
www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Dec.2013, Vol. 28, No.12

摘要

目的：通过观察神经节苷脂（GM1）对实验性颅脑外伤大鼠大脑海马区神经巢蛋白（nestin）、神经生长因子（NGF）表

达的影响，探讨GM1促进脑神经修复的可能机制。

方法：选择出生7d雄性SD大鼠180只，随机分为三组：空白组（假手术组）60只，无颅脑外伤；对照组60只（颅脑外

伤，腹腔注射生理盐水）；实验组60只（颅脑外伤，腹腔注射GM1）。分别在术后第0、2、4、8、12、16、24小时不同时间

点利用免疫组化方法检测大鼠大脑海马区nestin、NGF表达情况和整个实验过程中颅脑外伤动物模型造模情况。

结果：①实验组颅脑外伤造模后自然死亡率 10%，明显低于对照组的 25%（P＜0.05）；②实验组大鼠大脑海马区的

nestin 第0—24小时表达与对照组比较无显著差异（P＞0.05），实验组和对照组大鼠大脑海马区的nestin 第0—24

小时表达明显高于空白组，差异有显著性（P＜0.05）；③实验组大鼠大脑海马区NGF的表达均明显高于对照组和空

白组，差异有非常显著性（P＜0.01），另外实验组大脑海马区NGF的表达随着时间的增加而调低，至第24小时接近

空白组水平但仍高于对照组水平。

结论：预防性地使用GM1不仅可使颅脑外伤模型大鼠大脑海马区NGF表达明显增高，同时能降低颅脑外伤造模大

鼠的死亡率，这可能是通过GM1提高实验性颅脑外伤大鼠的NGF表达并延长表达时间来实现的。
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Abstract
Objective: To observe the effect of ganglion monoglyceride (GM1) on experimental craniocerebral trauma rats'

hippocampus nestin and nerve growth factor (NGF) expressions, and to explore the possible mechanisms of

GM1 promoting nerve repairing.

Method: Of birth 7 days 180 male SD rats were randomly divided into three groups. Blank group (sham

group) 60, no craniocerebral trauma. Craniocerebral trauma model 120, were divided into control group 60 (in-

traperitoneal injection of saline), the experimental group 60 (intraperitoneal injection of GM1). Respectively, at

the postoperation at the 0h, 2nd h, 4th h, 8th h, 12th h, 16th h, 24th h different time points rat hippocampus

nestin, as well as NGF expressions and the whole experimental process of rats craniocerebral trauma modeling

were detected by immunohistochemistry.

Result: ① In experimental group after craniocerebral trauma modeling the rats' natural mortality was 10%, it

was significantly lower than the rate 25% in control group (P＜0.05). ②In experimental rats' hippocampus ex-
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颅脑损伤为临床多见，是目前一种高发病、高致

残、高死亡的创伤性疾病，其死亡率可高达 26%—

50%[1]。本实验采用新生大鼠颅脑外伤模型，观察应

用神经节苷脂（ganglion monoglyceride, GM1）后各

时相点颅脑外伤大鼠海马区神经细胞神经巢蛋白

（nestin）、神经生长因子（nerve growth factor, NGF）

表达的变化，了解药物治疗对海马神经细胞的保护

作用，初步探讨药物干预对脑损伤大鼠受损神经功

能修复的可能机制，为临床应用药物治疗颅脑外伤

提供可靠的理论依据。

1 材料与方法

1.1 动物的选择和准备

选取出生 7 天的健康雄性、体重 180—270g 的

SD 大鼠 180 只。随机分为 A、B、C 三组，每组 60

只。给药方式：A 组（空白组）、C 组（对照组）均按

20ml/kg腹腔注射生理盐水，术前连续注射3d，每日

1次；B组（实验组）给予浓度为 2mg/ml的神经节苷

脂（GMl，商品名“申捷”）注射液按 20ml/kg 腹腔注

射，时间同上。

1.2 动物手术与颅脑外伤模型的建立

采用特制的造模打击装置，按高燕等[2]关于大

鼠颅脑外伤模型的制作方法建立动物模型。大鼠造

模前禁食8h，实验时将大鼠俯卧位固定于脑立体定

向仪上，消毒皮肤，按0.35g/kg以10%水合氯醛腹腔

内注射进行麻醉，正中切开头皮后剥离骨膜，充分暴

露右顶骨，用牙科钻在冠状缝后 1.5mm、中线旁

2.5mm处钻一直径5mm的骨窗，并保持硬膜完整。

空白组：不施加砝码撞击即封闭，仅做手术，未

致颅脑外伤。对照组、实验组：用 20g砝码于 30cm

高处坠落，撞击撞杆从而撞击硬膜，致右顶叶中度脑

挫裂伤，撞击硬膜后封闭。术后苏醒带回到母鼠处

喂养，并确定颅脑外伤模型的建立。至不同时间点

进行nestin、NGF检测，并在整个实验过程中观察大

鼠的自然死亡情况。

1.3 动物大脑标本取材

手术缝合后，各时间点（第 0、2、4、8、12、16、

24h）一到，分别在各组大鼠中各提出6只大鼠，以颈

动脉取血后处死大鼠，然后取海马组织。取海马组

织的方法：断头取脑并切下正中隆起处下丘脑，剪断

前联合，切除小脑和脑干，沿大脑矢状裂将大脑半球

纵行切开，剥离枕叶内侧丘脑及项叶额叶内侧纹状

体，暴露边缘系统，用小药匙轻轻剥离双侧海马组

织，放入冻存管，经液氮速冻后，于-80℃保存。所有

的标本处理好后，分别称取各份标本 2g，加入 pH

7.4 的 PBS 2ml，将标本充分研成匀浆，2000pr/min

离心20min，收集上清液，分装后，一份待测，其余冷

冻备用。

1.4 神经巢蛋白和神经生长因子检测

采用芬兰 352型酶标分析仪，芬兰AC8型洗板

机，按NGF酶联免疫分析试剂盒、nestin酶联免疫分

析试剂盒（购自北京永辉生物科技有限公司）操作使

用说明进行两个因子的测量。即通过包被、加样、加

酶标抗体、加底物液显色、终止反应，在酶标仪上于

450nm波长处，以空白管调零测定吸光度（OD值）。

1.5 统计学分析

数据用SPSS 16.0软件处理，计量资料采用 t检
验和方差分析，计数资料采用χ2检验。

pressions of nestin at the 0—24h compared with that in control group had no significant difference (P＞0.05).

But the expressions of nestin at the 0—24h in experimental and control rats hippocampus were significantly

higher than that in blank group, there were significant differences (P＜0.05). ③Experimental rats' hippocampus

had significant higher expression of NGF than that in control and blank group(P＜0.01); In the hippocampus

of experimental group expression of NGF down-regulated with the time lengthening and at the 24h closed to

the level of blank group but was still higher than the level of control group.

Conclusion: GM1 could not only significantly increased craniocerebral trauma rats' hippocampus NGF expres-

sion, while reduced mortality of model rats which may be achieved by GM1 increased and extended the ex-

pression of NGF of experimental rats.

Author's address Huaihua Medical College, Hunan Province,418000
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2 结果

2.1 实验组与对照组手术后死亡率的比较

两组手术后建立了颅脑外伤模型，观察研究全

程中，实验组 60只自然死亡 6只，死亡率为 10%；对

照组 60只自然死亡 15只，死亡率 25%，实验组死亡

率明显低于对照组，有显著性差异（P＜0.05）。

2.2 各组大鼠不同时间点大脑海马区nestin表达的

测定

实验组大鼠大脑海马区的 nestin 0—24h 表达

与对照组比较无显著差异（P＞0.05）。实验组和对

照组大鼠大脑海马区的 nestin 0—24h 表达明显高

于空白组，有显著性差异（P＜0.05）。见表1。

2.3 各组大鼠不同时间点大脑海马区NGF表达的

测定

实验组大鼠大脑海马区 NGF 的表达第 0—24

小时均明显高于对照组，有非常显著性差异（P＜
0.01）；第0—16小时明显高于空白组，有显著性差异

（P＜0.01）。另外看出，实验组大鼠大脑海马区NGF

的表达随着时间的增加而调低，至第24小时降至空

白组水平但仍高于对照组水平。见表2。

表1 各组大鼠不同时间大脑海马区Nestin表达的变化 (x±s)

组别

空白组
对照组
实验组

①与空白组比较P＜0.05

例数

6
6
6

第0小时

103.25±5.47
137.30±7.99①

130.74±7.27①

第2小时

113.20±6.45
133.38±4.34①

134.75±6.06①

第4小时

106.58±6.23
140.23±2.96①

138.67±6.38①

第8小时

121.80±7.45
144.40±5.14①

142.75±7.89①

第12小时

101.24±2.19
128.66±3.89①

137.72±5.97①

第16小时

105.75±2.35
129.28±6.57①

133.26±4.11①

第24小时

101.76±3.66
128.46±6.62①

128.54±2.19①

表2 各组大鼠不同时间大脑海马区NGF表达的变化 (x±s)

组别

空白组
对照组
实验组

①与对照组比较P＜0.01；②与空白组比较P＜0.01

例数

6
6
6

第0小时

194.45±11.54
213.88±15.51

378.58±14.57①②

第2小时

195.58±23.83
250.75±52.21

350.90±14.09①②

第4小时

237.01±54.09
322.12±52.97

323.16±17.03①②

第8小时

199.02±98.36
184.65±22.70

295.02±27.63①②

第12小时

193.95±73.12
203.67±17.12

274.62±36.28①②

第16小时

208.54±20.46
196.96±16.27

272.13±58.94①②

第24小时

224.64±35.59
171.84±19.85
223.63±52.58①

3 讨论

GM1是一种促进中枢神经系统损伤后修复的药

物，是重要的内源性神经营养因子前体增强剂，可以

增强神经营养因子活性，具有促进神经生长、恢复神

经功能等作用[3]，其具体作用机制还需进一步探索。

nestin是中枢神经系统一种独特的中间丝蛋白[4]，出

生后表达很快降低并消失，仅在少数保持神经发生

功能的部位有表达。nestin是反映中枢神经系统损

伤最早、快速应答的敏感标志物之一[5—6]，如缺血性

脑损伤早期Nestin即可在损伤最严重的区域表达最

明显，并且可诱导中枢神经系统细胞的原位增殖和

神经细胞的再生[7]。NGF是最早发现的神经营养因

子之一，神经系统中最重要的生物活性物质之一，

NGF具有神经元营养和促突起生长双重生物学功

能，对神经元的损伤修复和功能恢复有调控作用[8]。

我们在动物手术与颅脑外伤模型制作中，对实

验组与对照组动物造模打击后均于切口内滴注 80

万U青霉素 1ml（用 0.9%生理盐水 5ml稀释 80万U

青霉素，平均 16 万 U 青霉素/ml），然后骨蜡封闭骨

窗，缝合头皮，从而有效防止颅脑外伤造模术后模型

动物的感染致死。空白组不施加打击，仅开颅窗后

用骨蜡封闭。但从实验全程看，不论实验组或对照

组，都有模型动物的死亡，分析其原因，可能与以下

两个方面相关：①本实验在 8 月份进行，因鼠源紧

张，我们购买了 30 余只 180g 左右出生 7d 的 SD 大

鼠，体重相对偏轻，可能体质也偏弱，对打击的耐受

性偏低，造模后易出现死亡；②因 8月份天气炎热，

我们刚开始造模时是保持颅脑外伤模型动物术后在

32℃环境中，待苏醒后再带回到母鼠处喂养。当发

现造模后模型动物有死亡情况后，将颅脑外伤模型

动物术后室温调至37℃，情况好转，这说明颅脑外伤

模型动物手术后也只有在37℃的模拟人体恒温条件

下才利于存活。而对照组手术后模型动物的死亡率

明显高于实验组，有显著性差异（P＜0.05），这与实

验组术前 3d连续注射GM1密切相关，GM1既可增

强造模时大鼠神经营养因子活性，又可减轻造模时

大鼠神经细胞变性、坏死和凋亡，提高脑损伤大鼠造

模的成功率。
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由本实验结果观察到，实验组和对照组大鼠大

脑海马区的 nestin表达明显高于空白组，有显著性

差异（P＜0.05），提示外力打击致机械性脑损伤，诱

导了神经细胞出现特异性及一过性地表达nestin蛋

白[9]，这种 nestin表达具有一定的时序性，这与屈建

强等[10]的研究结果基本一致。而实验组大鼠大脑海

马区的nestin表达与对照组比较差异无显著性（P＞
0.05），提示造模前保护性用药 GM1 虽然降低了脑

损伤程度，增加了造模的成功率，但GM1对颅脑外

伤大鼠大脑海马区的nestin表达似乎无特殊作用。

根据我们的实验结果发现，保护性给药 GM1

后，实验组大鼠大脑海马区NGF的表达明显高于对

照组和空白组，有非常显著性差异（P＜0.01）；同时

实验组大鼠大脑海马区NGF的表达随着时间的增

加而缓慢调低，至第24小时接近空白组水平但仍高

于对照组水平。这提示使用GM1可以提高实验性

颅脑外伤大鼠的NGF表达并延长表达时间。这可

能是GM1降低了颅脑外伤造模大鼠的死亡率，增加

造模成功率的关键原因所在。
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