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高血压脑出血是目前临床最为常见的一种致死性疾病，

发病率和患病率均较高[1]。患者发生高血压脑出血后出现血

肿的占位效应是造成其预后不佳的主要因素[2]。有文献报道，

他莫昔芬对脑出血模型大鼠有较好的神经保护作用，但其确

切的作用机制仍存在争议。Fas相关死亡域蛋白（Fas-associat-

ed with death domain protein，FADD）是死亡受体介导凋亡途

径中的一个重要启动子 [3]，在细胞凋亡中具有十分重要的作

用。本文拟就他莫昔芬用于高血压脑出血模型大鼠后其血肿

周围脑组织中FADD的表达情况、凋亡细胞数、脑水肿比例以
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摘 要 目的：研究他莫昔芬对高血压脑出血模型大鼠早期脑损伤的神经保护作用。方法：取大鼠随机分为假手术组、模型组和

高、中、低剂量实验（他莫昔芬10、5、2.5 mg/kg）组，每组48只，除假手术组外其余各组大鼠建立高血压脑出血模型，建模后分别腹

腔注射相应药物，每24 h给药1次。考察给药后4、8、12、24、72 h和7 d时各组大鼠血肿周围脑组织中Fas相关死亡域蛋白（FADD）

的阳性细胞数、凋亡细胞数、脑水肿情况以及脑组织形态学变化情况。结果：与假手术组比较，其余各组大鼠不同时间的脑组织中

FADD阳性细胞数、凋亡细胞数、脑水肿比例均明显增加（P＜0.05）；与模型组比较，低剂量实验组大鼠的FADD阳性细胞数（给药

后 24、72 h）、凋亡细胞数（给药后 24、72 h 和 7 d）和脑组织含水量（给药后 72 h）均明显减少（P＜0.05），中、高剂量实验组大鼠的

FADD阳性细胞数（给药后8、12、24、72 h）、凋亡细胞数（给药后12、24、72 h和7 d）和脑组织含水量（给药后12、24、72 h和7 d）均明

显减少（P＜0.05），各剂量实验组大鼠血肿周围组织水肿范围变小、程度减轻，炎症细胞的浸润减轻，固缩细胞减少，肿胀细胞增

多，细胞周围间隙变小，且均呈剂量依赖性。结论：他莫昔芬能够呈剂量依赖性地抑制高血压脑出血模型大鼠的FADD阳性细胞

表达，减少脑组织细胞的凋亡，同时减轻脑出血后的脑水肿，发挥显著的神经保护作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the neuroprotection of tamoxifen on early brain injury in rats with hypertensive cerebral hem-

orrhage. METHODS：Rats were randomly divided into sham operation group，model group，high-dose，medium-dose and low-

dose trial（tamoxifen 10，5，2.5 mg/kg）groups with 48 rats in each group. Hypertensive cerebral hemorrhage model was estab-

lished in those groups except sham operation group. After modeling，they were given relevant medicine intraperitoneally every 24 h.

The amount of FADD positive cell and apoptotic cell，cerebral edema and morphological change in cerebral tissue around hemato-

ma in rats were investigated 4 h，8 h，12 h，24 h，72 h and 7 d after medication. RESULTS：Compared with sham operation

group，the amount of FADD positive cell and apoptotic cell，the proportion of cerebral edema in cerebral tissue of rats were in-

creased in each group at different time points（P＜0.05）. Compared with model group，the amount of FADD positive cell（24 h，

72 h after medication）and apoptotic cell（24 h，72 h and 7 d after medication），the proportion of cerebral edema（72 h after medi-

cation）were significantly decreased in low-dose trial group（P＜0.05）；the amount of FADD positive cell（8 h，12 h，24 h，72 h

after medication）and apoptotic cell（12 h，24 h，72 h and 7 d after medication），the proportion of cerebral edema（12 h，24 h，

72 h and 7 d after medication）were significantly decreased in medium-dose and high-dose trial groups（P＜0.05）；in trial groups，

the edema of cerebral tissue around hematoma was relieved in scope and degree；the infiltration of inflammatory cells reduced；pyk-

notic cells decreased，while cell swelling increased；the peripheral clearance of cells became smaller in dose-dependant manner.

CONCLUSIONS：Tamoxifen can inhibit the expression of FADD positive cells in rats with hypertensive cerebral hemorrhage in

dose-dependant manner，reduce the apoptosis of cerebral cell，and relieve cerebral edema after cerebral hemorrhage to play a neuro-

protective role.
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及脑组织形态学变化情况进行研究，以探讨他莫昔芬对高血

压脑出血模型大鼠早期脑损伤的神经保护作用。

1 材料
1.1 仪器

H8-202AN显微镜（美国Nikon公司）。

1.2 药品与试剂

枸橼酸他莫昔芬片（扬子江药业集团有限公司，批号：

H32021472，规格：每片 10 mg）；兔抗鼠FADD多克隆抗体、二

抗试剂盒、二氨基联苯胺（DAB）显色试剂盒以及TUNEL细胞

凋亡试剂盒均购于重庆江合生物科技有限责任公司。

1.3 动物

健康清洁级成年SD大鼠 240只，♂，体质量 250～320 g，

由西安交通大学医学院实验动物中心提供，合格证号：陕动证

字08-005号。

2 方法
2.1 高血压脑出血模型的建立

取大鼠，腹腔注射 10％水合氯醛麻醉，麻醉后进行头、股

部备皮，碘伏消毒。切开大鼠右股部皮肤，分离神经和肌肉组

织，将股动脉暴露后将其固定在立体定位仪上。切开大鼠头

部正中皮肤，3％双氧水剥蚀骨膜，暴露前后囟，在中线右侧旁

开3.5 mm、前囟前0.02 mm处钻一个小孔，使用微量注射器抽

取大鼠50 μl未凝血，将微量注射器固定在立体定位仪上，然后

从钻孔处垂直进针，进针深度5.5 mm，向大鼠尾状核内匀速缓

慢推注，推注完毕后留针20 min，退针，封闭钻孔，缝合切口。

2.2 分组与给药

将大鼠随机分为假手术组、模型组和高、中、低剂量实验

（他莫昔芬 10、5、2.5 mg/kg）[4]组，每组 48只，再根据给药后 4、

8、12、24、72 h和7 d分为6个小组，每个小组8只大鼠。除假手

术组大鼠行假手术外，其余各组大鼠建立高血压脑出血模型，

建模后立即腹腔注射相应药物，每 24 h给药 1次，连续给药 7

d；假手术组和模型组大鼠同时间点注射等量的0.9％氯化钠注

射液（生理盐水）。

2.3 标本的制备

根据“2.2”项下给药后各时间点取各组大鼠，麻醉后开胸

暴露主动脉和心脏，将 12号针头磨钝后由左心室插入到主动

脉，然后划破右心房，注入200 ml 37 ℃的生理盐水至大鼠体循

环，当右心房流出无色液体后，换成 4％多聚甲醛磷酸缓冲溶

液灌注，直至大鼠的尾巴以及四肢僵硬为止。将出血灶周围

大约 100 mg的脑组织取出进行脑水肿测定，其余的大脑组织

使用4％多聚甲醛磷酸固定1 d以上，在－20 ℃恒冷箱切片机

中进行连续切片，备用。

2.4 脑组织中FADD的阳性细胞数检测

采用免疫组织化学染色，将各组大鼠脑组织切片进行逐

步梯度脱蜡成水后，置于3％双氧水中20 min，封闭30 min，磷

酸盐缓冲液（PBS）洗涤，加入兔抗鼠FADD多克隆抗体，37 ℃

湿盒下反应 1 h，加入二抗，再于 37 ℃湿盒下孵育 1 h，再PBS

洗涤，37 ℃下过氧化物酶反应 30 min，滴加DAB显色试剂将

组织覆盖，避光显色5 min，用水洗使反应终止，苏木素复苏，用

水洗使反应终止，充分蓝化后使用树胶封片。在 40倍高倍镜

下检测，细胞浆系棕黄色为 FADD 阳性细胞，细胞未染色为

FADD阴性细胞，取5个视野分别进行计数，取平均值。

2.5 脑组织细胞凋亡情况

采用TUNEL细胞凋亡试剂盒检测各组大鼠各时间点脑

组织细胞的凋亡情况，按照试剂盒说明书进行操作。细胞核

中有棕黄色颗粒的细胞为凋亡细胞，在 20倍镜下随机选取 6

个互不重叠的视野分别进行凋亡细胞计数，取平均值。

2.6 脑水肿的测定

将预先编号的EP管放入 105 ℃的恒温箱内烘烤 48 h，取

出后称质量并记录各空EP管的质量，使用滤纸吸去各组大鼠

各时间点脑组织标本的脑脊液以及残余的血液，再将其置于

EP管内，快速称质量，此质量减去空EP管的质量则为大鼠脑

组织的湿质量。将装有脑组织的EP管置于105 ℃恒温箱内烘

烤 48 h，取出后称质量 3次，取平均值再减去空EP管的质量，

即为大鼠脑组织的干质量。计算脑组织含水量（％）＝（湿质

量－干质量）/湿质量×100％，即为脑水肿情况。

2.7 脑组织病理形态学检测

取各组大鼠各时间点的脑组织切片，苏木精-伊红（HE）染

色，20倍显微镜下观察其病灶周围的组织及细胞的形态变化。

2.8 统计学处理

采用SPSS 19.0统计学软件对数据进行分析处理，计量资

料以（x±s）表示，两组间比较用 t检验，多组间用单因素方差分

析（One-way ANOVA）。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 FADD阳性细胞数检测结果

与假手术组比较，其余各组大鼠不同时间点脑组织中

FADD阳性细胞数均增加，差异具有统计学意义（P＜0.05）；与

模型组比较，低剂量实验组大鼠给药后 24、72 h 的脑组织中

FADD 阳性细胞数和中、高剂量实验组大鼠给药后 8、12、24、

72 h 的脑组织中FADD阳性细胞数均减少，差异具有统计学意

义（P＜0.05），且均呈剂量依赖性。各组大鼠不同时间点脑组

织中FADD阳性细胞数比较见表1。

表 1 各组大鼠不同时间点脑组织中FADD阳性细胞数比较

（x±±s，n＝8）

Tab 1 Comparison of FADD positive cells in cerebral tissue

of rats at different time points（x±±s，n＝8）

时间
4 h

8 h

12 h

24 h

72 h

7 d

假手术组
1.7±0.2

2.5±0.3

2.8±0.6

3.2±0.5

3.0±0.4

1.9±0.2

模型组
4.7±0.3＊

9.0±1.0＊

18.7±1.3＊

24.8±2.6＊

29.3±3.0＊

4.1±0.3＊

低剂量实验组
4.6±0.4＊

8.9±1.0＊

18.0±1.6＊

21.6±1.9＊#

19.8±2.4＊#

4.0±0.5＊

中剂量实验组
4.2±0.5＊

8.0±1.1＊#

16.1±1.2＊#Δ

19.7±2.2＊#

17.1±1.2＊#

3.7±0.4＊

高剂量实验组
4.2±0.2＊

8.1±1.2＊#

16.0±1.3＊#Δ

17.2±2.0＊#Δ★

16.9±2.6＊#Δ★

3.6±0.3＊Δ

与假手术组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与低剂量实

验组比较：ΔP＜0.05；与中剂量实验组比较：★P＜0.05

vs. sham operation group：＊ P＜0.05；vs. model group：#P＜0.05；

vs. low-dose trial group：ΔP＜0.05；vs. medium-dose trial group：★P＜0.05

3.2 脑组织细胞凋亡情况比较

与假手术组比较，其余各组大鼠不同时间点脑组织细胞

凋亡数均增加，差异具有统计学意义（P＜0.05）；与模型组比

较，低剂量实验组大鼠给药后 24、72 h和 7 d的脑组织细胞凋

亡数和中、高剂量实验组大鼠给药后12、24、72 h和7 d的脑组织

细胞凋亡数均减少，差异具有统计学意义（P＜0.05），且均呈剂

量依赖性。各组大鼠不同时间点脑组织细胞凋亡数比较见表2。
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表2 各组大鼠不同时间点脑组织细胞凋亡数比较（x±±s，n＝8）

Tab 2 Comparison of the number of apoptotic cells in cere-

bral tissue of rats at different time points（x±±s，n＝8）

时间
4 h

8 h

12 h

24 h

72 h

7 d

假手术组
3.4±0.4

4.0±0.7

4.4±0.5

4.8±0.7

4.6±0.6

3.5±0.5

模型组
6.7±0.6＊

16.9±1.7＊

44.7±2.9＊

64.8±3.6＊

93.8±4.2＊

61.7±3.5＊

低剂量实验组
6.13±0.2＊

16.68±0.5＊

42.95±1.6＊

61.02±2.6＊#

82.46±3.5＊#

51.42±1.8＊#

中剂量实验组
5.9±0.5＊

15.7±0.6＊

37.6±1.7＊#Δ

58.6±1.9＊#Δ

79.7±3.0＊#Δ

47.9±1.6＊#Δ

高剂量实验组
5.4±0.4＊

15.0±0.9＊

36.9±2.1＊#Δ

56.0±2.0＊#Δ★

75.9±2.8＊#Δ★

46.3±1.2＊#Δ

与假手术组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与低剂量实

验组比较：ΔP＜0.05；与中剂量实验组比较：★P＜0.05

vs. sham operation group：＊ P＜0.05；vs. model group：#P＜0.05；

vs. low-dose trial group：ΔP＜0.05；vs. medium-dose trial group：★P＜0.05

3.3 脑水肿情况比较

与假手术组比较，其余各组大鼠除给药后4 h外其余各时

间点脑组织含水量均增加，差异具有统计学意义（P＜0.05）；与

模型组比较，低剂量实验组大鼠给药后 72 h的脑组织含水量

和中、高剂量实验组大鼠给药后12、24、72 h和7 d的脑组织含

水量均减少，差异具有统计学意义（P＜0.05），且均呈剂量依赖

性。各组大鼠不同时间点脑组织含水量比较见表2。

表3 各组大鼠不同时间点脑组织含水量比较（％％，x±±s，n＝8）

Tab 3 Comparison of the proportion of cerebral edema in

rats at different time points（％％，x±±s，n＝8）

时间
4 h

8 h

12 h

24 h

72 h

7 d

假手术组
77.3±1.8

77.8±1.9

78.0±1.7

77.0±1.9

77.2±1.5

76.9±1.9

模型组
78.0±1.6

79.9±1.7＊

81.6±2.1＊

85.4±1.8＊

84.6±1.4＊

80.1±1.7＊

低剂量实验组
77.6±2.0

79.5±1.9＊

80.6±2.5＊

83.1±2.3＊

82.0±2.0＊#

79.3±2.5＊

中剂量实验组
78.1±1.8

79.1±1.5＊

79.8±1.7＊#

81.4±1.8＊#Δ

81.1±1.5＊#

77.3±1.8＊#

高剂量实验组
79.0±2.1

78.8±2.2＊

78.4±1.4＊#Δ

79.6±1.6＊#Δ★

78.7±1.9＊#Δ★

77.0±2.0＊#Δ

与假手术组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与低剂量实

验组比较：ΔP＜0.05；与中剂量实验组比较：★P＜0.05

vs. sham operation group：＊ P＜0.05；vs. model group：#P＜0.05；

vs. low-dose trial group：ΔP＜0.05；vs. medium-dose trial group：★P＜0.05

3.4 脑组织病理形态学变化

假手术组大鼠大脑基底节细胞形态结构完整，排列整齐，

组织未发生水肿，同时无炎性细胞浸润。模型组大鼠给药后

24 h，在其血肿的周围组织中可见明显水肿，胶质细胞以及神

经细胞均出现明显肿胀，同时细胞间隙变大；随着出血时间的

增加，其病理变化加重，在72 h时大鼠脑组织水肿以及其细胞

间隙最为明显，并可见大量炎细胞浸润，部分神经细胞出现坏

死、消失；7 d时，在其血肿的周围以及血肿内部可见胶质细胞

增生，炎症细胞的数目有所减少，且水肿带出现消退。高、中、

低剂量实验组大鼠与同时间点的模型组大鼠比较，其血肿周

围的组织水肿范围变小、程度减轻，炎症细胞的浸润减轻，固

缩细胞减少，肿胀细胞增多，细胞周围间隙变小，且呈剂量依

赖性。各组大鼠脑组织的形态学变化见图1。

4 讨论
他莫昔芬是一种人工合成的非类固醇类雌激素受体调节

剂，主要用于乳腺癌的治疗[5]。但是，近年研究显示，他莫昔芬

也是一种较强的神经保护剂[6]。此外，他莫昔芬在脂多糖诱导

而激活的小鼠或者大鼠小胶质细胞中同样能够发挥较好的抗

炎作用，能够减轻周围神经的炎症反应以及脊髓损伤后诱导

的炎症损伤[7]。

高血压脑出血后继发脑水肿加重了对机体神经元的损

害，因此脑水肿是患者病情恶化以及造成患者死亡的主要原

因[8]。根据脑水肿的发生机制，可将其分为4个类型：细胞毒性

脑水肿、血管源性脑水肿、渗压性脑水肿以及间质性脑水肿[9]。

在本研究中，采用自体血脑内注射法建立高血压脑出血模型。结

果显示，建模后8 h，模型组大鼠的脑水肿显著高于假手术组（P＜

0.05）；中、高剂量实验组大鼠给药后12 h后脑水肿显著低于模型

组（P＜0.05），表明他莫昔芬能明显缓解模型大鼠的脑水肿。

FADD是一种死亡域蛋白，当FADD与Fas的死亡域相互

作用，能激活半胱氨酸蛋白酶级联反应进而导致细胞凋亡。本

研究结果显示，中、高剂量实验组大鼠给药后8～72 h的FADD

阳性细胞数显著低于模型组大鼠（P＜0.05），表明他莫昔芬能显

著地抑制FADD阳性细胞的表达，进而减少机体细胞的凋亡。

综上所述，他莫昔芬能够呈剂量依赖性地抑制高血压脑

出血模型大鼠的 FADD阳性细胞表达，减少脑组织细胞的凋

亡，同时减轻脑出血后的脑水肿，发挥显著的神经保护作用。
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我院微生物实验室（BSL-2）承担着全院医学检验技术专

业微生物检验的全部教学任务，所存菌种均为第三类病原微

生物（参见原卫生部2006年发布的《人间传染的病原微生物名

录》）。作为教学的菌株对人体有一定的致病性，因此每次实

验后环境及手部的消毒极为关健。细菌对消毒剂的抗性问题

近年来逐渐成为热点[1]，消毒剂的滥用、用量不足或处理方法

不当等是细菌对消毒剂产生抗性的主要原因[2]。但目前报道

都集中于临床菌株对消毒剂抗性的研究，而实验室所存菌种

经长期保存及传代后，对常用消毒剂的抗性如何未见报道。

为了解实验室所存菌种对常用消毒剂的敏感性，本文就本实

12种实验室保存菌种对常用消毒剂的抗性分析

吴 静＊（福建卫生职业技术学院医学技术系，福州 350101）

中图分类号 R187+.1 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2014）21-1943-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2014.21.08

摘 要 目的：了解本实验室所存菌种对常用消毒剂的抗性，从而合理使用消毒剂，避免实验室感染。方法：采用悬液定量杀菌试

验分别测定75％乙醇、3％过氧化氢、碘伏和533消毒液对12种实验室保存菌种的平均杀灭对数值，采用K-B纸片法测定碘伏和

533消毒液对12种菌种及其标准株的最低抑菌浓度（MICs）。结果：碘伏作用1 min时对12种菌种的杀灭对数值均＞5.00；而533

消毒液需作用8 min、75％乙醇和3％过氧化氢需作用40～50 min才能达到同样效果。碘伏和533消毒液对12种菌种的MICs分

别为37.2～173.6、548～1 307 mg/L，其中533消毒液对12种菌种均表现出比标准株更高的MICs。结论：12种菌种对碘伏均未产

生抗性，部分菌种对75％乙醇、3％过氧化氢和533消毒液产生抗性，说明应根据不同的消毒对象选择不同的消毒剂，且配制准确

的浓度，才能达到良好的消毒效果。

关键词 消毒剂；悬液定量杀菌试验；K-B纸片法；杀灭对数值

Analysis of Resistance to Common Disinfectants of 12 Kinds of Laboratory Stored Strains
WU Jing（Dept. of Medical Technology，Fujian Health College，Fuzhou 350101，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To detect the resistance to common disinfectants of 12 kinds of laboratory stored strains in our labora-

tory so as to use disinfectants rationally and avoid laboratory infection. METHODS：Suspension quantitative germicidal test was

used to determine average germicidal logarithmic value of 75％ ethanol，3％ H2O2，iodophor and“533”disinfectants to 12 kinds of

laboratory stored strains. K-B method was applied to test the minimal inhibitory concentrations（MICs）of iodophor and 533 disin-

fectants to 12 kinds of laboratory stored strains and standard strains. RESULTS：The average germicidal logarithm values of iodo-

phor in 1 min were above 5.00，so did by“533”disinfectants in 8 min，3％ H2O2 and 75％ alcohol in 40-50 min. MICs of iodo-

phor and“533”disinfectant to 12 kinds of strains were 37.2-173.6 mg/L and 548-1 307 mg/L，respectively.“533”disinfectants have

higher MICs value to 12 kinds of strains，compare with standard strains. CONCLUSIONS：12 kinds of strains have no resistant to

iodophor，while some strains are resistant to 75％ ethanol，3％ H2O2 and“533”disinfectants. The disinfectants should be selected

according to different objects，and sound disinfection effect can be achieved by accurate concentration.

KEYWORDS Disinfectants；Suspension quantitative germicidal test；K-B method；Germicidal logarithm values
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