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递质和非递质性氨基酸在脊髓缺血性继发损伤中的作用

胡文辉 杨恒文 廖维宏 (第三军医大学野战外科研究所 ) 6 3 0 0 42

提 要 用 6 3 0 。黄金系列氨基酸自动分析仪对清醒免脊髓缺血 20 m in
,

再灌不同时间后测定 L
4

脊髓组

织中的兴奋性氨基酸 (谷氨酸
,

门冬氨酸 )
,

抑制性氨基酸 (甘氨酸
,

卜氨基 丁酸
,

牛黄酸
,

丙氨酸 )和非递质性氨

基酸 (谷氨酞胺
,

苏氨酸
,

丝氨酸 )的变化
。

缺血 20 m in 时各氨基酸均无变化
,

谷氨酸
,

门冬氨酸分别在再灌 36

h 和 48 h 显著下降
,

甘氨酸在再灌 Z h 和 48 h
、

丙氨酸在 Z h 和 24 h
、
r 一

氨基丁 酸在 灌 36 h 下降显著
,

牛黄酸

在 24 h 和 36 h 显著升高
。

谷氨酞胺在 36 h 和 48 h 下降
,

苏氨酸和丝氨酸在各时相点无明显变化
。

上述变化

的时间与脊髓缺血性继发损伤时间一致
,

本文对各氨基酸变化的机制进行了讨论
。

关键词 氨基酸
;
脊髓损伤

;
缺血

;
再灌流损伤

中图法分类号 R 65 1
.

2

人类
“
进展性中风

”
的功能恶化时间主要在发病后

48 h
,

主动脉手术后 1一 s d 部分病人才发生截瘫
,

兔

脊髓缺血再灌后 14 一 48 h 出现继发性功能障碍
〔` 。

我

们建立了清醒兔脊髓缺血再灌模型
,

其继发性功能障

碍时间为 17 一 4 o h 「2二。

这种继发性损伤机制尚不清楚
,

本文探讨兴奋性和抑制性氨基酸 ( E A A
、

I A A )及非递

质性氨基酸的作用
。

材料与方法

1
.

1 缺血再灌模型与眷髓标本制 备

健康 日本大耳免 36 只
,

雌雄不拘
,

体重 2
.

5一 3
.

0 k g
。

2环

戊巴 比妥钠 ( 25 一 30 m g / k g )经耳缘静脉麻醉
。

动物右侧卧位
,

经腹膜后显露腹主动脉
,

在左肾动脉分支之下的主动脉上套一

粗绳
,

并用导管引出固定
。

在动物苏醒后 24 一 36 h 牵拉粗绳并

保持一定时间松开
,

造成脊髓缺血再灌模型 (图 1 )
。

缺血 20 m in

再灌后的继发损伤率达 87 %
L ,〕

。

动物随机分为缺血 2 0 m in
,

再灌 2
、

1 2
、

2 4
、

3 6 和 4 8 h
,

每时

相点 5 只
;
对照组 6 只

。

取材时颈动脉放血处死动物
,

迅速显露

和 切取 L
l

脊髓
.

用 J N 一 A 型精密扭力天平称重 ( 约 80 一 90

m g )后置于冰镇玻璃试管中
,

按每 10 0 m g 组织 3 ml 的 比例加

入 4亡 的 l 。% 磺基水杨酸
,

用内切式组织匀浆机制成匀浆
。

然

后用 Z K 3 8 o 型 低温离心机 (西德 H
e r l m e 、

产品 )经 1 3 7 0 0 r p rn

离心 20 m in
,

取上清液保存于 一 40
一

C低温冰箱中待测
。

1
.

2 氛基酸 .N] 定

用 6 3 0 。 黄金系列氨基酸自动分析仪 ( B ec k m a n
公 司产 品 )

检测谷氨酸 (GI
U )

、

门冬氨酸 ( A
s p )

、

甘氨酸 ( lG ,-)
、

卜氨基 丁酸

( G A B A )
、

牛磺酸 ( T a u
)

、

丙 氨酸 ( A l a )
、

谷氨酞胺 ( G l
n
)

、

苏氨酸

( T h r )和丝氨酸 ( eS
r )

。

样品以柠檬酸铿缓冲液 1
,

3 进行稀释
,

最终浓度以
n
m ol /m g 湿重组织表示 L 3」

。

1
.

3 统计学方 法

采用单因素方差分析和 F L S D 比较
,

各值以平均值土标准

差 ( I 土 、 )表示
。

2 结果

兔腹主动脉阻断示意图

S e h e
m

a t ie d ia g r a
m

o f i n f r a r e n a l a o r ia o e e l u s i o n in

r a b b i t

2
.

1 兴 奋性氛基酸变化

G lu 和 A sP 在缺血 20 m m 及再灌不同时间均有不 同程度

下 降
,

但只有 G lu 在再 灌 48 h 和 A sP 在再灌 36 h 的下降具有

显 著性 (附表
,

图 2 )
。

2
.

2 抑制性氛基酸 变化
G ! y 和 A I。 在再灌 Z h 显著下降

、

12 h 恢复
,

lA
a
在再灌 2 4

h
、

G l y 在再灌 48 h 又 显著下 降
;
G A B A 只在再灌 6 h 下降显

著
; T a u

在再灌 2 4 卜和 36 h 升高非常显著 (附表
,

图 3 )
。
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附表 缺血再灌对清醒兔脊髓组织递质性和非递质性氨基酸的影响
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图 2 脊髓缺血再灌后兴奋性和非递质性氨基酸变化
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图 3 脊髓缺血再灌后抑制性氨墓酸变化
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2
.

3 非递质性 氛基酸变化

lG
n
在再灌 36 h 和 48 h 显著下降 ;而 T h

r
和 se

r
在各时相

点均无显著变化 (附表
,

图 2 )
。

3 讨论

中枢神经损伤后
,

组织总 E A A 含量 ( [ E A A 〕t) 下

降
、

细胞外 E A A 含量 (「E A A 〕e )升高
,

具有一定普遍

性
,

各家报道较一致
〔̀ 一 ” 」 。

狗脊髓缺血后 [ E A A 〕t 快速

下降
、

并持续 至再灌 24 h[ 们 ,

猫脊髓 缺血后 1 ~ 4 周

[ E A A 〕t 下 降
〔5二;
大 鼠脊髓 创伤后 5 m i n [ E A A 〕t 下

降
,

持续至伤后 4 ~ 24 h
,

并与损伤程度密切相关
仁6 』 ;脑

缺血
、

缺氧
、

创伤等也导致 [ E A A ] t 下降 〔 7一 。

本文观察

到清醒兔脊髓缺血 20 m in 再灌 沁一 48 h [ E A A ]
t 显

著 下 降
,

并 与 继 发 损 伤 和 功 能 障碍 时 间 吻 合
} 2

一 。

[ E A A ] t 下降提示 E A A 从细胞内释放或漏出
,

进而流

入血液和脑脊液 〔 6
,

’ 二。

已证 明兔脊髓和大 鼠脑缺血后

[ E A A ] e 显著升高 L卜 ” 。

缺血再灌时的 N a 一 K 平衡破

坏和细胞膜损伤将影响神经元对 E A A 的梯度维持和

再摄取机制 〔`
,

’
一 ,

胶质细胞的摄取和代谢转化也可能使

[ E A A ]
: 下降

「6
」

; E A A 作用于相应受体
,

引起正反馈

性 E A A 释放
,

造成恶性循环匡
。

本文的脊髓缺血再灌
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早期【E A A」t 下降程度可能 尚不足以导致细胞损伤
,

功能上仅为暂时性抑制
,

再灌 36 ~ 48 h E A A 进一步

释放引起受体过度兴奋
,

从而导致脊髓继发损伤和功

能障碍
。

已有证明 E A A 受体拮抗剂可显著改善脊髓

缺血 l2[ 〕和创伤
l[ ’ 口后的神经功能

。

IA A 变化 因模 型
、

方法
、

种属
、

组织部位 不同而

异
。

H o m m a
报道猫 脊髓缺血 1一 4周组织总的 G A B A

和 G ly 显著下降
,

而 T a u 显著升高
,

其程度与神经元

受损程度平行
[ 5 ] ,

这与本文结果 一致
。

M i y a t a ( 1 9 7 2
,

1 9 7 5 ) 和 D a v id o f f ( 1 9 6 7 ) 也 分别证实 猫脊髓 缺血 后

G A B A 和 G l y 下 降
[ 5口,

但 D a v id o f f 在 猫 〔 5〕和 C h a v k o

在狗 〔们发现 G A B A 无明显变化
。

大鼠脑缺血引起组织

总 G A B A 和 A l a 升高
,

而 G l y 和 T a u 无变化
「,口。

兔脊

髓「“ 〕脑「,
,

` 。〕缺血后细胞外 G A B A
、

Gl y 和 T a u 均显著

升高
。

因此
,

I A A 变化似 乎 与 E A A 变化 一致
。

关 于

I A A 的作用和机制 尚不清楚
。

G ly 是脊髓 中含量最丰

富的 I A A
,

主要起突触后抑制作用
,

其 I 型受体 的作

用类似 N M D A 受体
,

可引起钙 内流性细胞死亡 sj[
。

因

而 G ly 与 E A A 间可能有协同或叠加作用
。

lG y 主要存

在于抑制性中间神经元
,

lG
u 、

A s p 主要存在于兴奋性

中间神经元
,

且二者在神经元中的含量高于胶质细胞

中sj[
。

G A B A 主要存在于背角抑制性 神经元
「5几 ,

在脊髓

中起突触前抑制作用
,

在脑中起突触后抑制作用
。

脊缺

血后 G ly
、

G A B A
、

G lu 和 A s p 均见下 降
,

可能与 中间

神经元缺失或损伤有关
〔 5二。

脊髓缺血后 G A B A 下降或

无变化
,

而脑缺血后组 织总的和细胞外 的 G A B A 升

高
,

提示 G A B A 在脊髓 中的作用可能不如脑中的强
。

但细胞外 lG y 和 G A B A 升高
,

提示在单个 细胞水平
,

G ly 和 G A B A 对受体的作用增强
,

可能引起
“
抑制毒

性作用
” 。

对 T a u 在中枢神经中的作用了解甚少
。

T a u

可抑

制运动神经元
、

润绍细胞和背角中间神经元的活动
,

可

拮抗 N M D A 受体而限制钙内流困
,

作用似乎与 lG y 相

反
。

这与本文脊髓缺血后组织总 T a u
升高而 lG y 下降

的结果一致
。

但 T a u 在细胞外 的含量也显著升高匡
,

其机制尚不清楚
。

T a u 升高可能还与胶质细胞增殖有

关
,

因 T a u
与胶质细胞有高亲和 力川为少数脑 区存在

的含量低的 I A A团
,

也有作者将 A l a 划为非递质性氨

基酸
「̀】。

脑缺血和脊髓创伤后 lA
a
升高

t `
,

’ 二,

被认为是

谷丙转氨酶活性升高所致
。

本文观察到脊髓缺血再灌 2

h 和 2 4 h A la 显著下降
,

与继发性功能障碍时间一致
,

其机制 尚待研究
。

G l n 在再灌 3 6一 4 8 h 显著下降
,

可能是 G l n 优先

用于糖代谢或向 lG
u 转化所致

〔. 习。

H o m m a 报道组织总

G ln 升高与胶质细胞增殖有关 5j[
,

iS m p s o n 发现脊髓

缺血后 细胞外 G执 无变化 sj[ ; 但 脊髓 创伤后组 织总

lG
n 下降困

,

细胞外 lG
n 升高 ll[ 〕能与神经元破损和局

部出血有关
〔 , ’ 二。

脊髓创伤和脑缺血后 T h : 和 S e r
等非

递 质氨 基 酸 升高
,

与 蛋 白合成 减 少 和 降 解增 强 有

关 .e[
’ 二。

本文未见 T hr 和 eS
:

有 明显变化
,

提示蛋白代

谢障碍在缺血性继发损伤 中可能不是主要 因素
。

研究

表 明中枢神经缺血 60 m in 以 上 (不可逆性损伤 )才发

生明显的蛋白代谢障碍
〔“

’ 。
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微波炉融化新鲜冰冻血浆对免疫球蛋白等的影响

成晓玲

陈绍华

林 式存 李 兵 (第三军医大学西南医院输血科 ) 6了0 0 3 8

(第三军医大学西南医院检验科 ) 6 3。。 3 8

微波炉 ( M i e r o w a v e
O

v e n ,

M w O ) 融化 新鲜冰冻 血浆

(F F P )
,

具有时间短
,

温度 低
,

能保持良好的凝血因子活性及白

蛋白水平的优点
,

但对 F F P 中免疫球蛋白 ( 19 )
、

补体 c
,

及抗 一

A
、

抗 一 B 凝集素的影响尚无报道
,

我们检测了 20 例
,

报告如下
:

1 材料和方法

1
.

1 材料

2。名健康献血者
,

按单采操作规程
,

每人取40 0 m l 新鲜血

浆
,

混匀
,

留取 Z m 】作为对照 组标本
。

余下分装成 2袋
,

约 2。。

m l /袋
,

分 为甲
、

乙 2组
,

每组 2 。袋
。

低温 酒精浴 预冷 后
,

置

一 3 0 ℃冰箱中
,

6 h 内冰冻成固态
,

即为 F F P
。

1
.

2 方法

取出一 3 0 ,C保存 4 8 h 的 F F P
,

甲组 3 7 C 水浴法 (W B )融化
,

乙组 M w O 法融化 l[,
’ 」

。

分别取 出对照 组
、

甲组
、

乙组等量血浆

样本检测
。

1
.

3 观察项 目

Ig G
、

I g A
、

I g M
、

补体 c
。

含量 (单向免疫扩散法
,

免疫扩散检

测板由重庆医学检验试剂研究所提供 ) ;
血浆抗 一 A

、

抗 一 B 效

价测定 〔3〕
。
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