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脑缺血大鼠肺组织 NGF/TrkA表达变化及其意义 *
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摘要 目的：探讨大鼠脑缺血后肺组织神经生长因子(nerve growth factor, NGF）/酪氨酸蛋白激酶 A（tropomyosin-related kinase A，

TrkA）表达的变化。方法：成年雄性大鼠随机分为假手术组和脑缺血后 6 h、24 h及 48 h组，每组 8只。建立大脑中动脉永久性局灶

性缺血模型，术后于各时间点麻醉处死大鼠后，测定肺组织湿重 /干重（W/D），光镜下观察 HE染色肺组织病理学改变；Western

blot法检测肺组织 NGF、TrkA蛋白表达。结果：与假手术组相比，脑缺血后 6 h肺组织W/D有增加，差异无统计学意义（P>0.05），
而脑缺血后 24 h及 48 h肺组织W/D均有显著增高(P < 0.05 )，其中以 24 h组最明显（P< 0.01)；脑缺血后 6 h肺组织出现轻度充

血、水肿及炎性改变，24 h及 48 h组肺泡结构破坏明显。病理学评分结果显示，脑缺血后 24 h及 48 h组大鼠肺组织病理评分较假

手术组显著升高（P<0.05）；Western blot法显示，脑缺血 6 h肺组织中 NGF表达增加(P <0.05)，48 h时表达有下降趋势，但仍高于
假手术组(P<0.05)。而肺组织中 TrkA表达在脑缺血 6h有下降(P >0.05)，24 h下降明显(P <0.05)，48 h时 TrkA蛋白表达虽有上升，

仍显著低于假手术组（P < 0.05）。结论：大鼠肺组织 NGF/TrkA的动态变化可能参与了脑缺血后肺损伤的病理生理过程。
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Dynamic Expressions of Nerve Growth Factor and Its Tyrosinekinase A
Receptor in Lung Tissue of Rats with Lung Injury Induced

by Cerebral Ischemia*

To investigate the dynamic expressions of nerve growth factor (NGF). And its tyrosinekinase A (TrkA )

receptor in lung tissue of rats with cerebral ischemia. Thirty two adult male SD rats were randomly divided into four groups

using a random number table ( n = 8each): Sham-operated group, Cerebral ischemia group (6 h, 24 h, 48 h). We established a rat model

of cerebral ischemia by permanent middle cerebral artery occlusion (pMCAO). At different time points after pMCAO, the rats were

sacrificed and lung tisues were excised for analysis of wet/dry (W/D) weight ratio and HE examination. A t the same time, the expression

of NGF and TrkA in lung tissues were detected by Western Blot analysis. Compared with sham-operated group, W/D of lung

tissue increased significantly at 24h and 48h after cerebral ischemia (P < 0.05), especially in 24 h group (P < 0.01). Mild hyperemia,

edema and inflammatory changes were observed in lung tissue at 6 hours after cerebral ischemia. While the destruction of alveolar

structure was obvious at 24 and 48 hours after cerebral ischemia. The pathological score of lung tissues in 24 and 48 hours was

significantly higher than that in sham-operated group (P<0.05). Interestingly, the expression of NGF in lung tissue increased at 24 h after
cerebral ischemia (P < 0.05), but decreased at 48h, which still higher than that in sham-operated group (P < 0.05); TrkA began to

decrease at 6 h after cerebral ischemia (P > 0.05), decreased significantly at 24 h (P < 0.05), and increased at 48 h, but still significantly
lower than that in sham-operated group (P <0.05). The dynamic changes of NGF/TrkA in rat lung tissue may be involved in

the pathophysiological process of lung injury after cerebral ischemia.
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Groups

Sham-operated group

Cerebral ischemia group (6h)

Cerebral ischemia group (24h)

Cerebral ischemia group (48h)

n

8

8

8

8

Score

0.10± 0.03

1.08± 0.36*

3.39± 0.57#

2.21± 0.42*

表 1各组大鼠神经功能缺损评分比较（x ± SD）

Table 1 Comparison of neurological functional deficit score in each

group (x ± SD)

Note: Compared with the Sham-operated group, *P < 0.05, #P < 0.01.

前言

近年研究发现，脑缺血显著增加急性肺损伤（acute lung

injury，ALI）的发生率[1-3]，极大提高了患者的致残率和致死率，

但其发病机制尚不清楚。目前认为卒中后诱发的机体免疫炎症

反应为发生 ALI的危险因素[4，5]。神经生长因子(nerve growth

factor, NGF)是神经营养因子家族重要成员之一，酪氨酸激酶 A

（tropomyosin-related kinase A，TrkA）是其高亲和力受体。TrkA

与 NGF结合后主要介导神经细胞生长、存活等[6]。最新研究显

示，NGF/TrkA作为重要的神经、免疫可塑性的双重调控介质，

亦存在于呼吸系统，参与相关疾病的调控[7，8]。NGF/TrkA是否

参与调节脑缺血后急性肺损伤的病理生理过程有待明确。本

研究通过建立脑缺血大鼠模型，观察肺组织病理改变及 NGF/

TrkA在肺组织中的表达变化，以探讨 NGF/TrkA在脑缺血后

ALI发病机制中的作用。

1 材料和方法

1.1 实验动物及分组

SPF级雄性 SD大鼠 32只，体重 200~220 g，购自上海杰

斯捷动物有限公司，实验由医院动物实验伦理和福利委员会审

批通过。随机将大鼠分为假手术组、脑缺血 6 h组、24 h组和

48 h组(分别于缺血后 6、24及 48 h处死动物，检测相关指标)，

每组 8只。

1.2 主要试剂及设备

BCA蛋白定量试剂盒购自碧云天生物公司；兔抗 NGF、

TrkA多克隆抗体及 DAB显色试剂盒均购自武汉博士德生物

科技有限公司；光学显微镜（日本 Nikon，eclipse 80i）；图像积分

光密度测量采用 IPP6.0图像分析软件。

1.3 实验方法

1.3.1 大鼠脑缺血模型建立 参照文献[9]方法制作大脑中动脉

永久性缺血损伤大鼠模型（pMCAO）。术前大鼠禁食 12 h，可自

由饮水。10%水合氯醛（30 mg/100 g）腹腔注射麻醉大鼠后，仰

卧位固定，常规消毒，颈部正中切口。分离出右侧颈总及颈内外

动脉分支，结扎颈总及颈外动脉，颈内动脉远心端用动脉夹夹

闭后，在颈总动脉分叉距颈内动脉 0.5 cm处切开 1个小口，将

尼龙线导入颈内动脉，调整角度，以使线栓进入脑膜中动脉并

将其堵塞，最后止血，缝合肌层和皮肤。假手术组采用相同的手

术步骤，但不插入线栓。术后将动物置于清洁垫料的鼠笼中，室

温控制在 22～25℃，自由进食，饮水。依据 Zea Longa 5级评分

法，1～3分大鼠入选后续实验。

1.3.2 标本采集 在各观察时间点以 10%水合氯醛（30 mg/

100 g）腹腔注射麻醉大鼠，仰卧固定，经心脏采血后立刻断头

处死大鼠，取出全肺，左肺用以肺组织含水量测定；右肺上、中

叶组织用 4%多聚甲醛固定；将右肺下叶组织分装入冻存管，放

入 -80℃冰箱保存备用。

1.3.3 肺组织湿 /干比值测定 取左肺组织，滤纸吸干表面水

分后称重，即为湿重（W），然后用 100℃红外线烤箱烘烤 24 h，

取出称干重（D）。肺组织湿 /干重比值为W /D。

1.3.4 HE染色观察肺组织病理改变 部分右肺组织经 4%多

聚甲醛固定后，常规石蜡包埋组织，切片、HE染色，光镜下观察

各组大鼠肺毛细血管淤血、肺泡腔蛋白渗出、炎性细胞浸润、肺

泡间隔增厚和小气道损伤等病理改变情况，并进行肺损伤病理

评分（每组取 6张切片，每张切片取 5个视野）。

1.3.5 Western blot 检测肺组织 NGF/TrkA 蛋白表达 预冷

RIPA裂解液裂解大鼠肺组织，12000× g离心 20 min收取上清

液，BCA蛋白定量试剂盒进行蛋白定量测定。取各组样品 50滋g
上样，15% SDS-PAGE进行电泳，分离蛋白质，将蛋白转移至

PVDF膜上。3%的 BSA常温封闭 2 h，分别用含 NGF、TrkA蛋

白一抗和 茁-actin的 1%BSA TBST缓冲液孵育 4℃过夜，TBST

洗膜 3次，二抗孵育 2 h，TBST洗膜后，ECL化学发光法进行

观察，软件进行灰度扫描，测定光密度值，以目标条带与 茁-actin
密度比值反映蛋白相对含量，进行组间比较。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 23.0进行统计分析，计量资料均以 x± SD表

示，多组均数比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 t

检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠神经功能缺损评分比较

脑缺血各时点组大鼠精神萎，呼吸频率增快，呈现神经功

能障碍，神经功能缺损评分均高于假手术组 (P <0.05)，见表 1。

2.2 各组大鼠肺组织W/D比较

与假手术组相比，大鼠脑缺血 6 h组肺组织W/D有增加，

但差异无统计学意义（P>0.05），脑缺血后 24 h及 48 h肺组织

W/D均显著增高(P< 0.05 )，其中以 24h组最明显(P < 0.01 )。见
表 2。

2.3 各组大鼠肺组织 HE染色结果比较

肺组织 HE染色光镜下：假手术组肺泡结构清晰，肺泡间

隔无增厚及炎性细胞浸润，肺泡腔内有少量渗出物，肺血管轻

微充血；大鼠脑缺血 6 h组肺泡壁毛细血管充血，肺泡开始有

渗出，少许炎性细胞浸润；脑缺血 24 h组及 48 h组肺泡间隔增

厚、肺泡结构破坏及炎性细胞浸润（图 1）。病理学评分结果显

示，脑缺血 24 h及 48 h组大鼠肺组织病理评分均较假手术组

有显著升高（P<0.05），以 24 h组明显（P<0.01)。见图 1。

2.4 各组大鼠肺组织 NGF蛋白表达比较

与假手术组相比，脑缺血 6 h组大鼠肺组织 NGF蛋白表

达上升，但差异无统计学意义（P>0.05）；脑缺血 24 h组肺组织

中 NGF表达显著增加 (P <0.05)，48 h组表达有下降趋势，但仍
高于假手术组 (P<0.05)。见图 2。
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2.5 各组大鼠肺组织 TrkA蛋白表达比较

由图 3所示，与假手术组相比，脑缺血后 6 h肺组织 TrkA

蛋白表达无明显变化（P>0.05），24 h组 TrkA蛋白表达下降，差

异有统计学意义（P < 0.05），48 h组 TrkA蛋白表达有所上升，

但仍明显低于假手术组（P < 0.05）。

3 讨论

本实验中，永久性线栓大鼠大脑中动脉后 24 h及 48 h，大

鼠肺组织W/D比值显高于假手术组，肺组织病理学检查可见

炎性细胞浸润、肺泡水肿、肺间质淤血增宽等肺损伤征象，均提

示脑缺血后出现肺损伤。

NGF为免疫细胞与神经细胞之间的双向信号分子。NGF

有两种受体：低亲和力受体 p75和高亲和力受体 trkA。其中，

trkA是 NGF的功能性受体，NGF与其结合后，通过 PI3K 激

活、AKT磷酸化和核 /胞浆穿梭、转录因子激活等一系列过程

促进神经细胞生长、维持神经细胞的存活等[6,10]。近年来研究显

示，NGF与 TrkA亦表达于肺组织结构细胞及炎性细胞，可影

响内皮细胞、血管平滑肌细胞、肺泡巨噬细胞等的存活和生理

功能[8，11，12]。炎性环境可以通过改变 NGF和其受体 TrkA的表

达及活性，进而影响肺部疾病的病理生理过程。

有研究推测，NGF具有促炎作用，局部组织中的 NGF浓度

似乎是与炎症程度和 /或临床严重程度相关[13，14]。然而近年来

研究认为，NGF与抗炎、组织修复和纤维化有关[15，16]。通过对多

发性硬化、结肠炎和紫外线照射等动物模型的研究发现，NGF

体内给药可以改善疾病的严重程度，减轻组织炎症和免疫细胞

浸润，增加抗炎介质 IL-10的产生[17，18]。体外研究也发现，NGF

与 TrkA 结合后抑制 TLR 活化单核细胞产生炎性细胞因子

TNF-琢，IL-6和 IL-8，诱导 IL-10的产生[19]。而 TrkA抑制剂显著

Groups n W/D

Sham-operated group 8 4.06± 0.94

Cerebral ischemia group (6h) 8 5.17± 1.15

Cerebral ischemia group (24h) 8 8.92± 1.36#

Cerebral ischemia group (48h) 8 7.03± 1.48*

Note: Compared with the Sham-operated group, *P < 0.05, #P < 0.01.

表 2各组大鼠肺组织W/D比较（x ± SD）

Table 2 Comparison of the W/D of lung tissues in each group (x ± SD)

图 2各组大鼠肺组织 NGF蛋白表达比较

Fig. 2 The expression of NGF in lung tissuesfrom different group

(Western blot)

Note: Data are expressed as x ± SD. A: Sham-operated group, B: Cerebral

ischemia group (6 h), C: Cerebral ischemia group (24 h), D: Cerebral

ischemia group (48h). *P< 0.05, compared with Sham-operated group (A).

图 1各组大鼠肺组织 HE染色(× 100)及病理评分结果比较

Fig. 1 HE staining (× 100) of lung tissue and lung injury score in different groups

Note: Data are expressed as x ± SD. A: Sham-operated group, B:Cerebral ischemia group (6 h),

C: Cerebral ischemia group (24 h), D: Cerebral ischemia group (48 h).*P< 0.05, #P< 0.01,compared with Sham-operated group (A).
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削弱 NGF的这种抗炎作用。由此提示，NGF可能通过 TrkA调

节下游通路从而发挥抗炎等保护作用。

本实验通过对大鼠脑缺血肺损伤模型的研究发现，与假手

术组相比，脑缺血 12 h时 NGF即有增加，24 h及 48 h时增高

显著。提示脑缺血应激所诱发的肺组织 NGF表达增加可能是

机体的内源性保护机制，然而大鼠脑缺血后肺组织 NGF的高

表达并未减轻肺组织损伤程度。进一步研究发现，脑缺血后肺

组织 TrkA蛋白有表达下降，说明 NGF在肺组织中虽然以高浓

度存在，但其保护作用可能因 TrkA下调而受影响。因此，TrkA

表达的降低可能打破了促炎和抗炎之间的不平衡，并通过负反

馈持续刺激早期 NGF升高。而 NGF的持续升高可能诱导低亲

和力受体 p75的表达[15]。目前对 p75在 NGF信号传导中的作

用还不完全清楚。p75是否通过调节 TrkA的活性来介导 NGF

参与脑缺血肺损伤反应是我们下一步实验拟解决的问题。

综上，本研究发现，脑缺血可诱发肺损伤，其机制可能与组

织中 NGF/TrkA信号传导通路异常有关，而对该通路的调节将

可能有助于减轻脑缺血引起的肺损伤。
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图 3.各组大鼠肺组织 TrkA蛋白表达比较

Fig. 3 The expression of TrkA in lung tissues from different group

(Western blot)

Note: Data are expressed as x ± SD. A: Sham-operated group, B: Cerebral

ischemia group (6 h), C: Cerebral ischemia group (24 h), D: Cerebral

ischemia group (48h). *P < 0.05,compared with Sham-operated group (A).
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