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瞬时受体电位通道６在大鼠大脑冲击伤后铁代谢中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨瞬时受体电位通道６（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｃｈａｎｎｅｌｓ６，ＴＲＰＣ６）在大鼠大脑冲击伤后铁代谢
中的作用。方法　 健康成年雄性ＳＤ大鼠３９只，分为假手术组、致伤组和ＤＦＯ治疗组（ｎ＝１３）。参照 Ｆｅｅｎｅｙ法致伤，假
手术组只开颅，不打击，致伤组和ＤＦＯ治疗组开颅后，打击部位和打击量完全一致，２ｈ后予以生理盐水及去铁胺１００ｍｇ／ｋｇ，
间隔１２ｈ给药，持续２８ｄ。于２８ｄ取致伤灶周围脑组织进行脑铁含量检测，采用免疫荧光和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测方法，分别
定性、定量检测瞬时受体电位通道６（ＴＲＰＣ６）在致伤灶周围的表达情况，并采用荧光双标检测 ＴＲＰＣ６在神经元上的定位
分布情况。结果 　与假手术组比较，致伤组脑组织铁离子显著增加（Ｐ＜０．０５），但ＤＦＯ治疗组并未显著降低其含量（Ｐ＞
０．０５）；免疫荧光检测结果显示致伤组ＴＲＰＣ６显著上调，ＤＦＯ治疗组显著下调其表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与假手
术组比较，致伤组ＴＲＰＣ６显著上调（Ｐ＜０．０５），ＤＦＯ治疗组显著下调其表达（Ｐ＜０．０５）；免疫荧光双标检测 ＴＲＰＣ６与
ＮｅｕＮ共表达情况，结果显示假手术组仅少量细胞表达ＴＲＰＣ６，且密度低，ＮｅｕＮ染色阳性的细胞胞体形态呈椭圆形，仅部
分细胞共表达；致伤组致伤灶周围ＴＲＰＣ６表达明显增强，但却未见ＮｅｕＮ染色阳性的细胞；ＤＦＯ治疗组可见 ＮｅｕＮ染色阳
性的细胞数量多，形态欠规则，与ＴＲＰＣ６共表达细胞数量增多。结论　 大鼠 ＴＢＩ后铁离子具有神经毒性作用，能增加致
伤灶周围神经元的损伤，而ＴＲＰＣ６可能在铁离子的神经毒性作用中扮演重要角色。
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　　颅脑创伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）致残率和病
死率均高，挽救“半暗带”是神经外科关注的焦点。铁

离子被认为是加重脑出血后脑损伤的重要因素［１－２］，

是造成脑组织水肿重要原因。Ｇｕ等［３］发现实验性小

猪脑出血后予以去铁胺（ｄｅｆｅｒｏｘａｍｉｎｅ，ＤＦＯ）能显著减
轻神经损伤程度。本课题组也发现脑室内注射铁离子

可以增加脑积水的发生率，予以ＤＦＯ治疗可以显著降
低其发生率［４］。有研究发现 ＰＣ１２可以通过瞬时受体
电位通道 ６（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｃｈａｎｎｅｌｓ６，
ＴＲＰＣ６）摄取铁离子［５］，而神经元含有大量的 ＴＲＰＣ６，
但其扮演的角色尚不明确。本研究拟采用免疫荧光、

免疫荧光双标和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等实验方法，研究ＴＢＩ后
铁离子的作用，进一步采用 ＤＦＯ治疗进行干预，旨在
认识ＴＢＩ后铁离子的神经毒性作用，以及介导铁离子
的ＴＲＰＣ６在ＴＢＩ中扮演的角色，并探索其可能机制。

１　材料与方法

１．１　动物及分组
　　体质量２１０～３００ｇ的健康成年雄性ＳＤ大鼠（第三军医大
学大坪医院实验动物中心提供）３９只，分为假手术组、致伤组
和ＤＦＯ治疗组，每组 １３只大鼠。时相点设置为 １、３、７、１４、
２８ｄ，分别观察各时相点体温、血糖、血红蛋白、死亡情况。

１．２　动物模型的制备及实验方法
　　参照文献［６］，按Ｆｅｅｎｅｙ法建立致伤模型，１％戊巴比妥钠
腹腔注射进行麻醉，大鼠立体定向仪固定大鼠头部，正中切口

开颅，钻孔位于冠状缝后２ｍｍ和矢状缝右侧２ｍｍ，扩大骨窗６
ｍｍ，充分暴露脑组织，并保持硬膜完整，立体定向固定打击杆，
打击杆质量３０ｇ，高度１５ｃｍ，直径４．５ｍｍ，垂直脑表面进行打
击，制备大鼠大脑冲击伤模型，打击后予以明胶海绵压迫止血，

间断缝合头皮。致伤组和 ＤＦＯ治疗组于模型制备后２ｈ分别
给予生理盐水、去铁胺１００ｍｇ／ｋｇ（用等量生理盐水溶解稀释）
腹腔注射，间隔１２ｈ给药１次，直至２８ｄ实验结束。假手术组
只开颅，不打击。

１．３　观察指标
１．３．１　一般情况　　体温、血糖、血红蛋白及死亡情况观测方
法见文献［６］。
１．３．２　脑组织非血红蛋白铁离子含量检测　　２８ｄ实验结
束，采用生理盐水灌注大鼠（ｎ＝６），直到灌注液流出清亮为止，
迅速取致伤灶周围脑组织，蘸干脑组织表面液体，进行称量，然

后匀浆、离心，取上清液，在原子分光光度计下采用５３５ｎｍ吸
收光谱检测吸光度，并根据标准曲线计算出铁离子含量。

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　蛋白裂解液裂解细胞提取细胞内
蛋白，ＢＣＡ法进行蛋白质定量，用ＳＤＳＰＡＧＥ进行电泳分离，转
ＰＶＤＦ膜。５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ，加一抗（１∶４００），４℃孵
育过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，加辣根过氧化物酶标记二抗（１∶５００），
室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，用ＥＣＬ显色并曝光显影（ｎ＝６）。
１．３．４　免疫荧光检测ＴＲＰＣ６表达　　取致伤灶周围脑组织进

行石蜡切片，脱蜡，梯度酒精（下行 ）入水，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗
３次，加封闭血清，再用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗１次，加一抗（１∶１００，
ＳａｎｔａＣｒｕｚ），孵育１ｈ，室温，过夜。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，加荧
光二抗（１∶５０，中杉公司），３７℃，１～１．５ｈ。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗
３次，ＤＡＰＩ复染胞核，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，甘油封片。对
照实验：不加一抗，用正常血清代替免疫血清，其余步骤同上，结

果为阴性（ｎ＝６）。
１．３．５　ＴＲＰＣ６与ＮｅｕＮ的免疫荧光双标　　在免疫荧光单标基
础上，再用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗，封闭血清３０ｍｉｎ，加ＮｅｕＮ一抗
（１∶１００，Ｓｉｇｍａ），孵育１ｈ，室温，过夜。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，
加荧光二抗（１∶５０，中杉公司），３７℃，１～１．５ｈ。０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ漂洗３次，ＤＡＰＩ复染胞核，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，甘油
封片。对照实验同上。

１．４　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行χ２检验和
单因素方差分析。

２　结果

２．１　一般情况
　　肛温、血红蛋白和血糖、死亡情况结果见文献［６］。

２．２　脑铁含量检测
　　假手术组脑铁含量比较低（９１．２±５．３）μｇ／ｇ，而致伤组
（２７５．５±７．９）μｇ／ｇ和 ＤＦＯ治疗组（２４２．７±６．４）μｇ／ｇ致伤灶
周围脑组织脑铁含量较假手术组显著升高（Ｐ＜０．０５），予以
ＤＦＯ治疗后，脑铁含量略有下降，但差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫荧光、免疫荧光双标检测致伤
灶周围脑组织ＴＲＰＣ６的表达

　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ定量检测 ＴＲＰＣ６表达情况，结果显示假
手术组ＴＲＰＣ６表达较低（１．１７±０．０４），致伤组较假手术组显
著升高（１．５０±０．０９，Ｐ＜０．０５），予以 ＤＦＯ治疗后显著下降
（１１６±０．０４），与致伤组比较，差异显著（Ｐ＜０．０５，图１）。免
疫荧光检测结果显示，假手术组仅有少量细胞表达ＴＲＰＣ６，且
密度低；致伤组表达 ＴＲＰＣ６阳性的细胞较多，且密度高；予以
ＤＦＯ治疗后，ＴＲＰＣ６阳性细胞数量和密度均显著下降（图２）。
采用免疫荧光双标检测ＴＲＰＣ６与ＮｅｕＮ共表达情况，结果显示
假手术组仅少量细胞表达 ＴＲＰＣ６，且密度低，ＮｅｕＮ染色阳性的
细胞胞体形态呈椭圆形，仅部分细胞共表达，呈橙色；致伤组致

伤灶周围ＴＲＰＣ６表达明显增强，但却未见ＮｅｕＮ染色阳性的细
胞；ＤＦＯ治疗组可见 ＮｅｕＮ染色阳性的细胞数量多，形态欠规
则，与ＴＲＰＣ６共表达细胞数量增多，呈橙色（图３）。
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１：假手术组；２：ＤＦＯ治疗组；３：致伤组
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠致伤灶周围脑组织ＴＲＰＣ６的表达
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Ａ：假手术组；Ｂ：致伤组；Ｃ：ＤＦＯ治疗组 ↑：ＴＲＰＣ６染色阳性的细胞
图２　免疫荧光检测各组大鼠致伤灶周围脑组织ＴＲＰＣ６的表达
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↑：ＴＲＰＣ６＋ＮｅｕＮ共表达阳性的细胞

图３　免疫荧光双标检测各组大鼠致伤灶周围脑组织ＴＲＰＣ６与ＮｅｕＮ共表达
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３　讨论

　　铁离子是血红蛋白的主要降解产物，已有研究［１］

表明在实验性脑出血后脑水肿的形成中起着非常重要

的作用，即使单纯给予铁离子也可模拟 ＩＣＨ后的神经
功能损害，进一步采用 ＤＦＯ进行干预治疗，虽然非血
红蛋白铁离子含量未减少［７］，却减轻了脑水肿［３，８］，减

少了神经细胞凋亡［９］，减少了脑脊液游离铁离子含

量，并改善脑出血大鼠的神经功能。本课题组采用脑

室注血，成功制备大鼠慢性脑积水模型，进一步脑室内

注射铁离子，同样可以制备脑积水模型，而采用 ＤＦＯ
治疗，则可以降低其发生率［４，１０］。

　　铁离子螯合剂ＤＦＯ是一种金属络合物，对铁离子
有高度特异性亲和力，能快速与铁离子形成无活性或

活性很弱的复合物排出体外，可减少局部铁离子的浓

度，全身给药后能快速透过血脑屏障。同时，ＤＦＯ能
降低血红蛋白诱导的脑组织Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶抑制作用
和神经毒性作用［１１］，还能清除自由基［１２］，诱导脑组织

缺血耐受［１３］。本实验结果提示 ＴＢＩ后脑铁含量显著
增加，予以ＤＦＯ治疗虽然不能降低脑铁含量，实验性
脑出血的脑铁含量结果与本实验结果一致［７］，但 ＤＦＯ
治疗组致伤灶周围神经元存活较致伤组显著增加，也

同样提示运用ＤＦＯ能保护ＴＢＩ致伤灶周围神经元。
　　本实验结果还显示 ＴＢＩ后存在 ＴＲＰＣ６表达较假
手术组显著增加，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到 ＴＲＰＣ６的表达
增加有统计学差异（Ｐ＜０．０５），而采用 ＤＦＯ治疗后，
ＴＲＰＣ６表达则显著下调（Ｐ＜０．０５）。采用免疫荧光双
标检测神经元上 ＴＲＰＣ６表达情况，结果显示 ＴＲＰＣ６
在假手术组和ＤＦＯ治疗组与 ＮｅｕＮ共表达，而致伤组
在致伤灶周围未发现 ＮｅｕＮ染色阳性细胞，ＴＲＰＣ６表
达却显著增加（Ｐ＜０．０５），提示 ＴＢＩ后致伤灶周围神
经元损害非常严重，而予以ＤＦＯ治疗能有效地保护神
经元，说明致伤灶周围存在铁离子过量导致的神经毒

性作用，而ＴＲＰＣ６在ＴＢＩ后铁离子过量造成的神经毒
性作用中扮演重要角色。予以 ＤＦＯ可以显著下调
ＴＲＰＣ６表达，提示过量铁离子可能是通过ＴＲＰＣ６介导
进入神经元，导致神经元死亡，抑制 ＴＲＰＣ６可能是治
疗铁离子过量导致的神经毒性作用的一个新靶标。

　　本实验从动物性别、血糖、肛温以及血红蛋白水平等
４个方面保证了实验可比性，提示上述结果是可靠的。
　　目前认为ＤＦＯ治疗铁离子中毒、地中海贫血等不
会影响正常铁离子代谢，那么全身长时间使用ＤＦＯ治
疗ＴＢＩ是否会影响机体铁离子代谢呢？本实验参照文
献［１，３］剂量给药，用药至２８ｄ，按不同时相点检测血
红蛋白含量，各组大鼠血红蛋白含量均无明显异常，提

示ＤＦＯ对机体铁离子代谢无显著影响。那是否会影
响到死亡率呢？比较３组实验动物死亡率，假手术组

无死亡动物，致伤组与ＤＦＯ治疗组死亡率无显著统计
学差异，提示 ＤＦＯ治疗不会影响到 ＴＢＩ动物的死亡
率。Ｓｅｌｉｍ等［１４］将运用ＤＦＯ治疗急性脑出血，同样发
现ＤＦＯ治疗的安全性和耐受性。本实验结果提示予
以ＤＦＯ全身治疗ＴＢＩ，不会导致机体正常铁离子代谢
紊乱，也不会增加动物死亡率。

　　综上所述，ＴＢＩ后致伤灶周围存在铁离子过量，导
致神经元死亡，同时显著上调 ＴＲＰＣ６表达，而予以
ＤＦＯ治疗，可以显著减少神经元死亡，并下调ＴＲＰＣ６表
达，提示ＴＢＩ后存在过量铁离子造成的神经毒性作用，
而ＴＲＰＣ６在其中扮演重要角色，可能是治疗ＴＢＩ后铁
离子神经毒性作用的一个重要的新靶标。
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