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创伤性脑损伤后 IL-1茁在神经胶质细胞中经时定位表达的研究 *
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摘要 目的：探讨创伤性脑损伤（TBI）后白细胞介素 -1茁（IL-1茁）在神经胶质细胞中的经时定位表达情况。方法：选择 72只 SPF级

雄性小鼠分为假手术组（sham组）、TBI 6h组、TBI 12h组、TBI 1d组、TBI 4d组与 TBI 7d组，每组 12只，分别在脑损伤后 6h、12h、

1d、4d、7d时获取血清和脑组织并且制作切片。ELISA检测损伤后炎症因子 IL-1茁、白细胞介素 -6（IL-6）和肿瘤坏死因子 -琢

（TNF-琢）的表达。Western blot检测钙离子结合蛋白 -1（IBA-1）和胶质纤维酸性蛋白（GFAP）的表达。应用免疫荧光双重染色技术

观察炎症因子 IL-1茁在小胶质细胞和星形胶质细胞中的定位表达情况。结果：TBI后 6h-7d时炎症因子 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢的表

达量均高于 sham组（P<0.05）。Western blot结果显示，IBA-1的表达在损伤后 6h-7d时高于 sham组，GFAP的表达在损伤后 1d-7d

时高于 sham组（P<0.05）。免疫荧光双重染色技术显示，6h、12h时 IL-1茁主要表达在小胶质细胞中，IL-1茁和 IBA-1共表达细胞数

量多于 sham 组（P<0.05）；1d、4d、7d 时 IL-1茁 主要表达在星形胶质细胞中，IL-1茁 和 GFAP 共表达细胞数量多于 sham 组

（P<0.05）。结论：TBI诱导了胶质细胞和炎症因子的表达，其表达随脑损伤的时间而变化，IL-1茁早期定位表达于小胶质细胞，后期

定位表达于星形胶质细胞中。
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Research of the Time Orientation Expression of IL-1茁 in Glial Cells

after Traumatic Brain Injury*

To investigate the time orientation expression of interleukin-1茁 (IL-1茁) in glial cells after traumatic brain

injury (TBI). 72 cases of SPF male mice were selected and divided into sham operation group (group sham), group TBI 6h,

group TBI 12h, group TBI 1d, group TBI 4d, group TBI 7d, 12 cases in each group. Serum and brain tissues were obtained after brain

injury at 6h, 12h, 1d, 4d and 7d. The expression of IL-1茁, interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) were detected by

ELISA.The expression of ionized calcium binding adaptor molecule-1(IBA-1) and glial fibrillary acidic protein (GFAP) were detected by

Western blot. The expression of IL-1茁 in microglia and astrocytes was observed by immunofluorescence double staining. The

expression inflammatory factors IL-1茁, IL-6, TNF-琢 were higher than sham group at 6h-7d after TBI (P<0.05). Western blot results

showed that the expression of IBA-1 were higher than sham group at 6h-7d after injury, the expression of GFAP were higher than sham

group at 1d-7d after injury (P<0.05). Immunofluorescence double staining showed that IL-1茁 was mainly expressed in microglia at 6h

and 12h, the number of IL-1茁 and IBA-1 coexpressed were more than that in sham group (P<0.05). IL-1茁 was mainly expressed in

astrocytes at 1d, 4d and 7d, the number of IL-1茁 and GFAP coexpressed were more than that in sham group (P<0.05). TBI

induced the expression of glial cells and inflammatory factors, and the expression changes with the time of brain damage. IL-1茁 is

expressed in the microglia at an early stage and it is expressed in astrocytes at the later stage.
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前言

创伤性脑损伤（traumatic brain injury，TBI）是一种危及人

类生命的常见急重症，病人病情变化快、死亡率和致残率高，对

家庭和社会造成了严重的危害[1-3]。虽然随着医学技术的进步和

发展，不少颅脑损伤的患者可以得到及时治疗，但是目前它的

致残致死率仍居全身创伤的首位，尤其是我国的 TBI治疗现状

仍与国外先进水平存在一定的差距，因此，展开 TBI的基础研

究对脑损伤的临床诊断和治疗有重要意义[4-6]。相关文献已有报

道[7，8]，炎症反应损伤中枢神经系统是影响脑损伤病人预后的重
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要原因之一，多种细胞因子作为启动因素引起脑损伤后继发炎

症反应，参与炎症反应发生、发展的全过程，并引发二次损伤。

白细胞介素家族在 TBI后的继发损伤中起着重要作用，主要是

参与介导炎症反应，其中与之关系最为密切的是来源于血管内

皮细胞、星形胶质细胞和小胶质细胞的白细胞介素 -1茁（inter-

leukin-1茁，IL-1茁），IL-1茁能够通过激活脑组织内的神经胶质细

胞，进而产生参与炎症反应的炎症因子，最后加重损伤[9-11]。因

此，研究 IL-1茁在 TBI后不同时期对胶质细胞活化对继续研究

TBI后的病理变化机制及预后具有重要意义。本研究通过建立

TBI损伤小鼠模型，检测 IL-1茁在神经胶质细胞中经时定位表

达，以进一步了解神经胶质细胞与炎症因子的关系，为神经损

伤的预后治疗提供参考。

1 材料与方法

1.1 黑质纹状体通路损伤模型的制备

用于本实验的 8周龄 SPF级雄性小鼠 72只，购于西安医

学院实验动物中心，许可证号：SYXK（陕）2016-004。将实验动

物随机分为 6组，每组 12只：sham组、TBI 6h组、TBI 12h组、

TBI 1d组、TBI 4d组、TBI 7d组。采用 10%水合氯醛（50mg/kg）

进行麻醉小鼠，将小鼠固定在脑立体定位仪上，门齿栏置于耳

屏线下 3 mm，嘴设置在 0 mm刻度线上。固定结束以后，消毒

手术部位，清除颅骨表面骨膜，钻出缺口，暴露大脑。距离大脑

5.5 mm处插入刀片，随后缓慢拔出，止血消毒后缝合伤口。

sham组仅暴露颅骨。TBI造模结果：其中 1只因为麻醉意外死

亡，2只在建模结束后出现心跳停止死亡，按照死亡数量进行

补充。所有的动物都在相同的环境条件（温度 22± 3℃，12/12h

光暗循环），食物和水供给充足，遵循相关动物伦理学规定。

1.2 小鼠脑组织获取及其切片制备

小鼠 TBI模型制备后，在 6h、12h、1d、4d、7d获取 TBI和

sham组脑组织。麻醉小鼠后进行心脏灌流，甲醛固定过夜，待

脑组织沉入瓶底后，采用北京华兴科仪科技发展有限公司生产

的冷冻切片机制成 10 滋m厚水平位冰冻切片，样品切片 -20℃

保存备用。

1.3 免疫组织化学方法检测造模结果

0.02 mol/L PBS 冲洗切片，3% H2O2 和 0.1%Triton X-100

的混合液中常温孵育 10 min，清洗后加 1%脱脂奶粉 37℃封闭

30 min，一抗兔抗酪氨酸羟化酶（TH，Millipore，1:1000）（沈阳万

类生物科技有限公司，中国）4℃孵育过夜；一抗孵育后用生物

素标记的抗兔 lgG（vector laboratories，1:100），在 37℃条件下孵

育 30 min；含有 0.1 mg/mLDAB与 0.3% H2O2的混合显色液中

显色 3 min。以上各步骤之间冲洗切片的均用 0.02 mol/L PBS，

洗 3次，每次 5 min。所有抗体均用含 0.5%脱脂奶粉进行稀释。

1.4 ELISA检测损伤周围炎症因子的经时表达

TBI造模成功后，进行断尾取血，检测炎症因子 IL-1茁、白

细胞介素 -6（interleukin-6，IL-6）和肿瘤坏死因子 -琢（tumornecrosis

factor-琢，TNF-琢）在损伤后定量表达。具体操作根据 ELISA试

剂盒（北京达科为生物科技有限公司，中国）说明书进行，检测

sham组以及损伤炎症因子 IL-1茁、IL-6、TNF-琢的表达情况。

1.5 Western blot 检测钙离子结合蛋白 -1（ionized calcium

binding adaptor molecule-1，IBA-1）和胶质纤维酸性蛋白（glial

fibrillary acidic protein，GFAP）经时表达

TBI造模成功后，在 6h、12h、1d、4d和 7d冰上取脑并取 2

mm组织进行称重后，按 1:10比例加入生理盐水在冰上用剪刀

剪碎组织至成 1 mm3左右，4℃、12000× g高速离心 30 min后

弃上清，反复 3次；按组织重量加入裂解液、蛋白酶抑制剂

PMSF和磷酸酶抑制剂，超声波细胞破碎仪（SONICS，美国）完

全打碎后 4℃条件下裂解 30 min；12000× g低温高速离心 30

min，取上清。按照 BCA试剂盒（沈阳万类生物科技有限公司，

中国）说明书测定蛋白浓度，通过 SDS-PAGE分离蛋白，用 TB-

ST清洗膜 3次，每次 10 min，然后加入封闭液；加一抗，兔抗鼠

多克隆 IBA-1（1:100），GFAP（1:30000）和 GAPDH（1:5000）4℃

摇晃过夜。结束后 TBST洗膜 3次，每次清洗 10 min，加入 HRP

标记的羊抗兔抗体（1:5000），37℃孵育 90 min。

1.6 免疫荧光双重染色方法

室温放置 30 min的冰冻切片在 PBS中室温孵育 10 min，

PBS清洗 3次，孵育过夜。一抗混合液为山羊抗 IBA-1（1：100）

+兔抗 IL-1茁（abcam，1:100）或鸡抗 GFAP（Millipore,1:500）+兔

抗 IL-1茁（abcam，1:100）。第二天 0.02 mol/L PBS冲洗 3次后，

加入二抗混合液分别为 488标记的抗兔 lgG（沈阳万类生物科

技有限公司，1:100）+594标记的抗山羊 lgG（沈阳万类生物科

技有限公司，1:100）和 488标记的抗兔 lgG（沈阳万类生物科技

有限公司，1:100）+cy3标记的抗鸡 lgG（沈阳万类生物科技有

限公司，1:100），37℃下孵育 60 min。避光用抗荧光封片剂封

片。应用荧光显微镜（尼康，日本）观察切片的数字图像并以

TIF文件保存。每张图片选取损伤处的固定部位，计数阳性细

胞数，进行统计学分析。

1.7 统计学处理

采用 SPSS 22.0进行统计分析，所有数据均用均数± 标准

差表示，实施 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 TH免疫组织化学染色

TH免疫组织化学染色结果显示，黑质纹状体通路切断后，

TH染色被切断，损伤上端几乎没有 TH阳性表达，TH染色未

被切断且 TH阳性表达均匀，则为未损伤或者模型不成功。

2.2 脑损伤后炎症因子 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢的表达

ELISA 结果显示损伤后 6h 时炎症因子的 IL-1茁、IL-6 和

TNF-琢的表达量与 sham组比较均增高（P<0.05），12h时表达

量达到高峰，1d时表达水平开始下降，一直持续到损伤后 7d

时，表达水平与 sham组相比差异仍有统计学意义（P<0.05），见

表 1。

2.3 脑损伤后胶质细胞的表达

Western blot结果显示，在损伤后 6h 时 IBA-1 表达高于

sham组（P<0.05），随着时间增加表达水平增加；损伤后 1d 时

GFAP的表达高于 sham组（P<0.05），4d时表达进一步增加，7d

时表达水平最高，见表 2。

2.4 炎症因子 IL-1茁在胶质细胞中的表达

在损伤前期（6h~12h）IL-1茁主要定位表达在小胶质细胞

中，6h时 IL-1茁和 IBA-1共表达细胞数量为（24.53± 4.25）个，

12h时共表达细胞数量为（57.29± 7.63）个，均多于 sham组的
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Groups n IL-1茁（pg/mL） IL-6（pg/mL） TNF-琢（pg/mL）

Group sham 12 29.51± 2.43 51.47± 3.59 42.18± 2.96

Group TBI 6h 12 80.47± 4.97* 147.62± 5.28* 141.67± 5.06*

Group TBI 12h 12 118.62± 6.84* 180.56± 7.12* 175.69± 6.27*

Group TBI 1d 12 91.56± 5.49* 153.84± 5.91* 153.46± 5.91*

Group TBI 4d 12 79.62± 4.25* 104.36± 4.97* 113.72± 4.86*

Group TBI 7d 12 65.81± 4.03* 92.57± 4.58* 87.56± 3.88*

Groups n IBA-1 GFAP

Group sham 12 0.19± 0.05 0.17± 0.03

Group TBI 6h 12 0.41± 0.09* 0.19± 0.04

Group TBI 12h 12 0.52± 0.08* 0.20± 0.05

Group TBI 1d 12 0.60± 0.13* 0.25± 0.08*

Group TBI 4d 12 0.65± 0.16* 0.49± 0.12*

Group TBI 7d 12 0.79± 0.11* 0.61± 0.15*

表 1损伤后炎症因子 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢的表达（x依s）

Table 1 Expression of inflammatory factors IL-1茁, IL-6 and TNF-琢 after injury(x依s)

Note: Compared with sham group,*P<0.05.

表 2损伤后 IBA-1和 GFAP的相对表达量(x依s)

Table 2 Relative expression of IBA-1 and GFAP after injury(x依s)

Note: Compared with sham group,*P<0.05.

（10.46± 0.98）个（P<0.05）。在损伤后期（1d~7d）IL-1茁主要定位

表达在星形胶质细胞中，1d、4d、7d时 IL-1茁和 GFAP共表达细

胞数量分别为（20.05± 3.67）个、（38.26± 5.51）个、（17.93±

3.27）个，均多于 sham组的（10.29± 1.56）个（P<0.05）。

3 讨论

本研究通过建立黑质纹状体通路损伤作为 TBI模型，经过

脑损伤后炎症因子 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢 的经时表达检测，通

过Western blot检测 IBA-1和 GFAP各高峰表达状况，从而确

定损伤后 IL-1茁在小胶质细胞和星形胶质细胞中的表达情况，

结果观察到在损伤前（6h~1d）IL-1茁主要定位表达在小胶质细

胞中，且在 12h时共表达细胞的数量最多；在损伤后期（1d~7d）

IL-1茁主要定位表达在星形胶质细胞中，且在 4d时共表达细胞

的数量达到高峰，7d时共表达细胞数量明显减少，说明可能是

IL-1茁通过某种方式促进了小胶质细胞和星形胶质细胞的表

达，并且其表达水平随时间而变化，活化后的细胞正反馈调节

炎症因子的表达，最终造成神经元的损失甚至死亡，这在相关

研究中也有类似报道[12，13]。

小胶质细胞是中枢神经系统的免疫细胞，具有吞噬功能
[14]。当小胶质细胞变形和增殖时，它们开始新表达一些粘附分

子 /细胞因子 /生长因子受体，如 IL-1茁、TNF-琢和转化生长因

子 -茁1[15-17]。这些分泌型因子促进细胞间信息交流，同时促进小

胶质细胞向具有免疫作用的细胞转换。星形胶质细胞是神经系

统内分布最广泛的胶质细胞，也是脑中数量最多的非神经元细

胞[18-20]。星形胶质细胞能够合成分泌多种神经营养因子、激素、

神经递质等，其主要功能是免疫调节、信号转导和维持着神经

元内外环境[21，22]。缺血性或外伤性脑损伤后，星形胶质细胞进行

增殖和细胞肥大，GFAP表达增加，成为反应性星形胶质细胞，

其可能阻碍神经损伤修复 [23-25]。ELISA结果显示损伤后 6h-7d

时炎症因子的 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢的表达量与 sham组比较

均增高。有研究指出，JNK信号转导通路可激活 IL-1茁的表达，

当 IL-1茁水平增加后又可以进一步激活 JNK信号传导通路，促

进星形胶质细胞释放更多炎症因子，从而造成了一种恶性循

环，进而更严重的损伤了神经元[26-28]。IL-1茁是细胞内或体液中

重要的炎症因子，其可通过多种方式参与损伤神经元，如诱导

氨基酸、浸润白细胞、诱导黏附分子等[29-30]。

本研究结果显示 TBI诱导了胶质细胞和炎症因子的表达，

其表达随脑损伤的时间变化，TBI能使炎症因子 IL-1茁等以及

IBA-1、GFAP表达增高，且 IL-1茁在损伤后可经时定位表达于

小胶质细胞和星形胶质细胞中。损伤前期（12h以内）IL-1茁主

要定位表达在小胶质细胞中，损伤后期（1d到 4d）IL-1茁主要定

位表达于星形胶质细胞中，为保护神经元、减轻炎症反应、促进

损伤的恢复奠定了研究基础。
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