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　　摘要：目的　观察美金胺对ＳＤ雄性大鼠全脑缺血／再灌注后海马 ＣＡ1区锥体细胞的保护作用�并研究其可
能的机制。方法　采用四动脉结扎法建立大鼠全脑缺血模型�缺血15ｍｉｎ后分别灌注6ｈ或5天。大鼠随机分
为假手术组、缺血／再灌注组、缺血／再灌注给药组和缺血／再灌注溶剂对照组。缺血／再灌注给药组腹腔注射20
ｍｇ／ｋｇ美金胺。使用免疫印迹、免疫沉淀和焦油紫染色法等技术检测相关信号蛋白的表达、活化水平及神经元细
胞的死亡。结果　大鼠缺血／再灌注5天后�缺血／再灌注给药组海马 ＣＡ1区细胞的存活数量较缺血／再灌注组
和缺血／再灌注溶剂对照组明显增加；缺血／再灌注6ｈ�缺血／再灌注给药组 Ｎ－甲基 －Ｄ－天门冬氨酸 （ＮＭＤＡ）
受体亚基2Ａ （ＮＲ2Ａ）、突触后密集区蛋白95（ＰＳＤ－95）、非受体型蛋白酪氨酸激酶 （Ｓｒｃ）三者间免疫沉淀的蛋白
量及ＮＲ2Ａ的酪氨酸磷酸化水平较缺血／再灌注组和缺血／再灌注溶剂对照组明显降低�而三者的表达量没有明
显变化。结论　美金胺通过抑制 ＮＲ2Ａ、ＰＳＤ－95、Ｓｒｃ三者结合及 Ｓｒｃ介导的 ＮＲ2Ａ的酪氨酸磷酸化抑制了缺血
后ＮＭＤＡ受体功能的增强�从而对大鼠缺血性脑损伤有保护作用。

关键词：脑缺血／再灌注；美金胺；ＮＭＤＡ受体；ＮＲ2Ａ；Ｓｒｃ
中图分类号：Ｒ364．1＋2　　文献标志码：Ａ　　文章编号：1000－2065（2008）07－0437－04

ＰａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｅｍａｎｔｉｎｅａｇａｉｎｓｔｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｉｎＳＤｒａｔｓ

ＷＡＮＧＷｅｉｗｅｉ�ＺＨＡＮＧＧｕａｎｇｙｉ
（ＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ�ＸｕｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ�Ｘｕｚｈｏｕ�Ｊｉａｎｇｓｕ221002�Ｃｈｉｎａ）
　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｅｍａｎｔｉｎｅａｇａｉｎｓｔｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｉｎＳＤｒａｔｍｏｄｅｌｓ�
ａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙａｓｓｉｇｎｅｄｔｏ4ｇｒｏｕｐｓ：ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ�
ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｇｒｏｕｐ�ｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｄｒｕｇｔｅｓｔｇｒｏｕｐ．Ｔｒａｎｓｉｅｎｔｂｒａｉｎｉｓｃｈｅｍｉａ（15ｍｉｎ）ａｎｄｒｅｐｅｒｆｕ-
ｓｉｏｎｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅｆｏｕｒ－ｖｅｓｓｅｌｏｃｃｌｕｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄ（4－ＶＯ）．ＴｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙｕｓｉｎｇＩＢ�ＩＰａｎｄ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｍｅｔｈｏｄｓｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｌｅｖａｎｔｍｅｓｓａｇｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｒａｎｓｉｅｎｔｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｏｂｖｉｏｕｓｎｅｕｒｏｎａｌｄｅａｔｈ�ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｂｅｉｍｐｒｏｖｅｄｂｙｔｈｅｕｓｅｏｆ
ｍｅｍａｎｔｉｎｅ．ＩｔｗａｓａｌｓｏｆｏｕｎｄｔｈａｔｍｅｍａｎｔｉｎｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎＮＲ2Ａ�ＳｒｃａｎｄＰＳＤ－95�ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｔｈｅｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＮＲ2Ａ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｔｈｅｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｅｍａｎｔｉｎｅａｇａｉｎｓｔｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉｃ／
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　　近年来脑缺血损伤的发病机制被认为主要是Ｎ

－甲基－Ｄ－天门冬氨酸 （ＮＭＤＡ）受体的兴奋毒作
用。研究报道 ＮＭＤＡ受体的非竞争性拮抗剂美金
胺 （ｍｅｍａｎｔｉｎｅ）可以抑制ＮＭＤＡ受体在病理条件下
的过度增强�其作用与阻滞通道过度开放有关 ［1］�
但其作用的具体机制仍没有充分阐明。本实验采用
大鼠全脑缺血／再灌注模型研究美金胺对脑缺血的
神经保护作用�并探讨其可能的作用机制。
1　材料和方法
1．1　实验动物　清洁级雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ

（ＳＤ）大鼠�250～300ｇ�由徐州医学院实验动物中
心提供。随机分为4组：假手术组 （Ｓｈａｍ）、缺血／再
灌注组 （ｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ�Ｉ／Ｒ）、缺血／再灌注溶
剂对照组 （Ｓａｌｉｎｅ）、缺血／再灌注给药组 （Ｍｅｍａｎ-
ｔｉｎｅ）。
1．2　实验方法
1．2．1　动物模型制备　按本实验室已建立的大鼠
四动脉结扎模型�动物以20％水合氯醛 （300～350
ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后�分离双侧颈总动脉�电凝
椎动脉。手术第2天动物于清醒状态下结扎双侧颈
总动脉�全脑缺血15ｍｉｎ�再灌注6ｈ或5天。缺血
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后立即给予腹腔注射药物或溶剂�以体征表现判断
缺血模型的可靠性 ［2］。假手术组不结扎双侧颈总
动脉。
1．2．2　给药　美金胺溶于生理盐水中�缺血／再灌
注给药组在缺血后立即腹腔注射给药20ｍｇ／ｋｇ；溶
剂对照组给予等体积生理盐水。
1．2．3　样品制备　大鼠再灌注6ｈ后�断头快速取
脑�分离双侧海马�沿海马裂将其 ＣＡ1部分分离出
来�置液氮中冻存备用。以下操作均在冰水浴中进
行：从液氮中取出海马加匀浆缓冲液�用Ｔｅｆｌｏｎ匀浆
器高速匀浆 （10ｓ×6次 ）�1000ｇ于 4℃离心
15ｍｉｎ�小心移取上清液 （主要为海马的胞质部分 ）�
置－80℃冰箱待用。
1．2．4　蛋白浓度测定　采用改良Ｌｏｗｒｙ′ｓ法�以牛
血清白蛋白 （ＢＳＡ�ｆｒａｃｔｉｏｎⅤ ）为标准蛋白。
1．2．5　免疫沉淀 （ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ�ＩＰ）　以下
操作均在4℃条件下进行：含相同蛋白量 （400μｇ）
的样品中�加入0．35ｍｌＩＰ缓冲液�1～2μｇ抗体
ａｎｔｉ－ＮＲ2Ａ�旋转混匀器上反应4ｈ或过夜�再加入
25μｌ蛋白Ａ�旋转混匀器上反应2ｈ�12000ｇ离心
2ｍｉｎ�沉淀用ＩＰ缓冲液洗3遍。加入1／3体积4×
蛋白上样缓冲液�混匀后置沸水浴中5ｍｉｎ以洗脱
蛋白Ａ上结合的蛋白�12000ｇ离心2ｍｉｎ�吸取上
清液用于免疫印迹。
1．2．6　免疫印迹 （ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ�ＩＢ）　含相同蛋白量
的样品中加入1／3体积4×蛋白上样缓冲液�置沸
水浴中5ｍｉｎ变性处理。取等量的变性蛋白质样品
（100μｇ）或ＩＰ处理后样品�经ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝
胶电泳 （ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ�ＰＡＧＥ）分

离后�电转移至硝酸纤维素 （ＮＣ）膜上。将ＮＣ膜置
封闭液中室温孵育3ｈ后�分别加入一抗ａｎｔｉ－ｐＹ、
ａｎｔｉ－ＮＲ2Ａ、ａｎｔｉ－ＰＳＤ－95或 ａｎｔｉ－Ｓｒｃ工作液�
4℃孵育4ｈ或过夜�ＴＢＳＴ洗膜 （5ｍｉｎ×3）后�加入
ＡＰ标记的二抗工作液�室温孵育2ｈ�ＴＢＳＴ洗膜 （3
ｍｉｎ×5）�水洗。使用ＮＢＴ／ＢＣＩＰ试剂盒�在新鲜配制
的ＡＰ显色液中显色�流水洗涤终止反应。扫描膜上
显色条带并以ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析处理。
1．2．7　组织学检查　再灌注5天时�以水合氯醛麻
醉大鼠�接着以生理盐水和4％多聚甲醛进行心室
灌注�然后取脑块放于4℃下4％多聚甲醛中固定1
天。梯度乙醇脱水�二甲苯透明�石蜡包埋。取海马
齿状回互包段连续冠状切片�片厚5μｍ�切片经脱
蜡、晾干�0．1％焦油紫 （ｃｒｅｓｙｌｖｉｏｌｅｔ）染色10～20
ｍｉｎ�梯度乙醇分色�光镜下观察神经元呈紫色而背
景基本无色为止�脱水、透明、封片。显微镜下计数
ＣＡ1区1ｍｍ宽度内的存活锥体细胞。
1．3　统计学处理　数据以﹣ｘ±ｓ表示�应用ＳｉｇｍａＳ-
ｔａｔ统计软件�采用单因素方差分析 （ＡＮＯＶＡ）�Ｐ＜
0．05为差异有统计学意义。
2　结　果
2．1　缺血／再灌注5天海马 ＣＡ1区锥体细胞的存
活量　光镜下可见：Ｓｈａｍ组、Ｍｅｍａｎｔｉｎｅ组海马ＣＡ1
区细胞分布均匀整齐；Ｉ／Ｒ组和 Ｓａｌｉｎｅ组出现大量
死亡细胞�存活细胞较少�表现为细胞破碎、核固缩、
溶解 （图1）。各组大鼠脑缺血／再灌注后海马 ＣＡ1
区细胞存活量统计结果见表 1。与 Ｉ／Ｒ组相比�
Ｍｅｍａｎｔｉｎｅ组存活细胞明显增加 （Ｐ＜0．05）。

图1　缺血／再灌注5天后各组大鼠海马ＣＡ1区锥体细胞焦油紫染色结果
　　Ａ、Ｂ：Ｓｈａｍ组；Ｃ、Ｄ：Ｉ／Ｒ组；Ｅ、Ｆ：Ｓａｌｉｎｅ组；Ｇ、Ｈ：Ｍｅｍａｎｔｉｎｅ组。上排图内矩形面积分别在下排以较高放大倍数显
示。Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ：×40；Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ：×400。靶标：Ｇ：200μｍ；Ｈ：10μｍ
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表1　缺血／再灌注5天后各组大鼠海马ＣＡ1区
锥体细胞存活数 （ｎ＝5�﹣ｘ±ｓ�个 ）

组别　　 存活细胞数　　

Ｓｈａｍ组 209±8
Ｉ／Ｒ组 47±10
Ｓａｌｉｎｅ组 51±11
Ｍｅｍａｎｔｉｎｅ组 165±7∗

　　 与Ｉ／Ｒ组比较：∗Ｐ＜0．05
2．2　缺血／再灌注6ｈ海马 ＣＡ1区 ＮＲ2Ａ、ＰＳＤ－
95、Ｓｒｃ三者的结合及ＮＲ2Ａ的酪氨酸磷酸化水平的
变化　由图2、3可知�以ａｎｔｉ－ＮＲ2Ａ免疫沉淀�ａｎｔｉ
－ｐＹ、ａｎｔｉ－ＰＳＤ－95、ａｎｔｉ－Ｓｒｃ免疫印迹�在缺血／再
灌注6ｈ�Ｍｅｍａｎｔｉｎｅ组海马ＣＡ1区ＮＲ2Ａ、ＰＳＤ－95、
Ｓｒｃ三者相互免疫沉淀蛋白量及ＮＲ2Ａ的酪氨酸磷酸
化水平较Ｉ／Ｒ组明显降低；以ＮＲ2Ａ、ＰＳＤ－95�Ｓｒｃ三
者抗体直接免疫印迹的结果各组均没有明显变化。

图2　缺血／再灌注6ｈ各组大鼠海马ＣＡ1区ＮＲ2Ａ、
ＰＳＤ－95、Ｓｒｃ三者的结合�及ＮＲ2Ａ的酪氨酸磷酸化电泳图

图3　缺血／再灌注6ｈ各组大鼠海马ＣＡ1区ＮＲ2Ａ、
ＰＳＤ－95、Ｓｒｃ三者的结合�及ＮＲ2Ａ的酪氨酸磷酸化水平

　　与Ｓｈａｍ组比较：＃Ｐ＜0．05；与Ｉ／Ｒ组比较：∗Ｐ＜0．05

3　讨　论
　　缺血性神经细胞损伤相当一部分是由谷氨酸受

体中的ＮＭＤＡ受体的过度活化介导的�它的活化引
起通过膜受体离子通道内流的Ｃａ2＋大量增加�导致
神经元死亡。而ＮＭＤＡ受体功能受到Ｓｒｃ激酶介导
的受体亚基ＮＲ2Ａ的酪氨酸磷酸化水平的调节 ［3］。
然而�ＮＭＤＡ受体的生理性活化状态对于正常神经
元的功能也非常重要。这就意味着那些完全抑制
ＮＭＤＡ受体活性的具潜在神经保护作用的药物极有

可能在临床上产生不可耐受的副作用 ［4］。
　　而金刚胺的衍生物美金胺�作为一种非竞争性、
低亲和力、开放性的通道阻滞剂�优先抑制 ＮＭＤＡ
受体的过度活化�而不影响正常的受体活性。当受
体离子通道过度开放时�它优先进入通道；更重要的
是�它的解离速率快�不会持续积聚在通道上干扰随
后正常的突触传递�理论上应用相对安全 ［5］。有报
道美金胺对脑缺血缺氧损伤和其他多种神经损伤都

具有脑保护作用 ［1］�比如阿尔茨海默病和血管性痴
呆 ［4］。它作为抗帕金森病的新药近年来在欧洲广
泛应用�罕见副作用的报道 ［6－7］。
　　同时�脑缺血方面的研究证实美金胺对新生鼠
缺血缺氧性脑损伤 ［8］具有神经保护作用�并且对实
验动物的认知能力没有产生明显副作用 ［9］。已知
在脑缺血／再灌注6ｈ�ＮＭＤＡ受体亚基 ＮＲ2Ａ、ＰＳＤ
－95、Ｓｒｃ三者结合增加�ＮＲ2Ａ的酪氨酸磷酸化水
平增加 ［10］�从而上调ＮＭＤＡ受体的功能�导致Ｃａ2＋
内流增加�最终引起神经元的死亡。本实验中�我们
在诱导全脑缺血后立即给予美金胺�通过免疫沉淀
和免疫印迹结果显示美金胺能够抑制缺血／再灌注
6ｈＮＲ2Ａ、ＰＳＤ－95、Ｓｒｃ三者的结合及 ＮＲ2Ａ酪氨
酸磷酸化的增加�提示其抑制了缺血后ＮＭＤＡ受体
的功能。而焦油紫染色结果也显示美金胺明显减少
了再灌注5天后海马ＣＡ1区锥体细胞的死亡�证明
在全脑缺血发生后立即给予美金胺使ＮＲ2Ａ的酪氨
酸磷酸化减少�抑制了 ＮＭＤＡ受体的功能�拮抗了
ＮＭＤＡ受体的过度激活�从而对神经细胞具有保护
作用。在全脑缺血损伤发生后给予美金胺对神经细
胞仍然具有保护作用�与缺血前给药的方式 ［11］相
比�增加临床治疗措施的可行性。本研究结果为我
们进一步阐述美金胺脑缺血保护作用及其临床应用

提供了一定的依据。
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创伤性休克兔肺组织ＩＬ－18、ＳＯＤ、ＭＤＡ水平的变化及
亚甲蓝的干预作用

∗

王厚清1�许　铁1�高　中1�许鹏程2�季　永3�郑翠芳4�燕宪亮1�梁高永1�韩　寒1�纵雪梅1

（1．徐州医学院附属医院急救中心�江苏 徐州 221002；2．徐州医学院江苏省麻醉学重点实验室�江苏 徐州 221002；
3．徐州医学院附属医院麻醉科；4．徐州市妇幼保健院麻醉科�江苏 徐州 221005）

　　摘要：目的　观察创伤性休克兔肺组织白细胞介素18（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－18�ＩＬ－18）、超氧化物歧化酶 （ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ-
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ�ＳＯＤ）、丙二醛 （ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ�ＭＤＡ）水平的变化及鸟苷酸环化酶抑制剂亚甲蓝 （ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ�ＭＢ）
的干预作用。方法　选用大白兔18只�随机分为对照组 （6只 ）、创伤性休克生理盐水复苏组 （生理盐水复苏组�6
只 ）、创伤性休克ＭＢ处理组 （ＭＢ处理组�6只 ）�生理盐水复苏组及 ＭＢ处理组测定复苏后4ｈ肺组织 ＩＬ－18、
ＳＯＤ、ＭＤＡ的水平�对照组测定实验末肺组织ＩＬ－18、ＳＯＤ、ＭＤＡ的水平。结果　兔创伤性休克复苏后肺组织 ＩＬ
－18及ＭＤＡ明显升高�ＳＯＤ明显降低�但ＭＢ处理组肺组织ＩＬ－18及ＭＤＡ含量明显低于生理盐水复苏组�ＳＯＤ
水平明显高于生理盐水复苏组。结论　 ＩＬ－18及氧自由基在创伤性休克的病理发展过程中起着重要作用�应用
ＭＢ可降低肺组织ＩＬ－18及ＭＤＡ的水平�增加ＳＯＤ含量�对创伤性休克缺血／再灌注肺损伤有保护作用。

关键词：休克�创伤性；白细胞介素18；超氧化物歧化酶；丙二醛；亚甲蓝
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