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谷氨酸在模拟高原梭曼中毒性脑损伤的作用研究

赵吉清 ,吴　强 ,董兆君 ,王仕丽 ,李云鹏 ,刘　勇 ,魏相德　　(第三军医大学预防医学系毒理学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨谷氨酸(Glutamic acid , Glu)在缺氧复合梭曼中毒脑损伤的作用机制。方法　采用氨基酸分析和放免技术 ,

研究高原缺氧 、梭曼中毒单一与复合致伤后 12、24、48 h 脑组织Glu 和CaM含量的变化以及钙/钙调蛋白激酶Ⅱ(Ca
2+
/ CaM-PK Ⅱ)活

性的影响及其机制。结果　缺氧复合梭曼中毒组脑组织 Glu、CaM含量在中毒后 24 h明显高于单纯中毒组 、缺氧对照组和正常对照

组;缺氧中毒组脑组织 Ca2+/ CaM-PK Ⅱ活性在中毒后24 h明显低于单纯中毒组 、缺氧对照组和正常对照组;而 N-甲基-D-天冬氨酸
(NMDA)受体拮抗剂地佐环平(MK-801)和钙通道拮抗剂尼莫地平(Nimodipine)可对抗这种改变。结论　高原缺氧复合梭曼中毒后

Glu 的兴奋毒引起脑损伤和 Ca2+/CaM-PK Ⅱ的活性下降 , 主要由 NMDA受体介导和胞外 Ca2+内流增加有关。
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Effect of glutamic acid on brain damage in simulated high altitude hypoxia combined

soman intoxication
ZHAO Ji-qing , WU Qiang , DONG Zhao-jun , WANG Shi-li , LI Yun-peng , LIU Yong , WEI Xiang-de(Department of Toxicology , Thi rd Military Medical

University , Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To explore the mechanism of glutamic acid (Glu)on brain damage in high altitude hypoxia combined soman intoxica-
tion.Methods　The content of Glu , CaM and activity of Ca2+/ CaM-PK Ⅱ in brain tissue after hypoxia combined soman intoxication were studed

with RIA and amino acid analyzing.Results　The content of Glu , CaM were significantly higher in soman intoxicated combined hypoxia group than

that in simple soman intoxicated group or simple hypoxia group 24 h after infoxication;but the activity of Ca2+/CaM-PK Ⅱ were significantly de-

creased;NMDA receptor antagonist MK801 and calcium antagonist Nimodipine could antagonize EAA induced inhibition of Ca2+/CaM-PK Ⅱ activi-
ty.Conclusion　NMDA receptor may be involved in excitotoxicity induced inhibition of Ca2+/CaM-PK Ⅱ activity in high altitude hypoxia combined

soman intoxication.
　　Key words:hypoxia;soman;glutamic;Ca2+/CaM-PK Ⅱ

　　梭曼属于速杀性化学战剂 ,可以迅速地抑制乙酰
胆碱酯酶(AChE),导致胆碱能神经末梢释放的乙酰胆
碱(ACh)积累 ,引发动物出现呼吸困难 、肌颤 、惊厥 ,甚
至死亡 。快速进驻高原地区可造成机体缺氧性损伤 ,
高原缺氧复合梭曼中毒可加大其毒性。这种低氧所致
的脑损伤至今对其发病机制尚不十分清楚 ,因而也缺

少有效的防治措施 。近年来的研究认为 ,兴奋性氨基
酸释放增加参与低氧性脑损伤 ,但必须在胞内过量
Ca

2+
存在的条件下

[ 1 ,2]
。国外发现兴奋性氨基酸参与

了梭曼中毒的毒性作用[ 3] 。对于缺氧和梭曼中毒两因
素的协同作用机制尚有待于进一步研究 。

1　材料与方法

1.1　动物和药品
　　Wistar鼠 126 只 ,雌雄不拘 , 体重 180 ～ 220 g。分为平原对

照组(6只),平原梭曼中毒组(24只), 高原缺氧对照组(24只),

高原梭曼中毒组(24 只), 尼莫地平治疗组(24只),MK-801治疗
组(24只)。
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　　作者简介:赵吉清(1970-),男 ,山东省牟平县人 ,硕士 ,讲师 ,主要从事神经

毒理方面的研究 ,发表论文 5篇。电话:(023)68752356

　　收稿日期:2000-12-15;修回日期:2001-04-17

　　梭曼(纯度 94.28%)由军事医学科学院六所提供 , 临用前

以生理盐水配制溶液。 CaM 试剂盒:购于解放军总医院;[ 32P]
ATP由北京福瑞公司提供;MK-801 为 RBI 产品;尼莫地平由天

津中央制药七厂提供。

1.2　方法
　　平原对照组直接取样;高原对照组和高原中毒组动物均预

先在模拟高原 4 000 m 停留 6 h , 中毒组大鼠再皮下注射梭曼后
继续停留低压舱 12 、24 、36 、48 h 取样 , 同时对照组在相应时相

点活杀取脑组织。

1.3　检测指标
1.3.1　海马组织Glu 测定　　将新鲜海马组织用冷冻 10%磺

基水杨酸制成 10%匀浆 , 10 000×g 冰冻离心 20 min , 取上清
液 ,在全自动氨基酸分析仪检测。

1.3.2　脑组织 CaM 含量的测定　　采用北京解放军总医院提

供的
3
H-cGMP放免试剂盒测定。

1.3.3　脑组织Ca2+/CaM-PK Ⅱ活性的测定　　Ca2+/ CaM-PK Ⅱ

活性测定根据张光毅[ 4]的蛋白激酶Ⅱ活性依赖 Ca2+/CaM分解
[ 32P] ATP 的方法。取皮层组织立即放入预冷(4 ℃)缓冲溶液中

研成匀浆 ,然后低温离心(4 ℃, 4 000×g , 50 min)分离出酶。 根
据此酶可催化ATP 的γ-磷酸基团转移到其底物蛋白上的性质 ,

在Ca2+和 CaM 存在时 , 在适当的反应体系中加入该酶 、底物
(组蛋白)和γ32-ATP , 30 ℃反应10 min ,吸取20 μl反应液滴在滤

纸片上 ,立即投入冰冷的 10%三氯醋酸(TCA)-2%磷酸溶液内

终止反应 ,反复数次 , 放入5%TCA洗 2次(每次15 min), 无水乙
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醇脱水 5 min , 滤纸片吹干 , 将滤纸放入闪烁瓶中 , 加入 6 ml的

闪烁液 ,用液闪计数仪计数。

1.4　统计学处理
　　由本校数学教研室设计的 SPMR医用统计程序包进行多

因素及双因素方差分析 ,所有计量资料均以  x±s表示。

2　结果

2.1　脑组织Glu含量测定
　　高原中毒组脑组织Glu含量随时间延长而递增 , 在 48 h 明

显高于其它时相点;24、48 h 均明显高于平原中毒组 , 高原对照

组和正常对照组。平原中毒组脑组织 Glu 含量呈先升高后下

降的趋势 ,中毒后 12 h 最高。高原对照组脑组织 Glu 含量呈逐

渐上升趋势 ,高原缺氧 48 h 显著高于 12、24 h 和正常对照。 多
因素方差分析表明 ,高度因素和时间因素均对 Glu 含量有显著

的影响作用 ,且交互作用明显 , 见表 1。

表 1　脑组织谷氨酸含量的变化(n=6, nmol/ml ,  x±s)

Tab 1　Changes of content of Glu in brain tissue(n=6, nmol/ml ,  x±s)

Time after intoxication(h)
Control

12 24 48

Ⅰ 6.27±1.28 13.36±1.04＊＊ 11.89±1.61＊＊ 10.22±1.33＊＊

Ⅱ 10.48±1.85＊＊ 13.97±2.14＊＊ 16.89±2.54＊＊

Ⅲ 15.27±2.81＊＊△★18.60±2.22＊＊△★ 25.16±17.33＊＊△★

Ⅰ :Soman intoxication at sea level;Ⅱ:Simulated high altitude;

Ⅲ:Soman intoxication at high altitude;＊＊:P <0.01 vs control;

△:P<0.01 vs Ⅰ at the same time point;★:P<0.01 vs Ⅱ at the

same time point

2.2　脑组织 CaM 含量测定

　　高原中毒组脑组织 CaM 含量随时间延长而递增 , 在 48 h

明显高于其它时相点;24、48 h 均明显高于平原中毒组 , 高原对

照组和正常对照组。平原中毒组脑组织 CaM含量呈逐渐下降

趋势 , 中毒后 12 h 最高。高原对照组脑组织 CaM 含量呈逐渐

上升趋势 , 高原缺氧 48 h 显著高于 12、24 h 和正常对照。多因
素方差分析表明 ,高度因素和时间因素均对 CaM含量有显著的

影响作用 ,且交互作用明显 , 见表 2。

表 2　脑组织钙调蛋白含量的变化(n=6 , nmol/ml ,  x±s)

Tab 2　Changes of content of CaM in brain tissue(n=6, nmol/ml ,  x±s)

Time after intoxication(h)
Control

12 24 48

Ⅰ 11.53±1.38 16.10±1.05＊＊ 13.62±1.22＊＊ 13.36±1.66＊＊

Ⅱ 12.43±0.98 13.77±1.31＊ 16.08±1.23＊＊

Ⅲ 15.30±1.14＊＊△★ 17.27±1.90＊＊△★ 19.65±1.52＊＊△★

＊:P<0.05 , ＊＊:P <0.01 , vs cont rol;△:P<0.01 vs Ⅰ at the

same time point;★:P<0.01 vs Ⅱ at the same time point

2.3　脑组织 Ca2+/CaM-PK Ⅱ活性的变化
　　高原中毒组脑组织 Ca2+/CaM-PK Ⅱ活性随时间延长而递
减 ,在 48 h 明显低于其它时相点;各时相点均明显低于平原中

毒组 , 高原对照组和正常对照组。平原中毒组脑组织 Ca2+/

CaM-PK Ⅱ活性呈逐渐上升趋势 , 中毒后 12 h 最低。高原对照
组脑组织 Ca2+/CaM-PK Ⅱ活性呈逐渐下降趋势 ,高原缺氧 48 h

显著低于 12、24 h 和正常对照。尼莫地平治疗组和 MK-801 治
疗组脑组织 Ca2+/ CaM-PK Ⅱ活性各时相点均明显高于高原中

毒组 ,与正常对照无差别 , 见表 3。

表 3　脑组织 Ca2+/ CaM-PK Ⅱ活性的变化(n=6, pmol·

min-1·mg-1 , x±s)

Tab 3　Activity of Ca2+/CaM-PK Ⅱ in brain tissue(n=6 ,

pmol·min-1·mg-1 , x±s)

Time after intoxication(h)
Control

12 24 48

Ⅰ 198.38±11.70 163.93±16.8＊＊ 173.45±22.17＊＊ 182.17±14.56＊＊

Ⅱ 181.36±14.55＊＊ 176.49±10.37＊＊ 157.21±10.86＊＊

Ⅲ 175.53±13.81＊＊△★ 162.48±11.59＊＊△★ 140.25±11.21＊＊△★

Ⅳ 190.43±9.29＊＊○ 194.70±11.37＊＊○ 195.82±16.79＊＊○

Ⅴ 194.17±10.28○ 189.64±12.59○ 192.53±14.67○

Ⅳ:Nimodipine treament group;Ⅴ:Mk-801 treament group;

＊＊:P <0.01 vs control;△:P <0.01 vs Ⅰ at the same

time point;★:P <0.01 vs Ⅱ at the same time point;

○:P<0.01 vs Ⅲ at the same time point

3　讨论

　　文献[ 5]报道梭曼中毒和高原缺氧均可引发脑组

织缺氧性损伤。而梭曼中毒和高原缺氧的复合效应可
加重缺氧程度。关于在复合效应下神经元损伤除与胆

碱能系统受损有关外 ,非胆碱能系统在神经元损伤过
程中可能发挥了重要的作用。本室业已证明在缺氧条

件下梭曼中毒所造成的神经元损伤过程中 ,Ca2+升高

及超载可能起了重要作用 ,而钙的升高及超载则可能
是胆碱能系统和兴奋性氨基酸共同介导所致[ 6] 。本研

究在测定高原缺氧复合梭曼中毒动物脑内兴奋性氨基

酸的含量时发现 ,出现动物脑内有明显的谷氨酸(Glu-

tamic acid ,Glu)含量的升高。选用谷氨酸受体(Glu-R)
的拮抗剂MK-801或钙拮抗剂尼莫地平单药用于梭曼

中毒的预防 ,它不能阻止惊厥的出现 ,却可减轻动物的

中毒症状 ,终止动物的持续性惊厥状态 ,降低动物的死
亡率[ 7] 。说明海马内早期 NMDA 受体的参与在致惊

中发挥重要作用。这由于 NMDA 受体与 Glu 结合后 ,
使受体依赖离子通道缓慢开放 ,导致惊厥产生 。

　　兴奋性氨基酸的神经毒性作用机制在于通过受体
引起靶细胞过度兴奋和代谢紊乱 ,诱发惊厥发作 。Glu

受体分 NMDA受体 ,非NMDA受体和代谢型受体三种

亚型 ,其中 NMDA受体对 Ca
2+
高度通透

[ 8]
。国外报道

也证实梭曼中毒引发的兴奋毒主要与 NMDA 受体有

关[ 9] 。本研究结果表明在缺氧复合梭曼中毒后神经细
胞内 Ca2+ 、脑组织 CaM ,Glu 的增加同时伴随有靶酶

———Ca2+/CaM-PK Ⅱ的活性降低 ,早期即可出现 ,而

MK-801和尼莫地平可拮抗该酶的活性降低。说明高
原缺氧复合梭曼中毒在加重缺氧性脑损伤的同时 ,可

使谷氨酸释放和(或)摄取减少 ,引起兴奋毒损伤 ,导致

神经细胞内的 Ca
2+
超载 ,它触发了导致神经元死亡的

级联反应 , Ca2+/CaM-PK Ⅱ活性的迅速抑制可能是该

级联反应中的一个重要环节[ 10] 。Ca2+/CaM-PKⅡ富含

于神经组织 ,占全脑总蛋白的 1%,在海马则达到 2%。
Ca2+/CaM-PKⅡ是一多功能蛋白激酶 ,在体外可磷酸
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化40多种蛋白质 ,在细胞生物合成 ,神经递质胞吐和

突触可塑性等过程中起重要作用
[ 11]

。神经元去极化
使胞内 Ca2+水平增高 , Ca2+/CaM-PK Ⅱ发生自身磷酸

化 ,其活性即由 Ca
2+
/CaM依赖型向Ca

2+
/CaM 非依赖

型转变 ,由于正常情况下神经元内 Ca2+浓度变化的瞬

时性 ,该酶的Ca
2+
非依赖性活性又缓慢地回复到Ca

2+

依赖性状态。而高原缺氧复合梭曼中毒后神经元内持
续处于 Ca2+超载状态 ,使 Ca2+/CaM-PKⅡ自身磷酸化

型剧增而非磷酸化型锐减 , 因此 Ca2+/CaM-PK Ⅱ的
Ca2+依赖性活性急剧降低;而 NMDA 受体拮抗剂可拮

抗Ca2+升高 ,抑制 Ca2+/CaM-PK Ⅱ活性 ,保护神经元
形态的损伤[ 12] 。提示高原缺氧复合梭曼中毒后 Glu

的兴奋毒引起皮层神经元的迟发性损伤和 Ca2+/CaM-
PK Ⅱ的活性下降 ,主要由NMDA受体介导和胞外 Ca2+

能内流增加有关 。
　　综上所述 ,高原缺氧复合梭曼中毒引起的脑损伤

的非胆碱能机制很复杂 ,目前认为可能是通过:兴奋性
氨基酸 ※NMDA 受体※Ca2+内流 ※Ca2+靶酶(Ca2+/

CaM-PKⅡ)。这为寻求更有效的梭曼抗毒剂量提供了
理论依据 。
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生活协助。

　　呼吸道并发症护理:老年患者机体抗病能力弱 , 且术前常

伴有慢性支气管炎等慢性肺部疾病 , 加上气管插管等因素影

响 ,使得术后呼吸道易感性明显增加 , 应多帮助病人翻身 ,定时

拍背 ,鼓励其咳嗽排痰 , 做深呼吸 ,痰液粘稠者予祛痰剂及雾化

吸入。同时注意保暖。

　　糖尿病护理:此患者全身抵抗力下降 , 易致肺部 、泌尿道及

切口等感染 ,切口恢复慢 , 要定期测血糖 , 及时调节饮食及胰岛

素用量 ,注意防止低血糖。

　　心血管疾病护理:老年患者极易发生心血管疾病 , 要做好

生命体征监测 ,及时巡视病房 , 控制输液滴速 ,术后疼痛及精神

紧张 、感染等易诱发高血压 、心律失常 , 应及时予镇静 、止痛及

抗感染等治疗 ,询问有无心慌 、气急等症状 , 观察心律及血压 ,

若出现上述症状及时通知医生及早处理。 能进食者饮食宜予

低盐饮食 ,以减轻心脏等负担。

　　保证充分的氧气吸入:老年患者心肺功能差 , 各组织器官

衰退 ,对缺氧耐受性差 , 加之术中 CO2 气腹极易产生高碳酸血

症 ,故术后常规吸氧 2 ～ 8 h , 到呼吸平稳 , 无心慌 , 皮肤青紫改

善 ,及血气分析等指标正常后 , 方可停止吸氧。

　　营养补充:老年患者营养状况差 , 术后恢复慢 , 而消化吸收

能力减弱 , 因此术后第 2 天尚不能进食者 ,要及时静脉补充足

够营养 ,如静脉输入白蛋白 、氨基酸 、维生素 、能量合剂等。

　　皮肤护理:老年患者身体消瘦 , 肌层较薄 , 皮肤抵抗力下

降 ,卧床时间长 , 极易发生褥疮。而患者年老体弱且术后伤口

疼痛使其活动受到限制 ,因此要随时注意床单的清洁 、干燥 、平

整 ,协助翻身 , 按摩受压处 ,必要时垫气圈 、棉垫 , 如受压处皮肤

发红 ,需用 50%的酒精按摩局部。

　　出院指导:根据不同的健康状况 , 指导患者选择合理的饮
食结构 ,以低脂 、低盐 、高蛋白 、高维生素 、易消化饮食为宜。 避

免刺激性饮食及适当控制饮食量 ,禁烟 、酒 , 嘱患者养成良好的

卫生习惯 ,鼓励参加适当体育锻炼 , 嘱其定期到医院检查 ,发现

问题及时处理。

　　体会:虽然老年患者个体差异大 , 合并症多 , 且机体免疫
力 、代偿力等功能下降 , 但只要做好术前各项功能检查 , 及时纠

正内科疾病 ,术后坚持细心观察 , 精心护理 , 及时预防及处理合

并症 , 以和蔼的语言 , 恰当的心理疏导 , 取得患者的紧密配合 ,

治疗便能取得成功。

　　关键词:老年;腹腔镜胆囊切除术;护理
　　中图法分类号:R473.6　　　文献标识码:B
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