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[摘要 ]　目的: 研究普鲁泊福对大鼠急性脊髓损伤的治疗作用及其机制。方法: SD 大鼠 60只,随机分为假手术组、损伤组和

普鲁泊福组 (n= 20)。采用改良的A llen’s打击法致伤大鼠脊髓,假手术组仅做椎板切除术。普鲁泊福组在脊髓损伤后 30 m in

以 60 m gö(kg·h)的速度持续输注 1%的普鲁泊福 1 h,其余两组以相同的方法给予 0. 9%的生理盐水。应用斜板试验和BBB

(Basso,Beatt ie and B resnahan)评分法进行后肢运动功能评价,分别采用黄嘌呤氧化酶法和硫代巴比妥酸法测定血浆超氧化

物歧化酶 (SOD )活力和丙二醛 (M DA )含量变化,同时观察组织形态学变化。结果: 普鲁泊福组行为学评分明显高于损伤组
(P < 0. 05) ; 与假手术组相比,损伤组血浆M DA 含量升高, SOD 活力降低,而与损伤组相比,普鲁泊福组血浆M DA 含量降

低, SOD 活力升高;损伤组脊髓病理变化较重,可见大量神经元坏死,普鲁泊福组神经元坏死较轻。结论: 普鲁泊福对大鼠急

性脊髓损伤有较好的治疗作用,其机制与抗氧化作用有关。
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[ABSTRACT ]　Objective: To study the neu rop ro tect ive effect and its m echan ism of p ropofo l on acu te sp inal co rd in ju ry in

rats. M ethods: Six ty Sp rague2D aw leys rats w ere random ly divided in to 3 group s: sham operat ion group , in ju ry group and

p ropofo l treatm en t group. In p ropofo l group , 1% p ropofo l w as infused at a rate of 60 m gö(kg·h) fo r an hou r, w h ile 0. 9%

saline w as used in o ther group s. R at models of sp inal co rd con tusion w ere m ade by a modified A llen’s m ethod. T he inclined

p lane and BBB (Basso,Beatt ie and B resnahan) scales w ere used to assess h ind lim b neu ro logical funct ion. Superox ide dism u2
tase (SOD ) activity and m alonaldehyde (M DA ) level in the p lasm a w ere m easu red by th iobarb itu ric acid (TBA ) and xan th ine

ox idase m ethods respect ively. Patho logical changes w ere observed at the sam e tim e. Results: Behavio ral sco re of p ropofo l

group w as sign ifican tly h igher than that of in ju ry group. Compared w ith sham operat ion group , M DA level in in ju ry group

w as increased and SOD activity w as reduced. Compared w ith the in ju ry group , M DA level in the p ropofo l group w as m uch

low er and SOD activity increased rem arkab ly. In in ju ry group , a large num ber of neu ronal death cou ld be seen and patho logi2
cal changes in p ropofo l group w ere better than tho se in in ju ry group. Conclusion: P ropofo l has neu rop ro tect ive effect on acu te

sp inal co rd in ju ry, w h ich is po ssib ly related to its an t iox idat ion function.

[KEY WORD S]　p ropofo l; sp inal co rd in ju ry; superox ide dism u tase; m alonaldehyde

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (11) : 121221215 ]

Ξ　 脊髓损伤 (sp ina l co rd in ju ry, SC I) 后自由基反

应被公认为是引起脊髓组织继发性损伤的主要因素

之一[ 1 ]。因为脊髓组织膜结构含有大量的脂质,损伤

后缺血缺氧及水肿会引起氧自由基产生增加且清除

功能下降,致使自由基在局部堆积。自由基可攻击脂

质含量极为丰富的神经细胞膜,引起脂质过氧化反

应,使脊髓组织进一步受损[ 2 ]。普鲁泊福的抗氧化作

用已逐渐为人们所认识。本实验旨在观察普鲁泊福

对大鼠急性脊髓损伤的作用并探讨其机制。

1　材料和方法

1. 1　脊髓损伤模型的建立　雌性 SD 大鼠,体质量

(250±20) g,购自第二军医大学实验动物中心。按

照W ratha ll等[ 3 ]的改良A llen’s撞击法建立脊髓损
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伤模型。动物经 20%乌拉坦 (1. 0 gökg)腹腔内注射

麻醉后,以 T 8 棘突 (约在大鼠肩胛骨下缘)为中心作

背部正中切口, 暴露待损伤脊髓 (T 9、T 10 ) , 长约 1

cm ,采用自制的改良A llen’s装置致伤脊髓,复制动

物模型,致伤能量为 40 göcm 2 (10 g 砝码从 4 cm 高

度自由落下) ,打击面积为 2 mm×3 mm ,造成大鼠

不完全性截瘫。撞击成功的标志为:撞击的脊髓组织

充血、水肿,大鼠尾巴痉挛摆动,双下肢身体回缩性

扑动,双下肢呈迟缓性瘫痪。止血后缝合切口。

1. 2　实验动物分组和术后护理　60只大鼠随机分

为 3组:假手术组,仅做椎板切除术;损伤组,脊髓损

伤 30 m in 后给予 0. 9%生理盐水 6 m lö(kg·h) ,采

用微量输液泵经尾静脉连续输注 1 h; 普鲁泊福组,

脊髓损伤 30 m in 后给予 1%普鲁泊福 60 m gö
(kg·h) ,采用微泵经尾静脉连续输注 1 h。每组动

物 20只,分别于 6、24和 48 h 各取 5只动物灌注取

脊髓,进行形态学观察,并同时取血测超氧化物歧化

酶 (SOD )和丙二醛 (M DA ) ,每组余下 5只动物分别

于术前及术后 1、3、5、7、14、21、28、35、42 d 进行运

动神经功能评分。术后每日肌注舒氨新 0. 1 m gökg

2 次,以防呼吸道感染、尿路感染,次日手工挤压膀

胱帮助排尿,并保持大鼠身体干燥,直到建立自主排

尿反射。自由摄食、饮水。

1. 3　取材和制片　动物在各时间点麻醉后开胸,经

右心室取血 3 m l,留作测定 SOD 和M DA 用; 然后

经左心室插管直达升主动脉,快速灌注生理盐水冲

洗,剪开右心耳放血,待流出液体清亮后 (约需生理

盐水 200 m l) , 再以 4%多聚甲醛与 0. 1 m o löL PB

混合液 (pH 7. 4)灌注 30 m in。完整取出脊髓组织,

切下损伤段,长约 5 mm。石蜡包埋后,连续切片,片

厚 10 Λm , H 2E 染色进行形态学观察。

1. 4　行为学评定　按R ivlin 等和Basso 等[ 4, 5 ]建立

的方法对大鼠行斜板 ( IP ) 实验和BBB 联合评分。

IP 实验是将大鼠头朝左横放在改良的 R ivlin 斜板

上,从水平位置起逐渐增大角度,以动物能够在板上

停留 5 s而不跌落的最大角度作为评分标准,重复 3

次取其平均值作为最终结果。BBB 评分法是将动物

置于高 7 cm、直径 90 cm 的平坦不滑的塑胶圆模板

上观察后肢各关节的活动状况,并对其进行功能评

分,观察者为熟悉评分标准但非本组的实验人员。评

价前所有动物应检查膀胱是否充盈,以免因膀胱充

盈而影响活动。

1. 5　SOD 和M DA 的测定　每只大鼠经右心室取

血 3 m l后, 立即 2 000 röm in 离心 10 m in, 取上清

液,存于- 20℃冰箱, 1周内分析完毕。测定仪器为

可见光分光光度计 (721型,上海医用仪器厂)。SOD

和M DA 测定试剂盒购自南京建成生物研究所,

M DA 按硫代巴比妥酸法测定, SOD 采用黄嘌呤氧

化酶法测定,操作方法按试剂盒说明进行。

1. 6　统计学处理　所得数据用 xθ±s 表示, 采用

N o sa软件进行统计学检验,组间比较采用 t检验。

2　结　果

2. 1　各组脊髓H 2E 染色比较　假手术组各时间点

脊髓H 2E 染色未见异常。损伤组脊髓损伤 6 h 后白

质后索内有大片出血灶,灰质中有散在出血灶,灰质

结构被破坏,大量神经元死亡,部分神经元核固缩。

24 h 时出血范围扩大, 灰质中大量神经细胞坏死,

核固缩,中心液化坏死,白质中可见大量空泡。48 h

时灰质结构破坏严重,损伤中心形成一坏死空腔,可

见到坏死细胞的碎片组织,边缘区域可见增生的胶

质细胞群,白质区仅有部分正常结构。普鲁泊福组脊

髓的病理改变过程与损伤组一致,但各时间点的损

伤程度均轻于损伤组 (图 1)。

2. 2　行为学评分结果　 IP 实验主要观察大鼠后肢

静态肌张力,正常大鼠 IP 实验评分平均分值在 75

左右, BBB 评分为 21 分。假手术组大鼠在手术后

1～ 3 d内行为功能轻度减低,无统计学意义,随即恢

复正常。脊髓损伤后的大鼠短时间内双下肢功能完

全丧失,肌力降为零,动物俯卧位行走,尿潴留,呈现

出脊髓休克的表现。脊髓损伤后1～ 3 d是功能下降

最大的时期,损伤组和普鲁泊福组两项评分均无显

著差异,仅能见到动物后肢 1～ 2个关节活动。5 d 左

右大鼠的后肢肌力逐渐开始恢复, 7～ 21 d 各组动

物行为功能恢复幅度加大,且组间差距加大,普鲁泊

福组显著高于损伤组 (P < 0. 05)。28～ 42 d 为功能

恢复后期, 即胶质瘢痕形成期时, 功能恢复速度减

慢, 普鲁泊福组行为学评分值仍高于损伤组 (P <

0. 05)。见表 1。

2. 3　M DA 和 SOD 检测结果　与假手术组相比,

损伤组在 6、24 和 48 h 的M DA 值均升高, 且随时

间的变化,M DA 值呈渐升趋势 (P < 0. 01)。而普鲁

泊福组各时间点的M DA 值均低于损伤组 (P <

0. 05)。SOD 值则呈现相反的变化。见表 2。
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图 1　大鼠脊髓损伤后脊髓组织病理切片

F ig 1　Sp ina l cord biopsies of ra ts (H-E ,×20)

A 12A 3: 6, 24, 48 h after operation in sham operation group;

B12B3: 6, 24, 48 h after in jury in in jury group; C12C3: 6, 24, 48 h after in jury in p ropofo l group

表 1　普鲁泊福对脊髓损伤大鼠行为学评分的影响

Tab 1　Effect of propofol on behav iora l score af ter SC I
(n= 5, xθ±s)

Group
T im e after SC I( töd)

1 3 5 7 14 21 28 35 42

Sham operation

　 IP sco re 70±3 72±3 74±3 75±3 76±3 75±4 75±3 76±4 75±3

　BBB sco re 20±2 21±2 21±2 21±1 21±1 21±1 21±1 21±1 21±1

In jury

　 IP sco re 35±3 33±3 36±2 40±3 43±2 49±2 51±3 52±3 53±2

　BBB sco re 2±1 3±1 5±2 6±2 10±2 12±2 14±2 14±2 15±2

P ropofo l

　 IP sco re 36±2 35±3 40±2 46±3 55±23 59±23 60±33 61±33 62±33

　BBB sco re 2±1 5±1 6±1 9±2△ 14±1△ 15±2△ 16±2△ 16±2△ 17±2△

　3 P < 0. 05 vs in ju ry group

表 2　普鲁泊福对脊髓损伤大鼠血浆MDA、SOD 的影响

Tab 2　Effects of propofol on MDA and SOD af ter SC I in ra ts
(n= 5, xθ±s)

Group
M DA (cB öΛmo l·L - 1)

6 h 24 h 48 h

SOD (zB öΛU·L - 1)

6 h 24 h 48 h

Sham operation 5. 29±0. 58 5. 68±0. 84 5. 99±1. 01 382. 26±11. 15 375. 36± 9. 32 373. 17±13. 20

In jury 8. 41±0. 393 3 8. 62±1. 123 3 9. 06±1. 763 3 295. 56± 7. 013 3 281. 32±13. 563 3 265. 82± 6. 583 3

P ropofo l 6. 23±0. 91△ 6. 61±0. 98△ 7. 58±1. 41△ 340. 62±15. 02△ 328. 51± 8. 33△ 315. 05± 9. 35△

　3 3 P < 0. 01 vs sham operation group; △P < 0. 05 vs in ju ry group
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3　讨　论

继发性损伤是指脊髓在外伤引起的原发性损伤

之后由于各种因素引起的脊髓再损伤,其产生的脊

髓损害远远超过了原发性损伤,因此及时有效地针

对继发性损伤进行治疗,可使病变局限,促进神经功

能恢复。脊髓损伤急性期产生的自由基被认为是引

起继发性损伤的重要因素。脊髓损伤后血流发生改

变,脊髓组织缺血缺氧、出血,使神经细胞线粒体传

递链发生脱偶联,产生并释放大量氧自由基。氧自由

基含有不配对电子,性质极不稳定,极易攻击生物膜

上不饱和脂肪酸的丙烯双链,形成链锁式的铁依赖

性脂质过氧化反应,破坏膜结构的完整性与通透性,

导致细胞变性坏死及出血水肿加重等。M DA 是此

反应的产物之一,M DA 的测定可反映脂质过氧化

的水平。SOD 能清除超氧阴离子自由基,保护细胞

免受损伤。H all等[ 1 ]发现脊髓损伤 5 m in 后M DA

含量即有明显增加, 30 m in 时可增加近 70%。在本

实验中, 与假手术组相比, 损伤组 6、24 和 48 h 的

M DA 值均显著升高,且随时间的变化M DA 值逐渐

升高,这说明脊髓损伤后脂质过氧化作用逐渐增强。

与假手术组相比,损伤组在 6、24和 48 h 的 SOD 值

均显著降低,且随时间的变化 SOD 值呈渐降趋势,

这说明脊髓损伤后机体对氧自由基的清除能力减

弱。从脊髓H 2E 染色可以看出,损伤组伤后 6、24和

48 h 脊髓灰白质结构破坏和神经元坏死逐渐加重,

而损伤组伤后 3 d 内的行为学评分亦呈下降趋势。

M DA、SOD 的变化规律与形态学和行为学评分结

果是一致的,这提示了由自由基引起的脂质过氧化

反应是脊髓损伤早期的重要病理生理基础。因此,脊

髓损伤早期治疗的一个重要环节就是抑制和清除自

由基。E rten 等[ 6 ]发现褪黑素可以通过抑制自由基

的产生减轻脊髓损伤。

普鲁泊福作为一种麻醉镇静药已广泛应用于临

床,其抗氧化作用逐渐被人们所认识[ 7 ]。它含有酚羟

基,能与氧自由基结合生成稳定的酚氧自由基,使氧

自由基失活而表现出抗氧化作用,并能通过清除体

内氧自由基, 使脂质过氧化反应减弱,M DA 减少,

细胞膜受损减轻,组织缺氧改善,这已得到很多研究

的证实。秦晓辉等[ 8 ]发现普鲁泊福可以通过清除羟

基自由基减轻神经元缺氧损伤。本实验的发现进一

步证实了普鲁泊福的抗氧化作用。普鲁泊福组各时

间点的M DA 值均显著低于损伤组, SOD 活力显著

高于损伤组,这说明脊髓损伤 30 m in 后给予普鲁泊

福 60 m gö(kg·h)可显著减轻脊髓损伤后的脂质过

氧化反应,从而发挥脊髓保护作用。形态学和行为学

评分结果更直观地证实了普鲁泊福的脊髓保护作

用。

随着现代交通和工矿事业的发展,脊髓损伤的

发病呈逐年增加趋势,此类患者通常需要实施外科

手术,手术必然涉及麻醉用药。因此,研究临床常用

麻醉药对脊髓损伤的作用,对于减轻继发性损伤,改

善预后,具有重要意义。本研究发现普鲁泊福对大鼠

急性脊髓损伤具有保护作用,其机制与其抗氧化作

用有关。
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