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大鼠脑挫伤后脑不同部位细胞和线粒体内的钙含量变化

隋 建峰
’

熊德佐 张可成 (第三军医大学新桥医院脑外科 ) 6 3 0 0 3 7

提 要 用原子吸收分光光度法 ( A A S )及比色法分别测定了脑挫伤后 s h 大鼠各脑区细胞内钙 ( C ia )
、

组织总磷 ( tP )
、

线粒体钙 ( C a m t )
、

线粒体 ( P m t) 的含量变化
,

结果表明原发很伤可使多数脑区的细胞受到影响

并发生 C a ” 内流
,

局部伤情影响着 C a ’ ,
内流程度

.
内流 aC 卜 多是以结合形式沉积于胞浆等部位以维持胞内

C
a ’ 一
浓度 (〔C a ” ] i) 稳定

,

蛋白质是可能的主要结合剂
;

但严重的 C a, 一
内流将造成线粒体钙储积及〔C a ’ 十

」i失

衡并引发组织细胞继发性破坏
,

导致 R 下降
.

关键词 脑损伤
;

钙
;

线粒体
;

磷

中图法分类号 R 6 5 1
.

1 5

C a ’ 一
内流对脑缺血

、

脊髓挫伤后神经细胞的损伤

作用受到广泛重视
` ’ 一 ” ,

但对于脑挫伤后的 C a ’ 一
内流

及其作用研究较少
。

本实验以 A A S 及比色法检测了

脑挫伤后 s h 大 鼠各脑区 C a i
、

P t
、

C a m t 、

P m : 含量变

化
,

旨在 为澄 清 脑 损 伤 后 的 C a Z一

内 流及 作 用提 供

依据
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物与分组

采用体重 2 30 ~ 3 00 9 雄性 w ist
a r

大鼠 28 只
.

随 机分为

C a i
、

P r对照组及外伤组
.

C a m t
、

P m t对照组及外伤组
,

每组 7只
。

1
.

2 脑挂伤模型建立

以 1 %戊 巴 比妥钠 35 m g k/ g 腹腔注射
,

动物麻醉后开颅

暴 露左顶硬脑膜
,

采用重 2 0 9
、

底 面直径 。
.

sc m 的重物从

10
c m 高度垂直坠落至硬脑膜制成大鼠脑挫伤模型

.

对照组 只

开颅不致伤
。

1
.

3 取材与浏 定

1
.

3
.

1 C ia
、

tP 含量测定
:

术后 s h 用去离子水 2 5 0 m l 行颈总

动脉灌流 l h
,

以冲洗脑内积血并冲洗胞外 C a , 一 ,

然后开颅取出

全脑在去离子水中荡洗 3 次并剔除脑膜及淤血点
州

从挫伤区中

心
、

挫 伤区边 缘
、

挫伤区对应的 健侧皮 层相 应区 ( 以下 简称对

侧 )
、

脑干 四区各留取 80 m g 左右湿组织备用
.

对照组同样取上

述 4 个相应 区域的脑组织备用
。

测定
:

tP 的测定按 比色法
` ” .

C ia 的测 定方法 如 下
:

将标 本置 于 37 C L a 一 ’

溶 液 【其 组 成
( m m o

l / L )
:

N a C I 1 2 2
.

K C I 5
.

9
,

M g C I
:

l
.

2 5
.

G I、 l e o s e 1 1
.

L
a

e l 3 so
.

T
r i s z s

.

p H 7
.

4」中温育 3 o m in ,

此法可以将大部分

胞外 C
a , 一

置换掉 ” ’ .

然后取出用去离子水冲洗 3 次
.

里于 72 ℃

烤箱供烤 3 d 后称重
。

将干燥脑组织溶入 1
:

l( 体积比 )硝酸溶

液 中消化 Z J h
.

常温 下 离心 ( 5 0 0 9 ) 3 0 m in .

取其 上 清液 以

0
.

5纬 L a
C I

,

一 0
.

1 : l m o l / L H C I 溶液 l
:

5稀释 后 在 I L 一 9 5 1型

原 子 吸 收分光 光 度计上 测 定 C a i含 量
.

结果 以每克 干组织

( G
.

D
.

w ) 中 e
a i 的 尸 g 量

,

P r 的 rn g 量表示
.

1
.

3
.

2 C
a

m
: ,

P m t 含量测定
:

术后 s h迅速 用 。 ℃ 去离子水

15 ml 行颈总动脉灌流然后迅速取 出全脑置于 。℃线粒体 ( M )t

液 [其成分
:
0

.

3 2 m
o

l / L s u e r o s e ,

1 m m
o

l / L E D T A
,
1 0 m m

o
l / L

rT is
一

H CI
,

p H 7
.

4 )〕“
’

中
,

荡洗并剔出脑膜及淤血点
,

对照组及

外伤组同样取上述四区湿组织 80 m g 左右迅速置于 。℃ M t 液

中并在 。℃ 水浴中匀浆
.

用差速离心法分离线粒体
’ ` ’ .

线粒体分

离出后加入 少量去离子水振荡 s m in 制成 M t 悬液 (其蛋白浓

度
:

l m g
·

p r t / m l )
,

取 o
.

Z m l 定量稀释后用 L o w r y
` s
法测定蛋

白质含 量
.

其余 以 Z n
m

o 一/ L H e 一消化 2 4 h
,

离心 ( 8 0 0 9 ) 3 0

m in
.

取其 上清 液一部分用 干 P m t 测 定
,

按 比色法
,

一部分以

0
.

5 % L
a C !

,

一 。
.

1 , l m ol / L H C I 溶液定量稀释后同样用 A A S

法测定 C
a m t 水平

.

结果用每毫克蛋 白质 ( m g
·

p rt )中 C a
m t 的

n g 量
、

P m t 的 产g 量表示
。

2 结果

2
.

1 外伤后 s h 各脑 区 C ia
、

P t 含量变化

如表 l所示
.

伤后各脑区 C a i 含量均有升高
.

尤以伤灶
、

灶

缘为著并伴有 P :
降低

;
而 对侧

、

脑干 C
a i 变化相对缓和且不伴

有 P f 下降
。

表 1

T a b

脑挫伤后 s h 各脑区 C a i
、

tP 含量变化 ( 牙 士

T h e c o n t c 一l t s o f e a l e i u
m i n s id e e e ll s a一 d p l l o s P扭一o r u s i n t is s “ e s i n v a r i o u s b r a i n r e g io n s o f r a t s 8 h o u r s a f t e r e e r e b r a l

e o n t u io n
( 王 士 5 )

G
r o u P

C
之一i ( 尸 g / g

·

D W ) P r ( m g /g
·

D W )

I
n l p之一e 一 s i r e

T 1
1 e e

d g e
o p p o s i t e s

i r e
B r 王一i n s t e

m I n 1 P是一e r s i r e

1 1
.

1士 1
.

4

8
.

4士 1
.

8谈

T 1
1 e e 《

lg
e

C o n t r o l

T
r 盖一t,

m
a

3 9 8
.

1士 3 7
.

5

1 3 24
.

3士 4 4
.

2 斌 斌

4 () 8
.

2士 2 6
.

3

9 3 0
.

4士 5 4
.

1袄 斌

3 8 7
.

5士 3 1
.

0

4 8 ( )
.

2士 4 3
.

2岌 谈

4 3 4
.

7士 3 7
.

2

4 9 8
.

6士 4 4
.

8拱 渔

1 2
.

4 士 2
.

2

9
.

( ) 士 1
.

2谈

O p p s i r e s i r e

1【)
.

3士 1
.

5

10
.

8士 1
.

9

B r a i n s t e m

1 2
.

8士 2
.

3

1 3
.

2士 2
.

0

狱淡
:

P < 0
.

o l v 、 e o n t r o
l

;
淡

:

P < 0
.

1 v s e o n t :℃ l
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2
.

2 外伤后s h各脑 区 Ca mt
、

P mt 含童变化

如表 2所示
,

伤后 s h C
a

m t 仅在伤灶
、

灶缘两区 出现 升高
.

对侧
、

脑干变化不显著
; P m t 在各脑区均无变化

。

表 2 脑挫伤后 s h 各脑区 C a
m t

、

P m t 含 t 变化 ( 牙 士 : 》

T
a b 2 T h

e e o 一l t e n t s o f m i r o e
h

o n
d

r ia
l

e a le iu m a ll
d p h

o s 一〕 1
1o r u s in v a r io u s

b
r a in r e g io 一1 5 o f r a r s 8 h

o u r s a
f t e r e e r e b r a

l
e o n t u s io n

( 了 土 s )

C “ i (
n g / m g

·

p r t ) P r ( 拜g / m g
·

p r t )

G
r o u P

C o n t r o l

I m P a `
·

t ` i t e

24 1
.

2士 3 2
.

5

5 1 0
.

2士 4 3 8 减 燕

T h e e d g e

2 4 6
.

7士 2 7
.

6

3 8 2
.

7士 4 0
.

3 岌 减

o p P o s i . e s i r e

2 3 4
.

3士 3 1
.

7

B
r 笼一i n s t 七m

e
d g e

2 6【)
.

8士 3 7
.

4

Im P奋一e r s i l e

8
.

9士 1
.

4

T h e e
d〔

9
.

8士 .2

( ) p p s i t e s i r吧

9
.

2士 1
.

1

B r a i n s r e
m

1 1
.

5士 1
.

7

T
r 居一u m a 2 2 8

。

6士 2 8
。

8 2 6 7
.

3士 3《)
.

1 1 0
.

2士 1
.

8 8
.

8士 1
.

7 10
.

7士 2
.

3 12
.

0 士 2
.

0

汉袱
:

P ( 0
.

0 1 v s e o n t r o l

3 讨论

一般认为
,

C a , 一

内流可以诱发一 系列损伤细胞的

有害反应
,

许多作者通过测定脑组织总钙 ( C a t )及胞外

游离钙 (【C a ’ 一
]

e )水平
,

在脑缺血
、

脊髓挫伤动物模型

上也发现这一点
` ,一 3 , 。

鉴于 C a i 测定有困难
,

以往未曾

见到测定神经细胞 C 。 i 的报导
。

本实验尝试将 L a 一 ’

技

术
` ” 应用于神经组织 C a i 的测定

,

在大 鼠脑挫伤动物

模型上进行了研究
.

实验发现脑挫伤后全部所测脑区

均 出现 C a i 升高
,

以伤灶
、

灶缘为著
,

对侧
、

脑干较轻
。

这提示原发损伤可使多数脑区受到不同程度的影响并

导致 C a ’ 一
内流

.

局部伤情影响着 C a ’ 一 内流的严重程

度
。

C h e n ` , ’

发现脑缺血后 C。 t 出现升高
.

其程度与梗塞

范围有关
,

范围越大
,

C a t 增高越显著
; Y 。 : : n g

`“ ’

观察到

脊髓损伤后伤灶【C a ’ 一

〕e 迅速下 降且不易恢 复
,

而远

离伤灶区域的 [ C a ’ 一

」e 下降很快恢复
.

上述发现与本

实验结果有类似意义
。

一般认为
,

神经细胞损伤后 aC
Z’
内流的主要途径

是非特异性膜渗漏
` ” ” . ’ 。

无论缺血或机械原因造成的

细胞器质性或功能性损伤都可表现出膜通透性增加
,

由于正常的 [ C a卜 〕e
是 [ C a ’ 一

〕i 的 1 0卜
5

倍
,

故伤后不可

避免发生 C a 卜的平 稳性移动— 内流
.

而细 胞 A T P

的产生和供应障碍又 可导致能量依赖的膜离子转运机

制失去效能
,

内流 C a , 一

不能 及时泵 出胞外
,

导致 C a i

升高
。

最近的研究表明
,

脑缺血后兴奋性神经递质谷氨

酸在胞外异常增多
,

它既可以使细胞发生去极化
,

打开

电压依赖性钙通道
.

又 可以直接作用于胞膜谷氨酸受

体 物质—
N

一

甲基
一

D 型天 门冬 氨酸 ( N M D A )受体
.

开放受体依赖性钙通道
,

从而在诱导 C a ’ 一
内流过程中

发挥重要作用
` ’

·

’ ` , , 。

大 量证 据表 明
,

内流 C a , 一

多是 以 结 合形 式存

在
` ,

·

” ,

这可能是组织损伤 后 C a ’ 一
泵暂时失去效能时

细胞维持 〔C a ’ 一

」i 稳定的有效途径
,

但对其沉陷部位及

结合剂问题不甚明确
。

本实验发现
,

伤后 s h 伤灶
、

灶

缘 出现 C o m t 增高
,

而对侧
、

脑干变化 不显著
,

这提示

在 C a ’ 一

内流严重时将出现线粒体钙储积
,

但在 C a ’ 一 内

流较轻时则不然
.

推测在 C a ,一 内流较轻时通过胞浆对

C a ,一

的沉陷 (此时胞膜对 C a ” 的主动转运活动暂时出

现障碍 ) 已足以调控【C a ,一」i 在稳定范围
,

不需动用需

耗能转运 C a 卜的线粒体钙库
; 但在 C a卜 内流严重时

,

线粒体钙储积必然发生
.

关于 C a ’ 一的结合剂问题
,

一般认为正常时主要是

丐结 合蛋白
,

在组织损伤时
,

可能是磷酸盐
。

有作者发

现细胞的坏死和破坏可释放大量过剩的磷酸盐
`“ , 。

本

实验发现伤后各脑区 P n 飞 t 均无变化
,

即使在 C a m t 出

现增高的脑区亦是如此
,

这显然不支持上述观点
。

推测

在细胞损伤时
.

钙结 合蛋白依然是 C a ’ 一
的主要结合剂

。

大量体外实验表明 〔C a ’ 一

」i 增高对细胞有破坏作

用
,

其损伤途 径有
` ’ 一 ’

·

,
·

8) :

①过量 C a , 一

沉积于线粒体

内导致能量代谢障碍
;②「C a ’ 一

」i 增高可 以激活蛋 白

酶
、

磷脂酶
,

导致膜结构破坏
; ③ C a ’ 一

内流可提高膜对

其它离子的通透性
,

加重受损细胞内外的离子失衡
。

在

脑缺血
、

脊髓挫伤后的神经细胞损伤机制研究中
,

这一

理论 已被多数学者接受
`” ” 。

本实验注意到
,

在 C a ’ 一 内

流严重的脑区 (伤灶
、

灶缘 )
,

tP 明显下降
,

而在 C a ,一

内

流较轻的脑区 (对侧
、

脑干 )
,

tP 变化不显著
。

表明前者

有细胞的继发性破坏发生而后者则不然
。

对于 〔C a ’ 一」i

增至何种水平将会导致细胞损害有待于进一步研究
。

本实验提示
,

一旦 C a , 一

内流引起线粒体钙储积
,

则将

发生细胞的继发性破坏
,

并导致 tP 下降
。

目前在脑缺血
、

脊髓挫伤治疗研究中
,

C a ’ 一
通道阻

滞剂
、

谷氨酸受休拮抗剂倍受重视
,

实验与临床试用均

已取得肯定疗效
` ’ ` , ’ 。

本研究为应用 C a ’ 一
通道阻滞剂治

疗颅脑外伤提供
一

r 理论依据
。
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小鼠白细胞介素
一

3 c D N A 逆转录病毒载体的构建及其转化细胞对小鼠造

血功能的影响

女
,

1 听 朱锡 华 (第三军医大学基础部分子遗传学教研室 ) 6 3 。。 3 8

为研究 供细胞 因子 基 因治疗 的可能性
.

构建 了载有小鼠

I L
一

3 c
D N A 的逆转 录病毒载体 p S N IL

3 。

将此载体和 作为对照

的空载体用电穿孔法和 磷酸钙 D N A 共沉淀法分另11导 入病毒包

装细胞 P A 3 1 7
,

用 G 4 1 8筛选
,

获得稳定的转染子
。

经检 测
,

这些

细胞的培养上清中含有重组病毒
.

用 此重组病毒感染
、

转化

N IH / 3 T 3细胞
.

经 G 4 18 筛选
.

获得 了稳定的转化细胞
“

3 T 3
-

I L
3 ”
和

“
3 T 3

一

S N
” 。

它们分别是用重组载体和空载休重组病毒转

化的
。

用小鼠骨髓有核细胞增 殖和 C F U
一

G M 的方法检测转化

细胞培养上清的 C S F 活性
,

发现 3 T 3
一

lL
,

细 胞培养上 清有 很强

的 C S F 活性
.

用抗小鼠 I L
一

3的单克隆抗体 8 F 8可以中和这砷活

性
,

说明 3 T 3
一

I L
,

细胞分泌的 C S F 是 IL
一

3
。

3 T 3
一

1L
,

细胞分泌 I L
-

3的性状在去掉选 择压 力 6个月
,

传代约 60 代时仍无明显改变
。

将此分泌 IL
~

3的 3 T 3细 胞用 细胞胶原混 合液的方式
,

注射到

B八 L B / 。 小鼠腹部皮下
,

发现 小鼠的造血功能受到 了明显的刺

激
.

出现 了白细胞数目增加
.

肝
、

脾肿大
,

肝脏内出现了灶性分

布的造血 细胞
.

脾脏内各种分化阶段的造血细胞数 目增加等现

象
.

在放射损伤小鼠这 些现象表现 得尤其明显
,

并在其血清中

检测出 IL
一

3的活性
。

这些结果表 明
:

类似 IL
一

3这样的细胞因子
,

有可能通过采用 基因治疗的技术在体内表达
,

达到治疗疾病的

目的
。

关键词 基 因疗法
;

白细胞介素
一

3 ;

逆转录病毒科
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