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摘  要：目的  观察头孢曲松(CFX)通过调控与缝隙连接蛋白 43（Cx43）表达在治疗创伤性颅脑损伤（TBI）的

相关性机制。方法  选取 100只体重 350~450 g的 4月龄的 SD雄性大鼠，采用液压打击仪建立脑损伤模型，具

体分组为：①假手术(sham)组、②治疗（TBI+CFX）治疗组、③甘珀酸（CBX）阻断（TBI+CFX+CBX）组、④

溶媒（TBI+生理盐水）组及⑤损伤（TBI）组，每组 20只。实验时间均设定为 TBI后 48 h。每组取 10只大鼠进

行行为学检测和脑组织含水量测定，另 10只则获取海马区胶质组织通过蛋白免疫印记法（WB）法测定神经元缝

隙连接蛋白 40（Cx40）及磷酸化 Cx43 蛋白（p-Cx43）的变化、采用酶联免疫荧光（ELFA）检测神经元氧化应

激因子 NADPH氧化酶活性的变化。结果  实验结果显示，采用 CFX干预组神经损伤严重度评分（NSS）、脑水

肿程度、腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）氧化酶活性及海马胶质细胞 Cx40、p-Cx43表达均溶媒组及损伤组明显

下降（P < 0.05）。而 CBX可明显抑制上述 CFX对 Cx40、p-Cx43蛋白表达下调及降低 NADPH氧化酶的活性的

作用（P < 0.05）。结论  CFX可能通过抑制 Cx43蛋白磷酸化和 Cx40蛋白异常增多，从而抑制氧化应激反应以

达到脑损伤缓解作用。 
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Abstract  Objective: To investigate the mechanism of protective effects of Ceftriaxone (CFX) against traumatic 
brain injury. Methods: Traumatic brain injury model were established by Sprague-Dawley rats at the age of 4 
months with fluid percussion device and given intraperitoneal injection of Ceftriaxone and Cx43 inhibitor 
Cerbenoxolone (CBX). CBX was substituted by Normal Saline (NS) in Vehicle group, and injury group was not 
given any intervention after TBI. 100 rats were randomly divided into 5 groups: Sham operation, Treatment group 
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(TBI+CFX), Inhibitor group (TBI+CFX+CBX), Vehicle group (TBI+ NS) and Injury group (TBI ). Half rats in 
each group were tested for behavioral disorder by NSS and brain edema by measuring brain water content at 48 
hours after TBI, and another half of rats were sacrificed and hippocampal astorcytes were obtained for 
investigating p-Cx43, Cx40 by western blot, NDAPH oxidase activity by ELFA. Results: NSS, brain water 
content, p-Cx43, Cx40 and NDAPH oxidase activity in treatment group were significantly lower than those in 
veichle and injury group, and the protective effects induced by CFX could be alleviated by CBX. Conclusion: 
Protective effect of CFX to TBI is involved in inhibiting  the phosphorylation of Cx43, which can reduce the 
oxidative stress, injuries of form and function of brain after TBI. 
Key words: Cx43; Cx40; ceftriaxone; cerbenoxolone; TBI 
 

创伤性颅脑损伤（TBI）的致死及致残率较高，
其机制目前仍不完全明确，且目前临床上缺乏针对

性的治疗手段。头孢曲松（CFX）为第三代 β-内酰
胺类抗生素，因其具有长效性及对脑血屏障良好通

透性，已经被神经外科作为术后预防颅内感染首选

抗生素[1]。但 CFX对脑损伤治疗的具体作用机制仍
不完全明确。有大量研究显示，CFX在抗感染的基
础上还具有一定的脑保护作用，且 CFX 有保护
Cx43的功能[2-5]。同时结合我们的前期研究： Cx43
磷酸化的增强、Cx40异常升高与氧化应激损伤有
关[5-6]。因此我们推测 CFX可能通过抑制上述的 Cx
蛋白的异常表达从而产生脑保护的机制。本研究通

过采用 Cx43抑制剂 CBX，观察 CFX与 Cx43蛋白
的相关性及对脑损伤的影响，旨在进一步深入地了

解 CFX的脑保护机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物、试剂及仪器 
100只体重 350~450 g的 4月龄的 SD雄性大鼠

购置于上海毕凯实验动物有限责任公司（沪 ICP备
05033115），体重 350~450 g；CFX(Roche，美国）；
CBX(Sigma，美国）；细胞裂解液 (Solarbio，中国）；
兔抗Cx40及兔抗p-Cx43(均来自Santa Cruz，美国）、
小鼠抗 GAPDH一抗（Abcam，英国）；辣根酶标记
二抗（Abcam，英国）；化学发光试剂（中山金桥生
物科技，中国）；蛋白电泳仪（Bio-Rad，美国）；
NADPH 氧化酶活性试剂盒（Beyotime，中国）；
M200Pro免疫酶标仪（TECAN，奥地利）。 
1.2  动物模型制作 
实验用大鼠在通风房间内按照光照与黑暗时

间比例为 12:12 h，给予水和食物适应性喂养 1 w，
动物伦理已得到上海健康医学院附属上海浦东新

区人民医院实验动物伦理委员会的同意。采用液压

撞击模型（Fluid Percussion Injury，FPI）来制作大
鼠脑损伤模型。取成年大鼠，称重后给予异氟烷吸

入呈持续麻醉状态，将动物固定于立体实验台，常

规消毒铺巾，头部正中分层切开皮肤和骨膜，暴露

右侧顶骨，大鼠脑部定位矢状缝旁开 3 mm，冠状
缝后 3.5 mm处，采用开颅磨钻钻骨孔一枚，暴露
硬脑膜，在硬膜上置一与骨孔大小相同的小帽，固

定液压管后施行 3个标准大气压击打（重型颅脑损
伤标准）。 
1.3  药物的干预及分组 

100 只 SD 大鼠被随机分为：①假手术(sham)
组；②药物（TBI+CFX）治疗组；③甘珀酸（CBX）
阻断（TBI+CFX+CBX）组；④溶媒（TBI+生理盐
水）组；⑤损伤（TBI）组，每组 20只。①仅暴露
硬脑膜而不给予打击，②③为液压打击 1 h后腹腔
内分别腹腔注射 CFX（200 mg/kg）及 CFX（200 
mg/kg）+ CBX（20 mg/kg），④为 TBI后腹腔注射
生理盐水(NS)，而⑤则是 TBI形成后不给予处理。
所有组实验时间均设定为 TBI 后 48 h。每组取 10
只动物行行为学检测和脑组织含水量测定， 另 10
只动物则行蛋白学检测。根据我们之前预实验及前

期实验显示，为获得 P值在 0.05水平，1-beta在 0.20
水平，根据 Effect-Size计算出所需要的每组动物数
量为 8（G-Power3.0）。在本实验中，预定每组 10
只动物，以防动物意外死亡引起样本量的不足。 
1.4  大鼠 NSS评分 
采用双盲法，根据以下原则：a）提鼠尾离地

面约 1尺，观察前肢情况。正常大鼠两前肢对称地
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伸向地面。有左肩内旋，左前肢内收者，评为 4分，
否则 0分。b）将动物置平滑地板上，分别推左（或
右）肩向对侧移动，检查抵抗运动的阻力。正常大

鼠两侧阻力明显对称。右肩向左侧移动时，发现阻

力下降时，根据下降程度的不同，评为 1~3分，c）
将动物两前肢置一金属网上，观察两前肢的张力，

正常大鼠两前肢的张力明显对称，发现左前肢肌张

力下降者，根据下降的轻重，评为 0~3分。根据以
上评分，满分 10 分，分数越高，说明动物的行为
障碍越严重。 
1.5  脑含水量测定 
采用 Hatashita 的干湿重法测定脑含水量的变

化。将完成 NSS的实验动物处死，快速开颅取出大
脑，并移到冰面，并测定大脑的湿重。再将动物大

脑放入蒸箱中，在 110 ℃下烘蒸 24 h，测得大脑干
重的量。含水率为（湿重大脑-干重大脑）/湿重大
脑×100%。 
1.6  免疫蛋白印记（WB）实验 

将海马区域的皮质组织标本收集，并置入试管

中，用冰冷的 PBS洗涤两次；加入 RIPA裂解缓冲
液（Santa Cruze，美国），含 1%的蛋白酶抑制剂混
合物。冰上匀浆、裂解 10 min，低温离心 12000 r/min，
15 min，收集上清液，BCA法测定蛋白浓度。取 30 μg
总蛋白，经 12%的 SDS-PAGE Gel电泳分离，常规
方法转印至硝酸纤维素（NC）膜上，5%脱脂牛奶
-TBST封闭 2 h，再分别将 Cx40（1:1000）、p-Cx43 
(1:500)、GDAPH（1:3000）一抗加入封闭液，4 ℃
轻摇过夜，回收一抗液体，给予 TBST溶液洗涤 NC
膜，加入辣根酶标记二抗与封闭液按 1:2000的比例
混合液，37 ℃下孵育 1 h，再采用化学发光试剂盒
进行发光显影。采用 Image J 1.36b软件下行吸光度
分析，蛋白吸光度值/GADPH为相对含量，以 Sham
组目标蛋白/GADPH 为 100%，其余组与之进行比
较。 
1.7  ELFA检测氧化应激因子 NADPH氧化酶活性 
    自脑分离出海马的皮质组织，在冰上 PBS中充
分匀浆，以 4℃，12000 g，10 min离心，取上清液，
置入 96孔荧光板中，再加入 80 μLPBS及 6.25 μL
的 1 M的光泽精，再加入 100 μM的 NADPH后开
始发生反应。采用多功能酶标仪，在吸收波长 340 nm，
检测速度 30 s，时间为 5 min。 

1.8  统计学分析 

将计量数据以 Sχ ± ，使用 SPSS17.0统计系统

进行分析，组间比较用 t检验，P < 0.05认定为有
统计学意义。 

2  结果 

2.1  CFX 可明显降低实验动物神经损伤严重度评
分(Neurological Severity Score，NSS)的影响 

GS-Rb1 治疗组尽管较假手术组 0 分明显升高
（P < 0.05），但相对于溶媒组及损伤组却明显降低
（P < 0.05），具有治疗效应。采用 H-89后，此种
效应可被明显抑制（P < 0.05），具体结果见表 1。 
表 1 头孢曲松神经损伤严重程度评分（NSS）(n=10) 
Table 1  Effect on neurological severity score by CFX 

实验组 NSS （分） 

sham 0 

TBI+CFX 3.2 ± 0.2*# 

TBI+CFX+CBX 5.1 ± 0.5* 

TBI+NS 7.2 ± 0.4* 

TBI 7.1 ± 0.2* 

注：各实验组与假手术（Sham）组比较，*P < 0.05；TBI+CFX 组与
TBI+CFX+CBX组比较，#P < 0.05 
 

2.2  CFX可明显降低脑含水量 
脑水肿含量测定结果表明，GS-Rb1 治疗后，

脑水肿程度较溶媒组及损伤组明显缓解（P < 0.05），
且与假手术组无明显差异（P > 0.05）。但 H-89可
明显降低 GS-Rb1的此种脑保护效应（P < 0.05），
具体结果见表 2。 

表 2  头孢曲松对脑含水量的影响（n=10） 
Table 2 Changes followed by using CFX in cerebral water 

content  

实验组 脑组织含水率（%） 

sham 70.23 ± 4.67 

TBI+CFX 71.08 ± 4.55*# 

TBI+CFX+CBX 84.26 ± 5.32* 

TBI+NS 89.77 ± 8.77* 

TBI 90.12 ± 6.02* 

注：各实验组与假手术（Sham）组比较，*P < 0.05；TBI+CFX 组与
TBI+CFX+CBX组比较，#P < 0.05 
 

2.3  蛋白学检测 CFX对降低 Cx40、p-Cx43表达功
能 
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在给予 CFX治疗后，Cx40及 p-Cx43蛋白表达
但尽管未降至假手术组水平，但较溶媒组及损伤组

明确下降，而 CBX 则可明显抑制 CFX 的此种效
应，具体结果见图 1。       

 
图 1 Cx40和 p-Cx43相对含量的表达（n=10） 

Fig.1 Expression of relative Content of Cx40 and p-Cx43  

2.4  NADPH 氧化酶活性测定 
CFX 可明显下调损伤后神经元 NADPH 氧化

酶的活性（P < 0.05），且与假手术组相比亦无明显
差异（P > 0.05），但是此种效应可被 CBX明显的
抑制（P < 0.05），具体结果见表 3。 

表 3 CFX对 NADPH 氧化酶活性的影响（n=10） 
Table 3 Effect of CFX on NADPH oxidase activity 

实验组 NADPH 活性 （RLU/mg protein/min） 

sham 2734.27 ± 132.34 

TBI+CFX 2803.18 ± 120.08# 

TBI+CFX+CBX 3202.25 ± 160.58* 

TBI+NS 3645.14 ± 201.21* 

TBI 3641.11 ± 181.35* 

注：各实验组与假手术（Sham）组比较，*P < 0.05；TBI+CFX 组与

TBI+CFX+CBX组比较，#P < 0.05 

3  讨论 

第三代头孢菌素 CFX 作为神经外科领域抗生
素的一线用药的地位已得到大家公认。CFX相对于
其它第三代头孢菌素抗神经系统感染的基础上，可

能还具神经功能保护的效应，但其机制不完全明

确。随着现代化交通工具的使用及大范围的基础建

设的开展，TBI 发病率日益增高。TBI 的发病机制
较为复杂，目前认为氧化应激因子的激活可能与脑

损伤密切相关[6]。在我们的前期实验中也发现，TBI
后 Cx40 蛋白的异常表达和氧化应激因子的表达密

切相关[7]。因此可以推测，CFX在抗感染的基础上
可能还具有抗氧化应激损伤的功能。 
缝隙连接蛋白为相邻细胞的形成直径为

0.2~0.5 μm的通道[8]，使两侧的胞质内小分子物质

通过，以维持正常的生理功能及保持细胞的通透性

等细胞的稳定状态[9]。Cx43蛋白为中枢神经系统中
表达最为丰富的缝隙连接蛋白[10-11]，我们前期研究

和 Feng J 等人研究认为非磷酸化 Cx43（功能性
Cx43）具有着保护作用，而磷酸化的 Cx43在细胞
内转位中可能导致细胞的损伤[12-13]。在另一方面，

Cx43 磷酸化后而产生内转位，其与 GLT-1、
Na-Ka-ATPase 解离，导致兴奋性氨基酸和钠水转移
功能障碍[14-15]，进一步导致加重脑损伤的程度。而

在另一方面，Frantseva等人则认为，某些 Cx的降
低具有神经保护作用[16]。巧合的是 Chen B等在临
床研究及我们前期的动物研究中也发现了类似的

现象，随着 Cx43 磷酸化的上升，原本在胶质细胞
及神经元低表达的 Cx40 蛋白在损伤后呈现明显上
调，与脑损伤程度具有一致性[17-18]，因此我们分析，

这可能和不同类型的缝隙连接对不同物质的通透

性不同所致。有文献指出，Cx40对钙离子的通透性
为 Cx43的数倍，同时 Cx40/Cx43异型无效型通道
也是细胞钙离子沉积引起损伤的因素之一[19]。有研

究指出，CFX具有抑制 Cx43磷酸化的功能[20]，我

们推测 CFX的这种功能可抑制Cx40代偿性升高及
随后的氧化应激的过度激活。在本研究中，CFX可
抑制缓解缝隙连接的异常表达，在进一步采用 Cx43
功能抑制剂CBX（可激活 PKC途径，磷酸化Cx43-C
端的 s368位点[21]），观察到 CBX可明显抑制 CFX
此种 Cx43功能保护作用，并可降低 Cx40的异常表
达。所以我们推测，CFX的脑保护机制的作用位点
在于对Cx43磷酸化及Cx40异常表达的抑制的基础
上抑制氧化应激因子的活性。因此，在确定了 CFX
的作用位点之后，研究者又深入验证 CFX对 Cx43
功能的保护，降低了 NADPH氧化酶的活性，随后
又在形态学及行为上明确了此种神经保护机制的

存在，而在给予 CBX 后此种神经功能保护作用可
受到抑制。 
在此项研究中，尽管上述的研究对 CFX 与

Cx43磷酸化做出了明确，但此项实验中尚未涉及
大样本的动物模型及在临床标本上进行明确，同时

p-Cx43 

CX40 

GADPH 
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本实验中也未完全涉及到更多的氧化应激因子的

变化及下游的炎性因子分泌、细胞凋亡的变化等，

这也需在今后进一步的实验去验证。 
综上所述，本次研究结果进一步明确与 Cx43

磷酸化有关 CFX 在 TBI 中治疗机制，从而为临床
上扩大 CFX 的使用范围、时间窗及主要可能的基
因靶点治疗等研究奠定基础。 
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