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[摘要 ] 目的 观察验证尿苷三磷酸 ( UTP)对在体大鼠脑缺血再灌注损伤是否具有保护作用。方法 线栓法制备大鼠中

脑缺血再灌注 ( MCAO)损伤模型。UTP试剂在大鼠大脑中动脉 (MCA )缺血 30 m in后以微量输注泵通过大鼠尾静脉持续给药,

输注速度为 5 m l/( kg m in)。再灌注 24 h后测量大鼠脑含水量以及神经损伤行为学评分 ( NDS)。通过离体大鼠颈动脉环张力

法测定 UTP对去氧肾上腺素 ( PE)预收缩颈动脉环张力的影响。结果 比较 10、30、90 g /kg UTP组,发现 UTP对大鼠脑缺血再

灌注损伤的保护作用具有剂量依赖效应, 90 g /kgUTP组的保护作用最明显。离体血管张力测定结果表明, UTP可以显著降低

PE诱发的血管张力。结论 UTP对大鼠脑缺血再灌注损伤具有保护作用,这种作用可能与梗塞部位的血管扩张有关。
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[ Abstract] Objective To observe the pro tective effect of urid ine 5 'tr iphosphate ( UTP ) on cerebra l ischem ia reperfus ion

( IR ) in jury in rats. Methods The in jurym ode l o fm idd le cereb ra l a rtery occ lusion(MCAO) w as estab lished by suturem e thod. UTP

w ere delivered through ta il v enousr v iam icro in fusion pump 30 m in after the occ lusion ofMCA at a rate of 5 m l/( kg m in) . N eurolog i

ca l de fic it score ( NDS) and brain wa ter conten tw ere determ ined 24 h after reperfusion. The effect o fUTP on the contraction of rat a r

ter ia carotis in v itrow as exam ined. R esults The pro tective effect o fUTP on cerebral ischem ia reperfusion show ed a dose dependent

re lationship. The 90 g /kg g roup of UTP had the best protective effect among the 3 groups. The effect o fUTP on the contraction of rat

arteria carotis in vitro show ed tha tUTP can sign ificantly reduce the b lood vessel tension induced by PE. Conc lu sion UTP has a dose

dependent protective effect on cerebra l IR, wh ich m ay be re lated to the expansion o f the b lood vesse ls o f the infarct area.

[ Key words] ur id ine 5 'triphospha te(UTP ); reperfus ion injury; bra in

缺血再灌注损伤是临床上脑创伤和神经外科手

术及麻醉中最常见的损伤之一。临床麻醉中控制性

降压及心肺脑复苏病人都会引起脑供血不足, 血压

恢复后再次灌注也会发生类似的缺血再灌注损伤。

尽管针对脑血管疾病已开展了大量的临床和基础研

究,目前在全球范围内脑血管疾病仍然是人们面临

的主要威胁之一。有研究证实重组组织型纤溶酶原

激活剂 ( rtPA)对中风患者在中风发生的最初的 3 h

内是有效的, 并且在中风发生 6 h后可能仍然有

益
[ 1]
。然而, 由于患者使用 rtPA后增加了颅内出血

的发生率,因此总体上 rtPA对中风患者的疗效仍达

不到预期理想的效果
[ 2]
。有鉴于此, 其他的各种不

同的方法目前被广泛的用于缺血再灌注的研究, 并

且有些已被证实在缺血再灌注损伤中发挥重要的作

用, 如炎症因子,氧自由基等等。

尿苷三磷酸 (UTP)是一种 P2Y受体激动剂, 研

究证实其在肺炎的动物模型中具有抗炎和保护作

用
[ 3]
。 P2嘌呤受体对心肌的缺血再灌注损伤也具

有明显的保护作用
[ 4, 5]
。UTP可以通过减少线粒体

内钙离子超负荷从而改善心肌再灌注损伤后大鼠的

心肌梗死面积并可以改善心功能
[ 6]
。离体研究表

明, UTP的这种作用与 P2Y受体有关
[ 7, 8]
。Langen

dorff离体灌注小鼠心脏在 20 m in的缺血以及再灌

注 45m in后,较低浓度的 UTP即可达到明显的心肌

保护作用,这种保护作用与在 P2Y受体水平具有一
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致性
[ 9]
。然而, UTP对在体脑缺血再灌注损伤是否

具有保护作用目前尚无相关研究。本研究的目的即

检验单次剂量的 UTP对在体脑缺血再灌注损伤模

型大鼠是否具有保护作用。

1 材料和方法

本研究经第二军医大学 (中国上海 )动物实验

伦理委员会批准实施。

1. 1 局灶性脑缺血再灌注损伤模型的建立 成年

雄性 SD ( Sprague Daw ley)大鼠,体重 250~ 300 g,麻

醉方法以 10%水合氯醛 3 m l/kg腹腔内注射。以加

热板使大鼠直肠温度维持在 ( 37  0. 5) ! , 环境湿

度控制在 50%  5%。以线栓法制备大鼠大脑中动

脉阻塞 (M CAO )模型
[ 10]
。大鼠麻醉后仰卧位固定

于显微外科手术台上, 行腹侧正中切口分离右侧颈

外动脉 ( ECA) ,并以 6 0丝线结扎其远端及其分支

甲状腺上动脉和枕动脉。在颈内动脉分叉处结扎翼

腭动脉,游离颈外动脉作为插线途径。以一临时微

血管夹暂时夹住颈总动脉,在颈外动脉剪一小口,将

4 0尼龙线经颈外动脉插入颈内动脉约 20~ 21mm,

直至颈动脉叉, 阻断大脑中动脉血流。缺血 120m in

后将尼龙线拔回至颈外动脉残腔实现再灌注。 50

只大鼠 ( n= 10)参考文献上的方法, 以 6级评分法

评定大鼠的神经功能缺损评分 ( NDS)
[ 11]
。

1. 2 UTP给药方法及剂量 大鼠大脑中动脉阻塞

后 30m in通过尾静脉以微量泵 ( Graseby 3500 An

aesthesia Pump)持续泵注 UTP溶液, 给药速度为

0 5 (m l 100 g m in)。不同剂量组分别给予不同

浓度的 UTP溶液, 总的药液容量相同, 均为 1 m l/

kg。分别测量不同剂量组 ( 10、30和 90 g /kg)的大

鼠脑含水量, 神经病学评分 ( NDS), 并通过 TTC染

色测定大鼠脑梗塞体积。通过核磁共振成像 (MR I)

及电子显微镜观察 90 g /kg组大鼠的脑梗塞体积

及细胞凋亡情况。

1. 3 脑含水量测定 ( n= 8) 通过干 湿重法测量大

鼠脑组织含水量
[ 12, 13]

。神经病学评分完成以后, 40

只 SD大鼠 ( n= 8)水合氯醛麻醉后通过颈椎脱臼法

处死,并立即断头取脑。在增湿房内分离左右大脑

半球, 以吸水纸轻轻吸干标本表面的脑脊液,然后立

即测量大脑半球的湿重 (精确到 0. 1 mg)。大脑半

球经真空烘箱以 1 000 ! 持续烘干后测量其干重,

并通过以下公式计算脑组织含水量: 脑组织含水量

(% ) = (湿重 -干重 ) /湿重 ∀ 100%
[ 12]
。

1. 4 UTP对大鼠离体颈动脉血管舒张作用影响

大鼠颈动脉环制备参照文献方法
[ 14]

, 取健康雄性

SD大鼠, 体重 500~ 530 g,用 10%水合氯醛 3m l/kg

腹腔内注射麻醉后, 迅速游离大鼠颈外动脉, 置于

K rebsHensele it缓冲液 ( mmo l/L: NaC l 118. 0, KC l

4. 7, CaC l2 2. 5, M gSO 4 1. 2, KH 2PO 4 1. 2, N aHCO 3

25. 0, g lucose 11. 0, N a2 EDTA 0. 5)中,剔除周围结

缔组织,剪成 2~ 3mm的血管环。将血管环悬挂于

预置 10 m lK rebsH enseleit液的浴槽内, 一端固定,

一端通过张力换能器连接到 MPA 2000生物信号采

集系统, 记录张力变化。在 K rebsHensele it缓冲液

持续通 95% O2和 5% CO2的混合气体的状态下, 调

节其基础张力至 2. 0 g, 并在 37 ! 下稳定 60m in,期

间每 10~ 15 m in换液一次。

平衡 60m in左右, 待血管环重新平衡稳定后,

用 1 mo l/L去氧肾上腺素 ( pheny lnephrine, PE )收

缩血管环达平台时, 加入 1 mo l/L乙酰胆碱 ( ace

ty lcho line, A ch )检验血管内膜完整程度, 舒张达

80%以上为血管内膜完整; 用 1 mo l/L PE收缩血

管环达平台时, 加入 10 nmo l/L硝普钠检验血管平

滑肌舒张功能, 如血管舒张达 95%以上, 为血管平

滑肌功能正常,进行下一步实验。

以 1 mo l/L PE使血管收缩达平台后加入受试

药物。UTP以累积剂量法给药至最大剂量,以水做

溶剂对照,在内皮完整的血管环上观察药物的作用,

以观察 UTP是否对血管具有舒张作用。实验结果

中药物浓度均为血管所在浴槽中营养液中药物的终

浓度。经内皮检查后的血管环, 依用药顺序不同随

机分为 4组。加 PE使终浓度为 10
- 6

mo l/L,达收缩

平台后。采用累计加药法加入 UTP,加药间隔为 15

m in记录血管张力变化曲线。

1. 5 统计学处理 实验数据采用 SPSS 13. 0统计

软件统计处理,以均数  标准差 (  x  s )表示。多重

比较采用重复测量方差分析,组间比较采用配对 t

检验。P< 0. 05视为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 神经功能缺损评分 ( NDS )结果显示给予 10、

30和 90 g /kg UTP( G10, G30和 G90组 )的大鼠的

NDS评分明显高于对照组 (生理盐水组, NS组 )。

(图 1)。

图 1 给予不同剂量 UTP大鼠的神经功能缺损评分 ( n= 10)

1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01; 与生理盐水对照组相比。
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2. 2 大脑半球含水量 (图 2)与生理盐水对照组相

比, G10、G30和 G90组的右侧大脑半球含水量明显

减少。左右大脑半球之间比较显示, 生理盐水对照

组含水量差值为 4. 6%, 明显大于 G90组 ( 1. 6%, P

< 0. 01 )。从结果可以看出, 在 4个剂量组中, 90

g /kgUTP的脑缺血再灌注的保护作用最明显。

图 2 给予不同剂量 UTP的大鼠的大脑半球含水量 ( n = 8)
1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01,与左侧大脑半球相比;

3) P < 0. 05, 4) P < 0. 01 ,与生理盐水对照相比。

2. 3 UTP对大鼠离体颈动脉血管舒张作用影响 (见

表 1),血管舒张作用记录为: (加入 UTP前血管最大

张力 加入 UTP后血管最大张力 ) /加入 UTP前血管

最大张力 ∀100%。在一定的 UTP浓度范围 ( 10
- 7
M

~ 10
- 4
M )内,随着 UTP浓度的增加,其舒张血管的作

用逐渐增强,并且具有一定的剂量依赖关系。

表 1 UTP对大鼠颈动脉血管舒张

作用的影响 ( n = 4,  x  s )

UTP浓度 (m ol /L) 血管舒张 (% )

10- 7 0. 9  0. 71) 2)

10- 6 12. 8  10. 9

10- 5 31. 3  18. 6

10- 4 39. 2  14. 4

10- 3 31. 0  16. 91

注: 1) P < 0. 01,与 UTP浓度范围 10- 4M相比; 2) P < 0. 05,与其他几

个剂量组相比较。

3 讨论

脑缺血再灌注损伤是临床上常见的损伤之一。

临床上严重脑中风后大多数的死亡发生在中风后第

一,二周后,主要原因是由于脑组织水肿的形成造成

的
[ 15]
。目前在减轻脑水肿肿胀缺血造成的影响方面

尚没有最佳的治疗措施。如甘露醇化合物常被用于

重症患者,以提供 #渗透疗法 ∃
[ 13]
。类似甘露醇之类

的无机化合物可能导致脑水肿的症状恶化
[ 16]
。因此

找到一种脑缺血再灌注损伤后可以减轻脑水肿的方

法和治疗措施具有重要的意义。本实验中, 我们通过

尾静脉给予大脑中动脉闭塞模型大鼠不同浓度的

UTP,以观察 UTP对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作

用。我们发现,分别给予 0、10、30及 90 g /kgUTP,再

灌注 24 h后, UTP对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护

作用具有剂量依赖作用。在本研究的 4组剂量中,最

大剂量 90 g /kgUTP组大鼠的脑水肿程度最轻。

在神经损伤评分及脑梗塞体积的观察中也可以

得到同样的结果。笔者使用 Adham i等
[ 13 ]
提出的 6

级评分法对大鼠神经损伤后的行为学进行评分, 各

UTP组大鼠的神经损伤评分明显低于生理盐水对照

组。脑缺血再灌注损伤后严重的脑水肿通常在 6 h

至 7 d均有发生
[ 17 ]
。定量分析表明, 生理盐水组的

脑肿胀的程度是最严重的。通过对相关文献的简要

回顾, UTP对大鼠脑缺血再灌注损伤保护作用的作

用机理可能有下面几种可能。有研究发现, UTP可

以增加冠状动脉血流,并且这种作用具有剂量依赖

性
[ 4]
。Y itzhak i等发现 UTP对体内和体外大鼠心肌

缺血模型具有有益作用, 这种作用主要是通过抑制

线粒体钙超载和激活 P2Y受体而发生的
[ 6, 7]
。P2嘌

呤受体分为 P2X和 P2Y两种亚型,都可以被核苷酸

激活。P2X受体属于离子通道受体, P2Y受体属于

G蛋白偶联受体。UTP可以激活 P2Y受体的两种亚

型, P2Y2和 P2Y4
[ 18, 19]

。UTP是一种重要的 P2Y受

体, 在缺血组织中可以发现 UTP的浓度增高
[ 20]
。

除了心肌的缺血再灌注损伤, 腺苷还可以通过激活

P2Y受体对肾脏和肝脏的损伤具有保护作用
[ 21~ 23]

。

因此, UTP对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用可

能也是通过作用于线粒体及 P2Y受体而产生的。

本研究中发现 UTP可以舒张去氧肾上腺素预收

缩的离体大鼠颈动脉,且这种舒张作用具有剂量依赖

效应。本研究中通过脑含水量测定观察到 UTP可以

减轻大鼠脑缺血再灌注损伤后的脑水肿程度,这种效

应可能由于在脑缺血 30m in后静脉给予 UTP后,引

起缺血组织血管舒张, 血流增加而产生的。因此,

UTP在缺血后对动脉血管的舒张作用可能是其对脑

缺血再灌注损伤的保护作用的机制之一。

综上所述, UTP对脑缺血再灌注损伤具有一定

的保护作用,这为临床上脑中风的治疗提供了新的

思路与依据。然而 UTP对脑缺血再灌注损伤的保

护作用机制,尤其是其具体的受体水平的作用机制

仍然需要进一步的研究。
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教育应当关注研究生的个人发展需求和社会需求,

改变研究生教育观念, 注重对教育质量的干预和评

估。唯有如此,才能实现学科与学生的和谐发展,履

行教育使命。

%参考文献&

[ 1 ] 李中华.中国 CRO的现状及所面临的挑战 [ J] . 中国医药技

术经济与管理. 2008; 2 ( 1) : 43

[ 2 ] Triggle DJ, M iller KW. C omm ission on the future of graduate ed

u cation in the ph arm aceut ical sciences[ R ] . h ttp: / /www. aacp.

org / resources /h istoricaldocum ents /Docum ents / Comm iss ionRe

port. pd.f [ 2002 02 20] , [ 2002 05 26]

[ 3] 彭司勋.中国药学年鉴. 2006[ M ] .上海:第二军医大学出版

社. 2006: 268

[ 4] 彭司勋.中国药学年鉴. 2007[ M ] .上海:第二军医大学出版

社. 2007: 227

[ 5] 彭司勋.中国药学年鉴. 2008[ M ] .上海:第二军医大学出版

社. 2009: 219

[ 6] 教育部. 普通高等学校基本办学条件指标 (试行 ) (教发

[ 2004] 2号 ) [ S] . 2004 02 06

[收稿日期 ] 2010 05 06

[修回日期 ] 2010 05 16

(上接第 183页 )

[ 2 ] The N INDS t PA S trok e S tudy Group Intracereb ral hem orrhage

after in travenou s t PA therapy for ischem ic stroke[ J] . Stroke; a

jou rnal of cerebral circu lat ion, 1997, 28 ( 11) : 2109.

[ 3] Evaldsson C, Ryden I, Uppugundu ri S. An ti in flamm atory effects

of exogenou su rid ine in an an im almod el of lung in flamm ation[ J] .

In ternational imm unopharm acology, 2007, 7 ( 8) : 1025.

[ 4 ] N inom iya H, Otan ,i Lu K, et a l. Enhanced IPC by activation of

pertussis toxin sen sitive and insen sitive G protein coupled puri

noceptors[ J] . American jou rnal of phys iology, 2002, 282 ( 5 ) :

H 1933.

[ 5 ] V assort G. Adenosine 5 'triphosphate: a P2 pu rinergic agon ist in

the m yocard ium [ J ]. Physiological review s, 2001, 81 ( 2 ) :

767.

[ 6 ] Y itzhak i S, Sha inberg A, Cheporko Y, e t a l. U rid ine 5 'triphos

phate ( UTP) reduces infarct s ize and im proves rat heart fun ct ion

after m yocard ia l infarct [ J] . B iochem ical pharm acology, 2006,

72 ( 8) : 949.

[ 7] Y itzhak iS, H ochhauser E, Porat E, e t a l. Uridin e 5 'triphosphate

(UTP) m aintain s card iacm itochondrial funct ion follow ing chem i

cal and hypoxic stress[ J] Jou rnal ofmolecu lar and cellu lar cardi

ology, 2007, 43 ( 5) : 653.

[ 8 ] Y itzhak i S, Shneyvays V, Jacobson KA, e t al. Involvem ent of u

racil nucleotid es in p rotection of card iomyocytes from hypox ic

stress[ J] B iochem ical pharm aco logy, 2005, 69 ( 8) : 1215.

[ 9 ] W ee S, Peart JN, H eadrick JP. P2 purinocep tor m ed iated car

d iop rotect ion in isch em ic reperfu sedm ouse h eart[ J] The Jou rnal

of pharm acology and exp erim en tal therapeu tics, 2007, 323 ( 3 )

: 861.

[ 10 ] Longa EZ, W eins te in PR, Carlson S, et al. Reversible m idd le

cereb ral artery occlus ion w ithou t cran iectom y in rats[ J ] S troke;

a jou rnal of cereb ral circu lat ion, 1989, 20 ( 1 ) : 84.

[ 11 ] Adh am i F, Liao G, M orozov YM, e t a l. Cereb ral ischem ia hy

poxia indu ces intravascular coagu lation and au tophagy [ J ] The

Am erican jou rnal of pathology, 2006, 169 ( 2 ) : 566.

[ 12 ] L in TN, H e YY, W u G, et al. E ffect of b rain edem a on in farct

volum e in a focal cereb ral ischem ia m od el in rats [ J] S trok e; a

jou rnal of cerebral circu lat ion, 1993, 24 ( 1) : 117.

[ 13 ] Paczynsk iRP, H eYY, D iringerMN, e ta l. Mu ltiple dose mann i

to l redu ces brain w ater conten t in a ratm od el of cortical infarc

tion[ J] S trok e; a jou rnal of cereb ral circu lat ion, 1997, 28 ( 7 )

: 1437.

[ 14] Kubota YK, Tan aka NK, Um egak iK, et al. G inkgo b iloba extract

indu ced relaxat ion of rat aorta is associated w ith increase in endo

th elium in tracelu lar ca lcium level[ J] . L ife Sc,i 2001, 69 ( 20 ) :

2327.

[ 15] Bounds JV, W iebers DO, W h isnan t JP, et al. M echan ism s and

tim ing of death s from cerebra l infarction[ J] . S troke; a journal of

cerebral circu lat ion, 1981, 12 ( 4) : 474.

[ 16] Kau fm annAM, C ardoso ER. Aggravation of vasogen ic cereb ral e

dem a by mu ltiple dose m ann itol [ J ] . Jou rn al of neurosurgery,

1992, 77 ( 4 ) : 584.

[ 17] H su CY, L iu TH, Xu J, et al. A rach idon ic acid and itsm etabo

lites in cereb ral isch em ia[ J] . Annals of the N ew York Academ y

of S cien ces, 1989, 559 ( A rach idon ie ) : 282.

[ 18] C omm un iD, Jan ssen s R, Su arezH uerta N, et a l. Advances in

signalling by ex tracellu lar nu cleot ides, the ro le and tran sduction

m echan ism s of P2Y recep tors [ J] . Cellular s ign aling, 2000, 12

( 6) : 351.

[ 19 ] Jacobson KA, Jarv is MF, W illiam sM. Purine and pyrim idine

( P2 ) recep tors as drug targets[ J]. Journal ofm ed icin al chem is

try, 2002, 45 ( 19) : 4057.

[ 20] Erl inge D, H arnek J, Van H eusd en C, e t al. U rid ine triphos

phate (UTP) is released during cardiac isch em ia[ J] . Interna

tional journal of card iology, 2005, 100 ( 3) : 427.

[ 21] C arini R, A lchera E, De C esarisMG, et al. Purin erg ic P2Y2 re

cep tors promote h epatocyte resistance to hypox ia[ J ]. Journ al of

h epatology, 2006, 45 ( 2) : 236.

[ 22] Lee YJ, H an H J. E ffect of adenos ine triph osphate in renal ische

m ic in ju ry: involvem en t of NF kappaB [ J] . Journa l of cellu lar

physiology, 2005, 204 ( 3) : 792.

[ 23] Lee YJ, Park SH, Jeung TO, et al. E ffect of adenos ine triphos

phate on phosphate uptake in renal prox im al tubu le cells: involve

m ent of PKC and p38 MAPK[ J ]. Jou rnal of cel lu lar phys iology,

2005, 205 ( 1 ): 68.

[收稿日期 ] 2010 01 04

[修回日期 ] 2010 03 07

234

药学实践杂志 2010年 5月 25日第 28卷第 3期

Journa l of Pharm aceutical P ractice, Vo .l 28, No. 3, M ay 25, 2010


