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[文章编号】1000-2200(2009)09-0762-03 ·基础医学·

硫酸镁预处理对小鼠全脑缺血再灌注损伤后

一氧化氮及一氧化氮合酶的影响

吕鸿燕，朱旭友，陈前芬

[摘要]目的：探讨硫酸镁(MgSO。)预处理对全脑缺血再灌注小鼠一氧化氮(NO)、一氧化氮合酶(NOS)活性的影响。方法：小

鼠50只随机均分为假手术组、再灌组和硫酸镁预处理低、中、高剂量组，制作全脑缺血再灌注损伤模型。动态监测脑电图变

化，观察病理形态学变化，检测脑组织NO含蹙和NOS、诱导型NOS(iNOS)活性。结果：硫酸镁预处理各组脑组织缺血损伤病

理学改变轻于再灌组。假手术组及硫酸镁预处理各组脑组织NO含量和NOS、iNOS活性均低于缺血再灌组(P<0．05一P<

0．01)。结论：硫酸镁预处理可减轻神经元损伤程度，对缺血再灌注脑损伤具有保护作用，其机制可能与降低NOS及iNOS活

性、减少NO含量有关。
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Effect of magnesium sulfate pretreatment on content of nitrous oxide and activity of

nitric oxide synthase following global cerebral ischemic reperfusion injury in mice
LU Hong-yan，ZHU Xu-you，CHEN Qian-fen

(Department ofPhysiopathology，Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China)

[Abstract]Objective：To study the effect of Magnesium sulfate(MgS04)pretreatment on the content of nitries oxide(NO)and the

aetivitiy of nitric oxide synthase(NOS)following global cerebral ischemia reperfusion(I／R)injury in mice．Methods：The mice were

randomly divided into sham operation group，I／R group and pretreatment groups(pretreated with low，medium and high doses of

Mgs04)．Global cerebral ischemia-reperfusion injury model was made．The change of EEG was monitored and the pathological change in

morphology wag observed．The content of NO and the activi坤of NOS and inducible NOS(iNOS)were also detected．Results：The

change of isehemie impairment in MgS04 pretreatment groups Was lighter than that in I／R group．The contents of NO and the activities

of NOS and iNOS in the sham operation group and MgSOd pretreatment groups were all significantly lower than those of I／R group(P<

0．05一P<0．01)．Conclusions：mgSOd pretreatment may reduce the degree of neuron injury and have protective effect on cerebral

ischemia-reperfusion injury．The mechanism may be associated witIl the decrease of the content of NO as well as the activities of NOS

and iNOS．
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脑缺血再灌注损伤是一种复杂的病理生理过

程，许多因素参与其发生机制，如细胞内钙超载、自

由基损伤、兴奋性氨基酸释放增加、细胞酸中毒、细

胞凋亡等。一氧化氮(NO)是一种不稳定的“气体

型分子”，生成NO需要一氧化氮合酶(NOS)的催

化，高浓度NO可致脑细胞代谢障碍和病理改变⋯。

在基础研究方面，硫酸镁对心、肺血管损伤及脑缺血

的保护作用有报道旧j，但对急性脑缺血再灌注损伤

的保护作用及机制探讨报道较少。M92+是ca2+的

天然拮抗剂，可通过非竞争性抑制N一甲基一D-天门

冬氨酸(NMDA)受体来有效减少Ca2+内流，从而改

善脑组织细胞损伤¨J。本实验通过观察硫酸镁预

[收稿日期]2008-09-19

[作者单位]蚌埠医学院病理生理学教研室，安徽蚌埠233030

[作者简介]吕鸿燕(1983一)，女，硕f=研究生．

[通讯作者]陈前芬，研究生导师，副教授．

处理对脑缺血再灌注小鼠NO、NOS的影响，探讨硫

酸镁预处理对脑缺血再灌注损伤的保护作用及可能

机制。

l材料与方法

1．1 药品、试剂与仪器硫酸镁注射液(购于扬州

中宝公司)，NOS及NO测定试剂盒(均购自南京建

成生物工程研究所)。FSH-2型高速电动匀浆器(江

苏金坛医疗仪器厂产)，756一MC型紫外分光光度计

(上海精密科学仪器有限公司产)。

1．2 动物与分组 健康昆明种小鼠50只，体重

(25-1-6．5)g，雌雄兼用，由我院实验动物科提供。

随机均分为5组，假手术组：仅行手术，不实施脑缺

血；再灌组：缺血30 min，再灌注1 h；硫酸镁预处理

低、中、高剂量组：分别于缺血前30 min腹腔注射

25、50、100 mg／kg MgSO。，然后缺血30 min，再灌注
1 h。前两组腹腔注射等体积生理盐水。

 



1．3皮层脑电图(EEG)描记小鼠用10％水合氯

醛(350 mg／kg)腹腔内注射麻醉后，俯卧于恒温手

术台上，头颅正中切开头皮，暴露颅骨，分离骨膜，于

右侧顶叶冠状缝与矢状缝旁各1 ITIITI处钻一直径为

3 mm圆孔，暴露顶叶皮质，安装不锈钢电极，与脑电

图负极相连，将参比电极插于同侧耳后皮下，实验过

程中动态监测脑电图。

1．4全脑缺血动物模型的建立将描记皮层脑电

的小鼠仰卧于恒温手术台上，固定，颈部正中切口，

分离气管并气管内插管。分离两侧颈总动脉，穿线

备用。在两侧颈总动脉、颈外静脉、气管、迷走神经、

交感神经下方穿线，环绕过颈后，打活结备用。待动

物稳定后用动脉夹夹闭双侧颈总动脉，同时将绕颈

后的备用线拉紧，颈部软组织逐渐加压，观察脑电波

完全变平后，持续观察30 min，然后松开两侧颈总动

脉的动脉夹，同时解除颈部软组织的加压线，予以再

灌，继续观察1 h。

1．5形态学观察各组动物于观察结束后用20％

乌拉坦过量处死，迅速断头取脑，右侧大脑浸泡于

10％甲醛溶液中固定，石蜡包埋，连续冠状切片，厚

度5～6 Ixm，HE染色，光镜下观察大脑皮质和海马

的组织学变化。

1．6 NOS活力及NO含量测定取左侧脑组织冰
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浴中用预冷生理盐水制成10％组织匀浆，

2 000 r／min，离心10 min，取上清液。余均按试剂盒

说明书操作。

1．7统计学方法采用方差分析和g检验。

2结果

2．1脑电图变化对照组脑电波的波形和幅度，在

观察90 min内未见明显变化；再灌组和用药组动物

在结扎双侧颈总动脉和颈部加压后，脑电波在数秒

内变为一条直线，在缺血的30 min内不变，再灌1 h

后也未见恢复。

2．2病理检查假手术组：外观显示小鼠脑膜无血

管扩张，脑组织无肿胀。光镜下显示大脑皮层和海

马结构及层次清楚，细胞形态结构清晰完整。再灌

组：外观显示小鼠脑膜中度扩张，脑组织极度肿胀。

高倍镜下示脑各部位结构及层次紊乱，皮层充血，间

质水肿明显，大脑皮层和海马的锥体细胞固缩，胞核

固缩为三角形，胞膜与周围分界清楚，胞质嗜伊红呈

淡红色，尼氏小体消失。硫酸镁预处理组：外观显示

小鼠脑膜轻度扩张，脑组织轻度肿胀。光镜下显示

脑各部位结构及层次较再灌组清楚，间质水肿和神

经细胞水肿坏死减轻。硫酸镁预处理各组之间差别

不明显(见图1～5)。

图1 1段手术组，无皮层充血及间质水肿，细胞形态结构清晰完整图2 再灌组，皮层充血，同质水肿明显，大量
锥体细胞固缩，胞核固缩为-三角形。胞质嗜伊红呈淡红色，尼氏小体消失图3 MgS0。低剂量组图4 MgsO。中剂量

组-周．5 MgS0。高剂量组(图3～5：皮层充血及问质水肿、神经细胞固缩坏死减轻)(图l～5均为HE染色×400)
● 一一一一一—2．3脑组织NO、NOS和jNOS活性假手术组和 表1)。

硫酸镁预处理各组脑组织总NOS(T—NOS)和iNOS ．。．。

活性均低于再灌组(P<0．05～P<0．01)，MgSO。预
。 ⋯。

处理低、中剂量组T-NOS活性均高于高剂量组(P< 镁是人体的必需元素，它在调节细胞能量代谢，

0．05和P<0．01)。假手术组和硫酸镁预处理各组 维持细胞内外离子的平衡，及缺血性损伤的发病机

脑组织NO含量也明显低于再灌组(P<0．01)(见 制中起重要作用。硫酸镁最早作为一种降压、抗痉
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表1各gill,鼠脑组织NO、NOS和iNOS活性比较(i±s)

q检验：与假手术组比较料P<O．01；-q再灌组比较s P<0．05，}}P<

0．01；与低剂量组比较△△P<0．01；与中剂量组比较▲P<0．05

挛药，临床上用于治疗妊娠高血压疾病和高血压脑

病。近年研究发现在脑缺血早期应用硫酸镁可有效

减轻脑组织的损害程度，减轻脑组织的炎症反应，从

而发挥脑保护作用H J。

NO是生物体内重要的信使分子和效应分子，

具有神经介质和调质的功能，广泛参与体内生理和

病理活动。近年来NO、NOS在脑缺血再灌注损伤

中的变化及作用引起人们的广泛关注。生物体内的

NO由L一精氨酸和分子氧在NOS的作用下合成。

NOS作为NO合成的关键酶，可分为神经元型

(nNOS)、内皮型(eNOS)和诱导型(iNOS)。前两者

通称为原生型酶(cNOS)，激活依赖于Ca2+和钙调

蛋白的作用；而iNOS非依赖于Ca2+和钙调蛋白，可

由炎症因子、内毒素等诱导激活∞J。

NO在脑缺血损伤的不同时间段、依据来源不

同对脑组织具有神经保护№1和神经毒性⋯双重作

用。近年研究表明旧’9J，NOS是决定NO双重作用的

关键。eNOS产生的NO局部扩张脑血管，增加脑血

流，发挥脑保护作用；而iNOS和nNOS产生的NO

主要与细胞毒作用有关。在脑缺血时NO大量生成

并介导神经元损伤；同时神经元损伤引起炎细胞的

浸润、细胞因子高表达，进而诱导iNOS活化，引起

NO合成增多，介导迟发性神经元损伤¨0。。

本实验结果显示，脑缺血30 min，再灌1 h后小

鼠脑组织T-NOS及iNOS活力、NO含量均明显上升

(P<0．01)，提示NOS活性及NO含量的增加参与

脑缺血再灌注损伤。而升高的NO与NMDA受体结

合使大量ca2+通道开放，胞质内ca2+明显升高，引

起细胞内钙超载，促发损伤级联反应【l¨。M92+是

NMDA受体的非竞争性抑制剂，当镁离子浓度提高

时可明显降低NMDA受体的活性，减轻其渗透性损

伤与钙相关损伤造成的脑水肿和神经坏死旧1。另

外，M92+还参与自由基生成和清除过程中各种酶的

活动，如Mg“能抑制脑外伤时SOD的降低和NOS

的上升¨2|。本实验在缺血前30 rain腔内注射

MgSO。，增高血镁浓度，非竞争性抑制NMDA受体，

减少Ca2+内流，减轻钙超载引起的损伤。实验病理

形态学观察证实，用硫酸镁预处理能明显减轻缺血

再灌引起的脑组织间质水肿和神经细胞水肿坏死。

生化检测发现，不同剂量硫酸镁预处理组小鼠脑组

织内NO含量、T—NOS及iNOS活力均明显低于缺血

再灌组，说明M92+能抑制脑缺血再灌注损伤时NO

含量的上升及NOS活性的增高，且这种抑制作用呈

剂量依赖性，剂量越高，效果越明显。

总之，硫酸镁预处理能明湿减轻缺血再灌注时

的组织病理损害，起到了神经保护作用，这种保护作

用可能与MgSO。能抑制脑组织内iNOS活性、降低

NO含量、减轻钙超载有关。
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