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硫酸镁对大鼠创伤性脑损伤后神经细胞凋亡的影响 

石全红 ，支兴刚 ，何朝晖 

(重庆医科大学l临床学院神经外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察创伤性颅脑损伤(TBI)后大鼠神经细胞凋亡现象。应用硫酸镁观察其对损伤后大鼠神经细胞凋亡的影 

响。方法：采用 Feeney损伤模型，运用原位末端标iE(Tune1)技术 ，观察中度脑损伤后 2h～5d伤侧大脑皮层 、海马神经细胞凋 

亡情况，结果：1．Tunel染色：伤侧大脑半球广泛存在细胞凋亡，以受伤区周缘为甚，伤后2h即可见凋亡细胞，2～3d达高峰，5d 

时减少。2．硫酸镁治疗后8h--3d，伤侧皮层、海马区细胞凋亡数与损伤组比较明显减少(P<0．05)。结论：TBI后，神经元发 

生变性、坏死的同时，存在凋亡现象。硫酸镁能阻滞TBI后神经细胞的凋亡，具有脑保护作用。 
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The effect of magnesium sulfate on apoptosis following traumatic 

brain injury(TBI)in rats 

Sill Quanhong，et al 

(Department ofNeurosurgery，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate apoptosis of neurone in rats following traumatic brain injury and the effects of magnesitLm sulfate 

on apoptosis of neurone after brain injury．Methods：Based upon the Feeney S model the cellular apoptosis WaS observed in injuried cor— 

tex and hippocampus at the 2nd hour tO the 5th day after medium traumatic brain injury by TUNEL technique．Results：1．The cellu— 

lar apoptosis waS observed in the injuried cerebral hemisphere at the 2nd hour after traumatic brain injury．The number of apoptotic 

cdls reached its peak at the 2nd tO the 3rd day after traumatic brain injury，then gradually reduced at the 5th day after traumatic 

brain injury．2．At the 8th hour tO the 3rd day after treatment with magnesium sulfate，the num ber of the cellular apoptosis in the in— 

j ed cortexand hippocampus reduced significantly comparedwiththe controls(P<0．05)．Conclusion：Theneuronal apoptosis exists 

in combination with neuronal necrosis after brain injury．Magnesium sulfate can prevent the neurone from apoptosis following TBI， 

therefore it is of importance in protecting brain． 
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Rinl【等[1]首次证明了神经细胞凋亡在创伤性 

脑伤(TBI)后神经细胞损伤死亡中的地位和作用， 

观察 TBI后 12～72h神经细胞凋亡发生情况，但未 

作更长时间的观察。TBI后神经细胞凋亡的机理 目 

前未完全阐明。本研究拟通过 TBI进一步研究神 

经细胞凋亡发生的规律和意义；硫酸镁对 TBI后细 

胞凋亡的影响，探讨其脑保护机制。 

1 材料与方法 

作者介绍：石全~(1969一 )。男，主治医师，硕士， 

主要研究方向：颅脑外伤。 

1．1 实验动物 

健康 Wistar大鼠，雄性 ，体重 250～300g，由重庆医科大 

学实验动物中心提供。实验分组：损伤及损伤给药组根据处 

死时间分为 2h、8h、12h、24h、48h、72h、120h等7个时相点组 

以及正常对照组、假手术组 ，每组 6只大鼠。假手术组仅作 

颅骨钻孔而不致伤。 

1．2 实验模型制备 

动物损伤模型采用改进后的 Feeney自由落体脑损伤装 

置。造成中度脑损伤。具体方法和步骤：2％戊巴比妥钠按 

50mg／kg剂量行大鼠腹腔内注射。固定于立体定向仪上，头 

皮剪毛，矢状切开头皮，剥离显露左顶颅骨，于中线左侧旁开 

约 2．5mm，前囱后约 2．5mm处用大 鼠颅骨钻小心钻开颅 

骨，保护硬膜完整，扩大骨窗至直径约5mm。将聚乙烯撞击 

头置于骨窗，垂直固定导杆，用20g击锤从30cm高处撞击聚 
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乙烯撞击头，造成左侧大脑半球中度脑损伤。撞击后，大鼠 

出现短暂的四肢抽搐 、呼吸暂停数秒，表明致伤成功，动物清 

醒后分笼喂养。 

损伤给药组 大鼠在致伤 后 5rain内给 予 25％MgS04 

750tmaol／kg，臀肌注射。 

1．3 标本取材和制备 

将麻醉动物仰卧，固定在手术台上，打开胸腔暴露心脏， 

经右心室插管至升主动脉，剪开右心耳，用蠕动泵行左心室 

一 升主动脉灌注动物。首先用 4℃肝素的生理盐水 200ml 

快速冲洗血液，再用 4℃4％的多聚甲醛(用含 0．9％NaCl和 

0．OIMPBS，pH为 7．4配制 )300ml作恒速灌流。灌流固定 

毕 ，断头取出完整脑组织 ，可见脑挫裂伤区，以该区为中心冠 

状切取约 0．5crn厚脑组织块放入 4％多聚甲醛中 24h后作 

石蜡包埋。后固定脑片，乙醇梯度脱水、二甲苯透明后，常规 

石蜡包埋。蜡块从损伤最明显处作连续切片，厚度 5tma。 

1．4 Tunel染色 

石蜡切片常规作二甲苯脱蜡，乙醇梯度脱水，蛋白酶 K 

消化 30min，0．1％TritronX一100透化处理 4min，0．3％H，()， 

灭活内源性过氧化物酶5min，5Oral Tunel反应液温孵 70rain， 

50 抗荧光抗体一P0D温孵40rain，DAB显色，苏木精复染， 

烤干，封片，显微镜观察(阳性反应细胞核呈棕色)10×40倍 

显微镜下在切片伤侧皮层和海马分别选择凋亡细胞最多的 

八个视野计数，最后取平均值。 

1 5 统计分析 

数据以 j± 表示，结果运用 SAS数理统计软件进行方 

差分析，组间均数比较用 q检验。 

2 结 果 

2．1 正常和假手术组 

镜下观察结果无显著性差异，未见有凋亡细胞， 

偶可见非特异性淡染细胞散在分布。 

2．2 损伤组 

Tunel染色显示，TBI后 2h在伤侧皮层和海马 

区即可见有少量凋亡细胞，12～24h凋亡细胞增多， 

48～72h达到凋亡高峰，5天时减少(见表 1)。 

2．3 损伤给药组 

伤侧大脑皮层、海马，在 8h、12h、24h、48h、72h 

凋亡细胞与损伤组比较各组均有显著性降低，而在 

2h、5d无显著性改变(见表2)。 

表 1 创伤性脑伤后不同时间点伤侧皮层、海马凋亡细胞数( ±S。 =6) 

P<0．01 与假手术组比较 

表 2 创伤性脑伤后 MgSO4对不同时间点伤侧皮层和海马细胞凋亡的影响( ± 。 =6) 

皮层 TBI 

TBI+MgSO4 

海马 TBI 

TBI+MgSO4 

7．33±1．12 14．79±1．19 24．83±4．01 39 54±1．99 45．92±1．50 47．75±2．89 19．46±1．56 

7．25±0．91 10．71±1．52△△ 22
．
17±2．20△ 30

．
79±3．09△△ 36

．
87±4．48△△ 36

．
67±3．37△△ 20

． 38±2．08 

4．42±0．70 9．76±0．31 14．38±0．71 22．0±2．42 31．46±1．54 33．84±1．63 12．42±3．08 

4．17±0．65 7．08±1．32△△ 10
．
92±1．00△△ 14

．
92±0．88△△ 26

．
75±1．32△△ 29

．
46±2．78△ 12

． 67±2．44 

P<0．05 P<0．01 与TBI组比较 

3 讨 论 

本实验采用 Feeney改进型脑损伤模型，造成大 

鼠左侧半球中度脑损伤，对伤后2h～5d进行了较长 

时间观察，检测脑伤后伤侧大脑皮层和海马神经细 

胞凋亡发生的消长过程，发现正常和假手术组在各 

时相均未见有凋亡细胞。创伤组中，伤后 2h伤侧大 

脑半球可见有少量凋亡细胞，8～12h凋亡细胞逐渐 

增多，2～3d达高峰，5d时，仍有一定量的维持。 

Rink⋯观察中度 TBI 6～72h后的神经元凋亡发生 

情况，发现细胞凋亡可见于伤后 6h，24～72h达高 

峰，且72h后仍维持一定数量。张亚卓 2通过球囊 

加压中脑造成脑伤实验中也发现，不同容积的中脑 

受压可诱导神经元及胶质细胞发生凋亡，凋亡的数 

量与加压的时间有关 ，一般在 24～72h达高峰。本 

实验和上述作者的研究结果均说明细胞凋亡出现的 

高峰时期是在损伤 24h以后。 

通过某种途径减轻或逆转病理状态下神经细胞 

凋亡过程，目前报道较少。崔建忠报道 』在实验性 

脑损伤后用碱性纤维母细胞生长因子(bFGF)治疗， 

发现伤后 4h、1d、3d额顶区、海马 CA2～ 区神经细胞 

凋亡数明显少于损伤组。本实验在伤后 5min内给 

予 25％MgSO4 750~mol／Ng，8h、12h、24h、48h、72h 

伤侧脑组织皮层、海马凋亡细胞数明显少于损伤组， 

而在2h、120h凋亡细胞数则与损伤组无显著性差 
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异。说明 MgSO4可减少脑损伤后细胞凋亡，而不影 

响凋亡出现和持续时间。已有大量实验证明，在急 

性脑损伤后脑组织内Mg 浓度显著下降。这一现 

象与细胞凋亡之间的关系如何?值得进一步探讨。 

我们认为 Mg 影响细胞凋亡的因素可能有以下几 

个方面：①对脑血流量调节，Ahuna BT[ j发现Mg2 

具有调节脑血管和外周血管功能，减轻脑伤后伤区 

缺血、缺氧改变；②M 是 cd 细胞内流天然的拮 

抗剂，可以阻断神经元细胞膜上的电压调节钙通道、 

受体阀门通道以及 Na 一cd 交换通道，另外，细 

胞内Mg2 可以防止细胞内Ca2 被线粒体摄取，阻 

滞线粒体内cd 超载所致的线粒体损伤L5_5；③对创 

伤后 自由基的清除。冯东福l6j认为早期 MgSO4治 

疗可以减轻大鼠脑伤后线粒体自由基损害；④Mg 

是 EAA的 NMDA受体通道的非竞争性拮抗剂l7]， 

采用嵌制技术研究发现，Mg 能阻断与脑伤发病过 

程有关的电压依赖NMDA受体钙离子通道_8j，同时 

在硫酸镁对大鼠创伤性脑损伤兴奋性氨基酸的影响 

的实验中发现 MgSO4对 EAA的释放有抑制作用； 

⑤对于调节细胞凋亡的基因C—los以及 p53的表达 

具有抑制作用[9,10j。因此我们认为，TBI后早期镁 

剂使用可以减轻神经元的凋亡。对创伤脑组织有一 

定保护作用。 
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