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星形胶质细胞活化后瞬时受体电位通道
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在
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中的作用"
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重庆市急救医疗中心神经外科
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第三军医大学西南医院神经外科!重庆
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"摘要#

!

目的
!

探讨大鼠颅脑损伤"

2T;

$后星形胶质细胞"

:[2

$瞬时受体电位通道"

2B@3

$

)

在
2T;

中扮演的角色%方法

!

将健康成年雄性
[8

大鼠
'(

只分为假手术组&致伤组和去铁胺"

84S

$组!每组
$'

只%参照
4DD,D

N

法建立大鼠大脑冲击伤模

型!完成
9"66#+

水迷宫实验&大脑缺损体积!免疫荧光检测
2B@3)

与神经胶质原纤维酸性蛋白质"

A4:@

$共表达!以及
aD+ED6,

KJ"E

定量检测
2B@3)

水平%结果
!

84S

组比致伤组大鼠大脑缺损体积明显减小("

$$7&'7]$'&-%

$

OO

'

DF;

"

1%(&((]$)&-%

$

OO

'

!

!

$

%&%7
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9"66#+

水迷宫实验发现
84S

组平台搜索策略("

'&$']%&'7

$分)和搜索时间("

')&$7]1)&)'

$

+

)均较致伤组

("

1&$']%&)0

$分和"

$$%]0-&'0

$

+

)明显改善"

!

$

%&%7

$%免疫荧光双标发现
84S

组
A4:@

高表达!且与
2B@3)

共表达增多%

aD+ED6,KJ"E

定量检测发现
84S

组
2B@3)

明显下调"

!

$

%&%$

$%结论
!

大鼠
2T;

早期
84S

治疗后
:[2

活化!

2B@3)

高表达!

进而起到神经保护作用%
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颅脑损伤$

2T;

&一直表现为高致残率和高死亡率#是神经

外科救治重点难点#而神经外科医师关注的焦点依然是如何挽

救损伤灶周围的+半暗带$

M

D,POK6G

&,#以挽救更多的神经细

胞#保留更多神经功能#从而达到改善患者预后的目的)既往

+半暗带,神经元的保护是实验研究的重点#然而#众所周知#中

枢神经系统中#绝大多数是星形胶质细胞$

:[2

&#

:[2

在
2T;

中扮演的作用知之甚少)体外实验研究发现胶质细胞活化可

以预防铁离子进入突触间隙#从而避免铁超载造成神经元的毒

性作用'

$

(

#与本课题前期研究结果一致'

1

(

#因此作者认为
:[2

可能在
2T;

中扮演重要角色#现将实验结果报道如下)

E

!

材料与方法

E&E

!

材料
!

动物!健康成年雄性
[8

大鼠
'(

只#由第三军医

大学大坪医院野外战外科研究所实验动物中心提供)主要试

剂!甲磺酸去铁胺$

84S

#诺华制药#瑞士&%兔抗
:IE#,

多克隆

抗体$

:T3:9

公司#英国&%神经胶质原纤维酸性蛋白质

$

A4:@

&抗体$

[#

F

OG

#美国&%瞬时受体电位通道$

2B@3

&

)

抗体

$

[#

F

OG

#美国&%荧光二抗$中杉公司#中国&%十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

[8[.@:A\

&蛋白上样缓冲液$

7S

&#

@%%$7

$武汉碧云天#中国&%

2\9\8

#

$7710%$%

$

;,C#E6"

F

D,

#美

国&%琼脂糖$

2:d:B:

#日本&)主要设备!

5D#IG23[Z2

型

激光共聚焦显微镜$德国&%

9"66#+

水迷宫$江苏#中国&)

E&F

!

方法

E&F&E

!

模型的建立与分组
!

参照
4DD,D

N

法建立大鼠大脑冲

击伤模型#

$>

戊巴比妥钠腹腔注射进行麻醉#大鼠立体定向仪

)701

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$/

期

"

基金项目$国家自然科学基金青年基金项目$

'%(%$707

&%重庆市自然科学基金项目$

I+EI1%$7

*

I

N*

:$%7$

&%重庆市卫计委临床重点专科项目

$渝卫医函
1%$7.7$-

&)

!

作者简介$张礼均$

$(-7Y

&#主治医师#博士#主要从事颅脑创伤及神经外科重症监护的研究)

!

#

!

通信作者#
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F
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固定大鼠头部#正中切口开颅#钻孔位于冠状缝后
1&%%OO

和

矢状缝右侧
1&%%OO

#扩大骨窗约
)&%%OO

#充分暴露脑组织#

并保持硬膜完整#立体定向固定打击杆#打击杆重量
'%&%%

F

#

高度
$7&%%IO

#直径
0&7%OO

#垂直脑表面进行打击#制备大

鼠大脑冲击伤模型)将
'(

只
[8

大鼠分为假手术组*致伤组*

84S

组#每组
$'

只)致伤组和
84S

组#于模型制备后
1&%%H

分别给予生理盐水*

84S$%%O

F

"

X

F

$用等量生理盐水溶解稀

释&腹腔注射#间隔
$1H

给药
$

次#直至
1/!

实验结束)假手

术组只开颅#不打击#给药方法同致伤组)

E&F&F

!

9"66#+

水迷宫
!

于模型制备后
1'!

#将各组动物进行

9"66#+

水迷宫实验训练#每天
1

次#于
1/!

动物处死前#完成

9"66#+

水迷宫实验#评估实验动物的空间学习记忆力)

E&F&G

!

大脑缺损体积
!

于
1/!

实验结束时处死各组动物#完

整保留大脑组织#采用多田公式计算大鼠大脑缺损体积)

E&F&H

!

2B@3)

与
A4:@

免疫荧光双标
!

取额部致伤灶周围

脑组织#采用二甲苯
'

*

(

进行石蜡切片脱蜡#梯度乙醇$下行&

入水#

%&%$O"J

"

5

磷酸盐缓冲液$

@T[

&漂洗
'

次#加封闭血清#

%&%$O"J

"

5@T[

漂洗
$

次#加
2B@3)

抗体$

$f$%%

&#孵育
$&

%%H

#室温#过夜#

%&%$O"J

"

5@T[

漂洗
'

次#加荧光二抗$羊抗

小鼠"
4;23

#

$f7%

&#

'-_

#

$&%%

!

$&7%H

#

%&%$O"J

"

5@T[

漂

洗
'

次#封闭血清
'%O#,

%加
A4:@

抗体$

$f$%%

&#孵育
$&%%

H

#室温#过夜#

%&%$O"J

"

5@T[

漂洗
'

次#加
A4:@

荧光二抗

$兔抗羊"
3̀ '

#

$f7%

&#

'-_

#

$&%%

!

$&7%H

#

%&%$O"J

"

5@T[

漂洗
'

次#

8:@;

复染胞核#

%&%$O"J

"

5@T[

漂洗
'

次#甘油封

片)对照实验!不加一抗#用健康人或兔血清代替免疫血清#其

余步骤同上#结果为阴性)

E&F&I

!

aD+ED6,KJ"E

检测
!

蛋白裂解液裂解细胞提取细胞内

蛋白#

T3:

法进行蛋白质定量#用
[8[.@:A\

进行电泳分离#

转
@b84

膜)转膜完以后用去离子水泡下膜#倒掉废液加适

量
7>

脱脂奶粉#摇
1&%%H

#

2T[2

洗膜
'

次#每次
$%O#,

#

2B.

@3)

孵育$

$f-%%

&#

0_

摇床过夜#转至室温摇置约
'%O#,

#以

恢复室温#

2T[2

洗膜
'

次#每次
$%O#,

#加辣根过氧化物酶标

记二抗$

$f7%%

&#摇床摇
1&%%H

#

2T[2

洗膜
'

次#每次
$%

O#,

#用
\35

显色并曝光显影#保存图片)

E&G

!

统计学处理
!

采用
[@[[$-&%

统计软件进行分析#计量

资料用
7]F

表示#组间比较采用
?

检验$大脑缺损体积&%

9"6.

6#+

水迷宫实验采用单因素方差分析%

aD+ED6,KJ"E

结果采用

iPG,E#E

N

<,DbD6+#",0&0

软件$

T#".BG!

#

Q[

&进行分析处理#

以
!

$

%&%7

为差异有统计学意义)

F

!

结
!!

果

F&E

!

9"66#+

水迷宫实验
!

完成
7!

的训练后#进行
9"66#+

水

迷宫实验$图
$

&)假手术组动物能迅速搜索到平台#需时

$

$/&--]7&((

&

+

#搜索策略基本都是直线式或趋向式'$

'&)']

%&71

&分(%而致伤组动物搜索到平台的时间为$

$$%&$1]

0-&'0

&

+

#搜索策略基本为边缘式或随机式'$

1&$']%&)0

&分(%

84S

组动物搜索到平台的时间为$

')&$7]1)&$'

&

+

#搜索策略

基本为趋向式'$

'&$']%&'7

&分()致伤组搜索时间明显延长#

搜索策略以边缘式或随机式为主#与假手术组比较#致伤组无

论是平台搜索时间还是搜索策略差异均有统计学意义$

!

$

%&%$

&%

84S

组搜索时间明显缩短#搜索策略以趋向式为主#与

致伤组比较#

84S

组平台搜索时间和搜索策略差异均有统计

学意义$

!

$

%&%7

&%

84S

组与假手术组比较#差异均无统计学

意义$

!

&

%&%7

&)

!!

:

!假手术组%

T

!致伤组%

3

!

84S

组)

图
$

!!

9"66#+

水迷宫实验轨迹图

F&F

!

各组大鼠大脑缺损体积比较
!

1/!

实验结束#致伤组和

84S

组可见致伤侧半球缺损体积直径较打击杆直径显著增

加#致伤组伤侧仅残留少量皮层和额叶*枕叶脑组织#而
84S

组大脑缺损体积明显缩小$图
1

&)与致伤组'$

1%(&((]

$)&-%

&

OO

'

(比较#

84S

组'$

$$7&'7]$'&-%

&

OO

'

(大脑缺损体

积明显减轻$

!

$

%&%7

&)

!!

[$

*

[1

*

['

!假手术组%

8$

*

81

*

8'

!

84S

组%

;$

*

;1

*

;'

!致伤组)

图
1

!!

各组大鼠
1/!

实验结束时大脑大体标本

F&G

!

2B@3)?A4:@

免疫荧光双标
!

检测
2B@3)

与
A4:@

共表达情况$图
'

&#发现假手术组
A4:@

高表达#

2B@3)

低表

达#

2B@3)

与
A4:@

共表达甚少#且密度低#共表达呈橙色%致

伤组致伤灶周围
2B@3)

表达明显增强#但却偶见
A4:@

染色

阳性的细胞#共表达也少见#但可见
2B@3)

表达强化的突起%

84S

组可见
2B@3)

表达较致伤组下调#而
A4:@

染色阳性的

细胞数量多#细胞体增大#与
2B@3)

共表达数量显著增加)

F&H

!

各组大鼠
2B@3)

表达水平比较
!

aD+ED6,KJ"E

检测

2B@3)

表达情况$图
0

&#发现假手术组
2B@3)

表达较弱#致

伤组
2B@3)

表达显著增强#予以
84S

治疗后#

2B@3)

表达显

著下调)进一步采用
iPG,E#E

N

<,DbD6+#",0&0

软件半定量分

析#结果发现假手术组
2B@3)

表达较低$

$&$-]%&%0

&%与假手

术组比较#致伤组明显升高$

$&7%]%&%(

&#差异有统计学意义

$

!

$

%&%7

&%与致伤组比较#

84S

组明显下降$

$&$)]%&%0

&#差
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异有统计学意义$

!

$

%&%7

&)

图
'

!!

A4:@?2B@3)

免疫荧光双标

!!

G

!

!

$

%&%7

#与致伤组比较)

图
0

!!

各组大鼠
2B@3)

表达水平比较

G

!

讨
!!

论

!!

:[2

是中枢神经系统最多的细胞'

'

(

#在铁转运方面扮演

重要角色#而不是储存铁#然而其作用却往往被忽视)有研究

发现#

2T;

后
:[2

的功能状态会通过调控谷氨酸摄取和释

放'

0.7

(

*神经元能量物质的代谢'

).-

(来影响神经元的存活)

5#,

等'

/

(发现#

2T;

后自噬和凋亡可导致
:[2

损伤#运用白藜芦醇

能抑制活性氧族累积#减少谷氨酸的毒性作用#起到保护
:[2

的作用#进而保护神经元#改善神经功能)

课题组前期研究发现#

2T;

予以
84S

能显著改善空间学

习记忆力#但机制不清'

1

#

(

(

)众所周知#中枢神经系统中
:[2

的数量约占
(%>

#且对铁离子等神经毒性物质的耐受性好于

神经元)本课题进一步研究发现
84S

组
:[2

细胞体肥大#

A4:@

染色明显增强#同时
2B@3)

表达明显增强#予以
84S

治疗能显著减少大鼠大脑缺损体积#并改善大鼠空间学习记忆

力)推测其机制#予以
84S

激活
:[2

#上调
2B@3)

表达#摄

取铁离子增加#达到神经保护的作用)

有研究发现#

:[2

活化的特点之一就是中间丝$波形蛋白

和
A4:@

&增加#导致细胞分裂增加和细胞肥大'

$%.$$

(

)跟小胶

质细胞类似#

:[2

活化促使大量神经营养物质产生#受损细胞

免于死亡'

$1.$'

(

#且减少谷氨酸对神经细胞的兴奋性毒性作

用'

$0

(

)

:[2

可以转运铁离子#而不是储存铁离子#有研究发现

脱髓鞘大鼠表现出
:[2

铁累积*铁蛋白和抗氧化的血红蛋白

加氧酶都增加#提示
:[2

通过铁离子相关的自身调节途径发

生保护反应减少了铁离子介导的细胞毒性作用)本实验观察

到
84S

组
:[2

细胞体显著增大#提示早期
84S

治疗后可以

引起
:[2

活化)

@DJ#VV",#

等'

$

(发现#神经退行性疾病存在铁

离子诱导
:[2

活化#摄取更多铁#从而减少铁超载所致神经毒

性作用#达到保护神经元的作用#与本实验结果一致#提示
2T;

后
:[2

细胞肥大可能是一种神经保护作用'

$7

(

#可能机制是

:[2

活化后#

2B@3)

表达强化#摄取更多铁离子进入
:[2

#减

少铁超载所致神经毒性#达到神经保护作用)

综上所述#作者推测#

2T;

后大量铁离子早期即导致+半暗

带,大量
:[2

和神经元死亡#造成大脑缺损体积增加#动物空

间学习记忆力下降#而早期予以
84S

治疗有效可能是
84S

螯

合大量铁离子后#避免
:[2

和神经元迅速死亡#存活下来的

:[2

活化#通过
2B@3)

等将过量铁离子转运入活化
:[2

#避

免过量铁离子造成神经元损伤而起到神经保护的作用#为临床

2T;

救治开辟一条新思路)
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