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氟桂利嗪对大鼠脑出血后脑细胞内游离钙的影响

李　玲 ,陈康宁 ,陈福明　　(第三军医大学西南医院神经内科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　观察氟桂利嗪对脑出血不同时点脑细胞内游离钙的影响。方法　采用胶原酶法制备大鼠脑出血模

型 ,利用 Fura-2 AM 法测定脑出血后各时点脑细胞[ Ca2+] i浓度 ,同时观察氟桂利嗪对上述指标影响。结果　①脑出血后

0.5 h细胞内游离 Ca2+浓度开始增高 , 6 h急剧增高 , 24 h 达高峰 , 72 h 开始降低 , 120 h 明显降低。 ②氟桂利嗪能明显降低

脑出血早期 Ca2+浓度。结论　氟桂利嗪降低 Ca2+过量跨膜进入细胞内 ,减轻脑组织的病理损害 , 对脑出血后神经元损伤

有一定保护作用。
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Effects of flunarizine on the intracellular free calcium concentration in acute intracere-
bral hemorrhage in rats
LI Ling , CHEN Kang-ning , CHEN Fu-ming(Department of Neurology , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing

400038 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the effects of flunarizine on the intracerebral hemorrhage (ICH)of Wistar

rats at different time points.Methods　An ICH rat model was established by collagenase.The concentrations of in-

tracellular free Ca
2+

at different time points after ICH were determined by the fluorescence detectorwith an indicator ,
Fura-2 AM.The effects of flunarizine on the concentrations at different time points were also observed.Results　

The concentration of intracellular free Ca
2+

began to increase at 0.5 h , increased significantly at 6 h , and peaked at

24 h(about 4 folds as high as that before hemorrhage), but began to decrease at 72 h after acute intracerebral hemor-

rhage.Flunarizine decreased the concentration of intracellular free Ca
2+

significantly (P <0.01).Conclusion　
Flunarizine can inhibit the excessive flow of calcium into the brain cell and decrease intracellular free Ca

2+
concentra-

tion in ICH rats , suggesting that flunarizine may have the protective effect on the injured brain cells after ICH.
　　Key words:flunarizine;Ca

2+
;experimental intracerebral hemorrhage;Fura-2 AM

　　脑出血(intracerebral hemorrhage , ICH)是神经系统

的常见病 ,是影响人类生存及生存质量的最严重的疾

病之一。然而我们对脑出血引起的神经元损伤的机制
几乎一无所知 ,对脑出血的治疗仅停留在脱水的基础

上 ,所以对脑出血的病理生理变化及脑细胞保护剂的
研究尤为重要。近年来国内外资料表明:脑出血血肿

周围存在局部脑血流下降
[ 1]
;而脑缺血后导致的 Ca

2+

超载在脑组织损伤中起重要作用。因而钙拮抗剂正逐
渐被应用于脑出血的治疗 。但因钙拮抗剂具有扩血管

作用 ,既往被认为有加重出血之可能 ,故国内外钙拮抗
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剂治疗脑血肿的报道不多。本实验观察氟桂利嗪对大

鼠脑出血后各时点细胞内游离Ca
2+
影响 ,探讨氟桂利嗪

对脑出血后神经元保护机制 ,为临床脑出血病理损伤过

程中运用钙拮抗剂作为神经保护剂提供理论依据 。

1　材料和方法

1.1　动物分组
　　由第三军医大学大坪医院实验动物中心提供的成年健康

Wistar大鼠(雌雄不拘)66 只 , 体质量 180 ～ 220 g ,随机分为:未

出血对照组(PRE 组), 6 只;脑出血组(ICH 组)和氟桂利嗪组

(ICH+flunarizine 组), 后两组观察时相点分别为出血后 0.5、6、

24 、72、120 h , 每组动物各 6只 , 共 10 小组。

1.2　方法
1.2.1　脑出血模型制备　　参照文献[ 2] 方法 , 略加改动。 健

康大鼠术前禁食水 , 0.3%戊巴比妥钠(30 mg kg)腹腔内麻醉。

俯卧固定于脑立体定位仪上 , 去头皮正中切口 , 暴露前囟及冠

状缝 , 选择胶原酶注射部位:前囟后 0.5 mm 、右 3 mm 、深度 5.5

mm。微量注射器注入胶原酶Ⅳ 0.4 U和肝素 4 U。头皮缝合。
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1.2.2　模型制备及给药方法　　脑出血组及氟桂利嗪组均作脑

出血模型。氟桂利嗪药粉用生理盐水配成 1 mg ml混悬液。出血

前1 d及出血后5 d ,每只大鼠1 mg kg腹腔内注射给药,每日1次。

1.2.3 　仪器和药品 　　Fura-2 AM(SIGMA 公司)胰蛋白酶

(SIGMA公司)F-2500 荧光分光光度计(HITACHI 公司), 氟桂

利嗪(西安杨森公司)。

1.2.3.1　脑细胞分离　　参照文献[ 3] 方法。大鼠断头 , 以不

含钙镁的 4 ℃Hank 平衡盐溶液(HBSS)(Glucose 6、KCl 5、NaCl

137 、Na2HPO4 0.3、HEPES 10 mol L;pH 7.4)冲洗 ,去除小脑 、脑干

及分白质并仔细剥离脑膜 、血管 , 再次以不含钙镁的 4℃HBSS

冲洗 3次后剪碎 , 置于 5 ml含胰蛋白酶 0.125%(不含钙镁)的

HBSS 中于 37 ℃消化 15 min , 以 4 ℃的含 10%牛血清 HBSS

(Glucose 6、MgSO4 1 、KCl 5、NaCl 137、CaCl2 1、Na2HPO4 0.3、HEPES

10 mmol L, pH 7.4)终止反应 ,组块以吸管轻轻吹打 20 次后过

200 目筛。滤液以 2 000 r min离心 5 min , 再以 HBSS 冲洗 1 次 ,

最后细胞悬于 HBSS 中 , 台盼蓝排斥试验检查 , 细胞存活率在

95%。

1.2.4　Fura-2 AM负载　　参照文献[ 4] 方法。取 1.5 ml细胞

悬液37 ℃预温 5 min , 加入终浓度为 5 μmol L 的 Fura- AM(DM-

SO 1mg ml , 分装保存), 37 ℃恒温振荡 45 min ,负载后的细胞以

HBSS 洗 1 次 ,最后细胞悬于 HBSS 中 , 调整细胞到 2×105 个 ml

分装数管 , 每次测钙浓度前再以 HBSS 离心(1 000 r/min)洗 1

次 ,然后于 37 ℃复温 5 min。

1.2.5　荧光测定　　采用 HITACHI 公司的 F-2500 荧光分光光

度计 , 测定前脑细胞悬液 37 ℃预温 2～ 3 min ,首先测定温孵液的

激发光谱(Fura-2/AM不与 Ca2+结合), 其最大激发波长 367 nm ,

然后测定负载后细胞悬液的激发波长 ,在 340 nm 处有一荧光高

峰, 说明Fura-2 已负载进入细胞内。因此发射波长 500 nm ,激发

波长340 nm和 367 nm , 两波长的最大荧光由加入终浓度为 0.

2%TritonX-100 测得 , 最小荧光由加入终浓度为 5 nmol lEGTA

(pH>8.5)测得。选择公式[ Ca2+] i=Kd×(F-Fmin) (Fmax-F),

Kd 值=224 nmol L。电脑软件自动计算 ,即[ Ca2+] 值。

1.3　统计学处理
　　各组数据以 x±s表示 , 采用医用统计 SPSS 软件进行 t 检

验。

2　结果

　　脑损伤后脑细胞内游离 Ca2+浓度(表 1):本实验分离的脑

细胞[ Ca2+] i为(258.17±43.25)mmol L ,在文献[ 5] 报道的范围

之内。与正常组比较 , 出血后 0.5 h [ Ca2+] i明显升高(P <

0.01), 出血后 6、24 h显著升高 , 72 h 呈下降趋势 , 120 h 明显下

降但仍略高于正常组。氟桂利嗪组治疗后各时点[ Ca2+] i明显

降低 ,有非常显著性差异(P <0.01)。

表 1　各组脑细胞游离钙浓度(n=6 ,  x±s)

Tab 1　Intracellular free Ca2+ concentration in each group(n=6 ,  x±s)

Group PRE ICH 0.5 h ICH 6 h ICH 24 h ICH 72 h ICH 120 h

PRE 262.47±58.28 — — — — —

ICH — 504.20±90.57＊ 978.26±69.90＊ 1092.48±68.72＊ 823.59±46.25＊ 431.32±34.35＊

ICH+SIBELIUM — 283.71±45.84# 636.46±44.87# 541.94±44.31# 401.61±37.66# 211.90±29.83#

＊:P<0.01 , vs PRE;#:P<0.01 , vs ICH

3　讨论

　　ICH 最重要的病理改变是血肿本身及其周围继发

性损伤。国内外的研究表明脑血肿局部存在血流量下

降。Mayer等
[ 6]
在研究中发现 ICH 后数小时血肿周围

脑血流量下降 ,出现明显缺血 ,血肿体积无明显变化 ,

但平均水肿体积增加 36%,血流缺损量容积平均下降

55%,且 CT 水肿区多与 SPECT 灌注缺损区对应 ,证明

病变周围缺血是造成脑水肿的重要原因之一 。脑缺血

缺氧致使脑血肿周围产生一系列病理生理变化 ,其中

之一为胞内钙超载 ,机制可能为:①EAA 受体(主要

NMDA受体)被激活 ,Ca
2+
通道开放;②离子稳态遭破

坏 ,膜去极化 ,电压依赖性门控通道开放 ,导致胞内钙

超载 。

　　Ca
2+
在信号转导通路中有着较为重要的作用 ,与

神经细胞正常代谢和功能密切相关 ,在神经递质释放 ,

酶活性调节及 DNA的合成方面均起着重要作用。正

常静息状态下细胞内游离钙浓度为 10
-9
～ 10

-7
mol L ,

细胞外游离钙浓度为10
-3
～ 10

-2
mol L ,二者相差5 ～ 6

个数量级 。故当胞浆钙异常升高时 ,受调节的磷脂酶 、

蛋白酶 、核酸内切酶等被激活 ,同时促进血小板聚集 ,

导致磷酸分解和细胞骨架被破坏 ,使细胞产生不可逆

损伤 。总之细胞内外钙离子浓度梯度的破坏是导致细

胞死亡的最终共同通路。

　　脑出血后 ,血肿周围缺血区内神经细胞的钙离子

聚集引起脑损害 ,是引起血肿周围水肿的原因之一。

胞内钙超载可激起连锁反应导致脑水肿
[ 7]
,其机制可

能为:①Ca
2+
沉积于线粒体干扰磷酸化过程 ,氧化代谢

异常 ,自由基产生过多 。清除自由基的各类酶的活性

下降 ,自由基不能被及时清除而产生氧化反应 ,促使脑

水肿发生和发展 。②细胞内 Ca
2+
增多 ,干扰氧化磷酸

化过程 ,葡萄糖氧化代谢紊乱 ,转向无氧糖酵解 ,产生

大量乳酸 ,引起酸中毒 ,从而加重了脑水肿。 ③细胞内

Ca
2+
超载 ,氧化磷酸化受干扰 ,ATP 生成不足 ,Na

+
 K

+

ATP酶活性下降 ,Na
+
进入细胞内 ,水钠潴留 ,产生细

胞水肿 。④Ca
2+
大量进入细胞内 ,膜磷脂代谢障碍 ,产

生大量不饱和脂肪酸 ,后者和氧自由基发生反应 ,膜脂

质过氧化 ,影响膜的通透性及离子转运 ,促使脑水肿发
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生。 ⑤脑血管内皮细胞 Ca
2+
内流 ,内皮细胞收缩 ,内

皮间隙扩大 ,血脑屏障开放 ,产生血源性脑水肿。 ⑥脑

血管平滑肌细胞 Ca
2+
超载 ,致血管痉挛 ,血管阻力增

加 ,血肿周边缺血 、缺氧加重 ,血肿周围区域细胞坏死

增多 ,水肿带扩展。同时既往研究表明:钙超载可以通

过损害线粒体结构 、功能 ,激活蛋白酶 、蛋白激酶 ,引起

血管收缩 ,促进兴奋性氨基酸释放 ,促进自由基生成等

途径导致神经元死亡
[ 8]
。

　　氟桂利嗪(商品名为西比灵)为双苯哌嗪类化合

物 ,是第 4代钙离子拮抗剂 ,已普遍应用于临床治疗眩

晕 、偏头痛及缺血性脑梗塞等疾病 ,其疗效已得到肯定

性证实。近年来对脑出血应用氟桂利嗪做为脑保护剂

治疗已受到广泛重视 。氟桂利嗪被认为是钙通道阻滞

剂中唯一能通过血脑屏障的药物。其药理作用主要是

通过维持细胞内重要的离子调控 ,从而阻止了细胞内

Ca
2+
超载 ,除阻断电压依赖性钙通道外 ,还可阻断电压

依赖性钠通道 ,且对心脏收缩和传导无影响 ,不导致血

压降低或缺血现象 。李光勤等
[ 9]
建立大鼠脑出血模

型 ,采用第 2代钙通道阻滞剂———尼莫地平干预 ,发现

血肿体积不增加 ,出血周围血区明显缩小 。其机制可

能与尼莫地平扩张脑血管 、增加脑血流及阻滞钙内流 、

减轻脑损害有关 。本实验结果显示氟桂利嗪治疗后血

肿周围Ca
2+
浓度明显降低 ,与血肿组比较有非常显著

差异(P <0.01)。表明氟桂利嗪能阻断病理状态下

Ca
2+
过度内流 ,从而推测可以减轻 Ca

2+
过度内流造成的

细胞损害过程 ,同时 ,氟桂利嗪可选择性扩张小血管 ,解

除血管痉挛 ,改善血循环 ,从而可以促进神经功能的恢

复 ,保护脑细胞减轻脑水肿均有明显效果 ,故早期应用

钙拮抗剂可能将改善脑血肿周围脑组织的预后。

　　但脑出血后脑缺血损害是一个复杂的病理生理过

程 ,动物实验和临床实践也存在差距 ,国外有报道 ,缺

血性损害与动物模型建立方式有一定关系 ,而且临床

实际工作中 ,出血前用药不可能 ,出血后使用钙拮抗剂

时间窗的问题仍在探索中 ,故仍需进一步加强临床应

用钙拮抗剂的研究。
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　　(上接 980页)
乙基铅并可抑制脑内单胺氧化酶 ,对海马细胞中神经丝等细胞

骨架蛋白起破坏作用[ 3] , 并使中枢神经系统的细胞内类脂平衡

障碍 , 皮层或皮层下结构功能受损 ,皮层兴奋抑制平衡失调引

起脑电图改变[ 4] 。本研究所观察 6 例患者符合上述损害部位

及其表现特征。三乙基铅对球结膜 、呼吸道粘膜具有刺激作

用。心脏 、肝 、肾 、骨髓等器官也可受损。四乙基铅可干扰合成

血红蛋白的酶 ,导致卟啉代谢异常 , 血红蛋白合成减少。心电

图窦性心动过缓可能与四乙基铅能引起迷走神经张力增高有

关[ 5] 。 2例重症患者肌酶谱及脑电图显著异常 , 所以密切监测

其改变有助于病情及预后判断。

　　急性四乙基铅中毒的治疗首先应用解毒剂及排毒药物 , 巯

乙胺为四乙基铅中毒较好的解毒剂。依地酸钙钠有驱铅作用 ,

有文献报道对四乙基铅中毒效果欠佳。本组 5 例中毒患者选

取依地酸钙钠驱铅及人体白蛋白非特异性排毒治疗有一定疗

效 ,应用后尿排铅量明显增高。 1 例患者因当时诊断不明确没

有特异性及非特异性排铅治疗 ,中毒 15 d后死亡。对重症患者

镇静 、止痉和防治脑水肿等对症治疗是成功的关键 , 及时给予

脱水剂或糖皮质激素 , 躁动或阵挛应使用足量镇静剂 , 必要时

行人工冬眠治疗。 还要注意营养和支持治疗如保肝 、预防感

染 、电解质 、水盐平衡。
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