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摘要 目的  研究体外液压冲击伤后大鼠神经细胞内游离钙和  值的变化及其药物的保护作用 ∀方法  培养

新生乳鼠的大脑皮层神经细胞 给予 1 ° 的液压冲击伤 通过激光扫描共聚焦显微镜检测伤后单个神经

细胞内游离≈≤  和  值的变化 并分别给予尼莫地平和 ∆2°2 观察药物对上述变化的影响 ∀结果  伤后细胞

内≈≤  迅速升高 持续  达高峰 随后逐渐下降  接近正常  值下降较慢 于  达低谷  未恢复正

常 ∀尼莫地平和 ∆2°2均可明显抑制细胞内≈≤  的升高和  值的下降 ∀结论  可根据液压冲击伤后神经细

胞内游离≈≤  及  值的变化规律指导用药 ∀
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  颅脑损伤后血脑屏障通透性增加 !脑水肿 !神经

元变性坏死等病理改变与兴奋性氨基酸∞ !

等多种兴奋性神经递质过度释放 !神经细胞钙

通道开放 !细胞内 ≤ 大量积聚 !  °应答元件

蛋白≤  ∞磷酸化增加直接相关 其中神经细胞

钙通道变化是引起继发性脑损害的重要环节 也是

造成细胞损害的多种生化改变中出现最早的关键因

素之一 颅脑损伤后由于代谢紊乱 !细胞内外离子的

失衡等 细胞内  值发生变化 进一步加重继发性

脑损害 ∀本文采用培养的神经细胞 通过激光扫描

共聚焦显微镜检查技术观察细胞创伤后 ≈≤  和

 值随时间的定量变化及其规律 并于不同的时相

点给予尼莫地平和 ∆2°2 观察药物的保护作用 ∀
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高钙缓冲液均购于美国 2 ⁄ 

胰蛋白酶 !购于原平皓生物技术有限公

司  ° 2购于   胎牛血清ƒ≥购

于 多聚赖氨酸 !二甲基亚砜购于 ≥公

司 ∀

  主要仪器  °∏2± 型激光扫描共聚焦

显微镜 美国  公司 ≤  培养箱 日本

≥公司  计 型 美国 ≤公司 磁力

搅拌 器  型 美 国 ≤2° ∏

≤公司 超纯水器 2± 法国 公

司 ∀

  神经细胞的培养  参考 等≈的方法无

菌分离新生    的 ≥∏ ⁄ ≥⁄乳鼠的

大脑皮层 剔除软脑膜及血管 用 液冲洗后

剪碎 置于 1  胰蛋白酶中 于  ε 消化 

用含   ƒ≥的 ⁄ ∞ 培养液终止消化 制

备成细胞数为  ≅ 的细胞悬液 接种于 

培养瓶中预先放置的涂有多聚赖氨酸的盖玻片

上 在  ε   ≤ 环境中培养 隔日换培养液 培

养    待细胞成熟后进行实验 ∀

  液压冲击伤模型  参照≥. 模型≈制备培养

的大鼠神经细胞液压冲击伤模型 冲击压力为 1

°作用时间为  ∀

  实验分组设计  对照组 创伤组 创伤

         

   组 治疗组 分别于神经细胞创
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伤后       给予

1 尼莫地平和 1  ∆2°2  后 观察

药物对细胞内≈≤  和  变化的影响 ∀

  荧光探针的负载  实验前将成熟的神经细胞用

磷酸缓冲液°≥洗涤两次后 于  ε 条件下用

ƒ∏2  终浓度为  #负载  以

标记细胞内 ≤  用  敏感性荧光探针 ≤∞≤ƒ

 终浓度为  #负载  以标记细胞

内   负载后的神经细胞用 液洗涤 次以

除去细胞外残存染料 将盖玻片正面朝下置于自制

的底铺有盖玻片的浴槽内 加入 液 1

以保证良好的生存环境 ∀

  细胞内[ Χα2 + ] ι的测定≈  ƒ∏2  被动扩

散进入细胞后 被酯酶水解释出 ƒ∏2 ƒ∏2与细

胞内 ≤ 络合 用波长为  的氩激光激发 产

生发射峰为  的荧光 其强度与≈≤  呈正

相关 ∀由公式≈≤   ≈ Φ  Φ Φ¬ 

Φ计算出≈≤  ∀

  细胞内 πΗ值的测定
≈  荧光染料 ≤∞≤ƒ 与

细胞内  络合 用氩激光  激发 测量 

 发射荧光比值 其比值与细胞内  值呈正

相关 ∀根据标准曲线进行线性回归求得神经细胞内

的  值 ∀

  统计学处理  实验结果以均数 ? 标准差 ξ ?

σ表示 组间采用双样本异方差 τ检验进行统计学

分析 ∀

结 果

1  创伤后神经细胞内[ Χα2 + ] ι的变化

生长在盖玻片上经 ƒ∏2  负载的神经细

胞在  ≅镜下 通过  的激光照射激发后 细

胞体呈圆形或梭状 两端有较长的突起 ∀镜下找到

细胞的最佳切层面进行扫描 ∀在静息状态下 细胞

外 ≤ 为 1 # 时液 测得对照

组培养的神经细胞内≈≤  为 ?  #

 ∀给予 1 ° 的液压冲击伤  后

神经细胞内≈≤  迅速升高 Π  1 并持续

 达峰值为 ?  # 随后逐渐下

降  恢复正常 ∀

2  尼莫地平和 ∆2ΑΠ25 对创伤后神经细胞内

[ Χα2 + ] ι变化的影响

在液压冲击伤后      

和  分别给予终浓度为 1 的尼莫地平和

1 的 ∆2°2 药物作用  后 发现尼莫地平

和 ∆2°2 均能显著降低相应时相点的细胞内

≈≤   Π 1 并且以  之内给药作用效

果较佳图  ∀

ƒ   ∞   ∆2°2 

∏≈≤   ∏ ∏

∏  ∏∏ ≥∏ ⁄ ∏

∞√   1  

1  ∆2°2  

∏   

   ×  ∏

∏≈≤  ∏

ν     ξ ? σ 3 3 Π 1  3 3 3 Π

1 ϖσ  π ) π ≤ υ ) υ

 ϖ ) ϖ ∆2°2

3  创伤后神经细胞内 πΗ值的变化

神经细胞内经 ≤∞≤ƒ  负载的  被 

的激光激发后 测量  的发射荧光强

度之比 通过线性回归求出细胞内  值的大小 ∀

在细胞外液  为 1的静息状态下液 测

得对照组培养的神经细胞内  值为 1 ? 1 ∀

给予 1 ° 的液压冲击伤后发现  值逐

渐下降  达低谷 细胞内酸中毒最高可达 1

? 1  未恢复正常 ∀

4  尼莫地平和 ∆2ΑΠ25 对创伤后神经细胞内 πΗ值

变化的影响

在液压冲击伤后      

和  分别给予终浓度为 1 的尼莫地平和

1 的 ∆2°2 药物作用  后 发现尼莫地平

和 ∆2°2 均能降低细胞内酸中毒现象  Π 

1 但  后再给药作用明显减弱 Π  1

见图  ∀
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ƒ   ∞   ∆2°2 

∏ ∏∏∏

 ∏∏ ≥∏ ⁄ ∏ ∞√

   1   

1  ∆2°2  

∏    

   ×  ∏    

∏ ∏

ν     ξ ? σ 3 3 Π 1  3 3 3 Π

1 ϖσ  π ) π ≤ τ ) τ

 ϖ ) ϖ ∆2°2

讨 论

本文采用激光扫描共聚焦显微镜技术对液压冲

击伤后神经细胞内≈≤  和  值的变化进行了

定性 !定量研究 ∀

颅脑外伤引起继发性损害的过程中 神经细胞

≤ 通道变化是重要环节≈ ∀伤后 ∞ 的过度释

放是引起继发性脑损害的重要原因≈ 其造成的神

经毒性作用一是以  ≤  内流引起神经元

水肿为特征的急性过程 二是通过激活 ∞ 受体 

直接或间接启动电压依赖性钙通道 细胞外 ≤ 大

量内流 细胞内 ≤ 释放增加 导致细胞内钙超载 

激活不同的 ≤ 依赖酶 造成迟发性神经元变性坏

死⁄⁄ 这种由 ∞ 引起的兴奋性细胞死亡以

后者的延迟性细胞损伤为主 因此给予钙拮抗剂尼

莫地平以及兴奋性氨基酸受体拮抗剂 ∆2°2可对

抗创伤后细胞内≈≤  的升高 ∀

尼莫地平对颅脑外伤的疗效评价仍处于前瞻性

临床研究中 实验与临床研究表明≈ 尼莫地平直

接刺激神经细胞 ≤ 2×°酶 增高其活性 一方面

通过促进胞浆内 ≤ 的排除 另一方面增强线粒体

和内质网的 ≤ 库摄取和储存钙的作用 从而减轻

神经细胞内钙超载和脑水肿等继发性脑损害 ∀本实

验证明伤后  细胞内≈≤  迅速升高  

达高峰 而后逐渐下降  恢复正常 这是由于大

脑存在自动调节功能 在轻 !中型外伤后 大脑有一

定的自我恢复能力 因此伤后  进入神经细胞内

过多的≈≤  逐渐被排出 钙库摄取 !贮存钙 使细

胞内≈≤  逐渐恢复正常 伤后  内给予尼莫

地平则疗效最佳 但  之后给药也有治疗效果 

此结果与临床研究相符合≈ ∀

∆2°2是一种作用较强 !代谢稳定的  ⁄

 Ν2甲基2 ∆2天门冬氨酸盐受体竞争性拮抗剂 

 ⁄受体是重要的一种 ∞ 受体 与 ≤ 通道

偶联并与神经元变性坏死关系密切 ∀目前采用此类

∞受体拮抗剂治疗脑创伤仍处于动物实验阶段

和初步临床研究应用阶段 有研究报道≈ 应用

∞受体拮抗剂对动物创伤后继发性脑损害有保

护作用 能明显减轻神经元和脑组织水肿 !肿胀和坏

死的程度 ∀本实验研究证明 脑创伤后及早应用

 ⁄受体拮抗剂 可明显减轻创伤后神经细胞内

钙超载 有效防止并减轻继发性脑损害 效果与尼莫

地平相似 ∀

创伤后由于 ∞的神经毒性作用 细胞内代谢

紊乱 钙超载使细胞的能量代谢发生障碍≈ 酸性

代谢产物增多 ×° 产生急剧减少 22×°

酶 !≤ 2×°酶等活性受抑制 使 2≤ 交换

减弱  2交换增强 细胞内  值降低 酸中

毒 产生延迟性细胞损害 ∀本实验证明 创伤后细胞

内酸中毒出现较慢 并且恢复也慢 尼莫地平和 ∆2

°2可能通过调节细胞内≈≤  的平衡 从而间

接地减轻细胞内酸中毒现象 但作用较弱 并且实验

结果表明应在  内早期给予药物治疗为佳 ∀

以上研究结果表明 根据颅脑损伤后细胞内

≈≤  及  值的随时间的变化规律 及早应用尼

莫地平和 ∆2°2 可明显减轻神经细胞内的钙超

载和酸中毒 有效地防止和减轻脑外伤后的继发性

损害 加速脑神经细胞损伤的恢复 ∀

Ρ ΕΦΕΡΕΝΧΕΣ :

≈   ≤ •     ∏

∏∏≈  Βραιν Ρεσ 126 

  

≈ ≥≥    ∏   ετ αλ ƒ∏

∏ ∏ ιν ϖιτρο 

∏ ∏ ≈  ϑ Συργ Ρεσ  51  

   

≈  Λασερ Σχαννινγ Χονφοχαλ Μιχροσχοπψ ≈   
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 ∏∏ ≈  Χηιν ϑ Νευροσυργ

 ≤  10    

≈ ≤    ∏ ≤ ⁄ • •  × 

 ¬ 

∏ ≈  ϑ Χλιν Νευρολ  ≤ 

 12    

≈ ∏   ƒ∏   ×   ∏

  ≤≥ ∏ ≈  ϑ
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≈ ∂    ∂     ° ετ αλ 
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ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΦΦΛΥΙ∆ ΠΕΡΧΥΣΣΙΟΝΙΝϑΥΡΨ ΟΝΙΝΤΡΑΧΕΛΛΥΛΑΡ

[ Χα2 + ]ι ΑΝ∆ πΗ ΙΝ ΧΥΛΤΥΡΕ∆ ΡΑΤ ΝΕΥΡΟΝΣ

≤∞±2  ÷2  ≠2∏ ≥2 ≠ 2

(1 . ∆επαρτµεντ οφ Πηαρµ αχολογψ, Ηαρβιν Μεδιχαλ Υνιϖερσιτψ, Ηαρβιν 150086 , Χηινα ; 2 . ∆επαρτµεντ
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