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西维来司钠对实验性大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用 

杨佳丹 ，董 志 ，欧阳净： 

(1．重庆医科大学药理教研室 ，重庆 400016；2．重庆医科大学药剂教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究西维来司钠对实验性大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用，并探讨其作用机制。方法：体外培养大鼠神经元， 

以缺氧加缺糖培养建立神经元“缺血”性损伤模型，观察西维来司钠对培养神经元“缺血”性损伤的保护作用。结果：西维来司钠 

(10一s，l0 及 l0 mol，L )能明显增高模型细胞的活性；能显著降低模型细胞乳酸脱氢酶(LDH)漏出率；明显降低裂解液中 MDA 

含量，提高SOD活性 。结论：西维来司钠对大鼠脑神经元“缺血”损伤具有保护作用，其机制可能与其抗过氧化作用有关。 
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Protective effect of sivelestat sodium on ischemia repeffusion brain injury 

in rats 

YANG ，et al 

(Department of Pharmacology，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the protective effect of sivelestat sodium on cerebral ischemia mperfusion in rats and its mech— 

anism．Methods：The neurons of neonate rat were cultured in vitro．The protective effects of sivelestat sodium on ischemia injury 

were observed by treating cells in glucose-free and oxygen—free medium．Resu／ts：Sivelestat sodium (10_8、10-7 and l01n0l，L)in— 

creased the activity of neurons，reduced the leakage rate of LDH，increased the activity of SOD and reduced the content of 

MDA．Conclusion：sivelestat sodium protects the neurons against ischemia injury by suppressing the generation of lipid peroxide、 

【Key words】Cerebral ischemia reperfusion damage；Sivelestat sodium；Neuron：Cell culture 

急性缺血性脑损伤是非常复杂的病理生理过 

程 ，主要有缺血后能量代谢障碍、兴奋毒性作用、 

Ca 载、氧自由基损伤和炎性因子等的相互影响， 

所以通过拮抗兴奋性氨基酸(EAA)毒性 、抗炎 、清 

除氧 自由基和抑制脂质过氧化等措施都可以减轻 

脑损伤ln。西维来司钠(Sivelestat sodium，SS)具有广 

泛药理活性，如抑制中性粒细胞释放弹性蛋 白酶 

(Neutrophile lastase，NE)、减轻中性粒细胞募集、 

保护血管内皮细胞、改善能量代谢以及抗脂质过氧 

化等。但迄今为止对 SS的研究大多为整体动物试 

验，从细胞水平研究的报道较少 ，SS能缓解脑缺血 

再灌注损伤，其作用机制主要是通过抑制 NE[2'3J。而 

对无 NE存在的体外培养的神经元建立缺血再灌注 

损伤模型，SS是否具有直接保护作用，尚无文献报 

道。因此，本实验从细胞培养方法人手，观察模拟缺 
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血及预先给予 SS时神经元形态和生化变化，探讨 

SS对缺血再灌注神经元的直接保护作用及其机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

当天出生的Wistar大鼠，由重庆医科大学实验动物部提 

供。ss购自重庆医药工业研究院有限责任公司。B27培养基 

和血清为 Gibco公司产品。3-．[4，5一二甲基磺胺噻唑卜2，5一 

二苯基四唑溴化物 (M1Tr)购 自Sigma公司，乳酸脱氢酶 

(LDH)试剂盒、SOD测定试剂盒 、MDA测定试剂盒均购自南 

京建成生物工程研究所。其他均为国产分析纯。 

1．2 方法 

1．2．1神经元原代培养[41无菌条件下分离出生 24h内wis— 

tar大鼠大脑皮层，迅速放入 4℃ D—hank’s液中，剔除软脑 

膜和血管 ，将分离出的皮层组织置于盛有 D—hank’s液的平 

皿内，用眼科剪剪成细胞悬液 ，100目尼龙筛过滤。滤液以终 

浓度为0．125％胰酶 37℃消化 30min。用含 10％胎牛血清和 

10％马血清的 DMEM (全培养液)终止消化，800r／min离心 
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8mi 。吸弃上清液，加入全培养液吹打分散细胞，将细胞悬液 

经 200目金属网过滤 ，调整细胞数至 1．0 x 1 cell仃J。将制备 

好的神经细胞悬液接种到 0．01％多聚赖氨酸处理过的培养 

板中，置 37℃，5％CO 培养箱中培养。24h后吸出全培养液， 

换成单纯的B27无血清培养液 ，以后每 3天换 B27培养液 1 

次，每次换半液。 

1．2．2细胞接种时存活率测定 接种前将 0．4％的台盼蓝溶 

液与细胞悬液等体积混合均匀，滴人细胞计数板后于倒置相 

差显微镜下记数，未着色的为活细胞 ，呈蓝色的为死细胞，计 

算细胞存活率。 

1．2．3实验分组 培养 7-9天的神经元随机分为：①对照组 ， 

单纯加入 B27培养液；②缺血缺氧组(HI组)，将培养板置于 

37℃恒温水浴中的一密封罐中，并通人 95％N：和 5％CO~h 

后，换为无血清 DMEM培养液后置于 37℃、95％空气和 5％ 

CO：培养箱中继续培养 24h后取出进行检测。~HI+SS组，在 

缺氧前 30min给予不同浓度的 SS(10 ，10 及 10 ol仃J)，其 

余处理同损伤组。复氧 ，糖 24h后 ，测定神经元的存活率及 

LDH。 

1．2．4存活率的测定 用 M1Tr染色法测定细胞存活率。终止 

培养前 4h，加人 20 lM1Tr溶液(5m~m1)，置于 37℃、5％CO 

培养箱中继续培养，4h后加人加入 200 l二甲基亚砜，溶解 

生成的深蓝色结晶，在酶标仪(TEcAN公司 )上读取光密度 

(测定波长为570nm)。 

1．2．5乳酸脱氢酶活性测定 培养至 7～10天，神经细胞经缺 

氧 ，复氧及给药处理后 ，收集各组细胞上清液 ，然后用胰酶 

消化贴壁细胞，将消化得到的各孔细胞收集到 EP管内，离心 

去上清后加生理盐水，用高强度超声波细胞粉碎机破碎细胞 

(冰上操作 )，在倒置相差显微镜下观察细胞均破裂后 ，按试 

剂盒说明书分别测定培养液乳酸脱氢酶(LDH)总活性和细 

胞匀浆液 IJ)H总活性 ，计算 LDH漏出率。漏出率 =培养液 

LDH总活性 ，(培养液 LDH总活性 +细胞匀浆液 LDH总活 

性 )x 100％。 

1．2．6 SOD、MDA检测 培养至 7—10天，神经细胞经缺氧 ，复 

氧及给药处理后 ，收集各组细胞上清液，然后用胰酶消化贴 

壁细胞，将消化得到的各孔细胞收集到 EP管内，离心去上清 

后加生理盐水 ，用高强度超声波细胞粉碎机破碎细胞(冰上 

操作)，在倒置相差显微镜下观察细胞均破裂后 ，按 SOD、 

MDA测定试剂盒中操作说明书进行测定。用分光光度计于 

波长 55onm、532nm处分别检测 SOD及 MDA水平。 

1．2．7统计处理 实验结果以 ±s表示，进行 F检验 ，P<0．01 

为相差显著。 

2 结 果 

2．1 细胞接种时存活率测定 

台盼蓝染色观察不到 5％细胞着色，细胞接种 

时存活率达 95％以上。 

2．2 各组神经元 MTr—OD值、LDH释放量的比较 

(见表 1) 

表 1 各组神经元 M1Tr—OD值、LDH漏出率比较(； 。n=6) 

与对照组比较， P<0．叭；与 HI组比较， P<0．01 

HI组神经元的 MTT—OD值显著低于对照组 

(均 P<0．01)；两组神经元的 LDH释放量显著高于 

对照组(均P<0．01)。与 HI组比较，SS组神经元的存 

活率显著升高 (P<0．01)，LDH释放量有显著降低 

(均 P<0．01)，且随着 SS的浓度增加，存活率呈现升 

高趋势，LDH释放量呈现降低趋势。 

2．3 各组神经元 SOD活性、MDA含量的比较 (见 

表 2) 

表 2 各组神经元SOD活性、MDA含量比较(； 。n=6) 

与对照组比较 ， P<0．叭；与 HI组比较， P<0．叭 

由表 2可见，造模后细胞 MDA含量增加，SOD 

活性降低(与对照组比较 P<0．01)。ss各组均可减少 

MDA生成，升高 SOD活性，与 HI组比较均有显著 

性差异(P<0．01)。 

3 讨 论 

MTT法的原理是活细胞内线粒体脱氢酶能将 

四氮唑化物(MTr)由黄色还原成蓝色的甲肷 ，甲肷 

产量与活细胞数成正比。LDH释放与细胞膜完整性 

相关 ，神经元受损时，胞内LDH释放，且释放量与神 

经受损程度呈正相关。因此，MTT法和 LDH含量是 

检测神经细胞受损程度和存活数量的主要指标。 

SOD是机体内清除 自由基的重要抗氧化酶之 
一

，其水平反映了机体清除氧 自由基的能力。MDA 
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是脂质过氧化物的降解产物，可引起膜损伤、酶抑 

制 、溶酶体释放，造成机体多种疾病。我们的研究结 

果表明，神经元缺血再灌注后，SOD活力明显下降， 

MDA含量明显升高，SS可升高脑缺血再灌注引起 

的 SOD活力的下降 ，减少脑缺血再灌注引起的 

MDA含量的升高，说明西维来司钠具有抗氧化活性 

和清除自由基的能力。 

缺血性脑血管疾病是中老年人的常见病、多发 

病，是现今人类死亡率最高的三大疾病之一 ，也是 

三大疾病中发展最快 、恢复最慢 、死亡最多、致残最 

重的病种。目前关于脑缺血，再灌注损伤的病理生理 

机制，比较公认的包括能量代谢障碍、氧自由基应 

激l5，61、细胞内钙超载、兴奋性氨基酸的兴奋毒性 、 
一 氧化氮合酶(Nos)的过度激活、神经元细胞凋亡 

程序启动以及炎症反应等。大量证据表明，炎症反 

应介导了脑缺血／再灌注损伤，而中性粒细胞的聚 

集、浸润是炎症反应发生、发展的关键步骤。西维来 

司钠作为一种特异性的NE抑制剂，在有中性粒细 

胞介导的神经细胞发生缺血／再灌注损伤时可发挥 

保护作用，而本实验研究的是在无中性粒细胞介导 

的体外培养的神经细胞发生缺血／再灌注损伤时，西 

维来司钠仍具有保护作用。本实验结果显示：西维 

来司钠组对受损神经元有明显的保护作用，并呈现 
一 定的浓度依赖l生．初步表明了西维来司钠能有效 

防止缺血再灌注对神经元的损伤，保护神经细胞的 

膜结构，提高细胞生存状态，同时西维来司钠可升 

高脑缺血再灌注引起的SOD活力的下降，减少脑缺 

血再灌注引起的 MDA含量的升高，提示其机制可 

(上接第 577页) 

【10】 Dai WJ，Waldvogel A，Siles LM，et a1．Echinococcus muhiloc— 

ularis proliferation in mice and respective parasite 14-3—3 gene ex— 

pression is mainly controlled by an qB CD4’，r cell mediated im- 

能与抗过氧化作用有关。 

长期以来，中外学者研究西维来司钠 ，总是通 

过抑制 NE人手，而本实验证明了在没有 NE时，西 

维来司钠对神经细胞发生缺血／再灌注损伤仍具有 

保护作用。这为进一步深入研究西维来司钠防治缺 

血性脑血管疾病的作用机制奠定了基础。 
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