
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

书书书

·７５８　　 ·
第二军医大学学报　　２０１４年７月第３５卷第７期　　犺狋狋狆：／／狑狑狑．犪犼狊犿犿狌．犮狀

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｕｌ．２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．７

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１４．００７５８ ·研究快报·

高位脊髓损伤大鼠犖犜犛区氨基酸递质受体表达的变化

王　凯
１，３△，邹　最

１，２△，王伟忠３，刘功俭１，齐敦益１

１．徐州医学院附属医院麻醉科，徐州２２１０００

２．第二军医大学长征医院麻醉科，上海２００００３

３．第二军医大学基础部生理学教研室，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　研究高位脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）后心血管中枢孤束核（ｓｏｌｉｔａｒｙｔｒａｃｔｎｕｃｌｅｕｓ，ＮＴＳ）氨基酸递

质受体表达变化。方法　采用ＳＤ大鼠Ｔ４ 脊髓横断模型，分为ＳＣＩ组（狀＝５）和假手术组（狀＝５），动态观察ＳＣＩ后１、２、３、４、６

周血压和心率的变化及用蛋白质印迹法检测ＮＴＳ区兴奋性递质谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ）受体 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体１（ＮＭＤＡ

Ｒ１）和抑制性递质γ氨基丁酸Ａ受体α１（ＧＡＢＡＡα１）在ＳＣＩ后的变化特点。结果　ＳＣＩ后，大鼠平均动脉压于１～３周明显

下降（犘＜０．０５），４周后逐渐恢复正常；心率于１～４周明显升高（犘＜０．０５），６周时恢复正常。蛋白质印迹分析检测发现，ＮＭ

ＤＡＲ１表达于１～４周明显升高（犘＜０．０５），６周时恢复正常；ＧＡＢＡＡα１表达于２周时明显升高，４、６周明显下降（犘＜０．０５）；

ＮＭＤＡＲ１与ＧＡＢＡＡα１的相对比值在损伤后即明显升高（犘＜０．０５）。结论　ＳＣＩ后心血管中枢ＮＴＳ区主要功能受体发生

适应性变化，可能有助于纠正ＳＣＩ后心血管功能紊乱。
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　　近年来脊髓损伤（ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ，ＳＣＩ）尤其

是高位ＳＣＩ发生率逐年提高，据统计目前我国大陆

地区年新发患者数约为２５～３５人次／１０万
［１］。高位

ＳＣＩ是Ｔ６ 以上脊髓遭受外力打击造成的损伤，由于

损伤平面较高，导致大部分神经传导通路被中断，出

现严重的心血管系统紊乱现象［２４］，主要表现为急性

期（损伤后１～４周）明显的低血压以及恢复期（４周

以后）出现的血压、心率（ｈｅａｒｔｒａｔｅ，ＨＲ）异常和各

种恶性心律失常［５６］。有研究表明，ＳＣＩ后心血管系

统会出现适应性变化及再调节现象来维持心血管系

统的相对稳定［７］，但其确切机制并不清楚，这种机制

的明确将对进一步研究ＳＣＩ后心血管功能异常期的

防治策略具有重要的意义。ＮＴＳ是接受外周血压、

化学信息等传入整合的第一级中继站，并通过纤维

投射影响调控交感和迷走中枢，因此ＮＴＳ在维持血

压水平等心血管功能调节中具有重要的作用［８］。本

研究拟选取心血管中枢ＮＴＳ区作为研究对象，比较

观察兴奋性神经递质谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ）受体 Ｎ甲

基Ｄ天冬氨酸受体１（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅｒｅｃｅｐ

ｔｏｒ１，ＮＭＤＡＲ１）、抑制性神经递质γ氨基丁酸 Ａ

受体α１（ｇａｍｍａａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒＡα１，

ＧＡＢＡＡα１）在ＳＣＩ后的变化趋势，为ＳＣＩ患者心血

管功能紊乱的救治提供新的思路。

１　材料和方法

１．１　试剂及仪器　小动物麻醉机（美国Ｅｕｔｈａｎｅｘ公

司），蛋白质印迹分析垂直电泳及转膜系统（美国Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司），ＰｏｗｅｒＬａｂ生物信号采集系统（澳大利亚

ＡＤＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ公司），ＮＭＤＡＲ１抗体（英国Ｅｐｉｔｏｍ

ｉｃｓ公司），ＧＡＢＡＡα１抗体（英国Ａｂｃａｍ公司）。

１．２　动物分组及处理　健康雄性ＳＤ大鼠１００只，

体质量２００～２５０ｇ［购自中国科学院上海实验动物

中心，动物使用许可证：ＳＹＸＫ（沪）２００２００４１，生产

许可证ＳＣＸＫ（沪）２００４０００３］，随机分为ＳＣＩＴ４ 脊

髓横断组（ＳＣＩ组）和假手术组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）。Ｔ４ 脊

髓横断模型制备参考文献［９］方法，麻醉采用３％异氟

烷气体麻醉。手术依次切开皮肤及肌肉，暴露Ｔ４ 椎

板。咬除椎板后暴露脊髓，用刀片横断 Ｔ４ 脊髓，

Ｃｏｎｔｒｏｌ组只暴露脊髓不进行横切。术后肌注青霉

素４０万Ｕ／ｄ、腹腔注射５％葡萄糖溶液２ｍＬ／１００ｇ，

连续３ｄ。仔细护理大鼠，如发现感染迹象及时行抗

菌治疗。不同时间点选取一定数目大鼠入组实验，

实验之前对大鼠体质量及运动功能评分（ｔｈｅＢａｓｓｏ，

Ｂｅａｔｔｉｅ，ａｎｄＢｒｅｓｎａｈａｎｓｃａｌｅ，ＢＢＢ评分）进行测定，

明确ＳＣＩ创伤打击对大鼠基本情况的影响，并对ＳＣＩ

组大鼠进行筛选。正常健康大鼠ＢＢＢ评分为２１分，

ＳＣＩ组入组条件为大鼠ＢＢＢ评分小于１０分（基本没

有后肢负重行走，没有前后肢协同运动）［１０］。

１．３　大鼠血压及 ＨＲ检测　选取两组ＳＣＩ前及１、

２、３、４、６周大鼠各５只，３％戊巴比妥钠０．２ｍＬ／１００

ｇ腹腔麻醉。气管插管后仰卧位四肢固定，右侧股动

静脉插管。动脉导管接至换能器后与ＰｏｗｅｒＬａｂ生

物信号采集系统连接，记录平均动脉压（ｍｅａｎａｒｔｅｒｉ

ａｌｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＭＡＰ）及 ＨＲ，静脉导管补充林格液１～

２ｍＬ／ｈ。

１．４　蛋白质印迹法检测受体蛋白的表达　分别取

两组ＳＣＩ前及１、２、３、４、６周大鼠各５只，断头取脑，

放置于－８０℃保存。标本收集齐全后，统一提取

ＮＴＳ组织，ＮＴＳ的定位通过标准图谱
［１１］来确定，以

ＮＴＳ结合部（ｃｏｍＮＴＳ）为中心进行样本提取。用

ＢＣＡ法测定蛋白浓度后在垂直电泳仪上用等量蛋白

质样品经８％ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白，将目标蛋白转

移于ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭２ｈ。分别进行

ＮＭＤＡＲ１一抗（１∶５０００）、ＧＡＢＡＡα１一抗（１∶

５０００）及内参αＴｕｂｕｌｉｎ（１∶１０００）４℃孵育过夜，

ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×３次；室温孵育二抗２ｈ，ＴＢＳＴ

洗膜５ｍｉｎ×３次。在ＰＶＤＦ膜上均匀滴加混合好

的显影液，用化学发光方法扫描曝光，ＧｅｌＰｒｏａｎａｌｙ

ｚｅｒ软件分析条带灰度，并进行统计分析。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计

学分析，数据以珔狓±狊表示，组间比较采用单因素方差

分析，组内ＳＣＩ前后比较采用ＳＮＫ狇检验。检验水

准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大鼠术后基本情况　４０只大鼠在模型制作过

程中因大出血及术后感染死亡，剩余６０只纳入实

验。在不同时间点选取Ｃｏｎｔｒｏｌ及ＳＣＩ组大鼠分别

进行体质量及ＢＢＢ评分的测量（表１）。比较两组大

鼠ＳＣＩ前后体质量发现，损伤前两组大鼠体质量差
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异无统计学意义；损伤后Ｃｏｎｔｒｏｌ组体质量稳步增

加，而ＳＣＩ组在损伤１周时体质量明显下降，后逐渐

恢复，但两组间差异仍有统计学意义（犘＜０．０５）。比

较两组大鼠ＳＣＩ前后ＢＢＢ评分发现，损伤前两组都

处于完全健康状态（最高分２１分）；而损伤后１周

ＳＣＩ组大鼠ＢＢＢ评分明显降低达到最低值［（０．８±

０．５）分］，随着恢复时间的延长，ＢＢＢ评分逐渐上升

但仍低于１０分水平，说明Ｔ４ 脊髓横断的大鼠模型

制作成功；损伤后各个时间点两组ＢＢＢ评分差异均

有统计学意义（犘＜０．０５）。

表１　两组大鼠体质量及犅犅犅评分的变化

犜犪犫１　犅狅犱狔犿犪狊狊（犅犕）犪狀犱狋犺犲犅犅犅狊犮犪犾犲狊狅犳狉犪狋狊犻狀狋犺犲狋狑狅犵狉狅狌狆狊

狀＝５，珚狓±狊

Ｇｒｏｕｐ Ｂａｓｅｌｉｎｅ １ｗｅｅｋ ２ｗｅｅｋｓ ３ｗｅｅｋｓ ４ｗｅｅｋｓ ６ｗｅｅｋｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ

　ＢＭ犿犅／ｇ ２２１±１２ ２３５±１４ ２５１±１３ ２７０±１５ ２８５±１４ ３０１±１５

　ＢＢＢ（ｓｃａｌｅ） ２１±０ ２０±１ ２１±０ ２１±０ ２１±０ ２１±０

ＳＣＩ

　ＢＭ犿犅／ｇ ２１８±１３ ２０１±１５ ２１０±１６ ２２４±１５ ２３８±１８ ２５１±２０

　ＢＢＢ（ｓｃａｌｅ） ２１±０ ０．８±０．５ ２±１ ３±２ ５±３ ６±４

ＳＣＩ：Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ；ＢＢＢ：Ｂａｓｓｏ，Ｂｅａｔｔｉｅ，ａｎｄＢｒｅｓｎａｈａｎ．犘＜０．０５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　ＳＣＩ后大鼠 ＭＡＰ及ＨＲ的变化　比较ＳＣＩ前

后ＳＣＩ组大鼠不同时间点 ＭＡＰ及 ＨＲ水平（图１）。

损伤后１周，ＭＡＰ即出现下降（犘＜０．０５）；损伤后２

周，下降更加明显（犘＜０．０５）并达到最低值；损伤后３

周逐渐恢复，但仍低于损伤前水平（犘＜０．０５）；４周以

后恢复至损伤前水平。ＨＲ在损伤后１周即上升并达

到最高值（犘＜０．０５）；损伤后２～４周逐渐恢复，但仍

高于损伤前（犘＜０．０５）；６周时恢复至损伤前水平。

Ｃｏｎｔｒｏｌ组大鼠在不同时间点的 ＭＡＰ及 ＨＲ水平较

损伤前差异均无统计学意义（数据未列出）。

图１　犛犆犐组大鼠 犕犃犘（犃）及犎犚（犅）的变化趋势

犉犻犵１　犜犻犿犲犮狅狌狉狊犲犮犺犪狀犵犲狊狅犳犕犃犘（犃）犪狀犱犎犚（犅）狅犳狉犪狋狊犻狀犛犆犐犵狉狅狌狆

ＳＣＩ：Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ；ＭＡＰ：Ｍｅａｎａｒｔｅｒｉａｌｐｒｅｓｓｕｒｅ；ＨＲ：Ｈｅａｒｔｒａｔｅ．１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ．犘＜０．０５ｖｓｂａｓｅｌｉｎｅ；狀＝５，珔狓±狊

２．３　ＳＣＩ后 ＮＴＳ区 ＮＭＤＡＲ１及 ＧＡＢＡＡα１蛋

白表达变化　ＳＣＩ组大鼠 ＮＴＳ区 ＮＭＤＡＲ１蛋白

在ＳＣＩ后１、２、３、４周较损伤前明显升高（犘＜

０．０５），６周时恢复到ＳＣＩ前水平。ＧＡＢＡＡα１蛋白

在ＳＣＩ后２周较损伤前明显升高（犘＜０．０５），而４、６

周时明显降低（犘＜０．０５，图２Ａ～２Ｃ）。比较 ＮＭ

ＤＡＲ１与ＧＡＢＡＡα１蛋白表达的相对比值（图３）

发现，ＳＣＩ后两种受体表达的稳态被打破，ＮＭＤＡ

Ｒ１／ＧＡＢＡＡα１明显升高，１周时升高至（３．６±

０．４）倍（犘＜０．０５），并于４周时达到峰值（１４．７±

４．４）倍（犘＜０．０５）。而Ｃｏｎｔｒｏｌ组大鼠不同时间点

以上两种蛋白表达差异均无统计学意义（图２Ｄ）。
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图２　犛犆犐对犖犜犛区犖犕犇犃犚１和犌犃犅犃犃α１表达的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狅犳犛犆犐狅狀犖犕犇犃犚１犪狀犱犌犃犅犃犃α１

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀狋犺犲犖犜犛犪狉犲犪

ＳＣＩ：Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ；ＮＴＳ：Ｓｏｌｉｔａｒｙｔｒａｃｔｎｕｃｌｅｕｓ；ＮＭ

ＤＡＲ１： ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １； ＧＡＢＡＡα１：

ＧａｍｍａａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒＡα１．ＡＣ：ＳＣＩｇｒｏｕｐ；

Ｄ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．犘＜０．０５ｖｓｂａｓｅｌｉｎｅ；狀＝５，珔狓±狊

图３　犛犆犐后犖犕犇犃犚１／犌犃犅犃犃α１比值的变化

犉犻犵３犚犪狋犻狅狅犳犖犕犇犃犚１狋狅犌犃犅犃犃α１狆狉狅狋犲犻狀

犻狀狋犺犲犖犜犛狅犳狉犪狋狊犪犳狋犲狉犛犆犐

ＳＣＩ：Ｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙ；ＮＴＳ：Ｓｏｌｉｔａｒｙｔｒａｃｔｎｕｃｌｅｕｓ；ＮＭ

ＤＡＲ１： ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １； ＧＡＢＡＡα１：

ＧａｍｍａａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒＡα１．犘＜０．０５ｖｓｂａｓｅ

ｌｉｎｅ；狀＝５，珔狓±狊

３　讨　论

本实验研究了ＳＣＩ后 ＭＡＰ、ＨＲ以及 ＮＴＳ区

主要受体蛋白的变化趋势。实验结果发现，ＳＣＩ后

由于损伤平面以下神经失去中枢的支配，会出现脊

髓休克的症状，表现为损伤后１周出现明显的 ＭＡＰ

下降。伴随着 ＭＡＰ的下降，各脏器生理功能出现

变化，进而引起心肺、内脏及压力感受器传入兴奋改

变，是ＮＴＳ区出现可塑性变化的前提。兴奋性氨基

酸受体ＮＭＤＡＲ１被激活上调，ｃｏｍＮＴＳ可通过直

接的兴奋性投射调控交感心血管中枢头端延髓腹外

侧区（ＲＶＬＭ）传递冲动，使ＲＶＬＭ区交感传出兴奋

增加，引起心脏做功增加、ＨＲ增快达到提升血压的

作用［１２］。但是本实验中由于兴奋性氨基酸ｇｌｕｔａ

ｍａｔｅ受体仍未明显上调，因此其通路激发的升压作

用有限。ＳＣＩ后２周、３周 ＮＭＤＡＲ１蛋白表达进

一步上调，继续向ＲＶＬＭ区传递兴奋并使之保持高

强度的交感张力，从而实现 ＭＡＰ的缓慢回升。抑

制性氨基酸受体ＧＡＢＡＡα１蛋白表达在２周时有

一个明显上升，起到部分抑制ＮＭＤＡＲ１过分激活

的作用，然而我们计算ＮＭＤＡＲ１／ＧＡＢＡＡα１比值

时发现，兴奋性氨基酸受体的激活远高于抑制性氨

基酸受体，比值也较损伤前明显升高（犘＜０．０５）。

这表明ＳＣＩ后心血管中枢主要通过兴奋性受体的上

调来实现血压上升。ＳＣＩ后４周时，ＭＡＰ已逐渐恢

复至损伤前水平，ＮＭＤＡＲ１蛋白表达有所回落，而

此时抑制性ＧＡＢＡＡα１下调出现去抑制作用，继续

维持交感输出的增加，ＮＭＤＡＲ１／ＧＡＢＡＡα１比值

也达到了峰值。在维持 ＭＡＰ稳定的状态下，ＮＴＳ

区兴奋性及抑制性氨基酸受体又进行了再平衡，ＳＣＩ

后６周时ＮＭＤＡＲ１表达进一步下降并恢复至损伤

前水平，ＧＡＢＡＡα１继续保持去抑制状态，ＮＭＤＡ

Ｒ１／ＧＡＢＡＡα１比值降低，一方面保证心血管系统

再调节形成的新的稳态，另一方面减少长期交感高

张力状态对各个脏器的损害。

已有研究表明，ＮＴＳ区可以通过神经递质及受

体的可塑性变化实现对病理生理状态下血压异常的

再调节，从而实现心血管系统的稳定［１３１５］。通过以

上实验结果，我们认为ＳＣＩ后脊髓休克等引起的血

压下降或血流动力学改变兴奋心肺感受器、内脏感

觉感受器、压力感受器等，使迷走神经、窦弓神经等

向ＮＴＳ区传递信号改变。长时间、大量传入冲动的

改变可以刺激ＮＴＳ区出现神经递质或受体的可塑
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性变化，从而保证血压的稳定。大鼠的ＮＴＳ区域由

于体积小，无法用常规的微透析技术来收集和检测

细胞外液中谷氨酸及γ氨基丁酸神经递质的含量。

因此，我们无法判断ＳＣＩ后ＮＴＳ内这些重要神经递

质是否也发生相应的改变，这也是本课题研究的一

个不足。

综上所述，本研究结果表明ＳＣＩ后大鼠心血管

系统会出现严重的血压下降，心血管中枢 ＮＴＳ区

ＮＭＤＡＲ１及 ＧＡＢＡＡα１可以通过其可塑性变化

参与心血管系统的再调节。这种作用或许对减少

ＳＣＩ后血压下降的严重程度、实现心血管系统的相

对稳定起到一定的作用。本研究结果也为未来研究

治疗ＳＣＩ后心血管功能紊乱提供了一个新的思路。
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