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模型血肿周围继发性脑损伤的作用"
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"摘要#

!

目的
!

探讨立体定向微创颅内血肿清除术"

:;@

#后病灶区灌注罗格列酮"

<@8

#对家兔脑出血"

;2I

#模型血肿周围

继发性脑损伤的作用$方法
!

)%

只家兔分为
0

组!分别为模型对照组"

:2

组#%罗格列酮组"

<@8

组#%微创手术组"

:;@

组#和微

创手术
g

罗格列酮组"

:;@g<@8

组#$各组家兔均制作
;2I

模型!

:2

组及
<@8

组在模型制作成功后
)3

模拟手术过程进行假

性血肿清除!

<@8

组病灶区灌注
<@8

!

:;@

组及
:;@g<@8

组进行微创血肿清除!

:;@g<@8

组随后病灶区灌注
<@8

!于实施相

关处理后第
-

天对各组家兔进行神经功能缺损"

?N6!

R

#评分并处死!取血肿周围脑组织检测过氧化物酶体增殖物激或受体
'

"

??D<

'

#水平及血脑屏障"

VVV

#通透性$结果
!

:2

组
?N6!

R

评分%

VVV

通透性明显高于其他组!提示颅内血肿损害神经功能并

破坏
VVV

通透性&与
:2

组相比!

<@8

组及
:;@g<@8

组的
??D<

'

表达显著增加!而
:;@

组
??D<

'

表达减少!提示
<@8

能明

显增加
??D<

'

的表达!而微创清除颅内血肿后则可减少
??D<

'

的产生&与
:2

组比较!

<@8

组及
:;@

组血肿周围伊文思蓝

"

TV

#水平显著降低!提示
<@8

治疗及
:;@

均可降低
VVV

通透性!

:;@g<@8

组
TV

含量降低更为明显!提示
:;@

后病灶区灌注

<@8

降低
VVV

通透性的效果更加明显$结论
!

:;@

后病灶区灌注
??D<

'

激动剂
<@8

能有效减少家兔
;2I

模型继发性脑组织

损伤!改善神经功能$

"关键词#

!

脑出血&罗格列酮&过氧化物酶体增殖物激活受体
'

&血性!硬膜外!颅内&血脑屏障&继发性脑损伤
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脑出血$
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%引起的脑损伤分

为两个阶段)第一阶段为
%

$

03

内#主要为血肿引起的机械

性损伤#血肿挤压周围神经元和胶质细胞导致细胞死亡)第二

阶段为
03

至
-!

#主要为血肿引起的继发性脑损伤#红细胞

)(/'

重庆医学
1%$)

年
$%

月第
07

卷第
1/

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$0)%$/7

"

I%($%)

%)

!

作者简介!任思颖$

$()7Z

%#副主任医师#硕士#主要从事脑血管疾病

研究)

!

#

!

通讯作者#

J4H

!

$'/%(0'$-1'

(

T.5B#H

!

MN
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N"Q4,

=

'%$'
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$

<V2

%渗入脑组织#裂解释放细胞毒性物质引起炎性反应和氧

化应激损伤&

$.1

'

)微创血肿清除术$

5#,#5BH#,KB+#K4+N6

=

46

R

#

:;@

%能有效清除血肿#降低血肿机械性压迫引起的脑损

伤&

'.7

'

#但很难清除渗入血肿周围脑组织的
<V2

及其裂解产生

的细胞毒性物质#治疗
;2I

引起的继发性脑损伤程度有限)

据此推论#

:;@

后血肿区灌注能增强小胶质细胞"吞噬细胞吞

噬能力的药物有可能是一种值得探讨的治疗方案&

$

#

)

'

)

EN

等&

0

'的研究表明#实施
:;@

的最佳时间窗是
;2I

后
)3

左右)

这正是血肿引起继发性脑损伤的开始阶段)清除血肿及渗入

血肿周围脑组织的
<V2

及其裂解产生的细胞毒性物质能有效

减少炎性反应及继发性脑损伤&

$

'

)

在激活小胶质细胞"巨噬细胞和降低氧化应激方面#过氧

化物酶体增殖物激活受体
'

$

??D<

'

%通过转录水平的调控上

调细胞表面清道夫受体
29')

#从而帮助小胶质细胞"巨噬细胞

通过吞噬或内吞来清除坏死或凋亡细胞残骸&

).-

'

)

罗格列酮$

<@8

%是
??D<

'

的高亲和性激动剂&

/

'

#

c3B"

等&

-

'报道
<@8

促进大鼠
;2I

血肿分解#减少神经细胞损害#

促进神经功能恢复#提出
<@8

通过
??D<

'

激活小胶质细胞"

巨噬细胞可作为治疗
;2I

的一个靶点)

EN

等&

7

'报道
;2I

后

金属基质蛋白酶
.(

$

::?.(

%表达增加#在血脑屏障$

VVV

%损害

中起重要作用#

:;@

可以减少
::?.(

的表达#降低
VVV

通透

性#

<@8

则通过
??D<

'

下调
::?.(

的表达&

(

'

#减少
VVV

通

透性#均有助于减少
;2I

后继发性脑损伤)

本研究以家兔神经功能评分*血肿周围脑组织
??D<

'

水

平及
VVV

通透性为指标#观察
:;@

后病灶区灌注
<@8

对家兔

;2I

模型血肿周围继发性脑损伤的作用)

@

!

材料与方法

@&@

!

主要试剂
!

J6#̀"H

试剂*

J6#+.I2H

*乙二胺四乙酸四钠

$

T9JD

%*荧光
?2<

试剂盒$上海
@B,

=

",

=

生物技术有限公

司%(甲酰胺$重庆化学试剂厂%(伊文思蓝$

TV

#北京恒业中原

化工公司%(

0_

多聚甲醛$武汉博士德生物科技公司%(尿激酶

$广东
U#K̀",

制药有限公司%)

@&A

!

主要仪器
!

cI.

蓝星
V

型兔脑立体定位仪$淮北正华生

物仪器设备有限公司%(电子天平$德国
@BF"N6#"N+

%(彩虹
.-11

型光栅分光光度计$山东高密彩虹分析仪器%(

70$7<

高速离

心机$贺利氏公司%(

9A

系列数显恒温水浴锅$金坛市科析仪

器有限公司%(

:9X.'/1T

型
Z/%h

超低温冰箱$美国佛罗里

达州
IB66#+

公司%(

@F4

L

Y,4

型荧光定量
?2<

仪$美国加州

DV;

公司%)

@&B

!

实验动物分组
!

本研究得到贵州医科大学实验动物伦理

委员会的批准)健康雄性家兔
)%

只$体质量
1&/

$

'&0S

=

%#由

贵州医科大学实验动物中心提供)分为模型对照组$

:2

组#

#\$7

%*罗格列酮组$

<@8

组#

#\$7

%#微创手术组$

:;@

组#

#\$7

%和微创手术
g

罗格列酮组$

:;@g<@8

组#

#\$7

%)

@&C

!

家兔脑出血模型的建立
!

家兔
;2I

模型的制作参照文

献&

'.7

')耳缘静脉注射
1%_

氨甲基酸乙酯$

$5U

"

S

=

%麻醉家

兔后固定于兔脑定位仪上#颅顶脱毛并用碘伏消毒手术区域)

切开皮肤分离至骨膜#暴露前囟和人字形骨缝#于
D?

!

$55

#

U

!

)55

处钻孔)从耳中动脉取自体血$不抗凝%#用
-

号针头

缓慢注射
%&'5U

血液到家兔脑基底节区$

$155

深处%)注

血时间持续
'5#,

#针头置于原位
/5#,

以防止血液回流#缓慢

拔出针头)肌内注射青霉素$

0%

万
a

%防止感染)

'3

后进行

兔脑
2J

扫描#如基底节区出现高密度影而侧脑室无高密度影

则表明
;2I

模型制作成功$图
$D

%)排除标准为血液沿针道

反流*血液进入侧脑室及家兔死亡)

@&D

!

:;@

清除血肿
!

模型制作成功后
)3

再次麻醉家兔#固

定在兔脑立体定位仪上#

-

号针头沿制模时的针道插入血肿位

置#通过负压轻吸出部分血肿#再在血肿位置注入
7%%%a

尿

激酶$溶于
%&$5U

生理盐水中%#针头置于原位
$3

后缓慢抽

吸)

:2

组及
<@8

组模拟
:;@

过程#但不清除血肿也不注入

尿激酶)

:2

组注入
%&$5U

生理盐水(

<@8

组血肿区灌注

<@8%&75

=

$溶于
%&$5U

生理盐水中%(

:;@

组
:;@

后血肿

区灌注等量生理盐水(

:;@g<@8

组在
:;@

后血肿区灌注

<@8%&75

=

$溶于
%&$5U

生理盐水中%)针头均保持原位
$7

5#,

后缓慢拔出)所有家兔均肌肉注射青霉素$

0%

万
a

%预防

感染)

!!

D

!箭头所示高密度影为颅内血肿(

V

!箭头所示血肿已基本清除)

图
$

!!

头颅
2J

显示
:;@

前后颅内血肿变化情况

@&E

!

脑组织标本的制备
!

各组家兔在实施相关处理后第
-

天

处死)处死前
13

耳缘静脉注射
1_ TV

$

15U

"

S

=

%#

13

后麻

醉家兔#迅速开胸暴露心脏#从左心室插管至主动脉根部#在右

心耳上剪一小口作出口#快速灌注生理盐水
1%%%5U

直至流

出液变清亮#再换
0_

的多聚甲醛
$%%%5U

快速灌注#该过程

约需
'%5#,

)迅速断头取脑#置于冰盘#以针道为中心#切取血

肿周围约
%&7O5

范围内脑组织#置于
Z/%h

冰箱中备用)

@&F

!

观察指标

@&F&@

!

血肿体积评估
!

家兔处死前
13

再次行头颅
2J

扫描

评估
:;@

效果)血肿量用
JB!B

公式计算!&

(

"

)]

血肿长度

$

55

%

]

血肿宽度$

55

%

]

血肿高度$

55

%')

@&F&A

!

神经功能缺损$

?N6!

R

%评分&

$%

'

!

第
-

天对各组家兔神

经功能缺损情况进行评分#用
?N6OH

R

评分的方法对家兔进行

意识*行为*转头*转圈*偏盲等情况进行评分)最高分为
1

分#

为完全正常(最低分为
$$

分#为动物死亡或意识完全丧失)运

动功能
$

$

0

分#意识清醒
$

$

0

分#转头
%

$

$

分#转圈
%

$

$

分#偏盲
%

$

$

分)

@&F&B

!

实时荧光定量
?2<

$

64BHF#54.?2<

%检测
??D<

'

5<.

CD

在家兔脑组织中的表达
!

采用
J6#̀"H

试剂一步法提取脑

组织总
<CD

#然后利用
@N

L

46+O6#

L

F

&

反转录试剂盒将
<CD

反转录为
O9CD

)引物用
?6#5467

程 序 设 计#序 列 如 下!

??D<

'

引物正向
7[.JJ8J8D 822JJ8 D2JJ8D D28

D22.'[

*反向
7[.2DJ8DD 822JJ8J222J228D JD.

'[

)

J5

$

h

%

-7&1( h

#扩增长度
$1/G

L

#

#

.BOF#,

引物正向
7[.

D8DJ28 J82 888 D2D J2D D8.'[

#反向
7[.2D8 8DD

88D8882J88DD8D.'[

)

J5

$

h

%

/0&01h

#扩增长度
$/$

G

L

)根据公式
1

Z

##

2F计算出
1

Z

##

2F值#用于检测
??D<

'

5<CD

-(/'
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年
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表
$

!!

各组家兔
;2I

模型
:;@

及
<@8

治疗后
??D<

'

5<CD

%

VVV

通透性及
?N6!

R

评分的变化&

< 8̂

'

组别
??D<

'

5<CD

$

1

Z

##

2F

%

TV

$

!

=

"

5U

%

?N6!

R

评分$分%

:2

组
'&$%7̂ %&%7( 7$&)0̂ %&/') /&$'̂ %&%7/

<@8

组
'&/01̂ %&%'1 1/&17̂ %&1/% -&)-̂ %&%/%

:;@

组
1&$/'̂ %&%)) ')&')̂ %

#

%-$ )&/1̂ %&$0-

:;@g<@8

组
0&%70̂ %&$$/ $7&%$̂ %&$%0 0&%%̂ %&%%0

! %&%%% %&%%% %&%%%

相对表达量#

1

Z

##

2F值反映了样本
5<CD

与内参基因
#

.BOF#,

5<CD

的差异)

@&F&C

!

VVV

通透性
!

VVV

通透性通过
TV

作为追踪剂来评

价)各组家兔于处死前
13

经耳缘静脉将
1_TV

溶液

$

15U

"

S

=

%注入家兔血液中#

13

后按照脑组织标本制备方法

快速断头取脑#取血肿周边组织并称质量$精确到
%&$5

=

%#置

于盛
'5U

甲酰胺的测试管中#使用甲酰胺方法测量脑组织

TV

含量来衡量
VVV

破坏的严重程度)公式如下!脑组织
TV

水平$

!

=

"

=

#湿质量%

\V]

甲酰胺$

5U

%"湿质量$

=

%#

V

指根据

标准曲线的线性回归方程得出的样本
TV

水平$

!

=

"

5U

%)

@&J

!

统计学处理
!

采用
@?@@$'&%

软件作数据处理分析)所

有资料均符合正态分布#计量资料以
< 8̂

表示#多组间比较采

用方差分析$

DCYWD

%#

DCYWD

发现总差异后用
@J9

法对

任意两组间进行比较#以
!

$

%&%7

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

血肿体积评估
!

:;@

术前各组家兔颅内血肿量无显著差

异#术后
'!

复查头颅
2J

提示
:;@

后家兔颅内血肿量明显减

少#

:;@

组及
:;@g<@8

组与
:2

组及
<@8

组比较差异有统

计学意义$图
$V

%#血肿量变化与笔者先前发表的论文类似&

0

'

)

A&A

!

?N6!

R

评分
!

:2

组神经功能缺损明显#

:;@

组及
:;@

g<@8

组与
:2

组相比#

?N6!

R

评分显著减少#见表
$

#表明

:;@

后神经功能有所改善#而
:;@g<@8

组改善更加明显)

A&B

!

家兔血肿周围脑组组
??D<

'

5<CD

表达
!

与
:2

组相

比#

<@8

组及
:;@g<@8

组的
??D<

'

5<CD

显著增加#而

:;@

组
??D<

'

表达减少#提示
<@8

能明显增加
??D<

'

的表

达#而
:;@

后则可减少
??D<

'

的产生(

:;@g<@8

组
??D<

'

表达高于
:2

组*

<@8

组及
:;@

组#差异具有统计学意义

$

!

$

%&%7

%#见表
$

*图
1

)

!!

B

!

!

$

%&%7

#

G

!

!

$

%&%$

)

图
1

!!

:;@

及
<@8

治疗对各组家兔血肿周围脑组织

??D<

'

表达的影响

A&C

!

VVV

通透性的变化
!

与
:2

组比较#

<@8

组及
:;@

组血

肿周围
TV

水平显著降低#提示
<@8

治疗及
:;@

均可降低

VVV

通透性)

:;@g<@8

组
TV

水平降低更为明显#提示
:;@

后病灶区灌注
<@8

降低
VVV

通透性效果更加显著#见表
$

*

图
'

)

!!

B

!

!

$

%&%7

#

G

!

!

$

%&%$

)

图
'

!!

:;@

及
<@8

治疗对各组家免脑

组织
VVV

通透性的影响

B

!

讨
!!

论

!!

;2I

是全球重大公共健康问题#占卒中类型的
$%_

$

$7_

#发病率及病死率均高#幸存者常常遗留神经功能残疾#目

前仍然没有行之有效的治疗方法&

$.1

'

)近年来#

:;@

因其提高

患者生存率#减少并发症而成为除了开颅手术之外的另一种选

择&

0

'

)虽然
:;@

能有效清除颅内血肿#解除血肿对脑组织的

机械压迫#但是不能清除渗入到血肿周围脑组织的
<V2

及其

裂解产生的细胞毒性物质#因而对继发性脑损害的作用有限)

越来越多的证据表明炎性反应是
;2I

后导致继发性脑损伤的

关键因素)

<V2

裂解释放的血红蛋白*亚铁血红素*亚铁离子

等细胞毒性物质需要及时清除以消除其细胞毒性作用&

1

'

)因

此#笔者推测
:;@

清除血肿后病灶区灌注能增强小胶质细胞"

巨噬细胞吞噬功能的药物是治疗
;2I

的潜在靶点&

)

'

)

研究证明
:;@

清除血肿后能减轻
VVV

通透性#但术后的

继发性脑损伤仍然很严重&

7

#

$$

'

)近期研究显示了
??D<

'

在

;2I

中的作用)

??D<

'

是一种核激素受体#与其配体结合后

通过抑制
CX.

)

V

来降低炎性反应(还可启动核内靶基因的转

录来调节脂类和糖代谢及细胞的抗氧化机能&

$1

'

)小胶质细

胞"巨噬细胞通过细胞表面清道夫受体
29')

介导的
<V2

内

吞作用是清除颅内血肿后渗入血肿周围脑组织的
<V2

的主要

途径&

1

#

$'

'

)激活
??D<

'

可通过转录水平的调控上调
29')

#从

而帮助小胶质细胞"巨噬细胞通过吞噬或内吞作用来清除

<V2

&

).-

'

)

<@8

临床用于治疗
1

型糖尿病#其作用机制是激活

??D<

'

受体#上调某些基因的表达从而增加外周组织对胰岛

素的敏感性#因此#

<@8

是高效的
??D<

'

激动剂&

$0

'

)在治疗

;2I

方面#

<@8

通过上调
??D<

'

的表达#下调
::?.(

水

/(/'
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年
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平&

(

'

#减少
VVV

通透性#减轻脑水肿)

在
:2

组#血肿存在占位效应#

<V2

裂解产生的细胞毒性

物质渗入血肿周围脑组织#导致脑组织损伤#表现为严重的

VVV

通透性增加)血肿刺激脑组织产生更多的
??D<

'

预防

或限制脑组织损害#因此#与
:;@

组比较#

??D<

'

显著增加)

在
:;@

组#血肿占位效应被解除#细胞毒性物质如
::?.

(

减少#血肿周围炎性反应过程被抑制#脑组织无需产生更多

的
??D<

'

来减少
;2I

后炎性损害)因此#

:;@

组
??D<

'

水

平与
:2

组比较显著减少)

在
:;@g<@8

组#

??D<

'

水平增加#

TV

水平显著下降#

表明
:;@

后病灶区灌注
<@8

能更有效地减轻继发性脑损害)

笔者先前发表的文献表明
:;@

能减少
::?.(

水平#减轻继发

性脑损伤&

(

'

)

c3B"

等&

-

'报道
??D<

'

在促进血肿吸收和保护

脑细胞免受血肿损害方面扮演了重要的角色)本研究中#

:;@

后病灶区灌注
??D<

'

激动剂
<@8

得到了肯定的结果)这种

治疗措施是否比目前临床上治疗
;2I

的方法对患者有益#是

转化医学研究所面临的课题)

综上所述#

:;@

后病灶区灌注
??D<

'

激动剂
<@8

使

??D<

'

水平增加#

VVV

通透性减少#能有效减少继发性脑组织

损伤#改善神经功能)
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