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重度颅脑创伤后应用（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ减轻小鼠颅脑损伤的作用
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　　［摘要］　目的　探讨重度颅脑创伤（ｓｅｖｅｒｅｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ｓＴＢＩ）后不同时间点使用谷氨酸释放调节剂（Ｓ）
４Ｃ３ＨＰＧ对颅脑创伤急性期伤情的影响，以明确调节谷氨酸释放获得有效脑保护作用的最佳时间点。方法　以自由落体
撞击方法制作重度小鼠颅脑损伤模型，分别在小鼠致伤后１５ｍｉｎ、１、３、６ｈ４个时间点腹腔注射（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ５ｍｇ／ｋｇ，观
察了其对颅脑创伤后２４ｈ时神经功能缺损评分、脑含水量、脑脊液中谷氨酸浓度及炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１βｍＲＮＡ表达的
影响。结果　致伤后２４ｈ检测（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ药物处理１５ｍｉｎ组和１ｈ组神经功能缺损［分别为（１．７０±０．４８）、（１．９０±
０５６）］显著低于对照组［（２．８０±０．４２），Ｐ＜０．０１］，脑含水量［分别为（８０．１４±０．２８）％、（８０．１７±０．５２）％］显著低于对照
组［（８２．５５±０．３４）％，Ｐ＜０．０１］，脑脊液中谷氨酸浓度［分别为（４．２４±０．２８）、（６．１２±０．２３）μｍｏｌ／Ｌ］显著低于对照组
［（９．０３±０．３２）μｍｏｌ／Ｌ，Ｐ＜０．０１］，炎症因子ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达［分别为（０．７２２±０．１６０）、（０．７９３±０．１２２）］显著低于
对照组［（１．００６±０．１２５），Ｐ＜０．０１］，ＩＬ１βｍＲＮＡ的表达［分别为（０．５９４±０．１２８）、（０．６５１±０．１１１）］显著低于对照组
［（１．０１２±０．０８８），Ｐ＜０．０１］，证明于致伤后１５ｍｉｎ和１ｈ给予（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ能明显减轻重度颅脑损伤，而于致伤后３ｈ和
６ｈ给予（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ与对照组比较，神经功能缺损、脑含水量、脑脊液中谷氨酸浓度及炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１βｍＲＮＡ的表
达无统计学差异，说明神经功能保护作用不明显。结论　重度颅脑创伤后，尽早使用（ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ控制谷氨酸释放将有效
减轻急性期的脑损伤。
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ａｆｔｅｒＴＢＩ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓ［（１．７０±０．４８）ａｎｄ（１．９０±０．５６）］，ｃｅｒｅｂｒａｌｅｄｅｍａ［（８０．１４±
０２８）％ ａｎｄ（８０．１７±０．５２）％］ａｎｄｇｌｕｔａｍａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎＣＳＦ［（４．２４±０．２８）μｍｏｌ／Ｌａｎｄ（６．１２±
０２３）μｍｏｌ／Ｌ］ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｔｔｅｎｕａｔｅｄｏｒｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｍｉｃｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧａｔ１５ｍｉｎａｎｄ
１ｈｐｏｓｔｓＴＢＩａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ［（２．８０±０．４２），（８２．５５±０．３４）％ ａｎｄ（９．０３±
０３２）μｍｏｌ／Ｌ；Ｐ＜０．０１］．ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＮＦα［（０．７２２±０．１６０）ａｎｄ（０．７９３±０．１２２）］ａｎｄ
ＩＬ１β［（０５９４±０．１２８）ａｎｄ（０．６５１±０．１１１）］ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｍｉｃｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ（Ｓ）
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（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧａｔ３ｈｏｒ６ｈｐｏｓｔｓＴＢＩａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 （Ｓ）
４Ｃ３ＨＰＧｔｒｅａｔｍｅｎｔａｔｅａｒｌｙｓｔａｇｅａｌｌｅｖｉａｔｅｓａｃｕｔｅｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙｉｎｓＴＢＩ，ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｓｐｏｓｓｉｂｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｌｕｔａｍａｔｅｒｅｌｅａｓｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｓｅｖｅｒｅｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ；（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ；ｇｌｕｔａｍａｔｅ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓ
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　　谷氨酸是脊椎动物中枢神经系统中主要的兴奋性
神经递质，其不但维持神经细胞的正常功能，而且还可

以调节突触稳定性及效能，参与学习和记忆过程。在

颅脑创伤后，由于脑损伤区域神经元及神经胶质细胞

崩解等原因，谷氨酸会从神经元、星形胶质细胞大量释

放到细胞间液，激活谷氨酸受体而发挥兴奋性毒性作

用，导致颅脑创伤后的继发性损伤，因此通过伤后控制

谷氨酸的释放，将可能产生有效的脑保护作用。作为

苯甘氨酸衍生物（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ是混合型代谢型谷氨酸
受体调节剂，既是 Ｉ组代谢型谷氨酸受体 （ｇｒｏｕｐⅠ
ｇｌｕｔａｍａｔｅｍｅｔａｂｏｔｒｏｐｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｍＧｌｕＲＩ）的拮抗剂也
是Ⅱ组代谢型谷氨酸受体（ｇｒｏｕｐⅡ ｇｌｕｔａｍａｔｅｍｅｔａｂｏ
ｔｒｏｐｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｍＧｌｕＲＩＩ）的激动剂［１］。在我们前期的

研究中发现中度颅脑创伤模型中，致伤前给予（Ｓ）
４Ｃ３ＨＰＧ可以显著减轻创伤后继发性颅脑损伤［２］，而

在更为严重的重度颅脑创伤（ｓｅｖｅｒｅｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎ
ｊｕｒｙ，ｓＴＢＩ）中该药物是否也存在显著的脑保护作用
尚不清楚。因此，在前期研究的基础上，在 ｓＴＢＩ模型
小鼠致伤后不同时间点给予（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ，观察其对
ｓＴＢＩ后急性期伤情的影响，以期明确在ｓＴＢＩ中调节谷
氨酸释放获得有效脑保护作用的可能性，进而基于

（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ应用阻断谷氨酸兴奋性氨基酸毒性作用
为创伤性重型颅脑损伤的临床治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠６０只，体质量２２～２５ｇ，２～３
月龄，（由第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中

心提供）。完全随机分为：假手术组：使用 １．５％戊巴比妥钠
（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉小鼠后仅进行开颅和缝合处理；对照
组：仅致伤，无任何药物干预；（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ药物处理组：分别在
ｓＴＢＩ后１５ｍｉｎ、１、３、６ｈ这４个时间点予以腹腔注射谷氨酸释
放抑调节剂（ｓ）４ｃ３ＨＰＧ５ｍｇ／ｋｇ［２］。共６组，每组１０只。

１．２　试剂与器材
　　戊巴比妥钠（英国ＴＯＣＲＩＳ公司）、谷氨酸释放抑制剂 （ｓ）
４ｃ３ＨＰＧ（英国ＴＯＣＲＩＳ公司）、Ｌ谷氨酸（ＬＧＬｕ）（上海康达氨
基酸厂）、邻苯二甲醛（Ｏｐｈｔｈａｌｄｅｈｙｄｅ，ＯＰＡ）（瑞士 Ｆｌｕｋａ公

司）、甲醇（ＨＰＬＣ级，天津大茂化学试剂厂）、四氢呋喃（ＨＰＬＣ
级，天津光复精细化工研究所）、乙酸钠（分析纯，重庆化学试剂

厂）、自由落体撞击装置（自制）、高效液相色谱仪（美国 Ｂｅｃｋ
ｍａｎ）、ＯＤＳＣ１８柱（２．５ｃｍ×４．６ｍｍ，５μｍ，美国 ＳＵＰＥＬＣＯ
ＳＩＬ）、１５７荧光检测器（美国Ｂｅｃｋｍａｎ）、定量ＰＣＲ仪（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ
Ｍｘ３０００Ｐ，美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司）、微量注射器（浙江省医用器材
厂）。

１．３　模型的建立
　　参照本课题组建立的方法进行［３］。使用戊巴比妥钠麻醉

小鼠，在小鼠左侧顶叶前囟及后囟间开４ｍｍ×４ｍｍ骨窗，使
用２０ｇ重物自５０ｃｍ高度落下，对左侧顶叶进行撞击，撞击直
径３ｍｍ，深度３ｍｍ，致伤后复原骨片，缝合皮肤。

１．４　神经功能缺损评分
　　参照本课题组方法在致伤后 ２４ｈ进行神经功能缺损评
定［３］。评分标准如下：０级：正常；１级：右侧肢轻瘫，右前肢不
能伸直；２级：右侧肢瘫痪，有追尾现象；３级：无法活动，翻正反
射消失。

１．５　脑含水量测定
　　神经功能评定后小鼠断头、快速剥离出全脑，距创伤左侧
边缘约２ｍｍ处取出１００ｍｇ左右脑组织，用电子分析天平（精
确度０．１ｍｇ）称湿质量后置入预称量的小瓷缸中，恒温干燥箱
１１０℃烘烤２４ｈ，烤至恒量（２次称量差别≤０．２ｍｇ），取出后冷
却１０ｍｉｎ后称干质量，按Ｅｉｌｌｉｏｔ公式计算脑组织含水量：
　　脑组织含水量＝（湿质量－干质量）／湿质量×１００％

１．６　脑脊液中谷氨酸浓度检测
　　 采用梯度高效液相法测定各组伤后２４ｈ脑脊液中谷氨酸
浓度［４］。

１．７　伤侧皮层炎症因子测定
　　ＴＢＩ伤后２４ｈ常规方法提取伤侧皮层总 ＲＮＡ，逆转录为
ｃＤＮＡ后用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测炎症因子ｍＲＮＡ表达水平
变化。ＴＮＦα引物 Ｐ１：５′ＡＡＴＧＧＣＣＴＣＣＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧ３′，Ｐ２：
５′ＣＣＡＣＴＴＧＧＴＧＧＴＴＴＧＣＴＡＣＧ３′，ＩＬ１β引 物 Ｐ１：５′ＧＴＧＴ
ＧＡＣＧＴＴＣＣＣＡＴＴＡＧＡＣ３′，Ｐ２：５′ＣＡＴＴＧＡＧＧＴＧＧＡＧＡＧＣＴＴＴＣ
３′。定量ＰＣＲ反应体系：模板２μｌ，引物１μｌ，ＳＹＢＲｐｒｉｍｉｘＥＸ
Ｔａｑ１２．５μｌ，Ｈ２Ｏ ９．５μｌ。定量ＰＣＲ反应条件：９５℃ １０ｍｉｎ，
然后按以下步骤循环４０次：９５℃ ３０ｓ，６１℃ １５ｓ，７２℃ １５ｓ。

１．８　统计学分析
　　实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１０．０软件进行单因
素方差分析及ｔ检验。
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２　结果

２．１　神经功能缺损评分比较
　　在小鼠ｓＴＢＩ后２４ｈ，（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ１５ｍｉｎ、１ｈ药物处理组
［分别为（１．７０±０．４８）、（１．９０±０．５６）］的神经功能缺损评分
均显著低于对照组（２．８０±０．４２）（Ｐ＜０．０１）。（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ３、
６ｈ组的神经功能缺损评分［分别为（２．４０±０．５１）、（２．６０±
０５１）］与对照组相比无统计学差异（Ｐ＞００５）。

２．２　脑含水量的变化
　　脑含水量的改变在一定程度上反映颅脑创伤后损伤区域
脑水肿的情况。ｓＴＢＩ后２４ｈ时检测致伤组的脑含水量较假手
术组显著增高。但在致伤组中，与对照组比较，（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ
药物处理 １５ｍｉｎ、１ｈ组伤后 ２４ｈ脑含水量显著降低 （Ｐ＜
００１）；而（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ药物处理３、６ｈ组与对照组比较无统计
学差异。见表１。

表１　ｓＴＢＩ后不同时间给药对ＴＢＩ后２４ｈ脑含水量及脑脊液中

谷氨酸水平的影响（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 脑含水量（％） 谷氨酸浓度（μｍｏｌ／Ｌ）
假手术组 ７８．７４±０．５５ １．８２±０．１３
对照组 ８２．５５±０．３４ａ ９．０３±０．３２ａ

药物处理１５ｍｉｎ组 ８０．１４±０．２８ａｂ ４．２４±０．２８ａｂ

药物处理１ｈ组 ８０．１７±０．５２ａｂ ６．１２±０．２３ａｂｃ

药物处理３ｈ组 ８１．３３±０．３０ａ ７．８３±０．３１ａ

药物处理６ｈ组 ８０．９８±０．３４ａ ８．１６±０．３６ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｃ：Ｐ＜

００１，与药物处理１５ｍｉｎ组比较

２．３　脑脊液谷氨酸含量的变化
　　在ｓＴＢＩ后２４ｈ时检测致伤组小鼠脑脊液中谷氨酸浓度较
假手术组显著增高 （Ｐ＜０．０１）。但与对照组比较，（Ｓ）
４Ｃ３ＨＰＧ药物处理１５ｍｉｎ、１ｈ组在伤后２４ｈ测得的脑脊液中
谷氨酸浓度虽都显著低于对照组（Ｐ＜０．０１），但这两个处理组
间也存在显著差异（Ｐ＜０．０１）。而（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ药物处理３、
６ｈ组与对照组比较无统计学差异。见表１。

２．４　伤侧皮层炎症因子表达的变化
　　在对伤侧皮层炎症因子的检测中显示，ｓＴＢＩ后２４ｈ，（Ｓ）
４Ｃ３ＨＰＧ药物处理１５ｍｉｎ、１ｈ组在ＴＮＦα、ＩＬ１βｍＲＮＡ表达水
平上与对照组比较明显降低 （Ｐ＜０．０１）。而在（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ
药物处理３、６ｈ组中伤侧皮层ＴＮＦα、ＩＬ１βｍＲＮＡ表达水平上
与对照组无统计学差异。见表２。

表２　ｓＴＢＩ后不同时间给药对ｓＴＢＩ后２４ｈ伤侧皮层炎症因子ＴＮＦα、

ＩＬ１βｍＲＮＡ水平的影响（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 ＴＮＦαｍＲＮＡ ＩＬ１βｍＲＮＡ
对照组 １．００６±０．１２５ １．０１２±０．０８８

药物处理１５ｍｉｎ组 ０．７２２±０．１６０ａ ０．５９４±０．１２８ａ

药物处理１ｈ组 ０．７９３±０．１２２ａ ０．６５１±０．１１１ａ

药物处理３ｈ组 ０．９３６±０．１５３ ０．７０５±０．０９８ａ

药物处理６ｈ组 ０．９５５±０．０８７ ０．９０５±０．１１０

ａ：Ｐ＜０．０１与对照组比较

３　讨论

　　创伤性颅脑损伤是神经外科的常见疾病，其中重
型颅脑损伤的高致残、致死残严重威胁人类的生命。

颅脑损伤机制十分复杂，创伤后兴奋性氨基酸的过度

释放、炎症反应、离子通道的失衡、脑水肿、氧自由基生

成、细胞凋亡等，这些机制既同时发生作用又互相关联

构成连锁反应，最终导致神经细胞的死亡的病理过

程［５］。深入探讨颅脑损伤的发生机制，对降低其致

残、致死率，提高治愈率和改善预后具有重要的临床

意义。

　　谷氨酸作为中枢神经系统中含量最高、作用最广
泛的兴奋性氨基酸，在生理条件下对维持细胞正常功

能有着十分重要的作用。目前已有大量研究证明在颅

脑创伤后细胞外液和脑脊液中谷氨酸的急剧增加，产

生兴奋性神经毒性作用，导致神经元损伤，从而加重伤

情引起严重的神经功能损害［６－７］。Ｄａｉ等［８］研究发现

在小鼠中度ＴＢＩ模型中细胞外高浓度谷氨酸可促进炎
症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β的表达。在本实验中小鼠 ｓＴＢＩ
后也存在此现象，在ｓＴＢＩ后２４ｈ小鼠脑脊液中谷氨酸
浓度较正常小鼠显著增高，并且伤后随谷氨酸浓度的

增高，炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β的表达也明显增高。说
明在重度颅脑损伤后由于血脑屏障和脑组织的原发性

损害导致脑损伤区域兴奋性氨基酸，特别是谷氨酸的

急剧释放，其兴奋性毒性作用引起神经细胞缺血、缺氧

并诱导了炎症因子的表达，这些作用共同导致了创伤

后的血脑屏障通透性改变、脑血流紊乱、脑水肿、神经

元死亡等一系列复杂的继发性改变，加重了颅脑损伤

后神经功能损害的形成［９－１０］，实验证明神经功能损害

程度及脑水肿的程度与伤后谷氨酸浓度及炎症因子表

达水平的增高密切相关。

　　在颅脑创伤后调节中枢神经系统内谷氨酸的释
放，降低其兴奋性毒性作用及其诱导的炎症反应，减轻

颅脑损伤后带来的神经功能损害是有重要意义的。目

前已证实（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ对阿尔茨海默病、帕金森病、抑
郁症、精神分裂症、癫痫症及椎体外系疾病的治疗、减

轻脑缺血后的脑梗死灶等慢性疾病及神经保护方面都

有较好的效果［１１－１３］。在创伤性颅脑损伤中原发性损

伤无法预防和逆转，而继发性损伤却是具有可逆性并

对预后具有决定性作用。通常，对于重度颅脑损伤而

言，伤后早期干预，尤其对急性期（２４ｈ内）的早期诊
断、早期处理，有效降低颅内压和防治并发症是降低死

４９１
第３４卷第３期
２０１２年２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．３
Ｆｅｂ．１５　２０１２



亡率的３大主要措施［１４－１５］。结合本课题组前期的实

验［２］，我们根据颅脑创伤急性期谷氨酸浓度波动曲线

进行伤后时间窗的选择［８］，选择伤后２４ｈ内１５ｍｉｎ、
１、３、６ｈ予以（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ观察其在 ｓＴＢＩ后对是否存
在较好的神经保护作用，实验证明 ｓＴＢＩ后２４ｈ脑脊
液中谷氨酸浓度的变化水平与炎症介质（ＴＮＦα、
ＩＬ１β）的变化水平具有同向性，在 ｓＴＢＩ早期（１５ｍｉｎ
和１ｈ）给予（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ降低了谷氨酸浓度和炎症因
子的表达水平，显著减轻了ｓＴＢＩ后脑水肿和神经功能
损伤（Ｐ＜０．０１），具有更好的神经保护作用，而后期给
药谷氨酸浓度降低不明显，与对照组比较无统计学差

异，而脑含水量及炎症因子的表达则进一步升高，说明

伤后（３ｈ和６ｈ）给药对无显著的脑保护作用。因此
在颅脑创伤后尽早应用（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ来调节谷氨酸的
释放，可明显减少兴奋性氨基酸毒性作用，降低炎症反

应的诱发因素，减轻了神经功能的损害，而在急性期后

致伤的因素重点主要可能是炎症反应，即使抑制了谷

氨酸的毒性作用，也不能有效减轻神经系统的损害。

据研究表明：弥漫性脑损伤后 ｍＧｌｕＲⅠ表达增加并参
与神经元损伤的病理过程，伤后ｍＧｌｕＲⅡ表达减少，使
神经元保护作用减弱［１６］。提示（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ在颅脑
创伤后的作用机理可能是与谷氨酸竞争结合谷氨酸受

体（拮抗ｍＧｌｕＲⅠ、激动ｍＧｌｕＲⅡ）来发挥其生物学效
应的。但（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ对 ｍＧｌｕＲⅠ、Ⅱ组受体在创伤
后如何与谷氨酸受体结合发挥作用的具体机制仍需进

一步研究。

　　综上所述，作为颅脑损伤的重要机制谷氨酸兴奋
性毒性作用与进炎症反相互促进，从而加重了对神经

功能的损害［１７］。颅脑创伤后尽早应用混合型谷氨酸

受体调节剂（Ｓ）４Ｃ３ＨＰＧ可有效减轻继发性颅脑损
伤，对颅脑损伤患者开展院前急救及早期治疗有重要

的理论指导作用，为开发高选择性促代谢型谷氨酸受

体调节剂提供依据，具有重要的医学科研和临床意义。
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