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尤瑞克林对心脏骤停后综合征兔脑保护作用的研究
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摘要 目的：探讨尤瑞克林（UK）对心脏骤停后综合征（PCAS）兔脑的保护作用及机制。 方法：将42只日本

大耳白兔随机分为假手术组（n=6）、PCAS组（n=12）、UK大剂量（UK-H）组（n=12）、UK小剂量（UK-L）组（n=

12）。采用窒息性心脏骤停法制备兔PCAS模型，假手术组不造成窒息。复苏成功后UK-H、UK-L组立即给

予UK 17.5×10- 3PNAU/kg、3.5×10- 3PNAU/kg，PCAS组注射等量生理盐水。分别于复苏前、复苏后6 h、24 h、

48 h检测血清神经元特异性烯醇化酶（NSE），并进行神经功能缺损评分。48 h后取兔脑组织，应用Western

blot方法测定脑组织Caspase-3、Caspase-9表达。结果：与假手术组比，PCAS组、UK-H组、UK-L组血清NSE

水平在复苏后6 h、24 h、48 h均明显升高（P<0.01）。与PCAS组比，UK-H组、UK-L组血清NSE水平、神经功

能损伤评分在复苏后24 h、48 h明显减少，复苏后48 h Caspase-3、Caspase-9表达水平减低（P<0.05），且在复

苏后48 h UK-H组较UK-L组减低更为明显（P<0.05）。结论：UK能减少复苏后脑炎性因子表达，改善神经

功能，其机制可能与抑制细胞凋亡有关。
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Tongji Hospital, Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 430030, China

Abstract Objective: To investigate the brain protective effects and mechanism of urinary kallidinogenase

(UK) in rabbits with post-cardiac arrest syndrome (PCAS). Methods: Japanese white rabbits were random

divided into the sham group (n=6), PCAS group (n=12), UK high-dose group (UK-H group , n=12), and UK

low-dose group (UK-L group, n=12). PCAS models were established by using asphyxia-induced cardiac arrest;

the sham group was not subjected to asphyxia. Immediately after ROSC, UK-H and UK-L groups were given

17.5×10-3 PNAU/kg and 3.5×10-3 PNAU/kg doses of UK, and the PCAS group was injected with an equal amount

of saline. Serum level of neuron specificity enolization enzyme (NSE) was examined before ROSC and 6 h, 24 h,

and 48 h after ROSC respectively. Functional outcomes were measured by neurological deficit score. Rabbit

brain tissue was collected after 48 h, and Western blot was performed to determine brain tissue Caspase-3 and

Caspase-9 expression. Results: Compared to the sham group，serum level of NSE was significantly elevated in

the PCAS group, UK-L group, and UK-H group 6 h, 24 h, and 48 h after ROSC (P<0.01). Compared to PCAS

group，serum level of NSE and neurological deficit score was clearly decreased in the UK-L group and UK-H

group 24 h and 48 h after ROSC; the expression level of Caspase-3 and Caspase-9 was significantly attenuated in

the two groups 48 h after ROSC (P<0.05), with the UK-H group showing a greater reduction than the UK-L

group (P<0.05). Conclusion: UK reduced brain inflammation and alleviated neurological deficit, and the

mechanism may be related to inhibition of apoptosis.
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心脏骤停后综合征（post-cardiac arrest

syndrome，PCAS）是指心肺复苏后引起的全

身多器官功能障碍[1]，其中以脑功能障碍最难

恢复。脑功能障碍的核心是全脑缺血再灌注

损伤[2]。目前为止，心肺复苏后脑保护唯一公

认有效的治疗仍是亚低温治疗，尚无有效的神

经保护剂广泛应用于心肺复苏脑保护治疗[3]。

尤瑞克林（urinary Kallidinogenase，UK）主要

成分为人尿激肽原酶，能分解产生血管缓

激肽和血管舒张素。已有研究表明[4,5]，UK

能减少局灶性脑缺血体积，减轻神经功能损

伤，其机制可能与促进血管新生和神经细胞

增殖、迁移、分化、减少细胞凋亡等有关。目

前关于UK应用于PCAS的研究及其脑保护

作用机制国内外未见报道。本研究拟从细

胞凋亡角度探讨 UK 对 PCAS 的保护作用，

为UK在心肺复苏脑保护中的临床应用提供

依据。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物与分组 所有动物实验遵照 1996 版《美国

实验动物使用指引》（NIH Publication No.80-23）的要求

进行，并获得湖北医药学院动物伦理委员会的批准。

42只雄性6月龄日本大耳白兔由湖北省实验动物研究

中心提供，平均体质量（2.35±0.19）kg。按随机数字表

法分为 4组：假手术组（6只）、PCAS组（12只）、UK大

剂量（high-dose group，UK-H）组（12 只）、UK 小剂量

（low-dose group，UK-L）组（12只）。

1.1.2 主要设备 飞利浦心电监护仪，有创动脉血压压

力转换器，小动物呼吸机（购于深圳瑞沃德生命科技有

限公司，11012VMR），24号留置针，新生儿气管插管，

新生儿导尿管，新生儿胃管，净化工作台、离心机。

1.1.3 主要试剂 UK（0.15 PNAU/瓶，购于广东天普生

化医药股份有限公司）、定量 PCR 试剂盒为美国 MBI

公司产品，Caspase-3、Caspase-9 等抗体购自美国杰美

基因公司，氯化琥珀胆碱、氯胺酮注射液、肾上腺素、苏

3号、碳酸氢钠、10%糖盐水、5%氨基酸、肌酐、维生素

C、青霉素、多聚甲醛。

1.2 方法

1.2.1 模型建立 用气管夹闭窒息法制备 PCAS 动物

模型，依据文献[6]方法进行：氯胺酮注射液 0.24 mL/kg

麻醉后固定，进行心电监护。用24号留置针穿刺股动

脉，连接飞利浦监护起搏仪监测血压和心率。逆行气

管插管，固定气管导管。心率、呼吸、血压稳定5 min后

（以此作为实验计时点，即 0 h），采集动物血液、备用。

假手术组只做麻醉和插管，其他 3组通过耳缘静脉静

注氯化琥珀胆碱 1 mg/kg，夹闭气管导管直至心跳骤

停。以动脉血压失去波动呈一条直线或平均动脉压

18 mmHg（1 mmHg=0.133 kPa）作为心脏骤停的判断标

准。心跳停止５min后进行复苏，呼吸机辅助呼吸（频

率 35次/min，潮气量 10 mL/kg，气道压力 0~1 cmH2O，

同时行胸外心脏按压，频率 180~220次/min，静注肾上

腺素 0.25 mg/kg，每3 min一次；5%碳酸氢钠 2 mL/kg，

每 30 min一次，连续 4次；苏 3号肌注 0.24 mL/kg。复

苏成功标准：心肺复苏持续10 min，动物恢复自主循环

（return of spontaneous circulation，ROSC）持续 10 min

以上。注射用UK以灭菌生理盐水稀释，复苏成功后

UK-H、UK-L 组立即经耳缘静脉给予 17.5×10- 3PNAU/

kg、3.5×10- 3 PNAU/kg，每日 1次；PCAS组注射同等剂

量生理盐水[7]。

1.2.2 神 经 元 特 异 性 烯 醇 化 酶（neuron specificity

enolization enzyme，NSE）检测 分别于复苏前、复苏后

6 h、24 h、48 h检测血清NSE水平。

1.2.3 神经功能损伤评分 按照Purdy PD[8]神经功能缺

损评分表分别于复苏后 6 h、24 h、48 h对家兔的意识、

行为、转头、转圈及偏盲五方面进行神经功能缺损评

分。总得分最低为2分，表示完全正常，无神经功能缺

陷；总得分最高为11分，表示动物意识丧失或死亡。

1.2.4 Caspase-3、Caspase-9 表达 Western blot 检测 复

苏成功后 48 h麻醉处死动物，迅速剥离颅骨取出脑组

织置于冰器皿上，分离出大脑皮质，置于液氮罐冻存。

检测前先将脑组织称重，约 100 mg，常规方法提取脑

组织蛋白，8%SDS-PAGE电泳后转膜和封闭。用羊抗

兔 Caspase-3、Caspase-9 克隆抗体和辣根过氧化物酶

（HRP）标记二抗孵育，DAB显色；37 ℃PBS终止显色、

照像。结果用分析软件 Image J 进行处理，Actin为内

参，比值结果表示其蛋白的相对含量。

1.3 统计学处理

采用SPSS18.0 软件进行数据分析，符合正态分布

的计量资料以（x±s）表示，均采用单因素方差分析和

Dunnett-t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组家兔基本情况比较

PCAS组、UK-H组、UK-L组各时间点存活率差异

无统计学意义（P>0.05），见表1。

2.2 各组血清NSE水平比较

PCAS组、UK-H组、UK-L组血清NSE水平在复苏

后 6 h、24 h、48 h 较假手术组均明显升高（P<0.01）；

UK-H组、UK-L组血清NSE水平在复苏后6 h与PCAS

组别

假手术组

PCAS组

UK-L组

UK-H组

只数

6

12

12

12

体质量/(kg，x±s)

2.31±0.18

2.35±0.21

2.29±0.17

2.32±0.18

手术操作时间(min，x±s)

15±3

85±12

83±9

87±11

ROSC存活情况/只

6 h

6

11

11

10

24 h

6

9

10

9

48 h

6

6

8

8

表1 各组兔基本生理学质量、手术操作时间、各时间点存活情况
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组比较差异无统计学意义（P>0.05），在复苏后 24 h、

48 h低于PCAS组（P<0.05）；UK-H组血清NSE水平在

复苏后6 h、24 h与UK-L组比较差异无统计学意义（P>

0.05），在复苏后48 h低于UK-L组（P<0.05），见图1A。

2.3 各组神经损伤功能评分比较

假手术组各时间点神经功能评分无变化；与假手

术组比较，PCAS 组、UK-H 组、UK-L 组神经功能损伤

评分在复苏后6 h、24 h、48 h逐渐降低（P<0.05）；UK-H

组、UK-L组在复苏后24 h、48 h与PCAS组比评分降低

显著（P<0.05）；UK-H组在复苏后 48 h较UK-L组降低

更为明显（P<0.05），见图1B。

2.4 各组Caspase-3、Caspase-9表达比较

PCAS 组 、UK-H 组 、UK-L 组 的 Caspase-3、

Caspase-9 表达较假手术组增加，UK-H 组、UK-L 组的

Caspase-3、Caspase-9 与 PCAS 组相比表达降低（P<

0.05），且UK-H组较UK-L组明显（P<0.05），见图2。

3 讨论

PCAS实质是由全身多器官的缺血再灌注损伤引

起的多器官功能障碍，神经功能障碍恢复的程度很大

程度上决定患者的预后[9]。脑缺血再灌注后会启动一

系列的细胞及代谢损伤机制，包括氧自由基增多引起

的氧化应激反应、Ca2+超载、炎性因子大量释放、促凋亡

因子Caspase-3、Caspase-9等过表达，凋亡抑制因子如

BCL-2表达减少等，造成神经功能损伤和缺失[10,11]。

注射用UK是一种从人的尿液中提取的人组织型

激肽原酶，能将激肽原转化为激肽和血管缓激肽，其中

血管舒张素与内皮细胞上的B2受体特异性结合，激活

脑组织内的 eNOS释放血管内皮舒张因子NO，扩张脑

血管，改善脑血流，促进神经功能恢复[12,13]。其机制可能

与通过激活细胞间信号调节的激肽酶 1/2（ERK1/2）级

联反应（尤其是ERK1）及核因子κB（nuclear factor κB，

NF-κB），上调脑源性神经生长因子（brain-derived

neurotrophic factor，BDNF）从而减少谷氨酸盐诱导的

神经毒性，减少Caspase-3过表达有关[14,15]。

NSE 主要存在于大脑神经元和神经内分泌细胞

内，心博骤停/心肺复苏后NSE可从缺血损伤的神经元

中“漏出”并透过血脑屏障进入血液循环，因而血清中

NSE水平可反映心博骤停后脑损伤的严重程度[16]。本

研究发现，PCAS 组及 UK 干预各组血清 NSE 水平在

ROSC后 6 h后升高，24 h后达峰，48 h后逐渐减低，变

化趋势可能与复苏后脑损伤通常在 12~24 h左右达到

高峰有关。本研究中，干预组的NSE水平较模型组明

显减低，说明UK能够减轻心肺复苏后脑损伤，推测其
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注：与假手术组比较，①P<0.05；与PCAS组比较，②P<0.05；与UK-L组比较，③P<0.05

图2 各组Caspase-3、Caspase-9表达比较

注：A：各组血清NSE水平比较；与假手术组比较，①P<0.01；

与PCAS组比较，②P<0.05；与UK-L组比较，③P<0.05。B：各组神

经功能评分比较；与假手术组比较，①P<0.05；与PCAS组比较，
②P<0.05；与UK-L组比较，③P<0.05

图1 各组兔血清NSE及神经功能评分比较
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对全脑缺血有保护作用。

Caspase-3、9属于半胱氨酸蛋白酶家族成员，直接

参与并执行凋亡程序[17]。缺血性脑损伤时，细胞内外

各死亡信号诱导细胞色素 C（cytochrome C，cyt-c），

cyt-c 和 Apaf -1 结合，形成“凋亡体”，激活 Caspase-9，

活化的 Caspase-9 进一步激活 Caspase-3，引起细胞凋

亡 [18,19]，神经保护剂可抑制其表达 [20,21]。本研究发现，

ROSC 48 h 后 UK 干预组的 Caspase-3、Caspase-9 表达

水平明显降低，与既往研究结果一致，推测其机制可能

与抑制凋亡有关。

本研究同时观测到，与UK-L组比，UK-H组ROSC

后 48 h 的血清 NSE 水平、神经功能损伤、Caspase-3、

Caspase-9水平降低更为明显，说明UK对于全脑缺血

的保护作用存在剂量依赖性。上述指标ROSC后6 h、

24 h无显著差异，可能与UK浓度通常在24 h后达到峰

值有关[22] 。

总之，UK能减少复苏后脑NSE表达，改善神经功

能，其机制可能与抑制 Caspase-3、Caspase-9 表达有

关。心肺复苏后脑损伤涉及凋亡机制复杂，本研究并

未涉及超微结构如脑线粒体损伤及其凋亡通路机制研

究，这将是下一步研究的方向。
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