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急性脑损伤大鼠脑组织核转录因子一KB活性及 

肿瘤坏死因子一 表达的变化 

肖国民 危静 
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本研究旨在观察大鼠急性脑损伤后 

脑组织核转录 因子一~B(NF一．cB)活性及 

肿瘤坏死因子一a(TNF—a)蛋白表达的 

变化，探讨 NF一．cB活化在脑损伤后继 

发性脑水肿中的作用；并给应用NF一．cB 

特异性抑制剂 吡咯烷 二硫基 甲酸酯 

(PDTC)治疗提供佐证 。 

1 材料与方法 

1．1 动物分 组 ：SD大 鼠 44只，雌雄不 

拘，体重 250~300 g，由浙江大学实验动 

物中心提 供 。随机 分 为假手 术对 照组 

(8只)、创伤组(18只)和 PDTC治疗组 

(18只)。后 两组 又随机分为术 后 6、24 

和72 h 3个亚组，每组 6只。PDTC组伤 

后 立即腹 腔注射 PDTC(美国 Sigma公 

司)100 mg／kg；对照组和创伤组则注射 

等量生理盐水。各组动物于相应时间点 

断头取脑，脑组织标本一70℃保存待测。 

1．2 动物模型制备：采用自由落体致伤 

法制备大鼠脑外伤模型。大鼠以20 g／L 

戊巴比妥钠50 mg／kg腹腔注射麻醉，俯 

卧位 ，固定头部 ，矢状切开头皮 ，显露右 

顶骨，在人字缝前 2 mm、右侧中线旁 

2 mm处用牙钻钻一个小孔，扩大骨窗至 

5 mm×5 mm，撞杆头 端置于右 顶骨硬 

膜外，采用 20 g重击锤沿外周套管从 

30 cm高处自由落下冲击撞杆，造成右顶 

叶局限性脑损伤，止血后缝合头皮。对照 

组仅切开头皮，打开骨窗，不致伤。 

1．3 脑组织 NF一．cB活性 测定 ：核蛋 白 

提取参照 Ichikawa等。 方法，取左侧大 

脑组织约 0．5 g，4℃下经过磷酸盐缓冲 

液(PBS)充分洗涤后称重，加5倍体积 

0．1 mol／L KH2PO4(pH 7．4)缓冲液， 

冰浴中匀浆，4℃下 离 心 (13 000×g) 

15 min，弃上清液，沉淀中加入 3倍体积 

的细 胞浆 裂解 液 [内含 4一羟 乙基 哌 

嗪乙烷磺酸(HEPES)20 mmol／L、N一十 

二烷酰肌氨酸钠(NaVa)0．1 mmol／L、 

KCl 10 mmol／L、二硫 苏糖 醇 (DTT) 

1 mmol／L、苯甲基磺酰氟化物(PMSF) 

1 mmol／L、乙 二 胺 四 乙 酸 (EDTA) 

1 mmol／L、体积分数 为10％的甘油]， 

冰上孵育 10 min，4℃离 心 (8 723×g) 

5 min，沉淀中／m3倍体积细胞核裂解液 

(HEPES 20 mmol／L、KCI 10 mmol／L、 

NaVa 0．1 mmol／L、DTT 1 mmol／L、 

PMSF 1 mmol／L、EDTA 1 mmol／L、 

20％甘 油 、NaCI 420 mmol／L)混 匀，冰 

上孵育20 min，4℃下离心 (10 306×g) 

10 min，取上清于一2O℃保存待测。 

凝 胶电泳迁移率分析法(EMSA) 

测定脑组织中NF一．cB活性 (试剂 盒 购 

自美国 Promega公司 )：脑 组织核蛋 白 

100 l，7_32P(北京亚辉生物医学工程公 

司)标记的 NF一．cB探针 2 l，结合缓冲 

液4 1，加无核酶水至结合反应总体积 

为18 l，室温下孵育 20 min，加样于质 

量分 数 为 4 的凝 胶 中，在 0．5 mol／L 

的磷胺酸盐(TBE)缓冲液中电泳。加样 

前预电泳 30 min，加样后在 100 V 电压 

中电泳2 h，直到溴酚蓝到达凝胶底部。 

电泳完毕后取出凝胶，一7O℃放射 自显 

影，72 h洗片，Tiger 90图像扫描仪扫 
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描，图像输入计算机，应用图像分析系统 

分析，以积分灰度值表示脑组织 NF一．cB 

活性 。 

1．4 脑组织匀浆 TNF—a蛋白测定：取 

少量创伤灶附近脑皮质，称重后，加入 

5倍体积 o．1 mol醋酸，煮沸 10 min，匀 

浆 15 min，离心(×3 500 g)15 min，取上 

清，沉淀加入 0．1 mol醋酸 1 ml匀浆， 

离心，取上清，混合上清后加入抑肽酶， 

放射免疫分析法 (RIA)测定 TNF—a蛋 

白含量，试剂盒由北京北方生物技术研 

究所提供，严格按说明书操作。 

1．5 脑组织含水量测定：取脑伤灶后缘 

约 2 mm处脑皮质约 5 mm×5 mm× 

5 mm大小，电子天平称湿重后，置真空 

恒温干燥箱，100℃烘烤 24 h，称干重。 

计算脑组织含水量。脑组织含水量一 

(湿重一千重)／湿重 ×100 。 

I．6 病理形态学观察：取脑损伤灶前缘 

约 2 mm处脑皮质，约 5 mm×5 mm× 

5 mm大小，立即经体积分数为 4％的中 

性甲醛固定，梯度乙醇脱水，常规石蜡包 

埋，切片厚约 6 m，脱蜡后，用苏木素一 

伊红(HE)染色法，光镜下观察。 

1．7 统计学处理：数据均以均数士标准 

差 (z士s)表示，采用 SPSS统计软件进 

行两组均数间比较，t检验及方差分析。 

2 结 果 

2．1 脑组织含水量变化(表 1)；假手术 

对照组各时间点脑组织含水量差异均 

无显著性(尸均>0．05)，伤后各时间点 

脑组织含水量均显著增高(P<0．05或 

表 1 3组动物不同时间点脑组织含水量、NF—KB活性及TNF—a蛋白含量的比较(；士$) 

注 ：与假手术对照组 比较 ：’P<O．05，一 P<O．O1；与创伤组比较：zXp<o．05，zxzxp<0．O1 
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P<0．01)，伤后 24 h最高 。PDTC治疗 

后 脑组织含 水量显著减 少 (PG0．05)； 

与假手术对照组比较，伤后 6 h脑组织 

含水量差 异无显著性 (P>0．05)，24和 

72 h略有增加(P均G0．05)。 

2．2 脑组 织 NF一．cB活性 和 TNF—a 

蛋白含量变化(表 1)：假手术对照组各 

时间点脑组织 NF一．cB活性和TNF—a 

蛋 白水平 差异 无显著性 (P均>0．05)， 

并维持在较低水平；创伤后二者均明显 

升高 (P均 <0．01)，其 中 NF一．cB活性 

于伤后 24 h达高峰。PDTC治疗后二者 

均显著降低(P均G0．01)，与假手术对 

照组 比较略 有 增 高，但 差 异无 显 著性 

(P均>O．05)。 

2．3 病理形态学观察 ：假手术对照组各 

时间点细胞结构完整、清晰，细胞间质无 

水肿；创伤组大鼠软脑膜表面及分子层 

脑组织变性、崩解，并可见散在出血点。 

外颗粒层锥体细胞胞浆水肿，部分细胞 

呈空泡变性，轴索变短，方向紊乱，细胞 

体明显肿胀，核固缩，结构不清，呈不规 

则形状，细胞周围间隙水肿，细胞核变 

性，部分细胞坏死。PDTC治疗组细胞损 

伤明显减轻，出血减少且较轻，细胞变性 

减轻，细胞坏死明显减少，细胞水肿仍存 

在，但较创伤组明显减轻。 

3 讨 论 

在颅脑损伤后继发性脑水肿过程 

中，炎性介质和细胞因子发挥了重要作 

用；多种促炎细胞因子在脑损伤后高度 

表达，并与脑损伤严重程度密切相关。 。 

NF一．cB活化是机体效应细胞大量释放 

促 炎细胞 因子 ，导致组织发生过度 炎症 

反应和组织损伤的关键环节。 。NF一．cB 

是一种具有多向性转录激活功能的调 节 

因子 ，可以被多种刺激物 (如应激 、炎症 、 

氧 自由基、细胞因子等)激活，其主要作 

用是调控编码多种细胞因子、趋化因子、 

生长因子、细胞黏附分子、免疫受体、氧 

化应激相关酶、转录因子、急性时相蛋白 

等，参与免疫、炎症、细胞凋亡等生理和 

病理过程中的基因表达调控“ 。诱生型 

NF一．cB是 主要 由 P50和 P65两个亚基 

以同源或异源二聚体形式组成的一组真 

核细胞转录因子 。正常生理状态下， 

NF一．cB与其抑制因子 kB蛋白家族中 

成员相结合而滞留于细胞质中，不具有 

转录活性“ 。细胞受到刺激后，启动细胞 

第二信使系统，kB磷酸化及泛素化，发 

生降解并与 NF一媚 解离，NF一．cB激 

活，由胞质移位至胞核。 ，与 DNA上启 

动子区域相应靶基因位点结合，而启动 
一 系列免疫和炎症反应相关基因转录程 

序，诱导众多细胞因子如白细胞介素一1 

(IL一1)、IL一6、IL一8和 TNF—a套筝高 

表达 。NF一．cB分布于多种类型细胞 中， 

在神经系统 中也广泛存在 。Nanaka 

等。 报道，在创伤性脑损伤大鼠大脑皮 

质中，伤后数小时内 NF一．cB活性显著 

增高，并至少持续 24 h维持在高水平。 

本实验研究中发现，假手术对照组脑组 

织 NF一．cB活性处于低水平；大鼠急性 

脑损伤后，脑组织 NF一．cB活性显著增 

强，伤后 6 h即增高，伤后 24 h达高峰。 

提示 NF一．cB活化参与了脑损伤后继发 

性脑损伤过程。 

TNF—a是较 早释放 、具 有多 种生 

物学效应的重要促炎细胞因子，在炎症 

反应过程 中可激活细胞因子级联反应 ， 

诱导白细胞介素类(ILs)和次级炎症介 

质(如花生四烯酸代谢产物、氧自由基、 

脂质过氧化物等)的合成。神经系统中星 

形细胞、血管内皮细胞、小胶质细胞以及 

神经元均可产生 TNF—a“ 。TNF—a 

在脑组织中呈现高表达 ，具有神经毒性 ， 

可以加速神经细胞的死亡。”。TNF—a 

也是 NF一．cB活化的重要刺激物之一， 

可促进NF一．cB激活，最终引发过度组织 

炎症反应和损伤。本研究中，急性脑损伤 

大鼠伤后脑组织 TNF—a蛋白高度表 

达，脑组织水肿也明显增加。经 PDTC 

干预后，NF一．cB活化受到抑制，脑组织 

中NF一．cB活性和 TNF—a蛋 白表达 均 

明显减低，脑组织水肿有所减轻。说明 

NF一．cB活化与 TNF—a表达关系密切。 

有学者研究发现，TNF—a受体敲除的 

大鼠发生脑损伤后神经元和血一脑屏障 

损害减轻，NF一．cB活性也降低。 。证实 

由于NF一．cB活 化，使 NF一．cB编 码 

TNF—a等许多促炎细胞因子表达增加， 

对神经细胞产生毒性作用，导致脑水肿 

形成和加重 。因此 ，应用NF一．cB活化抑 

制物可能为治疗颅脑损伤后继发性脑水 

肿提供一种有效的治疗方法。 
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