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摘 要:目的 建立放射性脑损伤模型,观察放射前后小鼠记忆、海马齿状回颗粒下层(SGZ)和室管膜下区(SVZ)Ⅳ型

胶原的改变,探索放射性脑损伤的发生机制,探讨放射性脑损伤机制。方法 30只2月龄雌性昆明小鼠随机分为对照

组、放射1d组、放射7d组,每组各10只,放射组给予60Coγ射线照射,10Gy/次,隔天照射,共20Gy。放射前、后分别采

用 Morris水迷宫观察小鼠记忆能力的变化,于照射结束后1d、7d采用免疫组化方法观察海马齿状回的颗粒下层(sub-
granularzone,SGZ)和侧脑室的室管膜下区(subventricularzone,SVZ)内Ⅳ型胶原(CollagenⅣ)的表达变化情况。结果

 与对照组相比,放射后1d、7d组小鼠找到平台的时间明显延长,而穿越平台次数显著减少(P<0.01);SGZ和SVZ
区内Ⅳ型胶原数量减少、表达减弱(P<0.05)。结论 放射线干预可损害小鼠空间记忆能力,其机制可能与Ⅳ型胶原降

解影响血管新生有关。
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  Abstract: Objective Themodelofradiationbraininjurywasestablishedtoobservethechangesofmem-
oryofmicewithradiationbraininjuryandthechangesoftypeⅣcollageninthesubgranularzone(SGZ)and
subventricularzone(SVZ),andtoexploretheoccurrencemechanismofradiationbraininjury,soastoprovide
basisforitspreventionandtreatment. Methods Thirty2-month-oldfemalemicefromKunmingwereran-
domlydividedinto3groups:controlgroup,1dafterradiationgroupand7dafterradiationgroup,with10ca-
sesineachgroup.Theradiationgroupswereirradiatedby60Coγ-ray,10Gyeachtime,everyotherdaywith
thetotaldoseof20Gy.ThechangesofmicememoryabilitybeforeandafterradiationwereobservedbyMorris
watermaze.On1dand7daftertheendofirradiation,theexpressionofcollagenⅣinsubventricularzone
(SVZ)andsubgranularzone(SGZ)ofhippocampaldentategyruswereobservedbyimmunohistochemical
method. Results Comparedwiththecontrolgroup,thetimeoffindingtheplatforminthe1dafterradiation
groupand7dafterradiationgroupprolongedandthetimesofcrossingtheplatformdecreasedsignificantly(P
<0.01);thenumberofcollagenⅣpositivecellsinSGZandSVZreduced,andtheexpressionweakened(P<
0.05). Conclusion Radiationinterventionmaydamagethespatialmemoryabilityofmice,anditsmecha-
nismmayberelatedtotheeffectoftypeⅣcollagendegradationonangiogenesis.
  Keywords: collagenⅣ;hippocampaldentategyrus;SVZ;γ-rays
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  放射性脑损伤(radiationbraininjury,RBI)是头

颈部肿瘤放射治疗过程中最常见的并发症,长期以来

严重地困扰着临床医生。海马齿状回的颗粒下层

(subgranularzone,SGZ)和 侧 脑 室 的 室 管 膜 下 区

(subventricularzone,SVZ)是成年哺乳动物神经发生

的主要部位,也是对辐射最敏感的区域[1-2],目前关于

放射线对Ⅳ型胶原表达的影响报道甚少,本课题组前

期研究发现放射对脑血管内皮细胞有直接损伤作

用[3],也有报道指出放射诱导脑血管损伤的是继发性

脑损伤的重要原因[4],然而其机制尚未清楚。为此,本
研究建立RBI模型,观察放射后脑内SGZ和SVZ区

Ⅳ型胶原变化,从影响脑血管基膜的角度来探讨RBI
的机制,为防治RBI提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂与仪器 兔抗小鼠Ⅳ型胶原多克隆抗体

(Abcam公司);5%BSA(北京索莱宝公司);二氨基联

苯胺(Abcam公司);驴抗兔IgG(Abcam公司);电子

分析天平(赛多利斯,北京);CWXJ80型60Co远距离

治疗机(山东烟台);Morris水迷宫(中国医学科学

院);HM500高级双制冷切片机(德国Leica公司);计
算机图像分析仪(DMR+ Q550)(德国Leica公司)。

1.1.2 实验动物及分组 由广西医科大学实验动物

中心提供30只雌性昆明小鼠(实验动物机构许可证

号:SCXK桂2014-0002),2月龄,体重25~30g。采

取随机数字表原则将小鼠分为对照组(controlgroup
,Con)、放射1d组(1dafterradiationgroup,Irr-1)、
放射7d组(7dafterradiationgroup,Irr-7),每组10
只,昼夜交替环境下饲养,自由饮水和摄食,定期检测

环境卫生。

1.2 方法

1.2.1 放射性脑损伤动物模型的建立 使用3.5%
水合氯醛(350mg/kg)腹腔注射麻醉小鼠,待小鼠麻

醉后,将放射组小鼠固定在自制的“放疗定位罩”中,使
其身体和头部均不能移动。照射野上界为眼后眦连

线,下界为双耳后连线,避开双眼、鼻腔和口腔,照射源

为60Coγ射线,照射剂量10Gy/次,隔天照射,照射两

次,累计剂量共达20Gy。对照组小鼠麻醉后置于同

样环境中,但不予照射[5]。

1.2.2 Morris水迷宫行为学测试 Morris水迷宫由

圆形水池、移动平台、电脑摄像记录仪等组成。池壁、
池底和平台均为黑色,水池分Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ及Ⅳ四个象限,
将移动平台固定放在第三象限中心水中,平台顶部没

于水面下1cm,水温保持在(25±1)℃。为了减少应

激反应,在记忆测试前5d对各组所有实验小鼠进行

记忆学习训练,将每组小鼠按照第一天测试的顺序于

上下午分别从两个不同象限面向池壁入水,如果小鼠

60s内找到并爬上平台后让其在平台上休息15s,若
是小鼠在60s内没有找到平台则由测试人员将它引

导到平台之上,休息15s。学习训练结束后,开始进行

空间记忆测试:分别于放射结束后1d、7d去除平台,
将Ⅱ象限为入水点,将小鼠面向池壁放进水中,记录其

在120s内第1次穿过平台位置的时间、穿越平台次

数、游泳速度及游泳轨迹[6]。

1.2.3 脑组织切片的制作 水迷宫实验结束后,对实

验的小鼠进行常规灌注处死,其中对照组10只小鼠和

放射1d组的10只小鼠于放射后1d灌注取脑;放射

7d组10只小鼠于放射后7d灌注取脑,并将取出小

鼠脑组织放进10%甲醛过夜后,再放置30%蔗糖溶液

(0.1mol/L,pH值为7.4的PBS液配制)4℃条件下

浸泡,直至脑组织沉于瓶底后,放入-80℃冰箱保存,
在恒冷式冰冻切片机上作连续冠状冰冻切片(厚为30

μm),每隔3片选取1片,将切好的脑冰冻切片置于

PBS液中待用,每组每只编号的小鼠随机选取如图1
所示脑片1张,进行CollagenⅣ免疫组织化学染色。

图1 脑切片

注:A:SVZ区;B:SGZ区

1.2.4 免疫组织化学染色检测 柠檬酸盐缓冲液

(pH6.0)修复(98℃水浴5min);修复后切片用PBS
冲洗(5min×3次)、3%的 H2O2 室温下清除内源性

过氧化物酶20min;再室温下5%胎牛血清室温封闭

20min后,置于兔抗小鼠CollagenⅣ多克隆抗体(1∶
400)4℃过夜,第2d,用PBS冲洗(5min×4次)后,
放入驴抗兔IgG(1∶500)中,室温孵育1h,DAB显

色,每组小鼠的冰冻切片按照一个方向铺在同一张载

玻片上,晾干后进行脱水封片,显微镜下观察。

1.2.5 Ⅳ型胶原统计方法 在DMR + Q550计算

机图像分析仪上,切片经放大400倍后,取0.0025
mm2 面积计数SGZ和SVZ区Ⅳ型胶原数,每个标本

计数3次,取平均值。

1.2.6 统计学方法 采用SPSS20.0和 GraphPad
Prism6.0对实验结果进行统计软件分析,数据用(췍x
±s)表示,多组样本均数比较采用单因素方差分析

(One-wayANOVA),两两比较采用LSD-t检验,P
<0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 Morris水迷宫空间探索实验结果 放射前后各

组小鼠第1次穿过平台位置的时间、穿越平台次数、游
泳速度及游泳轨迹(见图2),从图中可知,与对照组相

比,放射1d、7d组小鼠第1次穿过平台位置的时间明

显延长,而穿越平台的次数减少(P<0.01,见图2A、
图2B),而放射后1d、7d组的小鼠之间差异并无统计

学意义(P>0.05,见图2A、图2B);各组小鼠游泳速

度差异无统计学意义(P>0.05,见图2C)。

图2 小鼠照射前后 Morris水迷宫的检测

注:A:第一次穿越平台的时间,B:穿越平台的次数,C:游泳速

度。D~F:游泳轨迹,其中D:对照组,E:放射后1d组,F:放射

后7d组;与对照组相比,**P<0.01(n=10)

2.2 Ⅳ型胶原蛋白在三组小鼠脑SGZ及SVZ的表

达情况 Ⅳ型胶原阳性表达呈棕褐色条索状,表达于

脑微血管基膜上(见图3)。放射后1d、7d组小鼠脑

SGZ、SVZ的Ⅳ型胶原表达降低,其Ⅳ型胶原数量少于

对照组,差异均有统计学意义(P 均<0.05);放射1
d、7d组小鼠之间的Ⅳ型胶原数量差异无统计学意义

(P>0.05)(见图4)。

图3 Ⅳ型胶原在SGZ和SVZ的表达(免疫组化,×100)

注:A1:对 照 组,SGZ;B1:对 照 组,SVZ;A2:放 射 后1d组,

SGZ;B2:放射1d组,SVZ;A3:放射后7d组,SGZ;B3:放射7
d组,SVZ

图4 各组小鼠Ⅳ型胶原表达量比较

注:A:Ⅳ型胶原的数量,SGZ;B:Ⅳ型胶原的数量,SVZ;与对照

组相比,*P<0.05(n=10)

3 讨论

全脑 照 射 治 疗(whole-brainradiotherapy,WB-
RT)是广泛用于治疗头颈部恶性肿瘤最有效的方法之

一,但是它在杀死肿瘤细胞的同时,也会不可避免的对

正常周围脑组织造成损伤,有多达50%经过 WBRT
治疗的脑癌幸存者会发展为正常脑组织的迟发性辐射

诱导的损伤,并且儿科病例占该群体的很大一部分。
近年来,随着3D-适形和强度调制放射治疗的发展和

应用,两者都更准确地向肿瘤递送辐射,有助于减少周

围正常组织损伤。尽管如此,而 RBI仍然是 WBRT
常见且严重的并发症,RBI的患者出现认知功能障碍、
学习记忆功能缺陷等症状,严重影响了患者的生活质

量[7-8]。因此,理解和探索RBI的机制至关重要。

Ⅳ型胶原是构成脑微血管基膜的主要成分之一,
对促进新生血管成熟和维持血脑屏障的正常生理功能

至关重要[9],因此可用它来观察脑血管基膜的情况。

GiannoniP等[10]使用CollagenⅣ免疫组化染色来观

察阿尔茨海默病小鼠模型脑微血管基底层形态,并通

过共聚焦显微镜来定位活化的Iba-1炎性小胶质细

胞,结果显示微血管基底膜损伤的同时也伴随着Iba-1
炎性小胶质细胞的浸润。动物实验表明[11]上调脑出

血后血肿周围Ⅳ型胶原的表达后可促进内皮细胞的增

殖及迁移及加速微血管的新生。本研究中放射后小鼠

脑的SGZ和SVZ中Ⅳ型胶原表达降低,结果表明γ
射线可能损伤了脑血管基膜。RubioaraizA等[12]给

大鼠腹腔注射3,4-亚甲二氧基甲基苯丙胺来活化小

胶质细胞和提高IL-1β表达水平以引发神经炎症反

应,结果发现血脑屏障基膜上层粘连蛋白和Ⅳ型胶原

表达明显降低,从而影响血脑屏障的通透性和完整性。
本研究通过 Morris水迷宫实验发现,与对照组相

比,放射后小鼠第一次穿越平台的时间明显延长,穿越

平台的次数显著减少,而放射后1d、7d组的小鼠之

间并没有差异,说明γ射线照射后小鼠的空间记忆能

力明显下降;我们实验还发现,放射后小鼠脑的SGZ
(下转第323页)
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和SVZ区Ⅳ型胶原数量减少,而放射后1d、7d组的

小鼠Ⅳ型胶原数量并没有显著差异,这提示放射线可

能通过引起脑血管基膜Ⅳ型胶原的降解,降低血管密

度,引起小鼠记忆能力下降,但并没有随着时间的延长

而加重,也可能是我们所观察的时间短。Warrington
JP等[13]报道WBRT后引起的海马区的学习记忆下降

与放射后血管密度降低以及血管再生受到损害有密切

的关系。因而,若能使用药物减轻放疗后血管基膜Ⅳ
型胶原的降解,促进血管新生,这对于放射性脑损伤的

治疗及预后可能有重要临床意义,但放射后血管基膜

Ⅳ型胶原降解的具体机制仍不明确,尚待进一步探讨。
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