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脑室内低温对家兔急性大脑中动脉缺血模型 HSP70

表达的影响

姚冰  姚长义

=摘要>  目的  观察脑室内低温对家兔急性大脑中动脉缺血模型热休克蛋白70( ( H eat shock pro-

tein 70, HSP70)表达的影响。方法  家兔 16只 ,随机分为 2 组: 对照组(常温生理盐水)、低温组( 22 e

低温生理盐水)各 8 只, 应用线栓法建立大脑中动脉闭塞( M CAO)模型,进行脑室内穿刺低温液体灌注

亚低温干预, 24 h 后采用 SABC 方法检测各组脑组织 H SP70 表达, T UNEL 方法检测凋亡细胞。

结果  低温组的 TUNEL 染色阳性细胞数和 H SP70染色阳性细胞数明显低于及多于常温组,有显著性

差异 (P < 0. 05) 。结论  通过脑室内低温治疗, 可以减少缺血区域凋亡细胞,并增加 H SP70 细胞的表

达。同时改善了动物的神经系统症状。
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The effects of cerebral ventricle low temperature on the expression of heat shock protein 70 in middle cere-

bral artery occlusion ( MCAO) rabbits YA O B in, YAO Chang-y i .  Depar tment of N eurosurger y , the

Fir st A f f iliated H osp ital of China Med ical Univer sity , Shenyang 110001, China

=Abstract>  Objective  To explo re t he protective effects of cont inuous trickle o f low temperatur e

liquids though the lateral vent ricle on heat shock protein 70 expression after middle cer ebr al arter y occlu-

sion( MCAO) in rabbits. Methods 16 rabbit s w ere random ly divided into the contro l gr oup ( no rmal tem-

peratur e liquid) n = 8 and the mild hypothermia g roup ( 22 e low temperatur e liquid) n = 8 after MCAO.

The middle cerebra l arter y occlusion model is made by intralumial thread approach. T hen we trickled the

later al ventr icle continuously w it h normal temperatur e and low temperatur e liquids. A fter 24 hour s, w e

obser ve the pat ho lo gy of ischemic o f MCAO. SABC immunohisto chemistr y was emplo yed to detect the

expression of H SP70 and TUNEL assay w as used t o detect the apoptotic cells. Results  The apoptot ic

cells number in the mild hypo thermia gr oup w ere much lower than tho se o f the contro l gr oup and the ex-

pression of H SP70 increased in the mild hypothermia g roup, wit h st atistical significance (P < 0. 05) .

Conclusions Continuous t rickle o f low temperature liquids though the lat eral ventricle may decrease the

number of the apoptot ic cells and increase the expr ession of H SP70, and it may improve t he animal. s
ner vous system function.

=Key words>  Vent ricle;  Mild hypo thermia;  Cerebral infar ction;  HSP70

中图分类号: R454. 5   文献标识码: A   文章编号: 1009-6574( 2007) 02-0098-03

  脑缺血后, 缺血中心区域神经细胞很快出现细

胞坏死。但缺血中心区周围的神经细胞经过一个潜

伏期后才出现延迟性神经细胞退化, 已证明这种延

迟性细胞退化就是凋亡。脑缺血后热休克蛋白 70

( ( Heat shock protein 70, H SP70) 的表达与神经元

凋亡有联系
[ 1]
, H SP70合成增加能减轻细胞凋亡, 阻

止细胞开启自杀途径[ 2] 。在目前抗凋亡的治疗过程

中,亚低温治疗一直成为临床工作者关注的热点。

本试验对家兔急性大脑中动脉缺血模型进行脑室内

低温保护,通过检测低温组和常温组家兔大脑中动

脉缺血脑组织凋亡细胞和 HSP70 表达的观察, 来探

讨脑室内低温对家兔大脑中动脉缺血模型细胞凋亡
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影响,为临床治疗提供理论依据。

1  材料与方法
1. 1  实验动物及分组  4~ 6月龄雄性家兔 16只,

体重 2. 8 ~ 3. 2 kg, 由中国医科大学动物实验室提

供。随机分为 2组: 对照组(常温生理盐水)、低温组

( 22 e 低温生理盐水)各 8 只。对实验动物采用全

麻,实验前动物禁食 12 h,不禁水。麻醉应用 20%乌

拉坦( 5 m l/ kg)耳缘静脉注射,颈部使用 20%利多卡

因浸润麻醉,术中 20%乌拉坦半量多次腹腔维持麻

醉。

1. 2  实验方法  
1. 2. 1  大脑中动脉( MCA)闭塞脑缺血模型建立:参
照 Ko izum i线栓法[ 3] 建立大脑中动脉( M CA)缺血模

型。

1. 2. 2  脑室低温方法  采用成惠林[ 4] 等脑室穿刺

低温方法进行处理。
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1. 2. 3  术后动物行为观察: 动物麻醉苏醒后, 观察

其肢体运动情况。此后置于室温饲养, 24 h 后观察

兔的行为及肢体瘫痪情况, 参照 ZeaLonga
[ 5]
及 Bed-

erson
[ 6]
检查法,进行 5分制评分, 评分标准为: 0 分:

无神经损伤体征; 1分: 病灶对侧前爪不能完全伸展;

2分:除 Ñ级征象外并有瘫痪侧阻力下降; 3分: 除 Ñ
级Ò级征象外, 活动时有向瘫痪侧倾倒; 4分:不能自

发行走,意识丧失。

1. 2. 4  取材  24 h 后过量麻醉下( 20%乌拉坦 iv )

处死后, 迅速开颅取脑, 取出脑组织范围: 后界从中

脑和间脑交界面横端断, 前界从嗅脑和额叶交界面

横断,脑组织沿纵裂切为左右两半, 分别取左右半球

MCA 供血区额顶交界部皮质等量脑组织, 4%多聚

甲醛固定,固定 72 h后,洗涤, 梯度乙醇脱水,二甲苯

透明,浸蜡,常规石蜡包埋, 做 7 um 厚连续切片, 切

片常规脱蜡至水。

1. 2. 5  染色方法  检测试剂盒由武汉博士德生物
工程有限公司提供。HSP70 SABC 染色, TUN EL

凋亡染色。按照试剂说明书操作。

1. 2. 6  图像采集  每个标本在高倍镜( 400倍)下随

机观察 8个不重叠视野, 计平均每个高倍视野的阳

性细胞数。T UNEL 染色阳性细胞核中呈现有棕黄

色颗粒, HSP70染色细胞浆着色呈棕黄色。

1. 2. 7  统计分析  将数据输入 SPSS 12. 0软件, 同

一指标的组间比较采用 t检验,显著差异的阈值定位

P = 0. 05。

2  结果
2. 1  术后  24 h 时兔神经病学体征评分以及动物

行为观察: 常温组为( 3. 1 ? 0. 5)分, 低温组为( 1. 5 ?
0. 5)分, 经 t检验两组有显著性差异 ( P < 0. 05) 。

常温组中有 6只动物出现右侧肢体完全瘫痪,另外 2

只可以爬行。低温组中有 6只可以爬行,另外2只可

以跳跃。

2. 2  脑组织细胞调亡和 H SP70 表达的检测结

果  TU NEL染色阳性细胞核中呈现有棕黄色颗粒,

HSP70 染色细胞浆着色呈棕黄色。低温组的

TU NEL 染色阳性细胞数和 HSP70染色阳性细胞数

明显低于及多于常温组, 有显著性差异 ( P <

0. 05) 。见表 1及表 2。
表 1  常温组和低温组 TU NEL 染色阳性细胞计数比较结果  

组别 例数 均数 标准差 t 值 P值

常温组 8 81. 62 4. 80
4. 33 < 0. 05

低温组 8 70. 13 5. 74

表 2  常温组和低温组 H SP70染色阳性细胞计数比较结果

组别 例数 均数 标准差 t 值 P值

常温组 8 109. 75 6. 36
4. 66 < 0. 05

低温组 8 125. 25 7. 83

3  讨论
脑缺血后神经元的死亡主要包括坏死和凋亡两

种形式。局灶性脑缺血时梗死中心以坏死为主, 而

半暗带以细胞凋亡为主。脑缺血后可激活内源性和

外源性胱冬酶( caspase)介导的细胞凋亡途径, 同时

也激活不依赖于胱冬酶的凋亡诱导因子介导的凋

亡。在发生凋亡的级联反应中, 存在抗凋亡和诱导

凋亡机制, p53基因、bcl2家族、Smac/ DIABLO 和凋

亡抑制蛋白等参与凋亡的调控。随着研究的深入,

近年来热休克蛋白 70( ( H eat shock protein70)作为

凋亡抑制蛋白已引起越来越多学者的关注。

HSP70的神经保护作用最早由 Bar be 等提出,

他们在加热幼鼠的脑皮质的培养液中发现 HSP70

水平增加,且这种经预处理的神经细胞可免于接触

谷氨酸盐后即刻死亡
[ 7]
。实验发现脑缺血后 HSP70

蛋白表达时间与神经元凋亡的时序基本吻合, 提示

HSP70参与抑制细胞凋亡[ 8] 。

在抗凋亡治疗方法中, 亚低温治疗扮演着重要

角色。全身亚低温治疗在临床应用中是很安全的,

但是已经发现在使用过程中出现了一些问题,感染、

多尿、离子紊乱、心率失常、凝血病、低血压、复温高

颅压等。物理降温方式的选择方面很多学者进行了

新的尝试, 选择性颅脑低温( Select iv e br ain cooling

SBC)为大家认同。

选择性亚低温方式目前多用经头部降温, 经血

管降温,经脑室降温。本试验通过脑室内穿刺低温,

对家兔大脑中动脉缺血进行保护。结果显示, 经过

亚低温保护后,从动物行为观察, 低温组家兔在手术

操作后生存质量明显高于常温组; 从细胞分子水平

观察,低温组在缺血区域 HSP70细胞的表达数目比

常温组明显增多, 细胞凋亡的数目明显减少。两者

的差异具有统计学意义。从本实验的结果可以看

出,通过脑室内低温治疗, 可以减少缺血区域凋亡细

胞,并增加 HSP70细胞的表达。同时改善了动物的

神经系统症状, 这完全可以说明脑室内低温完全可

以达到以往低温进行保护的预期效果。脑室内低温

避免了全身低温所产生的并发症, 同时其简单和方

便神经外科手术操作又明显优于经头部降温和经血

管降温。

当然目前脑室穿刺选择性亚低温保护仅仅应用

于动物实验阶段,我们设想在未来的临床工作中,结

合立体定向和神经导航系统, 其操作安全性必会提

高;在颅脑血管系统疾病的手术操作中,对于阻断血

流,针对脑细胞保护, 脑室穿刺亚低温保护其操作简

单,疗效稳定的特点, 会给临床手术操作带来很大帮

助。我们相信伴随技术的进步, 脑室内穿刺亚低温

技术会更加完善。
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#英文原著#

Stereotactic gamma knife radiosurgery for brain
arteriovenous malformations ( A Report of 216 Cases)

LIANG Jun- chao  XU Bo- tao  WANG Wei- min  ZHAO Gang  
WU Hong- xun LI Lin  HE Dao- hua  ZHANG Yu- hao

=Abstract>  Objective To evaluate the cur ative effect of st ereotactic gamma knife r adiosurger y on

brain arter iov enous malformat ions ( AVM) . Methods  Betw een July 1995 and May 1998, 285 patients

with cer ebr al AVM were tr eated with Leksell g amma knife, among w hich we collected the follow - up

files of 216 cases fitting our demand, including 162 male and 54 female pat ients. The mean age o f pa-

t ients w as 26. 0 years ( 1. 5~ 83 years) . AVM volume ranged from 0. 3 to 43. 9 cm3 ( the mean vo lume o f

7. 1 cm3 ) . Periphera l doses of radiation operat ion r anged from 12 to 30 Gy x = ( 21. 2 ? 6. 4) Gy.

Spetzler- Martin g rading w ere as fo llows: gr ade I 42 cases, g rade II 68 cases, gr ade III 95 cases, g rade

IV 7 cases, g rade V 4 cases. A ll the cases w ere followed up fo r 17~ 31 months. 156 cases w ere o riented

through conducting magnetic r esonance angiog raphy ( MRA) w ith a 1. 5 T esla magnetic resonance sys-

tem. Results  T he rates of obliter ation and complications after st ereotactic g amma knife radiosurg ery

were significantly related t o the targ et vo lume, the Spetzler- Mart in gr ade, the method of lo calization,

the periphera l do sage and the qualit y contr ol. T he obliter ation rate w ithin tw o years was mo re than

78. 5% in the patients w ith AVM [ 5 cm3 in v olume, Spetzler- M artin g rade < III in Spetzler- Mar tin

gr ading system or per ipher al do sage\ 20Gy . 4 cases had recurr ent hemor rhage after the treatment and

9 cases had complications o f obvious symptom of ir radiated brain edema.Conclusions  Stereo tact ic gam-

ma knife radio sur ger y is an effect ive and safe method for t he brain AVM. There is a higher obliteration

rate for AVM of g rade I- I I o r the volume [ 5. 0 cm3 and t he peripheral dosage\20Gy. Accurate local-i

zation o f the lesions by magnetic r esonance ang io gr aphy ( MRA) combined w ith digital subtraction ang-i

o gr aphy ( DSA ) contr ibutes to improve the obliter ation r ate and decr ease the complicat ions.

=Key words>  Brain arter iov enous malfo rmation;  Ster eo tactic gamma knife r adio sur ger y;  Oblit-

er ation r ate;  Complicat ion;  Combined localization
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  Aoki, et al. [ 1] . repor ted 236 patients w ith brain art erio-

venous malformat ion ( AVM) had been treated by st er eotactic

gamma knife radiosurg ery in 1996, and found t hat the tar get

volume, periphera l dose and accurate planning were signif-i

cant facto rs r elated to com plet e obliteration. But their

  Neur osurgery Center, Guangzhou General Hospital of PLA,

Guangzh ou 510010, China.

perfo rmance was based on CT scan. Fr om Jul. 1995 t o May

1998, w e t reated 285 cases of AVM w ith Leksell Gamma

knife combined with a planned MRA and/ o r DSA - based

scan, in which 216 cases w ere fo llow ed up fo r mo re than 2

years, which constituted the subjects of this paper. Our expe-

r iences were repor ted as follows.

1  Materials andMethod

1. 1  Subjects and Popul ation 216 pat ients w ith brain AVM
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