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［摘要］目的 观察大鼠急性甲醇中毒后脑组织趋化因子单核细胞趋化蛋白 1（MCP-1）及血管内皮生长因

子（VEGF） mRNA水平的表达变化.方法 健康成年 SD大鼠 75只，应用通有混合气体（N2O/O2）的密闭有机玻

璃箱并灌胃相应剂量甲醇溶液复制急性高剂量甲醇中毒大鼠和急性低剂量甲醇中毒大鼠（n＝5） .分不同时段（2

h，12 h，24 h，3 d，1周）取大鼠右心房静脉血，采用气相色谱法检测大鼠血液的甲醇浓度，取大鼠脑组织进行

总 RNA提取，经逆转录得 cDNA，用 SYBRGreen荧光实时定量 PCR技术动态定量监测脑组织中 MCP-1和 VEGF

mRNA在急性甲醇中毒后不同时间点表达的变化．结果 （1）甲醇浓度检测结果：低剂量组在 2 h、12 h的血液甲

醇浓度较生理盐水组显著升高（ ＜0.05），高剂量组在 2 h、12 h、24 h的血液甲醇浓度较低剂量组和生理盐水组

显著升高（ ＜0.05），各组在 3 d和 1周均未测出甲醇；（2） MCP-1 mRNA表达变化：在甲醇中毒后 2 h明显升

高，24 h达到高峰，各个时间点与对照组比较均有显著性差异（ ＜0.05），在 2 h，3 d和 1周高剂量组高于低剂

量组；（3） VEGF mRNA表达变化：在甲醇中毒后 2 h明显升高，24 h达到高峰，各个时间点与对照组比较均有

显著性差异（ ＜0.05），在 2 h和 12 h高剂量组高于低剂量组．结论 急性甲醇中毒后，MGP-1和 VEGF mRNA

的表达显著升高，程度与甲醇中毒剂量有关，可能在脑损伤形成和发展过程中起着重要作用.
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［Abstract］ Objective This study was aimed to investigate the expression of monocyte chemoattractant

protein-1（MCP-1） and vascular endothelial growth factor（VEGF） mRNA in rats with acute methanol poisoning.

Methods Animal models of acute methanol poisoning in rats were duplicated using a plexiglas chamber exposed to a

mixture of N2O/O2. Right atrium venous blood of rats were taken at each time point （2 h， 12 h， 24 h，3 d，1 w），

and gas chromatography was used to determine the methanol concentration of the rat blood（n＝5） . Then got brain

tissue to extract total RNA and reverse transcription（n＝3） . SYBRGreen real-time PCR was used to monitor the
expression of MCP-1 and VEGF mRNA. Results（1） Results of methanol concentration determination: The blood
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methanol concentration of the low-dose group was significantly increased in comparison with that of the saline control

group at 2 h and 12 h time points（ < 0.05） . In the high-dose group， the blood methanol concentration was

increased significantly compared with the low-dose group as well as the saline group at 2 h， 12 h and 24 h time
points（ < 0.05）； （2） The expression of MCP-1 mRNA: The expression level of MCP-1 were significantly

enhanced along with the time lapse after acute poisoning，and became most severely at 24 h. The expression levels of

MCP-1 have significant differences in groups，of which high-dose group was higher than low-dose group at 2 h， 3

d and 1 w （ < 0.05）； （3） The expression of VEGF mRNA: The expression level of VEGF was significantly

enhanced along with the time lapse after acute poisoning，and became most severely at 24 h. The expression levels of

MCP-1 have significant differences in groups，of which high-dose group was higher than low-dose group at 2 h and

12 h（ < 0.05） . Conclusion The expression levels of MCP-1 and VEGF mRNA were significantly enhanced，

and the degree of poisoning was apparently related with the dose administered. MCP-1 and VEGF might play the

important roles in the pathogenesis and progression of brain injured.

［Key words］ Monocyte chemoattractant protein-1；Vascular endothelial growth factor；Methanol poisoning；
Brain injured

甲醇（Methanol，CH3OH )，是结构最简单的

饱和一元醇，也称为木醇，是一种无色有毒的挥

发性酒精气味液体，可经呼吸道胃肠道及皮肤吸

收入血，从而导致中毒，是假酒的主要致毒物质[1].

近几年因饮入假酒致甲醇中毒的病例时有发生，

随着甲醇在人们生产和生活中的应用越来越广，其

意外中毒的可能日益增加．

甲醇中毒后表现主要为中枢神经系统损伤、眼

部损伤和代谢性酸中毒，多见于临床的病例报道，

缺乏相关实验研究，特别是急性甲醇中毒后出现的

脑损伤中一些细胞因子的病理变化定量研究至今未

见报道，因此有必要利用动物模型来进行相关探
讨．根据研究报道，脑损伤过程中多种炎性因子以

及细胞生长因子参与其中，发挥了重要作用．一方

面，单核细胞趋化蛋白 -1（MCP-1），转化生长因
子 -β1（TGF- β1）、 肿 瘤 坏 死 因 子 -α

（TNF-α） 和白细胞介素 -1β（IL-1β）等促进

了神经细胞死亡，对中枢神经系统造成病理损伤
[2]；另一方面，有实验结果显示，长期脑缺氧后，

血管内皮生长因子（VEGF）系统存在着负反馈机

制，即缺氧时 VEGF的表达增高，氧含量正常时

VEGF迅速降低[3]．

本实验选取炎性趋化因子 MCP-1及细胞生长

因子 VEGF 作为研究对象，采用通有等比（1:1）

混合气体（N2O/O2）的自制密闭有机玻璃箱复制典

型的大鼠急性高剂量和低剂量甲醇中毒模型，通

过提取不同时间点大鼠脑组织 RNA，逆转录为

cDNA，并采用 SYBRGreen 嵌合荧光 PCR 技术对

SD大鼠急性甲醇中毒后脑组织中 MCP-1、VEGF

mRNA水平的变化进行动态研究．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物分组 75 只健康成年 Sprague
Dawley（SD）大鼠，雌雄不限，体重 （280±30）

g，由昆明医科大学实验动物中心提供．随机数字

表法分为 A（高剂量组）、B（低剂量组）、C（生

理盐水对照组）共 3组，每组 5只．动物于实验前

3 d运到实验室，于安静环境下分笼饲养，自由进

食和饮水，室温控制在（23±2）℃，自然光照．

1.1.2 气体及试剂 分析纯甲醇 （天津市风船化

学试剂科技有限公司），以生理盐水稀释成质量浓

度为 30%的甲醇溶液；40 L压缩 N2O/O2混合气体

（1:1，广州盛盈气体有限公司）；肝素钠注射液（2

mL:12 500 U，上海第一生化药业有限公司）；戊巴

比妥钠（广州化学试剂厂）．Trizol（MRC），RNA

逆转录试剂盒 （Thermo Scientific RevertAid First

Strand cDNA synthesis Kit #K1622），实时荧光定量

PCR试剂 SYBRGreen Master ROX（Roch）．

1.2 方法

1.2.1 甲醇中毒大鼠模型复制及采血 各组模型

复制参考 Eells JT等的方法[4]，将实验大鼠置于通

有 N2O/O2（1:1） 混合气体的密闭有机玻璃箱中，

分别给予各组大鼠灌胃高剂量甲醇溶液（2 g/kg）、
低剂量甲醇溶液（1 g/kg）或生理盐水，首剂量加

倍、重复 2次灌胃．

模型复制完成后，对各组大鼠进行如下操作：

用 3％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，仰卧固定在冰袋

上以降低氧耗，暴露胸腔，从其右心房中抽取静脉



血 1.5 mL注入肝素钠抗凝管中充分振荡，采用气

相色谱法检测大鼠在急性甲醇中毒后不同时间点的

血液甲醇浓度，然后断头处死大鼠，取脑组织进行
总 RNA提取，经逆转录得 cDNA后对目的基因进

行实时荧光定量 PCR分析．

1.2.2 实时荧光定量 PCR 反应 （1） cDNA 制备

快速断头处死各组实验动物，冰盘上操作取海马区

脑组织 50～100 mg，立即放入 Trizol 试剂中进行

RNA抽提．以 260 nm 及 280 nm 吸光度值计算所

获 RNA浓度及纯度，分装后 -80℃保存．逆转录

过程按照试剂盒说明书操作；（2） PCR引物设计

MCP-1 及 VEGF 引物设计均根据标准荧光定量

PCR引物设计原则，通过 Primer 5.0程序设计，经

过 NCBI Blast 验证，由上海生工生物工程公司合

成，序列见表 1；（3） PCR实验过程 SYBRGreen

Master（ROX） 10 滋L、MCP-1/VEGF/β-actin（10

滋M） 1 滋L、模板 cDNA 1 滋L、ddH2O 8 滋L（总体积

20 滋L）于 PCR反应管中，其中模板 cDNA在加样

前用 ddH2O 稀释 10倍．在 7300型荧光定量 PCR

仪（美国 ABI 公司） 上行 PCR，扩增条件如下：

① 95℃10 min预变性；②95℃ 15 s变性，60℃ 1

min．退火延伸，40 个循环 . （4） 实时荧光定量

PCR分析 分别测定每个样品的 MCP-1、VEGF和

β-actin mRNA 的 Ct值，每个样品均作三复孔以

减少操作误差．对 PCR反应过程中的每一循环的

系统荧光强度进行实时检测，根据扩增曲线确定

Ct 值 （cycle threshold），利用 2-△△Ct 法计算出

MCP-1、VEGF mRNA的相对拷贝数（实验组目的

基因的表达相对于对照组的变化倍数） [5]．

1.3 统计学方法

所有统计资料均采用 SPSS软件处理，结果均

用均数±标准差表示，组间比较采用方差分析，方

差不齐采用秩和检验． ＜0.05为差异有统计学意
义．

2 结果

2.1 甲醇浓度检测结果

急性甲醇中毒后，低剂量组在 2 h、12 h的血

液甲醇浓度较生理盐水组显著升高（ ＜0.05）．

高剂量组在 2 h、12 h、24 h的血液甲醇浓度较低

剂量组和生理盐水组显著升高（ ＜0.05），各组的

3 d和 1周及生理盐水组均未测出甲醇，表明大鼠
吸入等比混合气体（N2O/O2）并给予高、低剂量甲

醇溶液灌胃能够复制出典型的急性高、低剂量甲醇

中毒大鼠模型，见图 1、表 2.

2.2 MCP-1表达的变化

急性甲醇中毒后低剂量组和高剂量组不同时间

脑组织 MCP-1 mRNA表达均发生变化．2 h明显升
高 （ ＜0.05），24 h MCP-l mRNA 表达水平达高

峰，较对照组显著升高（ ＜0.05）．24 h后开始

逐渐下降，3 d和 1周仍高于对照组，差异有统计

学意义（ ＜0.05）．甲醇中毒后，低剂量组与高

剂量组在 2 h、3 d和 1周 MCP-1 mRNA表达差异

有统计学意义（＜0.05），高剂量组 MCP-1 mRNA

的表达水平高于低剂量组．2 组在 12 h 和 24 h

MCP-1mRNA 的表达差异无统计学意义 （ ＞

0.05），见图 2、表 3．

2.3 VEGF表达的变化

急性甲醇中毒后低剂量组和高剂量组不同时间

脑组织 VEGF mRNA表达均发生变化．2 h明显升

高（＜0.05），24 h VEGF mRNA表达水平达高峰，

较对照组差异有统计学意义（ ＜0.05）．24 h后

开始逐渐下降，3 d和 1周仍高于对照组，差异有

统计学意义（＜0.05）．低剂量组与高剂量组在 2

h和 12 h VEGF mRNA表达水平差异有统计学意义

（ ＜0.05），高剂量组略高于低剂量组，其余时间

点高低剂量差异无统计学意义（＞0.05），见图 3、

表 4．

3 讨论

急性甲醇中毒主要与其代谢的产物甲酸有关，

而甲酸的代谢主要依赖于体内四氢叶酸的水平．人

的四氢叶酸水平低，因此急性甲醇中毒后的中毒表

现明显，而大鼠因其体内四氢叶酸水平高，能辅助

降解毒物甲酸，使得中毒的表现轻微．本实验根据

国外学者 Eells JT 等人的研究，采用混合气体

N2O/O2能够降低大鼠体内四氢叶酸水平、减少毒物

甲酸的降解，从而使得大鼠呈现接近于人的中毒情

况，并出现精神萎靡、步态蹒跚等表现[6]，参照此

法复制大鼠急性甲醇中毒模型，并设立高、低不同

剂量组来模拟人所发生的不同中毒情况．结果发现

中毒大鼠吸入混合气体后表现出接近于人所出现的

中毒行为，且高剂量组中毒情况较低剂量组严重，

而生理盐水对照组大鼠情况与正常大鼠无差异，说

明混合气体 N2O/O2 对大鼠的正常生理状态无影

响．此外，急性甲醇中毒后，气相色谱法测得低剂

量组和高剂量组大鼠血液甲醇浓度相比对照组显著
升高，且高剂量组血液甲醇浓度远高于其他 2组，

证明造模成功．

近年来，学者多对急性甲醇中毒的患者的脑区
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基 因 上游（5'-3'） 下游（5'-3'） 扩增片段（bp）

MCP-1 AGCACCTTTGAATGTGAACTTG TCTAGTATTCATGGAAGGGAATAGTGTA 196

VEGF TTCAACTATTTATGAGGATGCATCTC GCAGAGCTGAGTGTTAGCAAAAT 179

β-actin AGCCATGTACGTAGCCATCC GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA 222

表 1 目标基因引物序列

Tab. 1 Sequence of specific primers

组 别
各时间点 VEGF mRNA表达水平

2 h 12 h 24 h 3 d 1周

生理盐水组 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

低剂量组 2.95±0.12* 3.08±0.15* 5.97±0.61* 5.11±0.28* 4.99±0.34*

高剂量组 4.34±0.26*▲ 4.70±0.17* 6.30±0.21* 5.92±0.13*▲ 5.51±0.03*▲

图 2 低剂量和高剂量甲醇中毒不同时间 MCP-1mRNA变

化

Fig. 2 Comparison of MCP-1 mRNA expression in

groups after poisoning

与同时段生理盐水组比较，* ＜0.05；与同时段低剂量组

比较，▲ ＜0.05.

周

组 别
各时间点 MCP-1 mRNA表达水平

2 h 12 h 24 h 3 d 1周

生理盐水组 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

低剂量组 1.68±0.11* 2.51±0.27* 3.99±0.10* 1.87±0.02* 1.24±0.09*

高剂量组 2.31±0.16*▲ 3.41±0.41*▲ 4.41±0.45* 3.44±0.38* 1.98±0.06*

表 2 大鼠血液甲醇浓度（mg/100 mL）

Tab. 2 The methanol concentrations in rat bloods（mg/100 mL）

组 别
各时间点血液甲醇浓度

2 h 12 h 24 h 3 d 1周

生理盐水组 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

低剂量组 142.30±17.99* 72.08±10.80* 16.97±3.53 0.00±0.00 0.00±0.00

高剂量组 400.98±23.03*▲ 279.08±9.41*▲ 195.80±11.14*▲ 0.00±0.00 0.00±0.00

表 4 中毒后 VEGF mRNA表达（x±s）
Tab. 4 The exspression of VEGF mRNA after poisoning（x±s）

表 3 中毒后 MCP-1 mRNA表达（x±s）
Tab. 3 The expression of MCP-1 mRNA after poisoning（x±s）

图 1 各组大鼠血液甲醇浓度比较

Fig. 1 Comparison of rat blood methanol concentrat-

ion in groups

与同时段生理盐水组比较，* ＜0.05；与同时段低剂量组

比较，▲ ＜0.05.

与同时段生理盐水对照组比较，* ＜0.05；与同时段低剂量组比较，▲ ＜0.05.

周

与同时段生理盐水对照组比较，* ＜0.05；与同时段低剂量组比较，▲ ＜0.05.

与同时段生理盐水对照组比较，* ＜0.05；与同时段低剂量组比较，▲ ＜0.05.
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图 3 低剂量和高剂量甲醇中毒不同时间 VEGF mRNA 变

化

Fig. 3 Comparison of VEGF mRNA expression in

groups after poisoning

与同时段生理盐水组比较，* ＜0.05；与同时段低剂量组

比较，▲ ＜0.05.

周
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的研究多集中在影像学方面，至今未见急性甲醇中

毒脑损伤后脑组织病理变化的分子生物学研究报道
[7-10]．本研究首次针对可能参与脑损伤过程的炎性

趋化因子 MCP-1及细胞生长因子 VEGF进行了实

时荧光定量 PCR动态监测．

单核细胞趋化蛋白 1（MCP-1）是第一个被发

现的人 CC类趋化因子，主要功能是趋化和激活单

核 /巨噬细胞，吸引单核细胞 T淋巴细胞以及自然

杀伤细胞到炎症部位[11]．最初对 MCP-1的研究主

要为针对其对粒细胞的趋化作用，但随后深入研究

发现，其在过敏免疫缺陷性疾病、肾病、炎症性肠

病、骨再造、血脑屏障通透性的相关疾病、动脉粥

样硬化和肿瘤等疾病过程中都发挥了重要作用[12]．

其中，血脑屏障是由脑血管内皮细胞以及它们之间

的紧密连接所构成．为了调节和保护脑内微环境，

血脑屏障保持紧张且通透性低下．在很多病理条件

下，尤其是伴随炎症或新血管生成的时候，血脑屏

障的通透性就会大大增高．血管内皮生长因子

（VEGF）是血管内皮细胞特异性肝素结合生长因

子，在体内体外均可诱导新生血管的形成，其广泛

分布于自身各个组织中[13]．VEGF的功能主要是促
进血管内皮细胞的增殖，因此其最终目的为促进血

管的生成，有研究表明，VEGF与血管密度和新生

血管密切相关，主要作用机制是其本身一种促内皮

细胞分裂素，在体内体外均能促进内皮细胞分裂增

殖和血管形成，其除了能促进血管内皮增殖血管形

成外，还具有增加血管通透性维持血管功能，影响

血流动力学及组织愈合．引起 VEGF表达增加的因

素较多，常见的包括以下几种：（1）血氧浓度，

缺氧时，VEGF表达显著增多；（2）癌基因和抑

癌基因对 VEGF进行调节；（3）各种细胞因子和

其他介质对 VEGF的影响[14，15]．最近还有研究发现

MCP-1还参与到血管内皮生长因子（VEGF）介导

的血管生成，并能增加血管通透性，上调 VEGF的

表达．

本研究结果显示急性甲醇中毒后，MCP－

1mRNA表达在 2 h就显著升高，24 h其表达水平
到达高峰，3 d后直到 1周与对照组仍有显著差异，

高剂量组相比低剂量组表达变化更为明显，在 2 h，

3 d和 1周表达均高于低剂量组，推测 MCP-1的表

达程度和所摄入的剂量有关．MCP-1表达的升高

说明脑内发生了炎性反应，从而使得血脑屏障的通

透性大大增加，而作为一种重要的前炎症性趋化因

子，在早期就高度表达，推断其参与了脑损伤的发

生、发展过程．

研究结果显示急性甲醇中毒后脑组织中 VEGF

mRNA水平显著高于对照组，在急性甲醇中毒后

24 h达高峰，3 d直到 1周仍保持较高表达，高剂

量组相比低剂量组表达变化更为明显，在 2 h和 12

h均高于低剂量组．它的表达增高，一方面原因是

长期脑缺氧，VEGF系统的负反馈机制，即缺氧时

VEGF表达增高，氧含量正常时 VEGF表达迅速降

低，推测 VEGF的表达程度和所摄入的剂量有关．

另一方面原因可能是血脑屏障通透性增加，MCP-l
的表达的升高，参与了 VEGF介导的血管生成，上

调了 VEGF的表达．

MCP-1及 VEGF表达的显著升高使得血脑屏

障的通透性大增，而血脑屏障通透性的增加反过来

也调高了 MCP-1和 VEGF的表达，两者呈相互促

进的关系．

由于细胞因子作用具有网络性，推测 MCP-1

和 VEGF可能通过与其它多种免疫细胞和各种细胞

因子的相互作用，共同参与了急性甲醇中毒后脑损

伤的过程．本实验中 MCP-1和 VEGF mRNA的表

达显著升高，但是其对应表达的蛋白是否增加，以

及它们的细胞来源和细胞定位如何有待进一步的实

验研究．
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