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大鼠心肺复苏后脑组织基质金属蛋白酶及其 

组织抑制剂表达的研究 

李章平 陈寿权 王姗姗 黄唯佳 程俊彦 王卫 王万铁 谭映霞 

【摘要】 目的 探讨心肺复苏早期脑组织基质金属蛋白酶一2(MMP一2)、MMP一9及基质金属蛋白酶 

组织抑制剂一1(TIMP一1)的 mRNA表达变化。方法 用窒息法建立大鼠心肺复苏模型。8O只SD大鼠随机 

分为假手术对照组和复苏组 ，然后依据时间分为假手术或复苏自主循环恢复(ROSC)后即刻及 0．5、3、6和9 h 

组。检测各组大鼠脑组织 MMP一2、MMP．_9及 TIMP一1的 mRNA表达情况。结果 心肺复苏后 3 h大鼠 

脑组织 MMP一9及 TIMP一1的mRNA表达水平均开始上升，6 h时显著增高 ，MMP一9／TIMP一1比值也相 

应增大。MMP一2 mRNA水平在心肺复苏后 9 h内未见明显升高。结论 心肺复苏后早期就出现 MMP一9、 

TIMP一1的mRNA表达增加及比例失衡 ，而 MMP一2 mRNA水平在早期无明显变化。 

【关键词】 心肺复苏术； 基质金属蛋白酶； 基质金属蛋白酶组织抑制剂 
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[Abstract] Objective To study the change in mRNA expression of matrix metallopr0teinase(MMPs) 

and tissue inhibitor一1 of matrix metaIloDroteinase(TIMP一1)in brain after cardiopulmonary resuscitation 

(CPR)for asphyxial cardiac arrest in rat．Methods The animal model of cardiac arrest was reproduced by 

clamping endotracheal tube at the expiration．Eighty male SD rats were randomly divided into two groups： 

control group and resuscitation group。and they were again divided into 0，0．5，3，6，9 hours subgroups 

( 一 8)．Evans blue content and mRNA expressions of M MPs and TIMP一1 in the brain after CPR were 

determined respectively．Results The mRNA expression of MMP 一9 and TIM P 一1 was up—regulated 

3 hours after restoration of spontaneous circulation (ROSC)．At 6 hours after ROSC。they were markedly 

high。and the ratio of MMP一9／TIMP一1 was higher tOO．The mRNA expression of MMP一2 showed no 

significant change at 9 hours after ROSC．Conclusion The mRNA expression of MMP一9 and TIMP一1 and 

M MP一9／TIMP一1 are increased at early stage after CPR．but the mRNA expression of MMP一2 shows no 

significant change． 

[Key words] cardiopulmonary resuscitation； matrix metalloproteinases； tissue inhibitor of matrix 

metaIloDroteinase 

心肺复苏(cardiopulmonary resuscitation，CPR) 

后脑损伤是一个复杂的病理生理过程。脑复苏的成 

败是决定复苏是否完全成功的关键。基质金属蛋白 

酶(matrix metalloproteinases，MMPs)是一组同源 
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的酶活性依赖 Ca 和Zn 的中性蛋白酶家族，能降 

解细胞外基质，影响微血管基底膜结构而破坏血管 

壁。基质金属蛋白酶组织抑制剂(tissue inhibitor of 

matrix metalloproteinases，TIMPs)是 MMPs的特 

异性组织抑制因子，能调节 MMPs的活性。 。研究 

发现，MMPs在促进局部缺血性脑损伤中具有重要 

作用。 ，但在 CPR后脑损伤中的变化尚未见报道。 

本研究拟用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)半定 

量法观察CPR早期大鼠脑组织 MMP一2、MMP一9 

以及 TIMP一1 mRNA表达的变化及时间特点。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物及分组：雄性清洁级SD大鼠8O只， 

体重 250 400 g；购 自温州医学院动物实验中心， 
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动物许可证号医动字 22—03001。随机分为假手术 

对照组和复苏组，每组按时间又分为假手术或复苏 

自主循环恢复(return of spontaneous circulation， 

RoSC)后即刻及 0．5、3、6和 9 h组，每组 8只动物。 

1．2 动物模型制备及给药方法：用经典窒息模型。 

并加以改进；实验参照 Utstein模式H 。术前禁食 

12 h，自由饮水。称重，戊巴比妥钠35 mg／kg腹腔注 

射诱导麻醉，继以 10 mg·kg ·h 补充麻醉。将 

动物仰卧固定于手术台上，皮下针接心电导联，进行 

心电监护。左颈动脉置管，接压力换能器，显示动脉 

波形，气管切开置管，接呼吸机。大鼠术后室温下稳 

定 10 min，于呼气末夹闭气管插管致呼吸停止。心 

脏停搏(CA)定义为心电图呈心室纤颤、停止或电一 

机械分离，颈动脉平均动脉压(MAP)<30 mm Hg 

(1 mm Hg一0．133 kPa)。待出现CA 3 min[夹闭气 

管后(7±1)min]后开始行CPR，快速经动脉推注肾 

上腺素 20／~g／kg和质量分数 为 5 的碳酸氢钠 

1 mmol／kg；呼吸机辅助通气(体积分数为 100％的 

0 )，通气频率 80次／min，潮气量 6 ml／kg；同时快 

速人工胸外按压，按压频率为 160次／min，按压深 

度为大鼠胸廓前后径的 1／3；连续监测并记录心电 

图、颈动脉 MAP。出现 自主心率(HR)且 MAP> 

60 mm Hg并持续 10 min为ROSC的标志。假手术 

对照组动物仅进行麻醉和气管插管、血管穿刺，不进 

行窒息及 CPR，相应时间点处死动物并取样。 

1．3 脑组织伊文思蓝(Evans Blue，EB)含量测定： 

脑组织EB含量可用来反映血一脑屏障通透性 。动 

物均于处死前 15 min经舌下静脉注射 2 的 EB 

2 ml／kg，深度麻醉，开胸，左心室插管至主动脉，剪 

开右心房，10 min内经插管灌注生理盐水 150 ml， 

然后断头取部分脑组织，用电子天平精确称其湿重 

后，投入中号试管中，分别加入 3 ml甲酰胺，加盖后 

于 37 lC水浴箱孵育48 h，轻轻摇匀，3 000 r／min离 

心 15 min，取上清液，在 721分光光度计 632 nm处 

检测吸光度。以 0、0．138、0．275、0．550、1．100、 

2．200、4．400和 8．800 mg／L作为EB的标准浓度， 

求得回归方程 Y一0．144+16．864x(z为吸光度， 

y为浓度)。按下列公式计算脑组织EB含量：脑组织 

EB含量(P．g／g)一A×甲酰胺量(m1)÷脑湿重(g)。 

为根据标准曲线回归方程求得的样品 EB含量 

(rag／L)。 

1．4 脑 组 织 MMP一2、MMP一9和TIMP一1的 

mRNA表达测定：处死大鼠后立即取 1／4脑组织置 

液氮中，随后于一70 lC下冰冻保存备用。按Trizol试 
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剂盒说明书要求提取总 RNA，逆转录体系 20 l， 

随机引物 250 ng，莫洛尼鼠白血病病毒反转录酶 

(M —MLV)200 U，总 RNA 2．5 g。取 2 l逆转录 

体系的 cDNA，加 1 UTaq聚合酶及相应缓冲液于 

20 l体系内行 PCR扩增，含引物 10 pmol。内参照 

为 p一肌动蛋白(p—actin)94 C变性 ，72℃延伸，退 

火温度、引物序列及产物长度见表 1。用质量分数为 

1．5 的琼脂糖凝胶电泳后，经 Pharmacia凝胶成像 

仪观察，并用 Imagemaster分析仪分析条带峰面积， 

计 算 MMP一2／p—actin、MMP一9／6一actin和 

TIMP一1／p—actin的峰面积比值。 

表 1 PCR引物序列、退火沮度和产物长度 

Table 1 Primer sequence，annealing 

tem perature，product length 

1．5 统计学方法：数据均以均数±标准差(z±s)表 

示，用SPSS 12．0统计软件进行分析。采用单因素方 

差分析，方差齐性用 Levene检验，方差齐时多组间 

均数比较用 LSD检验 ，方差不齐时用 Tamhane S 

t检验 ，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 CPR期间大鼠 HR、MAP的变化：正常大鼠 

MAP为(141．8±14．1)mm Hg。大鼠窒息开始至 

CA时间为(294±44)s。所有大鼠在CA时表现为心 

尖区心脏搏动消失，皮肤黏膜明显发绀，心电图表现 

大多为电一机械分离，窒息 7 min左右心脏已完全停 

搏 ，HR 0，MAP接近 0。经 CPR后 ROSC为 100 ， 

ROSC大鼠平均 CPR时间为(175±104)S；ROSC 

时 MAP均>60 mm Hg，可触摸到明显的心尖搏 

动，动物皮肤、黏膜发绀明显减轻。实验结束时大鼠 

处死前存活反应良好。 

2．2 CPR早期大鼠脑组织 MMP一2、MMP一9及 

TIMP一1的 mRNA表达结果(表 2，图 1)：假手术 

对照组各时间点之间脑组织 MMP一2、MMP一9 

及 TIMP一1的 mRNA表达水平差异均无显著性 

(P均>0．05)。复苏组在 CPR后 9 h内 MMP一2 

mRNA表达未见明显升高，与CPR即刻及假手术对 

照组同时间点相比差异无显著性(P均>0．05)。复 
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表 2 cI-R早期大鼠脑组织 MMI一 2、MMP一9和 IIMP 1 tuRNA表达及 MMI’一 -TIMI’一1比值变化( 二 · 8 

Table 2 Expressi,m  I1f M M Il一 2． M M I’ 9 I'IM P — I m RNA and M M P 一9’TIM P I 

rat t differen!tim e poinls after CPR( + - 8。 

： _积 F 计州 I：较 ： ， 。ll 151． ● It ri剖l 竣 ．‘‘P — Cl 

Ⅵ 5．1l。 ’11ii N 、 iI、、 ’ ll l l 0 lI 、 

I暇 水埘腑蔓 11． 服 r {I鹏^l’l l{ 曼ll{_1 j疆掉 纽 =h： ∞ l h： ：塑∞ 【 ：h 蜒 组 l h 

图 I CI R早期大鼠齄组织 MMP 2 MMP 9及 I'IMr I tuRNA表达变化 

Figure I Expression··f MM P 一2·M M P 9 and rlMP l tu RNA at d Lfferenl time point~afler L'PR 

苏组在【’PR 3 hMMP 0 nIRNA 文达水半增高． 相符．提示 L、I R MMP 9 mRNA在恼组织中大 

6 h 苦 f 升．9 h"j 71高1Il增帽1 凡．和CPR即划 量表达 fE 本实验巾还发现．MMP 2 mRNA表 

技假于术 组相 时Ih J点比较 差异均订拉菩性 达水平冉 CPR舌 0 Ii已有,TI高．但差异尤 菩性． 

均<c1．0 L) 复苏组 FIMP l1nRNA表达术‘IL 推测r叮能椰 MMP 2 mRNA莨_达晚 f MMP 9 

l刊 MMP一 )n1RNA变化秆{f行． {h已增高．6 h和 nlRNA增高有关 。，宵待进一步观察 

9 h 普增高．与【PR l-'ll划驶袱 F水埘照组相同I时 TIMPs是体内霞要的抑制 MMPs活性因子 

问点比较差异均 仃 苫性(， 均、 l】． JI) TIMP一】iI~．1制多数 MMI s活性．包括MMP一9 

2．3 t’PR tI刚夫吼咐组织 MM1， 9 _rIMP一【H= 动物实验表明．永久Iq-腑缺血 1 2 h TIMP 1表达 

值变化(表 2)：假手=j亡对．Ei组 芹时问 苣间脑组织 增加 3倍·2 d增加7倍·达到峰值 。 本研究结果显 

MMP一_1 FIN(P一1箍异 显 (P均>l1．C,5、。 示·CPR唇 TIMP一1 mRNA的丧达时程变 化与 

复苏小 CI R岳 iz／．5 1'恼 1织 N]MI 9／TIMP 1 MM[ 一9基书 一致·过可能屉肌体的一种保护性反 

开 上fl_．“h和g h 叫 升高趋锌．与CPR即刮 幢·起到 抑制或减弱 MMP一9活陆的作用c尽管 

硬假手术对照组 寸川 川H二较．蓑 均育显著性 此·f日是 MMP eL" PIMP一1仍然增大一表明 

( 均<- 0 L) MMI 9净含最增加一MMP 柙TIMPs的动态 

3 讨 论 街被脏坏·导致细胞外基质异常降解 

MMP 娃降解细胞外 质 f 嘤蛋白酶． 中 综 七所述一【、PR lcl】I『Ii『组织中 MMP一9和 

IV型胶 酶包括 MMI 一!和 MMI 1．可降解IIIL'T~． TIMP—t的mRNA表达增加一非出腿比例失衡·在 

基底膜的 f：要成分．如IV 幢 垂J，蚩 眨层辩．索． CPR 6 h舌改变叫覆- 叮能是造成晒损伤f内环节和 

从『『『i造成血管 和红l织的扣ifb．：(]H st'h 和 A l1i 干预研究靶点之 一 MMP一2 mRNA表达水平 

等-- 舒圳在凡鼠和小鼠时局部： 缺血再灌 悄型 竺兰 叫 政变 
r】，发舰 删  】MMf】_ 在肺 屿 越  H 

． ．． ． ％ 蛆 

增高．并能仳使瞄绀尊l世 步拍i协 衣研究发现一 匝 幅崔。1瞎 Etl I”ilif剂 帕 J 
．  11̈ 危 瞳崭 救 

CPR l l1 MMP 0 mRNA 丧：玉Tr 占】 计 ， h I l ≥· 。 i·1 hI8 11 

9 h时显著rl高．与t：．i JJ阿实验站垠 近．井 i擎培 “ Y。 。 ⋯IIq M．h．1oriu
， ⋯ ⋯ 『。 arl allpe．~,r． 

杰箨 临床吼察刮m浆内 MMP fI浓度变化规律 ⋯i⋯⋯i； ㈣ l⋯ Ï bl i一 i ba rri dvsf Ⅲ 
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多层螺旋 CT冠状动脉成像和超敏 C反应蛋白 

与急性冠状动脉综合征的相关性研究 

王瑛 付强 齐景伟 利、阳 李淑荣 侯凤霞 刘少岩 

· 研 究 报 告 · 

【关键词】 多层螺旋 CT冠状动脉成像； 超敏C反应蛋白； 急性冠状动脉综合征； 冠状动脉病变 

通过对急性冠状动脉综合征(ACS) 

患者进行多层螺旋 CT(MSCT)冠状动 

脉 (冠脉)成像检查以及超敏 c反应蛋 

白(sCRP)检测，进一步探讨 sCRP与冠 

脉病变程度及稳定性的关系，以及二者 

联合应用对冠脉病变稳定程度的敏感性 

和准确度，以利于 ACS的诊断、治疗及 

预后评价。 

1 资料与方法 

1．1 研究对象：2004年 1月一2004年 

1O月期间收治 ACS患者 4O例 ，均符合 

wH0缺血性心脏病的诊断标准。其中 

男 28例，女 12例；年龄 44～75岁，平均 

为(61．3士12．5)岁。不稳定型心绞痛 

22例，急性 Q 波性 心 肌 梗 死 (心梗 ) 

8例，急性非Q波性心梗 4例，陈旧性心 

梗6例；合并糖尿病 18例。除外感染、肿 

瘤、严重电解质紊乱、低血压休克及严重 

心脏瓣膜病。 

1．2 方法 ：采用免疫 比浊法测定 患者入 

院次 13的空腹 sCRP，试剂由英 国九强 

公司提供。按 sCRP水平将患者分成两 

组 ：sCRP<I mg／L为正常组，>1 mg／I 

基金项 目；吉林省科委科研基金资助I页 

目(20030419—02) 

作者单位：130051 吉林省长春市中心 

医院 

作者简介：王瑛(1958一)，女(汉族 )，吉 

林省吉林市入，教授，硕士研究生导师，主任 

医师 。 

表 1 MSCT冠脉成像与 sCRP水平关系 例( ) 

注 ：与正常组 比较 ： P<O．05，一 P<O．O1 

为升高组。两组患者在 1周内行 MSCT 

冠脉成像检测。冠脉狭窄<50％为轻度， 

5O％～9O 为中度，>9O 为重度。两组 

sCRP水平结合 MSCT冠脉成像结果进 

行分析。 

1．3 统计学方法 ：应用 SPSS11．5软件 

包进行统计学分析，计数资料采用 x 检 

验 ，P<O．05为差异有统计 学意 义。 

2 结 果 

表 1结 果 显示：sCRP升 高组 的 

ACS患者 ，MSCT冠脉成像中软斑块的 

发生率均显著高于正常组。sCRP的升 

高可以反映粥样斑块的不稳定性，并与 

冠脉成像的阳性率呈正相关。 

3 讨 论 

目前众多研究表明，局部及全身的 

炎症反应在动脉硬化的发生、发展及并 

发症发生中起重要作用“ 。CRP作为 

机体非特异炎性反应指标在临床中已得 

到广泛应用。sCRP与CRP相比，其灵敏 

度更高，能够更好地预测心血管事件的 

危险度。 。 

本研究从 MSCT冠脉成像的角度， 

分析 ACS患者中 sCRP与斑块稳定性 

及冠 脉病变 程 度的 关系，结 果显 示， 

sCRP升高 ACS患者的 MSCT冠脉成 

像软斑块发生率(73％)显著高于 sCRP 

正常组，sCRP的升高可以反映粥样斑 

块的稳定性 ，并与冠脉成像的阳性率呈 

正相关。进一步验证了炎症是 ACS和不 

稳定斑块的重要发病机制。 

总之，在临床中对 ACS患者联合检 

测 MSCT冠脉成像与 sCRP，不但对冠 

脉不稳定病变的敏感性较高，而且可以 

有效提高对冠脉病变稳定性综合评价的 

准确度，并优于有创的导管法冠脉造影。 
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