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冷冻对兔 (犬 )脑组织影响的观察

附属第二医 院脑外科 孙国华 朱 撇 吕学正 峋祥洛

冷冻外科是六十年代发展起来的一门新

学科
,

我国近年来已开始应用于临床各科
,

但在脑外科领域 中的应用尚少报道
。

本文通

过对兔 ( 犬 ) 脑组织进行冷冻实验
,

探讨脑

组织冷冻后的病理变化和生物学效应
,

并探

索用国产冷冻探头治疗帕金森氏病所应选用

的冷冻剂量
,

为临床提供冷冻技术治疗锥休

外系疾病的参考数据
。

实验讹备与材料

实验设备金 使用杭州制氧机研究所
、

杭

州无线电八厂和本科 协作研 制的 B Y一 I 型

软管大型 自控 液氮治 疗机
。

治疗温 度可在

。 ℃~
一 1 96 ℃范围内随意选定和调节

。

冷冻

探头 为圆柱形
,

直径为 2
.

4 m m
。

制冷剂为

液态氮
。

实验材料
;

兔 32 只
,

犬 2 只
,

雌雄不拘
,

兔体重 1
.

5一 2
.

s k g
,

犬休玉 1 3 k g
.

左右
。

实 验 方 法

一
、

操作方法 动物全麻后 ( 氛荃甲酸

乙醋麻醉 ) 在额后顶部中 线旁 。
.

5 ~ 1
.

O C m

处开颅
。

显露额顶区脑皮层
,

将探头垂直 插

入脑组织中
,

深 约 5 一 10 m功
,

启 动 冷 冻

喷液开关
,

使冷冻探头快速 降 温 ( 平 均 约

1 00 ℃ / m in )
,

达预定 冷冻 温度后 开始 计

时
。

冷冻结束后自然复温解冻
,

移去冷冻探

头
,

并按不同时间将动物处死
,

完整剖取脑

组织
,

置于福马林液中固定 3天
,

然后在冷

冻部位作脑冠状切面
,

肉眼观察冷冻损伤灶

大小
,

并将冷冻
r

损伤区脑组织作石腊包埋切

片 ( 苏木精一伊 红液 染色 )
,

在 光镜 下观

察
。 .

: ~

一
1 .

1

二
、

实验分组 实验分成 以下 6 组
。

第 1组 , 兔 8 只
,

分别以
一

30 ℃ , 一

50 七

( 2 只 )
, 一 8 0 oC ( 2 只 )

, 一

1 1 5 ,C
, 一

1 4 0℃

及
一

1 80 ℃对兔脑进行冷冻
。

冷冻时间均为 3

分钟
。

冷冻结束后立即处死动物
,

剖取兔脑

作病理检查
。

第 2 组
:

兔 10 只
,

以
一

50 ℃冷冻 兔脑 3 分

钟
,

分别于冷冻后 1 2小时
, 1

、

2
、

3
、

d
、

6
、

1 4
、

2 8
、

3 1及 1 0 5天将 动物处死
,

剖取

兔脑作病理检查
。

第 3 组
:

兔 4 只
,

以
一

50 ℃ 分别 冷冻免

脑 5
、

10
、

15 及 20 分钟
,

冷冻结束后立即刘

取兔脑作病理检查
。

第 4 组
:

免 5 只
,

以
一

50 ℃ 冷冻兔 脑 3
-

分钟
,

分别于冷冻后 10 分钟和 1
、

2
、

’

3

4 天经颈动脉注射 0
.

5%伊文 思蓝 2 m l
,

分钟后剖取兔脑 作病理检查
。

界只。

第 5 勿1
:

免 2 只
,

其 巾一只 以
一

50 ℃童

复冻融 2 次
,

才任次均为 3 分钟
, 6 0小时后剖

取兔脑
; 另一只 以

一

50 ℃重复冻融 3 次
,

每次

均为 1 分钟
,

60 小时后 剖取 兔脑 作病 理检

查
。

第 6 组
:

免 3 只
,

犬 2 只
。

兔 分 别 以

①
一

1 15 ℃冷冻 3 分钟
,

5 6小时后剖取兔脑作

病理检查 ; ②
一 80 ℃冷冻 3 分钟

,

24 小时后
,

剖取脑作病理检查
; ③

一

20 ℃冷冻 1分 钟
,

84 小时后剖 取脑作 病理 检查
。

犬分 别以①
一 1 20 ℃冷冻 3 分钟

,

72 小时后剖取犬脑作病

理检查 , ②
一

80 ℃冷冻 3 分钟
,

取犬脑作病理检查
。

、

实
`

验
’ 一

结
.

果

9 个万
少

后剖

、

冷冻损伤灶大小
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第 1组 :
不同冷冻温度所致 兔脑损伤灶

大小见表 1 (冷冻时间均为3 分钟 )
。

浙江医科大学学报

9个月后脑损伤灶直径为3 又4 m n I
。

二
、

脑组织病理变化

表 1冷冻沮度与
,

兔肺挥体江大令比较
.

_
一一

份 一二
.

卜1
~

二

冷冻温度 ( ℃ ) 3 0
一
6 0

一
8 0

一
11 5

一
14 0

一
18 0

病卖卜直书乏( m m ) 6
.

5 8 1 1 13 14 16
.

5

第 2 组
: 一

50 ℃冷冻 3 分钟
,

12 小时 后

冷冻损伤灶直径为 7
.

s m m
, 1

、

2
、

3
、

4
、

6
、

1 4 天均为 7 : n m
,

2 8
、

3 1 天为 5 m n i ,

10 5天为 4 m m
。

第 3组
:

不同冷冻时间所致兔脑损伤灶

的大小 ( 温度均为
一

50 ℃ ) 见表 2
。

表 2 一 50 ℃冷冻时间与兔脑损伤 灶

大小比较

冷冻 11寸l} , 1 ( m i n ) 病灶直径 ( m m )

10

I 6 :{
·

6

2 0 1 1

第 4 组
: 一 50 ℃冷冻 3 分钟

,

10 分钟后

经颈动脉艺卜射 0
.

5%伊 文 思蓝
,

冷冻损伤灶

外围出现约 卜毫米染色 , 冷冻后 1 ~ 4 天注

射者
,

冷冻止L周围未见有伊文思蓝染色
。

第 5 组
:

_

吸复冻融 与单次冻融所致脑损

伤灶大小见 人 3
。

表 3 一 50 ℃冻融次数与脑损伤 灶

大
,

J
、

比较

汤亏融次数 2 ;凡

冻融时介
r] (m i n )

病丈l二直径 ( , n 功 ) 1 1
.

6 .

第 6 红1. 兔脑
一 1 1 5℃冷冻 3 分钟

, 5 6小

时后
,

脑损伤灶直径为 12 ~ 13 m m
,
一劝 ℃冷

冻 3 分钟
, 2一小时后脑损伤灶直径为 l o m m

。

一

20 ℃冷冻 1 分钟
, 8 4小时后脑损伤灶直径为

2 m o l 。 及脑 一 12 0℃冷冻 3分钟
,

了2小时后

脑损伤灶直径为 1 3 m 。 , 一 80 ℃冷冻 3分钟
,

.1 肉眼所见
:

.

当冷冻探头插入脑组织较

浅表 ( 约 s m m 深时 j 且温 度 较低 时 ( <

一 1。。℃ )
,

皮层下组织中 便 形成一坚硬冰

球
,

随着时间增
一

长
,

冰球渐向外扩展 ( 3 ~

5 分钟后冰球扩展速度即不显著 )
。

冷冻结

束
,

自然复温过程中
,

冰球开始融化
,

并有

血性水样液体渗出
。

冷冻后 10 分钟至 3天
,

冷冻损伤灶呈卵

圆形暗红色斑块状
,

与周 围 脑 组 织分界清

楚
,

外观类似脑 出 血 性 梗死灶
。

冷冻后 6

天
,

冷冻灶呈灰褐色 , 14 天呈灰黄蜂窝状圆

形坏死灶
,

边界清晰 , 30 天呈一囊腔
,

腔内

残留有淡黄色组织 , 1 05 天所见同上
,

但病灶

略有缩小
; 9 个月后

,

冷冻损伤灶仍呈卵圆

形
,

灰黄色
,

质地略硬
,

边界清楚
。

2
。

镜检结果
:
脑组织冷冻 10 分钟后

,

冷

冻区神经元呈程度不等的固缩性改变
,

细胞

核浓缩
,

核染色加深
,

部份胶质细胞肿胀
,

呈空泡状
,

神经纤维增粗
,

冷冻区中心部有

点状或少}
·

状 出血点
,

血管明 显扩张
、

淤血
。

血管内皮轻度肿胀
,

血管周围间隙扩大
,

偶

见部份血管四周有蛋白样液体渗出
,

脑组织

见有疏松空网带或蜂窝状结构
。

冷冻后 1 2小时至 14 天
,

冷冻区脑组织细

胞及细胞核 i吝解
,

组织结构消失
,

呈液化坏

死
。

坏 死区内有中性自细胞浸润及少量吞噬

细胞
,

随着时间推移
,

吞噬细胞逐渐增多
,

大 多位于损伤区边缘
,

部份侵入损伤区中
,

)卜可见到冷冻区小血管内有血栓形成
。

冷冻后 30 天至 9 个月
,

脑组织坏死灶局

限化
,

呈向心性收缩
。

坏死灶边缘出现胶质

纤维伴较多吞噬细胞浸润
,

及新生小血管
,

时间越长
,

增生之胶质纤维越多
。

以 一 ZD℃ 1 分钟冷冻的兔脑组织
,

84 小

时后镜检结果发现冷冻区有局限性坏死灶
,

中性自细胞浸润
,

小血管内有血栓形成
。
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讨 论

一
、

脑组织冷冻后病理变化特征 根据

实验观察
,

脑组架冷冻后的病理变化可分为
三期

:

①坏死前期
:

此 期 在
`

冷冻后 12 小时

内
,

其病理变化以脑组织细胞变性为特点
;

②坏死期
:

此 期在冷冻后 12 小时至 14 天
,

其

病理变化以脑组织液化性坏死为主 ; ③修复

期
:

此 期在冷冻后 14 天 以后
,

其病理改变主

要是冷冻坏死灶逐渐收缩
,

有大量吞噬细胞

浸润
,

胶质纤维增生
。

时间越长
,

纤维越多
,

逐渐形成疤痕
。

以上病理变化过程 与脑的缺血性软化病

理过程相类似
。

二
、

冷冻导致脑组织细胞死亡的机理

目前尚有争论
,

根据有关资料报道 ( ` ) ,

冷冻

导致生物细胞死亡的机理主要是
:

①细胞内

外冰晶形成所致的机械 性损伤
; ②细胞脱水

和皱缩
; ③ 电解质浓缩和酸碱度改变 ; ④细

胞膜脂蛋白成分变性
; ⑤温度休克等

。

根据本实验研究
,

作者认为值得强调的

是冷冻所致活体脑组织微循环障碍在
一

导致脑

组织坏死过程中的地位
。

作者在实验中发现

冷冻时脑组织小血管收缩
,

融化时小血管扩

张
,

渗透性增加
,

以致血液浓缩
,

血流缓慢
、

淤积
,

最后发生小血管内血栓形成
。

此外
,

-

从病理切片中观察到冷冻后血管内皮细胞肿

胀
,

变形甚至剥脱
,

以致血管腔变窄
,

进而促

使血管内血栓的形成
。

如以 一 3 0 ℃一 一 1 80 ℃

低温冷冻脑组织
,

10 分钟后组织学检查未见

脑组织坏死
,

但 12 ~ 2 4小时后
,

脑组织细胞

则由不全性坏死至坏死完全
。

最近有些学者

通过实验证实 `“ ) ,

冷冻灭活正常细胞和肿瘤

细胞 ( 均为体 外 试验 ) 的临界 致 死温度为

一 4 0℃ 3 分钟
。

但作者实验中以 一 2 0 ℃ 1分

钟冷冻兔脑组织
,

结果于冷冻后 84 小时检查

发现冷冻区及其附近小血管明显扩张
,

血液

郁滞并有血栓形成
,

局部脑组织已呈缺血性

坏死
。 ”

S o e ji m a
等 ( ’ ) J月冷冻方法研究脑水肿过

程
,

通过脑荧光素血管造影发现
,

脑组织局

部冷冻后可出现进行性微循环障碍
。

也有人

证刻
`

,

, ,

在复温后立印从冷冻创面采取的细

胞移植能存活
,

而 2 4小时后所采取的几乎全

无细胞存活
。

综合以 上所述
,

作者认为冷冻

所致脑执织的坏死很大程度上是由组织的微

循环障碍致使组织缺血缺氧的结果
。

三
、

国产冷冻探头行丘脑冷冻切除术洽

疗帕金森氏病应选用的冷冻剂量 根据 C 。 -

oP
e r

s(,
“ )通过数千例丘脑冷冻切除术 治 疗

帕金森氏病取得的经验
,

认为丘脑冷冻损伤

灶的大小以 6 ~ g m m 直径为恰当
。

K r a y e n -

b u hl 等《 了 )认为最大直径以 9 m m 为宜
。

作者

实验中川直径 2
.

过m m 的冷冻探头
,

以 一 50 ℃

持续 3 分 钟 所 致 冷冻损伤灶直径为 7 ~ 8

m m ,

恰在 C o o p e r等人报道的安全而有效的

范 围内
,

是治疗帕金森氏病可选用的参考冷

冻剂报
。

四
、

影响脑组织冷冻生物学效应的一些

因素

1
.

关于脑组织单次冷冻持续时间问题
:

从表 2 可以看出
,

脑 组织在冷冻开始后的头

3 分钟内
,

冷冻损伤区扩展最快
,

以后扩散

速度显著减慢
,

15 分钟 后 扩 展 极微
。

这与

G il l等 ( a )报道的结果相符 ( G ill 等认为冷冻

区体积与冷冻时间成对数关系 )
。

因此
,

认

为脑组织单次冷冻持续时间以 3 分钟为宜
。

2
。

重复冻一融对脑组织的影响
:

脑组织

经反复冻融后
,

冷冻损伤区的范围比单次冻

融时增大
,

组织坏死 程 度 也 比单次冻融严

重
。

因此
,

临床上可以通过反复冻一融的方

法来增大组织 的 破 坏 范围
。

但 aJ m e s ( ` )指

出
,

重复冻融 5 ~ 7 次后
,

冷冻效应巳达极

限
,

其冷冻损伤范 围为同一冷冻探头和温度

在单次冷冻 ( 无时间限制 ) 所产生的最大作

用的两倍
。

3
。

实验结果表明
,

在一定范围内
,

冷冻

损伤灶的大小与冷冻温度
,

冷冻持续时间和



,

1 12
· 浙江医科大学学报

蛇粉
、

蛇 酒 治疗麻 风病 四 例

的
·

临 床 疗效观察
朱丰雪

普
谢兴夫

朴 王 治 林料 李盼望
`

赵根焕
` .

麻风病是一种严 教危害人民健康的传染

病
,

据麻风防治
一

与科研出国考察组的汇报资

料
,

个世界现有麻 风病人约一千二百万
。

!滋

于第一世界的美 ::jIJ
,

现方麻风病人三千多人
;

属于第二世界的 日术 ( 现有八千 多病人 )
、

加

拿大
、

英 ! ilj
、

瑞
一

! J 乏有少数病人
,

因此
,

不

再 ,(t,. 独成立麻风防治系统
,

和采取隔离政 策

( 日木除外 )
。

属于第三世 界的印度和泰国

份资况枕可布刁了
,

印度人 IJ 六亿多
,

现有麻风

病 人约
一

少
f 门!

_

卜万
,

泰因人仁J四千多万
,

现

有麻 风病人四 万
。

这两个国家麻风患病率较

高
,

是他们夕月 . n 生 仁作中的 币要问题
。

麻风在我 1川至 少已流行
一

几千 多年
。

解枚

三十 年来
,

山于党和政府的爪视
,

开展了大

规模的防泊 l二作
,

使全国麻 风病总数从解放

门的 1.
_

{
·

多万 仪
,

下降到 口前的二十万 以下
。

z }物学教份于下

料 }几 J谁
`

} {川咙
、 ’
色〔{1尤为) J防 i了 乌性

个卜七具助 明闭与以
乙 △
肖 1{j乡卜

`
叹 }} }}

、
冬院

在治疗方面
,

国外几年前巳开始了多种

药物联合化疗
,

取得较高的疗效
。

我们三十

年来一立采川氨苯飒 ( D D S ) 单一 疗 法
,

并在治疗过程中
,

相继发现不少病例对枫类

药物产生过敏现象或耐药性
,

给治疗带来一

定的困难
。

为在木世纪末消灭麻风病
,

探索

更有效的治疗途径
,

实属当务之急
。

为此
,

我们根据古文记载
、

民间验方 和 前 人 的工

作
,

J
二 1 98 1年 5 月至 6 月间研制成蛇粉 ( 代

号 “ 8 1 0 5 ,, ) 和蛇酒 ( 代号 “ 8 x 0 6 ,’ )
。

自
1 9 8 1年 7 月至 1 9 8 2年 5 月 ( 共 2 0个月 ) 分别

在余杭
、

肖山两所麻风病院各选 2 例患者进

行临床疗效 观察
,

其结果细菌 指 数 下 降较

快
,

疗效令人满意
,

现报道如下
:

一
、

材料和制备方法

,’8 1 0 5 ”
、

a8 1 0 6” 均选用浙江的蝮蛇

和赤链蛇作药
。

蝮蛇是一 种 剧 毒 蛇
,

肉性

温
、

味甘 , 胆性寒
、

味苦
,
具有驱风祛湿

、

清肝明口之功
,

常用于恶风
、

恶疮
、

疲窈和

(

。口 , 翻 , , 翻 , , ` 口 , 侣心 , .口咐 `口 , ` 口 . ` , 翻翻 , 口白口̀ 白口口自 , 匀Cp , ` p 二 C吞 , `` 门 `口 , 端” `̀ 均 `` 匕 ` p目`口日侣̀ 怡 ` 口匀白夕, ` O , ` 口 ; 白p , 白夕, 白口目 `` 抽

爪复冻融的次数成正比的
。

( 实验承本院病理科苏泳元 医师
,

外科

教研 室叶子 良
、

华照樱
、

任顺 兮子同志协助
,

习于此致讲 )
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