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氧化应激￣自噬反应在谷氨酰胺改善大鼠
创伤性颅脑损伤后神经功能的作用

邬树凯　 陈祥荣　 李亚松　 骆良钦　 胡伟鹏

【摘要】 　 目的　 探讨谷氨酰胺 (ＧＬＮ) 对大鼠创伤性颅脑损伤后神经功能和氧化应激反应的影

响及相关机制ꎮ 方法 　 采用改良 Ｆｅｅｎｅｙ 法建立大鼠脑外伤 ( ＴＢＩ) 模型ꎬ 将 ８０ 只 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ
(ＳＤ) 大鼠按完全随机分为假手术组 (Ｓｈａｍ 组)ꎬ 创伤性颅脑损伤组 (ＴＢＩ 组)ꎬ Ｓｈａｍ＋ＧＬＮ 处理组

(Ｓｈａｍ＋ＧＬＮ 组)ꎬ ＴＢＩ＋ＧＬＮ 处理组 (ＴＢＩ＋ＧＬＮ 组)ꎮ 分别于伤后 １、 ３、 ７、 １４ ｄ 进行神经行为学评分

(ｍＮＳＳ)ꎻ ＴＵＮＥＬ 染色检测神经细胞凋亡ꎻ ＲＯＳ 试剂盒检测 ＲＯＳ 含量ꎻ Ｗｅｓｔｅｒｒｎ ｂｌｏｔ 方法测定氧化应

激相关因子 (ＨＯ￣１、 ＮＱＯ１、 Ｎｒｆ２) 和自噬相关因子 (ＬＣ３￣Ⅱ、 Ｂｅｃｌｉｎ￣１) 蛋白的表达ꎮ 结果　 与 ＴＢＩ
组比较ꎬ ＴＢＩ＋ＧＬＮ 组治疗后 ７ ｄ 神经功能改善 [(８􀆰 ４３±０􀆰 ３０) 分比 (９􀆰 ７９±０􀆰 ４３) 分ꎬ Ｆ＝ ６􀆰 ７７５ꎬ Ｐ＝
０􀆰 ０１０) ]ꎬ 细胞凋亡率下降 (１９􀆰 ８８％±１􀆰 ６０％比 １５􀆰 ３５％±１􀆰 ２８％ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１３)ꎮ 与 Ｓｈａｍ 组比较ꎬ ＴＢＩ
组活性氧 (ＲＯＳ) 蛋白表达明显上调 (Ｐ＝ ０􀆰 ０００)ꎬ 同时抗氧化应激因子 (ＨＯ￣１、 ＮＱＯ１) 和 Ｎｒｆ２ 通

路表达明显减少ꎮ ＧＬＮ 处理后ꎬ ＴＢＩ＋＋ＧＬＮ 组 ＲＯＳ 表达减少ꎬ ＨＯ￣１ 和 ＮＱＯ１ 表达提升ꎬ 同时激活

Ｎｒｆ２ 通路和自噬反应ꎬ Ｎｒｆ２、 ＬＣ３￣Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达明显增多ꎮ 结论　 ＧＬＮ 能抑制神经细胞凋亡ꎬ 改

善 ＴＢＩ 伤后神经功能行为ꎬ 具有神经保护作用ꎮ 其机制可能是降低氧化应激反应ꎬ 提高抗氧化应激ꎬ
激活 Ｎｒｆ２ 通路和自噬反应起到神经保护作用ꎮ

【关键词】 创伤性颅脑损伤ꎻ 谷氨酰胺ꎻ 氧化应激ꎻ Ｎｒｆ２ 通路ꎻ 自噬反应
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Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ａｕｔｏ￣
ｐｈａｇｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ　 Ｗｕ Ｓｈｕｋａｉꎬ Ｃｈｅｎ Ｘｉａｎｇｒｏｎｇꎬ Ｌｉ Ｙａｓｏｎｇꎬ Ｌｕｏ Ｌｉａｎ￣
ｇｑｉｎꎬ Ｈｕ Ｗｅｉｐｅｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｑｕａｎｚｈｏｕ ３６２０００ꎬ Ｆｕｊｉａｎꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｃｈｅｎ Ｘｉａｎｇｒｏｎｇꎬ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｘｉａｎｇｒｏｎｇ＿ｃｈｅｎ２８１＠ １２６.ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ (Ｇｌｎ) ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｏｕｔｃｏｍｅ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ (ＴＢＩ) ｉｎ ｒａｔｓ.
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＴＢＩ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｆｅｅｎｅｙ􀆳ｓ ｍｅｔｈｏｄ. Ｅｉｇｈｔｙ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ: ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (ｇｒｏｕｐ Ｓｈａｍ)ꎬ Ｓｈａｍ ＋ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (ｇｒｏｕｐ Ｓｈａｍ＋
ＧＬＮ)ꎬ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐ (ｇｒｏｕｐ ＴＢＩ)ꎬ ａｎｄ ＴＢＩ ＋ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (ｇｒｏｕｐ ＴＢＩ＋
ＧＬＮ). Ｗｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｒａｔ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｂｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅ (ｍＮＳＳ) ｔｅｓｔｓ ａｔ ｄａｙ １ꎬ ３ꎬ
７ ａｎｄ １４ ａｆｔｅｒ ＴＢＩ. Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎ ＴＢＩ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ＲＯＳ ｋｉｔｓ. Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｃｙｔｏ￣
ｋｉｎｅｓ (ＨＯ￣１ꎬ ＮＱＯ１ꎬ Ｎｒｆ２ꎬ ＬＣ３￣Ⅱ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ￣１) ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ＴＢＩ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ [ (９􀆰 ７９±０􀆰 ４３) ｖｓ. (８􀆰 ４３±０􀆰 ３０)ꎬ Ｆ＝ ６􀆰 ７７５ꎬ Ｐ＝
０􀆰 ０１０] ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (１９􀆰 ８８％ ±１􀆰 ６０％ ｖｓ. １５􀆰 ３５％ ±１􀆰 ２８％ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１３) ｉｎ ｔｈｅ ＴＢＩ＋
ＧＬＮ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ７￣ｄａｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ＝

４８
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０􀆰 ０００)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｆａｃｔｏｒｓ (ＨＯ￣１ꎬ ＮＱＯ１) ａｎｄ Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＴＢＩ ｇｒｏｕｐ. Ａｆｔｅｒ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｗａｓ ｇｉｖｅｎꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＯ￣１ ａｎｄ ＮＱＯ１ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. Ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｌｓｏ ｗｅｒｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｎｒｆ２ꎬ ＬＣ３￣Ⅱ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃａｎ
ｍａｒｋｅｄｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｎｅｕｒｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ａｆｔｅｒ ＴＢＩꎬ ｔｈｕｓ ｈａｓ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ｎｅｒｖｅｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＴＢＩ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 Ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙꎻ Ｇｌｕｔａｍｉｎｅꎻ Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙꎻ Ａｕｔｏｐｈａｇｙ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ: Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｆａｍｉｌｙ ｐｌａｎｎｉｎｇ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ( ２０１８￣１￣

６１)ꎻ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ (２０１７Ｙ９０８４)

　 　 创伤性颅脑损伤 ( ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙꎬ ＴＢＩ)
伤后释放氧化自由基及兴奋性氨基酸毒性作用等

一系列病理生理改变ꎬ 可诱导过激的氧化应激反

应ꎬ 导致线粒体功能受损ꎬ 诱发 Ｃａｓｐａｓｅ 依赖性

细胞凋亡ꎬ 影响 ＴＢＩ 伤后神经修复[１￣２] ꎮ 有效地

降低 ＴＢＩ 伤后氧化应激ꎬ 提高抗氧化应激能力ꎬ
能明显改善 ＴＢＩ 的预后[１￣２] ꎮ 特殊免疫营养素谷

氨酰胺 ( ｇｌｕｔａｍｉｎｅꎬ ＧＬＮ) 是谷胱甘肽的前体物

质ꎬ 具有具有抗氧化、 抗炎和免疫调节作用ꎬ 可

通过影响机体炎症反应和免疫功能ꎬ 影响颅脑损

伤后神经修复[３￣５] ꎮ 李亚松等[２] 研究证实 ＧＬＮ 能

通过调控内质网应激反应ꎬ 减轻创伤性颅脑损伤

后脑水肿和神经细胞凋亡ꎬ 改善神经功能ꎮ 但有

关 ＧＬＮ 后处理对创伤性颅脑损伤后氧化应激的作

用及机制尚不清楚ꎮ 而 Ｎｒｆ２ 通路和自噬反应参与

了氧化应激反应[６￣７] ꎬ 那么 ＧＬＮ 后处理是否通过

Ｎｒｆ２ 通路和自噬反应参与创伤性颅脑损伤后神经

元的氧化应激反应ꎬ 更有待于进一步研究ꎮ 本研

究拟利用大鼠 ＴＢＩ 模型探讨 ＧＬＮ 对颅脑损伤后神

经功能保护中的作用ꎬ 为其在颅脑损伤临床应用

提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

成年雄性清洁级 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ ( ＳＤ) 大鼠

[福建医科大学实验动物中心ꎬ 合格证号: ＳＣＸＫ
(闽) ２０１８￣００４２３ ]ꎻ 微 管 相 关 蛋 白 轻 链 ３￣Ⅱ
(ＬＣ３￣Ⅱ)、 自噬相关基因￣１ ( Ｂｅｃｌｉｎ￣１)、 ＨＯ￣１
一抗 (１ ∶ ５ ０００ꎬ ＣＳＴ 公司ꎬ 美国)ꎬ ＮＱＯ１ 一抗

(１ ∶ １ ０００ꎬ ＣＳＴ 公司ꎬ 美国)ꎬ Ｎｒｆ２ 一抗 (１ ∶ １００ꎬ
ＣＳＴ 公司ꎬ 美国)ꎻ ＴＵＮＥＬ 凋亡和 ＲＯＳ 检测试剂

盒 (武汉博士德公司)ꎻ 蛋白酶联免疫吸附法

(ＥＬＩＳＡ) 检测试剂盒 (美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ ＧＬＮ
(Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ 美国)ꎮ

１􀆰 ２　 动物及分组

本研究经福建医科大学附属附属第二医院实验

动物伦理委员会批准ꎮ ８０ 只健康雄性成年 ＳＤ 大

鼠ꎬ 体重 ２３０~２５０ ｇꎻ 按随机数字表法随机分为假

手术组 ( Ｓｈａｍ 组)ꎬ Ｓｈａｍ ＋ＧＬＮ 处理组 ( Ｓｈａｍ ＋
ＧＬＮ 组)ꎬ 创伤性颅脑损伤组 ( ＴＢＩ 组)ꎬ ＴＢＩ ＋
ＧＬＮ 处理组 (ＴＢＩ＋ＧＬＮ 组)ꎬ 再按 １、 ３、 ７、 １４ ｄ
时间点分设 ４ 个亚组ꎬ 每亚组均为 ５ 只ꎮ
１􀆰 ３　 动物实验干预及模型制作

大鼠颅脑损伤模型采用改良 Ｆｅｅｎｅｙ ＤＭ 自由

落体 硬 膜 外 撞 击 方 法 制 成 [８￣９] : 戊 巴 比 妥 钠

５０ ｍｇ / ｋｇ腹腔麻醉ꎬ 正中切开头皮ꎬ 于右侧冠状缝

后 ２ ｍｍꎬ 中线旁开 ２ ｍｍ 处磨钻磨一个直径５ ｍｍ
骨孔ꎬ 保持硬膜完整ꎮ ３０ ｇ 的击重锤从 ２０ ｃｍ 处自

由坠落冲击撞杆致大鼠颅脑损伤 (致伤冲击力为

６００ ｇ / ｃｍ)ꎬ 骨蜡封闭骨孔ꎬ 缝合头皮ꎮ Ｓｈａｍ 组仅

开骨窗不打击ꎮ 参照文献[２ꎬ５]ꎬ ＴＢＩ＋ＧＬＮ 组和 ＴＢＩ
＋ＧＬＮ＋３￣ＭＡ 组经口灌胃 ＧＬＮ １ ｍｌ (２ ｇ / ｋｇ)ꎬ 每

日一次ꎬ 术后连续 ７ ｄꎬ 其余组给予等容量 ０􀆰 ９％
ＮａＣｌ 溶液灌胃ꎮ 造模后 １、 ３、 ７、 １４ ｄ 进行神经功

能评分ꎬ 抽取鼠尾静脉血后断头处死快速取脑ꎬ 用

于分子机制研究ꎮ
１􀆰 ４　 神经功能损伤评分

利用改良神经功能评分 (ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅｓꎬ ｍＮＳＳ) 对大鼠进行运动 (异常动

作、 肌肉状态)、 感觉 (触觉、 视觉、 平衡觉) 和

肢体反射功能检查ꎮ 对大鼠运动 (肌肉状态、 异

常动作)、 感觉 (视觉、 触觉、 平衡觉) 和反射检

查评估神经功能损害ꎮ 当大鼠不能正确完成某项任

务或反射消失时得 １ 分ꎮ 分值越高说明神经功能损

伤越重ꎮ 于伤后 １、 ３、 ７、 １４ ｄ 进行神经功能损伤

评分测定ꎮ
１􀆰 ５　 ＴＵＮＥＬ 染色检测神经细胞的凋亡

按凋亡试剂盒所示方法步骤ꎬ 脱氧核糖核苷

５８
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酸末端转移膜酶解ꎬ 带有地高辛标志物标志ꎬ
ＤＡＢ 显色剂显示ꎮ 细胞调亡阳性: 细胞胞体缩

小、 形状不规则、 胞核固缩、 呈棕黄色或棕褐

色ꎮ 采取双盲法方法计数ꎬ 在光学显微镜高倍镜

( ×４００) 下观察脑损伤皮质凋亡阳性细胞ꎬ 随机

采集 ５ 个视野ꎬ 计数凋亡阳性细胞所在比率ꎬ 取

平均值用于统计ꎮ
１􀆰 ６　 ＲＯＳ 试剂盒检测脑组织中 ＲＯＳ 相对含量测定

ＲＯＳ 测定采用二氯荧光素乙酰乙酸盐 ( ｄｉ￣
ｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅꎬ ＤＣＦＨ￣ＤＡ) 荧光分光光

度法: ０􀆰 ５ ｇ 挫伤灶脑皮质放入 ３ ｍｌ 的 Ｔｒｉ￣ＨＣｌ 缓
冲液 [ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉ￣ＨＣｌꎬ ０􀆰 ８％ ( ｍ / ｖ) ＮａＣｌꎬ
０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ￣Ｎａ２ꎬ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｓｕｃｒｏｓｅꎬ ｐＨ ７􀆰 ４]
中剪碎ꎬ 在冰上匀浆 １ ｍｉｎꎬ ３ ０００ ×ｇ 冷冻离心

１５ ｍｉｎ收集上清ꎬ 并用双缩脲法测定上清蛋白浓

度ꎮ 提取上清液ꎮ 再按照试剂盒明书进行操作ꎬ
ＲＯＳ 的 相 对 含 量 即 为: 荧 光 强 度 ( ＦＩ ) / ｍｇ
蛋白ꎮ
１􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白的表达

取骨窗边缘约 ２ ｍｍ 脑挫伤皮质约 １００ ｍｇꎬ 置

于冰上ꎬ 研磨成匀浆ꎬ 加入裂解液后收集并进行组

织蛋白定量ꎬ 离心后取上清液ꎬ －２０ ℃保存备用ꎮ
总上样蛋白量为 ２５ μｇꎬ 进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ 电压

１２５ Ｖꎬ 电泳直至溴酚蓝到达分离胶底部上方约

０􀆰 ５ ｃｍꎻ 然后将蛋白印迹到硝酸纤维素膜上ꎬ 于含

１０％脱脂奶粉的封闭液中室温封闭 ２ ｈꎮ 加入

ＬＣ３￣Ⅱ一抗 (１ ∶ ２００)、 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 一抗 (１ ∶ ２００)、
ＨＯ￣１ 一抗 (１ ∶ ５ ０００)ꎬ ＮＱＯ１ 一抗 (１ ∶ １ ０００)ꎬ
４ ℃过夜ꎬ 加入相对应的山羊抗兔 ＩｇＧ 或山羊抗鼠

抗兔 ＩｇＧ (１ ∶ ３ ０００) 室温孵育 １ ｈꎬ ＥＣＬ 发光试

剂对硝酸纤维素膜进行显色反应ꎬ 拍照ꎮ Ｉａｍｇｅ

Ｑｕａｎｔ Ｌａｓ ４０００ ｍｉｎｉ 软件拍照ꎬ 分析测定条带灰度

值ꎮ 以目的基因条带灰度值与 ＧＡＰＤＨ 条带灰度的

比值反映目的基因的表达水平ꎮ
１􀆰 ８　 统计学方法

实验数据利用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 进行统计分析ꎬ 计量

资料采用均数±标准差 (ｘ±ｓ) 表示ꎬ 单因素方差

分析 ( ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ) 进行比较各组间均数ꎬ
ＳＮＫ 法进行均数之间两两比较ꎬ 以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠创伤性颅脑损伤后各时点 ｍＮＳＳ 评

分的比较

Ｓｈａｍ 组、 Ｓｈａｍ＋ＧＬＮ 组术后 ｍＮＳＳ 评分没有

明显变化ꎬ １、 ３、 ７、 １４ ｄ 评分多为 ０ ~ ２ 分ꎻ 与

Ｓｈａｍ 组、 Ｓｈａｍ＋ＧＬＮ 组比较ꎬ ＴＢＩ 组各时点神经功

能损伤评分明显升高 (Ｐ 均＝ ０􀆰 ０００)ꎮ 其中 ＴＢＩ 组
大鼠在脑损伤后第 １ 天神经功能损害最为严重ꎬ
ｍＮＳＳ 评分高ꎬ 后神经功能逐渐恢复ꎻ ＴＢＩ＋ＧＬＮ 组

第 ７、 １４ 天ꎬ 大鼠的神经功能恢复明显优于 ＴＢＩ 组
(Ｐ＝ ０􀆰 ０１０) (表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 各组大鼠创伤性脑损伤后各时点细胞凋亡率

的比较

脑皮质切片 ＴＵＮＥＬ 染色结果显示: Ｓｈａｍ 组和

Ｓｈａｍ＋ＧＬＮ 组凋亡百分率为 １％ ~ ３％ꎬ 其余 ２ 组大

脑皮质在伤后细胞凋亡明显增多ꎬ 且在伤后 １４ ｄ
仍维持在较高的水平ꎮ 与 ＴＢＩ 组比较ꎬ ＴＢＩ ＋ＧＬＮ
组从第 ７ 天起ꎬ 细胞凋亡数开始下降 (１５􀆰 ３５％ ±
１􀆰 ２８％比 １９􀆰 ８８％±１􀆰 ６０％ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１３)ꎬ 且 １４ ｄ 凋

亡细胞数减少更为明显 (７􀆰 ９２％±０􀆰 ９２％比 １２􀆰 ３２％
±１􀆰 ０８％ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０００) (表 ２)ꎮ

表 １　 各组大鼠创伤性脑损伤后 ｍＮＳＳ 评分的比较 (ｘ±ｓꎬ 分)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ (ｘ±ｓꎬ ｐｏｉｎｔ)

组别
ｍＮＳＳ 评分

１ ｄ ３ ｄ ７ ｄ １４ ｄ

Ｓｈａｍ 组 (ｎ＝ ５) １􀆰 ２５±０􀆰 ２２ １􀆰 １７±０􀆰 ２５ １􀆰 ２２±０􀆰 ２４ １􀆰 １８±０􀆰 ２９

Ｓｈａｍ＋ＧＬＮ 组 (ｎ＝ ５) １􀆰 ２１±０􀆰 １９ １􀆰 ３０±０􀆰 ２５ １􀆰 １６±０􀆰 ２０ １􀆰 ２７±０􀆰 ２４

ＴＢＩ 组 (ｎ＝ ５) １２􀆰 ５４±０􀆰 ５７ １１􀆰 ８７±０􀆰 ５０ ９􀆰 ７９±０􀆰 ４３ ８􀆰 ２４±０􀆰 ３１

ＴＢＩ＋ＧＬＮ 组 (ｎ＝ ５) １２􀆰 ３７±０􀆰 ４４ １１􀆰 ０２±０􀆰 ３１ ８􀆰 ４３±０􀆰 ３０ａ ７􀆰 ４５±０􀆰 ２５ｂ

Ｆ 值 １１􀆰 ８９４ ８􀆰 ５６４ ６􀆰 ７７５ ４􀆰 ３１２

Ｐ 值 ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００５ ０􀆰 ０１０

　 　 注: 与 Ｓｈａｍ 组、 Ｓｈａｍ＋ＧＬＮ 组比较ꎬ 其余 ２ 组各时点 Ｐ 均＝ ０􀆰 ０００ꎻ 与 ＴＢＩ 组比较ꎬ ａＰ＝ ０􀆰 ０１０ꎬ ｂＰ＝ ０􀆰 ０１０

６８
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２􀆰 ３　 各组大鼠颅脑损伤后 ＲＯＳ 含量变化及氧化应

激反应表达情况

与 Ｓｈａｍ 组和 Ｓｈａｍ＋ＧＬＮ 组相比ꎬ ＴＢＩ 组大

鼠大脑皮质在伤后各时间点 ＲＯＳ 含量均明显升

高 (Ｐ ＝ ０􀆰 ０００) ꎬ 与 ＴＢＩ 组比较ꎬ ＴＢＩ ＋ ＧＬＮ 组

从第 ３ 天起ꎬ ＲＯＳ 含量明显降低 ( ７８􀆰 ７９ ± ４􀆰 ２４

比 ８７􀆰 ９３ ± ４􀆰 ９０ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０４５ ) ( 表 ３ ) ꎮ 同 时

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示: 与 Ｓｈａｍ 组和 Ｓｈａｍ＋
ＧＬＮ 组相比ꎬ ＴＢＩ 组抗氧化应激因子 ( ＨＯ￣１、
ＮＱＯ１) 和 Ｎｒｆ２ 通 路 表 达 明 显 减 少ꎬ ＨＯ￣１ 和

ＮＱＯ１ 表 达 提 升ꎬ 同 时 激 活 Ｎｒｆ２ 通 路 ( Ｆ ＝
９􀆰 ８８５ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０００) (图 １)ꎮ

表 ２　 各组大鼠创伤性颅脑损伤后凋亡细胞百分率比较 (ｘ±ｓꎬ％)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｃｅｌｌ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ (ｘ±ｓꎬ ％)

组别
凋亡细胞百分率 (％)

１ ｄ ３ ｄ ７ ｄ　 １４ ｄ　

Ｓｈａｍ 组 (ｎ＝ ５) ２􀆰 ３４±０􀆰 ５６ ２􀆰 ５２±０􀆰 ４３ ２􀆰 ８２±０􀆰 ４８ ２􀆰 １９±０􀆰 ４２

Ｓｈａｍ＋ＧＬＮ 组 (ｎ＝ ５) １􀆰 ９８±０􀆰 ４６ ２􀆰 ６３±０􀆰 ５５ ２􀆰 ３９±０􀆰 ５２ ２􀆰 ５０±０􀆰 ５８

ＴＢＩ 组 (ｎ＝ ５) ３０􀆰 ３５±２􀆰 ３２ ２５􀆰 ７９±２􀆰 ２１ １９􀆰 ８８±１􀆰 ６０ １２􀆰 ３２±１􀆰 ０８

ＴＢＩ＋ＧＬＮ 组 (ｎ＝ ５) ２９􀆰 ９２±２􀆰 ４０ ２２􀆰 ６７±２􀆰 ０６ １５􀆰 ３５±１􀆰 ２８ａ ７􀆰 ９２±０􀆰 ９２ｂ

Ｆ 值 １３􀆰 ３４１ １０􀆰 ８９４ ８􀆰 ７６４ ５􀆰 ８９４

Ｐ 值 ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００８

　 　 注: 与 Ｓｈａｍ 组、 Ｓｈａｍ＋ＧＬＮ 组比较ꎬ 其余 ２ 组各时点ꎬ Ｐ 均＝ ０􀆰 ０００ꎻ 与 ＴＢＩ 组比较ꎬ ａＰ＝ ０􀆰 ０１３ꎬ ｂＰ＝ ０􀆰 ０００

表 ３　 各组大鼠创伤性颅脑损伤后 ＲＯＳ 比较 (ｘ±ｓꎬ％)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔｉｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ (ｘ±ｓꎬ ％)

组别
ＲＯＳ (ＦＩ / ｍｇ)

１ ｄ ３ ｄ ７ ｄ　 １４ ｄ　

Ｓｈａｍ 组 (ｎ＝ ５) ３４􀆰 ０７±１􀆰 ７２ ３４􀆰 ０８±１􀆰 ６６ ３３􀆰 ６５±１􀆰 ８２ ３４􀆰 ２０±１􀆰 ６８

Ｓｈａｍ＋ＧＬＮ 组 (ｎ＝ ５) ３５􀆰 ２４±１􀆰 ６７ ３２􀆰 ０８±１􀆰 ５３ ３３􀆰 ０７±１􀆰 ７１ ３２􀆰 ２５±１􀆰 ５５

ＴＢＩ 组 (ｎ＝ ５) １１５􀆰 ８７±５􀆰 ２９ ８７􀆰 ９３±４􀆰 ９０ ６７􀆰 ３３±３􀆰 ５０ ５４􀆰 ８１±３􀆰 ００

ＴＢＩ＋ＧＬＮ 组 (ｎ＝ ５) １０６􀆰 ２７±４􀆰 ９６ ７８􀆰 ７９±４􀆰 ２４ａ ５８􀆰 ５２±３􀆰 ８１ｂ ４７􀆰 ６９±２􀆰 ２４ｃ

Ｆ 值 ８􀆰 １４１ ６􀆰 ８８０ ４􀆰 ２５３ ２􀆰 ９９７

Ｐ 值 ０􀆰 ００２ ０􀆰 ００７ ０􀆰 ０２５ ０􀆰 ０３８

　 　 注: 与 Ｓｈａｍ 组、 Ｓｈａｍ＋ＧＬＮ 组比较ꎬ 其余 ２ 组各时点ꎬ Ｐ 均 ＝ ０􀆰 ０００ꎻ 与 ＴＢＩ 组比较ꎬ ａＦ ＝ １􀆰 ５３２ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０４５ꎬ ｂＦ ＝ ２􀆰 ６４１ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０２９ꎬ
ｃＦ＝ ４􀆰 ０１２ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０１４

　 　 注: Ａ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 典型条带图ꎻ Ｂ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测表达相对量ꎮ 与 Ｓｈａｍ 组相比: ａＰ＝ ０􀆰 ０３２ꎬ ｃＰ＝ ０􀆰 ０４５ꎬ ｅＰ＝ ０􀆰 ０１０ꎻ 与 ＴＢＩ 组相比:
ｂＰ＝ ０􀆰 ０００ꎬ ｄＰ＝ ０􀆰 ０００ꎬ ｆＰ＝ ０􀆰 ０１５
图 １　 ＧＬＮ 抑制大鼠颅脑损伤后氧化应激反应

Ｆｉｇ １　 Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ
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２􀆰 ４　 各组大鼠颅脑损伤后自噬反应表达情况

ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示: 颅脑损伤后第 ３
天ꎬ 与 ＴＢＩ 组比较ꎬ ＴＢＩ＋ＧＬＮ 组自噬反应明显升

高ꎬ 自噬相关因子 ＬＣ３￣Ⅱ和 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达明显增多

(Ｆ＝ １１􀆰 ２３７ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０００) (图 ２)ꎮ

３　 讨论

ＧＬＮ 作为特殊营养素即免疫营养物质ꎬ 是机

体免疫系统优先使用的能量来源ꎬ 同时是谷胱甘肽

前体ꎬ 具有抗氧化和调节机体免疫因子的功能ꎬ 维

持机体免疫稳态[３￣４]ꎮ 李亚松等[２]研究证实 ＧＬＮ 能

通过抑制 ＴＢＩ 伤后内质网应激反应ꎬ 抑制中枢性神

经炎症ꎬ 减轻大鼠创伤性颅脑损伤后脑水肿ꎬ 改善

伤后神经功能行为ꎬ 起到神经保护作用ꎮ 本实验在

Ｆｅｅｎｅｙ 法建立大鼠 ＴＢＩ 模型基础上ꎬ 同样发现

ＧＬＮ 能减轻大鼠创伤后神经凋亡ꎬ 改善伤后神经

功能ꎮ 但 ＧＬＮ 对创伤性脑损伤的神经保护作用机

制仍有待进一步研究ꎮ
颅脑损伤伤后继发氧化应激反应ꎬ 释放过量高

活性分子ꎬ 如活性氧自由基 (ＲＯＳ) 和活性氮自由

基 (ＲＮＳ)ꎬ 导致机体氧化和抗氧化系统失衡ꎬ 可

激活内质网应激通路ꎬ 诱导 ＣＨＯＰ 转录和 Ｃａｓｐａｓｅ
依赖性细胞凋亡[１０￣１１]ꎮ Ｎｒｆ２ 是细胞内重要的抗氧

化反应调控因子ꎬ 调节机体氧自由基的平衡及炎症

反应[６ꎬ１２]ꎮ 炎症刺激和氧化应激状态下ꎬ 升高的

ＲＯＳ 可促使 Ｋｅａｐｌ 上的巯基被氧化ꎬ Ｋｅａｐ１ 与 Ｎｒｆ２
解偶联使得 Ｎｒｆ２ 转移入核ꎬ 与抗氧化反应元件

(ａｎｔｉｏｘｉｄｅｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ＡＲＥ) 结合ꎬ 启动下

游血红素氧合酶￣１ (ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣１ꎬ ＨＯ￣１)ꎬ 醌氧

化还原酶 １ [ＮＡＤ ( Ｐ) Ｈ: ｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ
１ꎬ ＮＱＯ１] 等抗氧化基因的表达ꎬ 提高细胞清除

ＲＯＳ 和抗氧化应激能力[６ꎬ ７ꎬ １２]ꎮ 本研究结果提示:
大鼠创伤性颅脑损伤后ꎬ 损伤灶皮质神经细胞凋

亡和凋亡因子表达明显增高ꎬ 同时氧化应激因子

ＲＯＳ 表达明显上调ꎬ 而 Ｎｒｆ２ 通路及抗氧化应激因

子 ＨＯ￣１ꎬ ＮＱＯ１ 表达明显减少ꎮ 颅脑损伤后神经

细胞凋亡和氧化应激被均被激活ꎬ 提示了颅脑损

伤后氧化应激诱导神经细胞凋亡ꎮ ＧＬＮ 处理能激

活 Ｎｒｆ２ 通路ꎬ 抑制伤后氧化应激ꎬ 提升清除 ＲＯＳ
和抗氧化应激能力ꎬ 进而抑制神经细胞凋亡ꎬ 起

到改善伤后神经功能的作用ꎮ
氧化应激状态下可使有核细胞继发内质网腔

内未折叠 /错误折叠蛋白异常聚集或细胞内 Ｃａ２＋

平衡紊乱ꎬ 诱导线粒体自噬清除异常聚集的蛋

白ꎬ 维持细胞内环境的稳态[１３￣ １４] ꎮ 创伤引起的颅

脑损伤后升高的自噬水平与神经功能恢复密切相

关[５] ꎮ Ｎｒｆ２ 通路活化与自噬反应密切相关ꎬ 两者

之间相互依存ꎬ Ｎｒｆ２ 通路的活化能诱导自噬反

应[１ꎬ１２] ꎮ 本研究已经证实ꎬ ＧＬＮ 干预后能激活

Ｎｒｆ２ 通路ꎬ 起到抗氧化应激和改善伤后神经功能

的作用ꎮ 基于 Ｎｒｆ２ 通路ꎬ 进一步去探讨 ＧＬＮ 对

氧化应激￣自噬反应在 ＴＢＩ 伤后神经修复的作用有

重要意义ꎮ 研究结果表明ꎬ 与创伤性脑损伤组相

比ꎬ ＧＬＮ 能激活 Ｎｒｆ２ 通路ꎬ 诱导自噬反应去减少

氧化应激导致的神经功能损害ꎬ 这些均提示 ＧＬＮ
可通过激活 Ｎｒｆ２ 通路ꎬ 降低氧化应激反应ꎬ 提高

抗氧化应激和伤后自噬反应起到神经保护作用ꎮ
综上所述ꎬ 本研究表明 ＧＬＮ 能抑制神经细胞

凋亡ꎬ 改善 ＴＢＩ 伤后神经功能行为ꎬ 具有神经保护

作用ꎬ 其机制可能是通过激活 Ｎｒｆ２ 通路ꎬ 降低氧

化应激反应ꎬ 提高抗氧化应激和伤后自噬反应起到

神经保护作用ꎮ

　 　 注: Ａ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 典型条带图ꎻ Ｂ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测表达相对量ꎮ 与 Ｓｈａｍ 组相比: ａＰ ＝ ０􀆰 ０２４ꎬ ｃＰ ＝ ０􀆰 ０１６ꎻ 与 ＴＢＩ 组相比:
ｂＰ＝ ０􀆰 ００１ꎬ ｄＰ＝ ０􀆰 ０００
图 ２　 ＧＬＮ 抑制大鼠颅脑损伤后自噬反应

Ｆｉｇ ２　 Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ
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