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二乙基二硫代氨基甲酸钠对沙土鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用

李 飒
’

李万亥 陶学斌 陈东明
‘

陈 洁

第二军医大学药学院中西药研究室 上海

摘 要 蒙古沙土 鼠脑缺血 后
,

脑组织能量物质  
、

明显下降
,

且有可检测的次黄嗦吟

产生 氧自由基含量有上升趋势
。

再灌注  时
,

氧自由基 含量显著增加 灌注 时
,

 
、

有所回升
,

降至无法检测
,

降至缺血组水平
。

脑缺血  再灌注
,

神经细胞坏死
,

组织

肿胀
,

动物死亡率达
。

缺血前   ! ∀ 一 ’ ,

恢复较再灌注组更明显 神经细胞及组织

肿胀均有明显改普 动物死亡率降至  
。

提示黄嗦吟氧化酶途径可能是脑内氧 自由基产生的重要途径
,

而

 对脑缺血再灌注损伤具有保护作用
。

关健词 二乙基二硫代氛基甲酸 三磷酸腺普
,
或自由基 沙土 鼠 脑缺血再灌注损伤
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51 0515

动物脑缺血再灌注期脑功能的恢复必须

以能量代谢至少部分恢复为前提[l:
。

本室以



往 的 工 作[
2〕提 示

:d ieth yld ith ioearbam ate

(D T C )在体内能清除 氧 自由基
,

保 护 M n
-

SO D 的活性
,

减少丙二醛 (M D A )产生
。

本文

以能量代谢物质
、

动物死亡率和形态学检查

为指标
,

进一步 探讨 D T C 对脑缺血再灌注

损伤的保护作用及机理
。

一
、

材料与方法

(一)试 药 D T C 系本院中西药研究室

合成 (m p94 一 96 ℃ )
,

临用前配成所需浓度
;

地塞米松
,

上海第九制药厂产品
;A T P

,

A D P

及 H X
,

美国 Si g m
a
公司产品

;
其余试剂全部

为国产 A R 级
。

( 二 )缺血再灌注模型 蒙古沙土鼠
,

雌

雄不 拘
,

体重 56 士 79
。

乙 醚 吸 入 麻 醉后
,

i p 一o % 乌拉坦 1
.
259/kg

,

s ~ l o m i
n

后
,

分离

双侧颈总动脉
,

气管插管
,

并用动脉夹夹闭双

侧颈总动脉
,

造成脑缺血 6Om in
,

打开动脉夹

灌注 3om in
。

动物分为对照组
,

缺血组
,

再灌

注组和给药组
。

给药组在缺血前 15 m in iv

D T C som g
.
kg

一
‘ ,

缺 血 6om in
,

再 灌 注

60m in
。

( 三 )A T P
、

A D P 及 H X 的测定 〔3
一
5 〕

称

取 标 本 som g 加 入 0
.
3m ol

·

L

一
‘

高 氯 酸

0
.
sm l在冰浴中研磨 3m in

,

吸出并追加高氯

酸至标本量的二倍
,

冰浴中放置 7m in
,

0
~

4 ℃下 3000
rpm 离心 lom i

n ,

吸出上清液
,

加

入 0
.
Zm ol

·

L

一
‘
K O H 与 H C IO

4
等量

,

调 pH

至 7
.
4 ,

o
~

4 ℃下 3000rpm 离心 15m i
n ,

取上

清 液 经 过 0
.
45拌m 过 滤 器 过 滤

,

然 后 依

H P LC 法测定
,

外标法定量
。

分析柱 15c m x

0
.
sem ID

,

内装 L i
ehrosorb R P

一

1 8 5 产m ;流 动

相为甲醇
一

磷酸缓冲液 (pH 6
.
5)

,

流速 lm l
·

m i
n

一
‘
; 检测波长 254

nm ;灵敏度 1
.
oaufs;进

样量 20拌l
。

( 四 )O F R 的沮11定[
‘
] 取脑组织 300m g

,

迅速装 入内径 3m m
,

长 3Om m 的塑 料吸管

中
,

并立即置液 N
Z
中保存待测

。

测定 时
,

取

样 品立即放入装有液 N ‘

的石英杜瓦瓶 (真

空保温瓶)里
,

用 B ru ker E R Z ooD
一

s R ‘ 型电

子 自旋共振 E S R 仪记录样品 77 K 温度下的

电子 自旋共振谱
。

微波功率为 lom w
;
微波频

率为 9
.
3oH z;磁 场扫 描为 50G

;磁 场 调制

SG ;时间放大 8 又 10
5 ,
时 ltiJ 常数 Zoom

s 。

( 五 )动物死亡率 实验用沙土鼠分为三

组
,

缺血再灌注组
,

地塞米松组和 D T C 组
。

缺血时间为 3h
,

再灌注时间为 lh
。

地塞米松

和 D T C 的剂量分别为 sm g
.
kg

一
,

和 som g
·

k g
一 ’ ,

观察沙土 鼠在缺血再灌注期 间的死亡

率
。

( 六)形 态学检查 沙土 鼠分三组
,

正常

对照组
,

缺血再灌注组和 D T C (som g
·

k g

一
‘
)

组
。

缺血时间 3h
,

再灌注时间 lh
。

实验结束

后
,

取全脑
,

左右半球分开
,

磷酸盐缓冲溶液

(PBS )漂洗
,

放入 10 % 中性福尔马林溶液固

定 6~ sh
,

脱水后石蜡包埋
,

切片厚 sm m
,

苏

木精和曙红 (H E )染色
,

光镜观察
。

二
、

结果

(一 )D T C 对 A T P
,

A D P 及 H X 的影响

脑缺血 6Om in 后
,

脑组 织能量物质 A T P 和

A D P 显著降低(尸< 0
.
01 )

,

同时出现可检测

的 H X
。

再灌注 3om i
n
后

,

A T P 和 A D P 有所

回升(尸< 0
.
0 1 )

,

而 H X 则降至不能检出
。

iv

D T C s o m g

·

k g

一
‘ ,

A T P 回升较再灌注组 更

为 明显 (尸< 0
.
0 5 )

,

A D P 则无明显变化
,

H X

同样不能检出
,

见表 1
。

( 二 )D T C 对 O F R 的 影 响 脑 缺 血

60 mi
n 后

,

O F R 有 上升趋势
,

但无统计学 意

义
。

再灌注 sm in 后
,

O F R 含量显著增加 (尸

< 0
.
0 1 )

,

近正 常组 织二 倍
。

再灌注 3om in

时
,

O F R 含量 又降至接近缺血组
。

缺 血前

15m in iv D T C 50m g
.
kg

一

, ,

再灌注 sm i
n
时

,

O F R 含量较对照再灌注 组 显著降低 (尸 <

0
.
0 1 )

,

见表 2
。
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表 1 D T C 对缺血再灌注脑组织 A T P
,

A D P 及 H X 水平的影响(又士S)

G rouP n A T P (拌m o l
·

g
一 ‘

) A D P (拌m
o
l

·

g
一 ‘

)

8 0
.
7 5 6 8 士 0

.
146 3 0

.
7 330士 0

.
0 8 6

H X (拌m o l
·

g
一 ’

)

C
o n t r o

l

I
s e

h
e
m i

a

R
e
P
e r

f
u s

i
o n

3 0

,

m
i

n

D T C
( m

g

·

k
g
一 ‘

) 5 0

关 关
P

<
0
.
0 1

v s e o n t r o
l g

r o u
p
.

1 6 9 4 士 0
.
0 49 5

“ ’

5 5 7 0 士0
.
112 0+ +

2 68 7士 0
.

5 908士 0
.

11 24
“ 苦

1 3 0 8
+ +

8 0

.

6 8 0 9 士0
.
118 4 0

.
5 63 5士 0

.
208 6

N

0
.
1 59 6 士 0

.
1 127

. ’

N

N

+ + P
<

0

.

0 1
v s

i
s e

h

e

m i
a

g
r o u

p

.

P (
0

.

0 5
v s r e

p
e r

f

u s
i
o n

g
r o u

p

.

N = N
o

d

e t e e t a

b l

e

表 2 D T C 对缺血再灌注脑组织 O F R 的影

响 (又士 S)

G rouP n
E SR signal Inrensity

(em
·

g
一 ’

)

充血程度以及血管周 围间隙有一定的改善
,

水 肿程 度亦 较 缺 血再灌注 组轻 (3/10 >

1sm m ;7/10( 15m m )
。

0
工JJ

�次�扮月‘�02

Control 7 7.2士 1
.
4

Iseh em ia 8 8
.
4士 1

.
3

R ePe rfu sio n

sm in 7 1 2
.
9士 1

.
9

‘ .

3 0
m

i
l l

7 8

.

4 士 1
.
8

D T C /m g
·

k g
一 ‘

5 0 ( 5 m i
n
) 6 5

.
6 士 0

.
8+ +

“
P< 0· 0 1

v s

i

s e

h

e

m
i

a

g

r o u

P

.

+ +
P

<

0

·

0 1

v s

r e

p

e r

f

u s

i

o n

g

r o u

p

.

( 三 )D T e 对沙土 鼠死亡 率的影响 动

物 缺 血 3h 再灌 注 lh 期 间 内的 死 亡 率 为

85%
,

给予 D T C (SOm g
.
k g

一
‘
) 或 地 塞 米 松

(5 m g
.
k g

一
‘
) 后

,

死 亡 率均 降为 50 % (P <

0
.
05)

,

如图 l
。

( 四 )D T C 对组 织 形态的影响 对照组

(n 一 8) 脑组织结构正常
,

大脑皮层锥体细胞

分层清楚
,

排列较整齐
,

神经细胞多呈锥形或

三角形
,

突起细长且明显
,

胞浆中尼氏小体密

集
,

色深
,

中心器小
。

实质 内毛细血管与小静

脉周围间隙较窄(D 毛 10 m m )
。

缺血再灌注组

(n 一 10) 脑皮层锥体细胞分布欠均 匀
,

部分

细胞肿胀
,

变圆
,

突起变短或消失
,

中心尼 氏

小体大部分溶解消失
,

毛细血管与小静脉充

血 (5/10
++ ,

5
/1 0+

)

。

血管周 围间隙较正常组

宽 (4/10 > 3om m
;4/10 > 15m m ; 2/10 镇

15m m )
,

少数并见有灶性脱髓鞘现象
。

D T C

组 (n 一 1 0) 大脑皮层锥体细胞的改变较缺血

再灌注组稍有改善
,

毛细血管和小静脉扩张

Control D T C Ik xam ethasone

图 1 D T C 对缺血再 灌注期 沙土 鼠死亡率

的影响

动物数
:
对照组 13

,
D T C 组 10 ,

地塞米松组 10

与对照组比较
: 二 尸< 0

.
05

三
、

讨论

脑缺血再 灌注损伤的确切机理 比较复

杂
,

活性氧 自由基体系的氧化对该损伤的发

生发展可能起着最重要的作用
「7

·

8 」。

脑 内氧自

由基产生的途径较多
,

线粒体呼吸链机制为

其中之一川
。

线粒体内的 。乏由于不能被迅速

清除而增多
,

致使线粒体功能结构受损伤
,

这

可能是线粒体呼吸链在再灌注过程中不能有

效恢复 A T P 合成的原因之一
。

另外
,

黄嗓吟

氧化酶途径也是体内氧自由基生成的一个重

要来源
〔, 。〕

。

本研究发现
,

缺血时
,

脑组织 内生

成了可检测的 H X
,

O F R 有上升趋势
,

尤其是

再灌注 sm in 时
,

O F R 含量显著升高
。

再灌注



后
,

H X 又降至难以检测
,

O F R 降至接

近缺血组
。

这种 H X 浓度与 O F R 含量的相关

性变化证明了脑血管内皮细胞内黄嚓吟氧化

酶催化次黄喋吟生成氧自由基的途径可能是

脑内氧 自由基产生的一条重要途径
。

本研究证明
,

D T C 在体内具有清除自由

基作用
,

使缺血脑组织 内能量物质得到进一

步恢复
,

延缓缺血脑组织 由可逆转化为不可

逆损伤的病理过程
,

减轻线粒体的损伤程度
,

降低脑缺血再灌注损伤引起的动物死亡率
,

对脑缺血再灌注损伤具有保护作用
。

( 本文中的脑组织形态观察研究
,

得到基础部病生教研

室戴益民教授的协助和指导
,

特致谢意)
。
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应用 F
ura一

2
/
A

M 测定大鼠肝细胞内钙离子浓度

吴笑春 崔海影

(广州军区武汉总医院 武汉 430070)

钙是人体含量最丰富的元素之一
,

广泛

分布于细胞和体液中
,

它在生命活动的各种

生理
、

生化反应和疾病的发生
、

发展中起着极

其重要的作用
。

欲确切地分析 C
aZ+在生命活

动中的作用
,

就必须准确地测量细胞内C
aZ+

的浓度(〔C
aZ十〕

‘

)

。

本文介绍应用国广 F
ura一

2/ A M 测定大

鼠肝细胞〔C
a ’+ 〕

‘

的方法
。

F 盯a
一

2 测定〔C
aZ十〕

‘

的原理是 F ur a
一

2

的结构(图 1) 类似于 四梭酸的 C
aZ+
鳌 合剂

E G T A
,

能以 1
:1 的比例特异性地与 C

aZ斗
结

N (C H C 0 0 二)
:
N (C H

Z
C O O

一
)
2

C 0 0
-

图 1 F u ra一 2 的结构

合
,

与 E G T A 不 同的是 F盯
a一

2 可发出荧光
,


