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地塞米松对脑损伤大鼠核转录因子一-cB水平的影响

杜晓冬 李国平 叶磊 刘鹏 曹钰

【摘要】 目的 探讨地塞米松对大鼠蕈度创伤性颅脑损伤(TBI)后脑组织中核转录因子一KB(NF—KB)的

影响。方法 将Wistar大鼠随机分为TBI组和地寒米松治疗组，采用气体冲击致大鼠蘑度TBI模型。各组于

术后0、6、24、72、120 h取5只大鼠活杀，取脑组织，苏木素一伊红(HE)染色观察脑组织病理学变化。免疫组化

检测脑组织中NF—KB水平。结果TBI后6 h大鼠脑组织中NF—KB表达即显著升高(P<o．05)，于伤后24 h

达峰值(P<o．01)，之后有所回降。至120 h仍维持较高水平(尸<o．05或P<o．01)。经地塞米松治疗后6、24、

72 h脑组织中NF—KB显著低于TBI组(P均<0．01)。结论 大鼠TBI后早期脑组织中NF—xB即反应性升

高，并维持较高水平，引起炎症级联反应，导致TBI后继发性损伤。地塞米松可抑制NF—xB，减轻紊乱的炎症

细胞因子所致的继发性损伤，起到治疗与保护作用。

【关键词】脑创伤； 地塞米松， 炎症反应； 核转录因子一KB
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[Abstract】 Objective To explore the effects of dexamethasone on nuclear factor-KB(NF—KB)

expression in brain tissue after traumatic brain injury(TBI)．Methods Forty rats were randomly divided

into tWO groups：dexamethasone treatment and no treatment，and severe brain injury was produced by gas

percussion in both groups．At 0，6，24，72 and 120 hours after injury，5 rats of each group were executed

and the histopathoIogical changes in brain tissue in rats were observed by hematoxylin—eosin(HE)stain．The

expression of NF—KB in brain tissue of rats was detected by immunohistochemical method．Results NF—KB

expression was significantly up—regulated at 6 hours in brain tissue of rats after TBI(P<O．05)，reaching the

highest level at 24 hours(P<O．01)．It showed a tendency to lower，but was still high at 120 hours after

TBI(尸<0．05 Or P<0．01)．After treatment with dexamethasone，NF—KB Jevel was lowered at 6，24 and

72 hours(all P<0．01)．Conclusion NF—KB expression iS up—regulated in brain tissue in early period after

TBI，and keeps on a high level，thus inducing inflammatory response to produce secondary injury to brain

tissue．Dexamethasone shows protective effects by regulating the levels of NF—KB and prevents secondary

injury which iS caused by the inflammatory cytokines in rat brain tissue after TBl．

[Key words]traumatic brain injury；dexamethasone； inflammatory response； nuclear factor—KB

重度创伤性颅脑损伤(TBI)有较高致残率和病

死率，近年来随着急救意识不断增强，急救技术的进

步及各种先进监护设备的应用，脑创伤病死率有所

下降，但重度TBI后的继发性脑损伤仍是致残和死

亡的重要原因。炎症反应在继发性脑损伤中发挥重

要作用。研究证实，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。本实验拟通

过检测大鼠重度TBI后脑组织中核转录因子一KB

(NF—KB)水平，及使用地塞米松后其水平的变化，了

解地塞米松在TBI中的保护作用。

1材料与方法

1．1主要设备及试剂：小型多功能生物撞击机、倒
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置显微镜(NIKON，日本)；NF—xB P65兔抗鼠多克

隆抗体、3，3r_二氨基联苯胺(DAB)显色剂试剂盒、

即用型链霉素一亲和素一生物素一过氧化物酶(SABC)

免疫组化试剂盒、柠檬酸抗原修复液(o．01 mol／L)、

pH值6．0的磷酸盐缓冲液(PBS，0．01 mol／L)、

Poly—L—Lysine(10×)多聚赖氨酸均由武汉博士德

生物工程有限公司提供；地塞米松针剂(5 g／L，湖北

天药药业)。

1．2 实验动物及分组：健康Wistar大鼠，雌雄不

限，体重220～250 g，由四川大学华西医学中心动物

实验中心提供。按随机数字表法将大鼠分为TBI组

和地塞米松治疗组两组，每组又分为0、6、24、72、

120 h时间点，每亚组5只。

1．3大鼠重度TBI模型制备及给药：参照文献E1]

方法进行。术前大鼠禁食12 h，自由饮水。以速眠新

(o．8 ml／kg)肌肉注射麻醉大鼠。俯卧位固定于立体
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定向仪上，头颅正中偏左矢状切开皮肤，显露左顶

部，剥离骨膜暴露颅骨，于中线左侧旁开2 mm与前

囟后角2 mm交点处钻孔(直径3 ram)，露出硬脑

膜，并保持其完整无损。将动物脑表面与气体冲击机

冲击管口距离定为5 mm，气源压力为650 kPa，波

宽(60．O士0．3)ms，随即进行致伤。致伤后大鼠出现

短暂的四肢抽搐，呼吸暂停数秒，说明致伤成功。伤

后创口彻底止血，用骨蜡封闭骨窗，缝合头皮。地塞

米松组术后立即腹腔给予地塞米松6 mg／kg。

1．4检测指标及方法：术后0、6、24、72、120 h再次

麻醉动物，断头取脑，迅速用多聚甲醛水溶液固定，

24 h后常规石蜡包埋，连续切片，片厚5弘m，部分切

片行苏木素一伊红(HE)染色，光镜下观察脑组织病

理学改变；另一部分切片进行免疫组化染色，采用

SABC法检测NF—gB表达，操作步骤按试剂盒(武

汉博士德生物工程有限公司提供)说明书进行。

SimplePIC彩色图文分析系统检测NF—gB表达，阳

性细胞呈棕黄色或褐色。每张切片高倍镜(×400)下

选取5个不同视野，记录每个视野阳性细胞数，取平

均值作为阳性细胞计数并照相；测定免疫组化阳性

染色的平均吸光度(A)值。

1．5统计学处理：数据用均数土标准差(z±s)表

示，使用分析软件SPSS 11．0进行统计分析，组间比

较采用t检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1组织病理学观察

2．1．1 TBI组：肉眼可见脑组织局部膨出骨窗，伤

区脑皮质表面挫裂伤，有点片状出血灶、充血、肿胀。

光镜下观察：伤后6 h皮质神经细胞、胶质细胞水

肿；伤后24 h组织结构紊乱，局部出血、水肿，神经

细胞大量变性、坏死，可见大量无定形空泡，有炎性

细胞浸润(彩色插页图la)；伤后72 h组织水肿、充

血明显，结构疏松，伴有细胞坏死、溶解后形成的空

泡，可见大量炎性细胞，血管扩张，创伤区出血减少；

伤后120 h病变一直持续存在，可观察到损伤迹象，

坏死脑组织内可见泡沫样巨噬细胞，散在分布的多

形核细胞，在正常组织和挫伤灶交界处可见小的出

血灶，血管内的血细胞出现淤积。

2．1．2地塞米松组(彩色插页图lb)：地塞米松组

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TBI

组明显减轻。

2．2 NF一．cB表达(表1；彩色插页图2)：TBI组伤后

6 h脑组织中NF—KB表达即明显升高，24 h达到峰
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值，72 h开始回降，持续到120 h仍高于术前(P<

0．05或P<O．01)。地塞米松组NF—KB阳性细胞数

无论是细胞质内还是核内，都比TBI组明显减少；

术后6、24、72 h NF—KB阳性细胞数明显少于TBI

组(P均<O．01)；地塞米松组各时间点A值较TBI

组明显下降，差异有统计学意义。

表l 两组大鼠脑组织NF—xB阳性表达(z士s，”=5)

组别
NF—KB阳性表达(个)

伤后0 h 伤后6 h 伤后24 h 伤后72 h 伤后120 h

TBI组 55．O土4．4 110．0±8．2a 120．0土10．56 109．O土9．28 76．01 7．44

地塞米松组55．0士4．4 84．01 6．9”90．0士5．6”72．o士4．5”68．01 7．1

注：与本组伤后0 h比较，9P<0．05，6P<0．01；与TBI组比

较，。P<0．01

3讨论

原发性重度TBI可引发一系列级联反应，这些

反应一旦被激活即可进一步加剧脑组织内环境紊

乱，从而导致继发性损伤。在这些级联反应中，血管

通透性增加，离子平衡紊乱，氧化应激，兴奋毒性损

伤，炎症反应及线粒体功能障碍等是导致脑水肿、颅

内压升高、脑组织灌注不足、神经细胞死亡及神经功

能损害的主要原因[2]。其中，炎症反应不仅导致TBI

后继发性损伤，还可能参与创伤后修复过程，对重度

TBI的预后起重要调节作用，是近年来TBI临床及

实验研究中倍受关注的热点之一。

脑内炎症反应包括分子水平和细胞水平两部

分，前者如细胞因子，后者如血源性白细胞及小胶质

细胞，两者均具有促炎／抗炎反应的特性，发挥神经

损害／保护作用。血源性白细胞尤其是中性粒细胞在

TBI后向受损脑组织内聚集，在继发性脑损伤中起

重要作用。小胶质细胞是TBI后最早作出反应的非

神经元细胞，是TBI后中枢神经系统脑内炎症细胞

因子的主要来源之一。细胞因子是一类可溶性多肽，

与炎症反应、免疫活化及炎性细胞分化和死亡密切

相关。正常情况下，人体含量极微，在各种因素刺激

如感染、外伤后，其表达可急剧增加。研究表明TBI

后细胞因子反应性升高，并参与了TBI继发性损伤

和损伤修复全过程心1]。NF一出是炎症反应中关键

性的转录因子，它的活化是机体效应细胞大量释放

肿瘤坏死因子一a(TNF—a)等促炎细胞因子，导致组

织过度炎症反应和损伤的关键环节之一[4]。

目前关于抑制NF—KB活性药物大概有以下几

种[s 8。：①抗氧化剂：抗氧化剂之所以被作为NF—JcB

抑制剂而得到深入研究，是因为活性氧被认为是引
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起NF—KB激活的重要中介分子，直接使用氧化剂如

H：O。就能使某些细胞的NF一．cB激活；引起NF—KB

活化的刺激物亦能引起氧化物剧增；抗氧化剂在体

内外多种环境下都能抑制NF—KB活化，增强内源性

抗氧化防御机制，抑制NF一．cB的激活。②蛋白小体

抑制剂：当I—K踟被磷酸化和泛素化后能被26S蛋白

小体降解。蛋白小体抑制剂能阻断细胞培养液中

NF—KB激活，阻止其进入细胞核。⑧皮质激素：皮质

激素强大的抗炎作用部分是通过抑制NF一．cB活化

而实现的，而它抑制NF—KB活化是通过两条途径实

现的：糖皮质激素受体能直接作用于NF—IcB的

ReIA，从而抑制其与DNA结合，地塞米松能增加

I-*：Ba mRNA的表达并促进功能性I—KBa蛋白质的

合成。④内毒素耐受性的诱导：内毒素耐受是指内毒素

预刺激能使内毒素引起的反应减轻。经内毒素预处理

后的内毒素耐受性巨噬细胞将关闭细胞因子的基因

表达，包括TNF—a、白细胞介素一6(IL一6)和IL一8等。

我们采用皮质激素地塞米松处理大鼠TBI，观

察脑组织NF—KB在TBI后各时间点的表达，探讨其

对颅脑创伤的保护作用。本研究结果显示，地塞米松

组动物在损伤后脑组织NF—KB表达较TBI组明显

下降。随着NF—KB的激活，脑水肿加重；地塞米松能

使损伤后大鼠脑组织的NF—xB表达明显下降，脑水

肿减轻，各时间点与TBI组比较有显著差异。已有

研究显示地塞米松能增iJIII—Ic＆mRNA的表达并促

进功能性I—KBa蛋白质的合成，而NF—KB与其抑制

蛋白IKB形成复合物，以无活性形式存在于胞质中，

因此地塞米松能使活化的NF—KB失活，抑制TNF—a

等促炎细胞因子的表达，减轻TBI后的炎症反应，

从而发挥脑保护作用[9]。本研究提示地塞米松能抑

制脑损伤后的炎症反应，减轻脑水肿。Sullivan等u oj

发现敲除TNF—a受体大鼠脑损伤后NF—KB活性也

降低，神经元和血脑屏障损害减轻。

综上所述，创伤应激反应与过度炎症反应是重

度TBI后的两个基本病理生理变化，二者相互作

用、互为因果，积极采取措施减轻或避免这些变化是

提高重度创伤治愈率、减少伤残率的关键。地塞米松

能抑制NF～KB活化，下调TNF—a，阻断炎症级联反

应；抑制炎性细胞活化，使炎症细胞因子合成释放减

少；抑制炎性细胞向创伤区脑组织聚集浸润，减轻继

发性缺氧缺血性炎症反应等多种途径，共同作用，抑

制或阻断过度炎症反应，从而减轻或避免TBI后继

发性损伤，促进TBI的恢复。
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丙酮酸乙酯对脓毒症大鼠小肠黏膜免疫屏障的影响

最近一期美国《创伤杂志》报告了丙酮酸乙酯(EP)对脓毒症大鼠小肠黏膜免疫屏障影响的研究结果。研究人员将雌性

Wistar大鼠随机分为假手术组、盲肠结扎穿孔术(CI。P)组和EP治疗组；观察给予EP后动物存活率及细菌移位情况，并且应

用光学显微镜、免疫组化、流式细胞术和酶联免疫吸附实验等技术测定小肠黏膜屏障和免疫屏障的各项指标。结果发现：脓毒

症能引起小肠形态改变和免疫功能抑制；给予EP能提高小肠微绒毛内CD4+T淋巴细胞、肠系膜淋巴结与脾内CD4+T淋巴

细胞比值以及脾脏淋巴细胞的增殖能力。促进7一干扰素和白细胞介素一4的释放，减少肠道细菌移位，使脓毒症大鼠的生存率

从37．1％提高至57。1％。因此研究者认为，EP能够改善脓毒症大鼠小肠的黏膜屏障和免疫功能，可以作为免疫调节剂用于治
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