
缺血再灌流对大鼠脊髓神经元放电的影响
 

伍亚民　 廖维宏　　 (第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第三研究室 )重庆 , 630042

　　提　要　成年 Wistar大鼠 86只 ,于左肾动脉上 1 cm处阻断腹主动脉 ( AA)血流以模拟腰段脊髓局部缺

血和再灌流 ,其中 36只大鼠随机均分为 AA血流阻断和再灌流 2、 5、 10 min三组 ,用氢清除法测定 AA阻断前、

阻断时和再灌流时 L2节段灰质脊髓血流量 ( g SCBF) ;另 50只大鼠用玻璃微电极记录 L2节段脊髓单位放电

( SCUDs) ,并观测 SCUDs在 AA血流阻断和再灌流 2、 5、 10 min时的变化 ,以探讨脊髓缺血再灌流对 SCUDs

的影响。结果表明:大鼠脊髓神经元对缺血十分敏感 ,即使 gSCBF轻微下降 ,也可引起神经元的放电频率明显

增加 ,神经元兴奋性增强 ; AA再灌流缺血程度加重时则其放电频率逐渐减少 ,神经元兴奋性降低 ,耐受力减

弱。
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　　中图法分类号　 R651. 2

　　脊髓缺血在创伤性脊髓继发损伤中起着关键作

用 [1 ] ,临床上主动脉手术致脊髓缺血的截瘫发生率高

达 11% ～ 40% ,部分病人在麻醉清醒后 1～ 5 d才发生

截瘫
[2 ]
,因此 ,已有不少对其病理和生化代谢改变的研

究报道 [3 ] ,但尚有待研究。本实验通过阻断腹主动脉

( AA)血流及再灌而模拟局部脊髓组织缺血再灌流损

伤 ,观察在 AA血流阻断和再灌时灰质脊髓血流量

( g SCBF)和脊髓单位放电 ( SCUDs)的变化 ,以探讨大

鼠脊髓缺血再灌流对脊髓神经元放电的影响。

1　材料与方法

1. 1　模型制备
　　 Wistar大鼠 86只 ,雌雄不拘 ,体重 200～ 260 g。用 20%氨基

甲酸乙酯 ( 1 g /kg , ip)和 1%氯醛糖 ( 50 mg /kg , ip)混合液麻醉 ,

气管插管 ,分离 AA,在左肾动脉分支点以上 1 cm处套引一根

Teflon橡胶线 ,将该线穿出一内径为 3 mm的中空硅胶管 ,通过

橡胶线拉闭和放开 AA而模拟腰段脊髓局部缺血和再灌流损

伤。切除 T13～ L1椎板 ,暴露 L2节段脊髓 ,剥离硬脊膜和蛛网膜 ,

用温热石蜡油覆盖。

1. 2　灰质脊髓血流量的测定
　 　大鼠脊柱用 ST-7型立体定位仪 (日本 N ARISHIGE)水平

固定 ,将记录电极Ⅰ 、Ⅱ推进 L2节段脊髓同一横断面的左右两

侧的灰质 ( L , R: 750μm, H: 1500 μm) ,采用氢清除法测定

gSCBF。具体步骤为 ,先测定每只大鼠正常 L2节段 gSCBF,然后

分别阻断 AA血流 2、 5、 10 min时开始测定缺血时同一位点的

gSCBF(测定过程中橡胶线处于拉闭状态 ) ,待测完即放开 AA,

使其血流再灌 2、 5、 10 min时测定同一位点 AA再灌时的

gSCBF。

1. 3　脊髓单位放电的记录
　　大鼠脊髓固定同前 ,保持呼吸通畅 ,肛温 38℃。根据 Geo rge

Pax ions和 Charles Wstson的大鼠脑立体定位图谱 ,用灌有 0. 5

mo l /L醋酸钠配制的 2%旁胺天蓝的玻璃微电极 ( 4～ 10 MΨ)

* 全军“八五”攻关项目

记录 SCUDs,并连续观察 AA血流阻断及再灌时 SCUDs的变

化。尔后将放电信号经 M EZ-8300微电极放大器 (日本光电 )放

大后 ,输出到 RS-B608R录音机 (日本 Tech nics)进行磁带记录

和声音监听 ,同时输出到本室研制的计算机信号处理系统进行

序列密度直方图处理 (图 1)。

　　图 1　大鼠腹主动脉阻断和脊髓单位放电记录示意图
　　 Fig 1　 Diagrams of abdominal aorta occlusion and spinal

cord unit discharges recording in rat

2　实验结果

2. 1　灰质脊髓血流量的改变
　　 36只大鼠随机均分为 AA血流阻断及再灌 2、 5、 10 min组 ,

测得 2 min组 AA阻断时 L2脊髓左侧的 gSCBF平均为 40. 16±

15. 30 ml min- 1 100 g- 1 ,较其相应的正常对照组的 40. 99± 9.

68 ml min- 1 100 g- 1下降了 2. 02% ,相差不显著 (P> 0. 05) ,而

其后血流再灌 2 min时则降到 23. 20± 9. 36 ml min- 1 100 g- 1 ,

较对照降低了 43. 40% ,相差显著 ( P < 0. 05)。右侧结果类似。5

min组 gSCBF下降更明显 , 10 min组时又有所恢复 ,只是降低

的程度有所不同 ,具体结果见表 1。
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表 1　阻断 AA血流和再灌流时脊髓 L2节段 gSCBF的变化 x-± s,n= 12)

Tab 1　 Changes of gSCBF at L2 spinal cord after AA occlusion and reperfusion ( x-± s ,n= 12)

Absoluted value of g SCBF ( ml min- 1 100 g- 1 ) Percentag e decreased (% )
Time (min) Si te

Con t rol Occluded Rep erfused Con trol Occluded Reperfused

2 lef t 40. 99± 9. 68 40. 16± 15. 30 23. 20± 9. 36* 0 2. 02 43. 40*

righ t 46. 18± 9. 22 43. 86± 15. 42 26. 47± 6. 30* 0 5. 02 42. 68*

5 lef t 49. 64± 4. 07 39. 58± 3. 85 29. 22± 3. 43* 0 20. 26 41. 14*

righ t 49. 83± 13. 06 41. 25± 8. 76 27. 45± 11. 82* 0 17. 22 44. 91*

10 lef t 45. 31± 4. 75 44. 56± 4. 37 34. 68± 7. 18* 0 1. 66 23. 46*

righ t 47. 58± 7. 11 43. 88± 4. 57 32. 25± 5. 83* 0 7. 78 32. 22*

* : P < 0. 05 v s cont ro l o r ischemia

2. 2　缺血再灌流对脊髓单位放电的影响
　　 50只大鼠共记录到放电平稳、信噪比好的自发放电单位 86

个 ,在缺血再灌流状态下 ,均可见到兴奋 ( Excitation)、抑制 ( In-

hibition)、无反应 ( Non-response)三种改变 (图 2)。 在缺血时

图 2　缺血损伤对大鼠 L2脊髓神经元电活动作用的序列密度

直方图

A)兴奋性效应 ; B)抑制性效应 ; C)无作用

注: ↓示腹主动脉血流阻断 ;横坐标: 时间 (秒 ) ;纵坐标:

脉冲数 /秒

Fig 2　 Histograms of the eff ects of ischemia on L2 spinal cord

neuronal act ivities in rat

A) excitato r y effect; B) inhibito ry effect; C) no effect

Note: The beg inning of abdominal ao rta occlusion is

indicated by the ve rtical line with the ar rows

(↓ ); a bscissa: Tim e ( s) ; o rdinate: spikes per

bin

有 22个单位放电消失 ,其余 64个单位中 ,兴奋的有 33个单位

( 51. 56% ) ,抑制的有 17个单位 ( 26. 56% ) ,无反应的有 14个

单位 ( 21. 88% ) ;但不同缺血时间组 SCUDs的反应不一 ,组间

比较相差明显 ( P < 0. 05) ,阻断 AA血流 5 min以内以兴奋性

反应为主 ( 2 min组 51. 22% , 5 min组 73. 33% , P < 0. 01) ,而

10 min却表现为抑制性反应的单位占多数 ( 50% , P < 0. 05) ,

结果见表 2。

表 2　脊髓缺血对 SCUDs的影响

Tab 2　 Ef fects of spinal cord ischemia on SCUDs

No. of various responsiv e neu rons(% )
Time (min)

Total No.

neurons Exci tat ion Inh ibit ion Non-response

2 41 21 ( 51. 22)* 9 ( 21. 95)　 11 ( 26. 83)

5 15 11 ( 73. 33)* 4 ( 26. 67)　 0 ( 0. 00)

10 8 1 ( 12. 50)　 4 ( 50. 00)* 3 ( 37. 50)

Total 64 33 ( 51. 56)* 17 ( 26. 56)　 14 ( 21. 88)

* : P < 0. 05 vs excitation, inhibition and non-response

　　在 AA血流再灌过程中 ,上述 64个单位中又有 8个单位

放电消失 ;在进行统计的 56个单位中 ,有 19个单位 ( 33. 93% )

兴奋 , 29个单位 ( 51. 97% )抑制 , 8个单位无反应。 说明血流再

灌后 , L2节段脊髓神经元主要为抑制性反应 ,且不同组间的反

应情况差别显著 ( P < 0. 05) ,具体结果见表 3。

表 3　脊髓再灌流对 SCUDs的影响

Tab 3　 Ef fect of spinal cord reperfusion on SCUDs

No. of various responsive n eurons (% )
Time (min)

Total No.

neurons Exci tat ion Inh ibit ion Non-response

2 37 11 ( 29. 73)　　 18 ( 48. 65)　　 8 ( 21. 26)　

5 9 7 ( 77. 78)** 2 ( 22. 22) 0 ( 0. 00)

10 10 1 ( 10. 00) 9 ( 90. 00)** 0 ( 0. 00)

Total 56 19 ( 33. 93) 29 ( 51. 79)* 8 ( 14. 28)

* : P < 0. 05, ** : P < 0. 01 vs excita tion, inhibi-

tion and non-response
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3　讨论

3. 1　缺血再灌流时脊髓灰质血流量的改变

　　从上述结果可以看出 , AA血流阻断时 L2节段

g SCBF与相应的正常对照相差不明显 ( P > 0. 05) ,这

可能与本实验的记录部位偏高 ,阻断时间较短及椎动

脉系统和腹主动脉侧支 (尤其是 Adamkiewicz侧支 )

等形成的脊髓血管网的代偿有关。血流再灌时 g SCBF

与其正常对照和缺血时 g SCBF相比明显降低 ( P <

0. 05) ,其原因可能为本实验的具体方法所致 ,放开后

短时间内 gSCBF恢复到正常时的水平 ,这与脊髓创伤

时灰质血流下降持续长达 24 h之久相似 ; AA放开后

由于血流大量流入腹腔脏器 ,致使 Adamkiewicz′s动

脉环的脊髓分支血流减少 , g SCBF明显降低 ; AA血流

再灌与脊髓组织血流再灌之间可能存在一定的时间

差 , 或 者 存 在 “无 复 流 现 象 ” ( No reflow

phenomenon) [4 ] ;脊髓微循环调节功能紊乱 ,在缺血期

间 ,脊髓微血管内皮受损 ,导致脊髓组织微循环障碍和

TXA2-PGI2平衡失调 , TXA2增加使微血管痉挛及血小

板聚集有关 ;组织水肿 ,组织内压增加致脊髓血流不畅

等。本实验结果表明脊髓灰质对缺血十分敏感 , AA血

流再灌后虽然存在不同程度的血流再灌 ,其微循环状

态未能及时得到改善 , g SCBF明显减少。

3. 2　脊髓缺血再灌流对脊髓神经元放电的影响

　　单位放电是神经元活动的客观反应 ,根据其放电

频率和形式可在细胞水平分析神经系统的功能状态。

本实验观察到 AA血流阻断时 ,不同实验组间 SCUDs

的反应差别明显 ( P < 0. 05) ,其中 2、 5 min组主要是

兴奋反应 ,而 10 min组则主要是抑制反应 ,结合相应

的血流量改变 , 2 min时血流量较正常对照组降低了

约 2% , 5 min时下降了约 5% ,可以看出 ,脊髓神经元

对缺血十分敏感 ,即使是轻微的局部缺血 ,神经元的兴

奋性即明显升高。而血流阻断 10min组的 g SCBF下降

并不明显 ,可能是侧支循环代偿所致。此时相应的

SCUDs的改变主要以抑制反应的单位占多数 ,这或许

是脊髓血流的升高而致神经元去极化状态相对降低所致。

　　根据血流量测定的结果 ,放开 AA后 10 min内

g SCBF并未恢复 ,缺血较正常更明显 ,但还有一定程

度的血流再灌 ,所以这时 SCUDs虽有兴奋、抑制和无

反应三 种改变 , 但主要以 抑制的单 位占多 数

( 57. 79% )。AA血流再灌 10 min时 , g SCBF下降程度

低于 5 min时 ,相应 SCUDs改变是 5 min时主要表现

为放电频率增加的兴奋性反应为主 , 10 min时则表现

为抑制性反应为主 ,由此可见 ,随着 L2节段血流恢复 ,

其神经元兴奋性逐渐向正常恢复。总之 ,在脊髓缺血再

灌流过程中 ,脊髓神经元的兴奋性变化规律是先高后

低 ,且随脊髓缺血程度加重 ,相应脊髓神经元对缺血缺

氧的耐受力减弱 ,放电消失增多 ,神经元兴奋性亦逐渐

下降。其原因可能与脊髓组织微循环障碍、缺血缺氧致

神经元代谢失常、离子及兴奋性与抑制性神经递质功

能平衡失调等因素有关 [5～ 7 ]。

　　 (本文中 gSCBF检测得到本单位杨恒文高级实验师指导 ;

SCUDs记录得到陈恒胜实验师的协助 ;文中示意图承肖剑工

程师协助绘制。特此致谢! )
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Effects of ischemia and reperfusion on spinal cord unit discharges in rats
Wu Yamin, Liao Weihong ( Resea rch Institute of Field Surg ery , Daping Hospital, Third M ilitar y Medical Univ er sity ,

Chongqing , 630042)

　　 Abstract　 Afte r of the abdomina l ao rta ( AA) 1 cm above the left r enal ar ter y w ere occluded and reper-

fused in 86 ra ts, the g ray ma tter spinal co rd blood flow ( gSCBF) in the L2 region w as m ea sur ed with the hy-

drogen clear ance method and th e spinal co rd unit discha rges ( SCUDs) w ere r eco rded ex t racellula rly with the

g lass micro elect rode to investig ate the effects o f ischemia and reperfusion on SCUDs. O f the animals, 36

w ere r andomized into thr ee experimental g r oups according to the time o f reper fusion a fter ischemia , namely ,

2 min in g roupⅠ , 5 min in g roupⅡ and 10 min in g roupⅢ . O ther 50 w ithout th e r epe rfusion se rved a s the

contr ol. It was found tha t g SCBF in L2 r egion in th e thr ee experimental g roups we re decr ea sed to va rious de-

g rees imm edia tely afte r the AA was occluded and significantly decreased befor e the reper fusion star ted. Of

the 86 SCUDs reco rded in th e 50 animals, 22 ( 25. 58% ) disappear ed and 33 we re significantly incr ea sed ( P

< 0. 05) after AA occlusion and 30 ( 34. 88% ) disappear ed and 29 w ere significantly decreased ( P < 0. 05) af-

ter reperfusion. There w ere differ ent r eactions o f SCUDs to isch emia and repe rfusion in the thr ee g roups

r eper fused a t differ ent time. Our finding s suggest that neurons in the spinal co rd o f r ats a re rema rkably sensi-

tiv e to ischemia , and even one sligh t decrea se o f g SCBF in th e L2 r egion can cause the r emarkable inc rease of

SCUDs o f the neurons. When the reperfusion sta rts, SCUDs o f the neurons a re g radually dec reased with a

decr ease of their ex citability and to lerance.

　　 Key words　 spinal co rd discha rg e; spina l co rd blood flow; isch emia; reperfusion; ra t

Wistar大鼠多发性原发性恶性肿瘤模型建立 科研简报

Establishment of the model of multiple primary maligant tumors in

Wistar rat

姜　军　 詹新恩　 陈意生　 马宏敏　 柳凤轩　　 (第三军医大学附属西南医院普通外科 )重庆 , 630038

　　实验性动物多发性原发性恶性肿瘤模型尚少见文献报道。

本实验用出生 40～ 60 d的健康 Wista r大鼠 90只 ,雌、雄各半 ,

以大腿外侧皮下注射化学致癌剂二甲基苯蒽 ( DM BA) 10 mg /

100 g动物体重 ,经 24周诱发建立大鼠实验性多发性乳腺癌和

纤维肉瘤模型。结果: 给予致癌剂后 13周 ,致癌组雌性大鼠可扪

及 0. 3～ 0. 5 cm的乳腺内结节 ,至第 24周 14 /20只 ( 70% )发生乳

腺癌 ,其中 45%为多发性原发性乳腺癌 ,肿瘤最大径 4 cm。参照

人体乳腺癌的组织学分类 ,为乳腺浸润性导管癌、乳腺腺癌和

乳腺乳头状腺癌 ,癌组织呈浸润性生长。有 40%发生注射致癌

剂部位皮下肿瘤 ,组织学观察:参照人体肿瘤分类标准 ,与人体

纤维内瘤的组织结构相似。其中 35%在实验期间同时发生乳腺

癌和注射部位纤维肉瘤。给致癌剂第 24周 ,致癌组雄性大鼠有

33. 3%发生注射部位纤维肉瘤而大体和显微镜下均未发现乳

腺肿瘤。雌、雄性对照组均未见发生肿瘤。该模型的建立对于深

入研究恶性肿瘤发生的过程 ,研究在同一个体相同致癌剂所致

组织学完全不同的癌和肉瘤的基因变化 ,不同癌发生的促进因

素对组织学相同和不同的肿瘤发生的影响差异 ,以及不同肿瘤

对某些治疗反应的差别等均有重要的理论和实用意义。

　　关键词　疾病模型 ,动物 ;肿瘤 ,多发性原发性

　　中图法分类号　 R730. 2; R363

(收稿: 1996-07-04;修回: 1996-07-11)

(编辑　王　红、沈锡庚 )
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