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（广州医学院 广东 广州 510182）； 

     金文香2（广州医学院第二附属医院 广东 广州510260） 

 摘要 目的 通过观察乌司他丁预处理对兔全脑缺血再灌注损伤时血清S-100B蛋白表达的影响，探讨乌司他丁对

全脑缺血再灌注损伤的保护作用。方法：健康新西兰大白兔24只，雌雄不拘；体重2.0—2.5kg;随机分成4组

（n=6）：正常对照组（C组）；假手术组(S组)；缺血再灌注组（IR组）；乌司他丁组（UT组）。全脑缺血模型

建立采用对“四血管闭塞法”（4VO）即Pulsinell 造模方法进行改良，建立兔全脑缺血模型。采用ELISA和免疫

组化方法在缺血再灌注各时点：缺血前(T0)、再灌注即刻（T1）、再灌注2小时（T2）、再灌注4小时（T3）、再

灌注8小时（T4）检测兔血清中肿瘤坏死因（TNF-ａ）、S-100B蛋白的表达的变化，并抽取颈静脉血测SajvO2。

并于各时间段监测血流动力学状况（HR MAP）结果：①再灌注后各相对应的时间缺血-再灌注组（IR组）血浆

TNF-ａ；S-100B蛋白表达水平明显高于对照组和假手术组（P﹤0.01）；乌司他丁组血浆TNF-ａ、S-100B蛋白表

达也较对照组和假手术组有所升高但升高幅度不及缺血-再灌注组；(P﹤0.05)。○2乌司他丁组的颈静脉血氧饱

和度（SajvO2）明显高于缺血再灌注组相对应时间点，且随着缺血再灌注时间延长，U组和IR组的SajvO2仍可维

持于平稳水平（P Effect of ulinastatin injection precondition on expression of S-100B protein in 

serum on the global brain Injury of Ischemia-reperfusion in Rabbit

Zhuangyue1 (Guangzhou Medical University; Guangzhou GuangDong 510182); jinwenxiang2(Department of 

Anesthesia,the Second Affilied Hospital of Guangzhou Medical University; Guangzhou Guangdong 

510260)

Abstract： Objective To observe the effects of ulinastatin injection precondition on expression of 

S-100B protein in serum on the Ischemia- reperfusion injury of the global brain in Rabbits, we 

studied the protective effect of ulinastatin injection on the Ischemia-reperfusion injury of the 

global in Rabbit Methods Twenty-four healthy rabbits weighed 2.0—2.5kg were randomly divied into 

4 groups (n=6) ：contrast group (group C);sham operation (group S)、Ischemia-reperfusion group 

(group IR)、ulinastatin group(group U).The Model of the global brain Ischemia was introduced by

“four vascular occlusion (4VO)”just as the improved methods of modeling devised by Pulsinelli . 

The blood samples of carotid venous were obtained to measure jugular venous oxygen saturation

(SajvO2) .Before the time of the global brain ischemia and refusion in o,2,4and 8 

hours ,expression of serum TNF-ａand S-100B protein were determined with enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA).We monitored the station of hemodynamics（HR MAP ）at each time 

points.Results ①The expression level of TNF一ａ and S-100B protein at corresponding time sport in 

group IR was obviously higher than those in group C and group S (P﹤0.01)after reperfusion. The 

expression level of TNF-ａ；S-100B protein in group U also was higher than group C and group S,but 

the amplitude was lowerer than group IR. ○2 The levels of SjvO2 at the corresponding time spots 

in group U was obviously higher than group IR. And with the time of Ischemia-reperfusion lasting, 

the levels of SajvO2 in group U and IR maintain the stable level.Conclusion Ulinastatin injection 

precondition could reduce the expression levels of TNF-ａ；S-100B protein in serum during the 

global brain Injury of Ischemia-reperfusion in Rabbit .These demonstrated that Uiinastatin can 

decrease has the protective effect against the Ischemia-reperfusion injury of the global brain.

  乌司他丁(ulinastatin，UTI)是从健康成人尿中提取精制的糖蛋白，具有较强的抑制炎症反应和器官保护作

用，是一种广谱的酶抑制剂；可通过抑制肿瘤坏死因子的释放、调节血管内皮细胞的功能，改善微循环及减轻组

织损伤【1】。目前，乌司他丁已广泛应用于临床用于抗休克、心肺复苏、治疗胰腺炎、肾脏、肺损伤的保护以

及体外循环下重要器官的缺血—再灌注注损伤的保护等。但关于乌司他丁对脑的保护作用研究和临床应用很少。

本实验采用兔全脑缺血-再灌注损伤模型，把血清S—100B蛋白、TNF一ａ表达水平作为减轻脑损伤的标记物，观

察乌司他丁对脑缺血再灌注损伤的保护作用。进一步探讨乌司他丁对脑缺血—再灌注损保护作用途径及机制。为

临床提供参考。 

1 材料与方法； 

1.1 主要药品及试剂： 

乌司他丁10万U/支（广东天普医药股份有限公司H19990133）; 肿瘤坏死因子а（TNF—а）和S—100B蛋白ELISA试



剂盒（R﹠D公司，美国）；3%戊巴比妥钠（泗水希尔康制药有限公司产品）。 

1.2 动物的选择及分组： 

健康新西兰大白兔24只（由广州医学院动物实验中心提供），体重2.0—2.5kg;雌雄不拘；随机分4组（n=6）;正

常对照组（C组）假手术组（S组）;缺血再灌注组（IR组）；乌司他丁组（U组）。 

1.3 麻醉方法及动物模型制备： 

  经耳缘静脉建立静脉通路，3%戊巴比妥钠30mg/kg经静脉缓注。待麻醉后，经口盲探插管（ID: 3.0—

3.5nm）,接HX—300S动物呼吸机（成都泰盟科技有限公司）行机械通气：潮气量15ml/kg,频率30次/分。固定于

实验台。缺血再灌注损伤模型采用 对Pulsinelli［2］造模方法进行改良，建立家兔全脑缺血模型，颈部正中切

口，分离两侧颈总动脉约1cm挂线。枕部切口，暴露第一颈椎板及横突板上的翼小孔，用双极电凝针电凝双侧翼

小孔内的椎动脉，缝合切口后待动物完全苏醒，将其移至笼内饲养，夜间禁食，此时动物行为正常，没有明显的

脑损伤。24h后在大鼠完全清醒的状态下，用动脉夹同时夹闭双侧颈总动脉10min，造成短暂的全脑缺血。并用红

外线灯泡照身来维护动物的体温在37.0℃左右。大白兔在缺血开始后30～60s内昏迷，翻正反射消失，能自主呼

吸，双侧瞳孔放大，痛觉反射消失，这些症状持续于整个缺血过程中，凡未出现以上症状或这些症状未能持续整

个缺血过程中的兔子弃用【3】。 

1.4 实验方法及标本制备检测： 

  各组均行颈静脉穿刺置管连接输注泵，供输液用。经左颈总动脉穿刺置管，连接换能器接电脑监测血流动力

学情况。假手术组（S）只剥离双侧颈总动脉和椎动脉不结扎。经耳缘静脉输注0.9%生理盐水5ml/kg。缺血再灌

注组（IR）暴露双侧颈总动脉，用动脉夹夹闭10min后开放，于夹闭前30min输注0.9%生理盐水5ml/kg，乌司他丁

组（U）方法同IR组，于夹闭前30min静脉输注乌司他丁10万U/kg+0.9%生理盐水配成5ml/kg。各组分别于夹闭前

（T0）;开放即刻（T1）;开放2h(T2);开放4h(T3);开放8h(T4)时间点抽取颈静脉血2ml,置入干燥试

管.3000r/min,离心15分钟，取上清液置-70℃冰箱保存待测。采用酶联免疫法(ELISA)测定血浆TNF—а，S-100B蛋

白浓度。并于各时间点监测血流动力学（HR MAP）.颈静脉血氧饱和度(Sajvo2％)的检测：各组动物于缺血前

(To)、再灌注即刻(T1)、再灌注2h(T2)、再灌注4h(T3)、再灌注8h(T4),分别采颈静脉球部血液2 mL，行血气分

析测Sjvo2。 

1.4.1血浆TNF—а、S-100B的检测： 

采用酶联免疫法(ELISA)、 严格按试剂使用步骤测定血浆TNF—а，S-100B蛋白浓度。具体如下：取出酶标板，依

次对应分别加入100ul的标准品于空白微板中。分别标记样品编号，加入100ul样品于空白微空中，在标准孔和样

品孔中加入50ul的酶标记溶液，37℃温育45分钟，洗涤板机4次拍干，加入亲和链酶素—HRP37℃温育30分钟, 重

复洗涤板机4次拍干，每孔加入底物A、各50ul37℃温育5分钟。迅速每孔加入50ul终止液立即测定结果。在450nm

波长处测定各孔OD值。得出标准曲线回归方程式，代入计算样品浓度。 

1.5统计学处理： 

  所有数据均以均数±标准差())表示。应用SPSS17．0统计软件进行统计分析，组间比较采用完全随机设计的

单因素方差分析，组内比较采用配对t检验，P<0．05认为差异有统计学意义。 

2 结果： 

  于S组比较IR组血浆TNF一ａ于再灌注后各监测点显著升高；S—100B蛋白含量与灌注后2h后明显升高(P﹤

0.01)；U组血浆TNF一ａ；S—100B蛋白含量也较C组和S组有所升高但升高幅度不及IR组(P﹤0.05)；U组的SjvO2

高于IR组相对应时间点，且随着缺血再灌注时间延长，U组和IR组的SajvO2仍可维持于平稳水平（P      

表—1 各组不同时点血流动力学指标比较（)） 

（HR：（次/min） MAP:(mmHg) Sjvo:%） 

指标 组别 n To T1 T2 T3 T4 

HR C组 6 209±12 201±15 203±15 198±21 197±17 

S组 5 211±13 221±17 209±20 203±12 206±15 

     IR组 5 221±21 161±11 190±17 200±19 212±14 

U组 6 219±18 186±21 192±21 199±13 211±12 

MAP C组 6 94±11 89±17 87±19 83±13 81±14 

S组 5 90±16 87±13 86±17 79±11 76±14 

    IR组 5 91±16 101±21 99±13 94±14 90±17 

U组 6 90±12 99±17 92±17 91±12 90±13 

SjvO C组 6 0.95±0.02 0.91±0.08 0.94±0.03 0.92±0.06 0.94±0.03 

S组 5 0.96±0.02 0.95±0.01 0.95±0.02 0.96±0.01 0.94±0.03 

    IR组 5 0.95±0.02 0.25±0.02* 0.35±0.09* 0.68±0.04 0.88±0.02 

U组 6 0.93±0.05 0.61±0.07△ 0.70±0.03△ 0.80±0.03 0.92±0.01 

与T0比较，IR组：*P<0.01；与IR组比较；△ P<0.05; 

      表—2 各组不同时点TNF—ａ和S—100B蛋白的浓度（) 

                （单位：ng/ml） 

指标 组别 n TO T1 T2 T3 T4 

TNF—а C组 6 53.34±2.76 54.25±4.39 53.46±5.83 54.21±4.58 53.56±5.79 

S组 5 54.36±5.71 55.34±3.46 54.86±4.97 56.13±3.56 55.53±6.01 

    IR组 5 56.34±5.23 158.89±6.75* 201.95±6.94* 231.12±8.85* 281.52±5.69* 

U组 6 51.12±3.11 79.32±4.97△ 99.03±3.34△ 100.46±3.35△ 159.98±5.79△ 

S—100B C组 6 1.91±0.31 1.93±042 1.93±0.68 2.02±0.28 2.13±0.65 

S组 5 1.94±0.75 2.03±0.68 2.37±0.32 3.31±0.75 5.13±0.25 

    IR组 5 2.23±0.48 12.64±0.39# 17.37±0.12# 19.21±0.25# 23.23±0.68# 

U组 6 1.67±0.39 7.82±041※ 9.56±0.23※ 12.67±0.65※ 18.23±0.03※ 

与C组和S组比较，IR组和U组# ※P<0.05；与T0比较# ※P<0.01。与IR组比较,※P<0.05. 

3 讨论； 

  本实验参照文献[2、3]建立兔全脑缺血—再灌注损伤模型，并以乌司他丁作为药物干预，观察其对脑损伤的



 

影响。采用监测颈静脉血氧饱和度来直观反应脑缺血缺氧程度，并于各时间点抽取颈静脉学来检测血清中大分子

蛋白S—100蛋白和TNF一ａ表达含量评估血脑屏障和中枢神经系统损伤程度。因为：TNF一ａ是前炎性因子[4]；

可促进其它炎性介质释放，是炎症发生的分子病理的始动因素；S—100蛋白分子量大，正常情况下很难通过血脑

屏障，因此正常情况下血清中很难检测到。研究表明[5]脑损伤后20分钟后即可检测到血清中其浓度升高，2h后

升高明显，提示脑损伤加重。它在中枢神经系统中含量远比其他组织丰富，呈浓度特异性地存在于中枢神经系统

的胶质细胞，星形细胞中。缺血缺氧是诱导神经细胞内及血清S—100蛋白基因表达的重要因素，大量研究证明

[6-8]：脑脊液和血清中S—100蛋白浓度升高可作为中枢神经系统损伤较为特异和灵敏的指标。 

  本实验于各时间点监测SjvO结果显示：缺血再灌注组于再灌注即刻（T1）达23%～27%明显低于40%表明脑缺

血缺氧严重;再灌注2小时（T2）达26%～44%、于T0比较P＜0.01.再灌注4小时和8小时各时间点监测显示SjvO逐渐

趋于平稳的恢复：而乌司他丁组在相对应时间T1 、T2，SjvO明显提高达到54%以上。两组组间比较P＜0.05.说明

乌司他丁能明显提高脑组织对缺氧缺血的耐受水平。 

  本研究结果显示缺血-再灌注损伤组血清 TNF一ａ、S—100蛋白含量于再灌注2小时后各时间点检测与对照组

和假手术组比较显著升高 （P＜0.01）。而乌司他丁组与对假手术组比较也升高但是升高幅度不大，与缺血-再

灌注组组间比较能明显降低TNF一ａ和S—100蛋白含量（P<0.05）;这与乌司他丁能够减轻炎症反应提高脑组织耐

受缺血能力的特点相吻合。 

  乌司他丁组与缺血—再灌注组比较血清TNF一ａ含量和S—100蛋白含量在再灌注相对应的时间明显降低，说

明乌司他丁组能够降低脑缺血再灌注损伤标记物含量说明其能减轻脑组织由缺血再灌注所引起的损伤。其主要作

用机制可能是直接抑制炎症反应最终阶段的蛋白酶，抑制炎症反应几乎全部环节如TNF一a 、ICAM一1、炎症因子

IL一1、IL一6、IL一8，和iNOSmRNA的局部表达，抑制白细胞迁出及蛋白酶释放[9]。同时乌司他丁可通过降低内

皮素、血栓烷B2和血管紧张素一2的浓度改善围缺血区血供[10] ，阻止炎症因子与白细胞之间的联系，切断疾病

的进展，改善脑组织微循环。 

总之通过实验进一步说明乌司他丁能够提高脑对缺血缺氧及再灌注损伤的耐受能力，减少器官及组织损伤程度，

从而达到保护作用。 
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