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　　［摘　要］　目的　该研究旨在探讨脓毒症幼年大鼠大脑血小板衍生生长因子Ｂ（ＰＤＧＦＢ）及其受体（ＰＤＧＦＲ
β）表达的变化及谷氨酰胺（Ｇｌｎ）干预的影响，探讨ＰＤＧＦＢ在幼年期脓毒症时脑损伤发病机制中的作用及 Ｇｌｎ对
脑损伤的可能保护机制。方法　１２０只１０日龄Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为对照组、内毒素组（ＬＰＳ）和谷氨酰胺组（Ｇｌｎ）。
腹腔注射内毒素（ＬＰＳ，５ｍｇ／ｋｇ）制备幼年大鼠脓毒症动物模型。Ｇｌｎ组为腹腔注射 ＬＰＳ前 １ｈ腹腔注射 Ｇｌｎ
（１．３４６ｇ／ｋｇ）。各组大鼠又分为５个亚组（ｎ＝８），分别于注射后２、６、１２、２４及７２ｈ处死，采用免疫组织化学方法
及免疫印迹法检测大脑皮层 ＰＤＧＦＢ及 ＰＤＧＦＲβ的表达。结果　（１）免疫组织化学方法结果显示注射 ＬＰＳ后
７２ｈＧｌｎ组大脑皮层神经元 ＰＤＧＦＢ和 ＰＤＧＦＲβ表达明显高于对照组和 ＬＰＳ组。（２）免疫印迹方法结果显示，
ＬＰＳ组和Ｇｌｎ组于注射ＬＰＳ后第２ｈ、６ｈ和１２ｈ的ＰＤＧＦＢ表达均低于对照组（Ｐ＜０．０５）。而Ｇｌｎ组１２ｈ和７２ｈ
的ＰＤＧＦＢ表达明显高于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，ＬＰＳ组大脑组织ＰＤＧＦＲβ表达在２ｈ和６ｈ增加，而
在７２ｈ表达下降（Ｐ＜０．０５）。Ｇｌｎ组则与对照组于各时间点比较，差异均无统计学意义。结论　 Ｇｌｎ在注射 ＬＰＳ
后能上调大脑ＰＤＧＦＢ和ＰＤＧＦＲβ的表达，提示Ｇｌｎ对幼年期脓毒症脑损伤的保护机制可能与其促进大脑ＰＤＧＦ
Ｂ和ＰＤＧＦＲβ的表达有关。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（１２）：９６７－９７１］
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　　血小板衍生生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦ）是在血小板中发现的一种生长因子，
为一种重要的促分裂剂［１］，在神经系统的发育和调

节中也有作用［２３］。近年来研究表明 ＰＤＧＦ在缺血
性脑损伤中表达上调［４］，但有关内毒素血症后脑内

是否有 ＰＤＧＦ及其受体（ＰＤＧＦＲβ）表达的变化尚
未见报道。本研究采用腹腔注射内毒素（ＬＰＳ）制备
脓毒症模型，并给予谷氨酰胺（Ｇｌｎ）干预。检测 ＬＰＳ
诱导幼鼠大脑皮层 ＰＤＧＦＢ及 ＰＤＧＦＲβ的定位表
达，以初步探讨 ＰＤＧＦ在脓毒症脑损伤中的作用和
Ｇｌｎ对脓毒症脑损伤的保护机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及试剂
１０日龄健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠１２０只，雌雄不限，体

重２２．３±３．１ｇ，由中国医科大学附属盛京医院实验
动物中心提供。内毒素（大肠杆菌 Ｏ５５∶Ｂ５脂多糖，
ＬＰＳ，美国Ｓｉｇｍａ公司），２０％ Ｎ（２）Ｌ丙氨酰Ｌ谷
氨酰胺（Ｇｌｎ，德国费森尤斯公司）。兔多克隆抗
ＰＤＧＦＢ、ＰＤＧＦＲβＩｇＧ和即用型 ＳＡＢＣ（链酶亲和
素生物素过氧化物酶复合物）试剂盒（武汉博士德
生物工程有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　模型制备及分组　　脓毒症大鼠模型的制
备参照文献［５］。１２０只大鼠随机分为：① 对照组：
腹腔注射生理盐水１ｍＬ／ｋｇ；②内毒素组（ＬＰＳ）：腹
腔注射 ＬＰＳ５ｍｇ／ｋｇ，浓度为 ５ｍｇ／ｍＬ，等量生理盐
水稀释；③谷氨酰胺组（Ｇｌｎ）：腹腔注射 ２０％ Ｎ
（２）Ｌ丙氨酰Ｌ谷氨酰胺１．３４６ｇ／ｋｇ（含 Ｌ谷氨酰
胺１３．４６％），１ｈ后腹腔注射与ＬＰＳ组等量的 ＬＰＳ，
每组大鼠 ４０只。各组大鼠又分为 ５个亚组
（ｎ＝８），分别于注射后 ２、６、１２、２４及 ７２ｈ断头处
死，取 ６ｈ及 ７２ｈ组双侧大脑皮层组织，以视交叉、
乳头体中部、大脑后缘与小脑连接处为切点，将脑冠

状切成４片，４０ｇ／Ｌ甲醛缓冲液固定２４ｈ，常规石蜡
包埋，留作免疫组织化学检测。其余５个时间点脑
组织－７０℃ 保存进行蛋白分析。
１．２．２　ＰＤＧＦＢ和 ＰＤＧＦＲβ免疫组化　　ＳＡＢＣ
法检测ＰＤＧＦＢ和 ＰＤＧＦＲβ多克隆抗体在脑组织
中的免疫定位。将石蜡包埋的６μｍ脑组织切片，
常规用二甲苯、梯度乙醇脱蜡至水，３ｍＬ／ＬＨ２Ｏ２
中３７℃孵育１５ｍｉｎ，微波抗原热修复１０ｍｉｎ。山羊

血清封闭１５ｍｉｎ后加入兔抗鼠ＰＤＧＦＢ多克隆抗体
（１∶７５）、ＰＤＧＦＲβ多克隆抗体（１∶１５０）４℃ 过夜。生
物素标记的羊抗兔ＩｇＧ３７℃孵育１ｈ。ＡＢＣ（生物素
过氧化物酶复合物）３７℃１５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色５ｍｉｎ。

每个时间点选取３张染色清晰的免疫组化切片
在镜下定位，输入细胞图像分析系统，在显示屏上选

取８个视野（浅皮层４个、深皮层４个视野），固定
窗口面积，利用日本 ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ４１图像采集系
统，应用美国 ＭｅｔａＭｏｒｐｈ／ＤＰ１０／ＢＸ４１软件测定其
积分光密度值，结果取其平均值，以表示阳性产物

的强度。其值越高，表明蛋白表达信号越强，含量

越高。

１．２．３　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＰＤＧＦＢ和
ＰＤＧＦＲβ　　脑组织匀浆后加入０．５ｍＬ蛋白裂解
液４℃ 冰浴超声震荡，将匀浆置于冰箱，过夜后于
１２０００ｇ，４℃，离心１ｈ，取上清２５μＬ，加入２．５ｍＬ
碱性铜液室温反应３０ｍｉｎ，加入酚试剂２５０μＬ，摇
匀，室温反应２０ｍｉｎ，单纯碱性铜加酚试剂做空白对
照。在波长６５０ｎｍ处进行比色测 ＯＤ值，用标准蛋
白浓度曲线进行蛋白定量。

将蛋白样品用蒸馏水调成相同浓度，加入相同

体积上样缓冲液，沸水煮５ｍｉｎ进行蛋白变性。取
５０μｇ总蛋白行８ｍＬ／ＬＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，电压
１００Ｖ，１ｈ，硝酸纤维素膜转印 ２ｈ（电压 ５０Ｖ）。
５０ｍＬ／Ｌ脱脂奶粉封闭１ｈ，加入兔多克隆抗 ＰＤＧＦ
Ｂ或ＰＤＧＦＲβＩｇＧ一抗（１∶２００）孵育过夜。碱性磷
酸酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２０００）室温２ｈ，碱性磷
酸酶显色液显色。通过天能图像分析系统测定样品

蛋白条带灰度值。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１２．０进行统计学处理，数据以均数±

标准差（ｘ±ｓ）表示，多组之间比较采用单因素方差
分析和 ＳＮＫｑ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　脑组织ＰＤＧＦＢ免疫组化
各组大脑皮层神经元在注射ＬＰＳ后６ｈ均出现

ＰＤＧＦＢ免疫染色阳性细胞，但３组之间比较差异
无统计学意义；７２ｈ时ＬＰＳ组染色较对照组强度减
弱（Ｐ＜０．０５），而Ｇｌｎ组神经元ＰＤＧＦＢ染色强度高
于对照组和ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）（图１～２）。

·８６９·
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　　图１　７２ｈ脑组织 ＰＤＧＦＢ及 ＰＤＧＦＲβ免疫染色（×４００）　对照组脑皮层神经元可见 ＰＤＧＦＢ及
ＰＤＧＦＲβ阳性免疫染色；ＬＰＳ组 ＰＤＧＦＢ及 ＰＤＧＦＲβ染色强度较对照组减弱；Ｇｌｎ组神经元 ＰＤＧＦＢ及 ＰＤＧＦＲβ
染色强烈。棕褐色细胞为免疫染色阳性细胞。
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　　图２　皮层神经元ＰＤＧＦＢ免疫染色灰度值　ａ：与对照
组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　脑组织ＰＤＧＦＲβ免疫组化
各组大脑皮层神经元胞膜在注射ＬＰＳ后６ｈ均

出现ＰＤＧＦＲβ免疫阳性染色，但３组之间差异无统
计学意义；７２ｈ时 ＬＰＳ组皮层神经元胞膜阳性染色
与对照组比较差异无统计学意义，而Ｇｌｎ组皮层神经
元胞膜可见强烈的ＰＤＧＦＲβ阳性染色，其光密度值
明显高于对照组和ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）（图１，图３）。
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　　图３　皮层神经元ＰＤＧＦＲβ免疫染色灰度值　ａ：与对
照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤＧＦＢ表达
本研究发现，与对照组比较，ＬＰＳ组和 Ｇｌｎ组在

腹腔注射 ＬＰＳ第２、６和１２ｈ大脑组织 ＰＤＧＦＢ表
达均下降（Ｐ＜０．０５）。Ｇｌｎ组 ＰＤＧＦＢ表达在 ２、６
和２４ｈ和 ＬＰＳ组的差别无统计学意义，但 １２和
７２ｈ则高于 ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）。２４和７２ｈ的 ＬＰＳ
组与对照组比较差异无统计学意义；Ｇｌｎ组于２４ｈ
与对照组比较差异无统计学意义，７２ｈ则高于对照
组，Ｐ＜０．０５。见图４～５。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤＧＦＲβ表达

本研究发现，ＬＰＳ组大鼠脑组织ＰＤＧＦＲβ表达
在２ｈ和 ６ｈ明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），而在１２
和２４ｈ则与对照组差异无统计学意义，７２ｈ时其表
达低于对照组（Ｐ＜０．０５）。Ｇｌｎ组与对照组在各时
间点比较差异均无统计学意义。Ｇｌｎ组在 ７２ｈ的
ＰＤＧＦＲβ表达高于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）（图６～７）。
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　　图４　脑组织ＰＤＧＦＢ表达Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
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　　图５　各组大鼠脑组织ＰＤＧＦＢ含量比较　ａ：与同时间
点对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同时间点ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图６　脑组织ＰＤＧＦＲβ表达的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
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　　图７　各组大鼠脑组织 ＰＤＧＦＲβ含量比较　ａ：与同时
间点对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同时间点ＬＰＳ组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

ＰＤＧＦ对脓毒症脑损伤的重要修复作用已引起
国内外学者普遍关注，大脑作为重要的靶器官在内

毒素血症时会受到损伤［６］。但ＰＤＧＦ对于增强脑损
伤后神经再生和修复能力的机制尚不完全清楚。

ＰＤＧＦ作为神经营养因子家族的成员参与了生
理条件、病理变化和神经调节过程［７］。有研究发现

ＰＤＧＦＢ在缺氧缺血大脑皮层脑组织中水平升高，

ＰＤＧＦＢ的表达增加可减轻休克后缺血性脑损伤程
度［８］，短尾猿免疫缺陷病毒脑炎时其大脑 ＰＤＧＦＢ
ｍＲＮＡ表达增加［９］。这些研究表明内源性 ＰＤＧＦＢ
在创伤愈合、突触再生及缺血后功能恢复等方面有

重要的保护作用。本研究发现 ＰＤＧＦＢ表达于正常
大鼠皮层神经元，ＬＰＳ组在注射 ＬＰＳ２、６和１２ｈ时
大脑组织ＰＤＧＦＢ表达均下降，在７２ｈ时表达有所
恢复。表明机体在受到内毒素侵袭后大脑 ＰＤＧＦＢ
表达减少，到７２ｈ才能恢复接近正常。ＰＤＧＦ保护
神经的机制可能包括：（１）针对谷氨酸诱导的兴奋
毒素，作为神经保护剂在治疗上发挥作用［１０］；（２）能
通过抑制Ｎ甲基Ｄ天门冬氨酸（ＮＭＤＡ）受体激活，
阻断 ＮＭＤＡ受体介导的 Ｃａ２＋过度内流来增强神经
元生存能力［１１］；（３）抑制过氧化氢所致半胱氨酸蛋
白酶的激活，增强因氧化应激损伤的神经元的存

活［１２］和促进脑内超氧化物歧化酶和谷胱甘肽还原

酶的活性，发挥神经保护作用［１３］；（４）通过 ＰＩ３的
活化抑制神经细胞凋亡［１４］。

有研究发现，通过诱导ＰＤＧＦＲβ可增强碱性成
纤维细胞生长因子在细胞迁移和神经分化上的作

用［１５］，同时ＰＤＧＦＲβ的激活能减少其他通道开放
的可能性，使 ＮＭＤＡ受体长期受到抑制［１６］。本研

究发现ＰＤＧＦＲβ表达于正常大鼠大脑皮层神经元
细胞膜。ＬＰＳ组在２ｈ和６ｈ大脑组织ＰＤＧＦＲβ表
达增加，而在７２ｈ表达下降，表明脑组织在机体受
到感染应激后早期即可通过过多表达 ＰＤＧＦＲβ发
挥神经保护作用。

Ｇｌｎ是机体的必需条件氨基酸，作为氨源的载
体参与蛋白质和核酸的合成，在促进生长发育、保持

细胞的完整性、抗感染以及调节免疫等各种病理生

理过程中发挥重要作用。在脓毒症、休克和严重创

伤模型的研究中发现添加 Ｇｌｎ可提高动物的存活
率，显著减少内毒素引起的毒血症后的死亡率和心、

肺、肝、肾等终末器官的损伤和死亡率，并认为其机

制与Ｇｌｎ增加热休克蛋白的表达有关［１７］。Ｇｌｎ在致
死性内毒素血症时通过迅速诱导 ＥＲＫ通道依赖的
ＭＫＰ１蛋白，灭活 Ｐ３８和 ＪＮＫ而发挥有利的作
用［１８］。本课题组也曾发现 Ｇｌｎ能通过减少神经细
胞凋亡减轻内毒素血症所致脑损伤［１９］。本研究发

现，Ｇｌｎ组注射 ＬＰＳ后１２和７２ｈＰＤＧＦＢ表达高于
ＬＰＳ组；ＬＰＳ组大鼠脑组织ＰＤＧＦＲβ表达随着注射
ＬＰＳ后时间的延长逐渐降低，而 Ｇｌｎ组与对照组各
时间点大脑组织 ＰＤＧＦＲβ表达无差异。表明 Ｇｌｎ
组在注射 ＬＰＳ后均能上调大脑皮层 ＰＤＧＦＢ和
ＰＤＧＦＲβ的表达，提示 Ｇｌｎ对幼年期脓毒症时脑损
·０７９·
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伤的保护机制可能与促进大脑皮层 ＰＤＧＦＢ和
ＰＤＧＦＲβ的表达有关。

综上所述，本研究认为 ＰＤＧＦＢ参与了幼年期
脓毒症时脑损伤的修复；Ｇｌｎ能上调脑损伤后大脑
皮层ＰＤＧＦＢ和ＰＤＧＦＲβ的表达；Ｇｌｎ对幼年期脓
毒症时脑损伤的保护机制可能与促进大脑皮层

ＰＤＧＦＢ和ＰＤＧＦＲβ的表达有关。
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