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脑外伤后 Ca
2+
在继发性神经损害中的作用

Role of Ca
2+

in secondary neuronal damage following traumatic brain injury

范润金
 
　王宪荣　　 (第三军医大学附属西南医院神经外科 )重庆 , 400038

　　提　要　目的:探讨钙离子在脑外伤后继发性神经损害中的作用。方法: 选用 60只 Wista r大鼠 ,外伤组

动物以自由落体致脑外伤模型 ,分别于伤后不同时相点取脑标本测定细胞内游离钙。结果: 脑外伤后 6 h ,脑

细胞内游离钙显著升高 ,约为对照组的 5倍 ,伤后 72 h达到最高峰 , 10倍于对照组 ,病理检查显示不同时相有

相应程度的神经损害。结论:脑外伤后 , Ca2+ 在继发性神经损害中起着重要作用。

　　近年来国外的许多研究表明 ,在缺血缺氧条件下 ,

神经细胞内游离钙在很短时间内就可以显著升高 ,并

成为神经细胞继发性损害、死亡的重要原因
[1 ]
。但国内

还没有有关神经细胞胞体游离钙变化方面的研究。本

实验检测了细胞胞体的 [Ca
2+ ]i变化、探讨 Ca

2+ 在脑

外伤后继发性神经损害中的作用。

1　材料与方法

1. 1　动物分组及模型
　　 60只 Wistar大鼠 (由第三军医大学动物所提供 ) ,体重 220

± 20 g、随机分成正常对照组 ( n = 10) ,脑外伤组、外伤组又分

成 6、 24、 48、 72、和 168 h 5个不同的时相点 (每组 n = 10)。

　　动物按袁氏撞击致脑外伤模型 ,打击力度为 3000 cm. g ,打

击深度为 5 mm。于不同时相点断头取出左右大脑半球 ,一半作

含水量测定 ,另一半病理取材后 ,测细胞内游离钙。

1. 2　脑细胞游离钙的测定
　　新取出的脑组织块剪碎至 1 mm× 1 mm× 1 mm大小、置

于装有 4 ml 0. 25%的胰蛋白酶溶液 (含 NaCl 0. 2 mol /L, KCl

5. 4 mmo l /L , Glucose 5. 56 mmo l / L, NaCl 16. 9 mmo l /L , EG-

TA5. 26 mmo l /L , pH7. 8)中 ,在 37℃的水浴箱中保温消化 20

min,终止消化后将细胞悬液调制到 105～ 7个细胞 /ml,台盼蓝检

测细胞活性不小于 95% ,取 1 ml细胞悬液 ,加入 Fura-2 / AM

(终浓度 5μm)混匀后置于 37℃水浴箱中、保温 45 min,最后以

日立 F-3010型荧光检测仪测出 F、 Fmax及 Fmin,按以下公式

计算出 [ Ca2+ ]i。

[Ca2+ ]i= Kd
F- Fmin
Fmax- F

( nmo l /L )　　 Kd= 224

1. 3　脑水含量测定
　　标本取出吸去表面的水份 ,称重 ,置于 110℃的电热瓶器

烘烤 24 h、再称取干重 、按以下公式计算出含水量:

含水量 ( g /g干组织 ) =
湿重 -干重
干重

1. 4　病理检查
　　病理标本分别进行光镜及电镜检查。

1. 5　统计学处理
　　所有数据均以第三军医大学统计程度单因素方差分析及

相关分析 ,数据以 x-± s表示。

2　结果

2. 1　脑细胞内游离钙变化
　　脑外伤后、脑细胞内游离钙 6 h即有明显升高 ,约为正常对

照组的 5倍 ,此后进一步升高 ,伤后 72 h达到高峰 ,约为对照组

的 10倍 ,伤后 7 d虽然明显下降 ,但仍高于对照组 ( P < 0. 01) ,

见表 1。

表 1　脑细胞内游离钙的变化

脑外伤后时间 ( t /h ) n 对照组 外伤组

10 152. 3± 10. 91

6 10 805. 27± 64. 95**

24 10 924. 32± 62. 58**

48 10 1214. 12± 142. 76**

72 10 1449. 34± 67. 89**

168 10 311. 73± 37. 84**

** : P < 0. 01与对照组比较

2. 2　脑组织含水量的变化
　　脑外伤后 6 h、脑组织含水量就有明显增加 ,与对照组比较

P < 0. 01,伤后 72 h达到高峰 ,之后逐渐下降 ,但伤后 168 h仍

高于正常 ,与对照比较 P < 0. 01,见表 2。
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表 2　脑组织含水量的变化

脑外伤后时间 ( t /h ) n 对照组 外伤组

10 3. 26± 0. 15

6 10 3. 50± 0. 11**

24 10 3. 89± 0. 15**

48 10 4. 01± 0. 11**

72 10 4. 05± 0. 10**

168 10 3. 63± 0. 13**

** : P < 0. 01与对照组比较

2. 3　病理改变
2. 3. 1　光镜改变　　伤后 6 h可见广泛的神经细胞肿胀 ,胞浆

疏松 ,尼氏小体减少或消失 ,血管周围间隙增宽。伤后 72 h上述

现象更为明显 ,另外 ,还可见局灶性出血及软化灶 ,其中有炎细

胞浸润。

2. 3. 2　电镜改变　　伤后 6 h神经元显示不同程度的变性 ,表

现为核染色质结块、集边 ,核仁靠边。胞浆中线粒体嵴断裂 ,呈

空泡样变性 ,突触明显扩张、髓鞘样变性 ,突触小泡减少或消

失。伤后 72 h上述改变更为明显、神经元核染色质消失、溶解。

胶质细胞核固缩 ,髓鞘变性较 6 h更显著 ,血管内皮细胞肿胀 ,

胞浆疏松化 ,管腔狭窄。

3　讨论

　　钙离子作为一种第二信使 ,普遍存在真核生物的

细胞内。静息状态下 ,细胞内游离钙离子浓度 ( [Ca2+ ]

i )仅为 0. 1μm,而细胞受到某种刺激后可以升高到几

个 μm,如果 [ Ca
2+ ] i持续升高就会造成细胞损害。

Philip等
[1 ]
用脑片缺氧模型研究发现:在缺氧条件下 ,

细胞内游离钙浓度在 3～ 5 min内就由 100～ 250

nmo l,升高到 1000～ 2500 nmol。在 [ Ca
2+
] i升高的同

时伴有组织间乳酸脱氢酶 ( LDH)的升高 ,由此推测在

脑缺血缺氧损害时 ,首先破坏细胞膜的完整性。

　　脑外伤时神经细胞 Ca
2+ 通道变化的研究刚刚起

步。KeyiYang等
[2 ]
用 TBI模型研究发现: 脑外伤后有

过度的兴奋性神经递质释放 ,其中谷氨酸还可直接引

起细胞内 Ca2+持续升高 ,它与继发性神经损害有直接

的关系 [ 3]。落体致伤模型研究发现:脑外伤后 30 min,

神经细胞突轴体游离钙明显升高。本研究结果发现: 脑

外伤后 6 h、脑细胞内游离钙显著升高 ,约为对照组的 5

倍 ,此后继续升高 ,到伤后 72 h达到高峰 ,约为对照组

的 10倍 ,伤后 7 d,仍高于正常对照组 ( P < 0. 01)。

　　神经细胞钙超载被认为是其死亡的共同途径 ,如

果不及时阻止细胞内钙升高 ,受损细胞最终将走向死

亡。 [Ca
2+ ]i升高后对神经细胞的损害作用主要表现在

以下几个方面:① [Ca
2+ ]i升高到一定程度就会转移并

沉积于线粒体腔和嵴上 ,干扰线粒体氧化磷酸化过程

的电子传递 , ATP生成障碍 ,使细胞内 ATP-依赖的

一切活动下降 ,甚至停滞
[4 ]
。本实验电镜观察:伤后 6 h

神经细胞显示不同程度的变性 ,核染色质结块、集边、

胞浆中线粒体嵴断裂、溶解或呈现空泡状变性内质网

扩张。伤后 72 h上述改变更明显 ,核膜断裂 ;部份核溶

解 ,线粒体空泡状变性 ,这一形态学改变几乎与 [Ca2+ ]

i升高是同步的 ,进一步说明 Ca2+ 参与细胞损伤的过

程 ;②残余氧可以生成氧自由基 ,对细胞造成损害 ;③

高浓度的细胞内钙可以使糖分解的多种酶失活 ,而多

种蛋白酶、磷脂酶等被激活。中性蛋白激活可以分解微

管微丝、髓鞘和其它一些膜性蛋白成份 ,使细胞骨架受

损
[5 ]
; Ca

2+
还可以激活磷脂酶 ,使膜磷脂分解 ,释放出

磷酯酰、有机磷酸和花生四烯酸等 ,花生四烯酸又可转

化成前列腺素 ( PG)和白细胞介素 ( IL ) ,产生大量的自

由基。膜溶解后 ,大量溶酶体释放 ,造成了广泛的细胞

损害 ;④脑内 Ca2+ 聚积时 , Ca2+ 进入细胞血管内皮细

胞 ,引起内皮细胞肿胀 ,内皮细胞间隙扩大、胞饮作用

增加 ,血脑屏障开放 ,产生血管源性脑水肿。光镜观察:

神经细胞周围间隙扩大 ,核固缩、尼氏小体消失 ,有脑

软化灶及出血灶形成 ,血管周围间隙增宽。电镜证实 ,

脑外伤后 6 h脑内血管内皮细胞肿胀明显 ,伤后 72 h

血管内皮肿胀更明显 ,管腔变窄。测定脑水含量发现:

伤后 6 h脑水含量显著升高 ,伤后 48、 72 h升高更为明

显 ( P < 0. 01)相关分析结果: 脑组织含水量变化与神

经细胞 [Ca
2+
] i的变化呈非常显著的正相关 ( r =

0. 801, P < 0. 001) ,可以推测: Ca2+ 在继发性神经损

害、脑水肿的发生过程中起着重要作用。
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