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ΛΨ367385对谷氨酸钠及缺糖缺氧引起的培养小鼠

大脑皮层神经元损伤的保护作用

董丽萍  韩明  袁芳

≈摘要  目的 观察 �≠vyzv{x对谷氨酸钠k�̄ ∏l及缺糖缺氧k� �⁄l引起的小鼠大脑皮层神经元损伤的保护作用 ∀方法 以细

胞乳酸脱氢酶k�⁄�l漏出 !光镜下细胞形态变化为指标 o观察培养液中加入 �̄ ∏或因 � �⁄引起的神经元损伤 o以及 �≠vyzv{x的

保护作用 ~用免疫细胞化学和免疫荧光染色法检测神经元代谢型谷氨酸受体 tΑk°�̄ ∏� tΑl的表达 ∀结果 � �⁄ t «或 s qt °°²̄ r�

的 �̄ ∏可明显造成神经元损伤 o使 �⁄� 漏出明显增加k ° � s qstl ~�≠vyzv{xkxs Λ°²̄ r�l可明显拮抗 � �⁄或 �̄ ∏引起的神经元

损伤 o使 �⁄� 漏出明显减少k ° � s qstl ~免疫组化检测显示体外培养神经元 °�̄ ∏� tΑ阳性表达 ∀结论 � �⁄或 �̄ ∏可能通过激

活皮层神经元 °�̄ ∏� tΑ引起神经元损伤 o�≠vyzv{x通过拮抗 °�̄ ∏� tΑ保护神经元 ∀

≈关键词  神经元 ~谷氨酸 ~缺糖缺氧 ~代谢型谷氨酸受体 tΑ~�≠vyzv{x
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¯̈ ¤®¤ª̈ ²© �⁄� º¤¶¬±¦µ̈¤¶̈§©µ²° ¦̈¯̄¶ ¬̈³²¶̈§·² s qt °°²̄ r� �̄ ∏©²µtx °¬± q °µ̈2 ¤±§ ³²¶·2·µ̈¤·° ±̈·º¬·« �≠vyzv{x kxs
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≈�  q中国康复理论与实践 oussx ottktul }|zx ) |zz q

谷氨酸kª̄∏·¤°¬¦¤¦¬§o�̄ ∏l是哺乳动物中枢神经

系统中最重要的内源性兴奋性氨基酸 o在脑内含量最

高 ∀研究发现 o�̄ ∏的兴奋性毒性在脑外伤 !中毒和缺

血缺氧性脑病等不同病因所致脑水肿的发病过程中起

重要作用 ∀以往的相关研究主要集中在离子型 �̄ ∏受

体上 o随着 us世纪 {s年代代谢型 �̄ ∏受体k° ·̈¤¥²2

·µ²³¬¦ª̄∏·¤°¤·̈ µ̈¦̈³·²µ¶o°�̄ ∏� ¶l的发现 o°�̄ ∏� ¶

在脑损伤中的作用日益受到重视 ∀近年的神经药理学

研究显示 o°�̄ ∏� ¶是神经元保护剂的潜在靶点 ∀由

于阻断 °�̄ ∏� ¶对突触快速传递不会有重大影响 o产

生的副作用有限≈t  o因此该方法有望成为治疗脑损伤

的新途径 ∀对选择性亚型激动剂或拮抗剂的研究显

示 o°�̄ ∏� ¶拮抗剂如 ��⁄�或w≤v � °�可降低�� 2

基金项目 }t q北京市科技新星计划项目k�²q|xv{tvsssl ~u q北京

市自然科学基金项目k�²qzswvsyxl ∀

作者单位 }tsssxs北京市 o北京市神经外科研究所 ∀作者简介 }董

丽萍kt|ys2l o女 o河北张家口市人 o研究员 o主要研究方向 }中枢神经系

统损伤机制及修复 ∀

⁄� 引起的培养皮层神经元的毒性 ∀k≥l2k n l2¤2¤°¬2

±²2w2¦¤µ¥²¬¼2u2° ·̈«¼̄ ¥̈ ±½̈ ± ¤̈¦̈·¬¦¤¦¬§k�≠vyzv{xl

为代谢型 �̄ ∏受体 tΑk°�̄ ∏� tΑl拮抗剂 o本研究观察

�≠vyzv{x对缺糖缺氧k²¬¼ª̈ ± ª̄∏¦²¶̈ §̈ ³µ¬√¤·¬²±o

� �⁄l或谷氨酸钠kª̄∏·¤°¤·̈ o�̄ ∏l引起小鼠大脑皮层

神经元损伤的拮抗作用 ∀

1 材料与方法

1 q1 试剂及实验动物  实验动物 }孕期 tv ∗ tx §昆明

小鼠k中国医学科学院动物所提供l ∀试剂 }�≠vyzv{x

购于英国 ×²¦µ¬¶公司 ~谷氨酸钠k �̄ ∏l由第二军医大

学化学试剂研究所提供 ~兔 °�̄ ∏� tΑ抗体为美国

≤«̈ °¬¦²±公司产品 ~� ∞� 固体粉剂为 �¼≤ ²̄±¨公司

产品 ~聚赖氨酸 !尿嘧啶及 x2氟尿嘧啶均为 ≥¬ª°¤公司

产品 ~乳酸脱氢酶k ¤̄¦·¤·̈ §̈ «¼§µ²ª̈ ±¤¶̈ o�⁄�l试剂

盒为北京化工厂临床试剂分厂生产 ∀

1 q2 神经元细胞原代培养≈u   将孕鼠拉颈处死 o在无

菌操作台中取出胚胎 o剪取两侧大脑半球的部分皮层

k靠近颞叶l o剥去脑膜 o剪碎 o消化 o在 � ∞� 培养基

k含 x h胎牛血清 n x h马血清l中制成单细胞悬液 o调
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整浓度为ks q{ ∗ t qsl ≅ tsy 个r°¯后接种于预先铺有

t h k°ªr° l̄聚赖氨酸的 uw 孔培养板k�∏±¦公司产

品l o每孔 s qx °¯∀细胞置于 vz ε !x h ≤ �u 条件下培

养 ouw «后加入 ts Λ°²̄ r�尿嘧啶及 ts Λ°²̄ r�x2氟

尿嘧啶 o以抑制星形胶质细胞的生长 ow{ «后换为新

� ∞� 培养基 ∀细胞培养 ts §后用于实验 ∀

1 q3 �̄ ∏损伤

1 q3 q1 �̄ ∏急性损伤  用 ∞¤µ̄¨氏溶液k∞≥l将细胞洗

u遍 o加 ∞≥ vzβ ≤ 孵育 tx °¬± 后 o孵育液换成 s qt

°°²̄ r� �̄ ∏! �̄ ∏ n �≠vyzv{x kux Λ°²̄ r�或 xs

Λ°²̄ r�l ∀对照组加 ∞≥ s qx ° r̄孔 o置 vzβ≤ 培养箱中

t «∀ ∞≥ 组成 k °°²̄ r�l }�¤≤¯ tty qw ! �≤¯ x qw !

�¤�u °�w u qy !�¤� ≤ �v uy qu !≤¤≤ ū t q{ ! � ª≥�w #

z �u � s q{ !葡萄糖x qx !� ∞°∞≥ us qt o³�z qw ∀

1 q3 q2 �̄ ∏延迟性损伤  用 ∞≥将细胞洗 u遍 o加 ∞≥

vzβ≤ 孵育 tx °¬±后 o孵育液换成 s qt °°²̄ r� �̄ ∏!

�̄ ∏n �≠vyzv{xkux Λ°²̄ r�或 xs Λ°²̄ r�l o对照组加

∞≥ s qx ° r̄孔 ∀ts °¬±后去除上述孵育液 o∞≥ 洗 u

遍 o细胞换原孵育 � ∞� 培养基 o抗 �̄ ∏组加 ux

Λ°²̄ r�或 xs Λ°²̄ r��≠vyzv{x o置 vzβ ≤ 培养箱中

uw «∀

1 q4 � �⁄实验  用 ∞≥将细胞洗 u遍 o加 ∞≥ vzβ≤ 孵

育 tx °¬±后 o孵育液换成无糖 ∞≥k� �⁄组l或无糖 ∞≥

n �≠vyzv{xkxs Λ°²̄ r�l os qx ° r̄孔 ∀培养板置缺氧

罐中缺氧 tx °¬±≈v 后 o将罐封闭置 vzβ≤ 培养箱中 t «∀

对照组加 ∞≥ ~�≠vyzv{x组加 xs Λ°²̄ r��≠vyzv{x ∀

无糖 ∞≥ �¤≤¯为 tuu qs °°²̄ r�o去除葡萄糖 o其他成

分同 ∞≥ ∀

1 q5 �⁄� 测定  实验终止后取孵育液 o用 �⁄� 试剂

盒测定 �⁄� 含量 o结果以 �⁄� 漏出率k h l表示 ∀

1 q6 免疫细胞化学标记  将培养于 uw孔板上的神经

元用 w h多聚甲醛固定 vs °¬±o用兔 °�̄ ∏� tΑ抗体标

记神经元 o用 °�≥液代替 t抗作阴性对照 ∀后续试验

按 ⁄��� 公司 ∞±∂¬¶¬²± 试剂盒说明操作 o⁄�� 显

色 ∀

1 q7 免疫荧光染色  将培养于盖玻片上的细胞用 w h

多聚甲醛固定 vs °¬±o用兔 °�̄ ∏� tΑ抗体标记神经

元 o用 °�≥液代替 t抗作阴性对照 ∀u抗为中山公司

罗丹明标记山羊抗兔 �ª� ∀

1 q8 统计学处理  实验结果以kmξ ? σl表示 o用 ≥°≥≥

ts qs软件进行单因素 ƒ检验及独立样本的 ·检验 ∀

2 结果

2 q1 �≠vyzv{x抗 �̄ ∏引起的损伤作用

2 q1 q1 抗急性损伤  s qt °°²̄ r� �̄ ∏作用神经元

t «o细胞 �⁄� 漏出增加 o由对照组的kt| qz ? v qsl h

增至 kvv qy ? v qsl h k ° � s qstl ~xs Λ°²̄ r�的

�≠vyzv{x可减少 �̄ ∏引起的 �⁄� 漏出 o漏出率为

kuw qz ? u qzl h k ° � s qstl o见表 t ∀
表 1  ΛΨ367385 对 Γλυ引起的神经元急性损伤的

保护作用(hξ ? σ)

组别 ± �⁄� 漏出率k h l

对照组 ts t| qz ? v qs

s qt °°²̄r��̄ ∏组 tw vv qy ? v qs¤

s qt °°²̄r��̄ ∏n ux Λ°²̄r��≠vyzv{x组 { vt qv ? w q|

s qt °°²̄r��̄ ∏n xs Λ°²̄r��≠vyzv{x组 tx uw qz ? u qz¥

  注 }¤}与对照组比较 o ° � s qst ~¥}与 s qt °°²̄ r� �̄ ∏组

比较 o° � s qst ∀

2 q1 q2 抗延迟性损伤  s qt °°²̄ r� �̄ ∏作用神经元

ts °¬±ouw «后细胞 �⁄� 漏出增加 o由对照组的kvx q|

? v qwl h增至kwz qw ? v qul h k ° � s qstl ~xs Λ°²̄ r�

的 �≠vyzv{x可减少 �̄ ∏引起的 �⁄� 漏出 o漏出率为

kv| q{ ? v qxl h k ° � s qsxl o见表 u ∀
表 2  ΛΨ367385 对 Γλυ引起的神经元延迟性损伤的

保护作用(hξ ? σ)

组别 ± �⁄� 漏出率k h l

对照组 tx vx q| ? v qw

s qt °°²̄r��̄ ∏组 ty wz qw ? v qu¤

s qt °°²̄r��̄ ∏n ux Λ°²̄r��≠vyzv{x组 tw wt qw ? v qy

s qt °°²̄r��̄ ∏n xs Λ°²̄r��≠vyzv{x组 tw v| q{ ? v qx¥

  注 }¤}与对照组比较 o ° � s qst ~¥}与 s qt °°²̄ r� �̄ ∏组

比较 o° � s qsx ∀

2 q2 �≠vyzv{x 抗 � �⁄引起的损伤作用  神经元

� �⁄ t «o细胞 �⁄� 漏出增加 o由对照组的kuu qs ?

v qwl h增至kwx qz ? v qwl h k ° � s qstl ~xs Λ°²̄ r�的

�≠vyzv{x可减少 � �⁄引起的 �⁄� 漏出 o漏出率为

kvx qv ? w qsl h k ° � s qstl o见表 v ∀
表 3  ΛΨ367385 对 ΟΓ∆引起的神经元损伤的

保护作用(hξ ? σ)

组别 ± �⁄� 漏出率k h l

对照组 | uu qs ? v qw

� �⁄组 tu wx qz ? v qw¤

� �⁄n xs Λ°²̄ r��≠vyzv{x组 tw vx qv ? w qs¥

  注 }¤}与对照组比较 o ° � s qst ~¥}与 � �⁄组比较 o ° �

s qst ∀

2 q3 免疫细胞化学和免疫荧光染色  免疫细胞化学

检测显示 o°�̄ ∏� tΑ抗体标记的神经元胞体呈棕色

k见中插 u图 v qt¤!v qt¥l o染色较深 ~免疫荧光染色阳

性的神经元呈红色荧光染色k见中插 u图 v qu¤!v qu¥l o

表明培养的神经元 °�̄ ∏� tΑ阳性表达 ∀

2 q4 倒置相差显微镜观察  神经元细胞培养 ts §后 o

细胞生长旺盛 o突起展开完全 o联结成网状 ∀ �̄ ∏处理

组可观察到神经元胞体肿胀破裂 o细胞内容物流出 o遮

光性明显变差 ~�≠vyzv{x对抗组细胞形态明显好转

k见中插 u图 v qv¤∗ v qv l̈ ∀

3 讨论

脑水肿 !脑缺血和神经系统退行性疾病为临床常
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见病 o但发病机理复杂 ∀研究显示 o在上述病理情况

下 o�̄ ∏在细胞外大量堆积 ∀ �̄ ∏是脑内主要的兴奋性

递质 o其受体的过度刺激可使突触后神经元过度兴奋 o

发生溃变死亡 ∀因此 o�̄ ∏的兴奋毒性作用受到关注 ∀

缺氧缺血引起的神经元损伤的机理十分复杂 o研究显

示 o最重要的是内源性 �̄ ∏大量释放及回摄受阻后造

成的兴奋性毒性≈w  ∀离体研究显示 o�̄ ∏的神经毒性

包括受体过度兴奋所介导的神经细胞急性渗透性肿胀

k可在数小时内发生l o以 �¤n内流为特征 ~另一过程为

神经细胞的延迟性损伤 o在数小时至数日内发生 o以

≤¤u n内流为特征 ∀在中枢神经系统中 o�̄ ∏通过离子

型受体或代谢型受体发挥其生理或病理作用 ∀

°�̄ ∏� ¶家族根据结构同源性 !药理学特性和传导通

路分成 v组 {个亚型≈x oyt  ot组 °�̄ ∏� ¶包括 °�̄ ∏� t

和 °�̄ ∏� x o免疫标记实验显示其一般定位于神经元

细胞体和树突中 ∀ °�̄ ∏� ¶与 �̄ ∏或其他激动剂结合

后 o通过与 � 蛋白偶联激活磷脂酶 ≤k³«²¶³«²̄¬³¤¶̈

≤ o°�≤l o引起三磷酸肌醇水解 o进而激活蛋白激酶 ≤

k³µ²·̈¬± ®¬±¤¶̈ ≤ o°�≤l并引起胞质内 ≤¤u n 增加≈x  o

而胞内 ≤¤u n 增加和 °�≤ 的活化可导致神经元死

亡≈z  ∀研究资料显示 o在大鼠脑缺血再灌注损伤中 o

°�̄ ∏� tΑ蛋白表达上调 o且与神经元损伤程度平

行≈{  o提示 °�̄ ∏� tΑ参与脑缺血再灌注损伤 ∀

�⁄� 广泛存在于各种组织细胞中 o在病理情况下

细胞膜通透性增高时 �⁄� 漏出增加 ∀细胞学实验中

以 �⁄� 漏出反映细胞的损伤 ∀用毒性浓度的 �̄ ∏作

用于培养细胞几分钟 ouw «后观察神经毒性 o此为常用

的研究 �̄ ∏延迟性神经毒性的实验方法≈|  ∀

�≠vyzv{x为选择性 °�̄ ∏� t竞争性拮抗剂 ∀本

研究结果显示 oxs Λ°²̄ r��≠vyzv{x对 �̄ ∏引起的神

经元急性和延迟性损伤及 � �⁄造成的损伤均有保护

作用 o使 �⁄� 漏出明显减少k ° � s qstl o而且光镜下

神经元的形态有明显好转k见图 vl o其他实验室的研

究资料也证实 �≠vyzv{x对 �� ⁄� 引起的神经元损

伤及沙土鼠脑缺血有保护作用≈ts  ∀我们在实验中所

用的 �≠vyzv{x有效浓度与文献报道一致≈tt  ∀免疫组

化及免疫荧光实验显示 o培养神经元 °�̄ ∏� tΑ阳性表

达k见图 t !图 ul ∀ �≠vyzv{x抗 � �⁄及 �̄ ∏的兴奋

毒性作用可能是阻断 °�̄ ∏� t后抑制 ≤¤u n 内流及抑

制 �̄ ∏激活 �� ⁄� ∀有资料显示 o�≠vyzv{x可下调

°�̄ ∏� 激动剂 ⁄� °� 激活大鼠海马锥体神经元

°�̄ ∏� t和 °�̄ ∏� x后激活的 °�≤ 和 °�≤ 传导通路

的活性≈tu  o抑制 ⁄� °� 引起的 ≤¤u n 内流≈tv  o对抗

�� ⁄� 引起的小鼠大脑皮层神经元损伤≈ts  ∀

与离子型 �̄ ∏受体相比 o°�̄ ∏� ¶具有亚型多 !脑

内分布范围广 !可更精细调节递质释放 !对正常生理功

能影响较小等特点 ∀因此 o研制以 °�̄ ∏� ¶为作用靶

点拮抗 �̄ ∏的药物 o可能会成为治疗脑损伤的新途径 ∀
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