
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.18 JUN.2015

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2015.18.006
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摘要目的：探讨谷氨酸及其转运体在高压氧（hyperbaric oxygen，HBO）致中枢神经系统氧中毒（central nervous system oxygen

toxicity，CNS-OT）发生中的作用。方法：（1）大鼠侧脑室注射谷氨酸转运体（Glutamate Transporter-1, GLT-1）选择性激动剂
Ceftriaxone后观察氧惊厥潜伏期。采用随机数字法将大鼠分为对照组和 50 滋g、100 滋g以及 200 滋g Ceftriaxone给药组。采用侧脑

室注射方法分别给予生理盐水和不同剂量 Ceftriaxone后，进行 0.6 MPa HBO暴露，记录大鼠的惊厥潜伏期。（2）大鼠侧脑室注射
GLT-1选择性抑制剂 DHK后观察氧惊厥潜伏期。采用随机数字法将大鼠分为对照组和 5 滋g、10 滋g以及 20 滋g DHK给药组。采

用脑室注射方法分别给予生理盐水和不同剂量 DHK后，进行 0.6 MPa HBO暴露，记录大鼠的惊厥潜伏期。结果：脑室注射 100

滋g Ceftriaxone组（33分 4.2秒 4分 12.4秒）和 200 滋g Ceftriaxone组（47分 4.2秒 5分 5.2秒）惊厥潜伏期显著延长，差异有统计

学意义（P 0.05），并存在一定量效关系。脑室注射 5 滋g DHK组（16分 44.4秒± 2分 4.7秒）、10 滋g DHK组（12分 51秒± 1分 23.3

秒）和 20 滋g DHK组（7分 31.1秒± 53秒）惊厥潜伏期显著缩短，差异有统计学意义（P 0.05），并存在一定量效关系。结论：中枢

局部给予 GLT-1激动剂可以有效延长 CNS-OT的潜伏期；中枢局部给予 GLT-1抑制剂可以有效缩短 CNS-OT的潜伏期。
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Effects of Glutamate Transporter GLT-1 in Central Nervous System Oxygen
Toxicity Caused by Hyperbaric Oxygen Exposure*

To investigate the effects of glutamate and glutamate transporter (GLT-1) in central nervous system oxygen
toxicity caused by hyperbaric oxygen exposure. 1. The changes of the latency of central nervous system oxygen toxicity after

intracerebroventricularly injecting GLT-1 agonist Ceftriaxone. 24 sprague-dawley rats were randomly divided into 4 groups, each

consisting of 6 animals: the saline group (the animals were intracerebroventricularly injected 20 滋L saline ), 50 滋g Ceftriaxone group(the

animals were intracerebroventricularly injected 50 滋g Ceftriaxone), 100 滋g Ceftriaxone group(the animals were intracerebroventricularly

injected 100 滋g Ceftriaxone), 200 滋g Ceftriaxone group (the animals were intracerebroventricularly injected 200 滋g Ceftriaxone). The

latency of central nervous system oxygen toxicity was observed and recorded during the exposure of 6 ATA hyperbaric oxygen. 2. The
changes of the latency of central nervous system oxygen toxicity after intracerebroventricularly injecting GLT-1 antagonist DHK. 24

sprague-dawley rats were randomly divided into 4 groups, each consisting of 6 animals: the saline group (the animals were

intracerebroventricularly injected 20 滋L saline), 5 滋g DHK group(the animals were intracerebroventricularly injected 5 滋g DHK), 10 滋g

DHK group (the animals were intracerebroventricularly injected 10 滋g DHK), and 20 滋g DHK group (the animals were

intracerebroventricularly injected 20 滋g DHK). The latency of central nervous system oxygen toxicity was observed and recorded during

the exposure of 6 ATA hyperbaric oxygen. The latency of central nervous system oxygen toxicity of 100 滋g Ceftriaxone group
(33 min 4.2 sec 4 min 12.4 sec) and 200 滋g Ceftriaxone group(47 min 4.2 sec 5 min 5.2 sec) were significantly longer than that of saline

group and there was dose-response relationship between the two groups. The latency of central nervous system oxygen toxicity of 5 滋g

DHK group(16 min 44.4 sec 2 min 4.7sec), 10 滋g DHK group(12 min 51 sec 1min 23.3 sec) and 20 滋g DHK group(7 min 31.1 sec 53

sec) were significantly longer than that of the saline group and there was dose-response relationship among the three groups.

The latency of central nervous system oxygen toxicity could be prolonged after intracerebroventricularly injecting GLT-1 agonist

Ceftriaxone or shortened after intracerebroventricularly injecting GLT-1 antagonist DHK.
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前言

高压氧（hyperbaric oxygen, HBO）在潜艇脱险、潜水作业和

临床疾病治疗中有着广泛的用途[1]。然而机体长时间吸入氧分

压过高的气体时，会出现毒性反应。当氧分压超过 280 kPa时，

这种毒性反应会在较短时间内发生，并以中枢神经系统（cen-
tral nervous system，CNS）功能紊乱为主要表现，如眩晕、恶心、

视力障碍等，称之为中枢神经系统氧中毒（central nervous sys-

tem oxygen toxicity, CNS-OT），其最典型、最剧烈的表现是类似

于癫痫大发作样的全身强直性痉挛，即惊厥大发作，称为 "氧
惊厥 "[2]。目前对于氧惊厥发病机制的认识还很有限，使所能采

取的预防措施也很被动，主要是限制吸氧的压力（潜水深度）和

时间[3，4]。

近年的研究表明，星形胶质细胞在癫痫的形成和发展中具

有非常重要的作用[5]；通过对这种细胞内的各信号通路上相关

的靶点进行干预，有望找到能够有效防治各种原因诱发的癫

痫，特别是难治性癫痫的措施。其中，星形胶质细胞对腺苷

（adenosine）和谷氨酸（glutamate）的代谢被认为是控制 CNS中

兴奋性产生与传播的一个非常重要的环节[6-10]。我们前期的研

究探讨了腺苷在 HBO致 CNS-OT发生中的作用，结果表明，
HBO暴露可引起大脑皮质中腺苷含量升高，且中枢局部给予

腺苷可以有效延长 CNS-OT的潜伏期。

谷氨酸是 CNS内含量最高的氨基酸，是效用明确的兴奋

性氨基酸之一。关于 CNS中谷氨酸代谢的研究[11]表明，突触前

膜释放的谷氨酸主要通过分布在星形胶质细胞膜上的谷氨酸

转运体 -1（Glutamate Transporter-1, GLT-1）转移进入星形胶质

细胞，经谷氨酰胺合成酶（Glutamine Synthetase，GS）转化生成
谷氨酰胺，随后再释放进入突触末梢重新生成谷氨酸。在 CNS

中，GS仅存在于星形胶质细胞中，因此，以星形胶质细胞为中

心的谷氨酸 -谷氨酰胺循环对于维持突触内谷氨酸含量的稳

定具有决定性意义。GS活性降低和 GLT-1功能下降都会导致

突触内谷氨酸含量的升高，从而增强中枢兴奋性[12-15]。基于星形

胶质细胞对谷氨酸的代谢是其影响癫痫发作的一个重要环节

以及谷氨酸在 CNS的兴奋效应，本研究将通过侧脑室注射
GLT-1 选择性激动剂（Ceftriaxone）和选择性抑制剂（dihy-

drokainate, DHK），观察它们对 CNS-OT潜伏期的影响，探讨谷

氨酸及其转运体与 CNS-OT的相关性。

1 材料与方法

1.1 材料
SD（Sprague-Dawley）大鼠，雄性，体质量 180~220 g，由上

―海西普尔 必凯实验动物有限公司提供。Ceftriaxone和 DHK

由 Tocris公司提供。
1.2 侧脑室注射不同药物后观察 CNS-OT潜伏期方法

（1）实验动物分组：1）侧脑室注射 Ceftriaxone组：采用随

机数字法将大鼠分为 4组，每组 6只，分为生理盐水对照组和

50 滋g、100 滋g以及 200 滋g Ceftriaxone给药组。2）侧脑室注射
DHK组：采用随机数字法将大鼠分为 4组，每组 6只，分为生

理盐水对照组和 5 滋g、10 滋g以及 20 滋g DHK给药组。

（2）侧脑室注射给药及 HBO暴露方法：用腹腔注射（30

mg/kg）10 %水合氯醛法将大鼠麻醉后，固定于脑立体定位仪

上。保持头顶部水平，去毛，用 75 %酒精棉球消毒皮肤后，沿前

正中线剪开头顶部皮肤，分离皮下组织，剥离刮掉骨膜，暴露前

囟。取前囟后 2 mm，中线右侧旁开 1.5 mm为侧脑室注射点，用

颅骨钻在该点钻开 1个直径为 0.5 mm的小孔，将固定在侧脑

室定位仪垂直臂的侧脑室注射外管插入此孔中，深度为 2 mm，

用牙科水泥将其固定于颅骨，缝合皮肤。全部过程均无菌操作。

术后将大鼠继续饲养，恢复 3 d后进行 HBO暴露。暴露前，用

乙醚将大鼠麻醉，用注射内管将事先配制好的不同浓度的药物

以及生理盐水 20 滋L沿预置的注射外管缓慢注入侧脑室。10

min 后，将大鼠置于加压舱内，每次 1 只。用纯氧洗舱（1

L/min），待测氧仪显示舱内氧浓度达到 99 %以上时，开始以
0.1 MPa /min的速度匀速加压至 0.6 MPa，保持压力稳定，持续

暴露至发生惊厥，舱内温度维持在 22~24 ℃。暴露结束后，以
0.1 MPa /min的速率匀速减压至常压，出舱。当舱内压力达到
0.6 MPa时开始记录时间，出现惊厥大发作时停止记录时间，该

段时间记为氧惊厥潜伏期。

1.3 统计学处理

实验结果用 SPSS17.0统计软件分析，所得数据以均数 +

标准差（x± s）表示，差异用非配对 t检验、方差分析 F检验及
SNK-q检验。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 侧脑室注射 GLT-1选择性激动剂 Ceftriaxone 对 CNS-OT

潜伏期的影响

侧脑室注射 50 滋g的 Ceftriaxone，CNS-OT 潜伏期与对照

组相比未见显著性差异（P>0.05），侧脑室注射 100 滋g Ceftriax-

one 组（33 分 4.2 秒 4 分 12.4 秒）和 200 滋g Ceftriaxone 组（47

分 4.2秒 5分 5.2秒）惊厥潜伏期显著延长，差异有统计学意义

（P 0.05），并存在一定量效关系（见图 1）。
2.2 侧脑室注射 GLT-1 选择性抑制剂 DHK 对 CNS-OT 潜伏

期的影响

侧脑室注射 5 滋g DHK组（16分 44.4秒± 2分 4.7秒）、10

滋gDHK 组（12 分 51 秒± 1分 23.3秒）和 20 滋g DHK 组（7 分
31.1秒± 53秒）惊厥潜伏期显著缩短，差异有统计学意义（P

0.05），并存在一定量效关系（见图 2）。

3 讨论

谷氨酸是效用明确的兴奋性氨基酸之一，它对中枢神经系

统，尤其是对大脑皮层有广泛而强烈的兴奋作用，并与癫痫样

放电的触发和扩散有密切关系[16]。谷氨酸在细胞内和突触内的

转运是通过谷氨酸转运体实现的，真核生物高亲和力谷氨酸转

Hyperbaric oxygen; Central nervous system oxygen toxicity; Glutamate; GLT-1
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图 1侧脑室注射不同剂量 Ceftriaxone对 CNS-OT潜伏期的影响

Fig. 1 The changes of the latency of CNS-OT after

intracerebroventricularly injecting different doses of Ceftriaxone

注：n=6，*两组间比较，P<0.05；**两组间比较，P<0.01。

Note: n=6, * P<0.05 in comparison with two groups; **P<0.01 in

comparison with two groups.

图 2侧脑室注射不同剂量 DHK对 CNS-OT潜伏期的影响

Fig. 2 The changes of the latency of CNS-OT after

intracerebroventricularly injecting different doses of DHK

注：n=6，*两组间比较，P<0.05；**两组间比较，P<0.01。

Note: n=6, * P<0.05 in comparison with two groups; ** P<0.01 in

comparison with two groups.

运体（excitatory amino acid transporters，EAATs）主要在神经元

和神经胶质细胞膜上表达，其可摄取突触间隙内的谷氨酸。

GLT-1是 EAATs中的一个亚型，在 CNS中广泛分布，主要位

于前脑、大脑皮质、海马等部位的星形胶质细胞膜上，负责清除

90 %左右的谷氨酸[11]。突触内的谷氨酸若不能被及时清除，则

会导致细胞外谷氨酸过度蓄积，从而产生兴奋性神经毒性[17, 18]。

GLT-1能迅速清除突触释放出来的谷氨酸，有效维持了细胞外

谷氨酸的低浓度，防止兴奋性扩散，同时也限制了潜在的兴奋

性神经毒性的发生。头孢曲松（Ceftriaxone）是 茁内酰胺类抗生
素，且同时具有 GLT-1激动剂的作用，可以增加 GLT-1的活性
[19]，因此 Ceftriaxone可以增加谷氨酸的摄取，降低神经兴奋性。

有研究表明，Ceftriaxone可以降低黑质纹状体神经元的兴奋性
[20]。此外，其他的研究也表明，在肌萎缩性脊髓侧索硬化症的动

物疾病模型中，Ceftriaxone可以减轻运动神经元的降解，起到

保护神经元的作用。我们的实验中采用侧脑室注射不同剂量的

Ceftriaxone，观察其对 CNS-OT潜伏期的影响。结果表明，50 滋g

的 Ceftriaxone 时 CNS-OT 潜伏期与对照组相比虽有延长趋

势，但未见统计学显著性差异，考虑可能为剂量不足导致。加大

剂量后，我们采用注射 100、200 滋g 的 Ceftriaxone 均可使
CNS-OT潜伏期显著地延长，结果具有统计学意义，且存在一

定的量效关系。上述结果说明，给予侧脑室注射 Ceftriaxone可

以增强 GLT-1发挥其摄取谷氨酸的功能，降低突触内谷氨酸

含量，从而降低神经兴奋性，延长 CNS-OT潜伏期。为了进一步

验证 GLT-1 的作用，我们还应用了 GLT-1 的选择性抑制剂
DHK进行研究 [21]，结果表明，与对照组相比，5、10、20 滋g的
DHK均可使 CNS-OT潜伏期显著地缩短，且存在一定的量效

关系。说明外源性 DHK可以抑制 GLT-1的活性，导致突触内

谷氨酸积聚过多，增加神经的兴奋性，从而缩短 CNS-OT潜伏

期。

本研究表明，中枢局部给予 GLT-1激动剂可以有效延长
CNS-OT的潜伏期；中枢局部给予 GLT-1抑制剂可以有效缩短

CNS-OT的潜伏期。因此笔者认为，以星形胶质细胞为核心的

对 CNS中谷氨酸的调节与 CNS-OT的发作有着密切联系，其

对 CNS-OT发作有非常重要的调控作用。以此为靶点进行适当

的干预，将有望找到防治 CNS-OT的新措施。
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