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脑外伤后大鼠脊髓内去甲肾上腺素能神经元变化的研究 

余维华 孙善全 汪克建 贺桂琼 杨美 

【摘要】 目的 观察脑外伤应激对大鼠脊髓内去甲肾上腺素(NA)能神经元的表达变化。方法 成年 

Wistar大鼠7O只，随机分为正常对照组( 一10)和闭合性脑外伤组( 一60)。采用 Feeney s法制备大鼠闭合 

性脑外伤模型。于伤后 3、6、12、24、48和 72 h取出大 鼠颈、胸、腰脊髓组织 ，分别用免疫组化和半定量逆转 

录一聚合酶链反应(RT—PCR)方法检测多巴胺一p一羟化酶(DBH)的表达变化。结果 免疫组化显示，正常脊 

髓颈、腰膨大前角内可见少量 DBH阳性神经元胞体；脑外伤后各时间点大鼠脊髓各个节段的前角、后角和胸 

腰段侧角均出现大量深染的DBH阳性神经元，其数量和染色较正常对照组差异均有显著性 <O．05或 P< 

0．01)。RT—PCR检测结果显示，脑外伤后各时间点脊髓内DBH mRNA表达明显强于正常对照组(P<0．05 

或P<O．01)。结论 大鼠脑外伤后脊髓 NA能神经元明显增多，NA能神经元 DBH mRNA表达增加，说明 

NA合成增多，提示 NA在脑外伤应激过程中起重要作用。 

【关键词】 脑损伤，创伤性 ； 去甲肾上腺素能神经元； 免疫组化； 逆转录一聚合酶链反应 
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[Abstract] Objective To investigate the impact of experimental brain injury on the noradrenergic 

(NA)neurons in the spinal cord，in order to explore possible mechanism of the changes in NA neuron 

expression．M ethods Seventy healthy W istar rats were randomly divided into two groups：normal group 

—10)，brain injury(BI)group( 一60)．The animals in BI group were subjected to B1 with the modified 

Feeney S method．The spinal cords of rats were harvested at 3，6，1 2，24，48 and 72 hours after the injury， 

respectively． Immunohistochemistry (IHC) and reverse transcriptase — polymerase chain reaction 

(RT—PCR)were used to assess the changes in dopamine—B—hydroxylase(DBH)expression．Results IHC 

showed a small number of DBH —positive neurons distributed in anterior horn of the cervical and lumbar 

enlargements in control group；a larger number of dark —stained noradrenergic neurons were found in 

anterior horn，and also in posterior and lateral horns of spinal cord in brain injury group at different time 

points after injury，as compared with control group (P< 0．05 or P< 0．01)．RT —PCR showed that the 

expression of DBH mRNA in brain injury group was significantly higher than that in control group at 

different time points after injury(P<0．05 or P<0．O1)．Conclusion A significant increase of NA neurons 

in spinal cord of brain injury group suggests that more NA is synthesized by the neurons，which is necessary 

to meet the demand of the organism under the stress condition。suggesting that NA plays a very important 

role in the course of brain injury． 

【Key words] traumatic brain injury； noradrenergic neuron； immunohistochemistry； reverse 

transcriptase—polymerase chain reaction 

创伤性脑损伤(TBI)临床常见，有较高的病死 

率与致残率。脑外伤包括原发性损伤和继发性损伤， 

应激反应期是抢救脑外伤患者的关键时期，处理不 

当患者会很快死亡。目前关于应激反应的分子机制 

方面的研究虽有报道 ，但并不充分。有研究表明， 

在机体应激反应中，去甲 肾上腺素(NA)扮演了十 
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分重要的角色 。本研究拟在制作闭合性脑外伤动 

物模型的基础上，观察脊髓内 NA能神经元的表达 

变化，并对其功能意义进行初步探讨，以便为脑外伤 

应激的分子机制研究提供形态学基础。 

1 材料与方法 

1．1 动物及分组：成年 Wistar大鼠 7O只(由本校 

动物实验中心提供)，雌雄不分，体重 2OO～250 g。按 

随机数字表法分成两组：正常对照组 1O只，脑外伤 

组 6O只。于脑外伤后 3、6、12、24、48和 72 h进行免 

疫组化和逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测。 

1．2 闭合性脑外伤模型制作和取材：用改 良的 

Feeney S法制作大鼠闭合性脑外伤模型口 。用牙科 
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钻在左顶骨冠状缝后 1．5 mm、中线左侧旁 2．5 mm 

处钻一直径 5 mm骨窗，保持硬脑膜完整。用 80 g 

砝码于 50 cm高处沿金属杆 自由落下撞击硬脑膜， 

造成重度闭合性脑外伤“ 。分别于伤后 3、6、12、24、 

48和 72 h取材，免疫组化标本用体积分数为 4％的 

多聚甲醛灌注固定，RT—PCR标本则直接打开椎 

管，取出脊髓。取颈、胸、腰髓做冰冻切片，连续冠状 

切片(Pc厚 10 m，间隔40 m)。 

1．3 免疫组化检测：标本在 1：100过氧化氢一甲醇 

液中孵育 30 rain，正常羊血清封闭 1 h(37℃)，1： 

1 000兔抗多 巴胺一 一羟．化酶 (DBH)24～48 h 

(4℃)，1：100生物素化二抗 2 h(37℃)，1：50链 

霉素一亲和素一生物素一过氧化物酶法(SABC)复合物 

1 h(37℃)，用加镍的 3，3L二氨基联苯胺(DAB)呈 

色。组化过程中除加封闭血清外，每步均用含吐温 一 

20的磷酸盐缓冲液 (PBST)洗 3次，每次5 min，呈 

色后切片脱水、透明、封片。随机选择 20张包含脊髓 

前角、后角和侧角的切片，用全自动图像分析软件分 

别记录阳性神经元数目，同时测定吸光度( )值，记 

录前角、后角和侧角的平均 A值。 

1．4 半定量 RT—PCR检测脊髓中DBH mRNA 

表达：用 Trizol试剂提取大鼠脊髓中的总RNA，用 

紫外分光光度仪测定其纯度和含量。在逆转录酶 

AMV的催化下，合成 cDNA，以适量的cDNA作为 

模板，在TaqDNA聚合酶的催化下，用 DBH的引物 

进行 PCR扩增 。DBH上游引物：5 一GACTCAACT 

ACTGCCGGCACGT一3 ，下 游 引 物 ：5，_CTGG 

GTGCACTTGTCTGTGCAGT一3 ，扩增 片段 为 

320 bp 。B—actin上游引物 ：5 一ACTGCCGCATC 

CTCTTCCTC一3 ，下 游 引 物：5 一CTCCTGCTTG 

CTGATCCACATC一3 ，扩增片段为 299 bp。DBH 

60℃ 40 S，72 oC 60 S，30个循 环后 72℃延伸 

8 min。 —actin扩增条件：退火温度为 61℃，其余 

条件同上。PCR产物在 2％的琼脂糖凝胶中电泳，置 

于凝胶图像分析系统进行 值扫描，以p—actin作 

为内参照进行校正，用 DBH与B—actin的比值代表 

DBH的相对表达含量㈣。 

1．5 统计学处理：所有数据用均数±标准差(z± ) 

表示，用 SPSS统计软件进行组间 t检验，P<0．05 

为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 脊髓免疫组化结果：正常对照组脊髓 DBH阳 

性纤维广泛分布于整个脊髓节段的灰质；少量 DBH 

阳性神经元分布于颈、腰膨大节段的前角，胞体大、 

淡染、呈卵圆形或三角形，主要位于前角底部或前角 

内侧核所在部位(彩色插页图 1A)。脑外伤后各时间 

点脊髓灰质内均有大量深染的DBH阳性神经元出 

现，白质内未见分布。DBH阳性神经元见于以下几 

个区域：①前角(彩色插页图 1B)：可见较多阳性神 

经元，主要集中在前内侧核、前外侧核、后外侧核等 

区域，胞体大、呈三角形或长梭形；②侧角(彩色插页 

图 1C)：阳性神经元胞体呈卵圆形，大小不等，小于 

前角细胞；③后角及中央管周围(彩色插页图 1D)： 

阳性神经元呈纺锤形或卵圆形，以小神经元为主。 

2．2 脑外伤后大鼠脊髓 DBH阳性神经元表达变 

化(表 1)：脑外伤后 3 h开始，脊髓前角、后角和侧角 

DBH阳性神经元明显增多，表达逐渐增强，24 h达 

高峰，至 72 h仍强于正常对照组水平(P<0．05或 

P<0．01)。 

2．3 半定量 RT—PCR结果(表 1，图 2)：正常对照 

组大鼠脊髓中 DBH阳性神经元及 DBH mRNA表 

达较少，脑外伤后各时间点 DBH mRNA表达明显 

扩增条件：预变性94℃ 5 min进入循环，94℃ 2 min， 增加(P<0．05或P<0．01)，24 h表达量达高峰。 

表 1 脑外伤 24 h后大鼠脊髓前角、后角和侧角 DBH阳性神经元及 DBH mRNA表达的变化( 士 ) 

Table 1 Change of num ber and average optical density of DBH —positive neurons in anterior，posterior，lateral 

horns of spinal cord and expression of DBH mRNA of rats at different time points after brain injury for 24 hours(x-q-s) 

注：与正常对照组比较： P<0．05，一 P<0．01 
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图 2 RT—PCR技术检测脑外伤后各时间点大鼠 

脊髓中DBH mRNA表达 

Figure 2 Expression of DBH m RNA in spinal cord of rats at 

different time points after brain injury detected by RT—PCR 

3 讨 论 

哺乳动物脊髓内广泛存在 NA能神经纤维，其 

终末释放的神经递质 NA对痛觉、自主神经功能及 

运动功能的调控起重要作用。DBH是合成NA的关 

键酶，DBH免疫反应阳性不仅可以确定 NA能神经 

元的性质、分布，而且在一定程度上可根据免疫阳性 

产物量的多少及染色深浅来确定 NA能神经元内 

DBH水平、NA含量及其变化。因此，DBH也是识别 

NA能神经元的标志酶。有研究报道，DBH基因敲 

除小鼠绝大部分难以存活；如果在其食物中添加儿 

茶酚胺类似物二羟基苯丝氨酸，则多数小鼠可能存 

活到成年，但其应激能力仍然很差 。Kvetnansky 

等 发现机体在束缚、寒冷、低血糖等多种应激条件 

下，NA合成增加，对外界变化的适应能力增强。上 

述实验表明，NA在应激过程中有重要生理功能。 

在正常脊髓内，DBH 阳性纤维主要集中在脊髓 

前角、后角，胸髓侧角 以及 中央管周 围灰质等 区 

域。 ；DBH阳性神经元则主要分布在颈、腰膨大的 

前角内，其数量少，染色淡㈣ 。本课题组的前期工作 

显示，在脊髓损伤和吗啡成瘾／戒断应激过程 中， 

脊髓灰质内 DBH 阳性神经元明显增多，表达增 

强 。但迄今为止，有关脑外伤应激过程中，DBH 

的表达变化还未见报道。本研究观察到，闭合性脑外 

伤后 3 h开始，脊髓各节段灰质内DBH阳性神经元 

表达逐渐增强，24 h达高峰，72 h表达仍强于正常 

对照组。RT—PCR结果显示，脑外伤后各时间点脊 

髓 DBH mRNA的表达明显强于正常对照组，提示 

脑外伤后脊髓组织的NA合成和释放显著增加。 

众所周知，脊髓后角是疼痛整合的低级中枢，而 

胶状质是痛觉调制的关键部位。后角浅层，尤其是胶 

状质内存在大量来自于蓝斑核的 NA能神经纤维， 
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这些纤维构成了脑干下行抑制系统的主要部分，参 

与后角疼痛的抑制。在使用吗啡镇痛、针刺镇痛的大 

鼠脊髓后角，其 NA释放增加n ，也证实脊髓后角 

NA与镇痛有紧密的关系。本实验观察到，脑外伤后 

脊髓后角边缘层和胶状质出现较多 DBH阳性神经 

纤维，而在后角固有核出现大量 DBH阳性神经元， 

提示其 NA合成增加，参与了对疼痛的抑制。 

脊髓侧角是交感神经的低级中枢，与心血管功 

能及内脏活动相关。Lemke口钉发现，急性创伤时，机 

体交感神经兴奋性增加，NA合成、释放增多，作用 

于靶器官，产生相应的生理效应。Nankova等 也 

证实，交感神经兴奋性增加是机体应激时循环系统 

中NA大量增加的主要原因。本实验免疫组化结果 

显示，在脑外伤后大鼠胸髓侧角 DBH阳性神经元 

增多；RT—PCR结果显示脑外伤后脊髓 内 DBH 

mRNA的表达增强，在 24 h达到高峰。表明闭合性 

脑外伤 24 h后，由于脑水肿逐渐达到高峰，颅内压 

增高，DBH表达增强，NA合成增加，使血液循环中 

的NA浓度提高，引起内脏、皮肤的交感缩血管神经 

兴奋，收缩血管，升高血压，从而保证脑的血液供应。 

此外，脑外伤后由于交感神经兴奋性增加，可影响延 

髓的呼吸中枢，使呼吸加深、加快，以满足应激时细 

胞代谢需要。可见，脊髓侧角NA合成增加与应激状 

态下多器官参与全身的适应性调节有关。 

脊髓前角分布的主要是运动神经元，调节躯干 

和四肢肌肉的运动。在重度脑外伤后，大鼠可出现全 

身肌肉张力增高、肌肉颤抖等运动功能改变，说明前 

角运动神经元的 NA合成增加，可能与外伤后运动 

功能的调节有关 。 
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重型颅脑创伤的救治体会 

隋晓俊 方召云 宫艳飞 

【关键词】 颅脑损伤； 格拉斯哥预后评分； 预后 

2004年 7月一2O06年 7月，我科共 

收治重型颅脑创伤患者 61例，对其救治 

的情况进行回顾性分析，报告如下。 

1 临床资料 

1．1 病例：61例患者中男 43例，年龄 

2O～81岁，平均 47．0岁；女 18例 ，年龄 

12～69岁，平均 39．5岁。车祸伤 49例， 

坠落伤 8例，打击伤 4例。格拉斯哥昏 

迷评分 (GCS)3～ 5分 38例，6～8分 

23例。颅脑 CT示硬膜外、硬膜下血肿 

12例，弥 漫性脑 肿胀 7例，脑挫 裂伤 

42例，其中合并颅内血肿 6例。 

1．2 治疗方法：及早建立人工气道；监 

测生命体征 ，保证 脑灌注压 (CPP)≥ 

60 mm Hg(1 mm Hg一 0．133 kPa)；CT 

示较大血肿或中线移位 明显者及时手 

术；脱水降颅压 ；亚低温脑保护；营养支 

持，维持水、电解质平衡 。 

1．3 疗效判定标准：根据格拉斯哥预后 

评分判定疗效 ，结果分为良好、中残、重 

残、植物生存与死亡。 

1．4 结果 ：恢复良好 12例，中残 9例， 

重残 12例，植物生存 1例 ，死亡 27例。 

死于脑疝、原发脑干损伤及肺部感染。 

2 讨 论 

对于 重型颅脑 创伤 的救 治体会： 

作者单位：264400 山东文登，文登中心 

医院ICU 

作者简介：隋晓俊(1973一)，女(汉族)， 

山东省人，主治医师。 

①及早建立人工气道，防止误吸；首选经 

口气管插管，必要时行气管切开和机械 

通气。②对血肿较大或颅内压明显增高 

者应及 时手术清除血肿，去骨瓣减压。 

③改善脑血流，减轻脑缺血，纠正低血 

压，维持 CPP≥60 mm Hg，对改善预后 

很重要“ ；必要时可联合应用血管活性 

药。④脱水降颅压 ：甘露醇与速尿联合应 

用效果较好，但必须保持血容量正常。 ； 

故可行 中心静脉置管，维持中心静脉压 

5～8 cm H2O(1 cm H2O一 0．098 kPa)， 

减少甘露醇造成的肾损伤。⑤亚低温脑 

保护：降低脑耗氧量，减少脑组织乳酸堆 

积 ，保护血脑屏障，减轻脑水肿。 ；降低 

颅内压和脑代谢 ，抑制酶促反应，从而减 

少氧 自由基产生 ，改善脑血流，促进脑细 

胞结构和功能恢复“ 。⑥早期应用纳洛 

酮：研究 表 明，重 型颅 脑创 伤 患者血 

p一内啡肽含量明显增高，而纳洛酮可对 

抗 口一内啡肽 ；同时重型颅脑创伤患者 

常继发脑梗死，纳洛酮对缺血性脑损伤 

同样有保护作用“ 。⑦营养支持治疗 ：重 

型颅脑创伤患者常合并 胃肠功能障碍， 

早期应以肠外营养为主，同时创造条件 

及早行肠内营养，避免 胃肠长期旷置造 

成菌群移位。⑧其他对症治疗 ：预防应激 

性溃疡，维持水、电解质平衡 ，纠正贫血， 

抗感染等。 

总之，要降低重型颅脑创伤的病死 

率 ，关键在于加强综合治疗 ，重点应放在 

提高脑灌注及防止脑缺血上，这个 目的 

的实现依赖于正常生理环境的维持，必 

须积极治疗低血压、缺氧、发热和颅内高 

压，因为这些因素会导致继发性脑损害， 

对其进行预防有助于改善颅脑创伤患者 

的预 后。 。 
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