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大鼠创伤性脑损伤后 NGF mRNA表达变化及外源性 IL-1β对其影响
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　　提　要:目的　观测大鼠脑损伤后 NGF mRNA 表达变化及 IL-1β 对其的影响 ,探讨 NGF及 IL-1β 在脑创伤中的作用机

制。方法　在建立流体脑创伤模型的基础上 , 采用 RT-PCR、分子杂交及免疫细胞化学等技术 , 观测脑创伤后NGF mRNA 的

表达变化以及外源性 IL-1β 对其的影响。结果　NGF mRNA在伤后 12 h 脑伤灶及其周围即出现表达的增加 ,在脑致伤后

24 h及 3 d NGF mRNA的表达明显增加 , 达到峰值 ,其后逐渐降低但表达仍然高于对照组。 IL-1β 处理组致伤后 3 h 即出现

NGF mRNA 表达的增加 , NGF mRNA的含量明显高于单纯致伤组及对照组(P <0.01), 并在伤后 24 h 达到峰值。结论　脑

创伤后NGF mRNA表达的增加可能和创伤早期对神经细胞的保护作用和修复机制有关。 IL-1β mRNA的表达增加早于脑

创伤后NGF mRNA的表达增高。外源性 IL-1β 能提高脑创伤后 NGF mRNA的表达水平。
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Changes of NGF mRNA expression and effect of exogenous IL-1β on it in rat after trau-
matic brain injury
ZHOU Zheng , CHEN Hui-sun , ZHANG Ke-cheng , YANG Hui (Department of Neurosurgery , Xinqiao Hospital , Third Military Medical

University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective To investigate the changes of NGF mRNA expression and the effect of exogenous

interleukin-1β(IL-1β)on it in rats after traumatic brain injury(TBI)and to explore the mechanism of NGF and

IL-1β in TBI.Methods　A brain trauma model of fluid-percussion in rats was established.Changes of NGF mRNA

expression and effect of exogenous IL-1β on it were observed by RT-PCR , molecular hybridization and immunocytochem-

ical techniques.Results　NGF mRNA expression in the brain injury site and tissues adjacent to it began to increase at

12 h after trauma and increased markedly at 24 h and reached the peak value on the 3rd.Then it decreased gradually ,

but still higher than that of the control.NGF mRNA expression increased at 3 h after trauma in IL-1β treatment group

and was significantly higher than that in simple trauma and control groups(P <0.01)and peaked at 24 h following

brain trauma.Conclusion　High expression of NGF mRNA after TBI may be related to the mechanisms of neuron pro-

tection and repair.Exogenous IL-1β can increase NGF mRNA expression level following brain trauma.

　　Key words:TBI;NGF mRNA;interleukin-1β

　　虽然在中枢神经系统(Central nervous system , CNS)

创伤后的受损伤神经元并不能发生再生 ,但随着时间

的推移 ,却常出现相当程度的有意义的功能性恢复。

目前对这种恢复的分子基础尚知之甚少 ,但在受损伤

的CNS 组织中增高的神经营养因子(Neurotrophic fac-

tors , NTFs)的活性及已知的神经营养因子在神经元的

生长和维持上的特性提示这些多肽可能与受损伤神经

元功能的恢复有关。神经生长因子(Nerve growth
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factor , NGF)是神经系统最重要的生物活性物质之一。

虽然对损伤所诱导的 NGF 基因表达的报道很多 ,但多

半集中在缺血 、缺氧 、自由基 、兴奋性神经毒性物质等

所引起的NGF 表达的研究上
[ 1]
,本实验在建立流体脑

创伤模型的基础上 ,采用 RT-PCR 、分子杂交及免疫细

胞化学等技术 ,旨在探讨脑创伤后NGF 的表达变化以

及 IL-1β 对其的影响 ,为进一步了解脑创伤后 NGF 对

神经元功能恢复的意义奠定基础。

1　材料与方法

1.1　材料
　　Alzet Model2002型微渗透泵购自美国ALZA公司;流体冲击
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液压伤装置由第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所提

供;试剂:rh-IL-1β 购自 Boehringer Mannheim 公司 , 兔抗NGF 多抗

购自中山公司;兔抗 IL-1β 多抗购自 BoehringerMannheim 公司 SP

免疫组化试剂盒购自中山生物技术公司。

1.2　实验动物及分组
　　Wistar大鼠 118 只 , 体质量 250～ 300 g , 由重庆市第三军医

大学野战外科研究所实验动物中心提供。将动物分为:A:对照

组 28只;B:致伤组 , 设立下列各时相点:伤后3 、12、24 h、3 、7 d ,

每个时相点动物各 8只;C:IL-1β 处理组:设相同时相点及对照

组(10只)。

1.3　方法
1.3.1　流体冲击致大鼠脑创伤模型制备　　参见 Mclntosh

等[ 2]的模型制备方法 , 中度颅脑流体冲击液压伤的压力峰值为

(1.68±0.32)atm , 波宽(6.8±0.3)ms。

1.3.2　IL-1β 处理组给药方法　　动物致流体冲击脑创伤后立

即行右侧侧脑室立体定向穿刺 ,将脑灌注泵的灌注导管通过立

体定向的方法插入右侧侧脑室 ,固定好灌注导管后将导管尾端

与微泵连接 , 微泵内含有 rhIL-1β 20 ng ml的人工脑脊液(Artifi-

cial cerebrospinal fluid , ACSF), 微泵的总容量200μl , 对照组仅灌

注ACSF , 将微泵埋于鼠颈部皮肤下。

1.4　检测指标
1.4.1　NGF、IL-1β 免疫组化 、原位杂交及含量检测　　免疫组

化及原位杂交方法参照文献[ 3] , 定量 ELISA 测定 NGF 和 IL-1β

方法参照文献[ 4] , 其中所配置的抗体稀释度为 NGF 多抗为

1∶200 , IL-1β 多抗为 1∶1 000 ,二抗 、三抗的浓度均为 1∶200[ 3 ,4] 。

1.4.2　NGF的 RT-PCR　　扩增 NGFcDNA 特异性片段的引物

为:上游引物 5′-TCCAATCCTGTTGAGAGTGG-3′, 下游引物:5′-

CAGGCTGTGTCTATCCGGAT-3′,这对引物特异扩增144 bp的 NG-

FcDNA片段。其 RT-PCR产物的电泳图置于 CS-9000(日本岛津

公司)型双波长薄层扫描上 , 540 nm波长处扫描 , 计算各样品点

所含mRNA 的总量。

1.5　统计学处理
　　本实验的计量资料以  x ±s来表示 , 用 t 检验。记数资料

组间比较用χ2 检验 , 并在 Microsoft Excel的计算机软件中进行

统计学处理。

2　结果

2.1　创伤组织 NGF 、IL-1β 的免疫组织化学及原位杂

交分析

2.1.1　NGF 免疫组织化学及原位杂交分析　　创伤后 12 、24

h ,伤灶周围 、皮层下及海马区域仍然可以见到明显的阳性细

胞 ,且一直持续到伤后 7 d 达到高峰 , 其中可见在伤侧海马区域

NGF mRNA 的表达量最高 ,见图 1。

2.1.2　IL-1β 的免疫组织化学及原位杂交分析　　IL-1β 阳性

细胞主要位于伤灶及其周围脑组织中 , 伤侧海马阳性细胞增加

明显 ,至伤后 3 d 及 7 d 上述脑区的阳性染色逐渐减弱 ,脑创伤

后对侧相应脑区及海马 、脉络丛组织有不同程度的 IL-1β mRNA

表达的增加。见图 2 , 3。

图 1　致伤 24 h伤灶周围 NGF阳性细胞明显增多　(S-P×200)

Fig 1　NGF positive cel ls markedly increase around the lesion site

at 24 h following trauma　(S-P×200)

图 2　致伤后 24 h伤侧半球 IL-1β 阳性细胞反应性增加　(S-P×200)

Fig 2　IL-1β positive cells increase in the hemisphere on the injured

side at 24 h following trauma　(S-P×200)

图 3　致伤后 24 h伤侧海马区域 IL-1β mRNA的表达　(ISH×200)

Fig 3　IL-1β mRNA expression in hippocampus on the injured side

at 24 h following trauma　(ISH×200)

2.1.3　IL-1β 处理组的动物致伤后 3 h 即可在伤灶周围见到大

量阳性细胞 ,呈逐渐增加的趋势 , 并在伤后 24 h 其 NGF mRNA

的表达达到峰值 ,并且可见整个大脑半球有大量的阳性细胞染

色 ,在致伤后 3、7 d 表达量仍然比同时相点的致伤组高。
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2.2　脑创伤后NGF mRNA的 RT-PCR检测
　　伤后 24 h 组NGF mRNA的表达急剧增加并达到最高峰 , 而

且随着伤后时间的延长 ,其 mRAN的表达仍然维持在高的表达

状态。经 IL-1β 处理后在伤后 12 h组就明显增加 ,并在伤后 12、

24 h及 3 d 其 NGF mRNA 的表达达到最大值 ,见表 1。

表 1　脑创伤后不同时相点 NGF mRNA含量变化(ng mg)

Tab 1　Changes of NGF mRNA content at different time points after

TBI(ng mg)

Time after TBI
Group Control

3 h 12 h 24 h 3 d 7 d

Trauma 7.65 7.93 8.04 36.40＊ 26.61＊ 13.38＊

IL-1β 3.89 7.49＊ 22.87＊#29.75＊# 28.06＊ 7.92＊#

＊:P<0.01 vs control;#:P<0.01 vs trauma group

2.3　IL-1β 、NGF 的含量变化
2.3.1　IL-1β 含量的变化　　定量ELISA 法测定伤后3 、12、24 h

等各时相点的脑组织 IL-1β 的含量均显著高于对照组 , 尤以伤

后 12 h 组的含量最高 ,达(2.87±0.18)ng mg(P <0.01)。

2.3.2　NGF 含量的变化　　定量 ELISA 法测定伤后 24 h 、3 d

及7 d组 NGF含量与对照组相比有明显的增加(P <0.01), 其

致伤后 3 d组为(7.23±0.87)ng mg ,达到峰值。

2.3.3　IL-1β 处理组的 NGF 含量变化　　经 IL-1β 处理后的

NGF含量在伤后 24 h 达到高峰 , 其余各时相点的 NGF 含量较

同时相点的单纯致伤组有明显增加(P<0.01), 见表 2。

表 2　脑创伤后不同时相点 NGF和 IL-1β 的含量变化( x±s , ng mg)

Tab 2　Changes of NGF mRNA and IL-1β contents at different time

points after TBI( x±s , ng mg)

Content
n

IL-1β NGF(trauma group) NGF(IL-1β group)

Control group 8 0.72±0.04 1.78±0.16 1.73±0.22

3 h after TBI 8 2.21±0.19＊＊ 1.81±0.18 2.03±0.26＊

12 h after TBI 8 2.87±0.18＊＊ 2.19±0.21＊ 7.98±0.75＊＊##

24 h after TBI 8 1.93±0.16＊＊ 3.66±0.53＊＊ 8.45±1.13＊＊##

3 d after TBI 8 1.36±0.13＊＊ 7.23±0.87＊＊ 8.42±1.06＊＊##

7 d after TBI 8 1.12±0.10＊＊ 5.68±0.82＊＊ 7.03±0.97＊＊##

＊:P<0.05;＊＊:P<0.01 vs control;

##:P<0.01 vs NGF group

3　讨论

3.1　NGF mRNA在脑创伤后脑组织中表达变化的意义

　　脑内 NGF 含量在个体发育成熟和衰老过程中有

复杂的变化 ,这种复杂变化可能与神经细胞分化 、功能

联系的建立和维持及衰老有密切关系。本实验从基因

表达及蛋白表达两个方面对脑创伤以后 NGF 的变化

情况作了观察 ,发现正常脑组织 NGF mRNA 的表达主

要集中在海马及大脑皮层 ,创伤后 3 h未见明显增加 ,

创伤后 12 h 原位杂交即可在创伤区域及海马见到

NGF mRNA表达增加 ,并在伤后24 h达到高峰 ,其后仍

然维持较高水平的表达 ,在致伤后 7d组仍然较正常对

照组有显著的表达增加。脑创伤后 3 h 原位杂交可以

在海马中发现有 NGF mRNA 表达增加 。同样 NGF 蛋

白水平也在脑创伤后的 3 d组 、7 d组含量最高 ,与对

照组相差非常显著 ,说明 NGF的活性在脑创伤后有明

显增高 ,这种增高的 NGF活性可能与脑创伤后的病理

生理改变密切相关 。通常认为 ,NGF mRNA表达水平

在脑损伤后的增加可能是使神经退化变性局限化的一

种内源性抗损伤的天然机制。脑损伤后机体功能部分

恢复所需的细胞过程 ,可能也受到增加的 NGF 以及其

它神经营养因子的影响。这些过程包括防止神经元死

亡 、增强神经细胞再生能力 、促进神经细胞分化及神经

递质的摄取和合成以及重建脑创伤后受损的血脑屏障

等
[ 5]
。依据损伤的性质不同 ,这种天然的代偿性反应

方式也各不相同 。如神经轴突被切断后 ,NGF 一方面

促进断端再生 ,保护周边受侵袭而尚未死亡的神经元 ,

使其延长存活时间 ,另一方面促进周边健康完好的神

经细胞轴突芽生 ,发挥代偿作用。此外 ,NGF 能明显提

高中隔培养细胞的ChAT 活性及促进脑损伤后神经胶

质细胞的分裂增殖。针对创伤性脑损伤后NGF mRNA

表达的增高 ,根据一些作者在离体实验中所得的结

果
[ 6]
,可以推测出 NGF mRNA表达增高可能与脑创伤

早期神经细胞的保护作用和损伤修复有关。这可能与

神经元损伤的共同机制有关。有关 NGF 在 TBI 中表

达的增加是否可以作为判断脑创伤程度的一个标志以

及和神经功能部分恢复有何关联目前尚不清楚。

3.2　IL-1β对NGF mRNA表达的影响

　　有研究表明 IL-1β在原发性脑损伤后的脑细胞继

发性损害中可能起重要作用。它能引起微血管损伤 、

破坏血脑屏障(Blood brain barrier , BBB)、星形神经胶

质疤痕形成以及加重脑水肿等。在离体实验中发现

IL-1β 是 NGF 合成调节的主要效应物质。 Bandtlow

等
[ 7]
报道在正常成年大鼠的某些脑区 , IL-1β mRNA和

IL-1活性与 NGF mRNA部分地共定位 ,在海马内注射

IL-1β可增加 NGF mRNA 水平。在体外培养下 , IL-1β

主要是通过 IL-1 Ⅰ型受体来诱导星型胶质细胞 NGF

合成和分泌的
[ 8]
。对于脑室内灌注 IL-1β 是如何影响

NGF的分泌和合成 ,目前尚未见有文献报道 。本实验

的结果显示大鼠脑创伤后 IL-1β及 NGF 的表达均有明

显增加 ,其中经过 IL-1β灌注处理后的 NGF 在伤后 12

h就出现明显增加 。经 IL-1β 灌注处理后的 NGF 表达

与单纯致伤组相比有非常显著的差异 ,其提高 NGF 的

水平在伤后 1 d即达到高峰 ,这种作用可能和脑创伤
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后机体的修复及抗损伤机制有关
[ 5]
。在脑创伤中 IL-

1β既能加重脑创伤的继发性损害 ,又能增加脑创伤后

神经营养因子的活性 。目前并不清楚增加了的 IL-1β

是否能完全阻止或增加继发性脑损伤的过程 ,并且是

否和伤后可能的功能恢复有关等。Goss等
[ 9]
报道亚低

温治疗能够有效降低 IL-1β mRNA水平 ,减轻脑创伤后

的炎性反应 ,但同时也伴有 NGF mRNA 和蛋白水平的

降低 。作者认为脑创伤后亚低温治疗方案需要考虑到

把神经营养因子的使用结合起来 ,而且认为这种作用

的产生至少部分是通过调节NGF 来实现的 。
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文章编号:1000-5404(2003)18-1639-01　 个案与短篇

前列腺素 E1治疗慢性肾功能不全的疗效观察

Effects of prostagladin E1 in the treatment of chronic renal failure

谭金春 ,张　翼 ,唐永忠　　(重庆市涪陵中心医院肾内科 , 重庆 408000)

1　资料与方法

1.1　资料
　　本院 1999年至 2001年住院的慢性肾功能不全病人 70 例 ,

男性 44例 , 女性 26例 , 年龄 19～ 65 岁 , 平均(42±9)岁 , 所有病

例均符合慢性肾功能不全的诊断标准[1] , 并排除感染 、体液丢

失 、低血压存在。肱动脉平均动脉压(MAP)78 ～ 160 mmHg , 平

均(135±25)mmHg;血肌酐(Cr)210.51 ～ 671.39 μmol L , 平均

(340.60±95.04)μmol L;血红蛋白(Hb)61.2 ～ 124.7 g L , 平均

(81.0±18.1)g L。其中氮质血症期(血 Cr 178 ～ 450 μmol L)46

例 ,肾功能衰竭期(血 Cr 450～ 707μmol L)24 例。将 70 例患者

分为PGE1 组 40例与对照组 30 例。 PGE1 组与对照组治疗前以

上指标除男女外 ,经统计学 t 检验差异不显著。

1.2　治疗方法
　　对照组以优质低蛋白低磷饮食 , 控制血压(洛汀新或波依

定)、血脂 、血糖 , 控制蛋白尿(黄芪注射液 60 ml d 静滴 , 无禁忌

　　作者简介:谭金春(1964-),男 ,重庆市人 ,主治医师 ,主要从事肾脏内科临床

方面的研究。电话:(023)72221895

　　收稿日期:2002-07-10;修回日期:2002-10-12

证者加洛汀新 10～ 20 mg d 口服),纠正酸中毒 , 服阿魏酸哌嗪 、

大黄苏打片综合治疗。贫血病人未使用促红细胞生成素。

PGE1 组在对照组治疗的基础上 ,以 PGE 1 200 μg d 静脉滴注 , 2

周为一疗程 ,休息 2 周后进行下一疗程 ,共 3 个疗程。

1.3　血生化值测定
　　全自动生化分析仪检测。

1.4　血压测定
　　晨 7时 , 测 3次肱动脉压 , 取平均值。

1.5　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 各组间差异用 t检验及相关分析。

2　结果

2.1　慢性肾功能不全(氮质血症期)
　　①治疗前后对比:两组病人经治疗后 ,MAP、BUN、Cr均显著

下降(P <0.01), 但对照组贫血改善不明显 , 而 PGE1 组 Hb、

HCT、RBC 在治疗后明显上升(P <0.01);②治疗后组间对比:

PGE1 组 MAP、BuN、Cr显著低于对照组(P<0.01),Hb 及 RBC 明

显高于对照组 ,有显著差异(P <0.05)。
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