~P75)]

梗死体积 血清NSE(ng/mL) 血清S-100B(μg/L) 脑脊液NSE(ng/mL) 脑脊液S-100B(μg/L)

0 0.70(0.35~0.72) 1.13(0.95~1.82) 4.43(3.56~5.35) 6.23(5.43~7.65)

<10 1.31(0.32~4.51) 1.23(1.13~1.69) 7.40(7.20~15.20) 21.40(3.86~28.60)

10~20 3.33(0.48~6.86) 1.44(0.89~2.92) 18.05(8.08~33.78) 45.64(5.32~159.00)

>20 7.62(5.33~11.00) 1.85(0.96~2.32) 83.10(28.8~251.00) -

  注:-表示此项无数据。
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2.3 不同等级评分下各指标比较 随着神经功能评

分增高,血清及脑脊液中NSE、S-100B水平也随之增

高,梗死体积也不断增加,见表3。

2.4 不同梗死体积下各指标比较 随着梗死体积的

增加,血清及脑脊液中 NSE、S-100B水平也增高,特
别是脑脊液中 NSE、S-100B水平增高幅度更大,见
表4。

3 讨  论

  S-100B蛋白是神经组织蛋白的一种全新蛋白质

片段[11],MOORE等[12]于1965年用色谱和电泳的方

法首先在牛脑组织提取物中发现。S-100B蛋白在脑

组织中表达水平丰富(3
 

500
 

ng/mg),存在于中枢神

经系统的神经胶质细胞、星形细胞、少突胶质细胞、大
胶质细胞、小胶质细胞以及垂体前叶细胞中[13]。研究

表明,影响S-100B蛋白水平的原因有3种:(1)脑损

伤的严重程度及范围;(2)巨噬细胞或/和蛋白酶引起

的降解作用[14];(3)血脑屏障的破坏力度。WAIN-
WRIGHT等[15]在2004年完成了首次人体试验,证实

S-100B蛋白过量表达与急性脑损伤有直接关系,S-
100B蛋白过量表达将增加大脑对缺血缺氧损伤的易

感性,导致神经元凋亡。
神经元特异性烯醇化酶(NSE)是神经元和神经

内分泌细胞所特有的一种酸性蛋白酶[16]。NSE在脑

组织细胞的活性最高,非神经组织中活性较低。目

前,考虑脑损伤引起NSE水平升高的机理是:脑损伤

造成神经元坏死,NSE从细胞中溢出,透过血脑脊液

屏障进入脑脊液及血液;受损脑组织继发缺血进一步

加重神经细胞损伤[17-18]。血脑屏障的基本功能在于

控制进入神经组织的物质,保证中枢神经系统内环境

的稳定平衡,在病理情况下血脑屏障受到破坏,结果

导致内皮细胞、基膜受损,其渗透性增加,屏障作用消

失。故脑损伤时S-100B蛋白及 NSE首先在脑脊液

中增高,之后能通过受损的血脑屏障进入外周血循

环,故外周血中该两项指标滞后于脑脊液标本[19-20]。
本研究使用的 MCAO模型是目前国内外最常用

于研究急性脑缺血疾病的动物模型之一,其手术简

单,创伤小,缝合方法简单,避免打开颅骨,能明确闭

塞的精准位置,可控制缺血持续时间和再灌注[21-22]。
通过一年多的动物实验,笔者在动物性别、体重、年
龄、切口、结扎位置、所使用的麻醉剂以及线栓质量、
硬度和直径等方面摸索成功地建立了 MCAO 模

型[23]。通过对动物模型的研究发现:血清及脑脊液中

S-100B及NSE在大脑中动脉栓塞术后不同时间段呈

趋势性变化,脑脊液中S-100B及NSE水平增高时间

均早于外周血,且脑脊液中的水平增高是外周血的几

十倍甚至几百倍,特别是脑脊液中S-100B蛋白在脑

损伤8
 

h即可增高,1
 

d达到峰值,而NSE在脑损伤后

12
 

h脑脊液中即可达到峰值,持续到5
 

d后下降,5
 

d
后NSE水平与对照组比较,差异无统计学意义(P>
0.05);而血清中S-100B及 NSE水平在发病后12

 

h
开始增高,3

 

d达到峰值,之后逐渐下降,7
 

d后与对照

组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
本研究还对术后SD大鼠进行行为学评价及脑梗

死体积测量[24],针对不同行为学评价得分及不同梗死

体积给出了血液、脑脊液中S-100B及 NSE参考区

间,并且通过分析相关性发现无论是血液还是脑脊液

中S-100B及 NSE结果与梗死面积及神经功能评分

均呈正相关,脑脊液中两指标的相关系数高于外周

血,尤其在神经功能评分大于2分、脑梗死面积大于

全脑10%时,两指标结果显著增高,且脑脊液中检测

结果远远高于外周血检测结果,充分验证了S-100B
及NSE在大脑中的特异性及脑脊液检测的灵敏性均

高于外周血。
脑卒中患者临床病人研究有较多局限,首先患者

基础病较多,导致外源性影响因素较大,梗死面积及

部位不同,检测指标有所波动,若疾病进展过程中发

生二次梗死,造成结果再次升高,给实验结果的处理

带来一定的影响;其次,患者发病时间较难控制,当有

症状就医之后基本超过发病8
 

h以上,故不能准确评

估发病时间与检测指标水平高低的相关性[25];再次,
在国内脑卒中患者采集脑脊液几率小,若按时间段搜

集脑脊液标本更加困难;综上所述,按照不同时间段

搜集人体外周血及脑脊液样本影响因素较多,故一般

采用动物实验研究。

4 结  论

  脑脊液及血清中S-100B及 NSE均能反应脑损

伤的程度,可作为缺血性脑卒中的生物学指标。本研

究为进一步研究缺血性脑卒中患者血清和脑脊液中

S-100B及NSE的水平变化提供了可靠的实验数据,
为临床采集血液及脑脊液时间提供了参考依据。
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