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乌司他丁对感染性脑水肿的干预作用及相关机制研究

刘济滔%周
!

凯%胡
!

沥!泸州医学院附属医院急诊科%四川泸州
!

*'*(((

#

!!

"摘要#
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目的
!

探讨乌司他丁对感染性脑水肿的治疗作用以及对星形胶质细胞在感染性脑水肿中的保护作

用$方法
!

00

只按照颈内动脉注射脂多糖!

)0(

&

7

%

(9)0H2

#的方法建立感染性脑水肿模型的大鼠%随机分为
.

组(乌司他丁处理组!

$

组%

5\'0

#'生理盐水对照组!

^

组%

5\0

#'空白对照组!

%

组%

5\0

#$乌司他丁处理组又按

照乌司他丁处理后
*

&

)+

&

+'C

分为
.

个亚组!

5\)0

#$采用
!U

染色观察脑组织病理改变'干湿重法检测脑组织含

水量'流式细胞术检测星形胶质细胞凋亡情况'胶质纤维酸性蛋白!

g#6Q

#免疫组化技术观察星形胶质细胞活化情

况$结果
!

所有实验组大鼠
!U

染色可见脑组织弥漫性水肿'

$

组大鼠细胞含水量明显低于
^

组以及
%

组%差异有

统计学意义!

!

#

(9(0

#%

%

组与
^

组间差异无统计学意义!

!

'

(9(0

#'各实验组星形胶质细胞均出现凋亡%在实验
+'

C

最为明显%

$

组与
%

组&

^

组比较%差异有统计学意义!

!

#

(9(0

#%各亚组间比较差异有统计学意义!

!

#

(9(0

#$免

疫组化染色可见
$

组&

%

组和
^

组均出现
g#6Q

阳性表达细胞'

$

组与
%

组&

^

组比较%

g#6Q

表达增强$结论
!

乌

司他丁在感染性脑水肿中具有明显的脑保护作用%该作用与乌司他丁抑制星形胶质细胞异常活化以及凋亡有关$

"关键词#
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乌司他丁'

!

感染性脑水肿'

!

治疗'
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机制
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感染性脑水肿是急诊科常见重症$患者死亡率高,近年来$

星形胶质细胞在感染性脑水肿发生)发展中的作用得到广泛的

关注$认为星形胶质细胞的活化和凋亡在感染性脑水肿中起着

重要的作用,乌司他丁#

$MGFJ1BJBGF

%是从人尿中提取精制的一

种糖蛋白水解酶抑制剂$又称尿胰蛋白抑制剂,国内外报道认

为其可应用于目前急性胰腺炎$改善微循环(应用于全身炎症反

应综合症$有效制止炎症介质瀑布级放大(应用于肿瘤可抑制肿

瘤细胞的浸润)转移(最近研究认为其有强大的脑保护功能*

)3'

+

,

因此$本实验拟着眼于急诊科常见重症111感染性脑水肿$探讨

乌司他丁在感染性脑水肿中的应用以及相关机制,

$

!

材料与方法

$9$

!

实验动物选取与模型建立
!

健康清洁级成年雌性
'

!

,

周龄
-̂

大鼠
00

只$体质量
+((

!

++(

7

$购自重庆医科大学动

物中心,实验大鼠术前
)+C

禁食$

)(S

水合氯醛#

.0(H

7

"

O

7

%

腹腔注射麻醉$仰卧位固定,取颈正中切口$依次分离出左颈

总动脉)左颈外动脉)左颈内动脉,先结扎左颈外动脉$而后用

微动脉钳央闭左颈总动脉近心端$在左颈总动脉远心端穿刺,

向颈内动脉注入脂多糖*

2Q̂

#

)0(

&

7

$
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%+建立感染性

脑水肿模型,

$9/
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实验分组以及处理
!

将
00

只大鼠依次编号$按照完全随

机的方法将大鼠编入乌司他丁处理组#

$

组$

5\'0

%$尾静脉注

射乌司他丁#

0((

&

7

"

H2

$

(90H2

%(生理盐水处理组#

^

组$

5\

0

%$尾静脉注射生理盐水#

(90H2

%(空白对照组#

%

组$

5\0

%$

仅行尾静脉穿刺,乌司他丁处理组又按照乌司他丁处理后
*

)

)+

)

+'C

分为
$*

)

$)+

)

$+'

组
.

个亚组#

5\)0

%,

$9'

!

!U

染色检测脑组织损伤程度
!

选各处理组大鼠
)

只$

取脑组织$取出的脑组织经
'S

多聚甲醛固定,石蜡包块切片

后$

!U

染色$光镜下观察脑组织损伤情况,
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!

干湿重法检测脑组织含水量
!

取大鼠脑组织后用电子天

平测湿重$测重后将脑组织放入#

)((̀ 0

%

Z

烤箱内烘
+'C

,电

-

00,)

-

检验医学与临床
+()+

年
,

月第
;

卷第
)0

期
!

2J>W?K%MGF

!
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5=9)0



子天平再次称量干重,计算公式为!脑组织含水量
\

*#脑组织

湿重
]

脑组织干重%"脑组织湿重+

[)((S

,

$92

!

流式细胞术检测星形胶质细胞凋亡情况
!

取大鼠脑皮

质$收集细胞悬液(磷酸缓冲液#

QT̂

%离心洗涤
+

次$加入胶质

纤维酸性蛋白#

g#6Q

%一抗#北京博奥森生物技术公司%$

'Z

孵育过夜(

QT̂

离心洗涤
+

次,加入
#"<%

二抗#北京中杉%$

室温避光孵育
*(HGF

(

QT̂

离心洗涤
+

次$加入
Q"

$

'Z

冰箱避

光放置
.(HGF

后行流式细胞仪检测,双标细胞即为凋亡的星

形胶质细胞$通过与
#"<%

单标细胞比较$得出星形胶质细胞

的凋亡百分数,

$9)

!

g#6Q

免疫组化染色
!

免疫组化采用
Q̂

法$每个蜡块取

'HH

厚连续切片做免疫组化染色$具体染色方法按试剂盒说

明书进行,兔抗鼠
g#6Q

单克隆抗体购自北京博奥森生物技

术公司$

Q̂

免疫组化试剂盒和抗体稀释液购自北京中杉公司,

$9.

!

统计学处理
!

采用
Q̂̂ )̂:9(

统计软件进行分析$计量

资料以
D ;̀

表示,组间比较采用单因素方差分析$以
!

#

(9(0

为差异有统计学意义,

/

!

结
!!

果

/9$

!

病理学改变
!

光镜下
$

组)

%

组)

^

组
.

组大鼠脑组织均

存在弥散性水肿区(锥体细胞排列紊乱$胶质细胞肿胀$神经元

固缩)变性)坏死(血管扩张$血管周围间隙增宽$炎细胞浸润等

病理学改变#图
)

%,其中
$

组病理学改变较轻$

%

组及
^

组病

理学改变明显,

!!

注!

6

为
$

组(

T

为
%

组(

%

为
^

组,

图
)

!

脑组织切片图&

!U[+((

'
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!

脑组织含水量
!

与
%

组和
^

组比较$

$

组大鼠脑组织含

水量明显降低#

!

#

(9(0

%,

^

组及
%

组大鼠脑组织含水量在

)+C

到达高峰$以后逐渐回落,

$

组亚组间比较$脑组织含水

量在
+'C

到达高峰$但明显低于
%

组及
^

组高峰值#

+'C

脑组

织含水量%,显示乌司他丁能够有效延缓脑水肿的发生同时可

明显降低脑水肿程度,

%

组与
^

组比较差异无统计学意义#

!

'

(9(0

%(

%

组与
$)+

组比较差异有统计学意义#

!

#

(9(0

%(

^

组与
$)+

比较差异有统计学意义#

!

#

(9(0

%,

$

组亚组间未

行统计学比较$见表
)

,

表
)

!

各组脑组织含水量表

组别 数量#个% 含水量#

D ;̀

$

S

%

%

组
0 ,.9'*̀ (9.,

^

组
0 ,+9+:̀ (9'.

$*

组
)0 :,9'+̀ (9);

$)+

组
)0 :,9+*̀ (9*.

$',

组
)0 :;9)*̀ (9':

/9'

!

星形胶质细胞凋亡情况
!

本实验采用双标流式细胞术检

测星形胶质细胞凋亡情况$利用
g#6Q3#"<%

标记星形胶质细

胞$再利用
Q"

标记凋亡的星形胶质细胞,双标的细胞即为凋

亡的星形胶质细胞,根据双标流式结果$

$)+

组星形胶质细胞

凋亡率明显低于
%

组以及
^

组$差异有统计学意义#

!

#

(9(0

%$见图
+

,

$

组亚组间比较星形胶质细胞凋亡率在各时

间点差异无统计学意#

!

'

(9(0

%,

!!

注!

6

为
$)+

组(

T

为
^

组,

图
+

!

星形胶质细胞凋亡率双标流式图
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!

星形胶质细胞活化情况
!

g#6Q

是星形胶质细胞的特异

性蛋白
9

星形胶质细胞异常活化的一个重要表现就是
g#6Q

表达增强,因此$本实验采用免疫组化技术检测
g#6Q

的表

达量$以反应星形胶质细胞的活化情况#图
.

%,褐色或者棕黄

色染色的细胞即为活化的星形胶质细胞$可见在
^

组以及
%

组活化的星形胶质细胞明显多于
$)+

组$差异有统计学意义

#

!

#

(9(0

%,

!!

注!

6

为
$)+

组(

T

为
%

组(

%

为
^

组,

图
.

!

g#6Q

免疫组化图&

['((

'

'

!

讨
!!

论

本研究利用脂多糖建立感染性脑水肿模型$同时利用尿胰

蛋白抑制剂乌司他丁#

$MGFJ1BJBGF

%尾静脉注射$观察乌司他丁

对感染性脑水肿大鼠的神经保护作用$并利用流式细胞术)免

疫组化技术等检测脑组织内星形胶质细胞的凋亡情况以及异

常活化情况$进一步探讨乌司他丁脑保护作用的相关机制,以

期为乌司他丁应用于感染性脑水肿提供实验依据与应用基础,

感染性脑水肿是一种感染引起的急性弥散性混合性脑水

肿$其具有脑细胞水肿)血脑屏障破坏等病理学特征*

0

+

,现代

研究认为星形胶质细胞参与了感染性脑水肿的发生及发展$星

形胶质细胞是神经元功能活动重要的终生伙伴$在应激损伤情

况下$星形胶质细胞的功能状态对神经元功能和生存转归起十

分重要的作用,但是星形胶质细胞对于神经元的作用具有双

面性$一方面在神经组织损伤是星形胶质细胞可通过分泌大量

细胞因子对神经组织的再生起着支持)保护作用*

*3:

+

$另一方面

星形胶质细胞的异常活化又能够分泌炎症因子等引起神经组

织的损伤*

,

+

,进一步研究发现在感染性脑水肿模型中星形胶

质细胞反应性增生$胞体肿胀肥大)突起增多延长*

;

+

,提示在

感染性脑水肿中受星形胶质细胞可异常活化$造成神经组织损

害,因此如何抑制星形胶质细胞的凋亡$以及如何抑制星形胶

质细胞的异常活化$成为治疗感染性脑水肿面临的难题,

乌司他丁是从男性尿中提取的一种高效广谱的酶抑制剂$

不仅能抑制胰蛋白酶)

)

3

糜蛋白酶)弹力蛋白酶和透明质酸酶$

其尚能稳定溶酶体膜)抑制溶酶体酶的释放$具有较强的抗炎

作用*

)(

+

,目前的研究认为$乌司他丁在急性肺损伤中可以下

调促炎性细胞因子及黏附分子的表达$并通过抑制多种炎性介

质影响中性白细胞的趋化)聚集和激活(在炎性介质引起肺损

伤的研究中$乌司他丁能够以浓度依赖方式对抗炎性反应对

U5J%+

$

表达的抑制作用(能够有效地降低心肺复苏后大鼠的

-

*0,)

-
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脑组织含水量(同时$乌司他丁在大鼠的脑组织缺血再灌注模

型中还能够有效地减少星形胶质细胞的凋亡*

))3)'

+

,

本研究在感染性脑水肿模型中发现$乌司他丁能够有效减

少感染性脑水肿鼠脑组织含水量(能够有效抑制地星形胶质细

胞的凋亡$同时还能够抑制星形胶质细胞的异常增生,国内王

珊珊等*

)0

+在研究乌司他丁对大脑缺血再灌注大鼠模型时认

为$乌司他丁可以通过抑制血脑屏障通透性从而减轻心肺复苏

后的血管源性脑水肿$但对早期的细胞毒性脑水肿无明显效

用,但是在本研究中$在应用乌司他丁后
*

)

)+C

脑组织水含

量较低$但是在
+'C

鼠脑组织含水量升高,该现象可能是由

于感染性脑水肿是一种混合型脑水肿有关,同时$也提示乌司

他丁抑制脑水肿的机制值得进一步探讨,

总之$乌司他丁在感染性脑水肿模型中具有一定的脑保护

作用,乌司他丁的脑保护作用可能与乌司他丁能够有效地降

低脑组织含水量$抑制星形胶质细胞凋亡及异常增生有关,

参考文献

*

)

+ 张弘$许可银$周国雄$等
9

趋化因子
#@JEBJMOGF?

在大鼠重

症急性胰腺炎中的作用及乌司他丁的干预效应*

V

+

9

中国

病理生理杂志$

+())

$

+:

#

))

%!

+),(3+),'9

*

+

+ 施荣$熊旭东$李淑芳
9

乌司他丁调控脓毒症
<5#3

)

与

"23*

及
"23)(

水平的研究*

V

+

9

抗感染药学$

+((;

$

*

#

)

%!

)*3);9

*

.

+ 钟彪$孙治君$付裕$等
9

乌司他丁和泰索帝对人原代乳腺

癌细胞增殖)侵袭)凋亡的影响及其机制*

V

+

9

中国生物制

品学杂志$

+())

$

+'

#

)(

%!

));:3)+(+9

*

'

+ 周晓峰$王晶$赵妍$等
9

乌司他丁对心肺复苏后大鼠脑组

织含水量及
"%6W3)

的影响*

V

+

9

中国医疗前沿$

+((,

$

.

#

),

%!

)03)*9

*

0

+ 胡佳$高进$陈萍
9

水通道蛋白
'

在脂多糖致大鼠感染性

脑水肿模型中的表达变化*

V

+

9

激光杂志$

+())

$

.+

#

)

%!

;(3

;)9

*

*

+

2Ga

$

TJ=a

$

VGJF

7

T

$

?BJM9%JBJM

P

=M

P

@=B?EB1

P

@GHJ@

L

EIM3

BI@?KJ1B@=E

L

B?1D@=HGFAGB@=G1?C?HGJ3GFKIE?KKJHJ

7

?

*

V

+

9"FBV-?A5?I@=1EG

$

+((,

$

+*

#

.

"

'

%!

.(;3.):9

*

:

+ 刘慧$王小军$胡荣$等
9

星形胶质细胞*

V

+

9

生理科学进

展$

+(('

$

.0

#

)

%!

,*3;)9

*

,

+

_=MB?@@J6

$

W?MK=M?1GV961B@=E

L

B?1

$

D@=H>@JGF

7

MI?B=

E=HHIFGEJBG=F?M?H?FB1

!

BC?@?A=MIBG=FE=FBGFI?1

*

V

+

95JB

4?A5?I@=1EG

$

+((0

$

*

#

,

%!

*+*3*'(9

*

;

+ 胡佳$高进$陈萍
9

脂多糖致感染性脑水肿大鼠星形胶质

细胞的活化和凋亡*

V

+

9

世界科学研究与发展$

+())

$

..

#

'

%!

**'3***9

*

)(

+江莲$戎小平
9

参麦)乌司他丁对大鼠脑缺血再灌注损伤

保护作用的研究*

V

+

9

河北医科大学学报$

+((0

$

+.

#

.

%!

)''3)'*9

*

))

+

"B=&

$

WGRIBJFG6

$

&G@J^

$

?BJM9UDD?EB=DIMGFJ1BJBGF

$

J

CIHJFI@GFJ@

L

B@

LP

1GFGFCG>GB=@

$

=FBC?=M?GEJEGK3GFKIE?K

JEIB?MIF

7

GF

e

I@

L

GF@JB1AGJBC?GFCG>GBG=F=DJEBGAJB?K

M?IO=E

L

B?1

*

V

+

9"F

e

I@

L

$

+((0

$

.*

#

.

%!

.,:3.;'9

*

)+

+邓嘉$李长毅$王导新
9

乌司他丁对
<5#3

)

作用的
60';

细胞
UFJ%3

$

H456

和蛋白表达的影响*

V

+

9

第三军医大

学学报$

+()(

$

.+

#

;

%!

;((3;(.9

*

).

+王晶$路毅$赵妍
9

乌司他丁和地塞米松对心肺脑复苏早

期大鼠脑组织含水量及
23)

$

水平等的影响*

V

+

9

中国脑

血管病杂志$

+((:

$

'

#

:

%!

.(*3.(;9

*

)'

+孙鹏$韩继媛$张清$等
9

乌司他丁对缺血"再灌注诱导小

鼠星形胶质细胞凋亡的影响*

V

+

9

中国急救医学$

+((,

$

+,

#

;

%!

,)*3,);9

*

)0

+王姗姗$陈寿权$李章平$等
9

乌司他丁对心肺复苏后大鼠

脑水肿和血脑屏障的作用*

V

+

9

中国急诊医学杂志$

+((*

$

'

#

:

%!

.(*3.(;9

#收稿日期!

+()+3(+3(;

%

#上接第
),0'

页%

其中$对人类有条件致病性与生殖道感染相关的主要有
WC

和

$I

*

)

+

,支原体在自然界中分布很广$约有
*S

!

:0S

的成人存

在无症状支原体定植$而在孕妇可达
,(S

*

+

+

,支原体可与宿

主共同存在而不表现感染征象$但在一定条件下可作为病原体

引起感染,妊娠期妇女雌激素增高$阴道内
P

!

值降低$有利

于
$I

生长$同时孕激素的增加抑制了细胞免疫$机体抵抗力

下降$易感性增强,本研究选择的对象为剖宫产产妇$在分娩

前均有不同程度产程受阻$阴道检查概率增多$混合感染概率

增加,另一方面$产程延长直接影响产妇的休息及进食$加上

体力消耗和过度换气$可致产妇精神疲惫)全身乏力$严重者引

起水及电解质紊乱等机体内环境改变$剖宫产术引起的组织损

伤)产后出血等因素均不同程度引起产妇免疫力下降而致病,

本研究结果表明$

$I

阳性组剖宫产术后发热大于
.K

发生率

为
0:9'S

$阴性组持续低热的发生率为
+09*S

$两组比较差异

有统计学意义#

!

#

(9(0

%$提示
$I

感染与剖宫产术后持续低

热密切相关,

'9/

!

$I

感染剖宫产术后抗菌药物使用的临床经验
!

由于支

原体无细胞壁$故对青霉素类等作用于细胞壁的抗菌药物不敏

感$对影响支原体胞浆蛋白质合成的大环内酯类#如红霉素%和

四环素类敏感,本研究结果显示$

$I

感染阳性组剖宫产术后

单纯使用青霉素类等抗菌药物治疗无效,临床表现为术后用

药期间低热持续时间长$化验白细胞计数及分类轻度增高$如

果根据药敏结果经联合选用敏感药物治疗
$I

感染$体温及白

细胞计数能恢复正常$治疗有效,建议产褥期感染经一般抗炎

治疗无效时$应考虑生殖道支原体感染的存在$应给予取宫颈

分泌物送支原体培养,有研究表明$近年由于支原体耐药菌株

的产生$给临床治疗带来困难*

.

+

$临床医生应根据实验室药敏

结果$合理选择抗菌药物治疗$避免经验用药和滥用抗菌药物$

高度警惕抗菌药物的附加损害,
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