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摘要: 目的　初步探讨利鲁唑对肌萎缩侧索硬化症 ( amyot rophic later al sclero sis, ALS)患者血浆谷氨酸的改

变 ,为临床治疗提供依据。方法　应用毛细管电泳 -激光诱导荧光检测器 ,测定 ALS患者和对照组血浆及脑脊液

( CSF)谷氨酸水平 ,以及部分 ALS患者服用利鲁唑后血浆谷氨酸水平 ,并进行统计分析。 结果　 ALS患者血

浆、 CS F谷氨酸水平分别为 ( 75. 65± 20. 44)和 ( 8. 11± 2. 71) μmol / L,与对照组相比差异有显著性 ( P < 0. 05)。

ALS患者服用利鲁唑后 ,血浆谷氨酸的水平为 ( 66. 19± 10. 27) μmo l / L,与服药前比较差异有显著性 ( P <

0. 05) ,但仍高于对照组。 结论　 ALS患者血浆和 C SF谷氨酸水平较正常为高。 ALS患者在口服利鲁唑后血浆

谷氨酸水平有所下降 ,但仍高于正常水平。
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ABSTRACT: Objective　 To estima te the r educing effect o f riluzole on g lutamate lev el in patients with amy-

ot rophic latera l scler osis ( ALS) . Methods　 CE-LIF technique was emplo yed to detect the g lutamate lev els in

CSF and plasma o f ALS patients and health y contro ls. Results　 The g lutama te concentra tions in pla sma and

CSF o f ALS patients w er e ( 75. 65± 20. 44) and ( 8. 11± 2. 71)μmo l /L respectiv ly , which had significance with

contr ol g roup ( P < 0. 05) . After riluzo le t reatment, th e mean va lue of g lutama te concentra tions in plasma w as

( 66. 19± 10. 27)μmo l /L. They we re significant with tho se befo re trea tment ( P < 0. 05) , but still wa s higher

than contr ol g roup. Conclusions　 Our results showed tha t the g lutama te concent rations in pla sma and CSF o f

ALS patients w ere highe r than contr ol. The plasma g lutama te concentra tions we re decrea sed af ter riluzole treat-

ment, but w ere still highe r than those o f contro ls.
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　　肌萎缩侧索硬化症 ( amyotrophic lateral scle-

ro sis, ALS)是一种选择性侵犯运动神经元的致命

性、进行性神经系统变性疾病 ,多于 40～ 50岁起

病 ,男性患者多见 ,一般于发病后 3～ 5年死亡。其
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发病机制尚未完全清楚 ,谷氨酸兴奋毒性引起神经

元变性是其主要机制之一。利鲁唑 ( 2-氨基-6-三氟

甲氧基苯并噻唑 )是一种谷氨酸拮抗剂 ,目前被认

为是惟一可延长 ALS患者生命的药物。该药在国

内应用时间短 ,目前尚未见有关临床研究报道。 作

者应用毛细管电泳 -激光诱导荧光检测器 ( capil la ry

electrophoresis wi th laser induced f luo rescein,

CE-LIF)测定 ALS患者和对照组血浆及脑脊液

( CSF)谷氨酸水平 ,以及部分 ALS患者服用利鲁

唑后血浆谷氨酸水平 ,旨在了解 ALS患者血浆、

CSF谷氨酸的变化 ,以及利鲁唑对谷氨酸浓度的

影响。

1　资料和方法

1. 1　研究对象

1. 1. 1　病例组: 收集 2000-01— 2002-01 ALS患者

45例 (女 11例、男 34例 ) ,年龄 18～ 79岁 ,平均

( 44. 44± 13. 38)岁。所有患者按世界神经病学联盟

制定的 ALS诊断标准
[1 ]确诊 ,其中 31例患者行腰

穿做 CSF检查 ,另 14例患者拒绝行 CSF检查。对

23例 ALS患者进行了利鲁唑疗效观察研究。

1. 1. 2　对照组: 为同期行腰麻手术的非神经系统

变性病患者 46例 (男 31例、女 15例 ) ,年龄 17～

76岁 ,平均 ( 41. 24± 12. 50)岁。两组间性别和年

龄差异无显著性。

1. 2　试剂与仪器

1. 2. 1　毛细管电泳仪: 购自美国 Beckman公司。

CE-LIF最常用的激发光源是氩离子激光器的 488

nmo l /L谱线。衍生化试剂:异硫氰酸荧光素异构

体Ⅰ ( fluo rescein iso thiocyanate isomer Ⅰ , FITC

Ⅰ )购自 Sigma公司。谷氨酸标准品购自 Sigma公

司。

1. 2. 2　毛细管电泳的分离条件设定: ( 1) 开口石

英毛细管总长度 380 mm,有效长度 300 mm ,内径

75μm; ( 2)电压 28 kV ,温度 20°C; ( 3)压力进样 8

s; ( 4)每次进样之前 ,毛细管均要经 HCl( 0. 1 mol /

L ) , NaO H( 0. 1 mo l /L)、三蒸水、四硼酸钠缓冲液

( 0. 03 mo l /L, pH9. 8)冲洗 ,冲洗时间各 2 min。

1. 3　方法

1. 3. 1　标本收集: 病例组和对照组均抽取空腹外

周静脉血 3 mL,取血浆 ,保存于 - 80°C冰箱备用。

常规腰穿留取 2 mL CSF,保存于 - 80°C冰箱。 其

中 23例 ALS患者口服利鲁唑 ( 50 mg , 2次 /d) 3个

月后 ,取血浆标本。

1. 3. 2　衍生化反应过程:取 1. 5 mL EP管 ,加入 100

μL谷氨酸标准溶液或待测标本、 400μL NaHCO3液

( 20 mmol /L, pH9. 6)、 10μL FITC-丙酮溶液 ( 6×

10-4 mol /L) ,混匀;室温、黑暗中反应 16 h。

1. 3. 3　建立谷氨酸标准曲线: 取 2× 10
-8
、 5× 10

-8
、

1× 10-7、 3× 10-7、 5× 10-7、 7× 10-7、 1× 10-6 mo l /L谷

氨酸标准溶液各 100μL,进行衍生化反应。在毛细

管电泳仪上进行分离 ,测定相应的荧光强度 ( rela-

tive f luo resces uni ts, RFU)。以谷氨酸浓度为横坐

标 ,荧光强度为纵坐标绘制标准曲线。

1. 3. 4　血浆和 CSF标本的检测: 所有血浆标本稀

释 100倍 , CSF标本稀释 10倍。标本经去蛋白、衍

生化反应后 ,应用 CE-LIF测定谷氨酸浓度。

1. 4　统计学处理　计量资料以 x± s表示 ,组间

差别采用 t检验和方差分析进行判断。全部数据均

输入 SPSS10. 0统计软件包进行统计分析。

2　结果

2. 1　谷氨酸标准曲线: 　谷氨酸标准溶液与荧光

强度的线性相关系数 r = 0. 997,直线回归方程

y= 47. 012x- 4. 816。

2. 2　 ALS患者血浆和 CSF谷氨酸水平检测　

ALS组血浆和 CSF谷氨酸浓度 [ ( 75. 65± 20. 44)、

( 8. 11± 2. 71)μmol /L ]与各自对照组 [ ( 57. 96±

3. 40)、 ( 3. 81± 0. 86)μmol /L ]比较差异有显著性

( P < 0. 001)。

2. 3　服用利鲁唑前后 ALS患者血浆谷氨酸水平

检测　 23例 ALS患者服用利鲁唑后血浆谷氨酸

水平 [ ( 66. 19± 10. 27)μmo l /L ]与服药前 [ ( 81. 27±

21. 63)μmol /L ]比较差异有显著性 ( P < 0. 001) ,

但仍高于对照组 ( P < 0. 001)。

2. 4　服用利鲁唑前后 ALS患者临床症状变化　 1例

45岁男性患者以言语不清和吞咽困难为首发症状 ,

半年后出现肢体无力。服药 3个月后 ,肢体无力加

重 ,但吞咽症状有所改善 ,如吞咽有力和饮水呛咳

减轻。 1例 25岁男性患者以双上肢无力 1年就诊。

服药 3个月后 ,自觉双手活动较前灵活。 其余患者

临床症状无明显改变。

3　讨论

ALS患者血浆、 CSF谷氨酸浓度是否升高一

直存在争议。 Perry等
[2 ]研究认为 ALS患者血浆、

CSF谷氨酸浓度并无升高。 Shaw等 [3 ]则认为 ALS

患者血浆谷氨酸水平不变而 CSF谷氨酸浓度升
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高。 Camu等
[4 ]发现 ALS患者 CSF谷氨酸浓度未

升高 ,血浆谷氨酸水平与首次发病部位有关 ,肢体

首发型血浆谷氨酸水平升高 ,而延髓首发型血浆谷

氨酸水平降低。 Rothstein等
[5 ]
、 Niebro j等

[6, 7 ]
以及

Royberg等
[8 ]报道 ALS患者血浆、 CSF谷氨酸浓

度均升高 ,这与该研究结果相符。体外培养发现谷

氨酸浓度大于 10μmol /L时对神经元有毒性作用。

CSF谷氨酸浓度大于 10μmol /L可能影响脊髓细

胞外液 ,使细胞外液谷氨酸浓度升高。谷氨酸从突

触间隙扩散出来被转运到血液中去 ,结果引起血中

谷氨酸水平增高 ,导致兴奋毒性和神经元变性。 该

研究也发现 CSF谷氨酸比血浆谷氨酸稳定 ,对

ALS患者而言 ,检测 CSF谷氨酸浓度更有意义。

利鲁唑是一种抗谷氨酸药物 ,通过多种途径对

抗谷氨酸的兴奋毒性。 该组有 23名患者服用利鲁

唑 50 mg , 2次 /d,共服药 3个月后检测血浆谷氨酸

浓度 ,结果发现服药后血浆谷氨酸水平有所下降 ,

但未能降至正常水平 ,可能与服药时间较短 ( 3个

月 )有关。其中 1例曾出现上腹部不适 ,后改为饭后

服药则症状消失。 由于利鲁唑价格昂贵 ,许多患者

未能继续服药完成疗程。 该研究结果与 Coura tier

等
[9 ]
的实验研究报道一致。在大鼠皮质神经元培养

原液中加入 ALS患者 CSF所产生的兴奋毒性作

用 ,可被利鲁唑减轻。 ALS患者 CSF的 50%稀释

液可引起神经元死亡 ,神经元存活率仅为 45% (对

照组用健康者 CSF同样处理 ,神经元存活率约

88% ) ,而加入 0. 5μmol /L利鲁唑后神经元存活率

约为 61% [ 10]　。也有报道停止服用利鲁唑后 ALS患

者血浆、 CSF谷氨酸水平又会升高。作者未曾观察

到这种现象。

ALS患者血浆、 CSF谷氨酸浓度升高间接证

明了谷氨酸兴奋毒性作用 ,为 ALS治疗提供了参

考依据。 此研究证实抗谷氨酸药物利鲁唑可降低

ALS患者的谷氨酸浓度。 Dunlop等
[11 ]也发现利鲁

唑可提高脊髓突触摄取谷氨酸的能力。此能力在转

基因 ALS鼠的疾病早期明显存在 ,而在晚期则消

失。因此 ,早期诊断、早期治疗对控制 ALS病情进

展、延长 ALS患者生命会有一定帮助。 同时 ,检测

ALS患者血浆、 CSF谷氨酸浓度对 ALS患者应用

利鲁唑治疗也会有更好的指导作用。
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