
第 8 1卷第 2期
16 9 9年 4 月

第 三 军 医 大 学 学 报
A CT A A CD A E M IA E M ED I CN I A E ML IT I AR I ST R ET IA E

V o
l

,
1 8

A P r
.No

1 , 9 6 1 3 5

犬脑干缺血后细胞内钙含量和超微结构的改变
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蔚英何张

提 要 通过建立犬脑干局灶性缺血模型
,

采用原子吸收分光光度法 ( A A )S 测量脑组织细胞内钙含量

〔aC
, 十

〕i并观察了电镜下神经元超微结构的改变
.

结果表明脑干缺血后
,

C a , 十
内流

,

细胞内钙含量 ( C[
a 卜 ] i) 增

高
,

且神经元超微结构发生破坏
,

脑干缺血时间越长
,

脑组织细胞内钙含量越高
,

神经元超微结构破坏越严重
。

关键词 脑缺血
,
钙 ;细胞内含量 ,神经病理学

中图法分类号 R 7 4 s
.

5 1

起始于 80 年代初的神经细胞损伤与钙稳态失调

关系的研究
,

经过大量的实验探索和临床实践
,

现认为

细胞内钙离子浓度增高可能是产生神经元死亡的最后

径路
〔 , 〕

。

基底动脉缺血所致的脑干功能障碍是脑血管病的

主要死亡原因之一
,

由于脑千缺血模型制作困难
,

实验

条件高
,

且多应用鼠
、

猫等动物
,

国内外研究不多
。

我科

已成功建立了犬脑干局灶性缺血模型
,

本实验拟就脑

干缺血后细胞内钙含量 (【C a , 十」i) 和超微结构的变化

进行研究
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物与分组

采用成年杂种健康犬 25 只
,

雌雄不限
,

体重 10 ~ 14 k g (第

三军医大学新桥医院 实验动物中心提供 )
,

随机分成假手术对

照组 ( S H 组 )
,

脑干缺血后 0
.

5
、

3
、

6
、

1 2 h 组
,

每组 5 只动物
.

1
.

2 脑干局灶性缺血模型的建立

犬脑干血液供应非常丰富
,

当犬双侧椎动脉和颈内动脉完

全结扎后
,

通过侧枝循环
,

脑干仍有充分的血液供应
,

因而犬脑

干缺血模型建立困难
。

我科在 B r a n s t m 和 K
u

w
a b a r a

及 Jo a n 的

基础上经过多年研究不断改进
,

经一个入路
,

同时结扎基底动

脉的上下端
,

下端包括小脑下动脉
,

建立了较简单的犬脑干缺

血模型 [ , ·

’ ] 。

经饭化
一

2
,

3
,

5
一

三苯基四氮哇 ( 2
,

s
,

5
一

T r ip h
e n y lt

e -

t r a z o l iu
m C h l o r id

e ,
T T C )灌注染色显示

:

脑桥下部延髓整个断

面染色明显较浅
,

背外侧部更淡
,

而颈髓和中脑以上 区域均染

成鲜红色
。

在光镜下可见局灶性严重缺血性损害
,

电镜下见耳

蜗核处也有严重缺血性改变
。

本实验模型缺血可靠
,

制作较简

单
,

重复性和动物耐受性好
,

可进行脑干缺血方面的研究
。

用 3 %戊 巴 比妥钠 (1 m l / k g )静脉麻醉犬
,

行股静脉插管
,

维持通道以补液及追加麻醉药物
。

行气管切开术并擂管
,

犬取

仰卧位
,

头部过伸
,

取颈前正中切 口
,

逐层分离皮肤
、

皮下组织
、

肌肉
,

咬断舌骨
,

暴露颅底及枕骨大孔
,

用咬骨钳 由枕骨大孔腹

侧向前开 3 c
m x o

.

s c m 的条形骨窗
,

切开硬膜
,

暴露基底动脉

下端
,

再逐一夹闭基底动脉中段和上段
.

证实银 夹确实夹闭基

底动脉后
,

分层缝合
,

模型建立完毕
。

假手术组暴露基底动脉后

不予结扎
,

其余操作相同
。

实验中犬股动脉插管接 L M S
一

Z B 型 二导电生理记录仪
,

连

续监测血压
,

动脉采血用美国 I L
一

13 。 型 p H
一

血气分析仪监测缺

血前后 P O :

和 P C O 之 ,

维持 P O :

在 1 2 k P a
以上

,

P C O
:

在 4 ~

5
.

3 k aP 之间
,

并监测心率和肛温
,

其中缺血组 2 只犬由于呼吸

抑制故辅以呼吸机改善通气
.

1
.

3 取材与测定
1

.

3
.

1 脑组织细胞内钙含量 (〔C
a 卜〕i) 的测定 脑干缺血后

0
.

5
、

s
、

6
、

i Z h 及 S H 组观察 i Z h 后
,

行双侧颈总动脉
、

椎动脉

插管
,

用三蒸水配制分析纯 0
.

9 %的 N a
CI 溶液作为灌流液而

灌流 l h
,

用量 3 0 0 0 m l
,

尽量冲洗去胞外钙
.

取桥脑下端与延髓

上端交界靠中线处约 1 9 湿组织
,

剔除软脑膜
,

置于 37 ℃斓离

子 ( L
a , + )溶液 [其组成 ( m m o

l / L )
:

N
a C I 1 2 2

,

K C I 5
.

9
,

M g C I
:

1
.

2 5
,

G l
u e o s e 2 1

,

L
a

C I
,

5 0
,

T
r i s 1 5

,
p H 7

.

4 ]中温育 0
.

s h
,

以此

将大部分胞外钙置换掉
。

脑组织块呈瓷白色
,

取出后用灌流液

冲洗 3 次
,

置于 72 ℃烤箱 3 d 至恒重后称重
.

将干燥脑组织以 1

:

1( 体积比 )在硝酸溶液中消化 24 h
,

常温下 以 50 9 离心 。
.

5

h
,

取其上清液以 0
.

5 % L a C I
:

一 0
.

1 m m o l / L H C I 溶液以 1
:

5

的比例稀释后
,

在 IL
一

95 1 型原子吸 收分光光度计上测定脑组

织细胞内钙含量
,

结果 以每克干组织所含〔C
a , 十

〕i 的 陀 量即

拜 g / g 表示
。

1
.

3
.

2 透射电镜观察 脑干缺血后 0
.

5
、

3
、

6
、

12 及 SH 组观

察 12 h 后
,

迅速在活体上取脑干耳蜗核处组织块 3~ 5 m m
, ,

置

于预先冷却的 3 %戊二醛槽
,

用刀 片将组织块修成 1 m m X I

m m 只 l m m
,

盛于装有预冷的 3写戊二醛小瓶中
,

置 4℃ 冰箱固

定 24 h 后
,

经透射电镜常规脱水
、

包埋
、

切片
、

染色
,

在 H
一

3 00

透射电镜下观察并照像
.

2 结果

2
.

1 脑 组 织细胞内钙含童 ( [ C a , + 〕i )的改变

脑干缺血后 0
.

5
、

3
、

6
、

1 2 h 组与 S H 组相比较
,

[C
a , +

] i 值

均非常显著地升高 ( 尸 < 。
.

0 1 )
,

在缺血 。
.

5 卜时即升高约 1
.

5

倍
,

缺血时间越长则【C a , 十

] i值越高
,

以缺血 12 卜【C
a ’ +

」i 值最

高 ( 尸 < 。
.

01 ) 比 S H 组升高约 4 倍 (见附表 )
。
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3 讨论

3
.

1 细胞内钙含童 ( [ C a , +
] i )的改变

目前测定细胞 内钙的方法很多
,

有原子吸收光谱

分析
、

离子选择性 微电极
、

发光光谱技术
、

荧光光谱和

荧光 比率 成 像技术及核 磁共振波 幅 技术等
.

D e s h
-

aP dn
e 用原子吸收光谱法证实

,

脑缺血动物脑 组织钙

含量明显增加
,

其增加程度与缺血时间
、

程度有关
,

缺

血时间越长
,

程度越重
,

组织钙含量增加越 明显
〔 ,j 。

实

验动物脑缺血梗死灶 内钙含量升高
,

神经元钙沉积
,

缺

血损伤程度与钙含量呈平行关系
.

我们用原子吸收光

谱技术检测脑组织细胞内钙含量观察到脑干缺血 0
.

5

h [ aC
Z+ 〕i 值比 S H 组升高约 1

.

5倍
,

缺血 时间越 长
,

[ C a ’ +
j i 值越高

,

在缺血 1 2 h 时 [ C a ’ 十
J i 值最高

,

比 S H

组高约 4倍
,

这同以往的实验结果相符合
〔2」。

3
.

2 神经元超徽结构的改变

脑组织缺血能量衰竭导致离子紊乱
,

细胞 内钙超

载并触发一系列有害反应
。

线粒体氧化磷酸化失藕联
,

细胞结构破坏
,

使胞膜
、

核膜连续性破坏
,

微管
、

微丝解

聚
,

线粒体和神经元突触膜的破坏最明显
〔 , 〕 。

胞核染色

质浓缩
、

聚集
、

周边化
,

胞浆内线粒体肿胀
,

峙排列不规

则或断裂
,

神经毡中髓鞘发生分层状改变
,

星形胶质细

胞肿胀压迫毛细血管导致毛细血管变形 6j[
。

本实验中观察到脑干缺血后 0
.

s h 可见胶质细胞

胞体周围水肿
,

髓鞘层面松散
,

轴突内微管
、

微丝减少
;

缺血后 3 h 神经元胞核染色质浓缩
、

边集
,

线粒体峪排

列不规则或断裂
;
缺血后 6 h 及 12 h

,

核染色质明显浓

缩
,

边集
,

胞膜及核膜不完整
,

线粒体空泡化
,

髓鞘样结

构在轴突内出现
。

这些改变可能与脑干缺血后能量障

碍及缺氧时间的延长有关
。
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