
论著 文章编号:1000-5404(2000)12-1194-03

脑出血血肿周边脑区谷氨酸及受体的变化

蒋晓江1 ,董为伟2 ,许志强1 ,李书林1 ,杨海棠1　　(1 第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所神经内科 , 重庆 400042;
2 重庆医科大学附属一院神经内科 , 重庆 400016)

　　提　要:目的　观察脑出血过程中血肿周边脑区谷氨酸(Glu)、谷氨酸受体(GluR)的变化规律 , 探讨其对

局部神经元的损伤机制。方法　应用高效液相色谱 、受体的放射配基结合分析等 ,监测实验性脑出血后大鼠

血肿周边脑区的谷氨酸及其受体含量。结果　脑出血后 3 h 血肿周边脑区Glu 含量开始升高 , 在血肿形成的

高峰期 12 h达峰值;而血肿周边脑区GluR的表达在脑出血后 6 h处于明显的低表达状态;Glu 的含量与 GluR

的表达呈显著的负相关;血肿周边脑区 GluR Kd 值处于持续升高状态 , 且GluR与其Kd 值变化表现非常显著

的负相关。结论　Glu 与血肿周边脑区神经元损伤密切相关 , 血肿周边脑区Glu与 GluR结合力的分离 ,是血

肿周边脑区神经元不可逆损伤的重要因素之一。
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Changes of glutamate and its receptor contents in perihematomal brain re-
gions following intracerebral hemorrhage
JIANG Xiao-jiang , DONG Wei-wei , XU Zhi-qiang , LI Shu-lin , YANG Hai-tang(Department of Cerebrovascular Diseases , Daping
Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective 　To explore the changing principle of glutamate (Glu)and its receptor

(GluR)contents in perihematomal brain regions after intracerebral hemorrhage for their roles in local neu-

ron injury.Methods　The contents of Glu and GluR in perihematomal brain regions were determined in

the experimental intracerebral hemorrhage rat model with high-performance liquid chromatography

(HPLC), radio-ligand binding assay of receptors(RBA).Results　The Glu content in perihematomal

brain regions began to elevate 3 h after the hemorrhage and reached a peak at the 12 th hour after the

maximum hematoma.The expression level of GluR was low in the regions 6 h after the hemorrhage.The

Glu content was negatively correlated to the GluR expression.The Kd value of GluR remained in an in-

creasing tendency and it had a significant negative correlation with the expression of GluR.Conclusion　

The Glu in perihematomal brain regions is associated with the neuron injury around the hematoma.The

dissociation of Glu andGluR might be one of important factors of the non-reversible neuron injury in peri-

hematomal brain regions.
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　　兴奋性氨基酸(Excitatory amino acids ,EAAs)受体是

调节中枢神经系统(CNS)突触兴奋性的主要递质受

体[ 1] 。急性脑缺血(Acute cerebral ischemia ,ACI)时 ,神经

元过量释放谷氨酸(Glutamate ,Glu)对缺血神经元的损伤

起着重要作用
[ 2]
,然而脑出血(Intracerebral hemorrhage ,
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ICH)时 ,血肿周边谷氨酸(Glutamate ,Glu)、谷氨酸受体

(Glutamate receptor ,GluR)以及GluR与 GluR离解常数

(Dissociation constant , Kd 值)的变化规律尚不十分明

确;血肿周边Glu代谢与血肿周边神经元的损伤的关

系鲜见报道。为此 ,本实验对 ICH 时不同时相血肿周

边脑区Glu的含量 、GluR的容量及其 Kd 值进行了测

定 ,拟探讨 ICH条件下 ,血肿周边 Glu 、GluR及其Kd值

变化与神经元损伤的相互关系及其病生机制 。
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1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　实验动物　　实验动物选用健康雄性Wistar大鼠 , 体重

250～ 300 g , 由第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所动物

中心提供。实验动物按随机原则分组接受不同的实验处理。本

实验选用 8 个时相点 , 分别为出血前(Pre-hemorrhage), 出血 30

min ,出血 3、6、12、24、48及 72 h , 每个时相点均为5 只动物。

1.1.2　大鼠脑出血模型的建立　　参照 Rosenberg[ 3] 报道的方

法 ,结合任氏改良即选用胶原酶(Collagenase)加肝素联合注射

建立脑出血动物模型。手术对照组除不注入胶原酶及肝素外

其余条件与出血组一致。

1.2　方法
1.2.1　Glu 含量检测　　冰盘上切取血肿周边脑组织约 60 ～

120 mg , 称重后用 10%磺基水杨酸钠溶液 2 ml冰浴匀浆 , 1 000

×g , 离心 15 min 将上清液定容为 2 ml ,HPLG 分析系统检测 , 磷

苯二甲醛等柱前演生 ,柱长 26 cm ,柱温 37 ℃, 流动相为 30%甲

醇/磷酸缓冲液。

1.2.2　GluR最大结合容量及 Kd 值测定　　参照 Meeker 等[ 4]

方法进行。谷氨酸标准品为美国 Sigma公司生产 , 3H-谷氨酸由

上海原子核研究所标记。

1.2.3　脑出血模型各时相血肿容量的测定　　各时相造型结

束后 ,再次麻醉大鼠 , 头部原位液氮冷冻 2～ 3 min ,快速断颅取

全脑 ,再置于-20 ℃冰柜中冷藏 。以血肿中心为起点用冰冻切

片机切片 , 切片厚 25 μm , 连续切片 5 张 , 切片血肿纵向长度

(μm)=切片厚度×5 , 每张切片的血肿截面积在显微镜下绘出 ,

然后通过MAS-1图像分析系统计算出血肿容量。

1.3　统计学处理
　　所有数据均由 Excel 7.0 数理统计程序进行贮存 , 转换和运

算。组内自身对照和配对实验数据用配对 t 检验。组间比较

采用方差分析。

2　结果

2.1　脑出血组血肿容量的变化
　　造型 3 ～ 6 h , 血肿容量为(40.35±5.07)～ (56.34±6.88)

μl;12～ 24 h ,血肿容量最大 , 为(65.03±9.25)～ (70.49±5.78)

μl , 较 3～ 6 h 明显增大(P<0.01);而 48～ 72 h 血肿不再继续增

大 ,反呈明显缩小 , 为(35.65±1.68)～ (33.25±3.04)μl , 与24 h

比较相差非常显著 , P<0.01。

2.2　血肿部位 Glu活性
　　对照组各时相Glu 活性无明显变化 , 与术前比较 P>0.05。

出血组 ,出血 3 h Glu 含量升高(P <0.05);12 ～ 24 h 达峰值 , 与

对照组比较相差极为显著(P<0.01);48～ 72 h 呈明显降低趋

势 ,见表 1。

表 1　脑出血血肿周边脑区谷氨酸活性变化(ωB/mg·g
-1 ,  x±s)

Tab 1　Changes of Glu activity of perihematoma region in ICH(ωB/mg·g
-1 ,  x ±s)

Time after hemorrhage
Group

Pre-hemorrhage
(n=5)

30min(n=5) 3h(n=5) 6 h(n=5) 12h(n=5) 24 h(n=5) 48 h(n=5) 72h(n=5)

Control 3.26±0.59 4.01±0.66 5.68±1.35 5.73±1.86 3.28±0.62 3.56±0.74 3.54±0.57 3.47±0.69

ICH 3.18±0.57 4.56±1.35 8.01±1.35＊# 20.45±3.56＊＊## 37.62±4.38＊＊## 32.75±4.08＊＊## 6.53±1.75＊＊## 4.18±0.75＊＊##

＊:P <0.05 , ＊＊:P <0.01 vs pre-hemorrhage;#:P<0.05 , ##:P<0.01 vs control

2.3　血肿周边脑组织GluR的表达

　　对照组术后各时相 ,血肿周边 GluR的表达无明显变化 , 与

术前比较 , P>0.05。脑出血后 3 h 血肿周边 GluR开始呈下调

趋势;6 h 达低谷值 ,与对照组及出血前比较 , P<0.05;以后呈

缓慢上升趋势 ,但均低于同时相对照组受体的表达水平(P <

0.05),见表 2。

表 2　脑出血血肿周边脑区谷氨酸受体的表达(m B/ pmol·mg
-1 ,  x ±s)

Tab 2　Expression of GluR of perihematoma region in ICH(mB/ pmol·mg
-1 ,  x±s)

Time after hemorrhage
Group

Pre-hemorrhage
(n=5)

30 min(n=5) 3 h(n=5) 6 h(n=5) 12 h(n=5) 24 h(n=5) 48 h(n=5) 72 h(n=5)

Control 3.27±1.27 3.54±1.04 2.53±0.76 2.46±0.54 3.22±1.47 3.39±1.20 3.47±1.28 3.98±1.55

ICH 3.18±1.03 3.14±1.06 2.46±0.86 1.50±0.35＊＊ 1.55±0.21＊＊# 1.78±0.39＊# 1.98±0.41＊# 2.05±0.34＊#

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs pre-hemorrhage;#:P<0.05 vs control

2.4　血肿周边 GluR Kd值的变化

　　对照组术后与术前比较 , 各时相 Kd 值无明显变化(P >

0.05)。脑出血后 6 h血肿周边GluR的 Kd 值明显升高;12 h 达

峰值[ (6.05±1.05)nmol/ L] , 与对照组比较 , P<0.01 ,见表 3。
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表 3　脑出血血肿周边脑区谷氨酸受体 Kd值的变化(CB/ nmol·L
-1 ,  x ±s)

Tab 3　Changes of Kd value of perihematoma region in ICH(CB/nmol·L
-1 ,  x ±s)

Time after hemorrhage
Group

Pre-hemorrhage
(n=5)

30 min(n=5) 3 h(n=5) 6 h(n=5) 12 h(n=5) 24 h(n=5) 48 h(n=5) 72 h(n=5)

Control 3.58±1.42 3.55±1.37 3.98±1.42 3.65±0.57 3.54±0.57 3.56±0.98 3.63±0.45 3.55±0.79

ICH 3.24±1.05 3.65±1.28 3.56±1.58 5.32±1.24＊# 6.05±1.05＊＊## 5.68±1.35＊## 5.34±1.45＊## 5.37±1.67＊

＊:P <0.05 , ＊＊:P <0.01 vs pre-hemorrhage;#:P<0.05 , ##:P<0.01 vs control

2.5　血肿周边 Glu与 GluR及GluR Kd值的相关分析

　　血肿周边Glu 与GluR呈显著负相关(n=40 , r=-0.306 , P

<0.05);GluR与 GluR Kd 值呈非常显著负相关(n =40 , r=

-0.452 , P<0.01);而 Glu 与 GluR Kd 值不相关(n =40 , r=

0.273 , P >0.05)。

3　讨论

　　Glu是兴奋性氨基酸的重要成员 ,在 CNS 是含量

最丰富的氨基酸 ,不仅具有神经递质的作用 ,而且具有

介导神经元代谢的机能。本实验研究在脑出血特定条

件下 , 血肿周边脑区 Glu ,GluR及其亲合力的变化规

律 ,探讨其致伤机制 。实验结果表明:血肿周边Glu的

含量在脑出血后 3 h开始明显上升 ,在血肿的高峰期

12 h达峰值 , ;在血肿面积减小的吸收期 48 ～ 72 h ,Glu

含量虽有明显下降 ,但仍然极为明显的高于对照组水

平(P<0.01),反映了血肿周边Glu活性变化存在着一

定的自身规律 。另外血肿周边脑组织GluR的表达在

脑出血6 h后处于明显的低表达状态 , 12 h以后虽有

回升趋势 ,但与对照组比较仍处于明显低水平(P <

0.05);并且 ,血肿周边 Glu 的含量与其GluR表达呈显

著的负相关(P <0.05)。血肿周边 GluR Kd 值也呈一

定规律性 ,是 Glu 与其受体结合力的倒数 ,与 GluR表

达的变化相反 ,脑出血后 6 h开始Kd值处于持续升高

的状态(P <0.05),与此同时血肿周边 GluR与其 Kd

值仍表现非常显著的负相关(P <0.01)。

　　大鼠脑出血血肿高峰期 GluR及其亲合力与 Glu

的关系为下向特异性逆向调节 ,24 ～ 72 h 呈上向特异

性逆向调节 ,探讨血肿周边 GluR变化的病理生理机

制 ,可能是由于血肿周边 NC在 Glu损伤作用下 ,NC合

成的 GluR发生了质的变化 ,其亲合力处于低落状态 ,

虽然并未使 GluR数目下降 ,但造成了 GluR与其亲合

力的分离现象 ,这并非出血灶周边 NC 的保护机制(为

了减轻 Glu 对 NC 的毒性作用),而是出血周边 NC 的

不可逆性损害的重要病理表现 。

　　脑出血血肿高峰期Glu含量升高的机制可能与下

列因素有关:①血肿周边 NC 损害 ,自发性释放增多;

②Glu与GluR的亲合力下降 ,Glu-GluR复合物减少 ,游

离的Glu增多;③NC快速除极时 Ca2+-依赖性释放;④

血浆Glu病灶局部外渗增多[ 5] ;⑤血肿周边缺血带NC

能量代谢障碍 ,使Glu重摄取减少
[ 6]
。

　　我们认为在 NC 变性坏死过程中 ,脑出血时 ,细胞

外间隙过度的 Glu 堆积 ,在血肿周边脑水肿区 ,由于

Glu被星形胶质细胞摄取 ,促进乳酸积聚
[ 5]
,促发超载

效应网络(Network of overloading effect ,NOE)扩大坏死

区 ,增加半影带 ,从而加重脑出血 CNS 损害的发生 、发

展。另有人报道 ,脑温的轻度变化 ,对 Glu的毒性作用

有较大的影响 ,轻度的降低脑温和升高脑温通过调节

细胞外间隙 Glu的弥散 ,而起着保护和损害作用[ 7] ,因

此 ,脑出血强调低温脑保护有着重要的临床意义。
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