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"摘要#
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目的
!

探讨微创颅内血肿清除对降低病灶周围脑组织谷氨酸"

AJP

$水平&血脑屏障"

TTT

$通透性及脑水肿的影响%

方法
!

将
'%

只体质量
1&/%

!

'&0%X

F

的家兔制作自发性脑出血"

;3̂

$模型!模型制作成功后!分成对照组"

93

组$和微创组"

9;

组$!

9;

组于造模后
)H

内通过立体定向仪行微创颅内血肿清除术!于术后
$

&

'

&

-!

提取脑组织!检测血肿周围脑组织
AJP

水平&

TTT

通透性及脑含水量!并与对照组进行比较分析%结果
!

9;

组在术后
$

&

'

&

-!

血肿周围脑组织
AJP

水平&

TTT

通透性及脑含

水量均低于
93

组!差异有统计学意义"

!

$

%&%7

$%结论
!

微创技术清除颅内血肿有利于降低血肿周围
AJP

水平&

TTT

透性及脑

含水量%
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自发性脑出血$

#,E6GID6DK6GJHDO"66HG
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&后由于血

肿本身对周围脑组织的机械压迫及炎症介质*兴奋性氨基酸等

神经毒性物质的释放导致了继发性脑损害#在血肿附近的脑组

织发生不可逆的损害'

$

(

#而谷氨酸$

AJP

&介导的兴奋性毒性作

用可能对继发性脑损害有重要影响'

$

(

)近年来#微创清除颅内

血肿的有效性已经得到临床研究证实'

1

(

%但是#关于微创外科

手术清除颅内血肿后对病灶周边脑组织神经化学变化和血脑

屏障$

TTT

&通透性的变化依然有待进一步研究#对于病灶周围

脑组织在清除血肿后的病理生理改变少有报道)本课题组以

AJP

*

TTT

通透性和脑含水量为观察指标#探讨微创技术清除

颅内血肿后血肿周围脑组织
AJP

水平的变化和
TTT

通透性与

脑含水量的关系)
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ê .

蓝星
T

型#淮北正华生物仪器设备有限

公司&%电子天平$

[GE"P6#"P+
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冻型#
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公司&%
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$国华电器有限公司&%
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生物工程有限公司&%尿
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方法
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动物分组
!

将
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只大耳白兔制作
;3̂

模型#并分为

模型对照组$

93

组&和微创组$
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组&#每组各
$7

只#再把每

组
$7

只动物在组内再平均分成
'

组$分别于模型制作成功后

第
$

*

'

*

-

天处死&#

9;

组全部动物在模型制作成功后
)H

内行

微创血肿清除术)将另
$1

只健康大耳白兔#平均分为
'

组#分

别于第
$

*

'

*
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天处死作为正常对照组$

Z3

组&)

E&F&F
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制作
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模型
!

动物模型制作前
$1H

禁食*

0H

禁

水#乌拉坦$

7O5

"

X

F

&麻醉后固定于兔脑立体定向仪#取兔两

眼眶后缘连线正中线做长约
'&%IO

皮肤切口#随即分离至骨

膜#参照兔脑立体定向图谱确定基底节区位置#从家兔耳中央

动脉取自体未凝血#在兔脑立体定向仪的引导下缓慢注入未凝

自体动脉血
%&7O5

到右侧基底节区注血时间
'O#,

以上#保

持针头于原位
/O#,

后再逐渐退针)造模
'H

后行头颅
32

检

查#基底节区有高密度影且未破入脑室者提示造模成功)将通

过
32

扫描提示造模成功的大耳白兔$图
$

&送入动物房饲养#

所有实验动物均在静脉注射乌拉坦后
7H

内清醒)

E&F&G

!

微创颅内血肿清除术的手术步骤
!

9;

组动物均在

;3̂

模型制作成功后
)H

内行微创颅内血肿清除术#沿原穿刺

孔作为微创手术进针的部位#向原穿刺点注入尿激酶
7%%%Q

$溶于
%&7O5

生理盐水中&#针头固定原位
$7O#,

后开始缓慢

抽吸#边抽吸边缓慢退针)复查头颅
32

#见血肿基本清除后

$图
1

&)
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*

Z3

组仅行外科进针程序#不作其他处理)

图
$
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32

见右侧基底节区血肿形成

E&F&H

!

采集标本
!

处置动物后快速断头取脑#取血肿周围

7OO

内脑组织置于冰盘#以针道为中心#将脑组织分为
0

部分

$即前内*前外*后内*后外&#前外侧部分用于测
\T

水平#前内

侧部分立即放入
Y/%_

冰箱用于
AJP

水平检测#后内侧用于

测量脑含水量)

图
1
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复查头颅
32

见血肿消失

E&F&I
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高校液相色谱分析测定血肿周围
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水平
!

色谱柱为
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(#流动相
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为

:3Zf9D<^f

水$

07f07f$%

#

b

"

b

"

b

&)流速为
1O5

"

O#,

%梯度!

%

!$
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#
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从
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#

$/&$
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#
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从
7->

上升至
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#

$/&)

! $

11&' O#,
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维持
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#
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#

T

从
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下降至
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)

1'&1

!

1)

O#,

#

T

仍然在
%>

)柱温为
0%_

#进样量为
$%

#

5

#二极管阵

列检测器$

8:8

&波长
1)1,O

#参比波长
'10,O

)在
$O5

甲

醇中加入邻苯二甲醛$

<@:

&

17O

F

#使其充分溶解后再加入

%&0O"J

"

5

硼酸氢二钠*硼酸二氢钠缓冲溶液$

M

^ $%&0

&

7O5

#混匀#置于
0_

冰箱备用)称取氨基酸标准品适量#用

%&1O"J

"

5

碳酸氢钠$

ZĜ 3<

'

#

M

^(&/

&配制成浓度为
$&%

F

"

5

的标准储备液)解冻脑组织#电子天平称重后放入干燥玻璃

匀浆器中#加
%&$OO"J

"

5

稀盐酸
$f7

$

a

"

b

&#超声粉碎$温

度!

0_

#脉冲!运行
1+

#停
7+

%强度!

1%>

#共
$7

次&)离心

$

$1%%%6

"

O#,

#

1%O#,

#

0_

&后#取
1&7

#

5

硼酸缓冲液加入
%&7

#

5

样品上清液溶液#混合
'%+

#加入
<@:%&7

#

5

混合
'%+

后

加入
%&7

#

5

的
49<3

混合
'%+

#加入
'1

#

5

水#混合
'%+

#进

样
$%

#

5

)通过色谱工作站积分氨基酸的峰面积#外标法定

量#计算氨基酸浓度#再根据标质量可得出每克脑组织氨基酸

浓度)

E&F&O

!

TTT

通透率的测定
!

$

$

&采用
\T

作为示踪剂检测

TTT

的通透性)在各实验点前
1H

#经兔耳缘静脉按
1O5

"

X

F

注入
1> \T

#循环
1H

后#迅速提取脑组织#取血肿周围脑组织

用电子天平$精确到
%&$O

F

&称质量#随之把它放入盛有
0O5

甲酰胺的试管中#放入
70_

恒温箱水浴
10H

#离心后分光光度

计$

.

=)'1,O

&测定上清液吸光度#滤光波长为
)'1,O

#甲酰

胺为空白对照)$

1

&标准曲线的建立!电子天平$精确度
%&$

O

F

&称取
\T0O

F

放入玻璃容器中#缓慢加入生理盐水至总容

积到
$%%O5

#摇匀后用玻璃吸管取
%&'O5

#加入
7&-O5

甲酰

胺配制成第
$

管标准液#再从第
$

管标准液中取
'O5

加
'O5
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甲酰胺溶液配制成第
1

管#据此法依次配置
-

管标准液#则这

-

管标准液每毫升所含
\T

依次为
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0&%%%

*
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*
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*
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*

%&17%

*

%&$17

#

F

#加盖橡皮塞#放入
70_

恒温水浴箱水

浴
10H

)然后用上述相同方法测量吸光度#求出它们与
\T

水

平的直线回归方程!
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\T

标准曲线#反映吸光度$

M

&与
\T

水平的关系)$

'

&脑组织
\T

水平计算方法!采用甲酰胺法测定脑组织
\T

水平以判定
TTT

的破坏程度)脑组织
\T

水平$

#

F

"

F

湿脑&

=Tg

甲酰胺量

$

O5

&"脑组织湿质量$

F

&#公式中的
T

是根据标准曲线的直线

回归方程求得的样本
\T

水平$

#

F

"

O5

&)$

0

&脑组织含水量的

测定!提取兔脑组织后先用电子天平称取湿质量#随后放入

$%%_

电热恒温干燥箱#

0/H

后取出称其干质量#脑组织含水

量
=

$湿质量
Y

干质量&"湿质量
g$%%>

)

E&G

!

统计学处理
!

数据采用
[@[[$'&7

作统计分析)计量资

料以
7]F

表示#组间比较采用方差分析#以
!

$

%&%7

为差异有

统计学意义)

F

!

结
!!

果

F&E

!

家兔
;3̂

制模情况
!

本实验成功制作出
'%

只家兔
;3̂

模型#其中
93

组在实验模型制作成功后不明原因死亡
$

只%

9;

组在制作模型时因乌拉坦注射过量死亡
1

只#模型制作成

功后第
7

天死亡
$

只)最后
93

组及
9;

组各以
$1

只家兔来

进行对比观察)

F&F

!

各组家兔脑组织
AJP

水平比较
!

9;

组家兔血肿周围脑

组织
AJP

水平在各时间点明显少于
93

组$

!

$

%&%7

&#

93

组

在各时间点明显高于
Z3

组$

!

$

%&%7

&%

9;

组在第
$

*

'

天明显

高于
Z3

组$

!

$

%&%7

&#但第
-

天与
Z3

组比较差异无统计学

意义$

!

&

%&%7

&#见表
$

)

表
$

!!

各组家兔脑组织
AJP

水平比较%

7]F

'

(=0

'

#

F

)

F

&

组别 第
$

天 第
'

天 第
-

天

Z3

组
1$7%&10]1/&1% 1$0/&1%]$)&$0 1$7'&$)]$/&$1

93

组
17%1&1(]0/&)1

G

1))-&'/]-'&'-

G

11-'&//]0(&/-

G

9;

组
1'1%&%$])/&%/

GK

10)0&$-](/&1/

GK

1$0$&%)]71&$

K

!!

G

!

!

$

%&%7

#与
Z3

组比较%

K

!

!

$

%&%7

#与
93

组比较
!

$

%&%7

)

F&G

!

各组家兔
TTT

通透性比较
!

9;

组家兔血肿周围脑组织

\T

水平在各时间点明显少于
93

组$

!

$

%&%7

&#

93

组和
9;

组各时间点
\T

水平均高于
Z3

组$

!

$

%&%7

&#见表
1

)

表
1

!!

各组家兔脑组织
\T

水平比较%

7]F

'

(=0

'

#

F

)

F

&

组别 第
$

天 第
'

天 第
-

天

Z3

组
$&/7]%&$1 1&$0]%&%$ $&(0]%&1'

93

组
'$&10]$&%1

G

'-&$']$&7-

G

1/&-1]%&1'

G

9;

组
1/&0$]%&-1

GK

'0&%0]$&0/

GK

1)&'%]%&-/

GK

!!

G

!

!

$

%&%7

#与
Z3

组比较%

K

!

!

$

%&%7

#与
93

组比较
!

$

%&%7

)

表
'

!!

各组家兔组织含水量比较%

7]F

'

(=0

'

>

&

组别 第
$

天 第
$

天 第
-

天

Z3

组
-0&$7]%&0' -0&0%]%&'- -7&$1]%&11

93

组
-(&77]%&-'

G

/%&7-]$&'$

G

--&(/]%&)-

G

9;

组
--&1$]%&('

GK

-/&$']$&10

GK

-)&)%]%&)/

GK

!!

G

!

!

$

%&%7

#与
Z3

组比较%

K

!

!

$

%&%7

#与
93

组比较
!

$

%&%7

)

F&H

!

各组家兔脑组织含水量比较
!

9;

组家兔在各时间点血

肿周围脑组织含水量均明显低于
93

组$

!

$

%&%7

&#且
93

组

和
9;

组血肿周围脑组织含水量在各时间点均高于
Z3

组

$

!

$

%&%7

&#见表
'

)

G

!

讨
!!

论

!!

;3̂

占卒中患者的
$%>

!

$7>

#具有高伤残率和高死亡

率#目前治疗主要是针对原发性损害和防止再出血#但所有这

些治疗都不能有效地减少致残率和死亡率'

'

(

)继发性脑损伤

是
;3̂

预后不良的重要因素#

AJP

在继发性脑损伤中起着重

要作用'

$

(

)有研究发现
;3̂

后血肿周围脑组织
AJP

水平明显

增高#而兴奋性氨基酸水平与其预后密切相关'

0.7

(

#

AJP

水平越

高其预后越差'

)

(

)血肿周围脑组织
AJP

水平升高可导致
TTT

破坏#

TTT

通透性增加可加重脑水肿#如
AJP

的兴奋性毒性作

用被拮抗则可能减少
TTT

通透性#减少脑水肿)在实验性蛛

网膜下腔出血和弥漫性脑损伤中用
AJP

受体拮抗剂
9d./%$

后有助于
TTT

通透性的恢复#有利于减轻脑水肿'

-

(

%研究表明

在不影响血肿体积的情况下#用免疫方法阻断
AJPZ98:

受

体#可明显减少脑水肿和神经元细胞坏死#并有利于减少神经

功能缺陷'

/

(

)本实验中#经微创技术清除颅内血肿后#血肿周

围脑组织
AJP

水平明显下降#血肿的占位效应减少#从而减少

TTT

通透性及脑含水量)

9#JJD6

等'

(

(学者也观察到血肿周围

脑组织
AJP

水平增高#微创清除血肿后
AJP

水平降低)

TTT

破坏导致脑水肿形成#

;3̂

后释放的神经毒性物质#

除凝血酶*血红蛋白对
TTT

的破坏外#

AJP

的兴奋性毒性作用

也可能是脑水肿形成的重要因素'

'

(

)动物鼠模型实验研究显

示#蛛网膜下腔出血后细胞外
AJP

水平明显增加#而
AJP

转运

体明显降低'

$%

(

)

;3̂

后大量
AJP

释放#血肿周围能量代谢障

碍#影响
AJP

"谷氨酰胺$

AJ,

&比值*限制
AJP

的摄取#同时#细

胞外兴奋性神经传递物质增加而
AJP

脱羟酶抑制#导致能量代

谢失调和神经毒性物质增加损害
TTT

#因此#脑水肿与颅内血

肿和
TTT

通透性密切相关)

通过测量不同时间点脑组织
\T

水平来判断
TTT

损害程

度#有研究显示脑内注血后
)HTTT

开始有受损#随着时间的

推移逐渐加重#

-1H

达最高峰'

/

(

#在本实验中除上述现象外#

同时发现脑含水量也有同样的变化)

脑水肿是
;3̂

后病情恶化的主要原因#

;3̂

后如能尽早*

有效地控制脑水肿#则可减少血肿周围神经元的继发性损害从

而降低死亡率*减少致残率)血肿清除不但可以减轻脑水肿#

还清除了血肿破坏后释放的凝血酶*

AJP

*基质金属蛋白酶*血

红蛋白及其他降解产物对神经的毒害作用'

$$.$1

(

#减少血肿对

周围脑组织的压迫#改善局部微循环#加速
AJP

"

AJ,

循环#促进

AJP

摄取#

AJP

在
AJP

脱羧酶作用下可以转变成
&

.

氨基丁酸#减

少细胞外兴奋性神经递质#而减少脑水肿*降低
TTT

通透性)

因此#超早期清除颅内血肿对减轻脑水肿和保护
TTT

有重要

的意义'

1

*

$'

(

)

综上所述#微创清除颅内血肿有利于减少血肿周围脑组织

AJP

水平*减少
TTT

通透性#预防继发性脑损害的发展)
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