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　　提　要　借助犬双后肢高速、低速投射物致伤应激模型 ,对内皮素-1( ET1 )在神经 -体液中的表达与释放

进行动态观察和定量分析 ,旨在进一步探索非颅脑致伤中枢神经系统 ( CN S)应变内环境紊乱的某些病理生理

基础。结果发现伤后体液、脑组织匀浆 ET1较伤前及对照组显著升高 ,尤以高速组明显 ;低速组下丘脑 ,高速组

下丘脑、海马区 ET1-m RNA表达较对照组显著增强。提示虽未直接伤及大脑 ,但对 CNS可有不同范围、不同

程度的间接损害作用 ;且不同应激强度 ,对 CN S产生不同程度的影响。表明 CNS在全身应激反应基础上有其

自身特殊规律。
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　　在创伤患者中 ,常见患者虽未直接伤及大脑 ,却出

现了某种程度的神经、精神异常 ,推测这一现象可能与

中枢神经系统 ( CN S)间接受损有关
[1, 2 ]
。鉴于目前在远

离大脑的局部肢体致伤特定应激条件下 ,深层次探索

CN S应变内环境紊乱病理生理基础的报道甚少 ,故本

实验借助犬双后肢低、高速投射物致伤模型 ,选用具有

强效缩血管作用的内源性致伤因子内皮素-1( ET1 ) ,

从不同层次对其在神经 -体液中的表达与释放进行动

态观察和定量分析 ,为创伤后神经、精神异常等 CNS

反应的研究 ,以及提高创伤应急救治整体防治水平提

供一定的实验理论依据。

1　材料与方法

1. 1　实验动物及分组
　　成年健康家犬 20只 ,雌雄不拘 ,体重 10. 5～ 14. 0 kg。伤前

随机分为假致伤组 (对照组 , 4只 )、低速钢珠致伤组 (低速组 , 8

只 )、高速钢珠致伤组 (高速组 , 8只 )。

1. 2　模型制备
　　 3%戊巴比妥钠静脉持续麻醉。1. 03 g钢珠室内靶道致伤 ,

低、高速组撞击速度分别为 625 m /s、 1368 m /s。瞄准点在犬双

后肢大腿肌肉丰满处 ,尽量避免伤及股骨、大血管及神经干。伤

后局部加压包扎止血。

1. 3　标本采集
　　分别于伤前、后两次行小脑延髓池穿刺 ,并于第二次穿刺

后留置穿刺针。每组动物分别于伤前及伤后 10 min、 1、 2、 6、 8 h

等时相取颈静脉血、脑脊液 ( CSF ) ,并同期记录 CSF压力、血

压、呼吸、肛温等。标本处理按操作说明进行。各组动物均于伤

后 8 h活杀 ,取下丘脑、海马区、颞顶叶灰质、白质等处脑组织 ,

分装 ,液氮保存。

1. 4　实验方法
　　用解放军总医院提供的 ET1放免测定试剂盒测定血浆、

CSF、脑组织 E T1含量。以地高辛配基随机引物法标记 ET1-

cDN A探针 ( 800 bp) ,采用一步快速热酚抽提法提取脑组织总

RN A,变性后点于硝酸纤维素膜上 ,固定 ,在严格条件下进行预

杂交、杂交、洗膜及显色反应 ,用图像分析系统测定各点平均光

密度 ,求其积分光密度值 ,以反映各点 ET1-m RNA相对含量。

1. 5　统计学处理
　　数据以 x-± s表示。采用 Welch t检验、双因素方差分析、相

关分析及相关系数显著性检验。

2　结果

2. 1　一般情况
　　低速组伤后 1 h内、高速组伤后 6 h内肛温均较伤前及对照

组明显降低 ( P < 0. 01);伤后 8 h动态观察心率、呼吸、血压、

CSF压力等变化均较平稳 ( P > 0. 05)。

2. 2　能量吸收与局部伤情
　　高速组在投射物撞击速度、撞击能量、组织吸收能量等方

面明显高于低速组 ( P < 0. 01)。致伤组动物伤肢入口明显大于

出口 ,入口皮肤多呈星状撕裂。高速组伤道内肌组织缺损坏死

较多 ,挫伤范围较广 ;低速组相对较轻。

2. 3　 ET1应变活性
2. 3. 1　体液 ET1变化　　低速组伤后 6 h CSF-ET1明显高于

伤前及对照组 ( P < 0. 01) ;高速组伤后 2h后明显高于伤前及

其它两组 ( P < 0. 01) (表 1)。低速组伤后 2h血浆 E T1较伤前增

高 ( P < 0. 05) ,伤后 6 h明显高于伤前及对照组 ( P < 0. 01) ;

高速组伤后 1 h较伤前明显增高 ( P < 0. 05) ,伤后 2 h明显高

于伤前及其它两组 ( P < 0. 01) (表 2)。比较正常 CSF、血浆

ET1 ,前者明显高于后者 ( P < 0. 01) ,伤后各时相二者无显著

差异 ( P > 0. 05)。
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2. 3. 2　脑组织 ET1变化　　低速组下丘脑 ET1明显高于对照

组 ( P < 0. 01) ;高速组下丘脑、海马区较对照组明显升高

(P < 0. 01) ,较低速组分别相差非常显著 ( P < 0. 01)、显著 ( P

< 0. 05) (表 3)。

2. 3. 3　相关分析　　 CSF、血浆 ET1与各脑区含量呈显著正相

关 ( P < 0. 05) ,且 CSF-ET1与各脑区相关系数较血浆高 ,其中

尤以与下丘脑、海马区相关系数最大。

2. 4　脑组织 ET1-mRNA斑点杂交

　　斑点杂交结果经图像分析表明低速组下丘脑 ET1-m RN A

表达高于对照组 ( P < 0. 01);高速组下丘脑、海马区明显高于

其它两组 (分别 P < 0. 01, P < 0. 05) (表 4)。

表 1　三组动物各时相 CSF-ET1变化 (单位: pg /ml) (x-± s )

Tab 1　 Alterations of CSF-ET1 at each phase among three groups ( pg /ml) (x-± s)

Pos t-t rauma
Grou ps n Pret rauma

10 min 1 h 2 h 6 h 8 h

Cont rol 4 99. 432± 10. 470 98. 558± 11. 050 100. 228± 11. 075 98. 335± 10. 834　　　　 106. 077± 11. 304　　　　 117. 732± 12. 564　　　　

Low speed 8 101. 498± 7. 156 86. 897± 6. 731 93. 181± 7. 164 115. 097± 9. 087 150. 678± 11. 920★★ 176. 239± 13. 572▲▲

High speed 8 98. 251± 7. 567 76. 425± 6. 277 123. 979± 10. 068 187. 330± 14. 879
★★▲▲
■■　　 259. 135± 19. 617

★★▲▲
■■　　 282. 546± 21. 707

★★▲▲
■■　　

★★: P < 0. 01 v s pretrauma; ▲▲: P < 0. 01 vs contro l; ■■: P < 0. 01 vs low speed

表 2　三组动物各时相血浆 ET1变化 (单位: pg /ml) (x-± s)

Tab 2　 Alterations of plasma ET1 at each phase among three groups ( pg /ml) (x-± s )

Pos t-t rauma
Grou ps n Pret rauma

10 min 1 h 2 h 6 h 8 h

Cont rol 4 80. 792± 8. 811 83. 433± 8. 464 79. 957± 8. 999　 82. 231± 9. 355　　　　 86. 041± 9. 542　　　　 89. 847± 9. 946　　　　

Low speed 8 79. 344± 6. 196 86. 537± 6. 697 94. 460± 7. 234 109. 688± 8. 412★ 145. 086± 11. 542★★▲▲ 151. 566± 11. 958★★▲▲

High speed 8 79. 735± 6. 122 93. 919± 7. 405 111. 846± 8. 744★ 161. 375± 12. 494
★★▲▲
■■　　223. 173± 16. 840

★★▲▲
■■　　 248. 463± 18. 404

★★▲▲
■■　　

★: P < 0. 05, ★★: P < 0. 01 vs pretr auma; ▲▲: P < 0. 01 vs contr ol; ■■: P < 0. 01 vs low speed

表 3　三组动物各脑组织 ET1含量 (单位: pg /mg蛋白 ) (x-± s )

Tab 3　 Contents of ET1 in brain tissues among three groups ( pg /mg protein) ( x-± s )

Groups n Hypothalamus Hippocampus Grey mat ter Whi te matter

Cont rol 4 19. 539± 2. 239★★ 5. 444± 0. 083　　　 8. 75± 1. 034 6. 736± 0. 950

Low sp eed 8 31. 997± 2. 231▲▲ 7. 575± 0. 670 9. 831± 0. 836 7. 944± 0. 693

High speed 8 53. 281± 3. 840▲▲■■ 　 13. 477± 1. 151▲▲■ 12. 799± 0. 948 9. 997± 0. 948

★★: P < 0. 01 vs other brain tissues; ▲ : P < 0. 01 v s cont rol; ■■: P < 0. 01 v s low speed

表 4　三组动物各脑组织 ET1-mRNA斑点杂交信号积分光密度值 ( x-± s )

Tab 4　 Integral optical density of ET1-mRNA dot blot hybridization signal among three groups(x-± s)

Groups n Hypothalamus Hippocampus Grey mat ter Whi te matter

Cont rol 4 2. 8981± 0. 8399★　　　 0. 2491± 0. 0681　　 0. 1669± 0. 0471 0. 1248± 0. 0334

Low sp eed 6 5. 1532± 0. 9593▲ 0. 6679± 0. 1202 0. 3780± 0. 0721 0. 2204± 0. 0421

High speed 6 8. 1351± 0. 6107▲▲■■ 　 2. 6548± 0. 5204▲■ 0. 6651± 0. 1221 0. 3471± 0. 0649

★: P < 0. 05 vs o th er brain tissues; ■: P < 0. 05, ■■ : P < 0. 01 v s low speed; ▲: P < 0. 05, ▲▲: P < 0. 01 vs contr ol

3　讨论

　　 ET1是迄今所知的作用最强的长效缩血管物

质
[3 ]
。 ET1及其受体广泛分布于 CN S神经元、神经胶

质及血管内皮细胞中 , CN S具有自身合成、释放 ET1

的能力
[4 ]
。作为一种重要的内源性致伤因子 , ET1在

CN S损害发生发展中起着重要作用
[5 ]。

　　本实验采用 1. 03 g钢珠标准致伤模型 ,实验效应

较稳定 ;选用高、低两种致伤速度 ,产生两种不同强度

的应激模型。实验结果显示正常犬 CSF-ET1明显高于

血浆 ,与文献 [6 ]报道相符 ,但与文献 [ 7]报道结果有

别 ,我们强调可能系 CN S具有自身合成、释放 ET1能

力之故。伤后 CSF-ET1过高可能对脑循环产生一定影

响 ,导致 CNS血管舒缩功能障碍 ,引起内环境紊乱 ;血

浆 ET1同步增高 ,提示伤后体内亦存在一定程度的血
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管舒缩功能调节障碍 ,显示 ET1在伤后并发症发生发

展中可能有重要意义 [8 ]。

　　比较 CSF、血浆 ET1变化提示二者来源可能不完

全相同。 一方面 CN S有自身合成、释放 ET1能力 ;另

一方面由相关分析揭示 , CSF-ET1与受损明显的下丘

脑、海马区 ET1含量的相关系数明显大于其它脑区及

血浆 ;提示其可能主要来自受损神经组织之故 ;而血浆

ET1则不然。因此 , CSF-ET1测定是一项能较早期、较

敏感反映应激状态 CNS血管舒缩功能障碍的辅助诊

断指标。

　　伤后下丘脑、海马区 ET1明显增高 ,揭示此二脑

区可能为大脑应激易损区 ;斑点杂交结果进一步显示

易损区脑组织 ET1-mRNA启动调控活跃 ,且随所施

应激强度不同 ,基因表达水平亦相应不同 ,提示所致

CN S应变效应不同。

　　本实验结果提示: 在远离大脑局部肢体致伤、非颅

脑直接损伤特定条件下 , CN S确有不同范围、不同程

度的应激受损 ,不同的应激强度对 CN S产生不同的影

响 ,导致不同的应变效应 ;通过对双后肢投射物致脑组

织、血浆中 ET1释放表达的研究 ,进一步显示了 CNS

应变内环境紊乱的某些内在联系和病理生理基础 ,是

CN S应激受损的一个重要致伤物质基础。因此 ,我们

强调 ,一旦严重致伤 ,无论大脑本身有无直接受损 ,务

必注意 CN S在全身应激反应基础上有其自身特殊规

律 ,值得重视。

　　 (本实验得到附属大坪医院野战外科研究所第六研究室刘

荫秋教授及全体同志大力帮助 ,特此致谢! )
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Study of endothel in-1 release and expression in brain tissue and plasma

after projectile wounding of the hind limbs in dogs
Wang Qingsong , Chen Man′e, Ju Yafei ( Depa r tment of Neuro log y, Daping Hospital, Third Militar y Medica l Univ er sity ,

Chongqing , 630042)

　　 Abstract　 Th e pa thophy siolog ical ba sis o f the disturbance o f the internal env ironment o f the central ner-

vous system after noncer ebral injury w as obse rved on th e str ess model o f dog s af ter the anima ls we re inflic ted

with differ ent v elo city steel bullet injur y of the 2 hind limbs by quantitativ e ana ly sis o f the expression o f neu-

rohumo ra l endothelin-1 ( ET1 ) in brain tissue and plasma. It w as found that the ET1 lev el in the homogenate

of brain tissue and plasma w as significantly increased especia lly in the high velocity g r oup in which the ex-

pression of ET1 in the h ypothalamus and hippocampa l fo rma tion w as significantly inc reased. The findings

suggest tha t under th e condition o f noncerebral injury , the cent ral ne rv ous sy stem can be damaged indirectly

in differ ent sev erity and reg ions and differ ent intensity of the traumatic impact can r esult in differ ent intensity

of stress r eac tion and affect the cent ral nerv ous system in div e rse lev els. It is believ ed tha t the centra l ner-

vous system possesses its ow n pa tterns o f reaction under the st ress reaction of the w hole body.

　　 Key words　 projectile w ounding; brain; endo th elin 1; m RNA; do t blo t hybridiza tion
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