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特布他林对去甲肾上腺素和烧伤血清 
诱导大鼠神经胶质细胞血管内皮 

生长因子基因表达的影响 

王艺明 杨宗城 

【摘要】 目的 了解 p 肾上腺素能受体激动剂特布他林对烧伤血清和去甲肾上腺素(NE)诱导 

神经胶质细胞血管内皮生长因子(VEGF)基因表达的影响。 方法 制备烧伤大鼠及正常大鼠血 

清。取出生 1～3 d乳鼠脑组织行原代神经胶质细胞培养，并在培养液中加入不同的刺激物，分为： 

(1)对照组：加人体积分数 10％的正常大鼠血清 ；(2)NE1、NE2、NE3组 ：分别加入体积分数 10％烧 

伤血清 +l0、20、50 p~mol／L NE；(3)TBN1、TBN2、TBN3组：分别加入 l0、20、50~mol／L特布他林 +体 

积分数 10％烧伤血清 +l0、20、50~mol／L NE。采用蛋白质印迹法检测各组 VEGF蛋白的表达 ；实时 

荧光定量 PCR法检测 VEGF mRNA的表达。 结果 对照组 VEGF蛋 白的表达处 于较低水平 ，NE1、 

NE2、NE3组其表达随 NE浓度 的增 大逐渐 增加 ，而 TBN1、TBN2、TBN3组 的表达 明显增 加。对 照组神 

经胶质细胞 VEGF mRNA表达量[(5．72±0．12)拷贝数／g]较低 ，NE1、NE2、NE3组 VEGF mRNA的表 

达[(13．26±0．03)、(10．37±0．04)、(14．87±0．55)拷贝数／g]均高于对照组 (P <0．01)。而 

TBN1、TBN2、TBN3组 VEGF mRNA表达量 [(13．39±0．19)、(15．77±0．11)、(16．00±0．07)拷贝 

数／g]也逐渐增加，除 TBN1组外其余 2组与各 NE组 比较，差异有统计学意义(P <0．01)。 结论 

特布他林 可增强烧伤血清和 NE诱导神经胶质细胞 VEGF基因的表达 。 
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The influence of terbutaline on VEGF gene expression in rat astroeytes after norepinephrine and bum selalm 

induction WANG Yi—ming ，YANG Zong—cheng． "Department ofPsychology，Hospital AftTliated to Guiy— 

ang Medical College。Guiyang 550001 ．P．R．China 

【Abstract] Objeetive To investigate the influence of adrenoreceptor beta—agonists terbutaline on gene 

expression of vascular endothelial growth factor(VEGF)in rat astrocyte after induction by norepinephrine 

(NE)and burn serum． Methods The sera of normal and burn rats were separated for use．Primary astro- 

cytes of brain tissue were isolated from neonatal l～3 d rats and cultured and divided into following groups： 

(1)Control group：with 10％ normal rat serum in the culture medium．(2)NE1，NE2，NE3 groups：with 

l0％ burn rat serum and l0．20．50~mol／L NE in the culture medium，respectively．(3)TBNl，TBN2， 

TBN3 groups：with l0％ burn rat serum and l0，20，50~mol／L NE and l0，20，50~mol／L terbutaline in the 

culture medium ，respectively．The mRNA and protein expression of VEGF in each group were determined 

with real—time PCR and Western blotting．respectively． Results There was a low protein expression of 

VEGF in control group ，but it increased slightly in NE l group，and then increase gradually in NE2，NE3 

groups，and it was obviously increased in TBN1，TBN2，TBN3 groups．The mRNA expression of VEGF in 

NEl，NE2，NE3 groups were[(13．26±0．03)，(10．37±0．04)，(14．87±0．55)eopies／g]，respectively， 

which were significantly higher than that of control[(5．72±0．12)copies／g，P <0．01]．In addition，the 
expression of VEGF mRNA in TBN1，TBN2，TBN3 groups was higher than that in control group，and expres— 

sion of VEGF mRNA[(13．39±0．19)，(15．77±0．11)，(16．00±0．07)copies／g]was gradually in— 

creased．which showed obvious difference between TBN2 and NE2，and also between TBN3 and NE3 groups 

(P <0．01)． Conclusion Terbutaline can increase gene expression of VEGF in rat astrocytes after in— 

duetion by NE and burn serum． 

【Key words] Burns； Adrenergic beta—agonists； Norepinephrine； Serum； Vascular endothelial 
growth factor A； Neuroglia 
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研究表明，大鼠严重烧伤后脑组织血管内皮生 

长因子(VEGF)的基 因表达增加⋯ ，去 甲肾上 腺素 

(NE)和烧 伤 血 清可 诱 发 神经 胶 质 细胞 分 泌 

VEGF 。p肾上腺素能受体(B．AR)阻滞剂普萘洛 

尔能阻断细胞膜上 B．AR，降低烧伤血清和 NE诱导 

VEGF的表达，但 NE诱导神经胶质细胞 VEGF基 因 

表达是通过细胞膜上的 B，受体或 p 受体，还是二 

者共同介导，目前尚不清楚。笔者通过选择 B 一AR 

激动剂特布他林观察其对 NE和烧伤血清诱导神经 

胶质细胞 VEGF基 因表达的影 响。拟 阐明 NE和烧 

伤血清诱导神经胶质细胞 VEGF基因表达的路径 ， 

为临床防治烧伤后脑水肿提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂及来源 

NE、特 布他林 、PCR试剂盒 购 自美 国 Sigma公 

司，VEGF抗体 SC-7269购自美国 Santa Cruz公司， 

DMEM培 养基 、胎 牛血 清购 自美 国 Hyclone公 司， 

Light Cyler-DNA master SYBR green I试剂盒购 自瑞 

士 Roche公 司。VEGF引 物 ：上 游 引 物 序 列 ：5 ． 

ccATGAAcTTTcTGcTcTc ITG一3 ；下游 弓f物序歹0： 

5 -GGTGAGAGGTCTAGTTCCCGA一3 ，由上海生 工生 

物工程有限公司合成。 

1．2 血清的制备及分组 

Wistar大鼠44只(第三军医大学实验动物 中 

心)，雌雄不限，体质量 250～300 g。将其中34只大 

鼠参见文献[2]方法造成40％TBSA III度烫伤(经病 

理切片证实 ，以下称烧伤)。于伤后 6 h抽取大鼠腹 

主动脉血，分离血清，置 一20℃冻存备用。同时留 

取正常大鼠(10只)血清备用。取出生 1～3 d乳鼠 

(来源同前，30只)脑组织，参见文献[2]方法行原代 

神经胶质细胞培养。将 生长 良好的神经胶质细胞用 

胰蛋白酶消化后接种于培养瓶中，待其约 80％融合 

时加入刺激 物。根据所加物质不 同分 为：(1)对 照 

组：在培养液中加入体积分数 10％的正常大鼠血 

清；(2)NE1、NE2、NE3组：分别加入体积分数 10％ 

烧伤血清 +10、20、50 p．mol／L NE；(3)TBN1、TBN2、 

TBN3组：分别加入 10、20、50 p．mol／L特布他林 +体 

积分数 10％烧伤血清 +10、20、50 p．mol／L NE。各组 

施加刺激物后放入37℃、体积分数 5％CO，孵箱中 

培养2 h，取标本待测。每组标本数为6。 

1．3 检测指标 

1．3．1 VEGF在神经 胶质细胞 中表 达的检测 

提取各组细胞蛋白质，采用蛋白质印迹法行 VEGF 

蛋 白表达的检测 。 

1．3．2 VEGF mRNA表达的测定 提取各组细胞 

mRNA，采用实时荧光定量 PCR法进行 VEGF mRNA 

的扩增 ，检测其表达量并作半定量分析。 

1．4 统计学处理 

数据以 ± 表示 ，采用 SPSS 10．0统计软件行 

单 因素方差分析 。 

2 结果 

2．1 VEGF在神经胶质细胞中的表达 

对照组 VEGF的蛋 白表达处于较低水平 ，NE1、 

NE2、NE3组 其表 达随 NE浓 度 的增大 逐 渐增 加。 

TBN1、TBN2、TBN3组的表达明显增加 。见图 1。 

C NEl NE2 NE3 TBNI TBN2 TBN3 

图 1 各组血管 内皮生长因子在神经胶质细胞 中的表达 。 

C为对照组；NEI—NE3为体积分数 10％烧伤血清 +l0、 

20、50 trmol／L去甲肾上腺素(NE)；TBNI—TBN3为 l0、 

20、50 trmol／L特布他林 +体积分数 10％烧伤血清 +l0、 

20、50 ~．mol／L NE 

2．2 神经胶质细胞 VEGF mRNA的表达 

对 照组 神经胶质细胞 VEGF mRNA表达量 

[(5．72±0．12)拷贝数／g]较低，NE1、NE2、NE3组 

表达量 [(13．26±0．03)、(10．37±0．04)、(14．87± 

0．55)拷 贝数／g]均 高于对 照组 (P <0．01)。 

TBN1、TBN2、TBN3 组 VEGF mRNA 的 表 达 量 

[(13．39±0．19)、(15．77±0．1 1)、(16．00±0．07) 

拷贝数／g]也逐渐增加，除 TBN1组外其余 2组分别 

与 NE1～NE3组 比较 ，差异 有 统 计 学意 义 (P < 

0．01)。 

3 讨论 

杨宗城 认为细胞的许多功能是受其基因调控 

的，组织和细胞对刺激的不同反应可能取决于差异 

基因。王克万等 在大 鼠颅脑损 伤实验中观察到 ， 

在局部脑挫伤后 6 h内，脑损伤区即出现星形胶质 

细胞应激反应，伤后 24 h达高峰，且波及双侧大脑 

半球 ，其范围远 比挫伤范 围广。有 学者认为 ，脑 出 

血大 鼠大量 NE聚集在脑组织周 围 ，一方 面促进 神 

经细胞 内 Ca“超载，使神经细胞 产生迟 发性死亡 ； 

另一方面导致神经细胞过度兴奋 ，加速能量消耗 ，进 

而引起并加剧脑细胞继发性损害 。VEGF是一种 

高度特异性结合血管内皮细胞的糖蛋白，其生物学 
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特性主要表现为增加微 血管的通透性 ；特异性地与 

血管内皮细胞受体结合，促进血管内皮细胞的分裂 

和增殖 。生理情况下它主要分布于胞质 ，呈静止或 

弱活化状态；各种病理因素引起 VEGF的异常激活 

可导致脑水肿 ’ 。 

特布他林是一种选择性的 B ．AR激动剂 ，有拟 

交感活性。笔者前期的动物实验提示。严重烧伤大 

鼠脑组织 VEGF的基因表达增加  ̈。进一步 的细胞 

实验提示 ，烧 伤血清 中含有 大量炎性 因子 、应激激 

素、毒素等，可刺激神经胶质细胞，或与增加剂量的 

NE起叠加作用 ，协同导致神经胶质细胞 VEGF分泌 

增加，这被认为是严重烧伤诱发血管源性脑水肿的 

重要因素 J。本研究在烧伤血清加 NE刺激的同时 

进一步加用特布他林 ，VEGF的表达进一步增强 ，说 

明特布他林可增强烧伤血清和 NE诱导神经胶质细 

胞 VEGF基 因表达 的效应 。Fredriksson等 在 NE 

刺激棕色脂肪细胞诱导 VEGF基因表达实验中观察 

到，Ot -AR、Ot -AR激动剂均无诱导作用，而 p-AR 

激动剂异丙肾上腺素则使 VEGF的表达增加，可见 

细胞膜 13-AR／环腺苷一磷酸信使通路的腺苷环化酶 

系统受体胞质部分被信号系统分子识别，激活与该 

信号系统分子连接的受体，传导级联反应，促进细 

胞反应 ，从而诱 导细胞 VEGF表达增强 。本实验观 

察到 ，特布他林能够特异性激活细胞膜上 B 一AR通 

道 ，使烧伤血清和NE诱导神经胶质细胞VEGF表达 

增高的效应得到加强，故推测这种作用是通过细胞 

膜上 32-AR介导 的。由于 VEGF分泌增加 ，加 重了 

烧伤应激性脑水肿，为临床防治严重烧伤后脑水肿 

提供客观实验依据 。 
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