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【摘要】 目的 探讨颅脑创伤后期（第 7 天）大鼠脑组织代谢型谷氨酸受体 5（mGluR5）表达变化，

以及牛磺酸治疗作用。方法 液压脑损伤打击仪制备液压打击颅脑创伤大鼠模型，采用随机数字表法

将 30 只无特定病原体级 Sprague⁃Dawley 大鼠随机分为对照组、颅脑创伤组和牛磺酸治疗组（各 10 只），

干湿重法检测大鼠脑组织含水量，实时荧光定量聚合酶链反应和 Western blotting 法检测水通道蛋白 4
（AQP4）和 mGluR5 mRNA 和蛋白表达变化。结果 与对照组相比，颅脑创伤组大鼠脑组织含水量（t =
4.893，P = 0.002）、AQP4 mRNA（t = 6.523，P = 0.000）和蛋白（t = 4.366，P = 0.008）表达水平升高，mGluR5
mRNA（t = 5.776，P = 0.001）和蛋白（t = 3.945，P = 0.014）表达水平降低；经牛磺酸治疗后，大鼠脑组织含水

量（t = 2.151，P = 0.140）、AQP4 mRNA（t = 1.144，P = 0.432）和蛋白（t = 0.367，P = 0.804）降至正常水平，

mGluR5 mRNA（t = 1.824，P = 0.216）和蛋白（t = 1.185，P = 0.414）升至正常水平。相关分析显示，脑组织

含水量与 mGluR5 mRNA（r = ⁃ 0.617，P = 0.014）和蛋白（r = ⁃ 0.665，P = 0.007）呈负相关，与 AQP4 蛋白呈正

相关（r = 0.658，P = 0.008）。结论 牛磺酸可以升高颅脑创伤后期（第 7 天）大鼠脑组织 mGluR5 表达水

平，降低脑水肿和脑组织含水量，具有抑制性神经递质作用。
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【Abstract】 Objective To investigate the change of metabotropic glutamate receptor 5 (mGluR5)
expression level in rats with late ⁃ stage (the 7th day) traumatic brain injury (TBI) and the role of taurine.
Methods The left cerebral TBI rat models were made by using lateral fluid percussion method. A total of
30 specific pathogen free (SPF) male Sprague⁃Dawley (SD) rats were randomly divided into 3 groups: sham
operation group (control group), TBI model group (TBI group) and taurine treatment group (taurine group).
Wet and dry weight method was used to measure the brain water content. Real ⁃ time fluorescent
quantitative polymerase chain reaction (PCR) and Western blotting were used to detect the change of mRNA
and protein expression of aquaporin 4 (AQP4) and mGluR5 in each group. Results Compared with
control group, the brain water content (t = 4.893, P = 0.002), AQP4 mRNA (t = 6.523, P = 0.000) and protein
(t = 4.366, P = 0.008) expression were upregulated, while mGluR5 mRNA (t = 5.776, P = 0.001) and protein
(t = 3.945, P = 0.014) expression were downregulated in TBI group. After taurine treatment, the brain water
content (t = 2.151, P = 0.140), AQP4 mRNA (t = 1.144，P = 0.432) and protein (t = 0.367, P = 0.804)
decreased to normal, while mGluR5 mRNA (t = 1.824, P = 0.216) and protein (t = 1.185, P = 0.414) increased
to normal. Correlation analysis showed brain water content was negatively correlated with mGluR5 mRNA
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(r = ⁃ 0.617, P = 0.014) and mGluR5 protein (r = ⁃ 0.665, P = 0.007), while it was positively correlated with
AQP4 protein (r = 0.658, P = 0.008). Conclusions Taurine can significantly increase the mGluR5
expression level of brain issue in the late ⁃ stage (the 7th day) of TBI and decline brain edema and brain
water content. It may be a potential protective agent as an inhibitory neurotransmitter.

【Key words】 Craniocerebral trauma; Receptors, glutamate; Taurine; Disease models, animal
This study was supported by the National Natural Science Foundation of China (No. 30973089,

81571216), Key Project of Natural Science Foundation of Tianjin, China (No. 16JCZDJC35500), Tianjin
Research Program of Application Foundation and Advanced Technology (No. 13JCYBJC23200), and Health
Science and Technology Fund of Health Bureau of Tianjin (No. 2012KZ034).

颅脑创伤（TBI）是病死率较高的神经外科疾

病，其预后取决于疾病后期继发性脑损伤程度［1⁃2］。

谷氨酸作为中枢神经系统主要的兴奋性神经递质，

其兴奋性毒性是颅脑创伤致神经元损伤的主要原

因之一，谷氨酸受体（GluR）在谷氨酸兴奋性毒性中

扮演重要角色［3］。 GluR 分为离子型谷氨酸受体

（iGluR）和代谢型谷氨酸受体（mGluR）两种类型，

mGluR 是 G 蛋白耦联受体，包括 8 个受体亚型，分为

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组［4］，主要调节突触兴奋性和可塑性，其中

mGluR5 属Ⅰ组 mGluR，广泛分布于突触后膜，在调

节神经元增殖、存活和迁徙方面发挥重要作用，参

与突触形成、学习、记忆、认知等重要生理功能［5⁃7］。

颅脑创伤后释放的谷氨酸可能激活 mGluR5，但其

作用机制和变化规律尚不十分清楚。颅脑创伤的

主要病理学改变是脑水肿，与预后密切相关。水通

道蛋白 4（AQP4）在脑组织中呈高表达，对调节脑组

织水分子跨膜转运和脑组织含水量有重要意义［8］。

牛磺酸（taurine）具有抑制性神经递质作用，在心、脑

和肌肉等组织中呈高表达，可调节细胞容积、细胞

内稳态、清除氧自由基、稳定细胞膜、调节细胞内外

渗透压平衡等［9］。我们的前期研究显示，牛磺酸可

以显著降低颅脑创伤后 24 小时大鼠脑组织 AQP4
mRNA 和蛋白表达水平，减轻脑水肿，具有神经保护

作用［10］，但关于颅脑创伤后期（第 7 天）的相关研究

较少。本研究通过制备液压打击颅脑创伤大鼠模

型，探讨颅脑创伤后期（第 7 天）大鼠脑组织 mGluR5
表达变化及牛磺酸治疗作用，以为临床实践提供理

论依据。

材料与方法

一、实验材料

1. 实验动物 无特定病原体（SPF）级 Sprague⁃
Dawley（SD）雄性大鼠 30 只，月龄 2 个月，体重 260 ~
315 g、平均（290.33 ± 19.50）g，由军事医学科学院实

验 动 物 中 心 提 供［ 许 可 证 号 ：SCXK-（ 军）

2012-0004］，于室温（25 ± 2）℃、相对湿度 40% ~
60%、12 h 昼-12 h 夜循环照明环境中饲养，自由摄

食、饮水。

2. 试剂与仪器 （1）主要试剂：牛磺酸（规格：

50 g）为美国 Sigma⁃Aldrich 公司产品。总 RNA 提取

试剂 TRIzol 试剂盒、cDNA 第 1 链合成试剂盒、荧光

定 量 聚 合 酶 链 反 应（PCR）试 剂 盒 均 由 美 国

Invitrogen 公 司 提 供 。 总 蛋 白 提 取 试 剂 为 美 国

Thermo 公司产品。免疫试剂Ⅰ抗工作液［含兔抗大

鼠 AQP4、mGluR5 和β⁃肌动蛋白（β⁃actin）单克隆抗

体，均 1∶1000］购自英国 Abcam 公司；辣根过氧化物

酶（HRP）标记的山羊抗兔 IgGⅡ抗（1∶10 000）购自

北京中杉金桥生物技术有限公司。Western blotting
检测试剂盒由美国 Merck Millipore 公司提供。余试

剂均为国产分析纯。（2）主要仪器：Allegra 64R 低温

离心机购自美国 Beckman 公司。UNICAM UV300 紫

外分光光度计购自美国 Thermo 公司。脑立体定位

仪购自天津市医疗器械研究所。Strong⁃90 型电动

磨钻为韩国 Saeshin 公司产品。液压脑损伤打击仪

由美国弗吉尼亚大学提供。十二烷基磺酸钠⁃聚丙

烯酰胺凝胶电泳（SDS⁃PAGE）、转膜系统和实时荧

光 定 量 PCR 仪 为 美 国 Bio ⁃ Rad 公 司 产 品 。 Gene
Genius 凝胶成像分析系统购自美国 Syngene 公司。

二、研究方法

1. 动物模型制备与分组 （1）模型制备：参照文

献［11］方法，大鼠腹腔注射水合氯醛（3 ml/kg），全

身麻醉，俯卧位，头部固定于脑立体定位仪，行头皮

正中切口，切口大小约 2 cm，钝性分离骨膜，以前囟

左后侧 4.50 mm、矢状缝左侧旁开 2.50 mm 处为中

心，电动磨钻钻一直径 5 mm 骨窗，切勿损伤脑组

织。去除骨瓣，显露完整硬脑膜，将自制无菌打击

管以自凝牙托粉固定于骨窗，将打击管内注满生理

盐水，对接液压脑损伤打击仪冲击嘴，以 182.39 kPa
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压力打击，制备液压打击颅脑创伤大鼠模型［12］。模

型制备后 1 d 大鼠改良神经功能缺损评分（mNSS）为

（8.25 ± 1.83）分视为模型制备成功，即中度颅脑创伤

模型。（2）动物分组：采用随机数字表法将 30 只大鼠

随机分为 3 组，即假手术组（对照组）、颅脑创伤组

（TBI 组）和牛磺酸治疗组（牛磺酸组），每组 10 只。

对照组大鼠不予液压打击，骨窗钻孔后立即经尾静

脉注射等渗生理盐水 0.50 ml，连续注射 7 d；颅脑创

伤大鼠模型制备成功后，TBI 组大鼠经尾静脉注射

等渗生理盐水 0.50 ml，牛磺酸组大鼠以 200 mg/kg
静脉注射牛磺酸溶液，均连续注射 7 d。

2. 干湿重法检测脑组织含水量 于模型制备后

第 7 天注射过量麻醉药处死大鼠，冰上切取创伤侧

（左侧）脑组织，剔除软脑膜，生理盐水 5 ml（× 1 次）

冲洗，于创伤区前缘切取受损脑组织，取 30 mg 准确

称量湿重并记录；再将切取的脑组织置于载玻片上

在电热恒温干燥箱内 105 ℃烘烤 24 h，准确称量干

重并记录，计算脑组织含水量，计算公式为脑组织

含水量（%）=（湿重 - 干重）/ 湿重 × 100％。剩余脑

组织在液氮中研磨成粉末，置⁃ 80 ℃冰箱保存备用。

3. 实时荧光定量聚合酶链反应检测 AQP4 和

mGluR5 mRNA 表达水平 每组随机选取 6 只大鼠

的脑组织粉末（100 mg），按照 TRIzol 试剂盒说明书

加入 1 ml TRIzol，匀浆成均质后加入 200 μl 氯仿，冰

上静置 15 min，4 ℃、12 000 × g 离心 15 min；将上层

液转移至另一新试管，加入相同体积异丙醇，充分

混匀，冰浴 10 min，4 ℃、12 000 × g 离心 10 min。弃

上清液，沉淀物中加入 1 ml 75%乙醇，4 ℃、7500 × g
离心 10 min。重复用 75%乙醇洗涤 RNA 沉淀。去

上清液，晾干沉淀，加入 50 μl RNase⁃free 水，待充分

溶解后，即为提取的总 RNA。紫外分光光度计检测

其浓度和纯度，取 2 μg 总 RNA，按照 cDNA 第 1 链合

成试剂盒说明书逆转录为 cDNA。实时荧光定量

PCR 反应体系为：2 × SYBR GREEN MIX 10 μl，上、

下游引物（10 μmol/L）各 1 μl，cDNA 1 μl，补充双蒸

水至 20 μ l。反应条件为：95 ℃ 5 min；94 ℃ 15 s，
60 ℃ 15 s，72 ℃ 15 s，共 40 个循环。计算目的基因

的相对表达量 2-△△Ct。上、下游引物序列参见表 1。
4. Western blotting 法检测 AQP4 和 mGluR5 蛋白

表达水平 每组随机选取 6 只大鼠脑组织粉末

（100 mg），按总蛋白提取试剂盒说明书加入 400 μl
总蛋白提取液，匀浆成均质后，4 ℃、12 000 × g 离心

15 min。转移上清液至另一新试管，即为提取的脑

组织总蛋白。二辛可宁酸（BCA）法定量蛋白浓度后

将蛋白提取液含量调整至 5 g/L。取 40 μg 总蛋白进

行 SDS⁃PAGE 分离，分别切取包含 AQP4（相对分子

质量 34 × 10 3）、mGluR5（相对分子质量 132 × 10 3）和

β⁃肌动蛋白（相对分子质量 42 × 10 3）的凝胶转移至

硝酸纤维素膜上，以质量分数为 5%脱脂奶粉室温

封 闭 2 h，滴 加 Ⅰ 抗 工 作 液（含 兔 抗 大 鼠 AQP4、
mGluR5 和β⁃肌动蛋白单克隆抗体）于 4 ℃过夜，磷

酸盐缓冲液洗膜 10 min（× 3 次）；加入辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔 IgGⅡ抗于室温摇床上 1 h；将
硝酸纤维素膜置于 0.01 mmol/L 磷酸盐缓冲液中洗

膜 10 min（× 3 次）；加入预先混好的发光液与膜充

分接触，反应 1 min 后于凝胶成像和分析系统进行

图像采集。以目的条带灰度值/内参条带灰度值比

值代表目的蛋白相对表达量。

三、统计分析方法

采用 SPSS 13.0 统计软件进行数据处理与分

析。计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示，采用单

因素方差分析，两两比较行 LSD ⁃ t 检验。脑组织

mGluR5 mRNA 和 蛋 白 水 平 与 脑 组 织 含 水 量 和

AQP4 水平的相关性分析采用 Partial 相关分析。以

P ≤ 0.05 为差异具有统计学意义。

结 果

一、脑组织含水量测定

与对照组相比，TBI 组大鼠脑组织含水量增加

（P = 0.002）；经牛磺酸治疗后，大鼠脑组织含水量降

至正常水平（P = 0.140；表 2，3）。

二、脑组织 AQP4 和 mGluR5 mRNA 表达变化

实时荧光定量 PCR 显示，与对照组相比，TBI 组

Gene
AQP4

mGluR5

β⁃actin

Primer sequence
Upstream: TTCAGTGCTTCGGCCACAT
Downstream: GCAGTGATGTAGAAGACGGACTT
Upstream: TCAACTCAGATCCCACAC
Downstream: AACCTTCCTCCTCTTCTG
Upstream: GAACCCTAAGGCCAACCGTG
Downstream: AGGCATACAGGGACAACACAG

Length (bp)
110

141

105

表 1 实时荧光定量 PCR 反应引物序列

Table 1. Primer sequence of real ⁃ time fluorescentquantitative PCR

AQP4，aquaporin 4，水 通 道 蛋 白 4；mGluR5，metabotropic
glutamate receptor 5，代谢型谷氨酸受体 5；β⁃actin，β⁃肌动蛋白
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大鼠脑组织 AQP4 mRNA 表达水平升高（P = 0.000），

mGluR5 mRNA 表达水平降低（P = 0.001）；经牛磺酸

治疗后，大鼠脑组织 AQP4 mRNA 表达水平降至正

常水平（P = 0.432），mGluR5 mRNA 表达水平升至正

常水平（P = 0.216；表 4，5）。

三、脑组织 AQP4 和 mGluR5 蛋白表达变化

Western blotting 法显示，与对照组相比，TBI 组
大鼠脑组织 AQP4 蛋白表达水平升高（P = 0.008），

mGluR5 蛋白表达水平降低（P = 0.014）；经牛磺酸治

疗后，大鼠脑组织 AQP4 蛋白表达水平降至正常水

平（P = 0.804），mGluR5 蛋白表达水平升至正常水平

（P = 0.414；表 6，7；图 1）。

四、mGluR5 mRNA 和蛋白与脑组织含水量和

AQP4 的相关分析

相关分析显示，mGluR5 mRNA 与蛋白呈正相

关（r = 0.785，P = 0.001）；mGluR5 mRNA（r = ⁃ 0.617，
P = 0.014）和蛋白（r = ⁃ 0.665，P = 0.007）与脑组织含

水量呈负相关；AQP4 蛋白与脑组织含水量呈正相

关（r = 0.658，P = 0.008），而 AQP4 mRNA 与脑组织含

水 量 无 关 联 性（r = ⁃ 0.131，P = 0.641）；mGluR5
mRNA 与 AQP4 蛋 白 呈 负 相 关（r = ⁃ 0.667，P =
0.007），而 mGluR5 蛋白与 AQP4 蛋白并无关联性

（r = ⁃ 0.421，P = 0.118）；mGluR5 mRNA（r = ⁃ 0.459，
P = 0.086）和 蛋 白（r = ⁃ 0.082，P = 0.770）与 AQP4
mRNA 均无关联性。

讨 论

目前，关于 mGluR5 的研究主要集中于作用机

制，关于其在脑组织中表达变化的研究相对较少。

Wang 等［13］观察颅脑创伤大鼠模型早期（0.50、1、6、
12、24、72 小时）mGluR5 表达变化，发现伤后 1 小时

内 0.50 小时组和 1 小时组 mGluR5 mRNA 表达水平

明显升高，此后逐渐下降，至 12 小时表达水平低于

假 手 术 组 ，至 24 和 72 小 时 时 进 一 步 降 低 ；而

mGluR5 蛋白表达变化与之并不同步，表现为伤后

24 小时方开始升高。一项前期研究观察颅脑创伤

后 0.50、6、12、24、48 和 72 小时 mGluR5 mRNA 表达

变化，结果显示，mGluR5 mRNA 于伤后 12 小时达峰

值水平，此后逐渐下降，至 24 小时达正常水平［14］；

Wang 等［13］也得出相似结论，但二者 mGluR5 mRNA
表达水平随时间推移的变化有所不同，原因可能与

所采用的液压打击模型不同有关。费舟等［15］采用

荧光原位杂交（FISH）技术发现 Marmarou 弥漫性脑

损伤大鼠模型伤后第 1 ~ 7 天 mGluR5 mRNA 表达水

平低于对照组，至第 14 天恢复至正常水平。本研究

TBI 组大鼠伤后第 7 天 mGluR5 mRNA 和蛋白表达

水平均低于对照组，其中 mGluR5 mRNA 表达水平

与文献报道相一致［15］，表明颅脑创伤早期 mGluR5

Group
Control (1)
TBI (2)
Taurine (3)
F value
P value

N
6
6
6

AQP4 mRNA
0.05 ± 0.02
0.20 ± 0.09
0.06 ± 0.03

12.144
0.001

mGluR5 mRNA
0.0400 ± 0.0200
0.0095 ± 0.0056
0.0200 ± 0.0100

8.723
0.003

表 4 不同处理组大鼠创伤侧脑组织 AQP4 和 mGluR5
mRNA 表达水平的比较（x ± s）
Table 4. Comparison of mRNA expression of AQP4 andmGluR5 in injured brain tissue of rats among differentgroups (x ± s)

TBI，traumatic brain injury，颅脑创伤；AQP4，aquaporin 4，水通道
蛋白 4；mGluR5，metabotropic glutamate receptor 5，代谢型谷氨酸
受体 5

Group
Control (1)
TBI (2)
Taurine (3)

N
10
10
10

Water content
77.23 ± 4.50
84.01 ± 3.67
80.21 ± 4.88

F value

6.016

P value

0.007

表 2 不同处理组大鼠创伤侧脑组织含水量的比较
（x ± s，％）

Table 2. Comparison of water content in injured braintissue of rats among different groups (x ± s, ％)

TBI，traumatic brain injury，颅脑创伤

Paired comparison
(1)∶(2)
(1)∶(3)
(2)∶(3)

t value
4.893
2.151
2.742

P value
0.002
0.140
0.063

表 5 不同处理组大鼠创伤侧脑组织 AQP4 和 mGluR5
mRNA 表达水平的两两比较

Table 5. Paired comparison of AQP4 mRNA andmGluR5 mRNA in injured brain tissue of rats amongdifferent groups
Pairedcomparison

(1)∶(2)
(1)∶(3)
(2)∶(3)

AQP4 mRNA
t value
6.523
1.144
5.380

P value
0.000
0.432
0.002

mGluR5 mRNA
t value
5.776
1.824
3.951

P value
0.001
0.216
0.014

AQP4，aquaporin 4，水 通 道 蛋 白 4；mGluR5，metabotropic
glutamate receptor 5，代谢型谷氨酸受体 5
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呈短暂性升高，此后一直处于低表达水平，可能与

神经元凋亡、坏死和降解有关［13］。

Wang 等［16］应用 mGluR5 激动剂 2⁃氯⁃5⁃羟苯基

甘氨酸（CHPG）发现，mGluR5 激活可以减少颅脑创

伤后 24 小时小胶质细胞活化和炎性因子释放，从而

减少伤后脑水肿和神经元变性，具有神经保护作

用。我们的前期研究显示，颅脑创伤后 24 小时脑组

织含水量增加，AQP4 mRNA 和蛋白表达水平升高，

二者共同介导伤后 24 小时的脑水肿［9］。本研究结

果 显 示，TBI 组 大 鼠 伤 后 第 7 天 脑 组 织 含 水 量、

AQP4 mRNA 和蛋白仍高于对照组，与脑水肿的病

理改变相一致；进一步相关分析显示，脑组织含水

量与 mGluR5 mRNA 和蛋白表达水平呈负相关，与

AQP4 蛋 白 呈 正 相 关 ，推 测 颅 脑 创 伤 后 mGluR5
mRNA 和蛋白及 AQP4 蛋白表达水平共同介导伤后

7 天的脑水肿。

牛磺酸在脑组织中表达丰富，具有抑制性神经

递质作用，可对抗兴奋性氨基酸毒性，引起神经元

超极化，抑制神经元异常放电。脑组织缺氧缺血

时，牛磺酸表达水平升高。Leon 等［17］研究显示，牛

磺酸不仅可以通过抑制谷氨酸诱导的钙离子增加

而对抗谷氨酸兴奋性毒性，而且可以通过抑制谷氨

酸诱导的细胞膜去极化而减少神经元凋亡，发挥神

经保护作用。本研究结果显示，牛磺酸治疗后 7 天，

mGluR5 mRNA 表达水平显著升高，蛋白表达有升

高趋势但与对照组比较差异无统计学意义，表明牛

磺酸可以明显降低颅脑创伤后期脑组织含水量和

AQP4 表达水平，减轻脑水肿，保护脑组织。其机制

可能是通过上调 mGluR5 mRNA 和蛋白表达，提高

mGluR5 激活程度和谷氨酸转运体活性、提高谷氨

酸重吸收率、降低突触间隙谷氨酸水平，从而对抗

神经元过度激活、减少神经元凋亡，进而发挥神经

保护作用［16，18］。
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