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基质金属蛋白酶一9抑制剂SB一3CT对心肺复苏

大鼠血脑屏障作用的研究

何志捷 邹子俊 陈晓彤

【摘要】目的观察心肺复苏(CPR)早期大鼠脑组织基质金属蛋白酶一9(MMP一9)和血脑屏障的变化及

MMP一9抑制剂SB一3CT对其的作用。方法 将动物随机分为假手术组、复苏对照组和复苏治疗组，夹闭气管

插管致大鼠心搏骤停，1 min后进行CPR，复苏治疗组于自主循环恢复(RoSC)后立即腹腔注射MMP一9抑制

剂SB一3CT 25 mg／kg。各组于ROSC 0、3、9、24和48 h分别处死8只大鼠后，观察血脑屏障变化I测定脑组织

MMP一9的蛋白和mRNA表达；电镜下观察超微结构改变。结果假手术组各时间点脑含水量、伊文思蓝含

量、脑组织MMP一9蛋白及mRNA表达和电镜观察均无明显变化。复苏对照组各指标于3 h起明显升高，24 h

达高峰，与假手术组比较差异均有统计学意义；血脑屏障明显改变。复苏治疗组ROSC后上述指标变化趋势

与复苏对照组相似，但损伤程度较复苏对照组轻(P<0．05或P<0．01)。结论MMP一9抑制剂SB一3CT可明

显减少MMP一9表达，减轻血脑屏障损伤，减轻脑水肿，对CPR后脑缺血／再灌注损伤有明显保护作用。
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【Abstract] Objective To explore the effect of inhibitor of matrix metalloproteinase一9(MMP一9，

SB一3CT)on blood brain barrier(BBB)after cardiopulmonary resuscitation(CPR)in rats．Methods Rats

were randomly divided into three groups：the sham-operated group，the resuscitation control group，and the

resuscitation treatment group．Cardiac arrest was produced by clamping the endotracheal intubation，and

CPR was executed 1 minute later．In the resuscitation treatment group，SB一3CT(25 mg／kg)was injected

intraDeritoneallv after the restoration of spontaneous circulation (ROSC)． The rats were executed

immediately，and 0，3，9，24 and 48 hours after the treatment．BBB was examined，and the expression of

MMP一9 protein and MMP一9 mRNA in brain tissue were detected，and the ultramierostructure of brain tissue

was studied with electron microscopy．Results In the sham-operated group，the water content，Eyans blue

content，MMP一9 protein，and MMP一9 mRNA did not change significantly，and there was no obvious change

in microstructure of brain tissue．The expression of MMP一9 protein and MMP一9 mRNA in the resuscitation

control group were obviously up—regulated at 3 hours after CPR，peaking at 24 hours．There was also

significant change in BBB．The differences were significant statistically compared with sham-operated group．

The changes in the resuscitation treatment group were similar to the resuscitation control group，but the

levels were lower than those of the resuscitation control group(P<0．05 or P<0．01)．Conclusion The

specific inhibitor of MMP一9(SB一3CT)could decreased the expression of MMP一9，the injury of BBB，and

cerebral edema in the cerebral isehemia model with CPR rats。and the protection of cerebral ischemia／

reperfusion(I／R)injury after CPR is obvious．

【Key words】 cardiopulmonary resuscitation； blood brain barrier； matrix metalloproteinase，

matrix metalloproteinase一9 inhibitor

心肺复苏(CPR)后的脑组织缺血、缺氧可使脑

血管完整性破坏，血脑屏障损伤，在血脑屏障损伤的

发生机制中基质金属蛋白酶一9(MMP一9)起了重要

作用。本研究中通过使用特异性MMP一9抑制剂

SB一3CT阻断CPR早期大鼠脑组织MMP一9的表达

和活性，探讨其对血脑屏障的保护作用。
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·论著·

1材料与方法

1．1动物分组及模型制备：健康雄性SD大鼠120

只，体重(450±50)g，由中山大学北校区动物实验中

心提供。按随机数字表法将动物分为假手术组、复苏

对照组和复苏治疗组，每组40只。假手术组仅行麻

醉和气管插管、血管穿刺，不进行窒息；复苏治疗组

于自主循环恢复(ROSC)后立即腹腔注射MMP一9

抑制剂SB一3CT 25 mg／kg；复苏对照组行CPR，但

不注射SB一3CT。

模型制备方法：大鼠称重，诱导麻醉，进行心电
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监护，经口气管插管，接动物呼吸机，于呼气末夹闭

气管插管致呼吸停止。心搏骤停的判断标准为动脉

搏动波形消失或收缩压≤25 mm Hg(1 mm Hg=

0．133 kPa)；心电图示电一机械分离或是心搏停止。

心搏骤停持续1 rain后立即开始CPR。ROSC定义

为恢复室上性心律，平均动脉压≥60 mm Hg并维

持5 rain以上。

1．2检测指标及方法：各组于ROSC 0(即刻)、3、

9、24和48 h各处死8只动物，取样本，以检测下列

指标。

1．2．1复苏大鼠不同时间点血脑屏障变化：①脑含

水量：测定复苏后大鼠各时间点脑组织湿、干重并计

算脑组织含水量[含水量(％)一(湿重一千重)／湿

重×100％]。②脑组织伊文思蓝(EB)含量测定：于

处死前15 rain经股静脉注射EB，断头活杀大鼠取

脑组织，测定其吸光度(A)值，绘制标准曲线，根据

标准曲线回归方程求得样品EB含量，并计算脑组

织EB含量。

1．2．2电镜观察：麻醉大鼠后断头取脑，取左右脑

皮质标本，经固定液固定、戊二醛固定、乙醇脱水、

Epon包埋后制备超薄切片，在透射电镜下观察脑组

织超微结构。

1．2．3复苏大鼠脑组织MMP一9蛋白表达：处死大

鼠后取脑组织，置于细胞裂解液中匀浆，离心取上清

液，一80℃保存。根据大鼠MMP一9酶联免疫吸附实

验(ELISA)试剂盒要求测定，根据标准曲线得到稀

释样本中MMP一9浓度，将此浓度乘以稀释倍数2

即得到MMP一9浓度(肛g／L)。

1．2．4复苏大鼠脑组织MMP一9 mRNA检测：将

组织匀浆进行反转录，MMP一9上游引物为5'-CT

TTGTAGGGTCGGTTCTG一3’，下游引物为5’-CC

TGTGAGTGGGTTGGATT一37，扩增产物大小为

466 bp。内参照p肌动蛋白(B-actin)扩增产物大小

为330 bp。将逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)产物

在琼脂糖凝胶上进行电泳，以凝胶成像系统拍照，进

行吸光度分析。

1．3统计学分析：用统计软件SPSS 11．0进行数据

处理，结果以均数±标准差(z士s)表示，采用方差分

析，P<o．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1复苏后大鼠血脑屏障的变化(表1)：假手术组

大鼠脑组织含水量及EB含量无明显变化。复苏对

照组在ROSC 3 h脑含水量及EB含量均明显升高，

9 h迸一步升高，24 h达高峰，均明显高于假手术组

(P均<0．01)。复苏治疗组脑含水量及EB含量的

变化与复苏对照组相似，但其升高水平明显低于复

苏对照组(P<O．05或P<0．01)。

2．2复苏后脑组织MMP一9蛋白及mRNA表达的

变化(表2；图1)：假手术组大鼠MMP一9蛋白及

mRNA表达均无明显变化。复苏对照组在ROSC

3 h MMP一9蛋白及mRNA表达均明显升高，9 h

进一步升高，24 h达高峰，均明显高于假手术组

(P<o．05或P<0．01)。复苏治疗组大鼠MMP一9蛋

白及mRNA表达与复苏对照组相似，但其升高水平

明显低于复苏对照组(P<o．05或P<0．01)。

2．3 电镜下超微结构观察(图2)：假手术组ROSC

后各时间点血脑屏障均未见明显改变。复苏对照组

ROSC后3、9、24 h和48 h血脑屏障明显改变，以

24 h和48 h最明显，主要表现为血管周围明显水

肿、空泡，微血管基底膜可见增厚，细胞间隙有水肿

表1各组大鼠ROSC后不同时间点脑组织含水量及EB含量比较(；士s，以=8)

注：与假手术组比较，6P<0．01；与复苏对照组比较，。P<0．05，4P<0．01

表2各组大鼠ROSC后不同时间点MMP一9的蛋白及mRNA表达比较G+s，超一8)

组别

假手术组

复苏对照组

复苏治疗组

MMP一9蛋白(腭／L) MMP·9 mRNA

ROSC 0 h ROSC 3 h ROSC 9 h ROSC 24 h ROSC 48 h ROSC 0 h ROSC 3 h ROSC 9 h ROSC 24 h ROSC 48 h

81．5士32．9 79．63"-76．8 81．8士40．0 82．7土54．7 82．4士37．6 0．25土0．06 0．24士0．07 0．26土0．08 0．25士0．05 0．25士0．07

82．1土37．5 106．1+24．伊112．8J=53．1n 130．2-J：46．4a 118．1士52．2b 0．24=i：：O．07 0．63J=0．12-0．794-0．14-1．06士0．28。0．96+0．25‘

80．7+30．1 93．0：1=44．9aal01．8士25．0¨118．1：t=27．3"a109．5+20．7k 0．27±0．06 0．41土0．11加0．54士0．15们0．65+0．15bc 0．55+0．15bd

注：与假手术组比较，aP<0．05，。P<0．01；与复苏对照组比较，。P<0．05，4P<0．01
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M；Marker；a：假手术组Ib：复苏对照组；c：复苏治疗组

圈l RT—PCR检测各组大鼠ROSC后不同时间点

脑组织MMP一9 mRNA表达
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⑤：假手术组；⑥：复苏对照组l⑥：复苏治疗组

图2透射电镜下观察各组大鼠ROSC 24 h脑组织超微结构改变

铀一铅双染×13 000

现象、间隙增大，有的内皮细胞肿胀特别明显，有的

发生凋亡。复苏治疗组的改变和复苏对照组的变化

基本相似，但形态学方面的损伤程度较复苏对照组

明显减轻。

3讨论

CPR后，脑组织由于缺血、缺氧可出现一定程

度的损害，主要为脑复苏后脑水肿形成、脑缺血／再

灌注(I／R)损伤[1引。近年来研究发现，脑损伤后基

质金属蛋白酶(MMPs)分泌增加，可加速血管基底

膜的降解，造成组织的损伤，在局灶性脑I／R损伤

中，MMPs尤其是MMP一9的作用日益受到重视r3]。

Abilleira等Ⅲ发现脑出血患者发病24 h内血清

MMP一9含量升高与血肿周围水肿体积和病情恶化

有关，与深部出血的相对水肿体积相关；Rosenberg

等f5l发现，MMP一9在脑缺血后3～4 h表达开始增

加，24～48 h达高峰，表明MMP一9与急性期血脑屏

障损伤有关。

基于上述研究，尤其在局灶性脑I／R中MMP一9

的作用，我们在气管夹闭窒息法大鼠CPR后全脑

I／R损伤模型实验中发现，大鼠复苏后出现了血脑

屏障破坏，如ROSC 3 h脑组织含水量和EB含量明

显升高，24 h达高峰，表明大鼠CPR后血脑屏障被

破坏，血管源性水肿可能在大鼠CPR所致脑水肿的

机制方面起重要作用。这些变化在电镜超微结构观

察中也得到证实。MMPs是一组在降解细胞外基质

(ECM)过程中起主要作用的锌、钙依赖性蛋白水解

酶家族n]。本研究发现，ROSC 3 h MMP一9表达明

显升高，24 h达高峰，说明被激活的MMP一9可能参

与了脑缺血后细胞损伤，降解ECM，破坏脑血管的

完整性，从而导致更严重的血脑屏障损伤，加重脑水

肿和脑损伤。MMPs抑制剂可调控其活性n]。有研

究发现，在局灶性大鼠脑缺血模型中，特异性

MMP一9抑制剂SB一3CT对MMP一9的表达有明显的

抑制作用，能明显减轻脑水肿，有较好的脑保护作

用阳1。本研究中针对SB一3CT对CPR后全脑I／R损

伤的保护作用进行了研究，发现SB一3CT可明显降

低CPR后全脑I／R损伤所引起的MMP一9表达，脑

组织含水量和EB含量与复苏对照组比较均明显降

低，通过观察电镜超微结构也得到证实。有理由推

测，通过使用SB一3CT阻断MMP一9的表达，能减轻

脑I／R损伤，明显减轻脑水肿，有较好的脑保护作

用，有望为临床提供一个新的思路。
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