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[摘要 ]　目的: 观察褪黑素对颅脑损伤后受损脑组织神经生长因子 (N GF)、bcl22、bax mRNA 表达的影响, 探讨褪黑素对创

伤性脑损伤的保护作用机制。方法: 采用侧方液压打击法制备大鼠颅脑损伤模型, 应用原位杂交方法和计算机显微图像分析

技术, 观察褪黑素 (5、10 m gökg, 皮下注射)对大鼠受损脑组织N GF、bcl22、bax mRNA 表达的调节作用。结果: 脑损伤后立即

给予褪黑素能够增强伤后 12 h 大鼠受损脑组织N GF 和 bcl22 mRNA 表达, 增强效应与剂量呈正相关; 褪黑素对 bax mRNA

表达无明显影响。结论: 褪黑素能够增加液压脑损伤后N GF 和 bcl22 mRNA 表达而不改变 bax mRNA 表达, 提示褪黑素可

能通过提高受损神经细胞修复和抗凋亡能力发挥脑保护作用。
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Ξ
　 褪黑素 (m elaton in,M el) 是松果体分泌的一种神经内分

泌激素, 可通过清除氧自由基而发挥脑保护作用。由于颅脑

损伤后脑组织中神经生长因子 (nerve grow th facto r, N GF )

和凋亡相关基因表达与受损神经元的功能修复和生存有着

十分密切的关系[1, 2 ] , 本研究试图通过观察褪黑素对液压脑

损伤后受损神经细胞N GF、bcl22、bax mRNA 表达的影响,

探讨褪黑素的脑保护作用机制。

1　材料和方法

1. 1　主要试剂　褪黑素购自上海晶美科技有限公司,N GF、

bcl22 和 bax mRNA 探针 (毛地黄毒苷标记) 由第二军医大

学基础医学部神经生物学教研室提供。

1. 2　动物分组　上海西普尔2必凯实验动物有限公司提供

的雌性健康 SD 大鼠 32 只, 体质量 250～ 300 g, 动物自由饮

水、摄食, 光照ö黑暗= 12 hö12 h。按随机化原则将实验动物

分为 4 组: 假手术组 (只做手术准备, 不打击致伤, 5 只) , 液

压打击脑损伤动物分为: 褪黑素组, 打击伤后立即皮下注射

5 或 10 m gökg 褪黑素 (各 9 只) ; 对照组 (9 只) , 打击伤后立

即皮下注射等体积生理盐水。

1. 3　液压打击脑损伤模型建立和石蜡切片的制备[3 ]　采用

液压打击脑损伤装置 (美国弗吉尼亚大学医学工程部研制)

建立侧方液压打击脑损伤模型, 打击强度设为 (1. 52±

0. 20)×105 Pa, 造成中度脑损伤。各组动物于打击伤后 12 h

腹腔注射 2% 戊巴比妥过量麻醉, 常规灌注 4% 多聚甲醛取

脑组织石蜡包埋, 自视交叉向后做连续冠状切片, 片厚 8

Λm。

1. 4　原位杂交　切片脱蜡水化, 室温下切片用 0. 1 mo löL

PBS 液洗涤, 0. 2% 焦磷酸乙二酯 (D EPC ) 水防 RNA 酶处

理, 4% 多聚甲醛固定, 0. 1 mo löL HC l 酸化, 蛋白酶 K

(20 Λgökg) 消化 30 m in 后以 0. 1 mo löL 甘氨酸终止消化,

再经 0. 1 mo löL 三乙醇胺和含 0. 25% 乙酸酐的 0. 1 mo löL

三乙醇胺缓冲液处理后晾干, 阻水笔划圈, 分别将切片加

1∶100 N GF、bcl22 或 bax mRNA 探针 50 Λl, Parafilm 膜覆

盖后放入 42℃杂交炉中过夜。第 2 日晨以 2×SSC 洗涤 2

次, 每次 30 m in, 再用 0. 1 mo löL PBS 洗涤后加入地高辛抗

体 (1∶2 000) 50 Λl, 4℃孵育过夜。第 3 日晨用 0. 1 mo löL

PBS 洗涤 3 次, 每次 5 m in, 再用 TBS 以及 BufferË (0. 1

mo löL T ris·HC l, 0. 15 mo löL N aC l, 50 mmo löL M gC l2) 洗

涤, 最后用BufferË + NBT + BC IP 常规比例混合液按每片

50 Λl 显色, 避光 1 h 后观察结果。用计算机显微图像分析系

统观察切片原位杂交阳性细胞分布, 每只动物观察相邻 4 张

切片, 每片以损伤侧直接致伤部位为中心, 计算 3 个视野的

阳性细胞数, 最后以算术平均值作为单位面积阳性细胞数。

1. 5　统计学处理　各组阳性细胞计数表示为 xθ±s, 样本均

数间差异的比较以 SPSS 10. 0 统计软件进行方差分析。

2　结　果

2. 1　阳性细胞分布　N GF、bcl22 和 bax mRNA 原位杂交

阳性信号呈紫蓝色, 位于细胞质中, 假手术组原位杂交结果

为呈阴性 (不显色) 或弱阳性 (海马区可见淡紫蓝色, 细胞不

可辨识)。侧方液压打击伤后各组N GF mRNA 表达显著增

强, 以损伤侧大脑皮质打击部位为中心向远处放射, 阳性细

胞主要分布于: (1) 损伤侧大脑皮质扣带回、纹状皮质 18 区

17 区以及颞叶听区; (2) 损伤侧海马CA 1～ 4 和齿状回均有

不同程度的N GF mRNA 表达, 以 CA 3 最为显著; (3) 伤侧

丘脑背外侧核, 甚至对侧扣带回、海马CA 1 区偶亦可见阳性

细胞。液压脑损伤后 bcl22 和 bax mRNA 表达同N GF mR 2
NA 类似, 阳性细胞主要分布于: (1) 以打击伤区域为中心的

损伤侧大脑皮层; (2)损伤侧海马CA 1～ 4 和齿状回, 以CA 3

和齿状回为著。但是损伤部位远侧以及对侧 bcl22 和

bax mRNA 原位杂交结果阴性。液压打击伤不同组间阳性细

胞分布无差异。
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2. 2　阳性细胞计数　假手术组N GF、bcl22、bax mRNA 原

位杂交均为阴性或弱阳性 (阳性细胞计数< 5ömm 2) , 其余各

组原位杂交阳性细胞计数见表 1。

褪黑素 5 m gökg 仅可使伤侧 bcl22 mRNA 表达增加

(P < 0. 05) ; 10 m gökg 不仅可使液压打击伤侧皮层N GF 和

bcl22 mRNA 表达显著增强 (P < 0. 05, P < 0. 01) , 还可使伤

侧海马 bcl22 mRNA 表达增强 (P < 0. 05) ; 褪黑素对 bax

mRNA 表达无明显影响。

表 1　褪黑素对受损脑组织 NGF、bcl-2、bax m RNA 表达的影响

(n= 9, xθ±s, cell·mm - 2)

指标
大脑皮质

假手术组 5 m gökg 褪黑素 10 m gökg 褪黑素

海　马

假手术组 5 m gökg 褪黑素 10 m gökg 褪黑素

N GF mRNA 652±141 823±115 952±2073 324±78 406±125 517±152

bcl22 mRNA 468± 97 724±1343 1 004±1863 3 587±144 759±243 904±1553

bax mRNA 313± 84 330±102 286± 76 376±171 421±165 358± 88

　N GF: 神经生长因子; 3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 与假手术组比较

3　讨　论

发现褪黑素具有清除自由基的作用以来[4 ] , 大量研究报

道褪黑素对各种应激模型有保护作用, 其脑保护作用也受到

更为广泛的关注。许多研究表明, 在缺血、缺氧、癫　和外伤

之后N GF 表达的增加可能是中枢神经系统用以维持神经元

的功能和存活的内源性保护机制; 另外, 在创伤性脑损伤后

存在着细胞凋亡现象, 凋亡抑制因子 bcl22 和凋亡促进因子

bax 基因的表达与受损神经细胞的转归密切相关。

本实验发现褪黑素 10 m gökg 能够显著提高伤侧皮层

N GF mRNA 的表达, 这提示褪黑素可能通过增强受损神经

细胞的修复和生存能力而起脑保护作用。本实验还发现褪黑

素可在显著提高 bcl22 mRNA 表达的同时不改变 bax

mRNA 表达, 因此褪黑素能够提高 bcl22öbax mRNA 比率,

由此可以推断褪黑素具有抑制受损神经细胞凋亡的作用。

研究[5 ]表明褪黑素在正常生理浓度下对脑损伤就有保

护作用, 体外试验提示褪黑素在 10- 7～ 10- 9 mo löL 浓度下有

抗凋亡作用, 小于 10- 11 mo löL 无作用[6 ]。本实验发现褪黑素

5 m gökg 皮下注射仍具有使 bcl22 mRNA 表达增高的作用,

这一发现与L ing 等[7 ]的结果有一定的一致性。褪黑素 5 m gö

kg 对N GF mRNA 表达增强不明显, 而 10 m gökg 则显著增

强, 这表明褪黑素对N GF mRNA 表达可能存在剂量依赖效

应[8 ]。褪黑素的给药时机一般认为越早越好, 甚至提前预防

性给药效果更好, 也有研究认为伤后 3 h 给药依然有效[9 ]。由

于N GF、bcl22 和 bax 基因均属于即早基因, 因此本实验选择

脑损伤后即刻给药, 选择脑损伤后 12 h 为观察点是因为上

述 3 种基因的早期表达是影响神经细胞转归的关键因素[3 ]。

褪黑素对脑损伤后N GF、bcl22、bax mRNA 表达的影响

是通过一系列复杂的信号转导过程实现的[10 ] , 作为一种具有

多种功能的光信号, 褪黑素首先与特异性褪黑素受体结合,

然后通过第二信使系统进行信号传递, 可能的途径有: (1) 抑

制 G 蛋白通路, 抑制 cAM P 的合成; (2) 通过调节Ca2+ 通道

电压闸门, 减少脑细胞及其亚细胞因去极化而致Ca2+ 摄入;

(3)通过磷酸肌醇通路发挥生物效应。

[参 考 文 献 ]

[ 1 ]　Sem kova I, Krieglstein J. N europ ro tection m ediated v ia neu2

ro troph ic facto rs and induction of neuro troph ic facto rs [ J ].

B ra in R es R ev , 1999, 30 (2) : 1762188.

[ 2 ]　R ink A , Fung KM , T ro janow sk i JQ , et a l. Evidence of apop to tic

cell death after experim ental traum atic brain in jury in the rat

[J ]. A m J P athol, 1995, 147 (6) : 157521583.

[ 3 ]　高进喜, 卢亦成, 江基尧, 等. 幼龄和老龄大鼠液压脑损伤后

N GF、bcl22、bax 蛋白的表达[J ]. 第二军医大学学报, 2003, 24

(5) : 4962498.

[ 4 ]　T an DX,M anchester L C, Reiter RJ , et a l. Sign ificance of m ela2

ton in in an tiox idative defense system: reaction and p roducts

[J ]. B io S ig na ls R ecep t, 2000, 9 (324) : 1602171.

[ 5 ]　Reiter RJ , Sainz RM , L opez BS, et a l. M elaton in am elio rates

neuro logic dam age and neurophysio logic deficits in experim en2

tal models of stroke[J ]. A nn N Y A cad S ci, 2003, 993 (1) : 352

47.

[ 6 ]　Sainz RM , M ayo JC, U ria H , et a l. T he p ineal neuroho rmone

m elaton in p revents in v ivo and in v itro apop to sis in thymocytes

[J ]. J P inea l R es, 1995, 19 (4) : 1782188.

[ 7 ]　L ing X, Zhang LM , L u SD , et a l. P ro tective effect of m elaton in

on in juried cerebral neurons is associated w ith bcl22 p ro tein

over2exp ression [J ]. Chung K uo Y ao L i H sueh P ao, 1999, 20

(5) : 4092414.

[ 8 ]　Pongsa2A saw apaiboon A , A savarit ik rai P,W ithyachum narnkul

B, et a l. M elaton in increases nerve grow th facto r in mouse sub2

m andibular gland [J ]. J P inea l R es, 1998, 24 (2) : 73277.

[ 9 ]　M esenge C,M argaill I, V errecch ia C, et a l. P ro tective effect of

m elaton in in a model of traum atic brain in jury in m ice [J ]. J

P inea l R es, 1998, 25 (1) : 41246.

[ 10 ] Pang SF, D ubocovich M L , B row n GM , et a l. M elaton in recep2

to rs in peripheral t issues; a new area of m elaton in research [J ].

B io S ig na ls, 1993, 2 (4) : 1772180.

[收稿日期 ]　2004201208　　 [修回日期 ]　2004204230

[本文编辑 ]　孙　岩

·8201· 第二军医大学学报　2004 年 9 月, 第 25 卷

© 1994-2007 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net


