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脑缺血再灌流后多胺与兴奋性氨基酸的释放

郑彩梅 黎红 华
`

吕智勇 (第三军医大学西南医院神经内科 ) 6 3。。 3 8

提 要 本实验观察全脑缺血大鼠缺血期与再灌流期海马组织多胺与 E A A 的含量变化
,

结果发现再灌流期腐胺含量增高
,

E A A 释放增加
,

采用 E A A 的 N M D A 受体拮抗剂 M K
一

801 可

使增高的腐胺降低
,

表明多胺代谢紊乱与 E A A 释放密切相关
,

多胺代谢又受 M N D A 受体的调

节
,

多胺与 E A A 在缺血性脑损伤中共同起着重要的作用
。
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近 10 余年来兴奋性氨基酸 ( E A A
, e x 。 i

-

t a t o r y a m i n o a e i d ) 的毒性在缺血缺氧性脑损

伤中的作用颇受关注
,

近几年多胺在缺血性

脑损伤中作用的研究也有了起端
,

后者国 内

至今尚未见有关报道
,

文献提 出脑缺血时脑

组织多胺的变化可能与触发 E A A 的释放有

关
,

但两者确切的关系还不十分清楚
,

本研究

动态测定全脑缺血大 鼠海 马组织中多胺与

E A A 含量的变化
,

并观察 E A A 的 N
一

甲基
-

D 天门冬氨酸 ( N M D A )受体拮抗剂 M K
一

80 1

对 多胺 的影响
,

通过 阐 明多胺代谢紊乱 与

E A A 释放的关系
,

进一步探讨缺血性脑损伤

的机理
。

材料与方法

1
.

1 动物模型与分组

采用改良式 P ul is n

ell i 法
,

将大鼠在乙醚浅麻醉

下暴露第一颈椎横突孔
,

热灼凝闭双侧椎动脉
,

再暴

露双侧颈总动脉
,

穿线备用
,

24 卜后
,

以微动脉夹夹

闭双侧颈总动脉 20 m in 造成全脑缺血
,

此为缺血

Z o m in 组 ; 以后松开动脉夹则为再灌流期
,

分别作再

灌流 l h
、
6 h

、
Z d 与 4 d 组

;
对照组手术步骤同前

,

仅

不 闭塞动脉
;
此外

,

重复再灌流 4 d 组
,

采用 M K
一
801

治疗
,

以作对比研究
,

该组用美国 M er ch S h
a
印 公司

提供的 M K
一
8 01 原粉

,

以灭菌生理盐水配成 。
.

2 m g

/ m1 溶液
,

按 l m g / k g 腹腔注射
,

缺血前 Z o m in 与缺

,
现在广州军区武汉总医院

血后 20 m in 各给药 1 次
。

本实验共分 7 组
,

每组大鼠

6 ~ 7 只
。

1
.

2 海马组 织多胺 .m] 定

按实验要求时间
,

将大鼠断头取脑
,

冰盘上分离

一侧海马置液氮中保存待测
。

测定时将组织加入一

定 比例的 甲醇制成匀浆
,

再加 0
.

6m o] / L 高氯酸

5 0 0拜1 在 4 oC 下 放 置 4 o m i n
,

置 4 ℃下 离 心

( Z0 0 0 o r pm / m in ) 3 o m in
,

取上清液 以 3m
o
l / L K O H

中和
,

同上条件下再离心
,

取上清液进行色谱分析
,

分别测定腐胺
、

精眯
、

精胺含量
。

流动相
:
。

.

2m ol / L

磷酸
、

。
.

l m ol / L 三 乙胺的 60 % 甲醇溶液等量组成
,

流速 0
.

8m l / m in
,

4 7 9荧光测检器
,

激发波 3 4 5 n m
,

发

射波长 4 4 5 n
m

,

色谱柱 为美国 w
a t e r N a v a 一 P a

k

C
l 。 3

.

9 只 1 5 Onr in
,

外标法定量
,

日本岛津 C
一

R I B 色

谱数据
。

回收率腐胺 9 9
.

36 %
、

精眯 95
.

33 %
、

精胺

9 6
.

1 7 %
。

1
.

3 海马组织 E A A 测定

按实验要求时间
,

将大鼠断头取脑
,

分离一侧海

马
,

称湿重
,

按一定比例加磺基水杨酸制成匀 浆
,

以

1
.

5 只 1 0
` r p m /m i n 离心 1 5m i

n ,

取上清液用 1 2 1
一

M B

型氨基酸分析仪测定 E A A 含量
。

对丙氨酸以前出

峰的氨基酸
,

以 p H 2
.

20 柠檬酸铿 3 : 1稀释样本后上

机分析
。

2 结果

2
.

1 脑缺血期与再灌流期海马组 织 多胺含

量变化 (参见表 1)
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表 1 海马组织多胺含量 (n m ol / m g 蛋白 )

T a b 1 T h e e o n t e n t o f p o ly a m i n e i n h i p p o e a
m p u s

( n m o l / m g p r o t e i n )

P u t r e s e i n e S P e r
m id i n e

S P e r
m i n e

C o n t r o l G
r o u P

1 2 0 nt i n

1
.

1 3 2士 0
.

7 6 0 6 1
.

3 7 7士 2 4
.

4 8 5 5 7
.

7 4 5士 1 4
.

7 8 1

:
连
人

0户n月I1
.

5 1 7士 0
.

3 6 3

1 2 0 m i n R 6 h 3
.

1 7 0士 0
.

4 1 2二

58
.

0 2 6士 6
.

9 3 9

63
.

77 0士 1 0
.

8 1 0

3 7 0士 9
.

1 9 1

06 0士 7
.

9 5 0

1 2 0 nr i n R Z d 2
.

4 1 0 士 0
.

8 1 2二 4 2
.

27 4 士 2 5
.

4 7 9 5 6
.

8 5 0士 26
.

2 6 2

1 2 0 m i n R 4 d 4
.

7 2 6士 2
.

0 1 0
’ .

24
.

15 6士 8
.

4 1 0 7 9
.

2 6 6士 2 7
.

6 90

n = 6
.

P < 0
.

0 5 ” P < 0
.

o l C
o
m p a r e

d w i t h C o n t r o l V a l u e ; I一 I s e
h

e m i a
,

R一 R
e p e r

f
u s i o n

上表可见
,

腐胺含量放再灌流期显著增高
,

至再

灌流 4 d
,

仍维持较高水平
。

2
.

2 海马组织 E A A 含量变化 (参见表 2)

表 2

T a b Z

海马组织 E A A 含量 (n m ol / m g )

T h e c o n t e n t o f E A A i n h i p P o l a m p u s ( n m o l /m g )

1 2 0m i n

C o n t r o l G
r o u P 1 2 0 m l n

R l h R 6 h R Z d R 4 d

G lu

A
s p

1 0
.

3 5士 1
.

7 1 9
.

1 2士 1
.

8 4 7
.

1 2士 1
.

2 6二
8

.

4 0士 2
.

0 9 10
.

3 0 士 1
.

5 7 9
.

0 5士 1
.

0 2

3
.

8 6士 0
.

7 5 2
.

8 6士 0
.

3 0
.

2
.

6 3士 0
.

7 4
.

3
.

5 3士 1
.

3 5 2
.

7 2士 0
.

7 7
协

3
.

3 0士 0
.

78

, : = 7
’

P < 0
.

0 5 ” P < 0
.

0 1 C
o m p a r e

d w i t h C o n t r o l V
a
l
u e ; I一 I s e h e m ia

,

R一R
e p e r

f
u s io n

上表可见
,

缺血 20 m in
,

天门冬氨酸 ( A印 )显著

降低
,

再灌 1 卜
,

A sP 与谷氨酸 (G lu )均显 著降低
,

再

灌 6 h 逐渐恢复至对照组水平
。

2
.

3 M K
一

80 1治疗对海 马组 织 多胺含 量的

影响 (参见表 3)

M K
一
8 01 治疗组与未治疗组海马组织多胺含量比较

3 C o m P a r i s io n o f t h e c o n t e 一i t o f P o l y a
m in e i n H i P P o e a

m P u s i n n o t r e a t m
e n t a n d M K

一
s o l t r e a t m e n l

g r o u P

1 20 m i n R 4 d N o
P

u t r e s e i n e

(
n
m o l / nr g p r o t e i n )

S P e r
nr id i n

e

(
n
m o l / nr g p r o t e i n )

S p e r
m i n e

( n nr o l /nr g p r o t e i n )

N o t r e a t m e n t 4
.

7 2 6士 2
.

0 1 0 7 7
.

2 6 6士 2 7
.

0 9 0 2 4
.

1 5 6士 8
.

1 4 0

M K
一 8 0 1 t r e 王l t m e n t 2

.

2 9 9士 0
.

6 5 6
.

8 4
.

0 8 0士 2 7
.

0 17 4 9
.

1 7 6士 1 2
.

3 6 5
,

’

P < 0
.

0 1 C
o m p a r e

d w it h n o t r e a t m
e n t ; I一 i s e h e

m ia
,

R一
r e P e r fu s io n

3 讨论

E A A 在缺血性 脑损伤 中的神经毒性作

用业已肯定
,

本实验观察了脑缺血大鼠海马

组织两种主要 的 内源性 E A A一 lG
t ,
与 A s p

的变化
,

当缺 血 20 m in 时
,

A s p 含量 显著降

低
,

再灌流 l h
,

A s p 与 G I: , 均显著降低
,

再灌

流 6 h 后渐恢复至对照组水平
。

以往脑透析

法研 究发现缺 血后即可导 致透析液 中 lG
u

增高
,

持续至再灌流 1 0一 Z o tn i n “ ’ 。

我们曾作

体外海马片缺血孵育
,

其孵育介质液中 lG
u

与 A sP 显著增高
,

因此提示 缺血与再灌 流



3 4 2 第三军医大学学报 1 9 9 3 年第 巧卷第 4 期

时
,

组织 lG
u 、

A s p 降低
,

而 细胞外液 lG
u 与

A s p 均 显著增高
。

本 实验海 马 组织 G lu 与

A s p 含量降低
,

可 能主 要 由于这两种 E A A

释放增多的原故
。

本实验同时观察了脑缺血与再灌流期海

马组织多胺含量变化
,

在 3种多胺成份 中
,

再

灌流期腐胺的改变较为突出
,

该期 由于 鸟氨

酸脱梭酸 ( O D C ) 的活性迅速增高
,

由鸟氨酸

合成的腐胺亦明显增高
` , , ;
精眯与精胺的改

变不显著
,

可能 由于腐胺进一步合成精眯与

精胺的过程较缓慢之故
。

脑缺血时多胺与 E A A 释放两者 内在联

系如何 ?至今 尚不十分清楚
,

晚近在鸡胚视网

膜体外研究中证明多胺影 响急性 N 一甲基一

D 天门冬氨酸 ( N M D A )受体介 导的神经毒

性
` , ) 。

K o m u [ a i n e n
等

` 3’
发现 腐胺可使高 K +

去极化的突触小体内 C a Z十 含量增高
,

从以上

事实推断多胺充当信使调节 N M D A 受体离

子通 道 活力
,

在 高 K
十

去极 化介 导下
,

触发

C a , +

内流及突触 小体 神经递 质 释放
,

包括

E A A 释放
,

其中重要的是 G lu 与 A sP 释放
,

释放至细胞外高浓度的 E A A 作用于竞争性

与非竞争性 N M D A 受体
,

打开受体启动 的

离子通道引起 N a 十
内流和膜去极化

,

为 C a ,十

内流提供了
“

孔道
” ,

同时由于膜去极化
,

打开

电压敏感的 C a ’ 十通道
,

致使 C a ’ 十
内流引起缺

血性脑损伤的瀑布效应
“ , 。

多胺 与 E A A 之 间的相互 作用 较为复

杂
,

不仅 多胺 可促进 E A A 释放
,

在 N M D A

受体 传递中起着重要作用
,

而且多胺的代谢

还受 N M D A 受体的调节
,

现 已证实 N M D A

受体上存在特殊的多胺位点
,

在 L
一

lG
u 及甘

氨酸 有效浓度下
,

多胺可增 加 N M D A 受体

与 [
3
H ] M K

一

80 1的亲和 力
,

L
一

引
u 、

甘氨酸 与

多胺分别通过其在 N M D A 受体识别位点结

合
,

促进受体一离子通道复合体变构
,

暴露拮

抗剂结 合位点
,

加快 N M D A 受体拮抗剂 结

合
。

M K
一

80 1是一种非竞争性 N M D A 受体拮

抗剂
,

能有效地阻滞 E A A 与突触后受体结

合
` 5

,
6

,
? , 。

缺血与再灌流期
,

脑内 O D C 与腐胺

迅速增高反映了 N M D A 受体介导的神经膜

或其附近潜在 的 O D C 激 活一灭活循环
,

缺

血再灌早期
,

N M D A 受体激活
,

引起 O D C 活

性 增 高
,

使腐胺合成 增 加②
。

本实验采 用

M K
一

8 0 1后能使再灌 4 d 组大 鼠海马组织腐

胺含量明显降低
,

精胺明显增高
,

表明多胺代

谢确实受到 N M D A 受体的调节
。

综上所述
,

我们推断脑缺血再灌流期脑

内 E A A 与多胺含量的变化并非各 自单纯 同

属缺血的后果
,

而是密切相关的
。

我们所获结

果 中脑缺血与再灌流期脑组织 E A A 的改变

早于腐胺
,

E A A 改变持续 时间短暂
,

而腐胺

的改变持续时间较 长
,

表 明脑 缺血时 E A A

大量释放并非完全依赖于腐胺的调节
,

还有

其 固有的独特规律
,

多胺可能为促进释放 的

重要因素
。

虽然 E A A 的改变持续时间短暂
,

对神经元 的毒性 损伤却是很大的
,

它作用于

突触后受体
,

直接改变膜离子通透性
,

产生急

性毒性神经元肿胀
` , ) ; 还激活 N M D A 受体

,

介导受体依赖性 C a , + 内流 ` , ’ ,

又使脑 内 O D C

增高
,

腐胺积蓄以及一系列的病理生理改变
,

造成晚发性神经元损伤
。

因此
,

多胺与 E A A

释放的密切关系中
,

C a Z + 内流为重要环节
,

它

们在缺血性脑损伤中共同起着重要的作用
。
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活体 S C N 的轴向本构方程 (在
。 一 。~ 36k aP )基本

服从虎克定律
,

半活体和离体的轴向本构方程为指

数函数关系
,

但材料常数 X
3

之间有显著性差异
.

以

兔肠系膜上静脉 ( SM V )为实验对象
,

进行活体和离

体的不同状态力学试验
,

提出了确定管道状器官应

力应变计算的初始内压和初始直径的标准
,

和容变
(动

一

张力 ( T )关系的新概念
。

结果表 明
,

正常活体组

和腹腔神经丛阻滞组的本构方程 (在
。 一 。~ 7 5k P a )

基本上服从虎克定律
,

但材料常数之间均有显著性

差异 ;离体不同条件下的本构关系均为指数函数关

系
,

但至少有一个材料常数之间有显著性差异
.
X

I

为

温度敏感因素
,
X

,

为平滑肌活性因素
。

, T 关系表明

活体组为直线相关
,

而离体组为对数相关
。

急性门脉

阻塞后
,

压力 ( P )
一

时间 ( )t 之间的关系均为指数函

数
。

但正常活体组和腹腔神经丛阻滞组系数相比较
,

有显著性差异
,

达到压力峰值 (P m )的总时程 ( T m )

的均值相 比较
,

有显著性差异
,

而两组 P m 均值的比

较
,

无显著性差异
。

表 明腹腔神经丛的纤维
,

对门脉

血流动力学有调节作用
。

基于上述结果本文提出了

条件力学行为和综合力学行为的新概念
。

关键词 活体
;
生物力学特性

;
形态学

;
坐骨

神经
;
肠系膜上静脉


