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探讨颅脑损伤后神经细胞钙离子"
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$通道出现的变化!分析
N:

"c浓度变化与颅脑损伤及治疗的相关性%

方法
!

制备颅脑损伤大鼠
/&

只!采用激光共聚焦显微镜分组测定大鼠受伤前后及治疗前后神经细胞内外游离钙离子)
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A

浓

度的变化%结果
!

大鼠受伤后脑皮质细胞内)
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迅速升高!

"/6

后达到高峰!经亚低温和注射尼莫地平治疗后)

N:

"c

*

A

浓度

逐渐下降至正常水平%结论
!

颅脑外伤后
N:

"c通道开放!胞浆游离
N:

"c浓度显著升高!亚低温及钙拮抗剂等药物治疗能缓减胞

外
N:

"c移入胞内!减轻脑水肿程度!注意选好治疗的最佳时间窗%

关键词"颅脑损伤#

!

钙通道#

!

激光扫描共聚焦显微技术#

!

钙超载#

!

亚低温

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$.&$1&%/2

文献标志码"

-

文章编号"

!'(".*/++

"

"$!(

$

!/."$(%.$%

3=6-

C

7,6-B@75=6-+,@,:85645+;@5=6--74,+--7<?75744,6897<9<6;@69+5A<6+-+-

*

;<

I

?$KH')

*

!

#

?$KH,)

*

"

%

$

!2C8/M'+:5$

77

'='(5/>-,:

4

'5(=,

7

C8'+>@'='5(+

9

@/>'A(=.)'B/+:'5

9

#

?8,)

*T

')

*

/$$$%&

#

?8')(

%

"23/

4

(+56/)5,

7

K+58,

4

(/>'A

#

58/M'+:5!/,

4

=/O:-,:

4

'5(=,

7

J8(,5,)

*

#

J8(,5,)

*

#

HI))()'+($$$

#

?8')(

&

EA,9<659

!

"A

*

759+?7

!

011C27=?736796:;

D

72189:<9A4B96:;;7<2A;;7=?797<<2:837=3=:4B:3A9C=:A;A;

`

4=

5

#

:;)317Y

@

<1=7367

=7<:3A1;26A

@

C73>77;36796:;

D

72189:<9A4BA1;91;97;3=:3A1;:;)C=:A;A;

`

4=

5

:;)3=7:3B7;3#F79=:B,

!

/&C=:A;A;

`

4=7)=:32>7=7

@

=7

@

:=7)C

5

<:27=29:;;A;

D

91;819:<BA9=1291

@

731)737=BA;736796:;

D

7218

(

N:

"c

)

A91;97;3=:3A1;188=779:<9A4BA1;A;367;7=?7

97<<:;)367;7=?797<<2C781=7:;):837=367A;

`

4=

5

#G7,;49,

!

067

(

N:

"c

)

AA;=:397=7C=:<91=37YA;9=7:27)=:

@

A)<

5

:837=A;

`

4=

5

:;)

=7:967)367

@

7:I:3"/6

#

:;)36791;97;3=:3A1;18

(

N:

"c

)

A

D

=:)4:<<

5

)79=7:27)31;1=B:<<7?7<:837=BA<)6

5@

1367=BA::;)A;

`

793A1;

18;AB1)A

@

A;7#3:-54;,+:-

!

-837=3=:4B:3A9C=:A;A;

`

4=

5

N:

"c

96:;;7<21

@

7;

#

9

5

3121<A98=77N:

"c

91;97;3=:3A1;A;9=7:27)2A

D

;A8A9:;3.

<

5

#

BA<)6

5@

1367=BA::;)9:<9A4B:;3:

D

1;A23:;)1367=)=4

D

29:;=7)4977Y3=:97<<4<:=9:<9A4BA;31A;3=:97<<4<:=

#

=7<A7?797=7C=:<7)7.

B:

#

2614<)

@

:

5

:337;3A1;319611273671

@

3AB:<3AB7>A;)1>183=7:3B7;3#

H7

I

>:<B,

!

C=:A;A;

`

4=

5

%

!

9:<9A4B96:;;7<

%

!

<:27=29:;;A;

D

91;819:<BA9=1291

@5

%

!

9:<9A4B1?7=<1:)

%

!

BA<)6

5@

1367=BA:

!!

颅脑遭遇外部打击而受到创伤后致残'致死的原因并不全

是暴力对颅脑机体本身的伤害#很大程度是颅脑创伤后继发的

内源性脑损伤(

!

)

*诱发机体产生继发性脑损伤的内源性因子

很多#如氧自由基'儿茶酚胺'

+.

羟色胺'兴奋性氨基酸'阿片肽

等#其中最主要的因子是细胞内游离钙$(
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&*最新研究

发现#细胞内钙超载是众多病理过程中危害性较大的细胞毒性

反应(

"

)

*为了解脑创伤后神经细胞钙通道的变化#探索钙超载

对脑创伤及其预后的影响机制#现通过激光扫描共聚焦显微镜

技术测定大鼠颅脑损伤后及经过相应治疗后脑细胞内钙离子
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&浓度变化的研究实验#报道如下*
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材料与方法
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一般材料
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选用体质量
""$

!

"+$

D

VF

大鼠$购自南京

君科生物工程有限公司&
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只#雌雄不限#按
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D
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D

的剂量

腹腔注射
%,

戊巴比妥钠麻醉后#选其中
/"

只以自由落体装

置撞击其硬脑膜#冲击压力
"#+IW:

#冲击时间约
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#

以造成左顶叶局限性脑挫裂伤为准*
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只脑挫裂伤大鼠随机

分为
(

组#每组
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只#其中#第
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组分别在脑挫裂伤后
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和
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断头处死#第
'

组在打击后
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内#立即给予腹部冰袋降温
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#让大鼠的肛温控

制在$
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后让其在
"6

左右的时间内自然复温然

后断头处死#第
(

组在打击后
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内注射尼莫地平$
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后断头处死#以剩余
'

只

脑部未受挫裂伤的大鼠为对照组#直接断头处死*
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的测定
!

所有参与实验的大鼠处死后均参照文

献(

%

)进行脑细胞的分离'贴壁'荧光染色等#即以距脑挫裂伤

边缘
/BB

为标准取材#以低温高速梯度离心法分离出脑突触

体#经磷酸盐缓冲液$

WMV

&冲洗
%

次后#每两只鼠脑样品为一

检测管#

%(g

加入荧光染料
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$乙酰羟甲基酯#浓度
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#美国
MA1.̂:)

公司生产&#使用激光共聚焦显微镜
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型#美国
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公司生产&
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倍镜下扫描检测突触体胞浆中(
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#激发光选用
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激光#激光强度
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#扫描速度
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#扫描步距
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*参照文献(
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表示*计算公式如下!
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为测量的相对荧光值#
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和
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分别为加入
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高钙液$美国
MA1.̂:)

公司生产&后获得最

大'最小荧光值*
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统计学处理
!

采用
VWVV!(#$

统计软件进行数据分析#

计量资料以
DH:

表示#使用
5

检验%计数资料以例数或百分比

表示#应用
!

" 检验#
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#
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为差异有统计学意义*
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创伤后神经细胞内(
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的变化
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大鼠脑创伤后细胞

内胞浆(
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浓度急骤升高#达$
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#此

后直至
!"6

一直持续缓慢增长#
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后又快速增长#
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后达
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#随后不久便开始急骤下降#至
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#甚至低于正常值*见

图
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"c通道变化
!

反映未创伤大鼠$对照组&脑细胞内胞

-
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检验医学与临床
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#无论采取亚低温方式#

还是注射尼莫地平药物治疗#都在伤后
"6

内进行#伤后大鼠

脑细胞内胞浆(
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A

急骤升高#开始治疗时已显著高于对照

组#此后包括治疗过程和恢复'观察过程#共用时约
%

!
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#直

至处死提取脑细胞时#第
!

!

/

组均未超过
!"6

#这一时期大鼠

脑细胞内胞浆(
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A

虽在继续增长#但增长缓慢#而经过治

疗后的大鼠$第
'

'

(

组&脑细胞内胞浆(
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A

已明显下降*见

表
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图
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大鼠脑创伤后
/&6

内#

N:
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A

变化

表
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各组不同时段#
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变化结果比较 $
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组伤后
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第
/

组伤后
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第
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第
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组伤后
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既往研究表明#

N:

"c在神经科学中占据非常重要的地位#

称
N:

"c为神经细胞信息的传递者#还有研究认为是神经生理

学的.

FU-

/#这是因为
N:

"c不仅直接反映神经递质的合成与

释放及神经兴奋性的维持状况#还参与突触的可塑性及多种酶

活动(

+.'

)

*正常生理状态下#神经细胞内外
N:

"c存在约
!$$$$

倍的浓度差(

(

)

*所谓
N:

"c通道#是指细胞外
N:

"c进入胞质的

渠道#包括电压依赖性通道 $

TFNN

&和受体操纵性通道

$

ẐNN

&*颅脑创伤后#神经细胞受刺激似乎 .通道/被打开

了#细胞外钙大量流入胞内#造成神经细胞
N:

"c超载#而神经

细胞的钙超载又激活蛋白酶和磷脂酶
-"

#启动膜脂质过氧化#

加剧氧自由基形成#钙调蛋白结合#在细胞内触发一系列的反

应#导致神经丝降解#微管解聚#阻断线粒体电子转递#破坏神

经元骨架#形成恶性循环#加剧神经元的损伤#揭示神经细胞

N:

"c通道的变化最直接的方法就是检测细胞内游离
N:

"c

$(

N:

"c

)

A

&

(
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*

N:

"c的测定方法较多#常用的有标记示踪法'焦磷酸盐电

镜组化法和原子吸收光谱法等(

*

)

*本研究采用标记示踪法#应

用激光扫描共聚焦显微镜系统$

QVNR

&#以荧光染料
E<41.%

与

N:

"c络合后被激发而产生荧光来进行检测#一是检测方法较

简单#对检测设施要求不高#非常适宜基层临床研究%二是反映

N:

"c浓度较准确#而不受细胞外
N:

"c的影响*本研究结果表

明#大鼠颅脑外伤后#神经细胞存在
N:

"c严重超载#第
!

组约

在伤后
!+BA;

内脑细胞内细胞质(

N:

"c

)

A

升高至$

!$!'#+H

+"#%

&

;B1<

"

Q

#比对照组($

/"*#%(H(#&+

&

;B1<

"

Q

)高出近
!

倍#

"/6

达高峰#

/&6

后又趋于下降#与文献(

!$

)报道的研究

结果一致*(

N:

"c

)

A

升高的原因目前尚未完全明确#可能是一

种损伤所导致的病理反应#主要是颅脑创伤后受损和应激反应

刺激了肾上腺素'凝血酶'转变生长因子等增多#激活脑细胞

N:

"c通道#导致
N:

"c 大量内流*而脑细胞
N:

"c 通道激活'

N:

"c大量内流#

N:

"c超载进一步加剧对神经细胞的损害#主要

表现在干扰神经细胞蛋白质代谢#使细胞骨架蛋白$

R-W"

#

3:4

&降解%激活核酸内切酶#使细胞核
FU-

片段化%增加自由

基形成#刺激一氧化氮合成酶形成#进一步加重细胞损伤(

!!

)

*

因此#检测脑细胞内细胞质(

N:

"c

)

A

浓度#观察神经细胞
N:

"c

通道的变化#对了解颅脑创伤的机制#诊断颅脑创伤后的病情

进展#观察治疗效果及预后#具有重要的临床指导意义*

本研究还发现经亚低温和尼莫地平治疗后#大鼠神经元细

胞内(

N:

"c

)

A

明显下降#与未接受治疗的各组比较#差异均有

统计学意义$

!

#

$#$+

&#与对照组差异无统计学意义$

!

$

$#$+

&*说明亚低温和尼莫地平治疗颅脑创伤疗效显著#也证

实
%$

!

%%g

低温可以防止继发性颅内高压形成#降低脑细胞

内细胞质(

N:

"c

)

A

浓度#减轻颅脑伤后脑组织病理形态损伤#

促进脑外伤后运动神经功能恢复(

!"

)

*本实验无论是采取亚低

温方式#还是注射尼莫地平药物治疗#都在伤后
"6

内进行#限

于研究条件#未对伤后不同时间段的治疗效果进行观察#但这

一结果也基本说明脑损伤后早期治疗效果最佳(

!%

)

*药物治疗

颅脑创伤的效果#本研究只观察了尼莫地平#结果证实尼莫地

平能阻断
N:

"c通道开放#恢复
N:

"c

-0W:27

活性#使细胞内外

N:

"c交换的紊乱现象趋于正常*近年来研究报道#还有许多

其他药物#尤其是一些中成药也有此功效#有待于做进一步的

探讨(

!/

)

*

综上所述#大鼠受伤后神经元细胞
N:

"c通道开放#脑皮质

细胞内(

N:

"c

)

A

会迅速升高#

"/6

后达高峰#

/&6

后降至正常#

经亚低温和注射尼莫地平治疗后#(

N:

"c

)

A

浓度也会迅速下

降#亚低温及钙拮抗剂等药物治疗能缓减胞外钙离子移入胞

内#减轻脑水肿程度#保护脑细胞不受继发性损伤#临床实践中

要注意选好各自作用的最佳时间窗*

参考文献

(

!

) 喻安孝#李毅#刘慧芝
#

颅脑损伤致死的法医学分析(

S

)

#

重庆医学#

"$!%

#

/"

$

"(

&!

%%"'.%%"(#

(

"

) 张翼#赵子进#李光亮#等
#

颅脑创伤后并发低钠血症
!!&

例诊疗分析(

S

)

#

国际神经病学神经外科学杂志#

"$!/

#

/!

$

/

&!

%"(.%%!#

(

%

) 刘文新#谢小东#吴荧荧#等
#

成年大鼠脑膜原代组织干细

胞特性细胞的分离及神经诱导分化研究(

S

)

#

现代医药卫

生#

"$!/

#

%$

$

"

&!

!'/.!''#

(

/

) 马定军#李忠#刘佰运#等
#

颅脑创伤数据库建立方法的探

讨(

S

)

#

中国病案#

"$!%

#

!/

$

!"

&!

"!.""#

(

+

) 崔越#周敏#周静文#等
#

海马神经元钙离子通道的研究进

展(

S

)

#

中国老年学杂志#

"$!"

#

%"

$

%

&!

'/%.'/+#

(

'

) 马红#于海云#于燕#等
#J

"

V

抑制
-;

D$

引起的神经元

活性氧水平升高的机制研究(

S

)

#

中国病理生理杂志#

"$!"

#

"&

$

+

&!

&'+.&'*#

(

(

) 江基尧
#

中国颅脑创伤研究的现状与未来(

S

)

#

中华医学

杂志#

"$!%

#

*%

$

"%

&!

!('!.!('"#

(

&

) 司舒杰#刘天龙#刘小雷
#

电压门控钙离子通道的研究进

展(

S

)

#

北方药学#

"$!"

#

*

$

!

&!

%%.%+#

(

*

) 李艳红
#

钙离子的检测及应用(

S

)

#

科技$下转第
"$((

页&

-

/($"

-

检验医学与临床
"$!(

年
(

月第
!/

卷第
!/

期
!

Q:CR7)N<A;

!

S4<

5

"$!(

!

T1<#!/

!

U1#!/



生成*正常情况下#除代谢旺盛与血供丰富的组织#如胚胎组

织'增殖期子宫内膜#以及血管内皮细胞中
T][E

表达呈高水

平#其他组织
T][E

表达较低#但恶性肿瘤细胞通常增生活

跃'代谢相对旺盛#

T][E

表达水平较高#且其表达程度与肿瘤

恶性程度具有正相关性(

!!

)

*两者对恶性肿瘤复发'转移具有

一定的促进作用$

!

#

$#$+

&*本研究数据显示#肺癌肿瘤组织

RRW.*

与
T][E

表达阳性率显著高于正常组织#

RRW.*

与

T][E

表达阳性的患者
RTF

显著高于阴性患者#且两者相关

性分析证实具有正相关性#与国内外学者研究数据基本一致#

提示
RRW.*

与
T][E

对肺癌的发生'发展具有一定影响#且

在肿瘤血管生成中可能发挥一定作用*

本研究结果表明#癌组织
RRW.*

和
T][E

表达阳性对预

后的影响#

RRW.*

和
T][E

均表达阳性的患者术后
%

年内复

发率与病死率最高#单纯
RRW.*

或
T][E

表达阳性者其次#

两者表达均阴性者最低#提示两者是肺癌术后复发'转移发生

的危险因素*

V3:

@

<7

5

等(

!"

)研究报道食管癌患者肿瘤组织

T][E

表达阳性患者#淋巴结转移发生率较高#两者具有相关

性#

T][E

不仅可促进肿瘤血管生长#同时对淋巴管的形成也

有一定促进作用#两者均对肿瘤复发构成影响*顾咸庆等(

!%

)

研究显示#

T][E

在非小细胞肺癌组织中呈高表达#有助于肿

瘤血管'淋巴管的生成#是术后复发及淋巴结转移的独立危险

因素*还有研究报道#

RRW.*

能降解细胞外基质中的
,

'

3

型

胶原及明胶#促进恶性肿瘤细胞的侵袭转移*同时在降解

]NR

的同时#

RRW.*

还参与血管内皮细胞穿透基底膜#逐步

形成毛细血管出芽的过程#可为新生血管的生长提供空间#加

速肿瘤扩散(

!/.!+

)

*

综上所述#肺癌组织中
RRW.*

和
T][E

表达阳性率较

高#高表达对肺癌血管生成具有一定促进作用#对术后复发及

病死率具有一定影响#两者可作为评估术后预后效果的客观

指标*
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