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论著·实验研究

宫内发育迟缓对大鼠脑内 ＮＧＦ及
ＴｒｋＡ表达影响的研究
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　　［摘　要］　目的　观察神经生长因子（ＮＧＦ）及酪氨酸激酶受体 Ａ（ＴｒｋＡ）在宫内发育迟缓（ＩＵＧＲ）大鼠脑不
同发育阶段的变化，探讨ＩＵＧＲ大鼠脑发育迟缓的机制。方法　３２只孕鼠随机分成 ＩＵＧＲ组和正常对照组。采用
孕期全程低蛋白饮食的方法建立ＩＵＧＲ大鼠模型。各组仔鼠于生后 ０ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ断头取脑，免疫组织化学及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测脑中 ＮＧＦ和 ＴｒｋＡ蛋白的表达情况。结果　免疫组化及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果均显示低蛋白饮食
组０ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ仔鼠脑内 ＮＧＦ及 ＴｒｋＡ蛋白的表达均较正常组显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
结论　脑内ＮＧＦ及ＴｒｋＡ蛋白表达的降低可能是ＩＵＧＲ大鼠脑发育迟缓发生的机制之一。
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　　胎儿宫内发育迟缓（ｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅｇｒｏｗｔｈｒｅｔａｒｄａ
ｔｉｏｎ，ＩＵＧＲ）又称为胎儿生长受限，是指孕３７周后，
胎儿出生体重 ＜２５００ｇ，或低于同胎龄、同性别平均
体重的２个标准差，或低于正常体重的第１０百分位
数以下。ＩＵＧＲ是围生儿死亡的重要原因之一，其
围生儿病死率为正常儿的８倍［１］。ＩＵＧＲ是导致神
经发育异常的高危因素，可引起神经生物学，认知、

记忆等方面的功能障碍［２］。目前，对 ＩＵＧＲ的研究

主要集中在内分泌方面，在神经系统方面的研究报

道少见，尤其是在其发生机制方面，而且目前的研究

观察 ＩＵＧＲ大鼠发育阶段的时程比较短。本研究拟
采用母体营养不良法建立 ＩＵＧＲ模型，通过分析神
经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）及酪氨酸激
酶受体Ａ（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒＡ，ＴｒｋＡ）在 ＩＵＧＲ
大鼠不同生长阶段的表达改变，探讨 ＩＵＧＲ脑发育
异常的分子机制。
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１　材料与方法

１．１　动物模型的制备及分组
健康 Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠 ３２只，体重 ２３０～２６０ｇ，

健康 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠 ８只，体重 ２３０～２８０ｇ（购自
中国医科大学实验动物中心），大鼠按雌雄 ４∶１比
例随机于实验前１日 ５ｐｍ合笼，次日 ８ａｍ进行雌
鼠阴道涂片，以发现精子作为妊娠第１天。孕鼠按
受孕顺序随机分成宫内发育迟缓（ＩＵＧＲ）组和正常
对照（ＣＯＮ）组，孕鼠所生大鼠按随机原则分为 ０ｄ、
７ｄ、１４ｄ、２１ｄ等４个亚组，每组 ８只。按照文献［３］

的方法建立动物模型，具体方法如下：对照组孕鼠饲

以标准饲料，ＩＵＧＲ组孕鼠自妊娠第 １天饲以低蛋
白饮食饲料，孕鼠每日进食饲料量均为１８～２０ｇ，单
独饲养。低蛋白饮食饲料配制按参考文献［４］设计，

由中国医学院实验动物研究所配制。低蛋白饮食饲

料的热卡与标准饲料相近，为１５５８Ｊ／１００ｇ，蛋白质
含量为 ８％，标准饲料的热卡为 １５８３Ｊ／１００ｇ，蛋白
质含量为 ２３％。
１．２　ＩＵＧＲ的判断标准及标本的制备

ＩＵＧＲ判断标准［５］：新生鼠出生体重低于正常

对照组体重的２个标准差的为 ＩＵＧＲ大鼠。标本的
制备：所有孕鼠均自然分娩，计数活胎数、死胎数，称

量出生１２ｈ内新生仔鼠体重、脑重，精确到 ０．０１ｇ。
各组仔鼠于生后 ０ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ行心脏灌注，断
头取脑。取材前称量体重，精确到 ０．１ｇ，所取脑组
织置于－７０℃ 冰箱中备用。
１．３　实验药品及试剂

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂盒，ＮＧＦ、ＴｒｋＡ兔抗大鼠 ＩｇＧ
和磷酸酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ均购于博士德试剂有限
公司。

１．４　实验方法
１．４．１　免疫组织化学染色　　脑组织切片脱蜡水
化后，加过氧化酶阻断液，室温下孵育，抗原修复；滴

加非免疫性动物血清，室温下孵育，加入一抗（稀释

度 １∶２００），３７℃，３０ｍｉｎ；生物素标记的二抗，３７℃
孵育 ３０ｍｉｎ；加 ＡＢＣ复合物，３７℃，４５ｍｉｎ；加新鲜
配制的 ＤＡＢ溶液，显微镜下观察 ５～１０ｍｉｎ；苏木
素复染，中性树胶封固；阴性对照用 ＰＢＳ替代一抗，
结果判定以细胞浆内棕黄色颗粒沉着为阳性细胞。

１．４．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法　　每组标本各取 １００ｍｇ
脑组织，加入裂解液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．５，

１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１４０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
１ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ，２ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）提取总蛋白，按
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定总蛋白浓度。取 ５０μｇ蛋白样品进
行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白，并将蛋白电转移至硝
酸纤维膜上。再用 ５％ 牛血清白蛋白封闭 １ｈ。加
兔抗 ＮＧＦ、ＴｒｋＡ多克隆抗体（１∶１００）４℃过夜。洗
膜后加碱性磷酸酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶１０００），
室温下轻摇 １ｈ，充分洗膜后加显色剂反应至特异
性条带出现，应用 ＧＩＳ２０００成像系统分析密度并计
算 １ｍｇ总蛋白中 ＮＧＦ、ＴｒｋＡ表达的相对密度值。
１．５　统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计学分析，所有数
据均以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两样本方差齐性
检验应用 Ｆ检验，两组间均数比较应用 ｔ检验，率
的比较用 χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＵＧＲ发生率的比较
ＩＵＧＲ组仔鼠宫内发育迟缓的发生率为 ５６％

（２９／５２），明显高于ＣＯＮ组的９％（５／５３），差异有统
计学意义（χ２＝２５．７４，Ｐ＜０．０１）。
２．２　死胎率的比较

ＩＵＧＲ组的死胎率为２３％ （１２／５２），明显高于
ＣＯＮ组 的 ９％ （５／５３），差 异 有 统 计 学 意 义
（χ２＝５．０９，Ｐ＜０．０５）。
２．３　ＩＵＧＲ对不同发育阶段的仔鼠体重的影响

ＣＯＮ组仔鼠出生体重为５．２±０．４ｇ，明显高于
ＩＵＧＲ组仔鼠的出生体重（４．２±０．６ｇ），差异有统计
学意义。生后７、１４、２１ｄ两组仔鼠体重差异无统计
学意义。见表１。

表１　两组仔鼠不同发育阶段的体重变化　（ｘ±ｓ，ｇ）

组别 仔鼠数 ０ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ

ＣＯＮ ８ ５．２±０．４ １２．０±１．３ ２５．６±２．３ ４２．８±２．７
ＩＵＧＲ ８ ４．２±０．６ １０．８±１．２ ２４．４±２．０ ４１．１±２．５
ｔ值 ８．９１１ ３．４７３ １．６０８ １．３４９
Ｐ值 ０．００１ ０．０７ ０．１１８ ０．１９９

２．４　ＩＵＧＲ对不同发育阶段的大鼠脑重的影响
ＩＵＧＲ组仔鼠 ０ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ组的脑重较

ＣＯＮ组均显著降低，差异有统计学意义。见表 ２。
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表２　两组仔鼠不同发育阶段的脑重变化　（ｘ±ｓ，ｇ）

组别 仔鼠数 ０ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ
ＣＯＮ ８ ０．２２６±０．０３７ ０．６７４±０．０２０ １．０４９±０．０３３ １．１６９±０．０１１
ＩＵＧＲ ８ ０．１６４±０．０１８ ０．４５５±０．０３２ ０．９０４±０．０３０ １．０２３±０．０１０
ｔ值 ６．２１１ ２１．３９１ ９．２７９ ２７．０４６
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

２．５　两组仔鼠脑内ＮＧＦ蛋白的表达
免疫组织化学染色结果示 ＣＯＮ组的仔鼠大脑

皮层的分子层、颗粒层、锥体细胞层、内颗粒层及海

马细胞中均可见较多棕黄色 ＮＧＦ表达，ＩＵＧＲ组棕
黄色颗粒沉积明显减少。见图１。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
显示 ＩＵＧＲ组０ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ组的脑内 ＮＧＦ蛋
白的表达较ＣＯＮ组显著降低，差异有统计学意义。
见表３和图２。
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　　图１　７ｄ组脑组织中 ＮＧＦ及 ＴｒｋＡ表达（免疫组化，
×４００）　ＣＯＮ组可见较多阳性细胞，ＩＵＧＲ组免疫阳性细胞明显减

少，箭头所指为阳性细胞。

　　表３　两组仔鼠不同发育阶段的脑组织中 ＮＧＦ蛋白的
表达　（ｘ±ｓ）

组别 仔鼠数 ０ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ
ＣＯＮ ８ ２１３．７±６．４２２０．７±２．６ ２２７．４±３．５ ２２０．０±５．２
ＩＵＧＲ ８ １３１．２±２．７１６８．４±１．７ ２０１．３±６．８ ２０６．３±３．２
ｔ值 ３５．９１５ ４８．０１３ ９．５９２ ６．３６３
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１
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　　图２　两组仔鼠不同发育阶段的脑组织中ＮＧＦ蛋白的
表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

２．６　两组仔鼠脑内ＴｒｋＡ蛋白的表达
免疫组织化学染色结果示 ＣＯＮ组的仔鼠大脑

皮层的分子层、颗粒层、锥体细胞层、内颗粒层及海

马细胞中均可见ＴｒｋＡ蛋白表达，ＩＵＧＲ组ＴｒｋＡ蛋白
表达减少。见图１。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＩＵＧＲ组
０ｄ、７ｄ、１４ｄ、２１ｄ组的脑内 ＴｒｋＡ蛋白的表达较
ＣＯＮ组显著降低，差异有统计学意义。见表 ４和
图３。

　　表４　两组仔鼠不同发育阶段的脑组织中 ＴｒｋＡ蛋白
的表达　（ｘ±ｓ）

组别 仔鼠数 ０ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ

ＣＯＮ ８ １４６±９ １７４±４ １７７±５ １６７±４
ＩＵＧＲ ８ ８８±７ １２８±５ １４０±９ １５０±５
ｔ值 １４．９８９ １９．７０８ １０．７３４ ７．１３７
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１
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　　图３　两组仔鼠不同发育阶段的脑组织中 ＴｒｋＡ蛋白的
表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

３　讨论

母体孕期营养不良、低氧、糖尿病、高血压等不

良状况都会影响胎儿的生长，导致 ＩＵＧＲ，引起胎儿
出生低体重，进而造成神经系统发育异常。本研究

中，采用孕期低蛋白饮食的方法成功地建立了动物

模型，ＩＵＧＲ组仔鼠的出生体重明显低于对照组。
在本研究中，ＩＵＧＲ组仔鼠０ｄ体重与对照组相

比差异有统计学意义，说明由于 ＩＵＧＲ导致仔鼠生
长发育限制，出生低体重，但７ｄ组、１４ｄ组、２１ｄ组
的大鼠体重相比没有明显差异，考虑为生后生长追

赶的原因。Ｏｎｇ等［６］对英国 ８４５名单胎足月儿 ０～
５岁之间前瞻性研究后发现，３０．７％ 的低出生体重
·７１４·



第１３卷第５期
２０１１年５月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１３Ｎｏ．５
Ｍａｙ２０１１

儿在 ０～２岁期间表现出生长追赶，这些有生长追
赶的儿童在 ５岁时较没有生长追赶的儿童体重指
数增大，体脂肪含量高，且脂肪呈向心性分布。这种

生长加速可能与补偿其宫内生长发育的不足有关，

但这种特殊的生长类型使其生后发生代谢综合征的

危险性增加。Ｂａｒｋｅｒ首先提出了“胎儿起源的成人
疾病”假说，认为低出生体重儿成年后代谢综合征

（肥胖、高血压、糖耐量异常和 ２型糖尿病）的风险
明显增高，后来研究也证实这一点，但具体机制不清

楚［７］。

本研究结果发现，ＩＵＧＲ组仔鼠各个阶段的脑
重较对照组均显著降低，说明 ＩＵＧＲ组仔鼠脑发育
异常。同时ＩＵＧＲ组仔鼠脑内 ＮＧＦ及其受体 ＴｒｋＡ
蛋白的表达在不同阶段均明显低于对照组，提示

ＮＧＦ及其受体 ＴｒｋＡ蛋白表达的下降可能是 ＩＵＧＲ
仔鼠脑发育异常的原因，由于 ＮＧＦ及其受体 ＴｒｋＡ
蛋白表达的下降造成神经系统的损伤，与以往的研

究相同［８１０］，在神经系统损伤者，ＮＧＦ及其高亲和力
受体 ＴｒｋＡ表达同步升高，ＮＧＦ及 ＴｒｋＡ表达升高，
可以减轻神经系统的损伤，有利于神经系统损伤的

恢复。ＮＧＦ及其受体 ＴｒｋＡ蛋白表达下降的机制及
ＮＧＦ、ＴｒｋＡ通过下游调控因子导致神经系统损伤的
具体机制有待进一步研究。外源性增加 ＮＧＦ和Ｔｒ
ｋＡ的表达能否改善神经系统的损伤是今后继续研
究的问题。
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