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"摘要#

!

目的
!

对比咪达唑仑与丙泊酚对脑局灶缺血再灌注后脑水肿状态的影响$方法
!

雄性
%\

大鼠
'+

只随机分为四组(假手术组%脑缺血再灌注组%丙泊酚处理组%咪达唑仑处理组$采用大脑中动脉线栓法建立局灶性

脑缺血模型!缺血
+:

再灌注
'+:

行神经功能缺损评分%断头取脑行脑梗死体积和脑含水量测量以及脑组织水通道

蛋白
!

"

*L&!

#表达的检测$结果
!

与缺血再灌注组相比!咪达唑仑与丙泊酚均能明显降低脑梗死体积!减轻脑水

肿!降低
*L&!

的表达!两组差异无统计学意义"

!

%

"(")

#$结论
!

咪达唑仑具有与丙泊酚同等地减轻脑局灶缺血

再灌注后水肿的作用!适合作为该类疾病状态下的镇静药$

"关键词#

!

咪达唑仑&

!

丙泊酚&

!

缺血再灌注损伤&

!

脑水肿&

!

水通道蛋白
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丙泊酚与咪达唑仑是公认对脑缺血再灌注损伤有保护作

用的两种镇静药+目前对于两种药物脑保护效应的对比主要

着眼于运动功能评分,神经元凋亡,脑梗死面积以及神经元的

电镜下形态等方面)

#,.

*

+关于两种药物哪种更有利于脑缺血再

灌注后脑水肿的控制与治疗目前尚缺乏较深入的研究+近来

研究发现#丙泊酚可以在离体星形胶质细胞缺氧
,

复氧模型中

通过蛋白激酶
J

途径下调水通道蛋白
!

$

*L&!

%的表达)

!

*

#提

示丙泊酚可以抑制脑缺血再灌注后的脑水肿+然而#咪达唑仑

是否具有该功能目前尚无报道+本研究通过对比在大鼠脑局

灶脑缺血再灌注后应用丙泊酚与咪达唑仑对脑水肿的影响#探

讨两种药物哪种更适用于脑缺血
,

再灌注患者的镇静#现将结

果报道如下+

$

!

材料与方法

$($

!

实验动物
!

雄性
%\

大鼠
'+

只$体质量
+)"

!

+/"

8

#徐

州医学院实验动物中心提供%+实验前将大鼠置于
+"c

室温,

安静环境中饲养#实验前禁食
$:

+

$(/

!

实验分组
!

随机分为四组$脑缺血再灌注组,假手术组,

丙泊酚处理组,咪达唑仑处理组%#每组动物
$

只+脑缺血再灌

注组采用
PJ*G

模型#栓塞大脑中动脉
+:

后恢复灌注(假手

术组仅行分离手术#不栓塞大脑中动脉$上述两组手术方法见

下条说明%(丙泊酚处理组于恢复再灌注后选择行为学评分
#

分及以上者给予丙泊酚腹腔注射
#""F

8

"

^

8

#

+

次"天#共
.

次+

咪达唑仑处理组!恢复再灌注后选择行为学评分
#

分及以上者

给予咪达唑仑
#"F

8

"

^

8

腹腔注射#

+

次"天#共
.

次+

$('
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材料与试剂
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PJ*G

栓线购自北京沙东生物技术有限
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PJ*G

模型的制备
!

参照
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)

*的线栓法制作大
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检验医学与临床
+"#)

年
'

月第
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#.

期
!
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鼠大脑中动脉阻闭模型动物饲养及手术室温控制于
+)c

左

右#术前
#+:

禁食不禁水#将大鼠以
#"O

水合氯醛
.)^

8

"

^

8

腹腔注射麻醉#仰卧固定于手术台上#取颈正中切口#暴露右侧

颈总动脉,颈外动脉和颈内动脉#颈外动脉和颈总动脉近心端#

于颈内动脉远心端备线#在颈总动脉近分叉处剪一约
"(+FF

的
T

形切口#将直径为
"(+$FF

的头端包被多聚赖氨酸的尼

龙线经该切口顺颈总动脉插入颈内动脉$

#/Q#

%

FF

#感到有轻

微阻力时停止#使大脑中动脉起始部阻塞#扎紧备线并固定栓

线#缝合皮肤切口
+:

后#将栓线拨出约
#"FF

恢复再灌注+

麻醉清醒后观察出现右侧
K1<35<

综合征#左侧前肢为主的活

动障碍判为手术成功+再灌注
'+:

后进行行为学评分和取材

行下一步实验#假手术组条件同上#置线栓深度为
#"FF

#麻醉

清醒后观察无右侧
K1<35<

综合征#左侧前肢为主的活动障碍

为标准+

$(2

!

行为学评分
!

每组动物均于处死前进行行为学评分#评

分标准参考
M13

8

9)

分制法)

)

*

$

"

分!无神经损伤症状(

#

分!不

能完全伸展对侧前爪(

+

分!行走时向对侧转圈(

.

分!向对侧倾

倒(

!

分!不能自发行走#意识丧失%+分值越高#说明动物行为

障碍越严重+

$()

!

脑梗死灶体积测定)

$

*

!

随机取各组
$

只动物过量麻醉后

断头#将脑组织取出后置于
_/"c

冰箱快速冻冷
)F23

#去除

嗅球,小脑及低位脑干后由前向后冠状切
!

刀#片厚约
+FF

#

置于
+O+

#

.

#

),

三苯基氯化四氮唑$

00J

%磷酸缓冲液中#

.'

c

避光孵育
."F23

#显色完全后置
#"O

甲醛溶液固定+因线

粒体过氧化氢酶可氧化
00J

故存活组织呈深红色#梗死组织

不着色呈苍白色+染色后脑片经拍照后进行图像处理#计算梗

死灶$苍白区%范围#将每一脑片的梗死面积乘以厚度$

+FF

%#

再将各脑片数值相加后得到脑梗死灶体积的近似值#取脑梗死

体积占全脑体积的百分比作为监测指标+

$(.

!

脑含水量测定)

$

*

!

各组随机选取
$

只大鼠#过量水合氯

醛麻醉后迅速断头取脑#采用干湿重法于缺血侧及缺血对侧取

视交叉前
+FF

至视交叉后
+FF

脑组织约
#+"F

8

#包括皮质

和白质#称取湿重后于
/)c

烤箱中烘烤
'+:

至恒重后称取干

重按
V==2177

公式#脑组织含水量$

O

%

X

$湿重
_

干重%"湿重
h

#""O

+

$(Q

!

蛋白印迹$

5̀675<3Y=17

%法测定脑组织的
*L&!

表达)

$

*

!

余下
$

只动物过量水合氯醛麻醉后#迅速断头取脑#于冰面

上分离切取右侧半球视交叉前
+FF

至视交叉后
+FF

脑组

织 液氮迅速冻冷
_'"c

保存待用+标本加入含苯甲基磺酰

氟的
[I&*

裂解液手动匀浆后超声破碎#经
!c#+"""<

"

F23

离心
#:

#上清液为胞浆蛋白成分+沉淀再加裂解液#重悬#

!

c

,

+!"""<

"

F23

离心
#:

#重复两次#上清液即为实验所需胞

膜蛋白+测浓度后#蛋白煮沸变性#待用+制备
%\%,&*RV

凝

胶#加样电泳#待溴酚蓝电泳至分离胶底部时结束电泳#采用半

干转法转膜+转膜后将
UJ

膜浸入含
#"O0Y%0

的封闭液中#

置于水平摇床上#室温封闭
!:

#将
UJ

膜加入稀释的
*L&!

抗

体及
+

,9;723

抗体中
!c

过夜#

0Y%0

清洗
.

次#放入稀释好的

碱性磷酸酶标记的二抗室温孵育
+:

+

UY0,YJI&

显色试剂盒

显色+所得蛋白条带扫描照片#以
&:1716:1

E

软件进行灰度值

分析#并按公式$相对值
X

各处理组条带灰度值"假手术组条带

灰度值%计算相对灰度值+

$((

!

统计学处理
!

使用
%&%%#.("

软件进行统计分析#计量

资料以
3Q?

表示+组间比较采用
*UGT*

分析#以
!

$

"(")

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/($

!

四组大鼠行为学评分比较
!

假手术组行为较正常无变

化#缺血再灌注组评分为$

+()Q"(/

%分#丙泊酚处理组为

$

#(.Q"()

%分#咪达唑仑处理组为$

#(.Q#("

%分+丙泊酚处理

组与咪达唑仑处理组两组行为学评分与假手术组,缺血再灌注

组相比#差异有统计学意义
!

$

"(")

%#丙泊酚处理组与咪达唑

仑处理组两组间评分差异无统计学意义$

!

%

"(")

%+

/(/

!

四组大鼠梗死面积比较
!

假手术组无梗死#缺血再灌注

组梗死面积为$

+!()Q.(+

%

O

#丙泊酚处理组梗死面积为

$

#$(#Q+(!

%

O

#咪达唑仑处理组梗死面积为$

#/('Q!(+

%

O

#

丙泊酚处理组与咪达唑仑处理组两组梗死面积较缺血再灌注

组明显降低$

!

$

"(")

%#两组间差异无统计学意义$

!

%

"(")

%+

/('

!

四组大鼠脑含水量测定
!

丙泊酚与咪达唑仑均可以明显

改善脑局灶缺血再灌注后脑水肿#两组间差异无统计学意义

$

!

%

"(")

%+见表
#

+

表
#

!

四组大鼠脑含水量测定%

3Q?

+

O

&

组别
)

缺血侧 对侧

假手术组
$ ')()Q.(. ')('Q+(/

缺血再灌注组
$ /)(!Q.(/ '$(#Q.()

丙泊酚处理组
$ '-(/Q+($

9>

')(/Q.($

咪达唑仑处理组
$ /#(+Q+(!

9>;

')(-Q+()

!!

注!与假手术组比较#

9

!

$

"(")

(与缺血组比较#

>

!

$

"(")

(与对侧

比较#

;

!

$

"(")

+

/(1

!

四组大鼠脑
*L&!

表达的影响
!

5̀675<3Y=17

分析结果

显示与假手术组相比#缺血再灌注组
*L&!

相对值为
+(+/Q

"(+/

#丙泊酚处理组
*L&!

相对值为
#(!!Q"(#-

#与缺血再灌

注组相比差异有统计学意义$

!

$

"("#

%(咪达唑仑处理组相对

值为
#($"Q"(+"

#与缺血再灌注组相比差异有统计学意义

$

!

$

"("#

%+丙泊酚处理组与咪达唑仑处理组两组相比差异

无统计学意义$

!

%

"(")

%+

'

!

讨
!!

论

缺血再灌注损伤是缺血性脑卒中的病理生理学基础#缺血

再灌注损伤过程中因为脑水肿导致颅内压升高造成脑疝是缺

血性脑卒中患者死亡的重要原因#控制脑水肿也是该类患者早

期临床治疗的方向+

脑水肿主要分为血管源性脑水肿与细胞毒性脑水肿+血

管源性脑水肿是指由于血脑屏障损害导致其通透性增加造成

的脑水肿#主要发生于创伤,肿瘤,炎症和低氧等情况(而细胞

毒性脑水肿发生在血脑屏障完整的情况下#主要是由于脑细胞

膜上钠钾泵的功能障碍#引发大量水分子进入脑细胞从而导致

的脑水肿#主要发生于中毒,创伤,低氧等情况+在脑局灶缺血

后主要发生的是细胞毒性脑水肿)

/

*

+

反映脑水肿的指标除直接测定脑含水量外#还可以由通过

*L&

的表达变化来监测#其中
*L&!

是哺乳动物脑中调节水

平衡的最主要的分子+

*L&!

可以在短时间内通过磷酸化调

节与细胞内分布调节来改变自身对水分子的通透性#也可以在

较长时间内通过上调
*L&!

的表达来调节水分子的进出+在

细胞毒性脑水肿#

*L&!

通过表达上调造成细胞膜对水分子的

通透性增加)

-

*

+因此考察以细胞毒性脑水肿为主要特征的脑

局灶缺血再灌注损伤时主要观察脑内
*L&!

表达的变化+既

往研究显示在脑局灶缺血
#:

后使用丙泊酚后处理可以明显

减轻脑水肿#抑制
*L&!

的表达+其机制可能与基质金属蛋
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%的表达受抑制有关)
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+还有研究认为丙泊酚对

细胞毒性脑水肿的缓解作用主要是在锌离子帮助下专属性抑

制
*L&!

的结果)
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+

目前#对于咪达唑仑减轻脑水肿的效果尚缺乏实验研究+

本研究通过与丙泊酚对照观察咪达唑仑对局灶脑缺血再灌注

后脑水肿的影响#发现咪达唑仑与丙泊酚减轻脑水肿的作用无

明显差别#提示咪达唑仑同样能够抑制缺血再灌注后脑水肿#

且这种作用也是通过
*L&!

的表达下调实现的+咪达唑仑脑

保护的机制认为一方面它通过作用于
R*Y**

受体减轻谷氨

酸堆积所致的神经中毒(另一方面它还能通过降低脑代谢率来

改善脑的氧供需失衡)

.

*

+而咪达唑仑通过什么途径调节

*L&!

的表达尚不清楚#其机制尚需进一步研究+
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意义#在病原菌未明确的情况下#结合患者症状体征,病理类型

既往用药史,在患者感染早期给予抗革兰阴性杆菌相关药物治

疗)

/

*

#选用哌拉西林"他唑巴坦及阿米卡星#尤其是亚胺培南,

美罗培南作为治疗尘肺重症感染患者的首选用药)

-

*

#但同时要

认识到随着此类药物在临床的普遍应用#相继出现了关于革兰

阴性杆菌对此类药物耐药的一些报道#王婧雯等)

#"

*调查显示#

对于一些下呼吸道感染的患者中#肺炎克雷伯菌及铜绿假单胞

菌对于亚胺培南的耐药率可高达
'+(/O

和
#""("O

#若出现此

类情况#可选择阿米替星$如在本调查中主要的
.

种革兰阴性

杆菌对阿米卡星耐药性较低%等作为亚胺培南及美罗培南的备

选+本调查结果亦显示#铜绿假单胞菌是医院感染中最为常见

细菌之一#且通常表现出多重耐药现象#在临床治疗中常发生

突发性耐药情况#这也是导致其感染率居高不下的主要原因之

一)

##

*

#本研究中铜绿假单胞菌对碳青霉烯类亚胺培南及美罗

培南,阿米卡星最敏感#其次氨曲南及哌拉西林"他唑巴坦+革

兰阳性球菌对第三及第四代头孢菌素类药物具有较高的耐药

性#对替考拉宁,万古霉素具有较低的耐药性#其中金黄色葡萄

球菌对替考拉宁,万古霉素未发现耐药菌株+

综上所述#尘肺病合并下呼吸道感染患者的主要病原菌为

革兰阴性杆菌#且病原菌的耐药现象较为严重#临床给予持续

耐药监测对于指导合理应用抗菌药物#提高治疗效果以及减缓

耐药菌株的出现至关重要+
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