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乌司他丁对脑缺血再灌注后大鼠海马区神经细胞凋亡及学习记忆功能的

影响
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【摘) 要】目的：研究乌司他丁对大鼠脑缺血再灌注（ MO）后海

马区神经细胞凋亡及学习记忆功能的影响- 方法：线栓法制

作大鼠局灶性脑缺血再灌注模型，同时给予乌司他丁治疗，采

用 .PK1Q 和水迷宫测试观察海马区细胞凋亡及学习记忆在

脑缺血再灌注后的变化规律- 结果：脑缺血组大鼠再灌注后

* <，海马 LE! 区即出现少量凋亡阳性细胞；于 +, R %$ < 达高

峰- 乌司他丁能够使海马区神经细胞凋亡的高峰明显下调

（, S "- "!）- 水迷宫测试结果表明缺血组潜伏期较正常组明

显延长，乌司他丁组潜伏期较缺血组明显缩短- 结论：乌司他

丁能够有效的抑制大鼠脑缺血再灌注后海马区神经细胞凋

亡，明显改善学习记忆功能障碍-
【关键词】脑缺血再灌注；乌司他丁；海马；凋亡；学习记忆；水

迷宫

【中图号】O+’() ) ) 【文献标识码】E

FG 引言

乌司他丁作为良好的细胞保护剂被广泛应用于

临床，能够明显改善危重症患者的预后- 我们利用大

脑 中 动 脉 缺 血 再 灌 注 模 型，采 用 原 位 末 端 标 记

.PK1Q 法和水迷宫测试观察了脑缺血再灌注后海马

区神经细胞凋亡及学习记忆变化的规律，进一步探讨

了乌司他丁治疗脑缺血的作用机制-

HG 材料和方法

H- HG 材料G 取 !(* 只健康成年雄性 T4D@3? 大鼠（ 购

自北京大学医学部实验动物中心），体质量 ("" R (’"
5，按体质量编号后，随机分成脑缺血组及乌司他丁治

疗组- 每组又分别划分为伤后 (，*，!$，$+，+,，%$，!*,
和 ((* < 等 , 个时相组，各时相点均为 , 只大鼠，余 ,
只大鼠作为正常对照组- 另取 $+ 只大鼠同样随机分

为脑缺血组、乌司他丁治疗组及正常对照组，每组 ,
只，进行水迷宫测试-
H- IG 方法

!- $- !) 动物模型的建立) 大鼠于致伤前 "- ’ <，经腹

腔注射阿托品（"- ! 25 U 只）- 用 !"" 5 U Q 水合氯醛

（+"" 25 U V5）麻醉成功后，按照 W65J?/ 等［!］的方法，

采用线栓法可逆性闭塞左侧大脑中动脉，将一顶端加

热后呈膨圆、直径 "- !*’ 22 的鱼线至颈内动脉内制

成 中 脑 动 脉 闭 塞（ 24CC0/ 8/?/X?30 3?@/?; 6880JD469，

HLEY），缺血 ! < 后拔出栓子- 正常对照组不做任何

处理-
!- $- $) 给药) 乌司他丁治疗组大鼠缺血后即刻经腹
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腔注射乌司他丁 ! 万 " #（$%·次），每 &’ ( ! 次直至

各时相点处死) 脑缺血组及正常对照组在相同时间

内给予等量生理盐水腹腔注射)
!) &) *+ 取材 + 于上述各时相点，对动物用 !,, % # -
水合氯醛（’., /% # $%）进行深度麻醉) 开胸，’, % # -
多聚甲醛经心灌流固定 !, /01 后，断头取出脑组织，

置于 ’, % # - 多聚甲醛后固定 !& 2 &’ (（’3）) 取出

固定液中脑组织标本，常规脱水、石蜡包埋) 冠状面

连续切片，厚度约 !, !/，经粘片剂处理过的载玻片

捞片，置于 4,3 烤箱烘烤 ! ( 后，按下述方法进行

染色)
!) &) ’+ 细胞凋亡检测（5"67-）+ 严格按照德国 89
公司（ !" #!$% :;<< =;>?( =;?;:?0@1 $0?，AB）说明书操作)
!) &) .+ 9@CC0D 水迷宫测试+ 严格按照 E/0?( 等［&］的

方法，伤后 F，G，H 和 !, = 进行学习记忆功能测试)
!) &) 4+ 图像分析+ 采用 I9JAEK真彩色医学图像分

析系统（由北京航空航天大学提供）及 L-M9B"E 摄

像显微镜进行海马区阳性细胞记数（ 个 # ’,, 倍视

野）)
统计学处理：实验中所得数据均用 & ’ # 表示，

经 A::;DD 数据库整理后用美国 EAE 统计软件 4) !&
5E ,&, N@C O01=@OD，进行 $ 检验或方差分析) 以双侧

(!,) ,. 为差异在统计学上有显著性意义)

!" 结果

!) #" 海马区神经细胞凋亡检测结果" 正常对照组未

见凋亡阳性细胞) 脑缺血组大鼠再灌注后 4 (，海马

IA! 区即出现少量凋亡阳性细胞；再灌注后 !& ( 阳

性细胞数量逐渐增多，于 &’ 2 F& ( 达高峰，!4G ( 凋

亡阳性细胞数量有所下降) 与乌司他丁治疗组同时

相点比较，伤后 &’，’G，F& 及 !4G ( 差异有显著性

（5>P !）)

表 !+ 脑缺血再灌注组及乌司他丁治疗组海马 IA! 区神经细胞凋亡（个 # ’,, 倍视野）

5>P !+ 6;CQ; :;<< >R@R?@D0D 01 ?(; IA! >C;> @N (0RR@:>/RSD 01 JT %C@SR >1= S<01>D?>?01 %C@SR （" U G，& ’ #）

VC@SR
B(>D; # (

* 4 !& &’ ’G F& !4G **4

JT , H) & W &) . !4) * W *) F &*) * W .) * &4) & W 4) . &.) 4 W 4) * !*) * W *) ! F) ! W !) 4

"<01>D?>?01 , H) , W &) * !.) ! W *) , !F) & W ’) ’> !G) . W ’) F> !G) , W ’) 4> G) . W &) !> ’) H W ,) H>

>( X ,) ,. )# JT) JT：0D:(;/0>KC;R;CNSD0@1)

!$ !" %&’’() 水迷宫测试结果" 缺血组伤后第 F，G，

H，!, 日搜索安全岛潜伏期较正常组明显延长) 乌司

他丁治疗组伤后第 G，H，!, 日搜索安全岛潜伏期较

创伤组明显缩短，搜索轨迹较创伤组理想（5>P &）)

表 &+ 各组 9@CC0D 水迷宫测试潜伏期

5>P ! + Y;<0?;D:;1:; @N 9@CC0D O>?;C />Z; ?;D?D 01 ;QC;[ %C@SR
（D;:@1=） （" U G，& ’ #）

VC@SR
B(>D; # =

F G H !,

6@C/>< !.H W ** !,! W &* ’& W !* &F W G

JT !G! W *’ !*! W *& G, W !H> .& W !.>

"<01>D?>?01 !FG W ** HG W &. ’’ W !&: *, W G:

>( X ,) ,. )# 1@C/><；:( X ,) ,. )# JT) JT：0D:(;/0>KC;R;CNSD0@1)

*" 讨论

乌司他丁是从人类尿液中提取精制而成的一种

内源性尿胰蛋白酶抑制剂，具有抑制胰蛋白酶和中性

粒细胞弹性蛋白酶的作用，它是人体内的一种内源性

保护物质，对水解酶活性亢进和炎性介质升高导致的

一些临床症状均有较好的治疗作用) 研究表明［*］，乌

司他丁分子中存在多种酶结合位点 ，因此对酶抑制

具有广谱性和同时性，能够抑制胰蛋白酶、" 糜蛋白

酶、透明质酸酶、弹性蛋白酶和纤溶酶等酶活性，具有

清除自由基及抑制炎性介质的释放，抑制蛋白质分解

代谢亢进等药理作用) 早期仅将其作为胰蛋白酶抑

制剂治疗急性胰腺炎) 据张平等［’］报道，大手术以后

和严重创伤时尿中的乌司他丁活性升高，其作用可能

是改善循环障碍和能量代谢异常，同时还有增强肾上

腺皮质激素的作用) 乌司他丁在治疗缺血性脑损害

中的应用鲜见报道，M>1@ 等［.］认为乌司他丁能够明

显减轻局灶性脑缺血再灌注损伤) 乌司他丁可能通

过抑制 6LE 活性 ，减少 6L 的生成 ，保护血脑屏障 ，

减轻脑水肿 ，保护脑组织［4］) 本研究应用 5"67- 法

对大鼠 9IAL 模型进行凋亡细胞检测，结果显示脑

缺血后海马区 IA! 区存在着神经细胞凋亡现象，凋

亡阳性细胞于再灌注 4 ( 出现，& 2 * = 达高峰，伤后 F
= 明显下降) 乌司他丁组凋亡细胞高峰明显下调) 乌

司他丁治疗组于伤后 G，H 及 !, =，9@CC0D 水迷宫测试

潜伏期明显低于缺血组（( X ,) ,.），而于正常组相比
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无明显差异! 运动轨迹图像分析显示，正常对照组及

乌司他丁治疗组大鼠随时间在搜索策略的改变上也

较创伤组更为理想! 我们认为乌司他丁能够减少海

马区神经细胞凋亡，促进学习记忆功能的改善，其副

作用较小，是治疗缺血性脑损伤的有效药物! 在以后

的研究中我们将该药应用于新生儿缺血缺氧性脑病

的治疗，进一步观察其疗效!
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腹主动脉瘤腔内隔绝术 ! 例的术中护
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!" 临床资料" 患者男性，>" 岁，因发现腹部搏动性肿块 " *
余入院! 入院诊断：腹主动脉瘤（ 波及双侧髂总动脉）! 既往

曾有高血压病史，心电图检查提示心肌缺血性改变，吸烟史近

P@ *! 手术时于腹股沟韧带中点下方处做约 P 89 长纵行小切

口，暴露双侧股动脉! 切开右侧股动脉，插入导丝至瘤体上

方，在导丝指引下置入 V1%0*1/ 导管行瘤体造影评估! 以输送

器将带外鞘管的内支撑人工血管主体送入预定位置，抽出外

套管，人工血管因弹性形变展开后，将造影剂注入输送器球囊

（压力约 "@" GV*），分段扩张人工血管，使人工血管上端固定

于肾动脉下方，下端固定于左侧髂总动脉! 切开左侧股动脉，

插入导丝经侧腿安装口处至腹主动脉瘤体上方，与置放主体

人工血管方式相同置入侧腿，上方固定于侧腿安装口处，下方

固定于左侧髂总动脉! 经再次造影证实人工血管置放成功，

无内漏后，缝合双侧股动脉，关闭创面，敷料覆盖切口，术毕!
手术前所需的器械应全面检查测试，并带入数字减影（EDR）

室，手术器械包括普通外科常用手术器械，血管器械，头灯，高

频电刀，电动吸引器，加压输血器等，若手术失败时，需备好中

转开腹、行腹主动脉瘤切除人工血管置换术所需的器械、敷料

及各型号无创血管缝线、肝素钠、鱼精蛋白!

#" 讨论" 在我国，腹主动脉瘤的病死率居所有致死性疾病的

第 "@ 位，死亡原因为瘤体破裂所致的大量快速出血! 此手术

步骤较复杂，手术进行顺利与否与护士配合密切相关! 术前

应在患者上肢建立至少两处液体通路，以备手术中急用! 同

时，应配合麻醉医生建立中心静脉压测压装置及有创动脉压

测压装置! 因 EDR 室不同于常规手术室（通常位于放射科，与

手术室距离较远，且室内仪器较多），手术台也不同于常规手

术台，所以手术消毒铺单具有其特殊性! 应准备较多中单将

手术台面完整覆盖，同时铺单中应避免手臂及手术衣无菌区

被 EDR 设备污染! 铺单完成后，术野上方 EDR 发射探头应以

无菌塑料套加以保护以免术中污染术者手臂! 血管外科手术

通常需全身抗凝，术中巡回护士应按手术医生要求配制好肝

素及鱼精蛋白（加入生理盐水），以备术中使用! 若此手术成

功完成，术中出血量较少，患者常不需输血! 但如手术失败，

则必须马上中转开腹手术，需血量大! 巡回护士应准备加压

输血器，填好取血单，术前应与血库联系协调，随时准备大量

取血、输血! 术前应将手术所需之特殊器械及人工血管、各型

导管放于妥善处，以备术中用! 术中应按手术医生要求传递

所需物品，尤其是人工血管及各型导管，因其价格昂贵，且长

度大，术中台下、台上传递过程中应仔细小心，避免被污染或

掉落于地面! 因 EDR 室通常与常规手术室有一定距离，因此

术前应周密讨论，列好物品清单，备齐后妥善保管，术前带入

EDR 室，以免术中因急需物品产生忙乱现象! 血管手术稍有

感染则意味着手术失败，因此无菌操作至关重要! 所有参与

手术人员均要有高度的责任感，加强无菌观念，互相监督，疑

有污染时应立即采取补救措施；EDR 室应在术前充分消毒，因

EDR 室仪器设备体积大，且结构复杂，术中应避免手术人员及

器械物品在传递过程中被污染! 术中包括护士在内的所有手

术人员都应着好铅衣，以避免放射线对身体的损害!
编辑T 袁天峰

!"##第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）344"；35（#6）7 *))8：9 9 :&’(1;-< =>>’< ./’< ?1


