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VVqcm示踪血栓技术在家兔脑卒中模型的应用=
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摘  要：目的= =研究同位素 VVqcm 示踪血栓技术在家兔脑卒中模型上的应用，并动态示踪观察重组组织型纤溶酶原激活剂

（rtJmA）对血栓的溶解效果。方法= =将新鲜洗脱的放射性高锝酸钠（R=mCáLO=mi，VOKR=j_qLmi）MKR=mi与 R=mgLmi氯化亚

锡 30 μL 充分混合成示踪标记液；分别向全血、红细胞、血浆中加入 20 μL 示踪标记液进行同位素标记，加入 50 μL CaClO
（MKR=moäLi）与牛凝血酶（RM=frLmi）混合物，迅速吸入聚乙烯塑料管（mbUM）中，PT=℃固化 O=h后取出血栓，分割成 NM=mm
的示踪血栓，并计算标记率。采用经兔颈外动脉逆向颈内动脉插管方法，注射示踪血栓栓塞大脑中动脉，制备脑卒中模型，

用 γ 计数仪在兔头部测定放射性强度即每分钟计数（Coìnts=mer=jánìte，Cmj）的动态变化，并观察临床等效剂量工具药 rtJmA=
QKR=mgLkg的溶栓效果。结果= =全血血栓标记率为 RPKRB，红细胞与血浆标记比率为 QKR∶N，家兔大脑中动脉血栓栓塞后 Cmj
明显增加，约为本底的 RKN±NKP倍，表明模型制备成功，检测可靠。静脉给予工具药 rtJmA能产生显著的渐进性溶栓效果。

结论= =锝标记主要以标记红细胞为主，对血浆及纤维蛋白原影响较小。VVqcm示踪血栓技术制备的脑卒中模型，分离区明显，

模型制备成功、指标检测科学，模型对药物疗效应答能力的反应稳定、可靠。=
关键词：VVqcm；家兔；脑卒中；rtJmA；溶栓=
中图分类号：oVSRKO= = = = = =文献标志码：A= = = = = =文章编号：NSTQ=J=SPTSEOMNTFMR=J=MSQU=J=MQ=
alfW=NMKTRMNLjKássnKNSTQJSPTSKOMNTKMRKMNO=

Applic~tion=of=VVqcm=tr~cer=technique=in=r~bbit=cerebr~l=thromboembolic=stroke=

eAl= ChìnJhì~I= ur= uá~ngJweáI= jA= vánJwhongI= weAkd= rìáI= prk= phì~ngJyongI= tAkd= teáJtángI= weAl=
whì~nJyoìI=qAkd=iáJd~=
qá~nján=fnstátìte=of=mh~rm~ceìtác~ä=oese~rch=kew=arìg=bv~äì~táon=CoK=itdI=qá~nján=PMMPMNI=Chán~=

Abstr~ctW= lbjective= = qo= stìdy= the= ~ppäác~táon= of= VVqcm= án= r~bbát= cerebr~ä= thromboemboäác= stroke= ~nd= thromboäysás= effect= of=
recombán~nt=tássìe=pä~smánogen=~ctáv~tor=ErtJmAFK=jethods= = qhe=MKR=mi=r~dáo~ctáve=pertechnet~te=sodáìm=Especáfác~táonW=R=mCáLO=
mi=~nd=r~dá~táon=ántensáty=VOKR=j_qLmiF=w~s=combáned=with 30 μL stannous chloride=(5 mg/mL), and the 20 μL mixture=w~s=joáned=
to=whoäe=bäoodI= red=bäood= ceääsI= ~nd=pä~sm~= for= ä~beääángK=qhen=RM=μL CaClO= EMKR=moäLiF= ~nd=bováne= thrombán= ERM= frLmiF=were=
doped=án=máxtìreI=~nd=r~pádäy=sìcked=ánto=~=poäyethyäene=pä~stác=pápe=EmbUMFK=qhrombìs=w~s=formed=for=O=h=~t=PT=℃= ~nd=cìt=ánto=
sm~ää=páeces=of=NM=mmK=Aìtoäogoìs=bäood=cäots=combáned=wáth=VVqcm= from=extern~ä=c~rotád=~rtery=were= ánjected= to=ántern~ä=c~rotád=
~rtery=of=r~bbátI=the=r~dáo~ctáváty=Ecoìnts=per=mánìteI=CmjF=w~s=me~sìred=by=g~mm~=coìntáng=ánstrìmentI=~nd=the=ámprovement=of=
rtJmA= QKR= mgLkg= Ecäánác~ä= eqìáv~äent= doseF= on= thás= modeä= w~s= observedK= oesults= = After= thromboemboäásmI= Cmj= áncre~sed=
~pproxám~teäy=by= ERKN±NKPF= támesI=whách=sìggested= th~t= the=modeä=w~s= reäá~bäeK=qhe= rtJmA=QKR=mgLkg=h~d=ságnáfác~nt=progressáve=
thromboäysás= effectK=Conclusion= = VVqcm= tr~cer= technoäogy= coìäd= be= ~ppäáed= to= r~bbát= cerebr~ä= stroke= modeäI= whách= ás= st~bäe= ~nd=
reäá~bäe=
hey=wordsW=VVqcmX=r~bbátX=strokeX=rtJmAX=thromboäysás=
=

近年来，缺血性脑卒中已成为严重威胁人类健

康的主要疾病之一，至今尚缺乏安全、有效的治疗

方法。溶栓治疗是急性缺血性脑卒中的主要治疗方

法，美国食品药品监督管理局（caA）NVVS年批准

重组组织型纤溶酶原激活剂阿替普酶（oecombán~nt=
qássìe=mä~smánogen=Actáv~tor，rtJmA）用于治疗急性=
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缺血性脑卒中，尽管在有效性和安全性方面均有局

限性，但它仍然是唯一获得批准用于卒中溶栓治疗

适应症的药物= xOJPz。=
目前检测栓塞血管内血栓的实验方法主要是通

过血流量变化间接测定。核素示踪技术通过对血栓

的标记，可以直接测定血栓的溶解速率及程度，从

而判断药物对血栓的溶解能力，客观地评价药物治疗

效果。放射性锝（VVqcm）具有适宜的半衰期（tNLO＝SKMO=
h）；其放射的 γ 射线单一，VVB能量为 NQM=kes；同

质异能衰变，进入机体后组织吸收剂量小。有文献

采用依附于硫胶体表面的方式，使其均匀分布于血

栓块中，通过对放射计数的采集，了解血栓的溶解

状态xQJRz。但该方法构建的血栓块，有残存硫胶体、

混悬不均一等外源性因素，可能对血栓特性、溶栓

效果有一定影响。本研究采用血液本身成分标记方

法，对同位素 VVqcm 示踪血栓标记技术进行研究，

并探讨该技术在家兔脑卒中模型上的应用，为溶栓药

的药效学评价和新型溶栓药物的研发提供实验依据。=
N= =材料=
NKN= =药品及主要试剂=

阿替普酶（艾通立，rtJmA），白色冻干粉，RM=mgL
瓶，批号 QMPQPT，德国勃林格殷格翰国际公司

（_oehránger=fngeäheám）生产；高锝（VVqcm）酸钠注

射液，R=mCáLO=mi，放射强度 VOKR=j_qLmi，天津

原子高科同位素医药有限公司；牛凝血酶，白色冻

干粉，每瓶 OMM=fr，批号 OMOMNQ，中国医学科学院

血液研究所科技公司生产。=
NKO= =主要仪器=

gCJNMMMmC 医用多探头 γ 计数器，西安凯普机

电有限责任公司；twORMCO微量输注泵，浙江大学

医学仪器有限公司。=
NKP= =实验动物=

日本大耳白兔，雄性，体质量 OKM～OKO=kg，PM
只，北京隆安实验动物养殖中心，动物许可证号

pCuh（京）OMNQJMMMP。=
O= =方法=
OKN= =全血、血浆、红细胞同位素标记=

全血制备：家兔经心脏取血 QKR=mi，PKUB枸橼

酸钠抗凝（全血与抗凝剂体积比为 V∶N）。=
血浆与红细胞制备：取家兔抗凝血 P=mi，N=RMM=

rLmán离心 NM=mán，留取血浆备用。取家兔抗凝血 N=
mi，N=RMM=rLmán离心 NM=mán，将留在底部的红细胞

用 R= mi生理盐水洗涤，重复 P次，向最后一次分

离的红细胞中加入生理盐水 N=mi。=
标记方法：将新鲜洗脱的放射性高锝酸钠 MKR=

mi与 R=mgLmi氯化亚锡 PM=μL 充分混合成示踪标

记液。分别向全血、红细胞、血浆中加入示踪标记

液 OM=μL，混匀，PT=℃温孵 SM=mán进行同位素标记。=
示踪血栓制备：向 N= mi示踪标记液标记的全

血、红细胞、血浆中，分别加入 50 μL 等体积比例

的 C~CäO（MKR= moäLi）与牛凝血酶（RM= frLmi）混

合物，迅速吸入聚乙烯塑料管（mbUM）中，在 PT=℃
固化 O=h后取出血栓，切成 NM=mm的小段xSJTz。=
OKO= =标记率、洗脱率和回收率比较=

制备的血栓分别悬浮于生理盐水中，连续洗涤

Q次，每次 P=mán，移至装有 N=mi生理盐水的试管

中进行γ计数。根据 VVqcm 衰变系数公式，计算并

比较标记率，以及洗涤次数对洗脱率和回收率影响。=
衰变系数公式：Cmjá＝CmjM×e−MKSVP×táLtNLO=

Cmjá：经过时间（tá）后的放射量=

CmjM：初始放射量=

e：自然常数≈OKTNU=

tá：经过时间（h）=

tNLO：半衰期（h）=

洗脱率＝每次洗涤下的放射计数L总放射计数=

回收率＝洗涤下的放射计数总和L总放射计数=
OKP= =模型制备=

根据文献xUz所述方法改进并进行造模：家兔，

耳缘静脉注射 OMB的乌拉坦（N= gLkg）麻醉后，仰

位固定。沿颈正中线切开皮肤，暴露右侧颈总动脉，

小心去除颈总动脉分叉至颅底部血管周围的神经及

筋膜，分离颈外动脉结扎并切断；分离颈内动脉，

结扎翼颚动脉分支。从颈外动脉逆行插入导管，将

导管导入到颈内动脉。将标记的全血血栓引入导管

内，用 O=mi生理盐水将血栓注入脑内。=
OKQ= =模型成功性评价=

用 PM例兔栓塞进行研究。将动物头部固定，用

γ 计数仪在兔头部测定放射性强度，即每分钟计数

（Coìnts=mer=jánìte，Cmj）的动态变化，监测本底

（注入标记血栓栓塞前）与注入标记血栓栓塞后的

Cmj计数，放射强度超过本底值 O倍以上者为模型

制备成功，观察栓塞后与本底的 Cmj计数分离性。=
OKR= =分组与给药=

动物按体质量随机分为 O组，每组 NR只。栓子

注入后 SM=mán，经耳缘静脉开始给药，采用先静脉

推注总剂量的 NMB（体积 MKO=mi，推注时间 N=mán），
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剩余 VMB静脉恒速输注（体积 NKU=mi，输注时间为

N=h）。模型组给予生理盐水，工具药 rtJmA组给药剂

量为 QKR= mgLkg（临床等效剂量）。上述各组每只动

物给药总体积均为 OKM=mi。=
OKS= =药物疗效评价=

记录给药前、给药后 NR、PM、QR、SM、TR、VM、
NOM= mán 残存血栓的放射性强度，观测血栓溶解的

动态情况，计算血栓残存率，公式如下：=
血栓残存率＝xCmjtá＋CmjtM×（N－e−MKSVP×táLtNLO）zLCmjtM=

Cmjtá：给药后时间（tá）的血栓放射量=

CmjtM：给药前血栓放射量=

e、tá、tNLO意义同“OKO”项=
OKT= =统计学处理=

计量资料均以 –x s表示，正态性资料采用单因

素方差分析组间差异性，两组间比较采用 ipa法；

非正态资料采用 hrìsk~ä=w~ääás非参数检验。=
P= =结果=
PKN= =全血、血浆、红细胞标记率比较=

分别取全血、血浆和红细胞，每组 Q个样本进

行 VVqcm标记，结果显示全血血栓标记率为 RPKRB，

其中红细胞与血浆标记比率为 QKR∶N（m＜MKMMN），
提示 VVqcm 标记主要以标记红细胞为主，而且全血

标记率更高。结果见表 N。=

表 N= =全血、血浆、红细胞标记率比较( x±sI=n===Q)=
q~ble= N= = Comp~r~tion= on= l~belled= r~te= of= bloodI= pl~sm~I=
~nd=red=cells=E x±sI=n===QF=

标记成分= 标记率LB=
全血样本= RPKR±QKV=
红细胞样本= QSKO±QKSG@@=
血浆样本= NMKP±OKPGGG=

与全血样本比较：Gm＜MKMR= = GGG m＜MKMMN；与血浆样本比较：@@m＜MKMN=
Gm Y=MKMR= =GGGm Y=MKMMN vs=whoäe=bäood=s~mpäeX @@m Y=MKMN=vs=pä~sm~=s~mpäe=

PKO= =洗脱率和回收率比较=
血栓悬浮于生理盐水中连续洗涤，洗涤 O次，

每次 P= mán，洗脱率共达 PTKVB，占洗涤总量的

VNKTB；洗涤 P次，洗脱率共达 QMKVB，占洗涤总量

的 VSKUB，提示洗涤 P 次可满足洗脱要求。实际回

收率（QQKN±PKQ）B与理论回收率（QSKS±QKV）B
相似（m＞MKMR），提示回收完全。见图 N。=
PKP= =模型成功性评价=

通过 PM例兔栓塞研究表明，与本底比较，标记血

栓栓塞后 Cmj计数值明显增加，约为本底的（RKN±
NKP）倍，二者分离界限（分离区）清晰，表明模型

制备与检测可靠。见图 O。=
=

=

图 N= =洗脱率比较=
cigK=N= = Comp~r~tion=of=elution=r~te=En===QF=

=

=

=

图 O= =造型前后 Cmj计数值比较=
cigK=O= = Comp~rison=on=Cmj=counts=

PKQ= = rtJmA对脑血栓的溶解作用=
模型组血栓在实验期间有不同程度的自溶。静

脉给予工具药 rtJmA=QKR=mgLkg能明显溶解血栓，QR=
mán起效，并出现渐进性增强作用，NOM=mán时血栓

残存率为（SN±OQ）B（m＜MKMN）。结果见表 O。=
Q= =讨论=

本研究探索了放射性元素 VVqcm 示踪血栓技术

及其在兔血栓栓塞性脑卒中模型中的应用。锝是 γ
射线同位素，在临床常用于腺体显影检查，在体内

可通过 γ 摄像机检测xVz，半衰期短，样本后期处理

简单。放射性元素标记构建的血栓块，如有残存硫

胶体等外源性因素，可能对血栓特性有一定影响，

另外硫胶体在血栓内的混匀不均一性有可能会影响

血栓溶解的判断。血浆的过多标记可能会影响血浆

纤维蛋白原生理功能，进而会影响凝血功能以及血

栓的特性，对药物作用的评价也可能会产生影响。

本研究表明，全血血栓标记率为 RPKRB，并首次证=

N= = = = = = = = = = = = = O= = = = = = = = = = = = = = P= = = = = = = = = = = = = Q=
洗涤次数L次=

PR=

PM=

OR=

OM=

NR=

NM=

R=

M=

洗
脱
率
LB
=

N=OMM=

N=MMM=
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OMM=

M=

C
mj
=

M= = = = = = = R= = = = = = NM= = = = = NR= = = = = = OM= = = = = = OR= = = = = = PM=

动物编号=

=

本底=
标记血栓栓塞后=
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表 O= = rtJmA对栓塞性脑中风家兔模型血栓残存率的影响( x±sI=n===NR)=
q~ble=O= = bffect=of=rtJmA=on=residu~l=thrombus=in=r~bbit=stroke=model=E x±sI=n===NRF=

组别=
剂量L=

Emg·kg−NF=
血栓残存率LB=

给药后NR=mán= 给药后PM=mán= 给药后QR=mán= 给药后SM=mán= 给药后TR=mán= 给药后VM=mán= 给药后NOM=mán=
模型= －= VQ±NM= VN±NN= VM±NN= UV±NM= UR±NN= US±NO= UR±NM=

rtJmA= QKR= = VN±NN= UP±NQ= TQ±OMG= TN±OQG= SR±OTG= SP±OTGG= SN±OQGG=

与模型组比较：Gm＜MKMR= = GG m＜MKMN=
Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMR vs=modeä=groìp=

明了其中红细胞与血浆标记比率为 QKR∶N，提示锝

标记主要以标记红细胞为主，对血浆及纤维蛋白原

影响较小，而且全血标记率更高，全血相对于红细

胞提取过程与处理更简单方便，所以同位素血液成

分示踪可直接用全血进行标记。标记的血栓洗涤 P
次，每次 P=mán，洗脱量占洗涤总量的 VSKUB，提示

洗涤 P次可满足洗脱要求，实际回收率与理论回收

率相似，提示回收完全。因此，全血标记血栓示踪

法与洗涤 P次，为本实验较佳条件。通过 PM例兔栓

塞研究表明，标记血栓进行兔脑栓塞后 Cmj 计数

明显增加，为本底的 RKN±NKP倍，表明模型制备、

指标检测科学。本文提出造型后与本底计数值的差

异性可用分离区表示，分离区越明显，模型对药物

疗效应答能力的反应越可靠。=
血栓的形成是血液中纤维蛋白原在凝血酶作用

下形成聚合纤维蛋白的结果，血栓的溶解是纤溶酶

溶解纤维蛋白的过程。rtJmA是纤溶酶原激活剂，激

活血栓内和血液中的纤溶酶原，使其成为纤溶酶，

加速血栓的溶解。本实验结果显示，脑卒中家兔静

脉给予临床等效剂量的 rtJmA=QKR=mgLkg能明显溶解

血栓，并呈渐进性溶栓作用。于冰等xRz也报道栓塞

性脑中风家兔静脉给予 rtJmA 后，随着时间的延长

表现出渐进性的溶栓作用。王云等xNMJNNz研究显示，

中风患者使用 rtJmA 治疗后能使血栓溶解，神经功

能评分均比治疗前明显改善。=
综上所述，采用同位素血栓成分示踪技术可实

时跟踪监测血栓溶解的动态过程，能直观地反映溶

栓药物的治疗效果。目前该模型仅适用于固定的麻

醉状态动物，如果能结合遥感监测系统，埋置探头

于动物体内，也可以用于清醒状态的动物，这样对

溶栓药物的评价将更加客观。=
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