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环胞霉素Ａ对局部脑缺血海马细胞外液氨基酸及微环境变化的影响

孙　帅

（云南省第一人民医院心内科，昆明６５００３２）

　　摘　要：目的　观察环胞霉素Ａ（ＣｓＡ）对局部脑缺血时海马细胞外液氨基酸及微环境的影响，并探讨可能的神经元保护机

制。方法　将实验动物（树闙）分为３组：假手术组于舌下静脉注射孟加拉红生理盐水，不照射；脑缺血组注射孟加拉红生理盐水

循环１５ｍｉｎ后进行光化学反应形成局部脑缺血；实验治疗组于缺血后６ｈ一次性舌下静脉注射ＣｓＡ（４０ｍｇ／ｋｇ），上述各组于２４

ｈ时间点测量氨基酸及微环境指标。结果　给ＣｓＡ后，天冬氨酸、谷氨酸及甘氨酸均降低，而γ氨基丁酸升高，与脑缺血组相比

差异有统计学意义（犘＜０．０１）。而ｐＨ、ＰＯ２ 及ＨＣＯ３
－均增高，与脑缺血组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５），ＰＣＯ２ 变化不明显。

脑缺血后，海马组织有明显的缺血坏死表现，给ＣｓＡ后，缺血坏死明显减轻。结论　选择缺血后６ｈ“治疗时间窗”注射ＣｓＡ，可有

效改善海马细胞外液兴奋性与抑制性氨基酸比例和微环境，保护神经元功能。
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　　许多研究证实，缺血缺氧引起的离子稳态及膜电位变化能

导致脑内神经元坏死并伴有多种氨基酸含量的变化，提示氨基

酸参与了神经元的损伤过程。因损伤而坏死的神经元中有大

量的Ｃａ２＋超载现象，并发现Ｃａ２＋可通过神经元线粒体膜上的

渗透性转换孔（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｔ，

ＭＰＴＰ）进入线粒体内而引起神经元死亡。Ｚｉｅｍｉｎｓｋａ等
［１］研

究发现，环胞霉素Ａ（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎＡ，ＣｓＡ）能抑制 ＮＭＤＡ诱导

的Ｃａ２＋内流和海马ＣＡ１神经元线粒体肿胀，并且能部分阻止

神经元锥体细胞的坏死，其保护机制系由于阻断 ＭＰＴ的开放

而发挥作用的。ＣｓＡ能维持细胞膜跨膜电位，阻断细胞的凋

亡和坏死。在Ｃａ２＋的转运及膜去极化的过程中，伴随着氨基

酸含量的变化，ＣｓＡ的神经保护效应中是否有氨基酸含量改

变及平衡关系的变化值得探讨。为此，结合当前国内外脑缺血

治疗“时间窗”的选择，采用与灵长类动物亲缘关系很近的低等

灵长类动物———树闙复制脑缺血模型，于脑缺血后６ｈ分别一

次性静脉注射ＣｓＡ，观察缺血后２４ｈ海马细胞外液氨基酸、

ｐＨ、ＰＣＯ２、ＰＯ２ 及 ＨＣＯ３
－的变化，为脑血管病伴发痴呆的治

疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组　健康树闙２４只，雌雄不拘，体质量

（１３０±２０）ｇ，由本院动物中心提供。将实验动物分为３组：假

手术组、脑缺血组及实验治疗组。

１．２　实验仪器　ＳＱⅢ型局部脑血栓形成装置（本室研制）、

双泵同步推挽式微量灌流系统（参考宋锦秋等［２］方法并加以改

进）、高效液相色谱仪５１０系列（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司产品）、ＫＷ

Ⅱ型脑立体定位仪（国营西北仪器厂产品）、ＳＣＲ２０ＢＡ型高速

离心机（日本 ＨＩＴＡＣＨＩ公司生产）、ＩＬ１３０６型血气分析仪（美

国远东公司产品）等。

１．３　试剂与材料　孟加拉红为瑞士Ｆｌｕｋａ公司产品，以０．９％

的ＮａＣｌ溶液溶解，浓度为１５ｇ／Ｌ，避光保存；谷氨酸（Ｇｌｕ）、甘

氨酸（Ｇｌｙ）、γ氨基丁酸（ＧＡＢＡ）和天冬氨酸（Ａｓｐ）标准品均为

Ｓｉｇｍａ公司产品；ＣｓＡ（Ｓａｎｄｉｍｍｕｎ，山地明，瑞士诺化制药有限

公司产品）浓度为５０ｍｇ／Ｌ；异硫氰酸苯酯（ＰＩＴＣ）为美国

Ｐｉｅｒｃｅ公司生产；人工脑脊液（ＡＣＳＦ）按赵刚和李树清
［３］的方
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法制备；其余均为国产色谱纯级或化学纯级试剂。

１．４　实验方法

１．４．１　树闙局灶性脑缺血模型的建立　按照光化学诱导血栓

形成方法［４］，以２．５％硫喷妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉动

物，卧位固定。消毒后矢状切开右顶叶头皮，暴露颅骨约１

ｃｍ，分离颅骨表面软组织。于切口处皮下嵌入一外径为１ｃｍ

×２．５ｃｍ的消毒铜片，其中心含一直径为０．５ｃｍ的圆孔，以

便光束通过该窗孔直接照射颅骨表面。铜片以外的组织用避

光纸遮盖。于舌下静脉一次性注射孟加拉红生理盐水溶液

（１．３３ｍＬ／ｋｇ），对照组只注射等量孟加拉红而不照射，１５ｍｉｎ

后，将动物置局部脑血栓形成实验装置下，立体定位使右侧顶

区颅骨对准光源照射１５ｍｉｎ制作成为脑缺血组。颅骨表面温

度维持（３６．５±１）℃（与颅肌温度接近）。照毕，取下铜片，消毒

并缝合皮肤，待动物清醒后放回饲养笼内观察。缺血６ｈ后，

治疗组一次性舌下静脉注射ＣｓＡ（４０ｍｇ／ｋｇ），然后放回饲养

笼内观察。所有实验动物中假手术组均存活，术后当时脑缺血

组死亡１只，治疗组给药后８ｈ死亡１只，但均在同等条件下

进行了补充实验，保证了样本的一致性。

１．４．２　树闙海马微灌流及样品收集　至２４ｈ时，将树闙麻醉

并固定于脑立体定位仪上，在人字缝交点前６ｍｍ、矢状缝右

侧３ｍｍ钻一直径为１ｍｍ小孔，勿破坏硬脑膜。灌流探针垂

直向下深入颅腔９ｍｍ达海马ＣＡ１区，保持匀速按２．０μＬ／

ｍｉｎ灌流；平衡１ｈ后在冰浴中收集样品，收集样品时严格避

免与空气接触。

１．４．３　微灌流部位的确定　待灌流结束后，对实验动物脑组

织进行组织学检查，确定探针插入的毁损灶中心灌流位置是否

在海马。

１．４．４　微环境指标检测　取样品０．５ｍＬ立即用ＩＬ１３０６型

血气分析仪进行ｐＨ、ＰＯ２、ＰＣＯ２ 及 ＨＣＯ３
－水平测定。

１．４．５　氨基酸含量测定　用异硫氰酸苯酯（ＰＩＴＣ）法，结合反

相高效液相色谱紫外检测技术测定微灌流液中的氨基酸含量，

用 ＷａｔｅｒｓＮｏｖａｐａｋＣ１８柱分离，梯度洗脱。用各标准品氨基

酸的色谱峰保留时间与海马细胞外液的色谱峰保留时间对照

定性，用外标法定量。

１．４．６　形态学观察　上述各组均于微灌流结束后，打开胸腔，

夹闭降主动脉，自心尖部插入一聚乙烯管至升主动脉起始部并

结扎固定，剪开右心耳的同时，在１２０ｍｍＨｇ压力下注入固定

液（４％多聚甲醛＋１％戊二醛）５０ｍＬ行内固定，随后取海马组

织置１０％甲醛溶液内保存，ＨＥ染色作光镜检查。

１．５　统计学方法　实验数据以狓±狊表示，用ＳＰＳＳ１０．０统计

软件进行方差齐性分析和单因素方差分析。组间比较用狋检

验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣｓＡ对脑缺血后海马细胞外液兴奋性及抑制性氨基酸

含量的影响　当脑缺血注射ＣｓＡ后，Ａｓｐ、Ｇｌｕ及 Ｇｌｙ均明显

降低，而ＧＡＢＡ却显著升高，与脑缺血组比较差异有统计学意

义（犘＜０．０１），见表１。

２．２　ＣｓＡ对树闙脑缺血时海马细胞外液ｐＨ、ＰＣＯ２、ＰＯ２ 及

ＨＣＯ３
－的影响　治疗组ｐＨ、ＨＣＯ３

－均升高，接近假手术组水

平，与脑缺血组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＰＣＯ２ 变化

不明显，但已接近正常水平，ＰＯ２ 升高与脑缺血组相比差异有

统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

２．３　ＣｓＡ对树闙局部脑缺血时脑组织形态学改变的影响　注

射ＣｓＡ后可见海马神经元坏死减轻，仅见少许坏死神经元，与

脑缺血组比较，改善明显，见图１～６。

表１　　ＣｓＡ对树闙脑缺血２４ｈ时海马细胞外液氨基酸

　　　　变化的影响（狓±狊）

指标 对照组 脑缺血组 治疗组

Ａｓｐ ０．８６２±０．０３７ ４．６３７±０．１２６ ０．７９３±０．０２４＃

Ｇｌｕ ２．５０７±０．０２５ ８．７４８±０．０７６ ６．５９７±０．０３３＃

Ｇｌｙ １．５６３±０．０３５ ５．４４７±０．０５３ ２．８６０±０．０３２＃

ＧＡＢＡ ０．７２６±０．０１５ ２．７７６±０．０４８ ５．５１２±０．０６７＃

　　：与对照组比较，犘＜０．０１；＃：与脑缺血组比较，犘＜０．０１。

表２　　ＣｓＡ对树闙脑缺血２４ｈ时海马细胞外液

　　微环境变化的影响

指标 对照组 脑缺血组 治疗组

ｐＨ ７．３１２±０．０２５ ７．０９２±０．０１３ ７．３２８±０．０１９

ＰＣＯ２（ｍｍＨｇ） １１．２８０±０．１３ １０．１００±０．１７ ９．５６７±０．３１

ＰＯ２（ｍｍＨｇ） ２０２．８３０±２．４１ １４６．５００±０．９９ １９２．０００±１．７９＃

ＨＣＯ３－（ｍｍｏｌ／Ｌ） １０．３７０±０．２５ ３．７５０±０．１２ １１．５５０±０．１９

　　：与对照组比较，犘＜０．０１；＃：与脑缺血组比较，犘＜０．０５。

图１　正常海马组织

（ＨＥ×４０）

图２　正常海马组织

（ＨＥ×１００）

图３　缺血２４ｈ后海马神经元

坏死改变（ＨＥ×２００）

图４　缺血２４ｈ后海马神经元

坏死改变（ＨＥ×４００）

图５　注射ＣＳＡ后海马仅少量

神经元坏死（ＨＥ×１００）

图６　注射ＣＳＡ后海马仅少量

神经元坏死（ＨＥ×２００）
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３　讨　　论

树闙局灶性脑缺血模型是按照光化学诱导血栓形成方法

并加以改进建立的，方法正确，结果可靠［３］。本实验结果显示，

脑缺血后６ｈ一次性静脉注射ＣｓＡ后，Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ的含量均

降低，而ＧＡＢＡ的含量却持续升高；缺血后海马细胞外液的

ｐＨ、ＰＯ２ 及ＨＣＯ３
－均下降，出现代谢性酸中毒；ＰＣＯ２ 升高，形

成混合性酸中毒表现，给予ＣｓＡ治疗后，海马细胞外液中ｐＨ、

ＰＯ２、ＰＣＯ２ 及 ＨＣＯ３
－已恢复到正常水平。病理切片提示注射

ＣｓＡ后，海马神经元坏死明显减少，表明ＣｓＡ可有效改善海马

细胞外液兴奋性与抑制性氨基酸比例和微环境，保护神经元功

能。

ＣｓＡ可能通过以下机制保护神经元免受缺血缺氧性损

伤［１，５１１］：（１）抑制ＮＭＤＡ诱导的突触小体递质释放；（２）维持

细胞膜跨膜电位，保证离子的平衡，从而阻断细胞的凋亡和坏

死；（３）抑制Ｃａ２＋诱导的轻度去极化过程，减少 Ｇｌｕ的突触前

释放；（４）抑制Ｃａ２＋、Ｍｇ
２＋ 向细胞内转移从而减少 Ｇｌｕ的产

生；（５）抑制线粒体内膜促凋亡因子、细胞色素Ｃ（ｃｙｔＣ）的释

放。Ｓｔｅｉｎｅｒ等
［７］研究表明，ＣｓＡ能抑制ＮＭＤＡ诱导的突触小

体的递质释放，而且能扩大去极化诱导的突触体神经递质释

放。提示ＣｓＡ可能通过降低兴奋性氨基酸，升高抑制性氨基

酸即改变二者的比例以保护脑缺血后神经元损伤，并阻止兴奋

性神经毒性，改善脑细胞功能。ＧＡＢＡ 的持续升高可能与

ＣｓＡ扩大去极化诱导的突触体神经递质的释放增加有关；此

外，本实验治疗“时间窗”的选择为缺血后６ｈ的Ｇｌｕ和ＧＡＢＡ

均显著升高，给予ＣｓＡ后的一段时间内，升高的Ｇｌｕ在谷氨酸

脱羧酶的作用下生成 ＧＡＢＡ，使其含量进一步升高。ＧＡＢＡ

升高后可以发挥对脑损伤的保护作用，这是否为机体的一种保

护机制尚待进一步深入研究。

ＣｓＡ可通过抑制线粒体 ＭＰＴＰ功能而减轻了Ｃａ２＋内流

等离子平衡的紊乱［５］，维持了细胞内外微环境的正常，使因缺

血造成的海马神经元损伤得到一定程度的恢复。
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医学论文中讨论内容的写法

讨论是结果逻辑的延伸，是从理论上对实验和观察结果进行分析与综合，从广度和深度两方面来丰富和提高对实验结

果的认识，为文章的结论提供理论依据。同时对研究中的例外和相反结果进行解释和说明，提出论文中存在的问题和今后

的设想。讨论要从以下方面撰写：（１）当前本课题国内外研究概况在观点和结论上与本文的异同，进行比较分析，以说明本

文研究结果的价值和意义；（２）对各项研究指标和实验结果的误差、阴性、阳性以及一些新现象加以说明和解释；（３）实验结

果需要在原理上进一步分析和判断，并预见某种可能性；（４）其他领域的研究成果能说明和支持本文的观点和结果；（５）研究

过程中还存在的问题，有待解决之处。
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