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摘　要：目的　探讨 ＨＩＦ１调控 Ｎｇｂ、ＶＥＧＦ在脑挫裂伤后促血管生成的作用。方法　采用蛋白质组学技术比较脑挫裂伤
患者和非颅脑创伤患者额叶组织的差异蛋白质，并应用生物信息学技术分析鉴定差异蛋白。然后运用免疫组化和酶联免

疫方法分别检测差异蛋白 ＨＩＦ１、Ｎｇｂ及 ＶＥＧＦ在脑组织以及血清中的表达。结果　建立了脑挫裂伤患者和非颅脑创伤

患者组脑组织的２ＤＥ图谱，鉴定了７种差异蛋白，其中有 ＨＩＦ１、Ｎｇｂ及ＶＥＧＦ。ＨＩＦ１、Ｎｇｂ及ＶＥＧＦ在脑挫裂伤患者脑组

织中的表达水平均高于非颅脑创伤患者。ＨＩＦ１、Ｎｇｂ及 ＶＥＧＦ在脑挫裂伤患者血清中的表达水平均显著高于非颅脑创伤

患者。结论　脑挫裂伤后，ＨＩＦ１通过调控 Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ两个靶基因的释放，在新的脑血管生成过程中发挥了重要作用。

ＨＩＦ１，Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ在血清中的含量变化，可为临床评估和监测缺氧缺血脑病的严重程度提供参考；对脑挫裂伤的诊断、

治疗以及疾病的转归具有重要意义。
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　　脑挫裂伤是多发病、常见病。研究显示，脑挫
裂伤可引发基因及蛋白质表达变化，导致神经细胞

损伤或死亡。目前脑挫裂伤的实验研究己经取很

大进展但尚不能令人满意。深入探讨脑挫裂伤的

病理生理变化，及其在诊断、治疗和疗效评估中的

作用，逐渐成为学者们关注的热点。

本研究采用脑挫裂伤患者和非颅脑创伤患者

作为研究对象，分别取两组的脑组织及血清为样

本，采用二维凝胶电泳和质谱技术分离、鉴定 ２种
样本的差异蛋白。随后使用酶联免疫法与免疫组

化法检测差异蛋白———ＨＩＦ１及 Ｎｇｂ，ＶＥＧＦ在正常
人和脑挫裂伤患者的脑组织及血清中表达水平的

动态变化，从而探讨三者在脑挫裂伤后促进脑血管

的生成作用，为进一步从蛋白质整体水平筛选人类

脑挫裂伤的靶标打下良好基础。

１　资料和方法
１．１　一般资料

所有纳入研究的脑挫裂伤患者均为重型颅脑

创伤，ＧＣＳ评分为 ５～８分、通过 ＣＴ检查证实。组
织经手术切除后 ３０ｍｉｎ内，置液氮中保存。实验
组：选择 １０例患者（其中男 ６、女 ４），年龄在 １８～
７０岁之间，平均年龄 ３９．１４±２．８岁，术中所取脑
挫裂伤组织均位于右额叶。对照组：２例癫痫患者
及 ３例脑室肿瘤患者术中取得少量非颅脑创伤额
叶组织为对照。用于酶联免疫分析的 １０例脑挫裂
伤患者血清均为手术前、未经任何治疗患者的血

清。标本的获取均履行告知并获得书面同意。正

常人血清由年龄和性别匹配的 １０例志愿者提供。
１．１．１　试剂　酶联免疫检测试剂盒；ＳＰ免疫组化
试剂盒；ＰＶＤＦ膜；２ＤＱｕａｎｔ蛋白质定量试剂盒；ＥＣＬ
发光试剂盒；辣根过氧化物酶偶联的羊抗大鼠，大鼠

抗 ＶＥＧＦ及 ＨＩＦ１多克隆抗体；ＤＡＢ显色试剂盒等。
１．１．２　仪器　等电聚焦仪、垂直电泳槽、水平式
电泳仪、扫描仪、质谱仪、酶标仪等。

１．２　方法
１．２．１　质谱分析　将处理过的脑挫裂伤灶及非
颅脑创伤额叶组织标本先后取出、研磨、离心；按

ＩＰＧｐｈｏｒ等电聚焦系统使用指南进行二维电泳；结
束后，对 ２ＤＥ胶进行染色；随后进行凝胶图像分
析，软件比较分析脑外伤患者和非颅脑创伤患者

２ＤＥ电泳图谱差异，取表达水平相差 ２倍以上的
蛋白质点行质谱分析；利用 Ｍａｓｃｏｔ软件检索 ＮＣＢＩ
数据库鉴定蛋白质。

１．２．２　血清样品分析　采集实验组患者和对照
组正常人空腹静脉血各 ５ｍＬ，采用酶联免疫方法，
按照相关试剂盒说明进行操作。绘制标准曲线、分

别计算各样本的 ＨＩＦ１、Ｎｇｂ、ＶＥＧＦ浓度。随后采
用 ＳＰ法，按照试剂盒说明书分别进行免疫组织化
学染色，染色结果判定：ＨＩＦ１蛋白的表达以细胞
浆内出现棕黄色颗粒为阳性细胞，参照试剂盒说明

书，采用双盲法，稍加改进做半定量分析：分为阴

性、弱阳性、阳性、强阳性。用已知阳性表达的脑

外伤组织作阳性对照，另取 ＰＢＳ溶液代替 ＨＩＦ１抗
体作阴性对照。

１．３　统计学分析
应用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件包进行统计学分析。

各组数据采用均数 ±标准差（χ±ｓ）表示，组间比较
采取方差分析，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　脑组织双向凝胶电泳图谱及分析
２．１．１　脑组织双向凝胶电泳图谱　在同等条件
下对同一标本的总蛋白质样品分别进行了 ３次双
向凝胶电泳，其总蛋白质的分布模式非常相似，以

ｐＩ４～８和 Ｍｒ２０～７５ｋＤ范围的蛋白质斑点分布最
多。经过优化的 ２ＤＥ条件获得了分辨率高、背景
清晰的双向凝胶参考图谱（见图 １－２）。
２．１．２　脑组织双向凝胶电泳图像分析　利用分
析软件选择最强点及最弱点进行分析。与对照组

比较分析，实验组中蛋白质点表达差异点共 ３１
个。随机选取其中 ９个点进行质谱分析。
２．３　脑组织质谱鉴定结果

上述差异蛋白质点进行质谱分析和数据库查

询，搜寻到 ７个有意义的蛋白质点，而 Ｎｇｂ、ＶＥＧＦ、
和 ＨＩＦ１位列其中。
２．４　脑组织中 ＨＩＦ１，ＮＧｂ及 ＶＥＧＦ的表达

经免疫组化检测，提示脑组织中 ＨＩＦ１、Ｎｇｂ、
ＶＥＧＦ表达均位于胞浆内。在非颅脑创伤脑组织
中，ＨＩＦ１、Ｎｇｂ、ＶＥＧＦ表达均呈弱阳性；在脑挫裂
伤灶脑组织中，三者表达呈阳性；而挫裂伤灶周围

水肿带脑组织中，三者表达呈强阳性，与对照组比

较有显著性统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图 ３－５。
２．５　血清中 ＨＩＦ１，Ｎｇｂ及 ＶＥＧＦ的表达

酶联免疫检测，ＨＩＦ１、Ｎｇｂ、ＶＥＧＦ在正常人血
清中呈低表达；脑挫裂伤后 ３小时三者表达均呈现
逐渐增高趋势，Ｎｇｂ、ＶＥＧＦ于 １２小时后达到峰值，
其后表达逐渐下降，７２小时后恢复至正常；而 ＨＩＦ１

·１１·
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直到７２小时后达到峰值（图６）；其后逐渐下降，于
９６小时后降至 ４８ｈ水平。脑挫裂伤后 ６ｈ、１２ｈ、

２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ及 ９６ｈ，三者表达与对照组
比较有显著性统计学差异（Ｐ＜０．０５）。

图 １　正常对照组脑组织 ２ＤＥ图　　图 ２　脑挫裂伤组脑组织 ２ＤＥ图

! " #

图 ３　ＨＩＦ１的表达变化情况。

　　Ａ．ＨＩＦ１在非颅脑创伤脑组织中的表达；Ｂ．ＨＩＦ１在挫裂伤灶脑组织的表达；Ｃ．ＨＩＦ１在挫裂伤

灶周围水肿带脑组织中的表达

! " # " $

图 ４　Ｎｇｂ的表达变化情况。

　　Ａ．Ｎｇｂ在非颅脑创伤脑组织中的表达；Ｂ．Ｎｇｂ在挫裂伤灶脑组织中的表达；Ｃ．Ｎｇｂ在挫裂伤灶

周围水肿带脑组织中的表达

! " # " $

图 ５　ＶＥＧＦ的表达变化情况。

　　Ａ．ＶＥＧＦ在非颅脑创伤脑组织中的表达；Ｂ．ＶＥＧＦ在挫裂伤灶脑组织中的表达；Ｃ．ＶＥＧＦ在挫裂

伤灶周围水肿带脑组织中的表达

·２１·
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图 ６　Ｎｇｂ、ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ１在脑挫裂伤后的表达变化

情况

３　讨论
为了探讨脑挫裂伤后脑组织中蛋白质的变化，

本研究找到 ７个认为有意义的蛋白质。
其中 ＨＩＦ１作为细胞适应低氧环境的关键性

调节因子，在缺血缺氧相关性脑损伤的发生、发展

过程中发挥着重要的双向调节作用［１２］。Ｎｇｂ是主
要位于神经元内、能够可逆性结合氧的球蛋白，它

能转运氧通过血脑屏障，提高代谢活跃的神经组织

的氧供和利用率［３］。ＶＥＧＦ及其受体能促进内皮细
胞增殖，加速新生血管形成，增加血管通透性，抗

血栓，促进组织愈合［４］。ＨＩＦ１、Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ与其
它 ４个经质谱鉴定的蛋白质比较，更具有从实验和
临床深入研究的价值［３，５］。因此本文将 ＨＩＦ１、Ｎｇｂ
及 ＶＥＧＦ列为重点研究对象。

经免疫组化检测发现，ＨＩＦ１、Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ表
达均定位于胞浆内［６８］。在非颅脑创伤脑组织中，

ＨＩＦ１，Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ均呈弱阳性表达，在脑挫裂伤
灶脑组织中则呈阳性表达，而脑挫裂伤灶周围水肿

带脑组织中的 ＨＩＦ１，Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ表达均呈强阳
性。上述变化的机制可能是神经细胞受到外在暴

力作用造成损伤，出现原发性神经元死亡及诱导迟

发性神经元死亡如细胞凋亡等［９］，致 ＨＩＦ１的合成
明显减弱或维持在低水准。在 ＨＩＦ１的调控下，
Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ的合成明显减弱；而在脑挫裂伤灶周
围水肿带脑组织中，由于继发脑缺血缺氧，诱导

ＨＩＦ１在创伤早期的反应性合成增加，从而促进神
经元内线粒体内部的氧含量不断增加，以保持线粒

体的正常功能并满足线粒体的产能，因而在这个时

期可见 ＨＩＦ１表达明显增强。其靶基因 Ｎｇｂ和
ＶＥＧＦ表达也明显增强；随着时间的推移，脑挫裂伤
进入后期，脑组织的缺血缺氧及水肿逐渐减轻，ＨＩＦ
１及 Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ的表达也就逐渐恢复至正常。

ＨＩＦ１和 ＶＥＧＦ均参与缺血缺氧所致脑损伤的
病理进展过程，对维持神经细胞功能和脑内环境稳

定状态起到重要作用［１０１１］。ＶＥＧＦ作为 ＨＩＦ１的靶
蛋白，参与脑缺血中神经血管重塑，促进血管形成

及神经细胞保护［１２１４］。ＨＩＦ１的诱导因子能增强
Ｎｇｂ的表达，ＨＩＦ１可介导 Ｎｇｂ的表达，推测 Ｎｇｂ可
能为 ＨＩＦ１的靶基因之一［１５１８］。梁孟亚的研究结

果亦证实了 ＨＩＦ１和 Ｎｇｂ的这一功能联系［１９］。本

文推测，脑挫裂伤后 ＨＩＦ１可能介导了 Ｎｇｂ和
ＶＥＧＦ，而 Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ均是 ＨＩＦ１的靶基因。

本研究发现：在非脑挫裂伤人脑组织及血清中，

ＨＩＦ１，Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ均呈现低表达；而在脑挫裂伤
后，三者在脑组织中及与血清中表达水平均升高，且

在时间上亦基本一致。提示 ＨＩＦ１、Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ的
表达可能与缺氧时间呈正相关（图１－６）。

研究表明［２０］，细胞内氧含量下降可导致 ＨＩＦ１
增加，后者通过羧基端侧的有效转录激活结构域，

通过低氧反应元件结合，进一步调控下游基因，促

进 Ｎｇｂ生成。Ｍｏｎｅｓ［２１］等报道：Ｎｇｂ的 ５’端非编码
区存 在 数 个 能 与 ＨＩＦ１结 合 的 碱 基 序 列 ５’
ＲＣＧＴＧ３’片段，其可能促进 Ｎｇｂ基因的转录，使
Ｎｇｂ得以高表达，从而诱导 Ｎｇｂ的产生，直接协助
氧透过血脑屏障进入脑细胞；这个机制可以解释

为什么神经细胞在此类缺氧环境中仍能摄取足够

的氧分子，满足自身功能需求［２２］。在缺氧情况下，

ＨＩＦ１被激活后分别参与新生血管形成、细胞内压
调节以及细胞凋亡、葡萄糖的转换和代谢。ＨＩＦ１，
ＶＥＧＦ二者在脑缺血状态中，在体内某些激酶刺激
下，表达具有很好相关性［２３２４］。提示脑挫裂伤后酶

体被激活，通过上调 ＨＩＦ１进而调控 ＶＥＧＦ的表
达［２５］，介导了大脑缺血后的脑损伤［２６２７］。

本研究还发现，正常人血清中 ＨＩＦ１，Ｎｇｂ和
ＶＥＧＦ均呈低表达，在脑挫裂伤后 ３ｈ血清中三者
的表达均逐渐升高，后两者 １２ｈ后达到峰值，前者
７２ｈ后表达才到峰值。其后 Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ表达逐渐
下降，并于７２ｈ后基本恢复正常，而 ＨＩＦ１于７２ｈ后
表达才逐渐下降 （图 ６）。提示脑挫裂伤后，在
ＨＩＦ１的调控下，Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ的表达水平随着脑
挫裂伤患者脑组织的缺血缺氧由早期的加重至中

晚期的减轻而发生变化。Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ在表达的时
间上亦基本一致，提示两者的表达可能与缺氧时间

呈正相关。由此推测，Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ的这种相关
性，可能是：①由于 ＨＩＦ１的介导作用而产生的；②
其它信号转导通路使 Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ两者相互作用
而实现的。以上论点还有待进一步的研究论证。
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总之，ＨＩＦ１，Ｎｇｂ和 ＶＥＧＦ的血清学变化有可
能在一定程度上反映出脑细胞的损伤和修复情况

从而直接体现患者脑外伤的严重程度。血清中三

者的变化有可能作为评价脑挫裂伤的一种生物标

记物，也可能作为评估缺血缺氧性脑病严重程度的

潜在参考指标。对脑挫裂伤的诊断、治疗以及疾病

的转归具有重要意义，值得深入研究。
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