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摘要:目的 　 探讨通过运动诱发电位( motor
 

evoked
 

potential,
 

MEP) 和 β-淀粉样前体蛋白( β-amyloid
 

precursor
 

protein,
 

β-APP)免疫组化(immunohistochemistry,IHC)互相验证结合的方法,对轻度颅脑损伤下大鼠颅脑前后向-侧
向碰撞损伤进行头部损伤指标(head

 

injury
 

criterion,
 

HIC)等效转换研究。 方法　 健康成年雄性 SD 大鼠 60 只,随
机分为 0

 

m 对照组、0. 5
 

m 前后向和 0. 5
 

m 侧向损伤组、1
 

m 前后向和 1
 

m 侧向损伤组(每组 12 只),对照组不进行

打击实验。 IHC 组在打击致伤后和对照组一起进行过量麻醉取材,制作 β-APP 免疫组化染色切片,并测定切片的

脑干锥体束区域内的阳性细胞面积占比和积分光密度( integral
 

optical
 

density,
 

IOD)。 MEP 组分组和 IHC 组相同,
在致伤后和对照组一起进行 MEP

 

波幅检测。 结果　 随致伤高度的增加,致伤组 MEP 下降幅度、阳性细胞面积占

比及 IOD 也明显增大。 致伤高度较小时,IHC 组比 MEP 组的灵敏度更高。 损伤程度相同时,侧向 HIC 小于前后

向。 HIC 相同时,侧向的损伤程度大于前后向。 结论　 利用 MEP 和 β-APP 联合评估可以为颅脑前后向-侧向碰撞

损伤 HIC 等效转换研究提供实验参考。
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Abstract:
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

equivalent
 

conversion
 

of
 

head
 

injury
 

criterion
 

(HIC)
 

under
 

anterior-
posterior

 

(AP)
 

and
 

lateral-medial
 

(LM)
 

craniocerebral
 

impact
 

for
 

mild
 

craniocerebral
 

injury
 

in
 

rats
 

using
 

motor
 

evoked
 

potential
 

(MEP)
 

and
 

β-amyloid
 

precursor
 

protein
 

( β-APP)
 

immunohistochemistry
 

( IHC) .
 

Methods 　
Sixty

 

healthy
 

adult
 

male
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

0
 

m
 

control
 

group,
 

0. 5
 

m-AP
 

and
 

0. 5
 

m-LM
 

injury
 

groups,
 

and
 

1
 

m-AP
 

and
 

1
 

m-LM
 

injury
 

groups
 

(12
 

rats
 

in
 

each
 

group) .
 

The
 

control
 

group
 

did
 

not
 

undergo
 

any
 

impact
 

injury
 

experiment.
 

After
 

the
 

impact
 

injury
 

experiment,
 

the
 

injury
 

and
 

control
 

groups
 

were
 

subjected
 

to
 

excessive
 

anesthesia
 

to
 

produce
 

β-APP
 

immunohistochemical
 

stained
 

slices,
 

and
 

the
 

percentage
 

of
 

positive
 

area
 

037



and
 

integral
 

optical
 

density
 

( IOD)
 

in
 

the
 

brainstem
 

pyramidal
 

tract
 

area
 

of
 

the
 

slices
 

were
 

determined.
 

The
 

MEP
 

groups
 

were
 

divided
 

in
 

the
 

same
 

manner
 

as
 

the
 

IHC
 

groups
 

and
 

the
 

MEP
 

amplitudes
 

of
 

the
 

MEP
 

and
 

control
 

groups
 

were
 

measured
 

after
 

the
 

impact
 

injury
 

experiment.
 

Results　 With
 

an
 

increase
 

in
 

the
 

degree
 

of
 

injury,
 

the
 

decrease
 

in
 

MEP
 

amplitude,
 

percentage
 

of
 

positive
 

areas,
 

and
 

IOD
 

in
 

the
 

injury
 

groups
 

significantly
 

increased.
 

When
 

the
 

degree
 

of
 

injury
 

was
 

low,
 

the
 

sensitivity
 

of
 

IHC
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

MEP.
 

When
 

the
 

degree
 

of
 

injury
 

was
 

the
 

same,
 

the
 

HIC
 

in
 

the
 

LM
 

direction
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

AP
 

direction.
 

When
 

the
 

HIC
 

was
 

the
 

same,
 

the
 

degree
 

of
 

injury
 

in
 

the
 

LM
 

direction
 

was
 

greater
 

than
 

that
 

in
 

the
 

AP
 

direction.
 

Conclusions 　 The
 

joint
 

evaluation
 

of
 

MEP
 

and
 

β-APP
 

can
 

provide
 

experimental
 

references
 

for
 

the
 

study
 

of
 

HIC
 

equivalent
 

conversion
 

in
 

AP-LM
 

craniocerebral
 

impact
 

injury.
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head
 

injury
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　 　 由于机动车辆激增及运动性损伤增加等诸多

因素,创伤性脑损伤( traumatic
 

brain
 

injury,
 

TBI)的

发病率也日渐增高。 其中, 全球轻度 TBI ( mild
 

traumatic
 

brain
 

injury,
 

mTBI) 在 TBI 中的占比为

60% ~ 90% ,在中国 mTBI 的比例为 62% ,且在儿科

人群中非常普遍,可导致慢性身体、认知和情绪障

碍[1-2] 。 在道路交通伤中,相较于中、重度 TBI,针对

mTBI 的研究报道较少。 与更严重的 TBI 相比,
mTBI 曾经被认为是相对良性的损伤。 但越来越多

的证据表明,mTBI 具有破坏性的神经系统后果,且
与中、重度 TBI 相比,mTBI 缺乏明显的临床神经影

像学、形态学发现 (没有颅骨骨折和肉眼可见出

血),常规苏木精-伊红(hematoxylin
 

eosin,HE)染色

也不明显,只有组织病理学和功能性研究或者分子

水平的研究有较好效果,从而导致 mTBI 难以诊

断[3] 。 对于头部损伤程度的评估分析,目前核心的

指标和准则仍然是经典的头部损伤指标 ( head
 

injury
 

criteria,
 

HIC) [4-6] 。 但是 HIC 准则从其开始

公布时,就存在众多争议、批评甚至反对[7] 。 原因

之一就是该准则只纳入头部前后向的载荷数据,而
未考虑头部在侧向受到撞击的情况,目前侧向损伤

程度指标是直接套用前后向的 HIC 值[8] 。 实际上,
颅脑侧向碰撞大量发生于车辆碰撞横穿行人和车

辆侧面碰撞的交通事故中。 研究表明,颅骨因解剖

部位差异有不同的力学特点,颅脑在相同的加速度

曲线历程作用下,前后向与侧向受撞击后导致的颅

脑损伤程度显然不同[9] 。 mTBI 发生较为普遍,然
而相对于中、重度颅脑损伤,mTBI 研究偏少。 同时,
mTBI 的研究方法也异于中、重度脑损伤的研究方

法。 基于此,本文从 mTBI 角度出发,对前后向-侧
向颅脑碰撞 HIC 进行等效转换研究,以期对侧向颅

脑碰撞 HIC 值进行合理修正。

1　 材料与方法

1. 1　 实验动物及分组

　 　 选取 60 只成年健康 SD 雄性大鼠(由重庆腾鑫

生物技术有限公司提供),体质量 300
 

g 左右,随机

分为 5 组, 1 组正常组, 4 组致伤实验组。 每组

12 只,其中 IHC 组 6 只,MEP 组 6 只。 实验前将大

鼠放置在安静、室温 20 ~ 28
 

℃ 、避强光的环境内适

应性饲养 7
 

d。 本研究动物实验在重庆理工大学药

学与生物工程学院进行,得到重庆理工大学学术委

员会实验动物伦理与福利专门委员会批准。

图 1　 改进的 Marmarou 轻度损伤模型

Fig. 1　 Improved
 

Marmarou
 

model
 

of
 

mild
 

injury
注:重物 300

 

g,有机玻璃管高 2. 5
 

m,内径 40
 

mm;金属头

盔直径 10
 

mm,厚度 3
 

mm;聚氨酯泡沫密度 35
 

kg / m3 ,尺
寸 12

 

cm×12
 

cm×43
 

cm。

1. 2　 模型制作

　 　 采用 Ucar 等[10] 改进的 Marmarou 轻度损伤模

型(见图 1)。 在实验室完成模型搭建,以测量大鼠

头部在撞击过程中的实时力学损伤和响应。 操作

如下:SD 大鼠编号称重后,所有大鼠均用 0. 4% 戊

137

王国祥,等.
 

轻度创伤型大鼠颅脑前后向-侧向碰撞 HIC 值等效研究

WANG
  

Guoxiang,
 

et
 

al.
  

HIC
 

Value
 

of
 

Mild
 

Traumatic
 

Rats
 

under
 

Anterior-Posterior
 

and
 

Lateral-Medial
 

Craniocerebral
 

Impact:
 

An
 

Equivalent
 

Study
 



巴比妥钠(40
 

mg / kg)腹腔注射麻醉。 麻醉完成后,
在大鼠头部黏合直径 10

 

mm、厚度 2
 

mm 的金属圆

盘(前后向受撞击的大鼠金属圆盘位于两耳之间,
侧向受撞击的大鼠金属圆盘位于眼睛和耳朵之

间)。 有机玻璃管内壁涂上润滑油并在头部腹侧衬

垫海绵,以便在撞击瞬间起到缓冲作用,使碰撞负

荷分散,从而防止发生颅骨骨折和相关的局灶性脑

损伤。 将大鼠以俯卧位固定于弹性系数已知的聚

氨酯泡沫上,使用同一重量的砝码分别从 0. 5、1
 

m
高处自由落体垂直打击。
1. 3　 MEP 检测和免疫组织化学染色

　 　 大鼠打击后,采用 Pclab
 

系列型号生物医学信

号采集系统(北京微信斯达科技发展有限责任公

司)对 SD 大鼠进行 MEP 检测,MEP
 

的刺激与记录

均采用不锈钢材质的针式电极(直径 0. 25
 

mm,长
度 13

 

mm),刺激电极直接穿刺置于大鼠脑干腹侧

锥体束前端,记录电极直接穿刺置于大鼠腿部后侧

腓肠肌肌腹中部,接地电极连接于金属试验台上。
刺激方式:单刺激,波宽 3. 0

 

ms,刺激电极间距为

4. 0
 

mm,刺激电压为 4. 0
 

V,记录电极采样频率为

20
 

kHz,记录电极间距为 4. 0
 

mm,信号波幅由仪器

自动标识。 为避免昼夜变化对大鼠的影响,每次实

验时间均选取与损伤时间同一时刻进行。

图 2　 切片部位

Fig. 2　 Slice
 

site

兔抗鼠 β-APP 单克隆抗体购于武汉博士德生

物工程公司,超敏二步法免疫组化检测试剂盒购于

北京博奥森生物技术有限公司。 增强型二氨基联

苯胺(3,
 

3’-diaminobenzidine,
 

DAB)显色试剂盒与

山羊血清购于北京索莱宝科技有限公司。 对大鼠

脑干锥体束部位 b 位置(见图 2)切片进行染色观

察。 在滴加封闭血清和一抗前需将切片放入柠檬

酸缓冲液中进行高温抗原修复,其中一抗的浓度为

500
 

μg / mL,按照 1 ∶ 200 比例进行稀释,并设置空

白及阴性对照。 对 β-APP
 

IHC 染色结果在光镜下

放大 400 倍进行观察,取脑干锥体束区域 4 个面积

均为 0. 48
 

mm2 的不重复视野(左右脑各两个),用
Image

 

J
 

1. 53 系统软件测量计算阳性细胞面积和积

分光密度(integral
 

optical
 

density,
 

IOD)。
1. 4　 HIC 值测量

　 　 使用 DH5916 数据采集系统(江苏东华测试技

术股份有限公司),利用单轴加速度传感器(采样频

率 50
 

kHz,Hi-Tech 公司,美国)获取不同碰撞方向

组的加速度,并计算 HIC 值。
1. 5　 实验数据统计处理方法

　 　 完成数据采集后采用 Origin、SPSS
 

26、Graphpad
 

Prism
 

9. 5 统计分析软件对数据进行统计分析处理。

2　 结果

2. 1　 数据相关性分析

　 　 皮尔逊相关性分析结果表明,对照组和损伤组

大鼠脑干锥体束蛋白标志物 β-APP 的 IOD、阳性细

胞面积占比与 MEP 下降幅度呈正相关,说明 β-
APP 蛋白含量与 MEP 下降幅度之间存在一定相关

性。 其中,锥体束位置阳性细胞面积占比与 IOD 的

相关性最高(见表 1)。

表 1　 SD 大鼠积分光密度、阳性细胞面积占比、MEP 下降幅度

Pearson 相关性分析

Tab. 1　 Pearson
 

correlation
 

analysis
 

of
 

integrated
 

optical
 

density,
 

percentage
 

of
 

positive
 

area
 

and
 

percentage
 

of
 

MEP
 

decrease
 

in
 

SD
 

rats

IOD
阳性细胞

面积占比

MEP
下降幅度

IOD 1
阳性细胞面积占比 0. 943∗∗ 1

MEP 下降幅度 0. 586∗ 0. 635∗ 1

　 　 注:∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

对实验结果进行 One-way
 

ANOVA 检验。 SD 大

鼠在损伤后,只有 0. 5
 

m 前后向损伤组 IOD 与对照

组差异无统计学意义,0. 5
 

m 侧向损伤组 IOD 与对

照组(P < 0. 05)、 1
 

m 损伤组 IOD 与对照组 (P <
0. 000

 

1)比较有显著性差异[见图 3( a)]。 0. 5
 

m
前后向损伤组阳性细胞面积占比与对照组差异无

统计学意义[见图 3(b)]。
对照组、0. 5

 

m 前后向损伤组、0. 5
 

m 侧向损伤
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图 3　 大鼠损伤后 IOD 和阳性细胞面积占比

Fig. 3　 Percentage
 

of
 

IOD
 

and
 

positive
 

area
 

percentage
 

after
 

injury
 

in
 

rats　 ( a)
 

IOD,
 

( b)
 

Percentage
 

of
 

positive
 

area

注:ns,P>0. 05;∗P<0. 05,∗∗∗∗P<0. 000
 

1。

组 MEP 差异无统计学意义。 1
 

m 前后向损伤组

MEP 和打击前相比有显著性差异(P<0. 01);1
 

m 侧

向损 伤 组 MEP 与 打 击 前 相 比 有 显 著 性 差 异

(P<0. 001),见图 4。

图 4　 大鼠不同组别 MEP 波幅

Fig. 4　 MEP
 

amplitude
 

in
 

different
 

groups
 

of
 

rats

注:ns,P>0. 05;∗∗P<0. 01,∗∗∗P<0. 001。

2. 2　 构建等效数学模型

2. 2. 1　 各部分权重得分 　 将数据在 SPSSAU 中进

行探索性因子分析,并使用因子分析进行信息浓缩

研究。 首先,分析研究数据是否适合进行因子分

析。 结果显示,KMO 为 0. 645( >0. 5)满足因子分析

的前提要求,数据可用于因子分析研究。 Bartlett
 

球

形度检验结果表明,研究数据适合进行因子分析

(P<0. 05)。 线性组合系数及权重结果显示,IOD 权

重为 34. 85% ,阳性细胞面积占比权重为 65. 46% ,
MEP 下降幅度权重为 29. 69% (见表 2)。

表 2　 线性组合系数及权重结果

Tab. 2　 Linear
 

combination
 

coefficient
 

and
 

weight
 

results

名称 因子 1
特征根(旋转后) 2. 446
方差解释率 / % 81. 52

综合得分

系数
权重 / %

IOD 0. 601
 

8 0. 601
 

8 34. 85
 

阳性区域面积百分比 0. 612
 

4 0. 612
 

4 35. 46
 

MEP 下降幅度百分比 0. 512
 

7 0. 512
 

7 29. 69
 

2. 2. 2　 归一化处理 　 将最大、最小 IOD 分别设置

为 1、0,其余数据按照归一化公式处理:
xnew = (x - xmin) / (xmax - xmin) (1)

　 　 阳性细胞面积占比和 MEP 下降幅度数据处理

和 IOD 相同。 归一化处理后再乘以对应的权重比

例,最后将三者累加起来,得到不同的损伤程度值

结果(见表 3)。

表 3　 大鼠不同组别损伤程度

Tab. 3　 Injury
 

degrees
 

for
 

different
 

groups
 

of
 

rats

大鼠

编号

0
 

m
(对照组)

0. 5
 

m
前后向

0. 5
 

m
侧向

1
 

m
前后向

1
 

m
侧向

1 0. 013
 

7 0. 065
 

1 0. 170
 

0 0. 422
 

8 0. 834
 

2
2 0. 018

 

0 0. 076
 

2 0. 168
 

5 0. 481
 

7 0. 806
 

4
3 0. 004

 

6 0. 067
 

6 0. 250
 

9 0. 288
 

3 0. 839
 

6
4 0. 015

 

4 0. 095
 

2 0. 277
 

6 0. 492
 

7 0. 966
 

8
5 0. 004

 

6 0. 072
 

8 0. 278
 

2 0. 561
 

5 0. 814
 

1
6 0. 004

 

2 0. 069
 

4 0. 242
 

8 0. 543
 

1 0. 898
 

3

2. 2. 3　 HIC 测量结果　 使用 DH
 

5916 数据采集系

统,利用单轴加速度传感器(采样频率 50
 

kHz)获取

不同碰撞方向组的加速度, 并计算 HIC 值 ( 见

表 4)。

表 4　 不同损伤组 HIC 值

Tab. 4　 HIC
 

values
 

in
 

different
 

injury
 

groups

分组 积分
 

HIC
 

对照
 

0 0
0. 5

 

m 前后向
 

0. 003
 

1 15. 026
 

20
0. 5

 

m 侧向
 

0. 003
 

7 24. 504
 

18
1

 

m 前后向
 

0. 004
 

2 45. 127
 

52
1

 

m 侧向
 

0. 007
 

6 51. 721
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2. 2. 4　 等效转换数学模型　 将归一化处理得到的

不同部位损伤程度和数据采集系统得到的 HIC 进

行二次项拟合(见图 5)。
结果显示,前后向、侧向损伤程度和 HIC 的数

学关系式分别为:
y1 = 0. 000

 

192
 

7x1
2 + 0. 001

 

383x1 +
0. 010

 

09 (2)
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图 5　 损伤程度和 HIC 数学关系

Fig. 5 　 The
 

mathematical
 

relationship
 

between
 

impairment
 

degree
 

and
 

HIC

y2 = 0. 000
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9x2
2 + 0. 001

 

383x2 +
0. 010

 

09 (3)
　 　 令 y1 = y2,再赋予不同的数值,利用求根公式反

解出不同数值下的 x1、x2。 将 x1 设定为横坐标、x2

设定为纵坐标,绘制 HIC 等效数学模型(见图 6)。

图 6　 前后向-侧向等效数学模型

Fig. 6　 Anterior-lateral
 

equivalent
 

mathematical
 

model

结果表明,所得二次项拟合公式为:
y3 = 0. 000

 

249
 

4x3
2 + 0. 737

 

2x3 +
0. 010

 

09 (4)

3　 讨论

　 　 TBI
 

发病机制是一个复杂的过程,可导致暂时

或永久性神经功能缺损。 由于轴突纤维束形态较

长,轴突损伤成为最常见的脑损伤类型。 即使面对

mTBI,也会发生轻度轴突损伤。 因此,一套神经元

损伤生物标志物组合可能是了解脑损伤多因素发

病机制的潜在方案[11-12] 。 β-APP 是一种糖基化的

完整跨膜蛋白,常被作为检测 TBI 损伤的标志物,
在整个中枢神经系统的神经元中均有表达,且富集

在突触和神经元细胞膜中[13] 。 当颅脑受到损伤时,
一部分神经元轴索出现直接断裂,而未断裂的神经

元轴索则部分出现轴膜通透性的改变,由于 β-APP

通过轴突转运,导致 β-APP 在轴突断面邻近区域含

量上升[14-15] 。 同样,此两种损伤情形也势必导致神

经电信号在神经纤维上的传导发生异常,使得与该

神经耦合的下游骨骼肌 MEP 信号发生异常[16] 。 本

文发现,侧向损伤组和前后向损伤组受到相同的撞

击能量时所导致的损伤程度不同;同时,对于更加

轻微的损伤,IHC 的灵敏度比 MEP 更高。 由此推

测,在涉及更加轻微的损伤时,分子水平的检测应

该比神经电生理更加高效。 此外,在头部损伤程度

评价过程中,不能仅仅单一考虑某种技术手段和指

标。 在评价头部整体的损伤程度过程中,应综合多

个方面的指标去考量。 基于此,本文采用 IHC 和

MEP 两种手段,综合评价头部整体损伤程度,后续

可以将动物行为学等技术手段和指标也纳入评价

体系中。
过往对 HIC 的研究大多数采用有限元和人尸

头颅落差撞击实验的方法,对颅脑前后向、侧向进

行分别研究,而关于颅脑前后向-侧向碰撞的 HIC
关系鲜有报道。 尸体试验无法模拟活体脑组织在

受到冲击载荷时所表现出的病理反应以及颅内的

力学响应,故存在局限性[17] 。 本文利用大鼠脑损伤

模型,通过组织病理学和神经电生理学结合的方

式,对前后向-侧向碰撞损伤及 HIC 进行等效转换

研究。 结果发现,在同一参数条件下,侧向的颅脑

损伤要大于前后向,该结果与有限元仿真结果和外

力撞击颅脑各部位中侧向所受应力最大的结果[18]

一致。 实验结果表明,组织病理学和神经电生理学

相结合的方式用于构建前后向-侧向损伤关系的数

学模型具有可行性。 本文初步获得了 SD 大鼠颅脑

前后向-侧向碰撞损伤及 HIC 关系的数学模型,可
以有效地对侧向 HIC 进行合理修正,扩大 HIC 准则

的适用范围。

4　 结论

　 　 既往研究鲜有关于通过组织病理学和神经

电生理相结合的方式构建 SD 大鼠不同部位损伤

等效转换模型的报道。 本文通过 IHC 染色定量

测量脑干锥体束区域阳性细胞面积和 IOD,以及

MEP 下降幅度。 赋予三者不同的权重值,再通过

对三者的归一化处理乘以对应的权重,得到不同

的损伤程度。 利用不同部位损伤程度与数采系
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统计算的 HIC,构建数学关系模型。 本文以大鼠

脑干锥体束损伤 mTBI 为基础,结合 β-APP
 

IHC
实验和神经电生理运动诱发电位实验,得到前后

向-侧向的等效数学关系式

y3 = 0. 000
 

249
 

4x3
2 +0. 737

 

2x3 +0. 010
 

09
为颅脑不同部位 HIC 等效转换研究提供了新的

思路方法。 本文认为,相较于传统的形态学评判

指标,与脑干锥体束耦合的下游骨骼肌 MEP 信

号及 IHC 特异蛋白表征,是反映脑干锥体束功能

损伤程度科学合理的实质指标,为研究侧向 HIC
的评判指标提供实验模型与数据支持。 后续研

究还需要进一步增加动物数量以及其他关于脑

损伤的行为学评估方法,以期逐步完善前后向-
侧向颅脑碰撞 HIC 等效转换的数学关系模型。
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