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中性粒细胞弹性蛋白酶抑制剂对颅脑创伤大鼠

血脑屏障通透性和脑水肿的影响
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　　摘　要：目的　探讨中性粒细胞弹性蛋白酶（ＮＥ）抑制剂对颅脑创伤（ＴＢＩ）大鼠血脑屏障（ＢＢＢ）通透性改变和脑水肿的影响。

方法　将９９只大鼠分为对照组、ＴＢＩ组和干预组（分为６、２４、４８、７２、１６８ｈ亚组），复制大鼠液压打击模型，干预组给予西维来司

钠，分别测定各组脑组织ＮＥ的浓度、ＢＢＢ通透性和脑组织含水率，并进行比较分析。结果　ＴＢＩ组和干预组大鼠脑组织 ＮＥ浓

度、ＢＢＢ通透性和脑组织含水率在各时间点都高于对照组，干预组的ＮＥ浓度在２４、４８、７２、１６８ｈ低于ＴＢＩ组，ＢＢＢ通透性和脑组

织含水率在４８、７２、１６８ｈ低于ＴＢＩ组（犘＜０．０５）。结论　西维来司钠能抑制ＴＢＩ大鼠脑组织ＮＥ的释放，降低ＢＢＢ的通透性并

减轻脑水肿发生，表明西维来司钠对大鼠ＴＢＩ继发性损伤有保护作用。
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　　中性粒细胞弹性蛋白酶（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅ，ＮＥ）是广泛

存在于中性粒细胞、肥大细胞和巨噬细胞内的一种基质金属蛋

白酶，在机体的损伤、炎症等生理、病理过程中发挥着重要作

用［１］。作为一种丝氨酸蛋白水解酶，ＮＥ可以降解胶原蛋白、

弹性蛋白、纤维连接蛋白等，增加毛细血管通透性［２］。研究者

还发现，ＮＥ可以通过降解细胞外基质和破坏内皮细胞增加血

脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）通透性
［３］。西维来司钠是

ＮＥ的特异性抑制剂，能够抑制ＮＥ的生物活性，减少炎性介质

的产生和聚集，改善能量代谢障碍等，对肝脏、肺、心等组织、器

官的损伤有显著的保护作用［４］，但是对颅脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃ

ｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）的继发性损害有无保护作用少见报道。本研

究采用液压打击制作ＴＢＩ大鼠模型，西维来司钠作为干预因

素，检测大鼠脑组织的 ＮＥ浓度、ＢＢＢ通透性以及脑组织含水

率的动态变化，探讨西维来司钠对脑组织ＮＥ浓度的变化和颅

脑损伤后ＢＢＢ通透性改变和继发性脑水肿的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　动物　雄性健康ＳＤ大鼠９９只，体质量２００～２５０ｇ，由

重庆医科大学动物实验中心提供。

１．１．２　仪器与试剂　西维来司钠由重庆医药工业研究院提

供。大鼠ＮＥ定量检测试剂盒ＥＬＩＳＡ购自深圳晶美生物工程

有限公司。微量输液泵购自江苏沙洲实验仪器厂；台式离心机

购自上海鸽牌；７２１分光光度计购自上海光电。

１．２　方法

１．２．１　分组　将９９只ＳＤ大鼠分为对照组（９只）、ＴＢＩ组和

干预组（各４５只），其中ＴＢＩ组和干预组又按６、２４、４８、７２、１６８

ｈ时间点分为５个亚组，每亚组９只大鼠，大鼠适应性喂养３

ｄ，造模后ＳＤ大鼠按亚组分笼饲养，正常喂食、喂水。干预组

于造模后经股静脉用微量输液泵按１０ｍｇ·ｋｇ
－１·ｄ－１，以１

ｍＬ／ｈ的流速持续输注，给药时间不超过２４ｈ；ＴＢＩ组造模后

和对照组都经股静脉用微量输液泵按１ｍＬ·ｋｇ
－１·ｈ－１的流

速持续输注，给药时间同干预组。

１．２．２　ＴＢＩ模型制作　按Ｔｈｏｍｐｓｏｎ等
［５］方式制作模型，用

１００ｇ／Ｌ水合氯醛（３ｍＬ／ｋｇ）经腹腔麻醉大鼠，立体定位仪固

定大鼠头部，沿头皮正中作切口，剥离骨膜，取前囟人字缝尖连

线中点偏左０．４ｃｍ颅骨钻孔，暴露硬脑膜。打击管内注水后
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表１　　大鼠脑组织ＮＥ浓度的比较（狓±狊，ｎｇ／ｍＬ）

组别 狀 ６ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ １６８ｈ

对照组 ９ ０．３３±０．０３ ０．３３±０．０３ ０．３３±０．０３ ０．３３±０．０３ ０．３３±０．０３

ＴＢＩ组 ４５ ０．８９±０．１０ａ ２．１６±０．２４ａ ２．４６±０．３７ａ ２．１９±０．３４ａ １．９６±０．３２ａ

干预组 ４５ ０．７８±０．２１ａ １．７４±０．３１ａｂ １．８９±０．５２ａｂ １．６５±０．４４ａｂ １．６１±０．４７ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＴＢＩ组比较。

表２　　大鼠脑皮质ＥＢ浓度的比较（狓±狊，ｎｇ／ｍｇ）

组别 狀 ６ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ １６８ｈ

对照组 ９ ４．１７±０．３９ ４．１７±０．３９ ４．１７±０．３９ ４．１７±０．３９ ４．１７±０．３９

ＴＢＩ组 ４５ ８．９６±０．３７ａ ９．８９±０．８７ａ １３．２０±０．８６ａ １２．２３±０．６０ａ ８．９９±０．６３ａ

干预组 ４５ ８．７３±０．４１ａ ９．４５±０．５３ａ １０．３９±０．９７ａｂ １０．１６±０．５８ａｂ ９．０２±０．７１ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＴＢＩ组比较。

表３　　大鼠脑含水率的比较（狓±狊，％）

组别 狀 ６ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ １６８ｈ

对照组 ９ ７５．８９±０．５８ ７５．８９±０．５８ ７５．８９±０．５８ ７５．８９±０．５８ ７５．８９±０．５８

ＴＢＩ组 ４５ ７７．１０±０．７２ａ ７９．５９±０．７９ａ ８１．４５±１．０７ａ ８１．９７±０．９８ａ ７９．６５±０．６９ａ

干预组 ４５ ７７．２３±０．８１ａ ７８．９８±０．９５ａ ７９．２２±０．９８ａｂ ７９．６７±１．１０ａｂ ７８．１０±０．８２ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＴＢＩ组比较。

连接液压脑创伤打击装置，造成ＴＢＩ。

１．２．３　脑组织 ＮＥ的测定　３组大鼠分别于相应时间点，用

水合氯醛麻醉，快速断头取脑，取脑组织精确称重，置于－７０

℃保存备测。测定时将脑组织用生理盐水在冰浴环境内以玻

璃匀浆器制成１０％的脑组织匀浆。采用ＥＬＩＳＡ测定ＮＥ。

１．２．４　ＢＢＢ通透性的检测　３组大鼠于预定的时间点经股静

脉按５ｍＬ／ｋｇ标准注射２％伊文氏兰（Ｅｖａｎ′ｓｂｌｕｅ，ＥＢ），６０

ｍｉｎ后，处死大鼠，取大鼠脑组织通过分光光度计检测渗出

的ＥＢ。

１．２．５　脑组织含水率测定　３组大鼠在预定时间点，经水合

氯醛麻醉后，迅速断头取脑，将取出的脑组织放在用生理盐水

浸润过的滤纸上，以防止水分蒸发。去除软脑膜，精密称重。

将脑组织置于９５℃恒温烘箱２４ｈ，再称取干重。按Ｂｌｌｉｏｔ公

式计算脑组织含水率＝（湿重－干重）／湿重×１００％。

１．３　统计学处理　采用的ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计学分

析，计量资料以狓±狊表示，进行狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组大鼠脑组织内ＮＥ浓度的比较　ＴＢＩ组和干预组在

６、２４、４８、７２、１６８ｈ大鼠脑组织内 ＮＥ浓度高于对照组（犘＜

０．０５）；干预组在２４、４８、７２、１６８ｈ低于ＴＢＩ组，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），见表１。

２．２　各组大鼠脑组织ＥＢ浓度的比较　ＴＢＩ组和干预组大鼠

脑皮质ＥＢ浓度在６、２４、４８、７２、１６８ｈ高于对照组，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）；干预组在６、２４ｈ脑组织ＥＢ低于ＴＢＩ组，

但差异无统计学意义（犘＞０．０５），在４８、７２、１６８ｈ低于ＴＢＩ组，

差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

２．３　各组大鼠脑组织含水率的比较　ＴＢＩ组和干预组大鼠脑

含水率在２４、４８、７２、１６８ｈ高于对照组，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）；干预组在６、２４ｈ脑组织含水率浓度低于ＴＢＩ组，

但差异无统计学意义（犘＞０．０５），在４８、７２、１６８ｈ低于ＴＢＩ组，

差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表３。

３　讨　　论

ＢＢＢ通透性改变和脑水肿是ＴＢＩ继发性脑损伤的主要病

理性变化，成为影响伤情发展和预后的重要因素。分子生物学

研究发现ＮＥ作为一种最重要的炎症介质，广泛参与ＢＢＢ通

透性改变和脑水肿发生发展的生理病理过程中。研究发现，

ＮＥ可以损伤细胞外基质，增强黏附因子表达，加重内皮细胞

损伤，增加ＩＬ８、ＴＮＦα、氧自由基的产生，活化激肽、缓激肽、

花生四烯酸等导致内皮细胞的损伤［６］。ＮＥ的特异性抑制剂

西维来司钠已经成功研制并运用于临床，对各种实验性急性肺

损伤具有良好的保护作用，目前主要用于治疗全身性炎症反应

综合征、慢性阻塞性肺气肿等疾病［７］。近年来，日本学者研究

还发现西维来司钠能够减轻肝脏部分切除后的肝脏损伤，能够

减少高迁移率族蛋白１（ＨＭＧＢ１）的释放和降低ＩＬ６的水平，

与对照组比较，能够更加有效的促进患者恢复［８］。有学者通过

体外试验研究还发现西维来司钠可以通过减少Ｃ３、Ｃ４的激活

对肾脏起到保护作用［９］。

本实验结果说明西维来司钠可以减少脑组织中 ＮＥ聚集

和释放，从而降低其在脑组织中的浓度。但研究同时发现６ｈ

干预组和ＴＢＩ组的ＮＥ浓度差异无统计学意义，说明西维来司

钠的抑制作用具有时间依赖性，需要连续给药、达到一定药物

浓度和时间后才能发挥作用。本研究发现，无论是 ＴＢＩ组还

是干预组，ＢＢＢ通透性的高低与ＮＥ浓度的高低都成同步性改

变，说明脑组织中 ＮＥ浓度的增加是ＢＢＢ通透性增高的原因

之一，间接证明了炎症介质是破坏ＢＢＢ，增加其通透性的重要

原因。还有研究人员通过动物实验发现，静脉注射外源性 ＮＥ

能够破坏和分解肺泡表面活性物质的主要成分，导致肺血管和

肺泡上皮通透性增高［１０］。西维来司钠能够有效地抑制 ＮＥ所

引起的炎症反应，可以降低ＮＥ对周围蛋白质降解和破坏
［１１］。

本实验发现，在干预组，通过连续静脉给予西维来司钠，大鼠

４８、７２、１６８ｈ的ＥＢ浓度明显低于ＴＢＩ组，说明了西维来司钠
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能够有效地保护ＢＢＢ结构，降低其通透性。通过对脑组织含

水率的研究发现，ＴＢＩ大鼠脑组织含水率在造模后整个变化过

程呈抛物线样改变，这种脑组织含水率的变化规律与脑组织内

ＮＥ浓度的变化规律一致，而通过西维来司钠的干预后，脑组

织含水率虽然仍明显高于对照组，但在４８、７２、１６８ｈ低于ＴＢＩ

组，说明了西维来司钠可以通过抑制 ＮＥ的生物活性和降低

ＮＥ浓度来减轻脑组织水肿，对脑组织起到一定的保护作用，

这种在ＴＢＩ过程中的保护作用与在脑组织缺血／再灌注损伤

中研究结果基本一致，这种保护作用可能与抗炎、抗氧化、抗凋

亡有关［１２］。

本研究结果提示：ＴＢＩ大鼠脑组织内 ＮＥ浓度明显高于对

照组。这表明创伤后，中性粒细胞释放的ＮＥ参与了脑组织损

伤的病理过程，ＮＥ在ＴＢＩ的病理生化机制中可能起着重要作

用，ＮＥ可能是ＢＢＢ通透性和脑组织含水率的增高重要因素之

一，是ＴＢＩ继发性脑水肿形成的重要原因。西维来司钠可抑

制ＮＥ浓度的增高，降低 ＮＥ的生物活性，可显著性降低 ＴＢＩ

大鼠的ＢＢＢ通透性和脑组织含水率，表明西维来司钠能够减

轻ＴＢＩ导致的继发性脑水肿。这一发现可能将为治疗ＴＢＩ后

脑水肿开辟一条新的途径。但目前对于西维来司钠减轻脑水

肿的具体机制仍不明确，值得研究者继续探索。
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［１２］ＳｈｉＬ，ＯｇａｔａＳ，ＹｕＪＫ，ｅｔａｌ．ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＨＬＡａｌｌｅｌｅｓ

ａｎｄｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｉｎＪｉｎｕｏａｎｄＷａｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｉｎＳｏｕｔｈ

ｗｅｓｔＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＨｕｍＩｍｍｕｎｏｌ，２００８，６９（１）：５８６５．

［１３］ＯｇａｔａＳ，ＳｈｉＬ，ＭａｔｓｕｓｈｉｔａＭ，ｅｔａｌ．Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓｏｆ

ｈｕｍａｎｌｅｕｃｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎｇｅｎｅｓｉｎ ＭａｏｎａｎＰｅｏｐｌｅｉｎ

Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．ＴｉｓｓｕｅＡｎｔｉｇｅｎｓ，２００７，６９（２）：１５４１６０．

（收稿日期：２０１４０４０８　修回日期：２０１４０６１８）

０６４３ 重庆医学２０１４年９月第４３卷第２６期


