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前言

缺血性卒中患者能实现再灌注者比例较低[1]。脑保护疗法

旨在减少脑缺血后可挽救脑组织的损害，是目前的研究热点[2]。

将多种脑保护方法联合应用的研究越来越多[3，4]。研究表明亚低

温(32-35 ℃ )应用于脑缺血动物模型及心脏复苏后全脑缺血病
人安全、有效，目前两个 3 期临床试验(EuroHYP，2012；IC-

TuS-2/3：Stroke Trials Directory，2012)正在进行，将探讨亚低温

治疗脑卒中的有效性[5，6]。而镁离子作为电压依赖性 NMDA受

体的非竞争性阻断剂对脑缺血动物也有脑保护作用[7]。本研究

拟探讨局部亚低温联合硫酸镁对局灶脑缺血大鼠的脑保护作

用及其作用机制，旨在发现更有效、价格便宜、易于实施、且适

于目前国内患者的脑保护措施。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组
40只雄性Wistar大鼠购自中国农业科学院哈尔滨兽医研

究所，体重 (250± 30)g。将其随机分为假手术组 (C)、常温组
(NT)、硫酸镁组(Mg)、局部亚低温组(HT)、局部亚低温 +硫酸镁

组(HT+Mg)，每组 8只。HT组于大鼠缺血后给予局部亚低温 3

小时，Mg组经左股静脉给予硫酸镁 120 mg/kg，给药时间超过
15分钟，大鼠持续缺血 24小时。
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2.2 脑缺血后各组神经功能评分的比较

除假手术对照组外，其余各实验组大鼠均表现处神经功能

缺陷。与 NT组相比，HT组与 HT+Mg组的神经功能评分均明

显降低(分别 P=0.002, P<0.001)。此外，HT+Mg组的神经功能评

分明显低于亚低温组，差别有统计学意义(P=0.027)，而 C组未

见神经功能缺陷(图中未显示)。

2.3 脑缺血后各组凋亡细胞数的比较
TUNEL 阳性物质位于细胞核内，MCA 阻塞侧半球

1.2 大鼠局灶脑缺血模型的建立

采用改良的 Longa 线栓法 [8] 建立大鼠大脑中动脉阻塞

(middle cerebral artery occlusion，MCAO)模型，假手术组栓线插

至距分叉处 10 mm。按 Longa神经功能评分法，以大鼠麻醉清

醒后 1～ 4分为有效模型。0分：无神经缺损症状；1分：左前肢

不能完全伸直，提尾试验阳性；2分：向左旋转；3分：向左侧倾

倒；4分：不能向左行走或昏迷。缺血 24小时后，深度麻醉处死

动物。

1.3 局部亚低温方法
亚低温组采用可调控半导体制冷仪(哈尔滨工业大学热工

教研室研制，专利号 ZL98236936.0)，设定制冷器温度为 6～ 8
℃ (前期系列实验已证实脑内缺血区温度为 33 ℃左右)[9]。于脑

缺血后立即大鼠病灶侧紧密接触半导体制冷块给予亚低温，采

用 SL-4型针型点温度传感器 (上海同济大学研制)，于亚低温
10 min内测量大鼠鼓膜温度 (脑温平均高于鼓膜温 0.6± 0.08

℃ )，证实脑温可以降至(33± 0.5)℃。亚低温持续 3 h。亚低温结

束后将大鼠置于室温(25℃ )下自然复温。
1.4 脑组织 TTC染色

将拟行 TTC染色的大鼠断头处死后迅速取脑，距额极 2

mm向后连续等距切取 6个冠状脑片，于 37 ℃水浴、避光条件

下，2 % TTC染色 15分钟。数码相机拍照后，图像输入计算机，

采用图像分析软件进行计算，以损伤对侧半球的面积减去损伤

侧 TTC染色正常区的面积求得梗死体积，所有脑片梗死面积

之和乘以脑片的厚度既为梗死体积。

1.5 TUNEL法(原位标记 DNA片段)

试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司，严格按照说

明书进行具体操作。

1.6 图像分析方法

在 Motic Images Advanced 3.0 图像处理系统进行显微图

像分析，每张切片于梗死灶周围缺血区随机选择 20个高倍视

野，计数每个视野内阳性细胞数，每张切片取平均值。

1.7 统计学分析

实验数据以 x ± s表示，采用 SPSS14.0统计软件处理，采

用单因素方差分析(AVONA)，组间资料两两比较采用 SNK-q

法，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 脑缺血后各组脑梗死体积的比较
TTC染色显示正常脑组织染成玫瑰红侧，梗死脑组织为白

色，梗死多位于左侧基底节区，其次为顶叶和颞叶皮层。与 NT

组相比，HT组大鼠脑梗死体积明显缩小(P<0.001，减少 31%)，
HT+Mg组亦明显减小(P<0.001，减少 42%)，而 HT+Mg组大鼠

的脑梗死体积与 HT组相比明显减小，差异有显著统计学意义
(P=0.031)。见表 1、图 1。C组未见梗死(图中未显示)。

Group Number Infarct volumes (mm3) Neurological scores Apoptotic cell numbers

Control group

Normothermia group

MgSO4 group

Mild hypothermia group

Mild hypothermia+ MgSO4 group

8

8

8

8

8

0

150.00± 23.66

121.67± 8.16

104.17± 11.58

86.83± 10.30

0

3.17± 0.75

2.83± 0.41

2.17± 0.4

1.5± 0.55

0

10.0± 1.41

7.83± 0.75

7.33± 1.86

5.67± 0.82

表 1 脑缺血后各组脑梗死体积、神经功能评分、凋亡细胞数比较( x ± s)

Table 1 Comparison of the infarct volumes, neurological scores and apoptotic cell numbers among different groups

图 1 各组的总脑梗死体积比较

Fig.1 Comparison of the total infarct volume among different groups

*HT+Mg Vs HT, P=0.031
图 2 各组神经功能评分的比较

Fig.2 Comparison of the neurological scores among different groups

* HT+Mg Vs HT, P=0.027
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TUNEL阳性细胞主要分布在梗死灶周围的内侧尾壳核和额顶

部皮层。与 NT组相比，HT组与 HT+Mg组凋亡阳性细胞数均
明显减少 (分别 P=0.001，P<0.001)。此外，HT+Mg组与 HT相

比，凋亡阳性细胞数明显减少，差异有显著统计学意义(P=0.

02)。C组细胞未见 TUNEL阳性物质(图中未显示)。

3 讨论

研究显示，急性缺血性卒中患者仅有 1.5%能实现 rt-PA

静脉溶栓，本研究选用 MCAO大鼠持续脑缺血模型，更符合广

大未能实现再灌注治疗患者的临床实际，研究所采用的亚低温

方法为局部亚低温，此方法既往已被证实有效、安全，可避免全

身低温所需条件高(全身麻醉、监护)的弊端。硫酸镁选用剂量参

考 Lee 等的文献 [10]，通过预试验 (60、90、120、150 mg/kg)证实
120 mg/kg可最大程度地减少脑梗死体积，而不影响血液动力

学，因而选定 120 mg/kg为本试验的最适剂量。

研究结果显示，联合给予亚低温和硫酸镁的局灶脑缺血大

鼠的脑梗死体积及神经功能评分较仅给予亚低温的大鼠显著

减少或降低，表明联合给予亚低温和硫酸镁对持续局灶脑缺血

大鼠的脑保护作用较单纯亚低温更加明显。2005年，Zhu等[11]

发现联合应用缺血后亚低温及静脉注射硫酸镁对于减少全脑

缺血大鼠海马 CA1区神经元死亡较单一方法更为有效。本研

究主要关注局灶脑缺血大鼠，与临床脑梗死病人更加贴近，并

得到了与全脑缺血大鼠模型相近的研究结果。既往的研究采用

脑缺血再灌注动物模型模拟临床脑梗死溶栓后再通的模型，证

实二者联用可较单独应用亚低温发挥更强的脑保护作用[12-14]。

亚低温和硫酸镁联合应用的协同作用机制尚不十分清楚。

亚低温在动物实验及临床实验中皆被证实是安全、有效的脑保

护方法，其对脑缺血保护作用的机制包括：减少自由基的产生，

降低氧代谢率，减少兴奋性氨基酸的释放，抑制钙离子内流，抑

制缺血神经元凋亡，保护血脑屏障，抑制脑缺血再灌注后炎症

反应等[15-17]。其中，局部亚低温可以克服全身亚低温的缺点，被

认为是一项很有前途的治疗方法。硫酸镁在临床上早已被广泛

应用于治疗急性心肌梗死及子痫，近年的研究也发现硫酸镁对

缺血性脑损害具有脑保护作用，其机制包括调节脑血流量，阻

断谷氨酸受体 NMDA，抑制兴奋性氨基酸释放，拮抗各种亚型

的电压依赖性钙通道及钙内流，增强线粒体的钙缓冲，是遏制

缺血性级联反应，减轻迟发性神经元死亡的关键措施[18,19]。由此

可见，硫酸镁与亚低温一样，也有多个作用靶点，通过多重

机制发挥作用，这表明二者联用有发挥协同作用的可能。

细胞凋亡在缺血性脑损伤的过程中发挥重要作用[20]。本研

究用 TUNEL法对大鼠局灶性脑缺血后凋亡细胞的分布进行

初步观察。结果显示局部亚低温 +硫酸镁处理的大鼠凋亡阳性

细胞数明显少于单纯亚低温处理的大鼠，表明局灶持续脑缺血

后，局部亚低温 +硫酸镁组可能通过抑制缺血后凋亡发挥其脑
保护作用。

本研究的局限性在于缺血后立即给予亚低温及硫酸镁，未

来的研究应进一步明确应用的时间窗，即脑缺血后多长时间段

内二者联用仍能起到脑保护作用。此外，本研究观察疗效为短

期时间点，若进一步有长期疗效的观察会更完善，这也是我们

进一步研究的方向。总之，本研究表明局部亚低温联合硫酸镁

较单独应用亚低温可对局灶性脑缺血大鼠发挥更有效的脑保

护作用，其机制可能与抑制脑缺血后凋亡有关。这可能为缺血

性卒中患者提供一种有效的、价格便宜、易于实施、适于目前国

内患者的脑保护方法。
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