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BDNF对新生鼠缺血缺氧性脑损伤的保护作用的研究 

徐晓晓，周江堡 

(重庆医科大学附属儿童医院神经内科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：研究提前给予脑源性神经生长因子(Brain—derivedneurotrophicfactor，BDNF)对新生鼠的缺血缺氧性脑损伤(Hypoxic 

— isehemie brain damage，HIBD)的保护作用。方法：选取 7 d龄 Wistar大鼠256只，随机分成 4组，①假手术组(n=64，A)，②模型 

组(n=64，B)，③模型前给药组(n=64，C)，④模型后给药组( =64，D)，每组又分为 1、3、5、7 d4个时间点 ，每个时间点 8只，用免 

疫组织化学和实时荧光定量 PCR方法检测脑组织中海马区域的 Trk—B和p75的表达水平。结果：模型前注射组和模型后注射 

组的 Trk—B和 p75水平分别与对照组和假手术组比较均有显著性差异 (P<0．05)。结论：缺血缺氧模型前给予 BDNF可保护 

HIBD引起的脑损伤，其可能机制是通过提高 ．rrk—B的表达水平和降低 p75的表达水平来发挥作用的。 
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Protective effect of BDN F to newborn rats with hypoxic—ischemic brain 

damage 

XU xiao—xic．9，et al 

(Department ofNeurology，the Children’S Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the protective effect of BDNF to newborn rats with hypoxic—ischemic brain damage before the modeling． 

Methods：Two hundred and fifty-six 7-day一01d Wistar rats were randomly divided into four groups：sham operation group(n=64 ，A)； 

model group(n=64 ，B)；model pre-treated group(n=64，C)；model post—treated group(n=64，D)，every group are further divided into 

1、3、5、7 d fourtime points(n=8)。The expression ofTrk—B and p75 in Hippocampus was examined with immunohisto chemical staining 

and real—time PCR．Results：Trk—B and p75 levels in model pre—treated group and model post—treated group，had significant differences 

compaed with model group and sham operation group，P<0．05．Conclusion：BDNF has a protective effect to the brain injury caused by 

HIBD．Enhancing the expression of Trk—B levels and reduce the expression level of p75 may play a role． 
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脑源性神经生长因子(Brain—derived neurotrophic factor， 

BDNF)是在脑内合成的一种蛋白质，它广泛分布于中枢神经 

系统，对神经元的存活、分化 、生长发育起着重要作用 ，并能 

防止神经元受损后死亡、改善神经元的病理状态、促进受损 

伤神经元再生及分化等生物效应；也是成熟的中枢及周围神 

经系统的神经元维持生存及正常生理功能所必需⋯。本实验 

主要研究模型前给予 BDNF对缺血缺氧性新生大鼠模型的 

脑保护作用及其可能机制，为缺血缺氧性脑损伤 (Hypoxic is— 

chemic brain damage，HIBD)临床治疗提供理论依据。 

1 材料及方法 

1．1 材料 

BDNF购自美国Peprotech公司，Trk—B抗体购自Bioword 

作者介绍：徐晓晓(1984一)，女，硕士， 

研究方向：神经康复。 

通讯作者：周江堡，男，教授，E-mail：zhoujbll15@yahoo．corn．Clfl。 

公司，p75抗体购自博奥森试剂公司，二抗试剂盒购自中杉公 

司，SYBR试剂购自天根试剂公司，逆转录试剂盒购 自Takara 

试剂公司，引物由Invitrogen公司合成，7 d龄新生 Wistar大 

鼠购于重庆医科大学动物中心。 

1．2 动物模型制作及标本收集 

选取 256只新生 Wistar大鼠，随机分成 4个组：①假手 

术组(n=64，A)；②模型组( =64，B)；③模型前给药组(n=64， 

C)；④模型后给药组(n=64，D)。每组又分为 1、3、5、7 d 4个 

时间点。 

新生大鼠 HIBD模型制作：按照 RICE法 ，大鼠乙醚吸 

入麻醉后取仰卧位 ，四肢固定于手术板，取颈正中切口，分离 

并以丝线结扎左颈总动脉。假手术组动物麻醉后分离颈总动 

脉 ，不予结扎，缝合皮肤；侧脑室注射生理盐水 0．5 ml／kg；模 

型组，HIBD模型完成后给予侧脑室注射生理盐水0．5 ml／kg； 

模型前给药组，在做 HIBD模型前 24 h侧脑室注入 1 mg／kg 

的 BDNF；模型后给药组 ，脑缺血缺氧后立即侧脑室注射 1 
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mg，l(g的 BDNF，每只大鼠整个手术过程不超过 6 min。手术 

后将新生鼠放回母鼠身边休息 2～3 h，将模型组 、模型前给 

药组、模型后给药组放人 2 L密闭容器，置于 37"12水浴中，以 

2—3 L／min的速度输人含 8％氧气和 92％氮气的}昆合气体 ， 

持续 2 h后将鼠取出；假手术组正常喂养。处理结束后放回 

笼中饲养。在 l、3、5、7 d时每组取 8只新生鼠，水合氯醛麻 

醉动物，打开胸腔暴露心脏 ，经左心室插管至主动脉起始处， 

剪开右心耳，进行灌注固定。先用生理盐水 200～300 ml快 

速冲洗。至流出清亮液体，再用 4％的多聚甲醛进行原位灌注 

固定，迅速取脑，放人4％多聚甲醛中固定。另取 128只大鼠 

在相同的时间点断头，取脑，放入液氮中保存。 

1．3 HE染色和免疫组织化学检测 

标本用多聚甲醛固定 24 h后．放入 PBS(0．01 mmo1]L pH 

7．25～7．35)中冲洗 12 h，然后脱水，石蜡包埋，用切片机切 

5 m厚度的标本 ，常规 HE染色，观察海马及脑组织的基本 

病理组织学改变，SP法进行免疫组化染色，光镜下观察海马 

区域的 Trk—B和p75的表达情况，每张切片随机取 6个测量 

区测定其灰度值，每个测量区像素量一致(约1 000个像素)， 

测量值减去相应空白对照区的测量值后得到大脑皮层的最 

终灰度值，取其平均值，即IOD值。 

1．4 总 RNA的提取及实时荧光定量 PCR 

取脑组织 3O mg左右，常规提取 RNA，RNA用分光光度 

计测量。根据不同的RNA浓度，按照 10 I体系需要 500 ng 

RNA来反应，把提取的 RNA按照说明书要求制备逆转录反 

应体系。反应条件是37℃，15 min，85℃，5 s。引物：B—aetin，上 

游引物 P1：5’一GAAAGAACCGCACCCG TAGC一3’，下游引物 

P2：5’一GGCCcAAGcAcTGTccAAAG一3’(扩增产物长度 168 

GGATI'ACG一3’，下游弓I物 P2：5’一CATCCCTCTCAACAAGCA 

C一3’(扩增产物长度 200bp)，退火温度 61oC；Trk—B上游引物 

P1：5’一GCGGC．丌ATGC啊GCTGGTC一3’，下游引物 P2：5’一C 

TCTGGGTCAATGCTGTI"AGGrI~一3’(扩增产物长度 152 bp)， 

退火温度6l℃；均为4O个循环。反应完成后根据 ct值比较 

目的基因的相对表达量。 

1．5 统计学分析 

采用 SPSS 13．0软件进行统计学分析，计量资料以均数 ± 

标准差( ±s)表示 ，组间比较均采用两因素方差分析，组间 

两两比较采用 LSD—t检验，P<0．05为具有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 HE染色 

光镜下可见假手术组海马各部位结构及细胞层次清楚 

(见图 1)，细胞形态结构清晰完整，核仁清楚。HIBD模型组 

海马损伤严重，镜下可见神经细胞变性、坏死、崩解 ，表现为 

组织结构不清、细胞肿胀 、核膜、核仁不清，有的细胞内容物 

释放，仅留下一细胞轮廓，并有中性粒细胞浸润。镜下还可见 

部分凋亡的神经细胞 ，表现为细胞皱缩变圆，与邻近细胞脱 

离接触，核固缩变圆，胞浆深染。模型前给药组和模型后给药 

组海马损伤明显较模型组损伤轻。 

2．2 免疫组化结果 

免疫组织化学分析海马 p75与 Trk—B在各组的表达情 

况各异(见图 2，3)。p75表达水平以模型组最高，以模型前 

给药组的水平最低；在同一组内，不同时间点 p75表达水平 

无明显差异。而 Trk—B以模型前给药组增高最明显，假手术 

组和模型组表达水平较低；在同一组内，不同时间点Trk—B 

模型组(B图)与假手术组(A图)相比有明显的细胞凋亡，模型前给药组(c图)和模型后给药组(D图) 

与 B图相比，神经细胞凋亡明显减少，其中c图和 D图相比改善更明显 

图 1 大鼠建模后 3d时海马 HE染色(X400) 

模型组胞浆(B图)p75表达明显高于假手术组(A图)，模型前给药组(c图)和模型后给药组(D图)p75表 

达较少 

图 2 A、B、C、D组 3d时海马区域 p75免疫组化表达情况(X400) 
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表达水平无明显差异。对实验图像进行 Ipp软件分析结果显 

示各时间点上模型前给药组 p75明显低于模型组和假手术 

组(见表 1)，与光镜结果一致 ，P<0．05；模型后给药组 p75表 

达水平与模型组和假手术组比较，P<0．05。而Trk—B在模型 

前给药组表达水平较模型组和假手术组明显增高 ，P<0．05； 

模型后给药组较模型组和假手术组表达增高，P<O．05。 

2．3 Realtime—PCR结果分析 

运用 RT—PCR检测大脑 p75表达水平时 ，发现模型前给 

药组和模型后给药组各时间点表达水平明显低于模型组和 

假手术组(见表 2)，P<0．05；在同一组内，各时间点其表达无 

明显差异，P>O．05，与免疫组化结果相吻合。Trk—B在各组表 

达情况为：模型前给药组和模型后给药组各时间点表达水平 

明显高于模型组和假手术组，P<0．05，并且模型前给药组高 

于模型后给药组 ；在同一组内，各时间点 Trk—B表达水平也 

无明显差异，P>0．05。 

3 讨 论 

HIBD是儿科常见的临床并发症，主要由围产期窒息引 

起，可引起新生儿一系列病理生理改变，严重的可引起神经 

系统后遗症。HIBD发病机制复杂，机体代谢过程中产生的自 

由基及脂质过氧化作用参与了脑缺血缺氧后神经细胞的损 

伤。神经细胞膜含有多价不饱和脂肪酸，极易受自南基攻击， 

引发脂质过氧化反应，与此同时产生的一些抑制 子如 NO— 

GO蛋白，NOGO蛋白是神经轴突生长的主要抑制因子．这进 
一 步加重了损伤过程131。 

BDNF在脑中分布广泛(皮质、海马、基底节 、顶叶、颢叶 

等)，除了对神经元的生存、生长、分化和维持神经元正常的 

生理功能起关键作用，同时还具有抵抗伤害性刺激的作用。 

酪氨酸激酶 B(Kinase B，Trk—B)是 BDNF的特异的功能受 

模型前给药组胞浆(c图)Trk—B表达水平明显高于假手术组(A图)和模型组(B图)，模型后给药组 

(D图)Trk—B表达水平也高于假手术组(A图)和(B图)模型组 

图3 A、B、C、D组 3d时海马区域 Trk—B免疫组表达情况(×400) 

表 1 p75、Trk—B在海马的表达(；±S) 

注：‘表示与模型组、假手术组比较 P<0．05，。表示与模型组 、假手术组比较P<0．05，口t表示与模型组、假手术组比较 P<0．05， 表示与模型组、假手 

术组比较 P<O．05 

表 2 p75、Trk—B在脑组织的表达( 4-S) 

。表示与假手术组、模型组比较P<0．05， 表示与假手术组、模型组比较P<0．05，。表示与假手术组、模型组比较 P<0．05，-表示与假手术组、模型组 

比较 P<O．05 
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体，BDNF的作用可以通过Trk—B来实现i4／。神经营养素受体 

p75(p75 neurotrophin receptor，p75NTR)是肿瘤坏死因子受体 

I(Tumor necrosisfactor receptorI，TNFR I)家族中的一员，分 

布非常广泛，而且能与神经生长因子 、BDNF等诸多神经营养 

因子以低亲和力结合 。HIBD目前已经成为脑损伤的最经典 

模型，从实验结果可以看到模型前给药组 Trk—B表达都是明 

显高于对照组和假手术组，而 p75的表达水平明显低于对照 

组和假手术组。我们在大鼠脑损伤发生之前给予 BDNF，可 

能是提前诱导Trk—B产生 ，抑制 p75的表达 ，从而阻断 p75 

介导的凋亡过程，对脑组织起到保护作用。p75作为 NGF的 

低亲合力受体，本身对 BDNF不会产生效应，而 p75NTR介 

导的凋亡多发生在Trk—B受体不表达或低表达的神经细胞。 

但是当Trk—B存在时，两者协同对 BDNF作出反应，BDNF可 

以引起 Trk—B的磷酸化维持神经细胞的稳定性，保护神经细 

胞不受损害[61。在基因水平上，我们同样可以看到，模型前给 

药组较模型组的 Trk—B mRNA表达水平明显增高，p75 mR— 

NA明显降低，由此证明提前给予 BDNF不但可以增~lTrk—B 

的产生 ，还可以通过提高 Trk—B受体的活性，降低 p75引起 

的神经元细胞的凋亡，使神经元自身保护能力增强，以此抵 

抗各种原因引起的脑损伤。 

目前，大量的实验已经证实 BDNF对损伤的神经细胞有 

修复作用，已有实验证明脑缺血损伤中也存在 p75 NTR的表 

达增高，阻断其信号可以延缓病情发生和促进细胞存活。 

BDNF与 Trk—B相结合，可以产生相应的效应而对缺血神经 

元起修复作用，BDNF能促进突触的可塑性，改变脑内神经元 

的形态，增加突触终末的密度和促进树突和轴突的生长 --。 

而我们实验中的模型后给药组再一次证明了这一点。 

综上所述，BDNF对于脑损伤的修复作用已经得到证实， 

但对于他的保护机制研究的还比较少，我们在本实验中证实 

了提前给予 BDNF对脑组织有明显的保护作用，其机制可能 

是通过增加1’rk—B的产生并提高它的活性，同时降低p75的 

表达水平来发挥预防性作用。 
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