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　　摘要: 目的研究亚硒酸钠对沙土鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用及其机制。方法 将 50只沙土鼠随机分为 5组, É

组:假手术组; Ê组:缺血灌注 1天处死组; Ë组:缺血再灌注 4天处死组; Ì组: 硒处理、缺血再灌 1天处死组; Í组: 硒处

理、缺血再灌注 4天处死组。采用夹闭双侧颈动脉法制备沙土鼠脑缺血再灌注模型,焦油紫染色,光镜下观察各组海马

CA 1区神经细胞的形态变化,电镜下超微结构变化。同时测定脑组织中丙二醛 (M DA )、谷胱甘肽过氧化酶 (GSH 2PX)、

超氧化物歧化酶 (SOD )的含量。结果 硒处理组沙土鼠脑缺血再灌注后,神经细胞病理形态损伤较轻, SOD、GSH 2PX 含

量较高,M DA 含量较低。结论 硒对沙土鼠脑缺血再灌注损伤具有保护作用,其机制可能和增强脑缺血再灌注早期脑组

织中 SOD、GSH 2PX 的活性,抑制氧自由基损伤,减轻脂质过氧化反应有关。
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Abstract: Objective To study the p ro tect ive effects and m echan ism s of sodium selen ite on cereb ral ischem ia reperfu2
sion in gerb ils. M ethods 50 gerb ils w ere divided in to five group s at random. É : sham 2operated group; Ê : cereb ral is2
chem ia reperfu sion fo r 1 day; Ë : cereb ral ischem ia reperfu sion fo r 4 days; Ì : cereb ral ischem ia reperfu sion fo r 1 day w ith

sodium selen ite treatm en t; Í : cereb ral ischem ia reperfu sion fo r 4 days w ith sodium selen ite treatm en t. Cereb ral ischem ia

reperfu sion models w ere m ade w ith occlu sion of b ila teral caro t id arteries. Patho logic changes of neu ron in h ippocampus

w ere observed under op tical m icro scope and electron m icro scope. Con ten ts of M DA , SOD and GSH 2PX in cereb ral t issue

w ere assayed. Results T he pathomo rpho logical in ju ries w ere ligh ter in neu rons of gerb ils w ith selen ium treatm en t. A nd

also the con ten ts of SOD , GSH 2PX w ere h igher,w h ile M DA w as low er in the gerb ils receiving selen ium treatm en t. Con2
clusion s Selen ium cou ld p ro tect neu ron again st in ju res in cereb ral ischem ia reperfu sion in gerb ils. T he m echan ism s m ay

be related to enhancing the act ivity of GSH 2PX and SOD in cereb ral t issue, inh ib it ing the dam age of free radical and ex2
tenuating lip id perox idat ion.
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　　近年来,随着临床上对缺血性脑血管病溶栓治疗

的开展,脑缺血再灌注损伤受到了更多关注,有关脑缺

血再灌注损伤的病理生理机制及其药物保护作用的研

究取得了重大进展。硒是谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH 2
PX )的必需成分, GSH 2PX 能特异性地催化还原型谷

胱甘肽对过氧化氢的还原反应而起到抗氧化、清除自

由基的作用。本研究利用沙土鼠前脑缺血再灌注模型,

通过焦油紫染色光镜下观察各组海马 CA 1 区神经细

胞的形态变化,醋酸铀染色观察电镜下神经细胞超微

结构变化,观察了硒对脑缺血再灌注后海马CA 1区神

经细胞的保护作用, 通过测定脑组织中丙二醛
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(M DA )、GSH 2PX、超氧化物歧化酶 (SOD )的含量,探

讨了其可能的作用机制。

1　材料与方法

111　材料　健康成年沙土鼠 50只,月龄 4～ 5 月,体

重 (50±10) g,雌雄不限,由泰山医学院生理教研室提

供, 蛋白酶 k、DAB (过氧化物酶底物)、多聚甲醛由美

国 Sigam 公司提供, GSH 2PX 试剂盒、M DA 试剂盒、

SOD 试剂盒均由南京建成生物工程研究所提供,亚硒

酸钠为国产普通标准,普通自来水配制成018 mm o löL
的溶液。

112　方法

11211　试验方法　50只沙土鼠随机分为 5组, É 组:

假手术组; Ê组:缺血再灌注 1天处死组; Ë组:缺血再

灌注 4天处死组; Ì 组: 自由饮用亚硒酸钠水、缺血再
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灌注 1天处死组; Í 组: 自由饮用亚硒酸钠水、缺血再

灌注 4天处死组。Ì组、Í组自由饮用 018 mm o löL 亚
硒酸钠 1个月,做脑缺血再灌注模型,术后继续自由饮

用亚硒酸钠水至处死取材, É、Ê、Ë 组均自由饮用自
来水,饲料同为普通颗粒鼠料,由山东省生物制品研究

所提供。

11212　前脑缺血再灌注模型制作　乙醚吸入麻醉后

取颈前部正中切口,分离并用无创微血管夹夹闭双侧

颈总动脉 5 m in,然后去除微血管夹,造成前脑缺血再

灌注状态,分别于手术后 1天、4天处死动物取材。假

手术组除不夹闭颈总动脉外,其余操作与以上步骤相

同。

11213　焦油紫染色　去眼球放血处死后,迅速剥离脑

组织,取乳头体至视交叉处脑组织,以 4%多聚甲醛固

定 6 h, 梯度浓度酒精脱水, 石蜡包埋, 切片厚度为 5

Λm , 1%焦油紫+ 0105%嗜天青Ê + 0125%甲苯胺兰

复合染色,光镜下观察海马CA 1区神经细胞的形态变

化。

11214　双重染色　每组取 3只沙土鼠,处死后立即冰

盘内剥离海马,切成 1 mm 3 小块, 4%多聚甲醛固定 24

h, 2%锇酸固定 2 h,梯度浓度丙酮脱水,环氧树脂 120

包埋,行半超薄切片 (1 Λm ) ,光镜下定位后行超薄切

片, 醋酸铀及枸橼酸铅双重染色, 透射电镜观察海马

CA 1区神经细胞的变化。

11215　M DA、SOD、GSH 2PX 含量测定　每只取脑组

织 015 g,加生理盐水稀释 10倍,用玻璃均浆器在冰上

研磨, 离心后取上清液进行M DA、SOD、GSH 2PX 含

量的测定,具体操作方法按说明书进行。

113　统计学处理　应用 SPSS 1010版软件进行统计

学分析。数据以 x±s表示,组间比较采用单因素方差

分析,再用L SD 法进行两两比较。

2　结果

211　光镜结果　假手术组沙土鼠海马CA 1区锥体细

胞 3～ 4层,排列紧密,细胞核圆而大,核仁清晰,焦油

紫染色示胞浆内尼氏体丰富, 神经纤维密集, 排列整

齐;缺血再灌注 1天沙土鼠海马CA 1区锥体细胞层次

减少,排列稀疏,细胞间隙增大,部分细胞肿胀,结构模

糊,形态不清,少数细胞空泡变性,细胞核固缩,核仁消

失;硒处理+ 脑缺血再灌注 1天细胞层次亦减少,但仍

可见 1～ 2层细胞,损害较缺血再灌注 1 天轻; 脑缺血

再灌注 4天细胞层次进一步减少,排列更为稀疏,细胞

核固缩为三角形或多角形,脱失现象明显;硒处理+ 脑

缺血再灌注 4天海马区可辨出残留的细胞层次,细胞

形态改变也较轻。

212　电镜结果　假手术组: 核膜完整光滑,染色质分

布均匀,线粒体膜完整, 线粒体嵴清晰可见 (见图 1) ;

脑缺血再灌注 1 天; 核膜溶解,染色质凝聚,线粒体肿

胀,线粒体嵴断裂或消失,部分线粒体膜溶解,胞浆内

可见高电子密度致密小体 (见图 2) ; 硒处理+ 脑缺血

再灌注 1天;核膜部分溶解,结构模糊,可见残存核膜,

染色质分布比较均匀,线粒体肿胀,线粒体嵴稀疏,胞

浆内致密小体电子密度较Ê组低,细胞损伤较轻 (见图

3) ;脑缺血再灌注 4天:核膜崩解,局部凹陷,染色质凝

聚、边集,线粒体膜溶解,线粒体嵴消失,部分线粒体呈

空泡样变 (见图 4) ; 硒处理+ 脑缺血再灌注 4天: 核膜

结构基本完整,染色体轻度凝聚、边集,线粒体嵴比较

清晰,部分线粒体呈空泡样变 (见图 5)。

213　各组M DA , GSH 2PX 及 SOD 比较 (表 1) 　

M DA : 除Ê 组与各组比较 P < 0101外,其余 9 组间比

较均 P > 0105; GSH 2PX: É 组与Ì 组、Ê 组与Ë 组比
较 P > 0105, É组与Í组比较 P < 0105,其余 7组间比

较均 P < 0101。SOD: É组与Ì组、É组与Í组、Ì组与
Í组比较 P > 0105, Ê 组与Ë 组比较 P < 0105,其余 6

组间 P < 0101。

表 1　各组M DA、SOD、GSH 2PX 含量比较 (x±s)

组别 SOD
(NU öngp ro t)

M DA
(nmo löm l)

GSH 2PX
(活力单位)

É组 72. 85±5. 70 2. 74±0. 24 35. 24±6. 41

Ê组 51. 92±8. 09 6. 61±1. 55 18. 97±2. 57

Ë组 59. 20±3. 30 2. 84±0. 67 19. 66±2. 51

Ì组 74. 18±4. 59 2. 86±0. 28 33. 87±5. 58

Í组 67. 70±3. 04 2. 77±0. 31 34. 14±7. 32

F 值 31. 26 46. 86 17. 74

P 值 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01

3　讨论

我们通过焦油紫染色神经细胞的尼氏小体,对缺

血再灌注后海马CA 1 区病理改变以及硒干预后的病

理变化进行了动态观察。结果发现在缺血 5 m in 再灌

注 1 天后海马CA 1 区锥体细胞即有明显的细胞变性

坏死,表现为层次减少,细胞间隙增大,部分细胞肿胀,

结构模糊,形态不清,少数细胞空泡变性,细胞核固缩,

核仁消失。4天后细胞损伤进一步加重,细胞排列更为

稀疏, 残存的细胞极少。说明缺血再灌注后对海马

CA 1区的损害严重。而硒处理后的沙土鼠缺血再灌注

后海马区细胞层次的减少、细胞形态损伤性改变相对

较轻。说明硒可以减轻沙土鼠脑缺血再灌注时光镜下

海马CA 1区神经细胞病理形态损伤。对缺血再灌注的

超微结构观察,发现细胞内的各种细胞器尤其是线粒

体损伤严重,染色质大量边集,膜系统大量崩解。而硒

处理后,损伤较缺血再灌注组明显减轻,超微结构显示

了硒对细胞内部结构具有良好的保护作用。

目前认为,脑缺血再灌注损伤与氧自由基形成、兴

奋性氨基酸的细胞毒性、细胞内钙增高、中性粒细胞浸
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图 1　假手术组电镜下表现 (×20000) (鼠号 8)

(核膜完整光滑, 染色质分布均匀, 线粒体膜完

整,线粒体嵴清晰可见)

图 2　缺血再灌注 1天电镜下表现 (×20000) (鼠

号 19)

(核膜溶解 (γ ) , 染色质凝聚, 线粒体肿胀, 线粒

体嵴断裂或消失, 部分线粒体膜溶解, 胞浆内可

见高电子密度致密小体 (⊥ )

图 3　硒处理+ 缺血再灌注 1天电镜

下表现 (×20000) (鼠号 28)

(核膜部分溶解, 结构模糊, 可见残存

核膜,染色质分布比较均匀,线粒体肿

胀,线粒体嵴稀疏,胞浆内致密小体电

子密度较Ê组低 (⊥ ) ,细胞损伤较轻)

图 4　缺血再灌注 4 天电镜下表现

(×20000) (鼠号 38)

(核膜崩解 (γ ) , 局部凹陷, 染色质凝

聚、边集, 线粒体膜溶解, 线粒体嵴消

失,部分线粒体呈空泡样变 (Υ ) )

图 5　硒处理+ 缺血再灌注 4天电镜

下表现 (×20000) (鼠号 48)

(核膜结构基本完整 (ε ) ,染色体轻度

凝聚、边集, 线粒体嵴比较清晰 (β ) ,

部分线粒体呈空泡样变)

润与内皮细胞损害有关〔1～ 3〕。自由基代谢异常是脑缺

血再灌注损伤的重要原因,脑缺血再灌注时,细胞内氧

自由基大量增加,氧自由基极易攻击含不饱和双键的

生物膜结构, 发生脂质过氧化反应, 使膜结构遭到破

坏,影响膜的通透性,使离子转运、生物能的产生和细

胞器的功能发生一系列病理生理改变,导致神经细胞、

胶质细胞和血管内皮细胞损伤。M DA 作为氧自由基

与生物膜不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应的代谢产

物,其含量变化间接反映了组织中氧自由基含量及细

胞损伤的程度。本试验中,沙土鼠脑缺血再灌注 1天脑

组织M DA 含量较假手术组明显增高 (P < 0101) , 而

饮用亚硒酸钠水的沙土鼠在脑缺血再灌注 1天后脑组

织M DA 含量较假手术组无明显变化 (P > 0105) , 表

明脑缺血再灌注后,脑组织内自由基产生增加,发生了

明显的脂质过氧化反应,而亚硒酸钠可以减少自由基

的产生、减轻脂质过氧化反应。脑缺血再灌注 4天,硒

处理组和对照组脑组织M DA 含量与假手术组相比差

异无显著性 (P > 0105) ,表明在脑缺血再灌注后期脑

组织自由基水平可自动恢复稳态,与文献报道一致〔4〕。

GSH 2PX 的活性中心是硒半胱氨酸, 硒是 GSH 2
PX 的必需成分, 硒还参与花生四烯酸级联反应中酶

活性的调节〔5〕, Chang〔6〕及M ahan〔7〕等通过动物实验

证明,饮食中补硒,可影响 GSH 2PX m RNA 水平的过

度表达。M o lnar等〔8〕也证明了血浆硒浓度与GSH 2PX

呈正相关。同时, R aym an 等〔9〕也提出了在 GSH 2PX

中,硒对于破坏过氧化物是一个重要的清除系统的组

成部分,当血浆中硒浓度降低时,则过氧化物增多。本

组实验亦提示补充硒可以提高缺血再灌注时脑组织内

GSH 2PX、SOD 的含量,这与上述提到的硒能降低缺血

再灌注时脑组织内M DA 的含量相吻合。硒对M DA

含量的降低是通过提高 GSH 2PX、SOD 的活性而实现

的, 从而起到减轻氧自由基损伤, 减弱脂质过氧化反

应,保护神经细胞的作用。
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糖尿病伴发皮肤病变的临床分析

欧阳芳,姜睿,马红艳,徐玲
(泸州医学院附属医院,四川 泸州　646000)
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　　糖尿病患者可出现多种皮肤损害,约

61%的 2型糖尿病患者伴发皮肤病变〔1〕。

近 2年诊治 2型糖尿病伴发皮肤病变 132

例, 占同期糖尿病住院患者的 3816%

(132ö342) ,总结报告如下。

2型糖尿病患者男 58例,女 74例,年

龄 42～ 73岁,平均 (5618±1115)岁,病程

3周～ 15年。主要皮肤病变有:感染 76例

(5716% ) ,其中癣菌及白色念珠菌感染 47

例 (6118% ) , 金黄色葡萄球菌感染 25 例

(3119% ) ,疱疹病毒感染 4例 (513% ) , 60

岁以上病例占 6015% (46ö76) , 糖化血红

蛋白 (H bA 1c) > 810%者 47例 (6118% ) , 5

例下肢湿性坏疽者均超过 60岁, H bA 1c>

1010% ; 胫前色素沉着斑 42 例 (3118% ) ,

男性多见,男:女为 118∶1,病程 5年以上

者 占 6119% ( 26ö42 ) , 瘙 痒 症 7 例

(513% ) , 发病率与年龄分布及病程无明

显相关; 糖尿病性大疱病 4例 (310% ) ,湿

疹 3 例 (213% ) , 均见于 60 岁以上, 大疱

病患者伴有神经病变、大血管及微血管病

变多种并发症,病程均超过 5年。所有病

例在控制血糖水平同时治疗皮肤病变。

所有病例经治疗后 3 周～ 8 周, 空腹

及餐后 2 h 血糖水平控制在正常范围, 73

例 (瘙痒症 7例、糖尿病性大疱病 4例、湿

疹 3 例及感染 59 例)皮疹消退、皮损愈

合,瘙痒症状消失; 17例 (下肢皮肤化脓性

感染 7 例, 癣菌感染 10 例)皮损部分愈

合, 均为皮损严重、合并多种并发症的患

者; 42例胫前色素沉着斑皮损无消退, 亦

无新皮损出现。随访 2 年, 感染复发率

收稿日期: 2002212218;修回日期: 2003202228

1518% (12ö76) , 其中 5813% (7ö12)为血

糖控制不好、并发症较多的老年患者。

皮肤病变是糖尿病的常见合并症,发

病情况及发病机制未完全明了,可能与糖

代谢异常、微血管病变、动脉硬化、神经病

变有关。部分病例以皮肤病变为首发表

现, 可作为诊断糖尿病的线索, 因此正确

认识糖尿病皮肤病变有助于提高糖尿病

早期诊断的准确率。

本组皮肤病变中感染最常见,与国内

外文献报道一致〔1, 2〕, 患者容易发生皮肤

感染, 与糖尿病患者机体防御机能减弱,

白细胞的趋化功能、吞噬作用和杀菌能力

均减退等因素有关。感染与年龄及代谢控

制程度密切相关, H bA 1c 水平高、年龄大

的患者感染发生率高。老年患者感染程度

严重、易复发。皮损预后与年龄、代谢控制

程度及并发症有关。治疗的关键是控制血

糖水平, 选用敏感药物治疗感染, 必要时

清创处理,同时治疗并发症。

约 50%的糖尿病患者有胫前萎缩性

色素沉着斑〔3〕, 以男性多见, 皮损多发生

在胫骨前, 呈淡棕色萎缩性斑, 边缘不规

则, 表皮光滑、菲薄, 皮损约 115 年～ 2 年

消失,但新皮损不断出现。也可见于少数

非糖尿病老年人。本组资料显示胫前色素

沉着斑与血糖水平无关,但多见于病程 5

年以上者。可能是由于皮肤血液循环与周

围神经功能的障碍, 引起皮肤营养不良,

当有轻微外界刺激作用于局部皮肤时发

生此类皮损〔4〕。目前无特殊治疗方法。

糖尿病患者的瘙痒症表现为全身性

瘙痒和局限性瘙痒, 与患者血糖水平升

高、植物神经功能减退和伴随出汗减少造

成皮肤干燥有关。应避免搔抓、摩擦及采

用刺激药品,控制血糖水平及抗组胺药可

改善瘙痒症状。

糖尿病性大疱病表现为自发的、无损

伤性清晰水疱, 多发生于指 (趾)端部, 其

次为足、小腿,一般病程较长,伴有神经病

变、大血管及微血管病变等多种慢性并发

症,全身营养状况差,可能与微血管病变、

神经营养障碍、局部代谢紊乱、创伤等有

关, 有大疱病者应注意预防感染。湿疹在

糖尿病中发病率可达 30%～ 40%〔5〕,常发

生于外阴等易摩擦处及皮脂分布较多的

部位, 本组 3 例分别发生于外阴及双下

肢,控制血糖水平及对症治疗后好转。

糖尿病是引起皮肤病变的根本病因,

控制血糖水平是预防和治疗糖尿病性皮

肤病的关键措施,同时患者应该重视保护

皮肤,避免损伤、感染。
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