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　　［摘要］　目的　采用磁共振成像（ＭＲＩ）法连续观察尿苷三磷酸（ＵＴＰ）对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤的作用。方
法　线栓法制备大鼠中脑缺血再灌注（ＭＣＡＯ）损伤模型，大脑中动脉缺血３０ｍｉｎ后以微量输注泵采用大鼠尾静脉持续给予
不同剂量的ＵＴＰ，输注速度为５ｍｌ·ｋｇ－１·ｍｉｎ－１。再灌注２４ｈ后测量大鼠脑含水量及神经损伤行为学评分（ＮＤＳ），并采用

ＴＴＣ染色法观察大鼠脑梗死体积。采用 ＭＲＩ连续观察脑缺血再灌注后６、３０、５４ｈ大鼠脑梗死情况。结果　１０、３０、９０μｇ／
ｋｇＵＴＰ组大鼠ＮＤＳ评分明显低于生理盐水对照组（Ｐ＜０．０１），大鼠右侧大脑半球含水量明显少于生理盐水对照组（Ｐ＜
０．０１）。随着ＵＴＰ剂量的增加，梗死区域逐渐缩小，１０、３０、９０μｇ／ｋｇＵＴＰ组梗死体积占整个脑半球体积的百分比均较生理盐

水对照组明显减少（Ｐ＜０．０１）。与生理盐水对照组相比，９０μｇ／ｋｇＵＴＰ组再灌注后６、３０、５４ｈ梗死区域明显减少，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　ＵＴＰ对大鼠局灶性缺血再灌注损伤脑组织具有保护作用，可显著减少脑梗死体积。
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　　脑血管疾病是目前威胁人类健康的主要原因之
一。卒中发生后３ｈ内应用重组组织型纤溶酶原激
活剂（ｒｔＰＡ）可有效降低死亡率，改善预后，６ｈ内使

用也能取得一定的效益［１］。ｒｔＰＡ的应用虽然有效
再通了血管，但无法解决再灌注损伤，且会增加颅内
出血的发生率，大大降低了其临床应用效果。因此，
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有效解决再灌注导致的脑组织损伤是目前神经外科

及麻醉科医生共同关注的问题。

　　尿苷三磷酸（ＵＴＰ）是一种Ｐ２Ｙ受体（Ｐ２嘌呤
受体亚型）激动剂，在肺炎动物模型中具有抗炎和组
织保护作用［２］，对心肌缺血再灌注损伤也有明确的
对抗作用［３４］。ＵＴＰ可通过减少线粒体内钙离子超
负荷减少大鼠心肌再灌注损伤后梗死面积，并显著
改善心功能［５］。离体研究证实，ＵＴＰ主要通过Ｐ２Ｙ
受体发挥心肌保护作用［６８］，但目前缺乏在体研究的
证据。因此，本研究采用磁共振成像（ＭＲＩ）法连续
观察ＵＴＰ对大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤的作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ＵＴＰ试剂及２％氯化２，３，

５三苯基四氮唑（２％ ２，３，５ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＴＣ）由Ｓｉｇｍａ公司提供，计算机辅助影像
分析软件 ＨＰＩＡＳ２０００由华海医疗信息技术有限公
司提供，ＭＲＩ设备为美国通用电气公司产品，微量泵
型号为 Ｇｒａｓｅｂｙ３５００ＡｎａｅｓｔｈｅｓｉａＰｕｍｐ由第二军
医大学长征医院提供。

１．２　动物来源及分组　本研究经第二军医大学动
物实验伦理委员会批准实施。成年雄性ＳＤ大鼠（第
二军医大学实验动物中心提供）１１２只，体质量

２５０～３００ｇ。其中５０只ＳＤ 大鼠均分为５组（ｎ＝
１０），分别为假手术组，生理盐水对照组，１０、３０、９０

μｇ／ｋｇＵＴＰ组，以６级评分法评定大鼠的神经功能
缺损评分（ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓｃｏｒｅ，ＮＤＳ）［９］，然后
测大脑半球含水量；另取５０只ＳＤ大鼠均分为５组
（ｎ＝１０），分别为假手术组，生理盐水对照组，１０、３０、

９０μｇ／ｋｇＵＴＰ组，通过ＴＴＣ染色观察测量脑梗死
体积；剩余１２只ＳＤ大鼠均分为２组（ｎ＝６），分别为
生理盐水对照组、９０μｇ／ｋｇＵＴＰ组，通过 ＭＲＩ检查
观察再灌注后６、３０、５４ｈ的脑梗死体积。

１．３　局灶性脑缺血再灌注损伤模型的建立　大鼠
经１０％水合氯醛３ｍｌ／ｋｇ腹腔注射麻醉。以加热板
使大鼠直肠温度维持在（３７±０．５）℃，环境湿度控制
在（５０±５）％。以线栓法制备大鼠大脑中动脉阻塞
（ＭＣＡＯ）模型［１０］。大鼠麻醉后仰卧位固定于显微
外科手术台上，行腹侧正中切口分离右侧颈外动脉
（ＥＣＡ），并以６０丝线结扎其远端及其分支甲状腺
上动脉和枕动脉。在颈内动脉分叉处结扎翼腭动
脉，游离颈外动脉作为插线途径。以临时微血管夹
暂时夹住颈总动脉，在颈外动脉剪一小口，将４０尼
龙线经颈外动脉插入颈内动脉约２０～２１ｍｍ，直至
颈动脉分叉，阻断大脑中动脉血流。缺血１２０ｍｉｎ
后将尼龙线拔回至颈外动脉残腔实现再灌注２４ｈ。

１．４　ＵＴＰ给药方法及剂量　大鼠大脑中动脉阻塞
后３０ｍｉｎ通过尾静脉以微量泵持续泵注 ＵＴＰ溶
液，给药速度为５ｍｌ·ｋｇ－１·ｍｉｎ－１。不同剂量（１０、

３０、９０μｇ／ｋｇ）组分别给予不同浓度 ＵＴＰ溶液，总药
液容量相同，均为１ｍｌ／ｋｇ。

１．５　观察指标　测量各组大鼠 ＮＤＳ脑含水量，采
用ＴＴＣ染色测定大鼠脑梗死体积，ＭＲＩ连续观察再
灌注后６、３０、５４ｈ大鼠脑梗死体积。

１．５．１　脑含水量测定　ＮＤＳ评分完成后，通过干
湿质量法测量大鼠脑组织含水量［１１１２］。４０只ＳＤ大
鼠（ｎ＝８）水合氯醛麻醉后通过颈椎脱臼法处死，并
立即断头取脑。在增湿房内分离左右大脑半球，以
吸水纸轻轻吸干标本表面的脑脊液，然后立即测量
大脑半球的湿质量（精确到０．１ｍｇ）。大脑半球经
真空烘箱以１０００℃持续烘干后测量其干质量，并通
过公式计算脑组织含水量：脑组织含水量（％）＝（湿
质量－干质量）／湿质量×１００％［１２］。

１．５．２　ＴＴＣ染色　缺血２ｈ／再灌注２４ｈ后，大鼠
经水合氯醛麻醉后断头取脑，置于－８０℃快速冰冻，
将左右大脑半球分别切成１～１．５ｍｍ厚的切片，每
个大脑半球切成７片，解冻后置于含２％ＴＴＣ的

３７℃磷酸缓冲液中２０ｍｉｎ。梗死部分脑组织被染成
白色，非缺血区被染成红色。由对实验方法及过程
不了解的观察者观察梗死情况，并通过计算机辅助
影像分析软件 ＨＰＩＡＳ２０００分析脑梗死体积。

１．５．３　ＭＲＩ检查　ＭＲＩ设备为１．５ＴＳｉｇｎａＥＸ
ＣＩＴＥＨＤ系统。大鼠仰卧位，头部置于３ｉｎｃｈ线圈
上方，大鼠脑血流再灌注后６、３０、５４ｈ后分别以Ｔ２
加权成像显示其脑梗死图像。成像参数：中轴影像
矩阵为２５６×１６０，视野范围３ｍｍ×４ｍｍ，重复时间
（ＴＲ）３ｓ，回波时间１１０ｍｓ，冠状切片数目为８，切片
厚度２．５ｍｍ，切片间隔０ｍｍ。以功能工具软件包
（ＦｕｎｃＴｏｏｌｓｏｆｔｗａｒｅｐａｃｋａｇｅ，ＧＥＡｄｖａｎｃｅｄＷｏｒｋ
ｓｔａｔｉｏｎＶｅｒｓｉｏｎ４．２，ＨＰＷｏｒｋｓｔａｔｉｏｎｘｗ８０００）计算
切片面积，乘以厚度２．５ｍｍ即为每片梗死体积，各
片体积之和即为脑梗死体积。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，数据
以珔ｘ±ｓ表示，多重比较采用重复测量方差分析，组间比
较采用单因素方差分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　神经功能缺损评分及大脑半球含水量　结果
（表１）表明：１０、３０、９０μｇ／ｋｇＵＴＰ组大鼠ＮＤＳ评分
明显低于生理盐水对照组（Ｐ＜０．０１）。与生理盐水
对照组相比，１０、３０、９０μｇ／ｋｇＵＴＰ组大鼠右侧大脑
半球含水量明显减少。左右大脑半球间比较显示，
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生理盐水对照组含水量差值为４．９％（８５．０％－
８０．１％），明 显 大 于 ９０ μｇ／ｋｇ ＵＴＰ 组 ［１．６％

（８２．１％－８０．５％），Ｐ＜０．０１］，９０μｇ／ｋｇＵＴＰ脑保
护作用最明显。

表１　神经功能缺损评分、梗死体积占脑组织百分比、脑组织含水量测定结果

Ｔａｂ１　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓｃｏｒｅ，ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｔｏｔｏｔａｌｂｒａｉｎｖｏｌｕｍｅ，ａｎｄｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓｃｏｒｅ
（ｎ＝１０）

Ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ
（％，ｎ＝１０）

Ｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔ（％，ｎ＝８）

Ｌｅｆｔｃｅｒｅｂｒａｌ
ｈｅｍｉｓｐｈｅｒｅ

Ｒｉｇｈｔｃｅｒｅｂｒａｌ
ｈｅｍｉｓｐｈｅｒｅ

Ｓｈａｍ ０ ０ ８０．５±０．８９ ８０．６±１．０９
Ｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌ ２．２±０．６３ ３０．５±４．４１ ８０．４±０．４７ ８５．０±１．０３△△

ＵＴＰ１０μｇ／ｋｇ １．７±０．６３ ２３．５±４．１９ ８０．５±０．６２ ８３．９±１．０４△△

ＵＴＰ３０μｇ／ｋｇ １．５±０．４７ ２０．９±３．９４ ８０．２±０．６１ ８２．８±０．８２△△

ＵＴＰ９０μｇ／ｋｇ １．４±０．４８ １８．９±４．２０ ８０．５±０．４９ ８２．１±０．７１△△

　Ｐ＜０．０１ｖｓｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｌｅｆｔｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｉｓｐｈｅｒｅ

２．２　ＴＴＣ染色结果　ＴＴＣ染色（图１）发现：梗死
区域组织被染成白色，非缺血区被染成红色；随着

ＵＴＰ剂量的增加，梗死区域逐渐缩小。生理盐水对
照组梗死体积 占 整 个 脑 半 球 体 积 的 （３０．５±
４．４１）％，１０、３０、９０μｇ／ｋｇＵＴＰ组梗死体积占整个
大脑半球体积的百分比均较生理盐水对照组明显减

少（Ｐ＜０．０１，表１）。

图１　ＴＴＣ染色观察脑梗死体积

Ｆｉｇ１　ＣｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｓｂｙＴＴＣｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：Ｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：１０μｇ／ｋｇＵＴＰｇｒｏｕｐ；Ｃ：３０μｇ／ｋｇ

ＵＴＰｇｒｏｕｐ；Ｄ：９０μｇ／ｋｇＵＴＰｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

２．３　ＭＲＩ连续观察结果　ＭＲＩ观察结果（图２）显
示：与生理盐水对照组相比，９０μｇ／ｋｇＵＴＰ组再灌
注后６、３０、５４ｈ梗死区域明显减少；量化分析结果
（图３）也显示：９０μｇ／ｋｇＵＴＰ组再灌注后６、３０、５４
ｈ梗死区域明显少于生理盐水对照组，差异具有显
著统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

图２　再灌注６、３０、５４ｈ时的 ＭＲＩ影像图

Ｆｉｇ２　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＭＲＩａｔ６，３０，ａｎｄ５４ｈａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
Ａ：Ｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（６ｈ）；Ｂ：Ｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（３０ｈ）；Ｃ：Ｓａ

ｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（５４ｈ）；Ｄ：９０μｇ／ｋｇＵＴＰｇｒｏｕｐ（６ｈ）；Ｅ：９０μｇ／ｋｇ

ＵＴＰｇｒｏｕｐ（３０ｈ）；Ｆ：９０μｇ／ｋｇＵＴＰｇｒｏｕｐ（５４ｈ）

图３　再灌注６、３０、５４ｈ的脑梗死体积的比较

Ｆｉｇ３　ＣｅｒｅｂｒａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｂｙＭＲＩａｔ６，３０，ａｎｄ
５４ｈａｆｔｅｒｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

Ｐ＜０．０１ｖｓｓａｌｉｎｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　本研究采用Ｌｏｎｇａ等
［１０］提出的６级评分法对

大鼠神经损伤后的行为学进行评分，各ＵＴＰ组大鼠

ＮＤＳ明显低于生理盐水对照组；进一步采用 ＴＴＣ
染色和 ＭＲＩ对脑梗死体积进行定量分析，发现

ＵＴＰ组大鼠脑梗死体积明显低于生理盐水对照组。
采用 ＭＲＩ观察大鼠脑梗死情况与处死后测量的大
鼠脑梗死体积相比，其最大优点是可以连续观察并
将梗死体积与行为学评分相联系，且观察结果更客
观，可以避免较大的人为误差，也更贴近临床。

　　ＵＴＰ可以增加冠状动脉血流，并且这种作用具
有剂量依赖性［３］。心肌缺血组织中可以发现 ＵＴＰ
的浓度增高［１３］。Ｙｉｔｚｈａｋｉ等［５６］发现 ＵＴＰ对体内
和体外大鼠心肌缺血模型具有改善作用，这种作用
主要是通过抑制线粒体钙超载和激活Ｐ２Ｙ受体而
产生的。ＵＴＰ可以激活 Ｐ２Ｙ 受体的两种亚型，

Ｐ２Ｙ２和Ｐ２Ｙ４［１４１５］。除了心肌缺血再灌注损伤，腺
苷还可以通过激活Ｐ２Ｙ受体对损伤的肾脏和肝脏
发挥保护作用［１６１７］。因此，ＵＴＰ对大鼠脑缺血再灌
注损伤的保护作用可能也是通过作用于线粒体及

Ｐ２Ｙ受体而产生的。ＵＴＰ还可以通过作用于特别
的Ｐ２Ｙ 受体而引起血管舒张反应，主要是由于

ＵＴＰ引起ＥＤＲＦ（内皮衍生舒张因子）／ＮＯ的释放
从而使大鼠大脑中动脉血管舒张［１８］。脑缺血再灌
注损伤大鼠模型，在缺血２ｈ／再灌注２４ｈ后，内皮
衍生超极化因子（ＥＤＨＦ）的增量调节也可以引起血
管舒张反应［１９］。因此，ＵＴＰ在缺血后对动脉血管的
舒张作用可能是其对脑缺血再灌注损伤组织的保护

作用机制之一。

　　综上所述，ＵＴＰ对缺血再灌注损伤脑组织具有
保护作用。这为临床上脑卒中的治疗提供了新思路
与依据，但具体机制仍有待进一步探讨。
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