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亚低温对大鼠脑缺血一再灌注后神经胶质细胞分泌神经生长因子的影响 

毛德军 唐咏春 李菲 高丽丽 
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脑缺血损伤时，神经胶质细胞大量 

合成、分泌神经生长因子(NGF)，对缺血 

损伤神经元的再生修复起重要作用。 。 

为进一步探讨亚低温治疗急性脑梗死的 

作用机制，我们对缺血培养大鼠神经胶 

质细胞分泌 NGF及亚低温各时间段对 

其的影响进行观察分析，报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物分组与脑缺血一再灌注模 

型制备：健康雄性 SD大 鼠 3O只，体重 

200～250 g(青岛大学 医学院动物实验 

中心提供)，随机分为常温缺血组 ，亚低 

温 0．5、1和 3 h缺血组及常温对照组， 

每组 6只大鼠。直径 0．205 mm 尼龙线， 

每段长 4 mill，一端 用蚊香烧成杵状备 

用。参照 Zea Longa等 报道的线栓法 

建立大鼠大脑中动脉缺血模型。各缺血 

组大鼠均于再灌注后 24 h在无菌条件 

下断头取脑。 

1．2 神经胶质细胞培养。 ：取脑组织， 

无菌条件下分离缺血侧海马和大脑皮 

质，置于消毒平皿中，解剖液冲洗，用手 

术刀片切成碎块 。用热处理过的粗吸管 

吸取脑组织放入另一平皿 内，加适量解 

剖液 和质量分 数为 0．25 的胰酶，于 

37℃、体积分数为 5 的 CO。培养箱 中 

消化 30 min，消化后的组织块吸入盛有 

适量种植培养液的两支试管中，用尖吸 

管吹散 ，l 000 r／min离心使细胞下沉。 

去上清，吸入 1O ml接种液 ，用尖吸管吹 

散至单个细胞。静置，200目筛网过滤 ， 

去除未消化的组织残渣。用血球计数板 

计数细胞，体积分数为 0．4 的苔盼兰 

镜检存活率大于 95 ，用种植培养液调 

节细胞至 5×10。／L，接种于涂有质量分 

数为 0．1 的多聚赖氨酸的 24孔培养 

板 中，500 td／孔，培养板置于 37℃，5 

C0。培养箱中培养 72 h。上清移入无菌 

Eppendof小管，一zO℃冷藏待测；同时 
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消化每孔细胞，计算细胞总数。 

1．3 NGF含量测定 ：采用双向酶联免 

疫吸附法(ELISA)“ 。酶标仪 450 nm处 

以阴性对照调零 后测 定每孔的 吸光度 

(A)值 ，根据 NGF标准品及其对应 A值 

先得出标准曲线，再求出回归方程，得出 

每孔样品的 NGF含量。 

1．4 肛温监测 ：术中及缺血期用电子温 

度计监测肛温，采用灯泡及热水袋升温 、 

冰袋降温的方法使常温缺血组及常温对 

照组大鼠肛温稳定在 36～37℃，亚低温 

各组缺血期肛温保持在 32～33℃。 

1．5 统计学方法：数据以均数士标准差 

士s)表示，采用 SPSS10．O统计软件 

进 行方差齐性 检验 及组间方 差分析 ， 

P<O．05为差异具有统计学意义。 

2 结 果 

各组大 鼠神经胶质细胞分泌 NGF 

量的变化见表 1。 

表 1 亚低温缺血培养对大鼠神经胶质 

细胞分泌 NGF的影响( 土s) 

组别 动物数(只) NGF(pg／IO 细胞) 

常温缺血组 6 3．24~1．02 

亚低温0．5 h缺血组 6 B．87~1．34 

亚低温1 h缺血组 6 14．64~2．55 

亚低温3 h缺血组 6 23．375=4．03’’ 

常温对照组 6 14．94~3．84 

注：与常温缺血组比较： P<O．05， 

’P< O．01 

3 讨 论 

NGF主要由神经胶质细胞产生．分 

泌，对神经元生长、发育起促进作用。此 

外，NGF还具有神经保护作用，其机 制 

与稳定细胞 内钙离子水平，减少兴奋性 

氨基酸及钙超载引起的细胞损伤，拮抗 

NO介导的细胞毒，以及调节 自由基代 

谢有关，并对 损伤的 神经元 有修复作 

用“ 。本研究结果表明 ，脑缺血一再灌注 

损伤可导致 NGF分泌减少。 

亚低温对缺血脑组织和脑功能有确 

切的保护作用。本研究结果表明，亚低温 

1 h和 3 h缺血组 NGF分泌量可明显提 

高。表明随治疗时间延长，亚低温治疗的 

脑保护作用越来越明显 ，其机制可能与 

亚低温的下列作用有关 ：①降低脑代 

谢，减少乳酸等代谢产物堆积；②减少钙 

超载引发的一系列有害反应 ；③减少一 

氧化氮介导的细胞毒性反应；④ 减少兴 

奋性氨基酸、自由基等 内源性毒性产物 

的产 生与损 害；⑤改 变凋亡 相关基 因 

(如 bcl一2)的表达 ，影响细胞色素 C释 

放，抑制 caspases激活；⑥保护血一脑屏 

障，稳定细胞膜及溶酶体膜，减轻脑水 

肿；⑦促进线粒体酶活性及功能恢复，减 

少神经胶质细胞凋亡。 
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