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#摘要$
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目的
!

观察头孢曲松钠"

<FJ

$治疗对大鼠液压冲击脑损伤后
2_@0

介导的神经炎症反应的影响%方法
!

选用雄性

6;

大鼠
-1

只!随机分为假手术组&脑损伤组&

<FJ

治疗组!每组
10

只%采用液压冲击法制备
6;

大鼠脑损伤模型!

<FJ

治疗组于致

伤前
=!

注射
<FJ

"
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P

'

R

P

$!连续
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%通过干湿比重法检测各组大鼠脑组织含水量!
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法检测大鼠脑皮层
2̂ b.

&

&

4_.$

'

水平!免疫组织化学及
ZF+GFE,LK"G

法检测脑皮层
2_@0

的蛋白表达情况%结果
!

与脑损伤组比较!

<FJ

治疗组明显减轻液压冲

击性脑损伤的脑组织含水量"

!

$
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$!降低大鼠脑皮质组织中炎性因子
2̂ b.

&
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4_.$
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水平"
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$!明显下调
2_@0

蛋白的

表达量"

!

$
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$%结论
!

<FJ

可以通过抑制
2_@0

介导的神经炎症反应!下调炎症因子的表达!改善脑水肿情况%
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内酰胺类抗生素头孢曲松钠$

AFJKE#DQ",F

#

<FJ

&是一种临

床常用的抗生素'

$

(

)近几年多数研究发现
<FJ

除有抗菌作用

外#还具有一定的神经保护作用#例如在脑缺血缺氧*脑缺血再

灌*细菌性脑膜炎及创伤性脑损伤中均显示积极的疗效'

1.0

(

)

然而#

<FJ

对大鼠液压冲击脑损伤后
2_@0

介导的神经炎症反

应的影响#目前鲜有文献报道)作者通过建立液压冲击脑损伤

大鼠模型#通过
X_46:

*免疫组织化学及免疫印迹的方法#观

察
<FJ

处理后大鼠脑组织含水量#

2_@0

蛋白及炎性因子的变

化)以期探讨
<FJ

对脑损伤大鼠的脑保护作用及可能的分子

机制)

=

!

材料与方法

=&=

!

材料
!

健康
6;

大鼠
-1

只#雄性#普通级#体质量
1/%

!

'%%

P

#河北医科大学实验动物中心提供#标准鼠饲料常规喂

养)兔抗大鼠的
2_@0

多克隆抗体和小鼠抗大鼠的
'

.DAG#",

单克隆抗体均购自美国
6D,GD<EIS

公司)羊抗兔及羊抗鼠的

兔辣根过氧化物酶标记的
%

抗均购自美国
6"IGHFE,3#"GFAH

公司)
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试剂盒*

6:3<

试剂盒及
;:3

试剂盒购自武汉

博士德生物技术有限公司)枸橼酸盐缓冲液及
536

缓冲液均

购自北京中杉金桥有限公司)

=&>

!

方法

=&>&=

!

动物模型制备及分组
!

将
-1

只健康雄性的
6;

大鼠

随机分为假手术组*脑损伤组*

<FJ

治疗组#每组
10

只)各组

又分为
$1

*

10

*

0/

*

-1H0

个时间亚组#每个亚组
)

只)

1>

戊巴

比妥$

0%B+

"

R

P

&腹腔麻醉大鼠#假手术组动物常规麻醉开颅#

但不给予液压冲击处理)脑损伤组*

<FJ

治疗组大鼠参照文献

'

=

(制备液压冲击性脑损伤动物模型#打击强度$

$&=%?%&1%

&

大气压$

$

大气压
T$%$&'1=R5D

&#造成中度脑损伤)液压冲

击伤后大鼠立即出现竖毛*弓背*前肢屈曲*后肢强直*肌张力

明显增高及心率增快等表现)致伤后将大鼠放回专用鼠笼标

准饲料和饮用纯净水#恒温
1%

!

1=f

饲养)

<FJ

治疗组大鼠

于致伤前
=!

腹腔注射
<FJ

$

1%%B

P

"

R

P

&#连续注射
=!
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脑组织含水量测定
!

腹腔注射
$%>

水合氯醛麻醉大
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重庆医学
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基金项目!河北省唐山市科学技术研究与发展计划资助项目$
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作者简介%李萍$
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&#主治医师#硕士研究生#主要

从事脑损伤基础研究)
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鼠#迅速断头取脑#采用干湿质量法测定脑组织含水量)去除

脑干和小脑#取等量脑组织以滤纸吸去表面液体#置于电子分

析天平称脑组织湿质量#放于
$$%f

恒温干燥箱内#烘烤
0/H

至恒重#称得干质量后#按
XKK#"G

公式计算脑组织含水量!脑组

织含水量$

>

&

T

$湿质量
W

干质量"湿质量&

g$%%>
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法检测
!

取出血肿周围脑组织加入生理盐水

制成
$%>

组织匀浆#低温
'%%%E

"

B#,

离心
1%B#,

#留取取上

清液#严格按照大鼠的
X_46:

试剂盒说明书进行操作)用全

自动酶标分析仪测定其吸光度值#波长设为
0=%,B

#分别计算

2̂ b.

&

或
4_.$

'

水平)

=&>&@

!

免疫组织化学法检测
!

$%>

水合氯醛麻醉大鼠后#灌

流固定#断头剥离脑组织#置于
0>

多聚甲醛中固定
0/H

)脑

组织常规石蜡包埋#连续冠状切片#片厚
=

#

B

)后续步骤严格

按
6:3<

免疫组织化学试剂盒说明书进行操作)

=&>&D

!

ZF+GFE,LK"G

法检测
!

大鼠断头取脑后立即在冰上分

离海马组织#

W/%f

冰箱保存备用)低温充分裂解匀浆后离

心#留取上清液#紫外分光光度计测定蛋白浓度)等体积上样

进行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

6;6.5:9X

&#干

转发将凝胶上蛋白转至
5a;b

膜上#

36:

封闭
1H

)滴加兔抗

大鼠的
2_@0

多克隆抗体$

$h=%%

&#小鼠抗大鼠的
'

.DAG#,

单

克隆抗体$

$h$%%%

&#

0f

冰箱过夜)次日洗涤后滴加羊抗兔

及羊抗小鼠二抗室温孵育
1H

)

X<_

对条带进行显色曝光#以

'

.DAG#,

作为内参进行半定量分析)

=&?

!

统计学处理
!

应用
6566$-&%

统计软件进行数据分析#

计量资料用
G?>

表示#组间比较采用独立样本的
6

检验#多样

本间比较采用单因素方差分析)以
!

$

%&%=

为差异有统计学

意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

'

组大鼠术后各时间点脑组织含水量比较
!

假手术组大

鼠脑组织有基础含水量#与假手术组比较#脑损伤组大鼠各时

间点脑组织含水量明显增加#各时间点组间比较差异均有统计

学意义$

!

$

%&%=

&)与脑损伤组比较#

<FJ

治疗组大鼠脑组织

含水量显著减少#各时间点组间比较差异均有统计学意义

$

!

$

%&%=

&#见表
$

)

>&>

!

'

组大鼠术后各时间点大脑皮层
2̂ b.

&

及
4_.$

'

水平比

较
!

与假手术组各时间点比较#脑损伤组大鼠大脑皮层组织中

2̂ b.

&

*

4_.$

'

水平明显升高$

!

$

%&%=

&#于
$1H

开始升高#

10

H

达高峰#

0/

!

-1H

降低#且仍高于假手术组水平)与脑损伤

组各时间点比较#

<FJ

治疗组大鼠皮层
2̂ b.

&

*

4_.$

'

水平显著

降低$

!

$

%&%=

&#见表
1

*

'

)

表
$

!!

'

组大鼠术后各时间点脑组织含水量

!!!

比较&

G?>

'

$T)

'

>

(

组别
$1H 10H 0/H -1H

假手术组
-$&'=?'&$0 -$&0)?'&=- -$&'1?'&1= -$&0(?0&$-

脑损伤组
-)&=/?1&(0

D

-(&)=?0&'0

D

/$&((?1&-)

D

/%&1-?'&)0

D

<FJ

治疗组
-1&(1?0&-=

L

-'&//?'&1=

L

-)&)'?0&$=

L

-0&%1?1&-=

L

!!

D

!

!

$

%&%=

#与假手术组比较%

L

!

!

$

%&%=

#与脑损伤组比较)

表
1

!!

'

组大鼠术后各时间点皮层
2̂ b.

&

水平

!!!

比较&

G?>

'

$T)

'

,

P

)

_

(

组别
$1H 10H 0/H -1H

假手术组
1%0&/)?$'&=01%=&0/?$0&%1 1%=&'-?$0&)( 1%0&)(?$)&0(

脑损伤组
1-=&1=?$=&)-

D

''(&0'?$)&10

D

'%=&%/?$)&%-

D

1//&0'?$0&1=

D

<FJ

治疗组
1'(&'$?$0&=-

L

1/-&/1?$1&'/

L

1=0&1/?$=&'$

L

1'$&%1?$)&%=

L

!!

D

!

!

$

%&%=

#与假手术组比较%

L

!

!

$

%&%=

#与脑损伤组比较)

表
'

!!

'

组大鼠术后各时间点皮层
4_.$

'

水平

!!!

比较&

G?>

'

$T)

'

,

P

)

_

(

组别
$1H 10H 0/H -1H

假手术组
')&/-?-&'- '-&10?)&'0 '-&=1?=&%0 ')&('?=&)1

脑损伤组
(-&/1?=&1(

D

$'(&$/?(&'=

D

$$=&0'?-&)0

D

$%%&'/?/&$=

D

<FJ

治疗组
)'&10?)&''

L

$%1&=$?=&/'

L

/1&-0?)&%/

L

-$&=/?0&'0

L

!!

D

!

!

$

%&%=

#与假手术组比较%

L

!

!

$

%&%=

#与脑损伤组比较)

>&?

!

2_@0

蛋白的分布及定位
!

选择各组
10H

大鼠的石蜡标

本进行免疫组织化学染色#结果提示#假手术组大鼠大脑皮层

2_@0

蛋白呈现弱阳性表达%脑损伤组大鼠皮层组织胞质及胞

核中可见大量的阳性颗粒表达%

<FJ

治疗组大鼠大脑皮层组织

2_@0

的阳性表达颗粒减少#免疫反应性减弱#见图
$

)

!!

:

!假手术组%

3

!脑损伤组%

<

!

<FJ

治疗组)

图
$

!!

各组大鼠
2_@0

的免疫组织化学染色结果&

g0%%

(

>&@

!

2_@0

蛋白的表达量
!

假手术组各时间点大鼠皮层

2_@0

蛋白仅有微量的表达)与假手术组比较#脑损伤组大鼠

2_@0

的蛋白表达量在
$1H

开始升高$

!

$

%&%=

&#至
10H

表达

达到峰值$

!

$

%&%=

&#而后逐渐下降#但伤后
-1H

仍明显高于

/'-

重庆医学
1%$)

年
1

月第
0=

卷第
)

期



假手术组水平$

!

$

%&%=

&)与脑损伤组相应各时间点比较#

<FJ

治疗组大鼠
2_@0

的蛋白表达量显著下降#差异均有统计

学意义$

!

$

%&%=

&#见表
0

)

表
0

!!

'

组大鼠术后各时间点皮层
2_@0

蛋白表达量

!!!

比较&

G?>

'

$T)

'

];

(

组别
$1H 10H 0/H -1H

假手术组
%&')?%&%= %&'=?%&%0 %&'-?%&%1 %&')?%&%=

脑损伤组
%&)-?%&%-

D

$&1/?%&%)

D

$&%0?%&%/

D

%&-(?%&%)

D

<FJ

治疗组
%&01?%&%=

L

%&(=?%&%-

L

%&--?%&%)

L

%&)'?%&%=

L

!!

D

!

!

$

%&%=

!与假手术组比较%

L

!

!

$

%&%=

!与脑损伤组比较)

?

!

讨
!!

论

'

.

内酰胺类抗生素是第三代头孢类抗生素#可有效地透过

血
.

脑屏障进入脑和脊髓中发挥药效)其中
<FJ

经多数研究证

实除了具有抗菌作用外还具有新的功能#应用后可发挥一定的

神经保护作用'

1.0

(

#然而其他
'

.

内酰胺类抗生素尚未见报道具

有此功能)所以本实验应用液压冲击脑损伤大鼠模型#探讨

<FJ

的脑保护作用及作用机制)干湿比重法测量脑组织含水

量发现!在液压脑损伤的大鼠模型中#

<FJ

处理能够明显减轻

脑组织含水量#缓解脑水肿改变)本结果提示#

<FJ

对脑损伤

具有一定的治疗效果#与先前的文献报道相一致)肖国民等'

)

(

报道在大鼠致伤后立即一次性给予
<FJ1%%B

P

"

R

P

#可以明显

减轻脑水肿并改善大鼠的学习记忆功能)潘向东等'

-

(发现

<FJ

通过降低创伤性脑损伤大鼠谷氨酸盐水平#减轻海马
<:K

区神经元死亡及脑水肿)但是有关
<FJ

脑保护作用机制的研

究较少)有研究报道显示#

<FJ

可以激活谷氨酸转运体
.$

的表

达及功能#从而阻断兴奋性氨基酸的神经毒性'

/

(

)本实验通过

X_46:

法检测各组大鼠大脑皮层组织中
2̂ b.

&

和
4_.$

'

水平

改变#结果显示#

<FJ

能够明显降低脑损伤后
2̂ b.

&

和
4_.$

'

水平#减轻大脑皮层的神经炎症反应)脑损伤后出现的神经炎

症反应是一个复杂的多因素共同参与的级联过程#是后续多种

继发性脑损伤的病理生理基础)本发现揭示
<FJ

降低炎性因

子的表达可能是其在脑损伤大鼠模型中发挥脑保护作用的机

制之一)同时证实了
<FJ

抗菌之外的另一作用---抗感染

作用)

2"KK

样受体$

2"KK.K#RFEFAF

C

G"E+

#

2_@+

&是生物体中非常

重要的固有免疫模式识别受体#广泛分布于各种免疫细胞及多

种组织中#在固有免疫应答过程中具有重要作用'

(.$$

(

)在

2_@+

的受体家族中#

2_@0

是最早被发现的成员)在脑组织

内#

2_@0

主要分布于星形胶质细胞*小胶质细胞和少突胶质

细胞中'

$1

(

)值得注意的是脑组织中
2_@0

的异常表达在中

风*多发性硬化和阿尔兹海默病等多种神经系统疾病的免疫病

理过程中发挥作用'

$'

(

)此外还有研究发现在脑缺血再灌注动

物损伤模型中
2_@0

不仅能够诱导免疫应答反应#而且还可以

触发炎症级联反应'

$0

(

)小胶质细胞中
2_@0

的活化与创伤性

疾病神经炎症反应的启动和严重的神经变性密切相关'

$=

(

)本

实验的免疫印迹结果提示#

<FJ

处理可逆转脑损伤后
2_@0

的

高表达#限制
2_@0

诱导的神经炎症反应#促进创伤的修复)

综上所述#本实验通过液压冲击制备大鼠脑损伤模型#研

究证实
<FJ

治疗可以减轻脑水肿#对脑损伤发挥一定的脑保护

作用)进一步探讨其机制发现#

<FJ

通过降低
2_@0

诱导的神

经炎症反应促进脑损伤的修复)揭示了
<FJ

抗菌作用之外的

另一重要临床应用价值)
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