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胰岛素样生长因子 一I(IGF一1)在HIE新生兔的表达 

林迳苍，朱世泽，杜翠琼，黄 煌 ，许相洋 

(福建省泉州医学高等专科学校，泉州 362000) 

【摘 要】目的：探索慢性宫内缺氧时胰岛素样生长因子 ～10nsulin—like growth factor-l，IGF-1)在新生兔脑组织和血清中的表达 

规律。方法：取孕中晚期新西兰兔 24只，随机分为对照组、缺氧组以及中药干预缺氧组，对比3组新生兔的脑组织和血清的 IGF一1 

表达与变化。结果：IGF一1在脑组织的表达经 检验，各组间差异均有统计学意义(P<0．01)，缺氧组明显高于中药干预组，且中药 

干预组高于对照组。ELISA法定量测定血清 IGF一1含量，缺氧组的血清 IGF—l的含量低于对照(P<0．01)，中药干预组的血清 

IGF_l的含量低于对照组(尸<0．05)。结论：缺氧缺血性脑病(Hypoxicischemic encephalopathy，HIE)新生兔的体内IGF-1进行了重 

新分布。脑组织内为保护神经细胞发生应激反应，调集外周血中的 IGF一1进入中枢神经系统，参与内源性保护机制。 
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The expressions of lGF一1 in HIE neonatal rabbits 
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【Abstract】Objective：Searching after the regularity of the expressions the insulin-like growth factors(IGF一1)inside the neonatal 
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rabbits with chronic intrauterine anoxemia give to brain Tissues 

and serums．Methods：Choosing 24 Zelanian rab bits that have 

been in afternoon pregnancy，we divide them into three 

stochastic contratest group by chance：the control group，the 

产生的。本研究中，辛伐他汀作用 K562细胞 48 h， 

实验结果显示细胞内 ROS明显升高，突变 P53表达 

水平下降。突变 P53蛋白表达下调解除其对正常 

P53蛋 白功能的抑制 ，正常 P53功能得以实现 ，通过 

一 系列机制诱导 K562细胞凋亡【7j。 

c-jun编码分子量为 39 kD含 334个氨基酸残 

基的蛋白质 Jun。在细胞中，Jun与 Fos结合形成 

Fos／Jun异二聚体，即稳定的高活性复合物 AP—l转 

录因子，通过亮氨酸拉链结合于DNA上，参与基因 

表达的复杂调控网络。Turi等[8J研究表明氧化应激 

可激活AP一1。Taimor等 曾报道 AP一1介导 NO诱 

导的心肌细胞凋亡。本研究结果显示，辛伐他汀作 

用 K562细胞 72 h，c—iun mRNA表达增强 。提示辛 

伐他汀可能通过增强 c--juII表达，激活 AP一1诱导 

K562细胞凋亡。 
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anoxic group and the group interfered with Chinese traditional medicine．Then we contrast the expressions and changes of these 

groups with IGF一1 in brain tissues and in serums．Results：Contrasting IGF-1 in brain tissues，checked up with ．In three different 

groups．we have found that the differences oftheir expressions have some statistical significance(P<0．01)；IGF一1 in brain tissues ofthe 

anoxic group is higher than the group interfered with Chinese traditional medicine and IGF一1 in brain tissues of the group interfered with 

Chinese traditional medicine is higher than the control group．Determined the contents of IGF一1 in serums on rabbits by ELISA，the 

contents of IGF一1 in serums of the anoxic group is extremely remarkably lower than the control group (P<0．O1)，while the contents of 

IGF——1 in serums of the group interfered with Chinese traditional medicine is extremely remarkably lower than the anoxic group． 

Conclusion：In this article，there occurs the mentions：IGF一1 has been redistributed in the bodies of HIE neonatal rabbits；Irritable 

reactions inside brain tissues have been brought into existance in order to protect nerve cells，then IGF一1 from the peri—islet extro—blood 

all assembled into the central nervous system，then participate in the intrinsic protection mechanism． 

【Keywords】Insulin—like growthfactor-1(IGF一1)；Hypoxicischemic encephalopathy(HIE)；Neonatal rabbits；Braintissues；Serums 

因围生期缺氧引起的缺氧缺血性脑病(Hypoxic 

ischemic encephalopathy，HIE)是新 生儿 期 的常 见 

病、多发病，也是造成智力落后和永久性神经损伤 

的重要原因之一Ⅲ。临床上许多新生儿期 HIE常见 

为慢性宫内缺氧，为深入探索围生期缺氧致新生儿 

HIE发生的分子机制，作者参考 Williams等四的方 

法建立实验动物模型。 

1 材料与方法 

1．1 动物来源、分组以及试验方法 

选取试验动物为健康孕中晚期新西兰孕兔 24只。随机 

分为对照组、缺氧组以及中药干预组 3组。对照组：模拟放进 

缺氧箱，但不予缺氧处理 ；缺氧组 ：放置于缺氧箱进行缺氧 ， 

将怀孕 10 d的母兔置于自制玻璃缺氧舱内，舱内用小风扇 

不断将空气混匀，舱内氧浓度由S-450型氧气监测仪(美国 

IST—AIM公司)持续监测，实时调节氧氮的流量，使混合气氧 

浓度为 12％±0．1％。舱内二氧化碳与水蒸气分别用钠石灰与 

氯化钙吸收。缺氧舱壁留有小缝隙与舱外相通，使舱内气压 

与大气压平衡。饲料及饮水同常。舱内CO：浓度始终 <3％，温 

度保持于 l9℃～23~(2，每天分 2次缺氧 ，1次 4 h，共 20 d，直 

到孕 30 d分娩为止；中药干预组 ：孕兔放置于缺氧箱进行缺 

氧 ，并给予中药川穹嗪注射液 (北京第 四制药厂，批号 

21206，剂量 0．04 ml／lO0 g)腹腔注射。出生后，每组各随机取 

雌雄兔崽，断头取血与脑组织13I。 

1．2． 免疫组 织化学 

1．2．1 取材 缺氧缺血性 脑损伤 (Hypoxic ischemic brain 

damage，HIBD)后新生兔开颅取脑组织于多聚甲醛固定液中 

后固定 8 h，经梯度酒精脱水 ，二甲苯透明后石蜡包埋 ，行冠 

状切片裱于经 APES防脱片剂处理的载玻片上。 

1．2．2 石蜡切片 石蜡切片脱蜡至水。蒸馏水冲水，PBS浸泡 

5min。3％H 0 室温孵育 5～10 min，以消除内源性过氧化物 

酶的活性，PBS冲洗，2 min×3次。滴加适当比例稀释的一抗 

工作液，37％孵育 l～2 h。PBS冲洗，2rain x 3次。滴加试剂 

1(Polymer Helper)，37~C孵育 20 min，PBS冲洗，2 min x 3次。 

滴加试剂 2(Polyperoxidase—antirabbit IgG)，37~(2孵育 20～30 

min，PBS冲洗，2 min x 3次。 DAB显色试剂盒显色，自来水 

充分冲洗，复染，常规脱水 ，透明，封片。IGF一1抗体购自上海 

富众生物科学有限公司(美国 Santa—cruz)。用低倍镜和高倍 

镜(x 400)观察切片，阳性细胞为镜下组织结构清晰，胞浆内 

有棕黄色颗粒 ，染色明显高于背景。阳性等级采用 Sinicrope 

改良半定量法。显微镜下观察采用双盲法：记录各切片中染色 

细胞的百分数，按 4级法计分，0分：染色细胞 <5％；1分：染 

色细胞 5％～25％；2分：染色细胞 26％～75％；3分 ：染色细胞 

大于 75％。同时，将染色强度亦分成 4级 ，0分：不显色或显色 

不清；1分：浅黄色：2分：棕黄色；3分 ：深棕色。最后，综合计 

分 =(染色细胞分数 +染色强度分数)／2，所得分数 <0．5分为 

阴性；0．5～1．5分为弱阳性 (+)；1．6—2．5分为中性阳性(2+)； 

大于 2．5分为强阳性(3+)。 

1．3 ELISA法定量测定血清 IGF一1含量 

采血，3 000 r／min离心5 min，分别留取血清，置 一20℃冰 

箱保存待测。应用双抗体夹心酶标免疫分析法测定标本中 

IGF一1水平。ELISA试剂盒购自福州 一冠生物科技有限公司。 

1．4 统计学处理 

采用 SPSS12．0统计软件进行数据统计，率的比较用 

检验，表达强度用 Kruskal—Wallis检验 ，P<O．O5表示差异有 

统计学意义。计量数据采用均数( ±s，％)表示。两组间比较 

用 t检验，相关分析采用直线回归。设定检验水准 =0．05， 

以P<0．05表示差异有统计学意义。 

2 结 果 

IGF一1在 HIE新生兔对照组、中药干预组、缺 

氧组的脑组织表达(图 1～3)。IGF一1在缺氧组的脑 

组织表达率为 90．0％。在中药干预组的脑组织表达 

率为 65．0％，在对照组的脑组织表达率为 3O．O％(见 

表 1)。经 检验，各组问差异均有统计学意义(尸< 

O．01)。HIE新生兔对照组、中药干预组、缺氧组3组 
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间 的 脑 组 织 表 达 强 度 经 K r u s k a l — W a l l i s 检 验 差 异 有

统 计 学 意 义 。 缺 氧 组 明 显 高 于 中 药 干 预 组 ， 且 中 药

干 预 组 高 于 对 照 组 ( H C = 2 4 ． 0 8 7 ，
P < 0 ． 0 1 ) ( 注 ：I G F 一 1

D A B 显 色 后 表 现 为 黄 褐 色 ， 脑 组 织 大 脑 皮 层 及 海 马

处 均 可 见 其 表 达 ， 细 胞 定 位 主 要 表 达 于 神 经 细 胞 的

胞 浆 ) 。

缺 氧 组 的 血 清 I G F 一 1 的 含 量 低 于 对 照 组 ( P <

0 ． 0 1 ) ， 中 药 干 预 组 的 血 清 I G F — l 的 含 量 低 于 中 药

干 预 组 (P < 0 ． 0 5 ) ( 见 表 2 ) 。

表 1 I G F 一 1 在 不 同 实 验 组 新 生 免 的脑 组 织 免 疫 组 化 的表 达 ( ，z )
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图 1 I G F 一 1 在 对 照 组 脑 神 经 元 胞 体 的

表 达 f 免 疫 组 化 x 4 0 0 1

表 2 I G F 一 1 血 清 含 量
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图 2 I G F _ 1 在 中药 干 预 组脑 神经 元 胞体

的表达f 免疫组 化 x 4 0 0 )

注 ：
‘

P < O． 0 5 ；
‘

P < O ． 0 1 ( 与 对 照 组 比较 )

3 讨 论

I G F 一 1 属 于 胰 岛 素 样 生 长 因 子 家 族 成 员 ， 是 一

种 与 组 织 代 谢 和 细 胞 分 化 、 增 殖 有 关 的 细 胞 因 子 。

对 于 维 持 神 经 细 胞 的 生 存 、 生 长 和 损 伤 后 的 修 复 具

有 极 其 重 要 的 作 用 I。撕 J
。 I G F — l 与 胰 岛 素 原 6 0 ％ 同

源 ， 由 7 0 个 氨 基 酸 残 基 组 成 ， 是 具 有 内 分 泌 、 自分

泌 和 旁 分 泌 特 性 的 单 链 多 肽 ， 相 对 分 子 质 量 约 为

7 5 0 0 。 I G F 一 1 是 一 类 具 有 胰 岛 素 样 调 节 代 谢 又 具 有

生 长 激 素样 促 生 长 作用 的 蛋 白 。 生 理 状 态 下 I G F 一 1

具 有 胰 岛 素 样 抑 制 蛋 白质 分 解 作 用 ， 同 时 又 促 进 蛋

白质 的 合 成 ， 对 正 常 组 织 细 胞 的 增 殖 、 分 化 、 再 塑 及

维 护 十 分 重 要 ， 对 于 神 经 细 胞 正 常 生 长 、 发 育 的 调

节 具 有 重 要 作 用 。 S t e w a r t 等【’I 研 究 发 现 ，
I G F 一 1 是 大

脑 发 育 所 必 需 的 生 长 调 节 因 子 ， 通 过 细 胞 培 养 已 经

证 实 减 少 或 去 除 I G F 一 1
， 神 经 细 胞 数 量 减 少 ， 它 对 树
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图 3 I G F 一 1 在缺 氧组 脑 神 经 元 胞 体

的表 达 f 免疫组 化 x 4 0 0 1

突 快 速 生 长 、 突 触 形 成 和 髓 鞘 生 成 具 有 重 要 作 用 ．

可 以 影 响 不 同 类 型 神 经 细 胞 及 相 关 细 胞 的 生 存 能

力 ， 提 高 神 经 细 胞 的 分 化 和 发 育 。 是 剂 量 依 赖 型 营

养 因 子 。

I G F 一 1 对 于 神 经 系 统 的 保 护 作 用 可 能 与 以 下 因

素 有 关 ： ( 1 ) 降 低 血 管 阻 力 ， 改 善 微 循 环 ， 改 善 局 部

组 织 灌 流 不 足 的 情 况 ， 防 止 神 经 细 胞 的 进 一 步 损

伤 。 ( 2 )抑 制 一 氧 化 氮 酶 ( N O S ) 活 性 ， 减 少 合 成 ㈣
。 ( 3 )

类 似 血 管 内皮 生 长 因 子 ，
I G F 一 1 在 体 内 、 外 均 可 促 进

血 管 平 滑 肌 细 胞 增 殖 ， 从 而 起 到 营 养 损 伤 区 神 经 细

胞 、 减 少 细 胞 凋 亡 的 作 用 。 ( 4 ) 影 响 细 胞 周 期 蛋 白依

赖 激 酶 5 及 调 节 亚 基 的 活 性 ㈣
。 ( 5 ) 损 伤 后 C a

。’

内 流

加 重 神 经 细 胞 的 损 害 ， C h i k 等 在 研 究 松 鼠 体 细 胞 时

发 现 ， I G F 一 1 通 过 调 节 酪 氨 酸 磷 酸 化 过 程 阻 止 L 型

C a
n

通 道 的 开 放 ， 从 而 减 少 内流 、 降 低 神 经 细 胞 继 发

损 害 。 ( 6 ) I G F 一 1 可 以 抑 制 神 经 细 胞 凋 亡 。 I G F 一 1 R

抗 凋 亡 目前 公 认 的 主 要 有 两 条 细 胞 信 号 转 导 通 路 ：

P 13 一 K 途 径 它 是 I G F — l R 与 胰 岛 素 受 体 的 共 同 通

路 ， 通 过 P 13 一 K 以 及 激 酶 结 合 蛋 白 ( A k t ／P K B ) 活 化

来 发 挥 作 用 l Jo l
。 另 一 条 通 路 涉 及 胞 外 信 号 相 关 激 酶

丝 裂 原 活 化 蛋 白激 酶 的 活 化 。 近 来 有 研 究 发 现 ， 14 —

3 — 3 蛋 白在 I G F 一 1 介 导 的 抗 细 胞 凋 亡 途 径 中 也 发 挥

着 一 定 的 作 用 。 14 — 3 — 3 蛋 白是 丝 ／苏 氨 酸 结 合 蛋 白
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家族的总称，在真核细胞中共包括 7种同型异构 

体，它们通过调节与其相互作用的信号转导分子在 

胞浆和胞核中的分布来发挥抗细胞凋亡的作用。信 

号转导通路最终都使 Bcl一2家族的调节蛋白BAD 

发生磷酸化反应，BAD随即与死亡抑制因子 Bcl—x1 

分离，Bcl—xl即caspase的活化物 Apaf_1结合形成 

复合物，从而阻止了caspase的活化 。而caspase是 

细胞凋亡中的关键酶，它可以同时作为细胞凋亡过 

程的始动物和效应物。该酶的作用具有天冬氨酸特 

异性 ，它可以在底物 的天冬氨酸残基后切断底物 ． 

引起某些蛋白质 的裂解和 DNA的断裂 ，最终导致 

细胞凋亡 

本研究结果显示，缺氧组的血清IGF一1的含量 

低于对照组(P<0．01)，中药干预组的血清 IGF一1的 

含量低于对照组 (P<0．05)。据此认为HIE发作时， 

体内的IGF—l进行了重新分布。脑组织内为保护神 

经细胞发生应激反应 。调集外周血 中的 IGF一1进人 

中枢神经系统，参与内源性保护机制。外周循环的 

IGF—l在缺氧缺血性脑损害后，可通过血脑屏障迁 

移至大脑。在脑部的生长发育期间，所有 IGF分子 

体系的转录水平，对于脑缺氧缺血有关的代谢紊乱 

非常敏感，IGP一1基因表达的迅速减少可能与促使 

围生期神经元的死亡和线粒体的损伤有关。当脑内 

IGF一1基 因表达被抑制 ．就会导致 IGF—l含量和下 

游信号分子的激酶活力下降，使正常膜电位不能维 

持，钙通道异常，可能引发 HIE的一系列病理改变。 

另有报告在新生儿 HIE过程中，IGF体系的平衡被 

破坏，血糖代谢亦随之紊乱 ，持续的低血糖或高血 

糖状态可能加重 HIE对神经系统的损伤。颈动脉结 

扎的新生鼠脑缺氧缺血模型也证明，在缺氧后短时 

间内 ，大脑半球 IGF一1的 mRNA表达水平开始下 

降，24 h后明显降低，72 h后星形细胞中IGF一1的 

基因表达才逐渐被激活。 

本动物模型显示 IGF一1在 HIE发生后对脑部 

神经细胞具有重要的保护作用。IGF一1通过各种信 

号转导途径发挥营养和神经调节作用。IGF一1可降 

低脑血管阻力，减少一氧化氮含量，由酪氨酸激酶介 

导迅速而特异地调控细胞的离子流向和钙通道活 

性，从而防止神经细胞凋亡和 HIE对脑组织的进一 

步损伤。HIE新生兔对照组、中药干预组、缺氧组 3 

组间的脑组织表达强度经 Kruskal—Wallis检验差异 

有统计学意义。缺氧组明显高于中药干预组。且中 

药干预组高于对照组(HC=24．087，P<0．01)。中药川 

穹嗪对缺氧有一定保护意义【l】1。由此推测，新生儿 

HIE急性期 ，血清 IGF一1向脑部 的聚集 ．导致外周 

循环中IGF一1含量大幅下调，在 HIE的病理生理过 

程中具有极其重要的生物学意义【旧。在检测中HIE 

程度越严重，相应血清的IGF一1含量降低越明显， 

因而IGF一1可作为病情严重程度的监控指标，为临 

床的针对性治疗提供有益的参考依据。 
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