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  [摘要] 目的 探讨丁苯酞联合亚低温治疗对兔心搏骤停后脑损伤的保护作用。方法 将72只家兔分

为对照组、亚低温组、丁苯酞联合亚低温组(联合组),每组24只。对照组心搏骤停复苏建模成功后无干预观察

至72
 

h,亚低温组在心搏骤停复苏建模成功后给予亚低温治疗至72
 

h,联合组心搏骤停复苏术前168
 

h口服丁

苯酞(40
 

mg·kg-1·d-1)到建模成功后72
 

h,同时给予亚低温治疗至72
 

h。3组家兔分别于心搏骤停复苏前

及自主循环恢复(ROSC)后12、24、72
 

h进行神经功能缺损评分(NDS),然后每组各时间点处死3只家兔,检测

血清神经元特异性烯醇化酶(NSE)、S-100B蛋白水平和脑组织含水量。结果 亚低温组家兔复苏ROSC后

12、24、72
 

h
 

NDS均比对照组同时间点明显升高(P<0.05),NSE、S-100B均明显低于对照组同时间点水平

(P<0.05);联合组家兔复苏ROSC后12、24、72
 

h
 

NDS均比亚低温组同时间点明显升高(P<0.05),NSE、S-
100B均明显低于亚低温组组同时间点水平(P<0.05);3组家兔只有复苏ROSC后72

 

h脑组织含水量比较,差
异有统计学意义(P<0.05)。结论 丁苯酞联合亚低温治疗对兔心搏骤停复苏后脑损伤具有保护作用。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effects
 

of
 

butylphthalide
 

combined
 

with
 

sub-hypo-
thermia

 

therapy
 

on
 

brain
 

injury
 

after
 

cardiac
 

arrest
 

in
 

rabbits.Methods Seventy-two
 

rabbits
 

were
 

randomly
 

assigned
 

to
 

the
 

control
 

group,sub-hypothermia
 

group
 

and
 

butylphthalide
 

combined
 

with
 

sub-hypothermia
 

group
 

(combined
 

group)
 

with
 

24
 

rabbits
 

in
 

each
 

group.After
 

successfully
 

constructing
 

the
 

model
 

by
 

cardiac
 

arrest
 

resuscitation,the
 

control
 

group
 

was
 

observed
 

without
 

intervention
 

until
 

72
 

h,the
 

rabbits
 

in
 

the
 

sub-hy-
pothermia

 

group
 

was
 

given
 

the
 

sub-hypothermia
 

therapy
 

until
 

72
 

h,and
 

the
 

combined
 

group
 

orally
 

took
 

bu-
tylphthalide(40

 

mg·kg-1·d-1)
 

at
 

168
 

h
 

before
 

cardiac
 

arrest
 

resuscitation
 

until
 

72
 

h
 

after
 

successful
 

model
 

construction.The
 

neurological
 

deficit
 

score
 

(NDS)
 

in
 

3
 

groups
 

was
 

performed
 

before
 

cardiac
 

arrest
 

resuscita-
tion,and

 

at
 

12,24,72
 

h
 

after
 

the
 

restoration
 

of
 

spontaneous
 

circulation(ROSC)
 

and
 

3
 

rabbits
 

were
 

killed.The
 

levels
 

of
 

serum
 

neuron-specific
 

enolase(NSE)
 

and
 

s-100B
 

protein
 

and
 

the
 

brain
 

tissue
 

water
 

contents
 

were
 

measured.Results The
 

NDS
 

scores
 

at
 

12,24,72
 

h
 

after
 

ROSC
 

in
 

the
 

sub-hypothermia
 

group
 

were
 

significant-
ly

 

increased
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

at
 

the
 

same
 

time
 

points(P<0.05),while
 

the
 

NSE
 

and
 

S-100B
 

levels
  

in
 

the
 

sub-
 

hypothermia
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

at
 

the
 

same
 

time
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points(P<0.05).The
 

NDS
 

scores
 

at
 

12,24,72
 

h
 

after
 

ROSC
 

in
 

the
 

combined
 

group
 

were
 

significantly
 

in-
creased

 

compared
 

with
 

the
 

sub-
 

hypothermia
 

group(P<0.05),while
 

the
 

NSE
 

and
 

S-100B
 

levels
 

were
 

signifi-
cantly

 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

sub-hypothermia
 

group
 

at
 

the
 

same
 

time
 

points(P<0.05).Only
 

after
 

ROSC
 

resuscita-
tion,the

 

brain
 

tissue
 

water
 

content
 

of
 

rabbits
 

in
 

the
 

3
 

groups
 

was
 

compared
 

72
 

h
 

after
 

ROSC
 

resuscitation,and

 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Butylphthalide
 

combined
 

with
 

sub-hypo-
thermia

 

treatment
 

has
 

the
 

protective
 

effect
 

on
 

the
 

brain
 

injury
 

after
 

cardiac
 

arrest
 

resuscitation
 

in
 

rabbits.
[Key

 

words] cardiac
 

arrest;butylphthalide;sub-hypothermia
 

therapy;restoration
 

of
 

spontaneous
 

circula-
tion;brain

 

injury

  随 着 心 肺 复 苏 术(cardiopulmonary
 

resuscita-
tion,CPR)普及和推广,复苏后自主循环恢复(resto-
ration

 

of
 

spontaneous
 

circulation,ROSC)的比例明显

提高,但存活率依然很低[1-2]。心搏骤停后ROSC主

要的病理生理变化是缺血再灌注损伤,脑损伤是治疗

失败的重要因素之一
 [3-5]。心搏骤停后早期亚低温治

疗被认为是减轻脑损伤的有效治疗措施,但整体疗效

依然欠佳[6-7]。而丁苯酞药理作用具有多效性,如抗

炎、抗氧化应激、抗细胞凋亡等[8],可降低脑水肿的严

重程度,减少神经元细胞坏死[8-10],可以阻断继发性脑

损伤所导致的多个病理环节。鉴于丁苯酞的药理作

用,本研究旨在探讨丁苯酞联合亚低温治疗对兔心搏

骤停复苏后脑损伤的保护作用。

1 材料与仪器

1.1 材料

1.1.1 实验动物

  选择体质量为2.50~3.00
 

kg的清洁级健康家兔

72只,性别不限,购于湖北逸挚诚生物科技有限公司,
实验动物使用许可证为SYXK(鄂)2017-0086。动物

置于清洁级环境中,温度为(25±1)℃,相对湿度为

(50±10)%,白天、黑夜各12
 

h,适应性喂养7
 

d,自由

进食和饮水。

1.1.2 主要试剂与实验仪器

  丁苯酞购自石药集团恩必普药业有限公司(国药

准字H20050299,规格:0.10
 

g×24粒/盒);神经元特

异性烯醇化酶(NSE)、S-100B蛋白ELISA试剂盒购

自美国R&D公司;致颤仪和小动物胸外按压设备(动
物胸外按压设备申请专利号:201820076129.4)由华

中农业大学物理系辅助研发;DXC-800全自动生化分

析仪购自美国贝克曼库尔特公司;SAR-830A小动物

呼吸机购自美国CWE公司;mindray
 

BeneHeartD3
除颤仪监护仪购自深圳迈瑞生物医疗电子股份有限

公司;T1型医用控温仪购自珠海黑马医学仪器有限

公司;ALCMPA2000多道生物分析系统购自北京金

升恒星医疗器械有限公司;TW323L电子精密天平购

自日本岛津仪器有限公司;BPG-9070A精密鼓风干燥

箱购自上海一恒科技有限公司;一次性气管插管导管

及配套导丝购自河南驼人医疗器械集团有限公司。

1.2 方法

1.2.1 动物准备

  所有实验动物从耳缘静脉置入24G
 

Y型静脉留

置针,予以注射3%戊巴比妥30
 

mg/kg麻醉。将动

物固定后行胸腹部备皮,用2.5号气管插管导管自兔

口角缓慢置入气管。将PE-50聚乙烯导管置入左颈

动脉约12
 

cm到达左心室内,通过接驳换能器测量等

容收缩期左心室压力上升的最大速率(+dp/dtmax)、
等容舒张期左心室压力下降的最大速率(-dp/dt-
max)

 

。行右侧股动、静脉穿刺置管术,股静脉可在各

时间点抽血送检验及给予药物,股动脉与心电监护仪

相连监测有创动脉血压。手术操作完成并稳定后,记
录肛温、心率、呼吸频率、平均动脉压(MAP)、+dp/

dtmax、-dp/dtmax。

1.2.2 动物模型建立

  在建模动物胸骨左侧第4、5肋间隙心尖搏动最

明显处相距约5
 

mm分别置入1个电极,经皮肤垂直

刺入皮下后倾斜15°对准心脏进针约2
 

cm,刺入心肌

的判断标准参考文献[11-13]的方法。致颤仪持续交

流电(10
 

V,4
 

mA,2
 

min)致颤。致室颤的判断标准:
(1)电刺激后动脉收缩压逐渐下降至25

 

mm
 

Hg以

下;(2)血压监测的动脉搏动波形消失;(3)停止电刺

激后心电监护示心电图波形为室颤。无处理心室颤

动6
 

min后,应用小动物胸外按压设备进行机械胸外

按压,频率为200次/分,按压部位为胸骨体正中,按
压深度为胸廓前后径的1/3,按压∶放松比为1∶1。
接小型动物呼吸机进行辅助机械通气,初始参数设定

频率为45次/分,潮气量10
 

mL/kg。开始CPR的同

时注射肾上腺素0.02
 

mg/kg,必要时每间隔3
 

min
重复应用。若为室颤,则予双相波10J除颤,若不能转
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表1  3组家兔的基本生理参数比较(x±s,n=24)

组别 体质量(kg) 肛温(℃) 心率(次/分) MAP(mm
 

Hg) 呼吸(次/分) +dp/dtmax -dp/dtmax

对照组 2.67±0.31 38.43±0.31 238±11 91±9 37±5 5
 

145±612 -3
 

463±368

亚低温组 2.75±0.35 37.53±0.35 24±14 92±8 33±7 5
 

140±702 -3
 

273±309

联合组 2.73±0.28 37.67±0.32 235±12 89±8 36±6 5
 

156±712 -3
 

356±328

复为窦性心律则需继续按压2
 

min后再次给予10J除

颤,直至ROSC。恢复窦性心律和 MAP>40
 

mm
 

Hg
并持续1

 

min以上视为复苏成功。动物经上述程序

抢救30
 

min自主循环未能恢复者为复苏失败,移出

所在组别。对ROSC的动物进行心电和血流动力学

监测,对于不能自主饮水、进食的动物,在ROSC后每

12
 

h经耳缘静脉缓慢补充5%葡萄糖氯化钠溶液20
 

mL/kg,观察至72
 

h。

1.2.3 实验分组

  将72只家兔分为3组:(1)对照组(n=24)。将

动物麻醉后,行气管插管,心电监护,有创血压监测,
并致颤及心肺复苏建模,建模及复苏成功后观察至

72
 

h。(2)亚低温组(n=24)。建模及复苏成功后采

用医用控温仪,控制实验动物直肠温度为34~36
 

℃,
维持72

 

h。(3)丁苯酞联合亚低温组(联合组,n=
24)。心搏骤停复苏术前168

 

h口服丁苯酞(40
 

mg·

kg-1·d-1),手术当天将动物麻醉后,行气管插管,心
电监护,有创血压监测,致颤及心肺复苏建模成功后

继续按上述剂量口服丁苯酞和同时采用上述亚低温

治疗观察至72
 

h。

1.2.4 标 本 的 采 集 检 测 和 神 经 功 能 学 缺 损 评 分

(NDS)

  对照组、亚低温组及联合组完成各组预设处理

后,分别于心搏骤停前及ROSC后12、24、72
 

h采血

检测NSE、S-100B水平和进行 NDS。血清 NSE、S-
100B的水平按ELISA试剂盒说明进行检测。NDS
由两个非本实验组成员,参照JIA等[14]NDS方法,从
意识、基本反射、运动、行为等方面对存活兔在ROSC
后各时间点进行神经功能缺损评定,评分由低到高为

0~80分,评分越低,代表脑神经功能越差。0分为脑

死亡,80分为正常。

1.2.5 脑组织含水量检测

  3组实验家兔均于心搏骤停前及 ROSC后12、

24、72
 

h各时间点,取3只家兔进行脑组织含水量检

测。将家兔于3%戊巴比妥30
 

mg/kg耳缘静脉注射

深度麻醉后处死,开颅移取全脑。分析天平称量全脑

湿质量后置于105
 

℃精密鼓风干燥箱中烘烤干燥

48
 

h至衡质量,称量干质量。按Eliot公式计算:脑含

水量=(湿质量-干质量)/湿质量×100%。

1.3 统计学处理

  实验数据采用SPSS20.0进行统计学分析,计量

资料以x±s表示,组间比较采用两独立样本t检验,
组内比较采用配对t检验或重复测量的方差分析,以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 3组家兔基础参数和诱导室颤情况

  在诱导室颤前,3组家兔的体质量、心率、血流动

力学参数比较,差异均无统计学意义(P>0.05),见表

1。本实验中的72只家兔全部诱发室颤成功。在电

刺激开始后,动脉血压迅速下降到25
 

mm
 

Hg以下,
搏动波形消失。电刺激结束时室颤发生率为100%
(72/72),未发生无脉性电活动及心室停搏。9只室颤

转为无脉性电活动或心室停搏,在CPR开始时心电

图表现为室颤的比例为87.50%(63/72),无脉性电活

动和心室停搏比例为12.50%(9/72)。

2.2 3组家兔NDS比较

  对照组家兔ROSC后12、24、72
 

h的 NDS明显

低于心搏骤停前(P<0.05)。亚低温组ROSC后12、

24、72
 

h的 NDS均明显高于对照组同时间点(P<
0.05),联合组ROSC后12、24、72

 

h的 NDS均明显

高于亚低温组同时间点(P<0.05),见图1。

  a:P<0.05,与心搏骤停前比较;b:P<0.05,与同时间点对照组比

较;c:P<0.05,与同时间点亚低温组。

图1  3组家兔NDS比较(x±s,n=24)

2.3 3组家兔各时间点血液NSE、S-100B水平比较

  对照组中 ROSC后12、24、72
 

h血清 NSE、S-
100B的水平明显高于心搏骤停前(P<0.05);亚低温

组ROSC后12、24、72
 

h血清NSE、S-100B水平均明

显低于对照组同时间点(P<0.05);联合组ROSC后

12、24、72
 

h血清 NSE、S-100B水平均明显低于亚低

温组同时间点,差异均有统计学意义(P<0.05),见
表2。
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表2  3组家兔各时间点血清NSE、S-100B水平

   比较(x±s,n=24,pg/mL)

组别 心搏骤停前 ROSC后12
 

h ROSC后24
 

h ROSC后72
 

h

NSE

 对照组 7.08±0.93 22.04±2.17a 31.37±1.84a 19.02±1.78a

 亚低温组 7.95±1.10 20.15±1.88ab 27.08±1.62ab 16.32±1.49ab

 联合组 8.43±1.02 18.45±1.73abc 23.65±1.81abc 13.62±1.54abc

S-100B

 对照组 7.32±2.04 17.32±2.42a 12.76±2.48a 8.34±1.67a

 亚低温组 8.06±1.82 15.12±2.11ab 10.73±2.03ab 7.28±1.22ab

 联合组 7.91±1.32 13.35±1.90abc 8.89±1.67abc 6.18±1.53abc

  a:P<0.05,与心搏骤停前比较;b:P<0.05,与同时间点对照组比

较;c:P<0.05,与同时间点亚低温组比较。

2.4 3组家兔各时间点脑组织含水量比较

  亚低温组和联合组ROSC后12、24
 

h脑组织含

水量水平与对照组同时间点比较,差异无统计学意义

(P>0.05),而亚低温组和联合组ROSC后72
 

h脑组

织含水量明显低于对照组,且联合组明显低亚低温

组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表3。
表3  3组家兔各时间点脑组织含水量比较

   (x±s,n=3,%)

组别 心搏骤停前 ROSC后12
 

h ROSC后24
 

h ROSC后72
 

h

对照组 78.43±0.52 77.75±0.92 79.88±0.79 83.18±0.79a

亚低温组 78.41±0.70 78.38±0.68 79.71±0.66 81.58±0.65ab

联合组 78.22±0.53 78.09±0.48 79.50±0.76 80.08±0.45abc

  a:P<0.05,与心搏骤停前比较;b:P<0.05,与同时间点对照组比

较;c:P<0.05,与同时间点亚低温组比较。

3 讨  论

  心肺复苏是心搏骤停患者抢救的重要方法。心

肺复苏后患者可恢复自主循环,但脑组织有代谢高,
储备低,氧耗量大,对缺氧耐受性差的特性,所以在心

搏骤停后4~6
 

min便可发生脑组织不可逆的损

伤[15],这一直是困扰临床医务人员的治疗难点。其具

体发生机制仍未明确,可能为多种因素共同作用所

致。心肺复苏后机体出现缺血、再灌注损伤等,生成

大量氧自由基,引起脂质过氧化反应,大量脂质过氧

化物会对脑血管上皮造成损伤,激活白细胞,促进IL-
6、

 

IL-10、TNF-α分泌[15]。若脑损伤得不到及时有效

治疗,持续性进展,可对患者生命造成严重威胁。
亚低温治疗目前公认是心搏骤停后脑损伤的有

效治疗方法之一。NSE和S100B是多种疾病的脑损

伤指标,可用于准确地评估CPR后患者的脑损伤严

重程度[16-17]。本研究在成功建立兔致颤心搏骤停模

型后,观察到对照组血清中NSE、S-100B水平明显增

高,NSE于复苏后24
 

h达高峰,而S-100B于复苏后

12
 

h达高峰。与对照组比较,亚低温组兔在心搏骤停

后同时间点的 NSE、S100B水平明显降低,说明在心

搏骤停引起脑损伤后,亚低温治疗是积极有效的。而

且本研究观察到亚低温组家兔比对照组相同时间点

的NDS明显升高和脑组织含水量减少,同样证明上

诉观点。亚低温治疗的可能作用机制包括降低脑代

谢率,抑制脑细胞凋亡和心搏骤停后脑内内源性损害

因子的释放,可减轻再灌注后炎性反应[18]。
丁苯酞目前是改善急性缺血性卒中患者神经功

能缺损的一线用药。其潜在治疗机制包括内皮细胞

免受氧化应激、线粒体损伤和随后的细胞死亡、增加

血管内皮细胞生长因子和低氧诱导因子-1α(HIF-1α)
的表达、改善脑侧支循环建立、抗自由基、抑制神经细

胞凋亡。近来,ZHANG等[19]研究发现用丁苯酞治疗

大鼠心搏骤停时能有效提高海马CA1区神经元的存

活率。基于丁苯酞的神经保护作用,本研究设计在亚

低温治疗基础上联合丁苯酞治疗,观察到联合组心搏

骤停复苏后12、24、72
 

h
 

NSE、S100B水平及72
 

h脑

组织含水量明显低于亚低温组,而复苏后12、24、72
 

h
 

NDS明显高于亚低温组,提示丁苯酞联合亚低温治疗

对兔心搏骤停后的脑损伤有治疗作用。其可能机制

是丁苯酞通过降低花生四烯酸水平,提高脑血管内皮

前列环素(PGI2)的水平,抑制谷氨酸释放,降低细胞

内钙浓度,抑制自由基和提高抗氧化酶活性,从而阻

断多个缺血/再灌注性病理环节,进而达到保护脑细

胞的目的[20-21]。
本研究受到丁苯酞治疗脑梗死取得良好效果的

启发,在成功建立兔心搏骤停复苏模型的基础上,应
用丁苯酞联合亚低温对其进行干预,结果显示,预防

应用丁苯酞对复苏后脑损伤具有一定保护作用,可能

是一种潜在的联合治疗心搏骤停后脑复苏的策略。
其可能的机制包括提高缺血区血流量;改善线粒体肿

胀和空泡化;抗氧化减少细胞凋亡,从而改善脑缺血

再灌注损伤[22]。虽然本研究的思路有一定的创新性,
但仅抽取血液指标和NDS来评估丁苯酞对心搏骤停

复苏后家兔的影响,其行为功能、器官组织形态是否

有所改善,还需进一步研究。
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