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!!

!摘
!

要"

!

目的
!

目前国内外缺乏对急性感染性脑水肿$感脑%模型的发生过程的研究&该文为了解大鼠注射

百日咳菌液后
%(

内脑水肿的形成情况&为急性感染性脑水肿的研究及治疗提供基础'方法
!

大鼠随机分为空白

对照组$

'

组%&生理盐水组$

8?

组%和百日咳菌液脑水肿模型组$

1@

组%'分别检测
'

组和各时间点
8?

组*

1@

组

大鼠脑组织含水量$

A'

%*钠*钾含量*伊文思蓝$

B@

%含量及组织病理检查'结果
!

'

组*

8?

组大鼠
A'

*钠*钾和

B@

含量基本稳定'

1@

组大鼠注菌液后
;$

&

!$

&

&#$

和
#%$/)*A'

$

C

%分别为
D=7DE$7"

&

>&7$E$7=

&

>&7&E

$7>

&

>#7#E$7;

'

B@

$

!

F

+

F

%含量分别为
#7%E$7;

&

#7=E$7%

&

;7&E$7#

&

%7%E$7%

'与
'

组和相应时间
8?

组比

较&差异有极显著性$

!

"

$7$&

%'同时电镜发现随注菌液后时间增加&

1@

组大鼠脑水肿病变逐渐加重'结论
!

大

鼠百日咳菌液脑水肿模型系一混合性弥漫性脑水肿&注菌后
#%$/)*

脑水肿病变最明显'
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目前国内外大多采用缺血性*创伤性和冷冻伤

模型进行脑水肿的发病机制研究!

&

&

#

"

&通过感染性

脑水肿$感脑%模型对脑水肿的研究较少'而儿科临

床所发生的脑水肿绝大多数为感脑'为了探讨感脑

的发病机制及防治措施&本科经过数十年的努力&已

成功制成了百日咳菌液大鼠脑水肿模型!

;

&

%

"

&但缺

乏对急性感脑模型的发生过程进行系统研究'本实

验旨在阐明百日咳菌液诱导大鼠急性感脑模型前
%

(

脑含水量$

A'

%*伊文思蓝$

B@

%含量*钠*钾离子

含量及形态学改变&了解注菌后各时间点脑水肿的

形成情况&为感脑的研究提供模型基础'

)

!

材料与方法

)7)

!

实验动物及分组

健康
?H

大鼠共
>>

只&雌雄各半&体重
#$$E

#$

F

&随机分为空白对照组$

'

组&

*I>

%&未作任何

处理断头处死#生理盐水组$

8?

组%和百日咳菌液

组$

1.4-JKK)KL3:)66)

&

1@

组%'其中
8?

组和
1@

组

按观察时间又分为
"/)*

组&

;$/)*

组&

!$/)*

组&

&#$/)*

组&

#%$/)*

组'每组
>

只大鼠&依次在注

8?

或
1@

后
"

&

;$

&

!$

&

&#$

&

#%$/)*

断头处死'

)7!

!

模型制作方法

大鼠均采用
#"C

乌拉坦麻醉'取仰卧位&分离

左侧股动脉&将内径
$7"!//

塑料管插入左股动脉

后&连接四导生理仪监测血压及取血样'颈正中切

口&分离左颈总动脉*颈外动脉*颈内动脉'夹闭颈

外动脉后&用
&/6

注射器配
%7"

号针头于左颈总动

脉穿刺向左颈内动脉注射百日咳菌液
$7#/6

+

M

F

$含菌
&$7>N&$

=

+

/6

%&

"

"

&"K

内注射完毕'

8?

组

动物则用同法注射等量的灭菌生理盐水'注菌液或

8?

后经舌下静脉注入
;C B@

液
#/6

+

M

F

'各组动

物观察至相应时间断头处死'

)7&

!

生理指标及血气分析

温度计测肛温&热灯和取暖器保持大鼠直肠温

度为
;DE$7"O

'四导生理记录仪记录动脉血压'

注射
8?

或菌液前和处死前用
&/6

注射器从左股

动脉取血样
&

次&每次
$7;

"

$7%/6

进行
139

#

*

13'9

#

和
0

P

测定'

)7#

!

含水量'

B@

含量和干脑组织钠'钾离子测定

大鼠处死后分别取左右大脑半球后
&

+

;

全层脑

组织标本装入称量杯&称湿重后&干湿法测脑含水

)

D;%

)
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量'分别取左右大脑半球前部一块全层脑组织&甲

酰胺浸泡法测
B@

含量'精密称取测完
A'

的干脑

组织&原子吸收分光光度法测大鼠左侧脑组织中钠*

钾离子含量'

)7%

!

大鼠海马电镜样本的制备

另取大鼠
!

只&随机分为前述
;

组&进行处理'

大鼠观察至规定的时间&用多聚甲醛一戊二醛固定

液从腹主动脉注入&根据肝脏软硬程度而定&大约每

只大鼠需固定液
&"$/6

左右'然后断头取脑&取左

侧海马组织置同种固定液
%O

冰箱过夜&电镜制样&

半薄切片定位后&观察切片并摄相'

)7$

!

统计学处理

数 据均用
BQ:.6#$$$

软件计算&计量数据用

#

"E#

表示&组间比较用
$

检验&同阶段比较用
%

检

验&相关分析采用直线回归'

!

!

结果

!7)

!

@1

监测及血气分析结果

所有动物体温维持在
;DE$7"O

'平均动脉

压&

0

P

&

139

#

&

13'9

#

在实验过程中差异均无显著

性$

!

$

$7$"

%'

!7!

!

含水量和
B@

含量

'

组和
8?

组左右侧大脑半球
A'

和
B@

含量

相对稳定&差异无显著性$

!

$

$7$"

%'表明手术方

式和向左颈总动脉注射
8?

对含水量和
B@

含量影

响不大'

1@

组大鼠左侧半球脑组织含水量和
B@

含量明显高于
'

组和
8?

组&并随时间增加&含水量

和
B@

含量逐渐增多&注菌后
%(

最高'除
1@"

/)*

组含水量和
B@

含量稍高于
'

组外&其余
1@

各

组均比相应时间
8?

组明显增高$

!

"

$7$&

%'除

1@"/)*

组外&

1@

组大鼠左侧半球含水量和
B@

含

量均较右侧高$

!

"

$7$&

%&显示向左颈总动脉注射

百日咳菌液主要导致左大脑半球脑水肿&见表
&

'

同时将
1@

各组脑含水量与
B@

含量进行直线相关

分析'发现自注菌后
!$/)*

开始&即
1@!$/)*

组*

1@&#$/)*

组和
1@#%$/)*

组的含水量与
B@

含 量 有 高 度

相关性&其相关系数及
!

值分别为(

&I$7D=!

&

!

"

$7$"

#

&I$7D!>

&

!

"

$7$"

#

&I$7=;

&

!

"

$7$&

'

表
&

!

大鼠脑组织含水量*

B@

含量改变 $

*I>

&

#

"E#

%

分组
A'

$

C

%

左侧 右侧

B@

含量$

!

F

+

F

脑组织%

左侧 右侧

'

组
D>7%E$7% D>7"E$7! &7#E$7; &7#E$7#

8?

组
!

"/)* D>7>E$7> D>7"E$7! &7;E$7; &7;E$7#

!!!

;$/)* D>7>E$7D D>7"E$7D &7%E$7; &7%E$7%

!!!

!$/)* D>7!E$7! D>7DE$7D &7%E$7% &7%E$7"

!!!

&#$/)* D>7DE$7> D>7!E$7% &7%E$7; &7%E$7%

!!!

#%$/)* D>7!E$7; D>7>E$7" &7"E$7% &7"E$7#

1@

组
!

"/)* D>7=E$7! D>7%E$7# &7!E$7# &7;E$7;

!!!

;$/)*

D=7DE$7"

3

&

:

D>7>E$7%

3

#7%E$7;

L

&

:

&7"E$7#

3

!!!

!$/)* >&7$E$7=

L

&

:

D=7&E$7=

2

#7=E$7%

L

&

:

&7"E$7;

2

!!!

&#$/)*

>&7&E$7>

L

&

:

D>7=E$7=

2

;7&E$7#

L

&

:

&7%E$7%

2

!!!

#%$/)* >#7#E$7;

L

&

:

D=7! E $7

=

3

&

:

&

2

%7%E$7%

L

&

:

&7DE$7"

2

1@

组内比较
$

值
#&7>!

.

#7$;

R

!;7#;

.

&7D"

!!

注(与相应时间
8?

组比较
3!

"

$7$"

#

!

L!

"

$7$&

#

!

:

与
'

组比较
!

"

$7$&

#

!

2

与同组左侧半球脑组织比较
!

"

$7$&

#

1@

组不同

时间比较
.!

"

$$7&

&

R!

"

$7$"

!7&

!

左侧干脑组织钠'钾离子含量的测定

'

组和
8?

各组干脑组织钠离子和钾离子变化

不显著$

!

$

$7$"

%'

1@

各组钠离子含量显著增

高&除
1@"/)*

外&其余各
1@

组钠离子含量明显

高于
'

组及相应时间的
8?

组$

!

"

$7$&

%'

1@

组

钾离子含量改变不如钠离子明显&除
1@#%$/)*

组

)

>;%

)
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钾离子含量明显高于
'

组及相应时间
8?

组外$

!

"

$7$&

%&其他各组与
'

组和相应时间
8?

组比较&

差异均无显著性'见表
#

'

表
#

!

各组大鼠左侧脑组织钠*钾离子含量
!

$

#

"E#

%

钠离子 钾离子

'

组
&=&7$E;7D %";7;E&#

8?

组
!!!!

"/)* &=$7!E;7= %"$7=E;#7%

!!!!!!

;$/)* &=%7>E"7" %"&7$E;$7D

!!!!!!

!$/)* &=&7%E%7" %!&7DE&D7>

!!!!!!

&#$/)* &=#7DE"7" %%D7#E&!7$

!!!!!!

#%$/)* &=%7$ED7$ %%!7DE&&7&

1@

组注菌后
!

"/)* &=!7#E&;7! %!%7=E;$7=

!!!!!!

;$/)* #$>7;E&;7=

3

&

:

%!&7;E#"7#

!!!!!!

!$/)*

#;"7$E#%7D

L

&

:

%%$7!E#;7$

!!!!!!

&#$/)* #%$7#E#"7$

L

&

:

%%&7>E;$7%

!!!!!!

#%$/)* #DD7$E&>7!

L

&

:

;">7%E#"7&

L

&

:

总比较
$

值
#"7#D

2

"7=!

2

!!

注(与相应时间
8?

组比较
3!

"

$7$"

#

!

L!

"

$7$&

#

!

:

与
'

组比较
!

"

$7$&

#

!

1@

组间
2

阶段间总比较
!

"

$7$&

!7#

!

脑组织肉眼改变

'

组*

8?

组和
1@"/)*

组大鼠两侧大脑半球表

面无异常改变'

1@;$/)*

组大鼠左大脑半球表面轻

度水肿&充血和范围较小的蓝染#

1@!$/)*

和
1@&#$

/)*

组大鼠左半球表面水肿&脑体积增大&血管充血&

伊文思蓝的蓝染区呈灶性&分布不均&主要见于大脑

半球的后部及中线附近'

1@#%$/)*

组大鼠左半球

脑组织明显肿胀&脑回增宽变平&脑沟变浅&脑膜紧

张&血管明显充血&脑组织表面几乎全部蓝染'

1@;$

/)*

组*

1@!$/)*

组*

1@&#$/)*

组和
1@#%$/)*

组

大鼠右半球脑组织表面无明显改变'

!7%

!

电镜观察

8?

对照组神经细胞和胶质细胞结构正常'

1@

"/)*

组海马神经元胞体的超微结构形态基本正

常&仅少部分胶质细胞线粒体肿胀#

1@;$/)*

组(

神经元胞体粗面内质网轻度扩张&部分线粒体水肿&

神经细胞之间间隙增宽&部分胶质细胞肿胀明显&毛

细血管周胶质泡肿胀明显'

1@!$/)*

组(神经胞

体粗面内质网扩张&线粒体肿胀&毛细血管周部分胶

质细胞出现空泡化改变'

1@&#$/)*

组(神经元胞

体电子密度增高&部分细胞呈暗细胞改变&部分细胞

呈明细胞改变&神经元胞体周围出现大量空泡结构&

胶质细胞核周间隙明显增宽
7

细胞膜破裂&毛细血管

周出现空泡化'

1@#%$/)*

组(胶质细胞肿胀明显

有的细胞膜破裂&融合成大片水肿区域&神经元细胞

皱缩&粗面内质网扩张&线粒体肿胀&细胞内有空泡样

改变&毛细血管基底膜有断裂&毛细血管内皮细胞内

吞饮小泡大量增加&部分聚集成葡萄状'见图
&

"

!

'

图
&

!

8?

组海马神经元胞体结构正常$电镜&

N;$$$

%

图
#

!

1@"/)*

脑组织(胶质细胞足突轻度水肿$电镜&

N;"$$

%

图
;

!

1@;$/)*

脑组织(线粒体水肿&部分胶质细胞肿胀明显$电镜&

N"$$$

%

图
%

!

1@!$/)*

脑组织(粗面内质网扩张&胶质细胞出现空泡化$电镜&

N;$$$

%

图
"

!

1@&#$/)*

脑组织(神经元胞体周围出现大量空泡结构&部分细胞呈暗细胞改变$电镜&

N;$$$

%

)

=;%

)
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图
!

!

1@#%$/)*

脑组织(毛细血管周空泡化&毛细血管内皮细胞内吞饮小泡大量增加&部分聚集成葡萄状$电镜&

N%$$$

%

&

!

讨论

!!

脑水肿是指脑组织细胞外或细胞内水分增多&

导致脑体积与重量增加'根据其发病机制与病理改

变&可将脑水肿分为血管源性和细胞毒性两大类&前

者主要是血脑屏障受损&脑毛细血管通透性增加&血

浆蛋白与水分外溢&细胞外间隙组织液增加'后者

主要是由于细胞膜改变&造成细胞内钠和水潴留而

肿胀'一般认为感脑属混合性脑水肿'

脑组织水分含量是反映脑水肿的主要指标之

一&脑含水量的高低直接反映脑水肿的严重程度'

同时也可反映脑细胞的损伤程度'本实验
'

组和

8?

各组脑含水量较稳定$

!

$

$7$"

%'除
1@"/)*

组外&其余
1@

组脑含水量显著高于
'

组及
8?

组

$

!

"

$7$&

%&并随注菌后观察时间延长&脑含水量

逐渐增多&至
#%$/)*

达高峰'说明已成功建立了

大鼠感脑模型&且随着注菌后时间延长&脑水肿程度

相应加重'钠钾离子含量测定是反应脑水肿的次要

指标之一'细胞毒性脑水肿时&钠离子由细胞外涌

入细胞内&水分子随着钠离子一起进入细胞内#钾离

子则由细胞内漏出到细胞外&随血循环外流'本实

验发现注菌后
;$/)*

脑组织钠离子增多&随注菌后

时间增加&钠离子随之增加&与相应时间
8?

组比

较&差异有非常显著性&显示本模型有细胞毒性脑水

肿存在'但钾离子仅表现为注菌后
#%$/)*

才明显

减少&说明钾离子改变不如钠离子灵敏快速&与我科

原来报道基本相符!

"

&

!

"

'

B@

是血脑屏障受损和血管通透性增高的常用

指示剂&正常大鼠静脉注射
B@

后由于血脑屏障的

屏障作用使脑组织不被蓝染&当血脑屏障受损后&注

入
B@

可使脑组织蓝染&说明有血管源性脑水肿的

存在'甲酰胺浸泡法可定量测定脑组织
B@

含量&

其含量的多少反映血脑屏障的损伤程度'此法简

单&结果稳定!

D

"

'本实验结果显示&

1@"/)*

组
B@

含量开始增高&随注菌后观察时间的延长&

B@

含量

逐渐增高&

#%$/)*

达高峰&与相应时间
8?

组比较&

差异有非常显著性&表明在注菌后
#%$/)*

内&血脑

屏障的受损程度随时间延长而加重'此外&

1@!$

/)*

组&

&#$/)*

组&

#%$/)*

组脑含水量和
B@

含量

有高度相关性&说明脑水肿与血脑屏障的损伤程度

密切相关'本研究还发现
1@

组大鼠右侧大脑半球

的脑含水量&

B@

含量和钠钾离子改变不明显&显示

向左颈总动脉注射
1@

主要是导致左半球的脑水

肿&对右侧影响不大'

形态学改变是判断脑水脑的主要标准之一'本

实验发现注菌
"/)*

后&电镜可见部分胶质细胞轻

微肿胀&以后随注菌后观察时间的延长&毛细血管周

出现空泡变性&内皮细胞线粒体肿胀&细胞呈锯齿状

改变&胶质细胞空泡化'同时出现神经元胞体线粒

体肿胀&空泡化&嵴断裂&细胞核固缩变性'上述改

变显示
1@

所致的感脑为混合性脑水肿'电镜还发

现
1@&#$/)*

组&部分神经细胞呈暗细胞改变&其

改变类似于细胞凋亡所致的细胞改变'一般认为细

胞凋亡与迟发性神经元损伤密切相关'本研究室已

证实百日咳菌液脑水肿后
#%(

有较多的神经元细胞

出现迟发性损伤&可能是凋亡所致'但
S)

等!

>

"在大

鼠大脑中动脉阻塞
#(

后进行再灌注
;$/)*

后就可

出现凋亡细胞'因此&

1@&#$/)*

组出现凋亡样的

改变&其意义值得进一步探讨'

综合以上指标&说明大鼠百日咳菌液脑水肿模

型系一混合性弥漫性脑水肿&其病理性质类似于临

床感染性脑水肿改变&在病因学上也与临床较接近&

是一适合于感脑研究的动物模型'

#%$/)*

以后的

脑水肿如何&有待进一步研究'
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