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摘要    尽管脑间质给药被认为是避开血脑屏障阻碍, 实现中枢神经系统给药的一种

有效途径, 但是经过 16 年的临床和基础研究后发现, 只有恶性胶质母细胞瘤经该途径

给药有效. 本研究对经脑间质途径给予神经保护药治疗脑缺血进行了探索, 并首次提出

了经脑间质的简单扩散给药技术. 结果发现, 对大脑中动脉永久栓塞的大鼠模型预先

一次性给予胞二磷胆碱(0.0025 g/kg, 50 mmol/L), 栓塞 12 h 后显示, SDD 组的梗死体积

仅是腹腔给药组的 1/6, 而 SDD 组胞二磷胆碱的用量却只有腹腔给药组的 1/800. 本研

究表明, 选择合适的给药位点, 应用简单扩散可实现药物在靶区的分布, 并在较长时

间内维持有效浓度.  
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常规给药途径很难使药物有效进入中枢神经系

统而发挥治疗作用[1]. Edward Oldfield及其同事提出了

绕过血脑屏障的直接给药途径, 即对流增强输注法

(convention enhanced delivery, CED)[2]. CED 法是一种

经一条或多条导管以恒定压力进行药物输注的方法. 

他们研究了不同分子量大小、不同极性物质在脑内的

扩散范围以及局部脑组织内的药物浓度分布. 在过去

的 16年里, 人们在中枢神经系统疾病上进行了一系列

临床试验和基础研究[3], 仅仅在胶质瘤的治疗中取得

了一定的效果 [4]. 本研究开创了一种简单扩散给药

(simple diffusion delivery, SSD)方式来治疗脑缺血.  

SSD 是在先前实验[5](基于磁共振成像示踪剂的脑 

间质成像研究)基础上进行的. 研究发现, 小分子物质, 

如钆喷酸葡胺(gadopentetate dimeglumine, Gd-DTPA), 

经大鼠尾状核原位注射, 其在细胞外间隙(extracellular 

space, ECS)内扩散 2 h 后, 主要分布于大脑中动脉的

供血区. 目前己知Gd-DTPA不仅是临床上常用的磁

共振造影剂, 同时也是模拟小分子药物在脑间质内

分布的有效示踪剂 [6]. 基于上述研究 , 可以认为经

脑间质预先注射神经保护剂对脑缺血的治疗效果将

明显优于常规给药途径. 由于神经保护剂胞二磷胆

碱(cytidine diphosphate choline, CDPC)在极性和分

子量大小方面与Gd-DTPA十分类似, 因此被选择为

本次研究药物[7,8].  
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1  材料与方法 

1.1  实验动物 

本实验严格遵守国家动物实验指南的要求, 并且

通过了北京大学医学部伦理审查(编号: No. LA2009- 

008). 实验选用适龄雄性 SD 大鼠, 体重在 250~280 g

之间.  

1.2  实验分组 

使用脑立体定位仪(美国Stoelting公司)经颅直接

注射包二磷胆碱于大鼠的尾状核区(前囟前 1 mm, 旁

开 3 mm, 深 4.5 mm). 动物随机分为 7 组: (ⅰ) 脑内

微量注射 5 μL 生理盐水后 2 h 永久性大脑中动脉栓塞

(permanent middle cerebral arterial occlusion, pMACO) 
(对照组, n=8); (ⅱ) 脑内微量注射 0.00125 g/kg 胞磷

胆碱后 2 h pMACO(IC 1 组; n=8); (ⅲ) 脑内微量注

射 0.0025 g/kg 胞磷胆碱后 2 h pMACO(IC 2 组; n=8); 

(ⅳ) 脑内微量注射 0.00375 g/kg 胞磷胆碱后 2 h 

pMACO(IC 3 组; n=8); (ⅴ) 脑内微量注射 0.005 g/kg

胞磷胆碱后 2 h pMACO(IC 4 组; n=8); (ⅵ) 脑内微

量注射 0.0125 g/kg 胞磷胆碱后 2 h pMACO (IC 5 组; 

n=8); (ⅶ) 腹腔注射 2 g/kg 胞磷胆碱后 2 h pMACO 

(对照组; n=8). 药物注射时间的选择根据本实验室

前期有关 Gd-DTPA 在脑细胞外间隙扩散的结果制

定[5].  

1.3  大鼠永久性大脑中动脉栓塞模型制作 

复合麻醉剂腹腔注射, 电热毯加热保持大鼠体

温在(38±0.5)℃. 使用改良的 Longa 法制作大鼠永久

性局灶行脑缺血模型[6]. 实验结束后将大鼠归于笼中, 

允许进食和饮水.  

1.4  永久性脑缺血大鼠的磁共振成像 

使用 3.0T 的磁共振成像设备(德国西门子公司

Magnetom Trio)来观察脑缺血的磁共振神经影像, 利

用腕线圈得到 T1W 和 T2W 磁共振图像. 3D MP- 

RAGE T1WI图像参数如下: TE时间=3.7 ms; TR时间

=1500 ms; 翻转角α = 9°; TI 时间=900 ms; 视野

(FOV)=267 mm; 体素=0.5×0.5×0.5 mm; 分辨率= 

512×512. TSE-T2WI 图像参数: TE 时间=92 ms; TR 时

间=3620 ms; 翻转角α = 120°; 层厚=2 mm; FOV=80 

mm; 分辨率=256×256. pMCAO 图像采集时间设定为

缺血后 12 h.  

1.5  神经功能缺损评价(Longa5 分评分)[9] 

Longa评分标准为, 0分: 无神经缺损症; 1分: 提

尾巴时对侧前肢内收, 不能完全伸直; 2 分: 爬行时

向对侧旋转、划圈; 3 分: 站立时向对侧倾倒; 4 分: 无

自主活动伴意识障碍; 5 分: 死亡.  

1.6  2,3,5-氯化三苯四氮唑(TTC)染色和梗死面积
的测量[10] 

大鼠于 pMCAO 后 12 h 麻醉取脑, 并置于脑切

片模具(上海麦森医疗科技有限公司)中 , 沿视交叉

向后切片, 每片厚约 2 mm(切片前可在−20℃条件下

对新鲜鼠脑进行速冻以增加其硬度 ), 用含 0.2% 

TTC(美国 Sigma 公司)的磷酸盐缓冲液于 37℃温箱

中染色 15~30 min(染色期间不断翻动使染色均匀). 

染色后使用数码相机 (日本佳能公司 )拍照 , 用

Image-Pro-Plus 6.0 软件(美国 Media Cybernetics 公司)

测量梗死体积比率(即梗死区面积占同侧大脑半球面

积的百分比). 最后将 TTC 染色得到的梗死面积与磁

共振图像进行比较.  

1.7  统计学分析 

经过计算得到数据的 SD,x ±  使用 SPSS13.0 进

行统计学分析 . 采用单一因素方差分析进行统计 , 

P<0.05 示差异显著. 

2  结果 

2.1  通过脑间质提前注射 CDPC 可显著缩小脑梗
死体积并延迟神经功能损伤 

IC 2 组与对照组相比(n=8, P<0.01, 表 1 和图 1, 

2), 在病理水平(TTC 染色)和功能水平(Longa5 级评

分)都显示出CDPC经脑间质给药途径后发挥出良好

的神经保护效果. 在 IC 1, 3, 4, 5 组, 腹腔注射组与

对照组之间没有明显差异(n=8, P>0.05, 表 1 和图 1, 

2). 另外, IC 2 组与腹腔给药组之间有明显的统计学

差异(n=8, P<0.01, 表 1 和图 1, 2). 己知神经功能损

伤与皮质损伤的严重程度相关 [9]. 磁共振成像结果

提示, 神经功能的改善可能是因为挽救了缺血半暗

带(图 2).  
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2.2  pMACO 后 12 h 的 MRI 结果 

应用 MRI 监测所有实验组缺血损伤的病理进展. 

T1WI可以很好地显示解剖结构, 而 T2WI 对于水含量

的改变高度敏感. 脑梗死典型的MRI表现为: T1WI低

信号, T2WI 高信号[9]; 信号改变区域和信号改度程度

分别反映脑损伤部位和脑损伤严重程度(图 2).  

3  讨论 

本研究应用了一种新的简单扩散传输(simple 

diffusion delivery, SDD)技术, 用于在脑间质中更有 

效、更微创地输送神经保护药物. 结果表明, 极少量

的神经保护药物经 SDD 技术给药后, 即可达到对脑

缺血的显著保护作用. SDD 以微剂量注射为特点, 其

有效性同时取决于注射位点和神经保护药物的选择.  

SDD的设计基于以Gd-DTPA为示踪剂进行的脑

间质示踪成像. 前期研究表明, 以尾状核作为注射位

点, 微剂量 Gd-DTPA 在注射后, 可扩散至大脑中动

脉的大部分供血区域, 其浓度在注射后 2~4 h 内可维

持在较高水平 ,  且相对稳定 [ 5 ] .  由此设想 ,  与

Gd-DTPA 有着相似性质的神经保护药物, 其扩散模

式也应与 Gd-DTPA 相同. 在众多神经保护药物中,  

表 1  pMCAO 后 12 h 存活大鼠的神经学评分和梗死体积比 

组别 对照组 IC 1 组 IC 2 组 IC 3 组 IC 4 组 IC 5 组 IP 组 

神经学评分 2.9±0.8 2.9±0.8 1.6±0.9* 1.9±0.4 2±1.2 1.7±0.6 2.0 ± 0.8 

梗死体积比(%) 27.7±10.5 27.5±11.9 4.1±2.0* 24.0±12.9 23.5±11.7 30.3±18.8 24.0±10.4 

*: 示 P<0.05 

 

图 1  TTC 染色和 6 组的 MRI 结果 
TTC 染色和 MRI 显示 7 组缺血部位的不同分布. 梗死区域呈 T1WI 低信号、T2WI 高信号 
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图 2  7 组的梗死体积比 
(1) 脑内微量注射 5 μL 生理盐水 2 h 后永久性大脑中动脉栓塞

(pMACO) (对照组, n=8); (2) 脑内微量注射 0.00125 g/kg CDPC 2 h

后 pMACO (IC 1 组; n=8); (3) 脑内微量注射 0.0025 g/kg CDPC 2 h

后 pMACO (IC 2 组; n=8); (4) 脑内微量注射 0.00375 g/kg CDPC 2 h

后 pMACO (IC 3 组; n=8); (5) 脑内微量注射 0.005 g/kg CDPC 2 h 后

pMACO (IC 4 组; n=8); (6) 脑内微量注射 0.0125 g/kg CDPC 2 h 后

pMACO (IC 5 组; n=8); (7) 腹腔注射 2 g/kg CDPC 2 h 后 pMACO  

(对照组; n=8) 

选择 CDPC 是因为它在分子量(Gd-DTPA 938.02 Da, 

CDPC 510.31 Da)和极性(均为亲水性)上都与 Gd-DTPA 

类似. 此外, CDPC 又是脑组织的必需营养物胆碱的

衍生物, 因此较其他外源性药物更安全, 更适用于经

脑间质给药途径[12].  

CDPC 是目前公认的急性缺血性卒中治疗最有

希望的神经保护药物之一[13~15]. 它具有促进磷脂合

成、抑制游离脂肪酸释放、稳定细胞膜和减少自由

基生成的作用[17]. 但是, 临床试验的 Meta 分析显示, 

CDPC 的神经保护作用具有浓度依赖性. 常规途径

给药后, 脑对CDPC的摄取率极低, 这是影响其疗效

的重要因素 [18]. 更重要的是, 脑内微血管仅占全脑

容积的 3%[19], 加之缺血后血管再通前呈现的低灌注

状态, 将使得 CDPC 更难到达梗死部位. 而脑 ECS

约占全脑容积的 20%, 大大高于脑内微血管所占比

例, 利用 SDD 技术, CDPC 可成功避开血脑屏障, 并

有效到达梗死部位, 从而克服因低灌注导致的药物

转运难题.  

本实验提出了一种新的治疗中枢神经系统疾病

的给药途径 SDD. 与 CED 法相比, SDD 更有效、副

作用更小、给药剂量更少. 由于药物在脑间质中扩散

和清除特征是决定应用 SDD 技术治疗效果的关键所

在, 因此建立一种可靠的定量测量方法, 将会推动

SDD 技术在未来中枢神经系统疾病治疗中的应用.  
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