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K C 的上 述生理特点
,

及 时地解除毒素等 因素对 K C

的损害
,

防止 K C 过度受损而发生功能衰竭
。
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流体冲击致大鼠脑损伤后组织血管密度的变化
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李向东 (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
,
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创伤后脑损伤在平
、

战时均较为常见
,

脑外伤时局

部血脑屏障 ( B B B )破坏
,

毛细血管通透性增加
,

导致血

管源性脑水肿
,

研究其发生发展机理具有十分重要 的

意义
。

流体冲击致脑损伤模型具有定量准确
,

可精确测

量
,

作用力单纯
,

重复性好等特点
,

近年来在国内外 已

广泛应用于实验性脑创伤机理方面的研 究
〔`习。

二胺基

联苯胺 ( 3
’
3
一

D i a m i n o b e n z i d i n e ,

D A B ) 酶组化染色法可

清晰地呈现中枢神经系统内的微血管
,

具有灵敏度高
,

反应稳定
,

结果可靠
,

简便易行等优点 2j[
。

本实验利用本室 自行研制的流体冲击装置致大鼠

脑 中等度损伤
,

通过二胺基联苯胺 ( D A B )酶组化染色

法
,

结合计算机图像分析技术
,

测量实验动物脑组织损

伤后不同时相血管密度的变化
,

探讨颅脑创伤性损伤

后微血管系统的变化特点
。

1 材料与方法

1
.

1 模型制备

W i s t a r
大鼠

,

雄性
,

体重 1 5 0 ~ 2 5 0 9
,

戊 巴 比妥钠 ( 4 0 m g /

k g
,
i p )麻醉

,

常规消毒
,

暴露颅骨
,

双氧水处理颅骨表面后
,

于

前自至人字缝联线中点左旁开 3 m m 处钻一直径为 2
.

7 m m 的

圆孔至软脑膜
,

大鼠置江湾 . 型 立体固定仪上固定头部
,

用牙

托粉将流体冲击接头固定于圆孔上
,

注生理盐水于流体冲击装

置中并排出气泡
,

于 恒定角度使摆锤下落
,

经活塞中生理盐水

将压力传导至冲击接头处脑组织致机械性颅脑损伤
.

通过压力

传感一计算机检测系统同时检测压力波形
,

并计算波幅
、

波宽
。

1
.

2 D A B 染色
4 2只大鼠随机分为伤前

、

伤后即刻
、
l

、
2

、

4
、

8
、

24 h 组
,

每组

6只
.

于各时相点断头放血
,

迅速取出脑组织
,

固定于 10 %福尔

马林液 (以 0
.

1 m ol / L P BS 调整 p H 值至 7
.

6) 中2 ~ 4 d
.

冰冻切

片机于 创伤部位冠状面切片
,

片厚 30 产m
,

切片收集于孵育槽

内
,

用 PBS 液洗 2次
,

每次 s m in
.

置切片于新鲜配制的 D A B 液

( 0
.

1 m
o
l / L T BS 5 0 0 m l

,

p H 7
.

6
,

D A B 1 5 0 m g )中
,

在恒温 3 7℃

下预浸 3 0 m in
,

然后在 D A B 液里再加入 1
.

5% H : O : 1 2 0 m l
,

充

分混合
,

切片入此液孵育 20 m in
.

PBS 洗 3次
,

捞片贴于洁净的

载玻片上
。

用 0
.

5沁的中性红复染 2 m in
,

常规脱水
、

透明
、

封片
。

1
.

3 图像分析

O ly m p us B H 生物显微镜观察 D A B 片脑组织微血管构象

( 10 倍 )
,

每片分别于左
、

右脑对称皮层 区
、

海马区和丘脑区固定

选择 6个视野
,

摄取图像
,

输入 M A S
一
1 自动图像分析仪

,

定量测

量视野单位面积内被测血管所占面积 ( a n g io a r e
h i t e e t u r e a r e a

de ns it y
,

A A D
,

以%表示 )
。

取 6个视野平均值为每片结果
。

1
.

4 统计分析

数据以平均值 士标准差表示
。

均值间差异行 t 检验统计分

析
,

以 尸 < 。
.

05
,
尸 < 。

.

01 为显著水平
。

检测流体冲击压力波形发现
,

压力波基本为一单峰波
,

波

形单纯
,

未见明显振荡
,

波峰值为 1
.

48 士 0
.

05
a t m

,

波宽 21
.

37

士 1
.

0 0 m
s ,

致损伤作用较为单纯
,

具有较好的重复性 (附图 )
.
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附图 流体冲击压力波检测 ( 四次压力波重必显示 )

伤 后 即刻
,

大 鼠脑 组织 A A D 明 显 升 高
,

由伤 前 的

0
.

0 1 5 3 5% 升高至 0
.

0 2 6 9 9%
,

与 伤前 比 较差异 显著 ( P <

.0 01 ) ,伤后 l
、
Z h

,

A A D 下降
,

与伤前比差异不显著 ,至伤后 4

h
,

A A D 第 2次升高
,

与伤前比较差异显著 ( 尸 < 。
.

0 5 ) ,
伤后 8

、

2 4 h
,

A A D 又 降至 0
.

0 1 7 2 6 6 %和 0
.

0 1 7 3 4 %
,

与伤前比较差异无

显著性
。

3 讨论

流体冲击致大 鼠颅 脑机械性损伤模型
,

其致伤强

度可被计算机精确测量
,

并具有较好的稳定性
,

与闭合

性颅脑损伤近似等特点
,

国外于 70 年代就已广泛应用
,

但在国内起步较晚
。

本室 自行研制的流体 冲击装置及

压力传感一 计算机检测系统与国外同类装置相 比
,

具

有以下特点
:
( l) 冲击接头可互换以适应不同种类的实

验动物和致伤水平的需要
; ( 2) 活塞与冲击头之间用一

高强度软管联接
,

更便于操作
,

并可调整冲击方向和部

位
。

本实验结果表明
,

致伤力基本上为一单峰压力波
,

作用时间 (波宽 )和作用强度 (波幅 )均较为恒定
,

可以

认为该模型具有较好的重复性
。

D A B 酶组化染色法的原理是根据血细胞中的内

源性过氧化物酶 ( e n d o g e n o u s p e r o x id a s e )作用于底物

(过氧化 氢 ) 释放出原子氧使 D A B 产生有色沉淀
,

而

使血细胞呈色
,

从而间接显示微血管构像
。

本实验利用

计算机图像分析技术
,

将单位面积内的血管平均密度

( A A D )定量化
,

可间接反映组织 内微血管管径的变化

情况
。

本实验中
,

伤后即刻 A A D 显著升高
,

可能与创

伤本身的机械性刺激导致实验动物动脉压应激性升高

造成微血管被动性扩张有关
。

本实验还观察到
,

创伤后

大鼠出现 明显的呼吸抑 制
,

其是否与实验动物颅内压

瞬间快速升高导致暂时性的 中枢抑制
,

使颅内微血管

紧张度 下降有关
,

尚需进一步研 究
。

伤后 l
、

Z h A A D

降至伤前水平
,

与伤前 比较差异无显著性
。

至伤后 4 h
,

A A D 再次 出现显著升高
。

显然
,

创伤后实验动物脑组

织发生了一系列的病理生化改变
,

各 种毒性物质如毒

性 氨基酸
、

膜脂质降解产物 ( 白三烯
、

T X A
Z

等 )
、

游离

钙
、

自由基等大量产生
,

导致微血管 内皮细胞破坏
,

血

管紧张度下降
,

而致微血管 内容物外渗
,

血栓形成
,

血

流缓慢
,

表现为微血管平均密度破坏性地增高
〔 ,口。

伤后

8 卜 A A D 降至伤前水平
,

至伤后 24 h 无 明显改变
。

提

示伤后 4 h 左右为颅脑损伤后继发性的病理变化高峰

期
,

在此期间脑组织 内微血管系统 出现明显改变
。
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