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　　【摘要】　目的　观察颅脑损伤后不同阶段脑 ＮＦ唱κＢ的活性和 ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ表达的变化，探讨其在颅
脑损伤后继发性损伤中意义及相关机制。 方法　建立颅脑损伤模型，通过光镜观察颅脑损伤后病灶周围脑
组织变化，采用免疫组化方法检测脑组织中 ＮＦ唱κＢ及 ＴＮＦ唱α的表达情况，ＲＴ唱ＰＣＲ检测 ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ表达情
况。 结果　颅脑损伤后不同阶段 ＮＦ唱κＢ蛋白表达及 ｍＲＮＡ表达明显高于对照组（P ＜０畅０５），并且 ＮＦ唱κＢ表
达水平与 ＴＮＦ唱α呈正相关关系（r ＝０畅５１９，P＜０畅０５），且与组织炎症损伤程度一致。 结论　颅脑损伤后各时
间点脑 ＮＦ唱κＢ呈过度激活状态，与 ＴＮＦ唱α水平的变化一致，且病理上颅脑损伤炎症损害严重程度相平行，这
可能是颅脑损伤后继发性损伤发生的一个机制。

【关键词】　颅脑损伤；　ＮＦ唱κＢ；　肿瘤坏死因子α；　继发性脑损伤

The change and significance of the activity of NF唱κB and the expression of NF唱κB mRNA after traumatic
brain injury in rats　QIAN Wei，QIAN Zhi唱yuan，SHEN He唱chun，ZHENG Da唱li．Department of Neurosurgery，the
Second Affiliated Hospital of Soochow University，Suzhou 215004，China
Corresponding author：QIAN Zhi唱yuan，Email：zyqian＿0512＠sina．com

【Abstract】 　Objective　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ＮＦ唱κＢ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ ｃｈａｎｇｅ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ，ａｎｄ ｔｏ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ．Methods　４８ ｍａｌｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，n ＝６） ａｎｄ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐ （ＳＴＢＩ ｇｒｏｕｐ，n ＝
４２）．Ｔｈｅ ｒａｔ ＴＢＩ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ Ｆｅｅｎｅｙ ｍｅｔｈｏｄ ．Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ
ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ，ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＦ唱κＢ ａｎｄ ＴＮＦ唱αｗａｓ ｊｕｄｇｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＮＦ唱κＢ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ唱ｑＰＣＲ．Results　Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＦ唱κＢ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ（P ＜０畅０５），ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＴＮＦ唱αｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （P ＜０畅０５）．Ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＦ唱κＢ ａｎｄ ＴＮＦ唱αｗｅｒｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ（r ＝０畅５１９，P ＜０畅０５）．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ唱κＢ ｉｎ ３ ｈ ａｎｄ ６ ｈ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ（P＜０畅０５），ｔｈｅ ｒｅｓｔ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （P ＞０畅０５）．Conclusions　Ｔｈｅ ＮＦ唱κＢ ｉｓ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅｌｙ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ，ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＴＮＦ唱αａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅ．Ｔｈｅ
ＮＦ唱κＢ ｍａｙ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ．

【Key words】　Ｃｒａｎｉｏｃｅｒｅｂｒａｌ ｔｒａｕｍａ；　ＮＦ唱ｋａｐｐａ Ｂ；　Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ唱ａｌｐｈａ；　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ

　　临床实践表明，颅脑损伤后继发性脑损伤的发生
发展直接影响患者的预后，同时继发性损伤的延迟性
也为颅脑损伤的治疗提供了一个“治疗窗”，因此如何
阻止颅脑损伤后继发性损伤的出现和发展，一直是众
多神经创伤研究者关注的热点［１唱２］ 。 而 ＮＦ唱κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ唱ｋａｐｐａ Ｂ）是一种具有多向性转录激活功能的转
录因子，主要作用是调控多种细胞因子，参与炎症、免
疫、细胞凋亡等病理生理过程［３］ 。 本实验通过观察颅
脑损伤后损伤灶周围脑组织 ＮＦ唱κＢ及其相关炎性因子
的表达变化，探讨 ＮＦ唱κＢ 在外伤后继发性脑损伤发生

发展中的作用及其机制。

材料与方法

一、动物分组及试剂
健康成年雄性 ＳＤ大鼠（苏州大学实验动物中心提

供）共 ４８ 只，体重 ２５０ ～２８０ ｇ。 随机分为假手术组
（Ｓｈａｍ组，６只）和颅脑损伤组（ＴＢＩ 组，４２ 只），各组按
照外伤后处死的时间又分为 ＴＢＩ唱１ ｈ、ＴＢＩ唱３ ｈ、ＴＢＩ唱６ ｈ、
ＴＢＩ唱１２ ｈ、ＴＢＩ唱２４ ｈ、ＴＢＩ唱３ ｄ 和 ＴＢＩ唱７ ｄ 共 ７ 个亚组，每
亚组各 ６只。 ＮＦ唱κＢ的引物序列由 Ｐｒｉｍｅｒ引物设计软
件设计、上海生工生物技术有限公司合成，一抗 ＮＦ唱κＢ唱
ｐ６５（ＢＳ１２５３）购自 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司；二抗羊抗兔即用型
ＳＡＢＣ（ＳＡ１０２２）、ＤＡＢ 显色试剂盒购自武汉博士德公
司，ＴＮＦ唱α免疫组化试剂盒购自武汉博士德公司。

·４２０２· 中华临床医师杂志（电子版）２０１３ 年 ３ 月第 ７ 卷第 ５ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｍａｒｃｈ １，２０１３，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．５



二、创伤性脑损伤模型的建立
采用 Ｆｅｅｎｅｙ法制作颅脑损伤模型：大鼠用 ３畅３％

水合氯醛按 １ ｍｌ／１００ ｇ 腹腔注射麻醉，俯卧位固定头
部，去毛，无菌条件下用磨钻在人字缝右前 ２ ｍｍ、中线
旁 ２ ｍｍ处钻孔，直径约 ５ ｍｍ，保持硬脑膜完整，２５ ｇ
砝码沿高 ４０ ｃｍ的自由落体导引管落下直接撞击右顶
硬脑膜上，撞击能量为 １０００ ｇ· ｃｍ，深度为 ５ ｍｍ。 对
照组仅切开头皮和颅骨开窗。 在规定的时间点处死动
物，对照组和手术组 ３只大鼠断头处死后，无菌留取大
鼠损伤灶周围脑组织约 ５０ ｍｇ，放入盛有 １ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ 的
冻存管中密封后迅速置于 －８０ ℃冰箱中保存备用，以
检测 ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ 水平。 ３ 只大鼠心脏灌注 ４％多聚
甲醛（１００ ｍｌ／１００ ｇ），待无色液体流出后断头取脑，沿
挫伤灶中心切取厚约２ ｍｍ左右的大脑标本置于４％多
聚甲醛中固定，以行病理学检测。
三、检测方法
１．实时荧光定量 ＰＣＲ 检测脑组织中 ＮＦ唱κＢ 的

ｍＲＮＡ相对表达量：由 Ｐｕｂｍｅｄ 检索大鼠 ＮＦ唱κＢ全长序
列，引物序列由 Ｐｒｉｍｅｒ引物设计软件设计、上海生工生
物技术有限公司合成，以管家基因β唱ａｃｔｉｎ作为内参照，
按实时荧光定量 ＰＣＲ具体步骤进行分析。

２．免疫组织化学染色检测 ＮＦ唱κＢ 表达：按免疫组
织化学试剂盒说明书染色（试剂盒由武汉博士德公司
提供）。 在 １０ ×２０ 镜下取 ５ 个视野，借助实验细胞计
数器对创伤侧皮质内神经细胞计数，阳性细胞显示为
棕色或棕黑色，计算各视野内阳性细胞数占该视野内
总细胞数的百分率后，求出平均值。 采取双盲法 ３ 人
分别计数后求平均值而得出实验数据。

３．免疫组织化学染色检测 ＴＮＦ唱α表达：方法同
ＮＦ唱κＢ表达检测。

４．石蜡切片常规 ＨＥ染色：结果于 １０ ×２０ 倍光学
显微镜下观察。
四、统计学分析
用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５畅０ 及 ＳＰＳＳ １７畅０ 软件进行数据

处理，结果以均数±标准差（珋x ±s）表示，均数间比较采
用 t检验，组间比较经方差齐性检验示方差齐，进行单
因素方差分析，相关分析采用直线相关的积差相关分
析，以P ＜０畅０５为有统计学差异。

结　　果

１．损伤灶周围脑组织中 ＮＦ唱κＢ 活化水平：假手术
组（Ｓｈａｍ组）可见细胞核为正常染色，呈蓝色，ＴＢＩ组与
假手术组对比，ＴＢＩ唱１ ｈ ＮＦ唱κＢ（ｐ６５）即在病灶周围组织
少量细胞核中表达，呈黄色，ＴＢＩ唱３ ｈ染色细胞核增多，
呈黄褐色，为强表达；ＴＢＩ唱６ ｈ～２４ ｈ细胞核染色进一步

加深，提示 ＮＦ唱κＢ表达增高，至 ＴＢＩ唱７ ｄ 仍见病灶周围
组织的细胞核呈黄褐色，说明 ＮＦ唱κＢ 从 ＴＢＩ唱３ ｈ ～７ ｄ
一直持续强表达状态（图 １）。 同时 ＮＦ唱κＢ阳性率较对
照组有统计学差异（P ＜０畅０５），但各时间点阳性率无统
计学差异（P＞０畅０５）（表 １）。

表 1　各组大鼠损伤灶周围脑组织 ＮＦ唱κＢ阳性、ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ
相对表达量及脑组织中 ＴＮＦ唱α水平的比较（珋x±s）
组别 鼠数 ＮＦ唱κＢ 阳性 ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ ＴＮＦ唱α

对照组（Ｓｈａｍ组） ６ 鬃９ 摀摀畅８７ ±１ 厖畅３２ １ ��畅００ ±０ q畅１８ １２ 墘墘畅０７ ±１ {畅０１

颅脑损伤组（ＴＢＩ组）

１ ｈ ６ 鬃１９ 摀摀畅７９ ±０ 厖畅３１ ｂ １ ��畅０８ ±０ q畅０５ ２４ 墘墘畅１６ ±１ {畅８２ ｂ

３ ｈ ６ 鬃１９ 摀摀畅４５ ±０ 厖畅４２ ｂ ３ ��畅６７ ±０ q畅７５ ａ ３０ 墘墘畅２５ ±２ {畅１８ ｂ

６ ｈ ６ 鬃２２ 摀摀畅３８ ±０ 厖畅１２ ｂ ２ ��畅２６ ±０ q畅４７ ａ ２３ 墘墘畅３４ ±１ {畅１５ ｂ

１２ ｈ ６ 鬃２１ 摀摀畅６３ ±０ 厖畅２４ ｂ １ ��畅１９ ±０ q畅２１ ２０ 墘墘畅８３ ±２ {畅１３ ｂ

２４ ｈ ６ 鬃２０ 摀摀畅８９ ±０ 厖畅１７ ｂ ０ ��畅９８ ±０ q畅１６ １８ 墘墘畅２４ ±２ {畅０９ ａ

３ ｄ ６ 鬃１９ 摀摀畅７８ ±０ 厖畅２３ ｂ １ ��畅１１ ±０ q畅０８ ２０ 墘墘畅２０ ±１ {畅５３ ｂ

７ ｄ ６ 鬃１９ 摀摀畅９０ ±０ 厖畅１０ ｂ １ ��畅１３ ±０ q畅１１ ２０ 墘墘畅７７ ±２ {畅７１ ｂ

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０５，ｂP ＜０畅０１

　　２．损伤灶周围脑组织中 ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ 表达水平
变化：与 Ｓｈａｍ组比较，ＴＢＩ唱１ ｈ时 ＴＢＩ 组大鼠损伤灶周
围脑组织 ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ 的表达开始升高，但无统计学
意义（P ＞０畅０５）。 但 ＴＢＩ唱３ ｈ即迅速达到高峰，约为假
手术组的 ３ 倍多，随后迅速下降，于 ＴＢＩ唱１２ ｈ 时接近
Ｓｈａｍ组，但仍高 Ｓｈａｍ组并持续至 ＴＢＩ唱７ ｄ；与 Ｓｈａｍ 组
相比，ＴＢＩ唱３ ｈ、ＴＢＩ唱６ ｈ 两个时间点的差异有统计学意
义（P ＜０畅０５）（表 １，图 ２，３）。

３．损伤灶周围脑组织的病理改变：伤后早期即可
见暗红色病灶，损伤侧脑组织较对侧明显肿胀，损伤处
有硬膜下血肿、蛛网膜下腔出血表现，病灶轴断面可见
脑挫裂伤，裂伤处出血，同侧脑室内也有出血表现。 通
过病理切片发现，伤后 １ ～３ ｈ 即可见炎症改变并逐渐
加重，１２ ｈ后病灶出现大量炎性细胞浸润，２４ ｈ～３ ｄ可
见挫伤灶细胞液化坏死，广泛的炎性细胞浸润，水肿明
显，细胞间质疏松，水肿带细胞形成空泡，细胞核固缩
（图 ４）。

４．损伤灶周围脑组织中 ＴＮＦ唱α表达水平：与 Ｓｈａｍ
组比较，ＴＢＩ唱１ ｈ 时 ＴＢＩ 组大鼠损伤灶周围脑组织中
ＴＮＦ唱α即明显升高，于 ＴＢＩ唱３ ｈ达高峰，随后逐渐下降，
然后保持 ＴＢＩ唱２４ ｈ时水平至 ＴＢＩ唱７ ｄ；与 Ｓｈａｍ组比较，
７ 个时间点的差异均有统计学意义（P ＜０畅０５）（表 １，图
５）。

５．ＮＦ唱κＢ活化水平与 ＴＮＦ唱α表达水平的相关性：
在 ＴＢＩ组中 ＮＦ唱κＢ 活化水平与损伤灶周围脑组织中
ＴＮＦ唱α水平的呈正相关（r ＝０畅５１９，P ＜０畅０５）（表 １）。

讨　　论

继发性脑损伤发生于颅脑损伤后数小时至数天，

·５２０２·中华临床医师杂志（电子版）２０１３ 年 ３ 月第 ７ 卷第 ５ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｍａｒｃｈ １，２０１３，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．５
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包括神经递质的释放、氧自由基的产生、钙调节的损
伤、线粒体功能的障碍、炎性反应和细胞坏死凋亡自噬
等，是颅脑损伤患者死亡和致残的主要原因［４］ 。 其中
炎症反应机制是研究的热点，ＴＮＦ唱α作为主要的促炎
性因子之一，在继发性脑损伤中的作用日益受到关
注

［５唱７］ ，且最新研究发现，减少损伤脑组织中 ＴＮＦ唱α的
表达，可改善神经元损伤及神经功能缺陷［８］ 。
在炎症反应通路中，ＮＦ唱κＢ 通路作为细胞内重要

细胞信号转导通道，在细胞免疫、炎症、分化、凋亡等方
面起着重要的作用［３］ 。 研究发现 ＮＦ唱κＢ广泛存在于各
种神经细胞中，例如神经元，星形细胞，小胶质细胞和
少突胶质细胞，且在神经元胞体，突触前区域、突触后
区域及胞核内都存在可诱导型 ＮＦ唱κＢ［９唱１０］ 。 生理情况
下 ＮＦ唱κＢ同其抑制因子 ＩκＢα结合以无活性状态存在
于细胞质内；疾病过程中，内毒素、脂多糖、磷脂酶 Ａ、
溶血磷脂酰胆碱、氧化应激代谢产物、病毒、缺血唱再灌
注等均可使 ＩκＢα和 ＮＦ唱κＢ分离，ＮＦ唱κＢ便迅速活化，然
后进入细胞核，与其靶基因上的启动子或增强子结合而
调节基因转录，激活与细胞应激相关的基因和炎症早期
反应基因，如细胞因子、生长因子、细胞黏附分子和一些
在健康和疾病状态下产生的急性蛋白因子 ［１１］ 。
本研究提示颅脑损伤后损伤灶周围组织中 ＴＮＦ唱α

表达水平明显高于对照组，变化趋势基本是稍下降后
又逐渐升高，而且继发性脑损伤后 ７ ｄ 仍保持增高水
平，这与国内外研究结果基本一致［１２唱１３］ 。 同时 ＴＮＦ唱α
水平变化与组织损伤变化一致，提示 ＴＮＦ唱α介导组织
损伤。 而 ＮＦ唱κＢ活性早期开始就明显升高，但变化趋
势比较平缓，考虑 ＮＦ唱κＢ 在重型颅脑损伤早期便迅速
活化，然后进入细胞核，与其靶基因上的启动子或增强
子结合而调节基因转录，激活与细胞应激相关的基因
和炎症早期反应基因，并表达 ＴＮＦ唱α，这提示 ＮＦ唱κＢ 在
颅脑损伤的发生、发展过程中发挥着重要作用，和 Ｈａｎｇ
等［１２］在大鼠大脑皮质挫伤模型中结果一致，并证实了
Ｔａｏ等［１４］对 ＮＦ唱κＢ在颅脑损伤后作用的研究。 但本次
研究提示，损伤灶周围组织中 ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ 在 ３ ｈ 和
６ ｈ两时间点有表达差异，其余各时间点表达差异不明
显，提示 ＮＦ唱κＢ的活性并非完全由 ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ 表达
所决定。 在 ３ ｈ 和 ６ ｈ 时间点转录水平提高，可以使
ＮＦ唱κＢ表达的数量越多，一定程度上就可提高 ＮＦ唱κＢ
的活性，但是，３ ｈ到 ７ ｄ的过程中 ＮＦ唱κＢ 呈强表达，可
见 ＮＦ唱κＢ 的活性变化是多因素影响的。 可能同时
ＴＮＦ唱α也可以通过激活 ＮＦ唱κＢ 诱导激酶（ＮＩＫ）和丝裂
原蛋白激酶的激酶 １（ＭＥＫＫ１），从而使 ＩＫＫ 磷酸化而

激活，激活后的 ＩＫＫ再使 ＩκＢ磷酸化，后者最后被蛋白
酶降解，从而使 ＮＦ唱κＢ游离出来而活化，进一步激发并
维持炎症反应，并成为继发性损伤的始动因子［１５唱１６］ 。

颅脑损伤后 ＮＦ唱κＢ存在高度活化，并长时间维持，
且通过上调 ＴＮＦ唱α的表达直接或间接导致颅脑的损
伤。 如何抑制 ＮＦ唱κＢ活性、减少ＮＦ唱κＢ活化因素、阻断
ＮＦ唱κＢ活化途径，可能是降低 ＴＮＦ唱α水平、减轻继发性
脑损伤的有效方法。 因此 ＮＦ唱κＢ可能成为颅脑损伤后
继发性炎症治疗新的药理学靶点，为脑外伤临床治疗
提供新的思路和方法。
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