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硫酸镁对大鼠脑弥漫性轴索损伤海马区 Ｂｃｌ２和
Ｂａｘ蛋白表达影响的研究
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摘　要：目的　研究脑弥漫性轴索损伤后神经细胞迟发性死亡的机制，探讨镁离子对大鼠脑弥漫性轴索损伤后神经元的

保护作用。方法　采用 Ｍａｒｍａｒｏｕ方法制备大鼠重度脑弥漫性轴索损伤模型，分为创伤组（ｎ＝２５）、生理盐水组（ｎ＝４０）

和硫酸镁组（ｎ＝４０）。硫酸镁组伤后半小时给予２５％硫酸镁（７５０μｍｏｌ／ｋｇ），生理盐水组在相同时间给予等量的生理盐

水腹腔注射，于伤后６小时、２４小时、３天、５天及７天５个时相点处死。采用 ＨＥ染色、免疫组织化学技术动态观察大鼠

海马区的组织病理改变，Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白的表达情况，以及使用硫酸镁干预后对上述表达的影响。结果　①Ｂｃｌ２蛋白

的表达：假手术组大鼠海马区仅见极少量 Ｂｃｌ２阳性细胞，着色淡。在伤后 ６小时即有大量的 Ｂｃｌ２阳性细胞，随时间渐

增，２４小时达到高峰，３～７天逐渐减少。②Ｂａｘ蛋白的表达：在 ＤＡＩ后大鼠海马区有大量 Ｂａｘ阳性细胞，在伤后６小时就

有所增加，２４小时显著增加，３天达到高峰。Ｂｃｌ２／Ｂａｘ值在损伤后随时间逐渐上升。③硫酸镁组中，海马区的 Ｂａｘ表达

与对照组相比有所减少，而 Ｂｃｌ２相应增加，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值也是上调的，均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　大鼠脑弥

漫性轴索损伤后，海马区神经元存在有迟发性细胞死亡即凋亡现象。Ｂａｘ与 Ｂｃｌ２参与细胞凋亡过程。硫酸镁可通过抑

制 Ｂａｘ蛋白，上调 Ｂｃｌ２蛋白，减少神经细胞凋亡，对促进神经细胞修复和功能重塑有益。
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　　脑弥漫性轴索损伤（ＤｉｆｆｕｓｅａｎｏｘａｌｉｎｊｕｒｙＤＡＩ）
是创伤性颅脑损伤的一种类型，具有很高的致残

率和致死率，是临床治疗的主要难点之一。原发性

损伤的程度在瞬间已决定，难以逆转，继发性脑损

伤的发生与发展不仅增加 ＤＡＩ早期的死亡率而且
增加晚期的神经功能损害，即决定了绝大多数患者

最后转归。但其发生机制尚未明确。

本研究利用 Ｍａｒｍａｒｏｕ［１］重型脑弥漫性轴索损伤
模型，以凋亡相关基因（Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ）的表达为切
入点，在损伤后的大鼠海马区对上述因子不同时相

的表达差异进行研究。同时使用硫酸镁（Ｍｇｓｏ４）
为干预手段，观察硫酸镁对 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ表达的影
响。现报道如下：

１　材料与方法
将雄性健康 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠 ２２６只，体重

３５０～４００ｇ。分为假手术组（ｎ＝５，只作手术准备
不打击致伤），大鼠致伤后存活者再分为创伤组（ｎ
＝２５，只作打击）、生理盐水组（ｎ＝４０）和硫酸镁
组（ｎ＝４０）。每组又分别分成伤后 ６小时、２４小
时、３天、５天及 ７天 ５个时相组，创伤组每时相 ｎ
＝５，生理盐水组和硫酸镁组 ｎ＝８。采用 １９９４年
Ｍａｒｍａｒｏｕ创建的方法制造大鼠重度脑弥漫性轴索
损伤模型。以乙醚吸入方式麻醉动物；麻醉后大

鼠，头皮剪毛，２％碘酊和 ７５％酒精消毒术区后，沿
大鼠头部正中线矢状位切开头皮，长约 １５ｍｍ，剥
离骨膜，显露冠状缝及人字缝，用气流使其保持干

燥，将一不锈钢片构成的直径１０ｍｍ，厚度３ｍｍ用
牙胶固定在大鼠冠状缝与人字缝之间；将大鼠头部

固定于打击架下，俯卧位固定于海绵床垫（１２×１２
×４３ｃｍ）上，其下为木制底座，高 ２．５ｃｍ；当麻醉
停止后动物开始出现夹足反应时，将重 ４５０ｇ直径
为 １８ｍｍ的铜柱沿垂直打击管自 ２ｍ高度自由落
下打击大鼠头部的钢片处；大鼠头皮伤口常规消毒

缝合。硫酸镁治疗组，在伤后半小时内给予腹腔注

射 ２５％硫酸镁（７５０μｍｏｌ／ｋｇ），治疗对照组在相同

时间内给予相同剂量的生理盐水腹腔注射。于上

述伤后各时点，对动物进行乙醚麻醉、开胸，用

１０％甲醛经心灌流固定 １０分钟后，断头取出脑组
织，快速、仔细分离大鼠海马，用 １０％甲醛分别固
定。选取脑组织石蜡切片。按 Ｂａｘ及 Ｂｃｌ２免疫组
织化学染色试剂盒（Ｂｏｓｔｅｒ生物工程公司提供）说
明书进行操作。

２　统计学处理
Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白主要位于核膜上，在内质网、

线粒体外膜上也有分布，因此表达阳性的细胞主要

在胞质上着色，胞核仅见少量染色，呈弥漫性或散

在分布的棕黄色颗粒。凋亡细胞计数方法为 ４００
倍光镜下，在海马区各随机选取 ５个视野，计数每
个视野范围内的阳性细胞数，以平均值代表各区阳

性细胞数。计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，采用单因素方差分析，多均数间两两比较用 ｑ
检验。

３　结果
３．１　大鼠 ＤＡＩ后脑组织大体病理观察

早期 ＤＡＩ大鼠脑组织大体可见表面肿胀、血管
模糊、组织颜色不均匀、光泽暗淡、有点状或斑片

状出血、部分脑组织局部呈现污秽色或紫红色，大

多有蛛网膜下腔出血，无明显局灶伤。脑组织水肿

于伤后逐渐加重，在 ３～５天达到高峰。上述表现
随着时间的延长逐渐改善。

３．２　大鼠 ＤＡＩ后海马组织 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白表达
检测结果

３．２．１　大鼠 ＤＡＩ后海马组织 Ｂｃｌ２蛋白表达检测
结果　在假手术组大鼠海马区仅见极少量 Ｂｃｌ２
阳性细胞，约每高倍镜（４００倍）下只有 ０～１个，
着色淡。在伤后 ６小时海马即有大量的阳性细胞。
２４小时，阳性细胞数量达到高峰，３天 Ｂｃｌ２阳性
细胞数减少，伤后 ７天进一步减少。在硫酸镁组中
阳性细胞表达相对增多，与各组之间比较有统计学

差异（Ｐ＜０．０５）。见表 １，图 １６

·７２４·
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表１　大鼠ＤＡＩ后不同时间海马Ｂｃｌ２表达的变化　　（ｘ±ｓ）

　组别 ｎ ６ｈ ２４ｈ ３ｄ ５ｄ ７ｄ
假手术组 ５ ０ １ ０ １ １
创伤组 ５ ２１．２８±１．９２ ３７．５６±０．８６ ３５．２４±２．００ ３４．３２±１．８５ ２４．０８±１．８１
生理盐水组 ８ 　２１．４±１．８２ ３７．９７±１．６７ ３５．６６±２．７５ ３５．４５±１．９９ ２４．４０±１．７２
硫酸镁组 ８ ２４．４５±２．８９! ４０．８２±２．３３! ３９．８４±２．９９! ３８．５７±２．３５! ２９．２０±３．８６!

　　表示与各组比较匀有统计学差异（Ｐ＜０．０５）

图１　ＮＳ组大鼠脑ＤＡＩ后６小时 图２　Ｍｇｓｏ４组大鼠脑ＤＡＩ后６小时

图３　ＮＳ组大鼠脑ＤＡＩ后３天 图４　Ｍｇｓｏ４组大鼠脑ＤＡＩ后３天

图５　ＮＳ组大鼠脑ＤＡＩ后７天 图６　Ｍｇｓｏ４组大鼠脑ＤＡＩ后７天

海马Ｂｃｌ２染色结果

３．２．２　大鼠 ＤＡＩ后海马组织 Ｂａｘ蛋白表达检测结
果　在假手术组大鼠海马区可见少量 Ｂａｘ阳性细
胞，着色淡。而在伤后大鼠海马区有大量阳性细

胞。Ｂａｘ阳性细胞 ６小时就有所增加，２４小时显著
增加，于 ３天达高峰，７天恢复到正常组水平。统

计比较显示创伤组与假手术组之间均有统计学差

异（Ｐ＜０．０１）。硫酸镁组与创伤组，生理盐水组
比较 Ｂａｘ阳性细胞数是减少的，有统计学差异
（Ｐ＜０．０５）。见表 ２，图 ７１２

·８２４·
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表２　大鼠ＤＡＩ后不同时间海马Ｂａｘ表达的变化　　（ｘ±ｓ）

　组别 ｎ ６ｈ ２４ｈ ３ｄ ５ｄ ７ｄ
假手术组 ５ ０ １ ０ １ １
创伤组 ５ ２０．１２±１．１０ ２５．５６±２．８１ ２８．４０±１．８８ ２４．０４±１．５１ ２１．４４±１．７３
生理盐水组 ８ ２０．５２±１．５９ ２５．９８±３．７４ ２７．７５±１．３０ ２４．４２±３．６９ ２１．１８±４．０１
硫酸镁组 ８ １８．１２±１．５７! ２１．３８±２．５５! ２５．６２±２．２５! １９．６０±０．６５! １７．５１±２．２１!

　　表示与各组比较匀有统计学差异（Ｐ＜０．０５）

图７　ＮＳ组大鼠脑ＤＡＩ后６小时 图８　Ｍｇｓｏ４组大鼠脑ＤＡＩ后６小时

图９　ＮＳ组大鼠脑ＤＡＩ后３天 图１０　Ｍｇｓｏ４组大鼠脑ＤＡＩ后３天

图１１　ＮＳ组大鼠脑ＤＡＩ后７天 图１２　Ｍｇｓｏ４组大鼠脑ＤＡＩ后７天

海马Ｂａｘ染色结果

３．２．３　大鼠 ＤＡＩ后脑海马组织 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值改
变　Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值，在大鼠 ＤＡＩ后比值是上升
的，创伤组与生理盐水组相比无统计学意义，而硫

酸镁组与上述两组相比均有统计学差异 （Ｐ＜
０．０５）。假手术组比值为零较多，不列入下表。见
表 ３

·９２４·
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表３　大鼠ＤＡＩ后不同时间海马Ｂｃｌ２／Ｂａｘ蛋白的表达　　（ｘ±ｓ）

　组别 ｎ ６ｈ ２４ｈ ３ｄ ５ｄ ７ｄ
创伤组 ５ ０．８２±０．１０ １．１７±０．１１ ０．９４±０．０７ １．０８±０．１０ ０．８９±０．１４
生理盐水组 ８ ０．８０±０．１０ １．１７±０．１６ ０．９８±０．９０ １．１２±０．２４ ０．９５±０．２７
硫酸镁组 ８ １．０８±０．２１! １．５５±０．１６! １．２２±０．２０! １．５２±０．１２! １．６７±０．１９２７!

　　表示与各组比较匀有统计学差异（Ｐ＜０．０５）

４　讨论
全世界颅脑损伤（Ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）发

生率约 １０亿人／年。当前人群中约有 １１．５亿人
因此丧失劳动能力，４０％ ～５０％存在认知功能障
碍。其中 ＤＡＩ是较为严重类型［２］。众所周知，ＴＢＩ
后神经细胞损伤可分为两种形式，一种称为原发性

神经细胞损伤，不可逆转；另一种称为迟发性或继

发性神经细胞损伤是一种复杂的病理反应，主要发

生在损伤区的周围［３］。继发性脑损伤不仅增加 ＴＢＩ
早期的死亡率且晚期可造成神经功能的缺损和后

遗症［４］。

大量研究发现，ＤＡＩ将引发一系列超微结构和
生化的改变是一复杂迟发性病理反应，正是这些在

细胞分子水平的继发性改变，构成了伤后持久的神

经功能障碍的病理生理基础［５］。虽然对继发性脑

损伤的分子机制仍未完全阐明，但近年研究认为神

经元凋亡是造成继发性脑损害的主要原因［６］。

４．１　脑弥漫性轴索损伤后 Ｂｃｌ２蛋白表达与凋亡
大量研究认为 Ｂｃｌ２蛋白抗凋亡作用的机制

是：①Ｂｃｌ２蛋白是通过抑制氧自由基的产生或起
一种抗氧化剂的作用，而产生抗凋亡作用。②通过
阻断 Ｃａ２＋从内质网释放而实现③通过影响线粒体
释放细胞色素 Ｃ的过程来调节凋亡。

Ｃｌａｒｋ等的研究认为在的大鼠 ＴＢＩ脑组织中有
Ｂｃｌ２蛋白总量的增加，许多缺乏 Ｂｃｌ２表达的神
经元具有凋亡的特征表现，而那些表达 Ｂｃｌ２的神
经元则不显示凋亡细胞的特征。Ｒａｇｈｕｐａｔｈｉ等［７］在

ＴＢＩ早期也观察到 Ｂｃｌ２的表达。应用过表达的
Ｂｃｌ２蛋白的转基因小鼠进行研究发现，ＴＢＩ后过
表达的 Ｂｃｌ２的动物在皮层损伤程度及部分神经
功能缺失上都明显减少。由于 Ｂｃｌ２蛋白具有特
殊的神经保护作用，在本组实验中也观察到 Ｂｃｌ２
表达在脑损伤后即有所增加。表明 Ｂｃｌ２参与了
ＤＡＩ后神经细胞的凋亡过程。同时说明，这是机体
在 ＤＡＩ后通过 Ｂｃｌ２蛋白表达的增加来抑制病理
性细胞凋亡的发生，保护神经细胞。

４．２　脑弥漫性轴索损伤后 Ｂａｘ蛋白表达与凋亡
本研究显示：Ｂａｘ蛋白阳性细胞主要在胞质上

着色，大鼠 ＤＡＩ后 ６小时 Ｂａｘ蛋白阳性细胞就有所
增加，２４小时显著增加，于 ７２小时达高峰，７天恢

复到对照组水平。

Ｏｄｅｌｌ等研究发现，大脑皮层 ＴＢＩ后 ２４小时 ｂａｘ
ｍＲＮＡ表达增加。Ｌｕ等在对大鼠闭合性脑创伤后
中枢神经系统神经元凋亡的时程进行研究时发现，

在伤后 ４小时 Ｂａｘ蛋白表达增高。
结合本实验结果认为 Ｂａｘ同样也参与了脑弥

漫性轴索损伤后神经细胞的凋亡过程。也可认为

是脑创伤诱导了 Ｂａｘ蛋白表达的增加。其作用可
能是通过改变线粒体膜的通透性，导致细胞色素 Ｃ
的释放，激活 ｃａｓｐａｓｅｓ９，促使细胞死亡［８］。Ｂａｘ的
高表达是脑创伤后细胞凋亡增加的主要原因。可

见 Ｂａｘ在 ＤＡＩ神经细胞凋亡中扮演着重要的角色。
Ｔｅｌｅｓ等［９］认为细胞中 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ蛋白表达之比决
定着细胞的命运。Ｂｃｌ２与 Ｂａｘ的比例调节了凋亡
的发生。本实验中发现，ＤＡＩ后海马组织中 Ｂａｘ与
Ｂｃｌ２之间的平衡发生了显著的变化，从而启动了
神经细胞的凋亡程序。可见，减少 Ｂｃｌ２蛋白表达
增加 Ｂａｘ的表达在 ＴＢＩ继发性损伤中有着重要意
义［１０］。

４．３　硫酸镁对脑弥漫性轴索损伤的保护作用及
相关机制

近年来大量研究表明镁剂在脑缺血性损伤中

可增加脑缺血的血流量，抑制钙内流，非竞争的阻

断 Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮＭＤＡ受体），有效的恢复细胞能量代谢［１１］。

Ｍｕｒｏｉ［１２］将镁剂用于治疗血管性水肿，已取得
了良好效果。国内张赛等［１３］的研究表明大剂量镁

剂的应用可以提高颅内动脉破裂所致蛛网膜下腔

出血患者的治愈率。

虽然至今还没有一种药物通过临床对照研究

被证实对 ＴＢＩ具有确切的疗效。但通过动物实验
和临床研究发现脑组织中镁含量的变化直接影响

神经细胞生理、生化状态并参与调节多种神经递质

的释放，对继发性脑损害的发生、发展过程起着较

重要作用。Ｈｅａｔｈ等［１４］首先检测发现脑损伤动物

神经细胞内 Ｍｇ２＋含量明显下降，受伤脑区细胞内
Ｍｇ２＋含量下降显著，与脑损伤程度相关。张赛等研
究表明外源性镁离子能降低重型颅脑创伤患者血

清丙二醛含量改善其预后。

Ｍｇ２＋在 ＴＢＩ中 的 治 疗 作 用 得 到 肯 定，Ｈｅａｔｈ

·０３４·
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等［１５］研究比较了 ＭｇＣｌ２ 与 ＭｇＳＯ４之间无显著差
异，表明治疗作用与阴离子无关。但对于最佳给药

时间和剂量仍有争议。Ｈｅａｔｈ认为最佳给药时间为
伤后 ２４小 时 内，剂 量 是 ７５０μｍｏｌ／ｋｇ。２００７年
Ｔｅｍｋｉｎ［１６］通过双盲随机实验表明早期给药无利。

原因在于 ＴＢＩ后 ＮＭＤＡ受体于一个小时后开始启
动，ＮＭＤＡ受体的早期调节对神经功能恢复有利而
Ｍｇ２＋是其抑制剂，研究同时表明在 ＴＢＩ后 ８小时内
给予镁剂治疗有害无益。虽然一般治疗剂量不会

使血清 Ｍｇ２＋浓度过高。但硫酸镁的治疗浓度和中
毒浓度接近，用药剂量过大或单位时间内输注过

快，可引起血压下降、呼吸抑制等不良反应。在血

清 Ｍｇ２＋浓度超标后可能会出现反射减弱甚至神经
肌肉传导阻滞。何百祥［１７］主张常量治疗重度颅脑

损伤。本实验采用了早期给药方法虽然可以明显

地抑制 Ｂａｘ蛋白和促进 Ｂｃｌ２蛋白的表达。但对于
镁剂治疗 ＴＢＩ的时间、剂量和时程在临床中的应用
仍待近一步研究。

本实验虽然证明 Ｍｇ２＋可以减少脑损伤后的神
经细胞凋亡的发生。但镁的明确作用机制尚不详

尽，其机制可以有：①维持伤后神经细胞内外离子
稳态，促进高能物质的合成，维持 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶
的活性，抑制 Ｃａ２＋Ｎａ＋交换，进而阻止钙内流以及
保持细胞膜结构和功能的完整。Ｍｇ２＋是 ＮＭＤＡ受
体的非竞争性拮抗剂，可以抑制谷氨酸受体的活

化，维持神经细胞正常 Ｎａ＋、Ｋ＋浓度梯度，减少伤
后神经细胞自由基的生成。②抑制了颅脑创伤后
凋亡基因，减少伤后神经细胞的延迟性死亡；③抑
制 ５ＨＴ的缩血管效应，另外，Ｍｇ２＋还能通过抑制
血小板的聚集而降低血小板活性，从而改善脑部血

供，达到脑保护功能。

总之，镁剂早期使用在 ＤＡＩ的发生、发展中具
有重要作用。可以减轻神经元的凋亡，降低继发性

损害，改善脑损伤后的神经功能障碍。
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