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【摘 要】目的： 研究脑出血患者急性期血浆去甲肾上腺素（Norepineprine,NE）、乙酰胆碱（Acetylcholine,Ach）的水平与自主神经功能障碍的研究；方法：分析45例不同部位初发脑出血患者和38例健康人，分别在入院后第2天、10天清晨抽取患者空腹静脉血3ml于预冷的抗凝管中，4℃低温离心，取上清液置-70℃以下低温保存。分别采用液质联用法、酶联免疫吸附测定法测定脑出血组及对照组血浆NE及Ach水平；记录患者自主神经功能障碍的临床表现；应用自主神经症状量表(autonomic symptom profile,ASP)对脑出血组及对照组进行评估；采用美国国立卫生研究院卒中量表（NIHSS）对患者神经功能缺损程度进行评分；结果：脑出血组第2天，第10天血浆NE水平（1.71±0.25 ng/ml,1.53±0.26 ng/ml）明显高于对照组(0.54±0.13ng/ml),差异有统计学意义（P=0.006,P=0.003），而血浆乙酰胆碱水平（76.88±12.38 ng/l,71.75±12.73 ng/l）明显低于对照组(105.61±14.27ng/l)，差异有统计学意义（P=0.005,P=0.008），脑出血组血浆NE，Ach水平第2天与第10天比较，差异无统计学意义（P=0.054, P =0.342）；脑出血组ASP评分明显高于对照组，差异有统计学意义（P=0.002,P=0.01），脑出血组ASP评分与血浆NE、Ach水平存在统计学相关性（r=0.770，P=0.042；r=-0.868，P=0.011）。脑出血组第10天NIHSS评分明显低于第2天，差异有统计学意义（P=0.008，t=5.91）；结论：脑出血患者急性期血浆NE水平明显升高、而血浆Ach水平明显降低，血浆NE及Ach水平的变化可能与自主神经功能障碍有关联。
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The study on association between autonomic dysfunction and the level of plasma norepineprine and acetylcholine in acute phase of cerebral hemorrhage 
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Abstract：Objective To study the association between autonomic dysfunction and the level of plasma norepineprine and acetylcholine in acute phase of cerebral hemorrhage patients.Methods To analyze 45 patients
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with initial cerebral hemorrhage in different sites and 38 healthy man.Fasting 3ml venous blood was taken and put in the anticoagulant tube precooled at the second and tenth   days after admission. Centrifuged at 4 ℃, The
supernatant was set below -70 ℃. To detect plasma norepineprine level with cerebral hemorrhage group and control group by liquid chromatography-mass spectrometry,and acetylcholine level by enzyme-linked immunosorbent assay;Recording autonomic dysfunction symptoms with patients; Autonomic symptom profile was used to evaluate hemmorrhage group and control group;.To evaluate cerebral infarction patients neurologic impairment by NIHSS.Results The level of plasma norepineprine (1.71±0.25ng/ml,1.53±0.26ng/ml) with cerebral hemorrhage group was significantly increased than control group(0.54±0.13ng/ml) at second and tenth day（P=0.006,P=0.003）, whereas,the level of plasma cetylcholine (76.88±12.38ng/l,71.75±12.73ng/l) was significantly decreased with cerebral hemorrhage group than control group(105.61±14.27ng/l) （P=0.005,P=0.008）.Comparing with the tenth day, the level of plasma norepinephrine and acetylcholine was no significant difference with cerebral hemorrhage group at the second day（P=0.054, P =0.342）.ASP was significantly increased with hemorrhage group than control group at the second and tenth day（P=0.002,P=0.01）.Spearson correlation between ASP and plasma norepineprine and acetylcholine show statistical significance with hemorrhage group（correlation coefficients：0.770，P=0.042；correlation coefficients：-0.868，P=0.011）.Comparing with the second day, the score of NIHSS was significantly decreased at the tenth day（P=0.008，t=5.91）. Conclusion The level of plasma norepineprine was significantly increased in acute phase of cerebral hemorrhage,whereas,the level of plasma acetylcholine was significantly decreased.Autonomic dysfunction in cerebral hemorrhage patients was related with elevated plasma norepineprine and decreased plasma acetylcholine.
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脑卒中患者的运动、感觉功能障碍通常为临床所重视，但其自主神经功能障碍常被忽视，在各种脑血管疾病患者中，自主神经功能障碍是普遍存在的。在脑卒中急性期，交感神经兴奋时，引起所支配器官弥漫性功能紧张增高，表现为心率增快、血压增高、呼吸加快、血糖升高及胃肠道蠕动分泌功能抑制；本文就脑出血患者急性期，血浆去甲肾上腺素、乙酰胆碱的表达及患者自主神经障碍的临床表现进行研究，现报告如下：
1 资料与方法
1.1 资料：
1.1.1（1）脑出血组：患者均为我院2009年1月～2010年1月的住院病人，将符合标准的脑出血病人（45例，男23例，女22例，年龄43～72岁，平均年龄61.24±9.71岁），同意并签署知情同意书纳入研究范围，满足以下条件，A：发病3天内入院，首次患脑出血；头颅CT证实病灶位于大脑半球，并与临床症状定位一致，不伴脑干、小脑出血；B：无自主神经功能激活的其它共存疾病,如冠心病、糖尿病、心力衰竭、肝、肾功能不全、慢性阻塞性肺部疾病及心律失常；C：检测前情绪稳定，未接受影响自主神经活性的药物,如激素、拟肾上腺素类药、β-受体阻滞剂等；D：无其它神经系统疾病,如多发性神经病、体位性低血压等疾病；E：检测时无感染性疾病：肺炎，尿路感染等。（2）健康对照组：38例，男20例，女18例，年龄45～77岁，平均年龄63.28±10.27岁，来自我院同期体检中心的健康人，符合上述条件B-E。
1.1.2 主要仪器：Agilent 6410 Triple Quad LC/MS；旋涡混合器（原上海医科大学仪器厂）；电子天平（北京赛多里斯有限公司）；高速离心机（sigma公司）；-86℃超低温冰箱DW-86L386（海尔集团）；人乙酰胆碱ELISA试剂盒（RB公司）。
1.2 方法

1.2.1脑出血患者入院后第2、10天清晨7：00—7：30空腹安静状态下采集静脉血3 ml于预冷的抗凝管中，4 ℃低温离心（1500转/分，15 min），取上清液置-70 ℃以下低温保存。

1.2.2 记录患者自主神经功能障碍的临床表现：多汗、患侧肢体温度、血糖升高、气促、尿失禁、睡眠障碍、心律失常、便秘、吞咽困难。  
1.2.3自主神经症状评分：采用Suarez 等提供的自主神经症状量表[1,2]，由受检者填涂量表，无法完成时由试验实施者提问并填写，试验实施者统计评分，≤22.0分为正常，>22.0分为异常。分值越高表明自主神经功能障碍越重，每一条分值为0分(没有症状)-3分(经常发生该症状)。
1.2.4采用美国国立卫生研究院卒中量表（National Institute of Health Stroke Scale,NIHSS）对患者神经功能缺损程度进行评分；
1.2.5采用液相色谱－质谱联用法测定脑出血组及对照组血浆NE水平，色谱及质谱条件如下(图1)：

色谱条件：ZORBAX SB-Aq柱（4.6 mm×150 mm，5 µm）为色谱柱；流动相A为0.08%甲酸，B为乙腈，从0～8 min，A相保持95%，B相保持5%；8～9 min，B相从5%逐渐升至70%；9～14 min，B相保持70%不变；14～15 min，B相从70%逐渐降至5%；15～23 min，A相保持95%，B相保持5%；流速0.5 mL/min；柱温30 ℃。
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图1.去甲肾上腺素对应的碎片离子为170-152、170-77两对子离子，而定量离子选择的是170-152 

质谱条件：采用电喷雾离子源（ESI），正离子模式，干燥气流速12 L/min，干燥气温度280 ℃，雾化气压力45 psi，毛细管电压4000V，扫描模式采用多离子反应监测（MRM）

1.2.6 采用酶联免疫吸附测定法(enzyme-linked immunosorbent assay,ELISA)测定脑出血组及对照组血浆Ach水平，绘制标准曲线如下（以标准物浓度为横坐标，OD值为纵坐标.图2），根据样品的OD值用标准曲线的直线回归方程式计算样品浓度，再乘以稀释倍数，即为样品的实际浓度。
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1.2.7 统计学处理  各实验组数据均采用SPSS11.5统计软件包处理，数据以均数±标准差（
[image: image4.wmf]x

±s）表示，两组独立样本均数比较采用t检验，脑出血组第2天，第10天样本均数比较采用配对t检验；两组样本均数比较采用方差分析，两两比较采用LSD－t检验；相关性分析正态分布资料采用Pearson相关性检验，P<0.05有统计学意义。
2 结果
2.1 脑出血患者急性期自主神经功能障碍的临床表现及其发生率见表1；
2.2脑出血组第2天，第10天ASP评分(26.71±5.02分,24.43±3.64分)明显高于对照组(14.71±4.35分)，差异有统计学意义（P=0.002,P=0.01）；脑出血组ASP评分与血浆Ach、NE水平相互间存在统计学相关性，见表2；

2.3脑出血组入院后第10天NIHSS评分(14.19±9.18分)明显低于第2天(18.19±10.05分)，差异有统计学意义（P=0.008，t=5.91）。

2.4脑出血组入院后第2天，第10天血浆NE水平明显高于对照组，差异有统计学意义（P=0.006,P=0.003）；脑出血组入院后第2天，第10天血浆Ach水平明显低于对照组，差异有统计学意义（P=0.005,P=0.008）；脑出血组血浆NE，Ach水平，第2天与第10天分别比较，差异无统计学意义（P=0.054, P =0.342）见表3；
表1 脑出血患者急性期自主神经功能障碍的临床表现
Tab.1.Autonomic dysfunction symptoms in acute phrase with cerebral hemorrhage patients                                                      
	临床表现
	发生率

	多汗
	16.67%  

	患侧肢体温度下降
	4.76%

	血糖升高
	 23.81%

	气促
	 2.38%

	尿失禁
	  7.14%

	睡眠障碍
	26.19%

	心律失常
	4.76%

	便秘
	47.62%

	吞咽困难
	21.43%


表2 脑出血组ASP与血浆Ach、NE水平的相关性分析
Tab.2.The correlation between autonomic symptom profile and plasma norepineprine and acetylcholine with hemorrhage group                                                 
	
	入院时间
	r
	P值

	Ach与ASP
	第2天
	-0.868  
	  0.011

	
	第10天
	-0.827  
	  0.022

	NE与ASP
	第2天
	0.770
	0.042

	
	第10天
	0.780
	0.038


表3  脑出血组及对照组血浆NE(ng/ml)、Ach(ng/l)水平比较

Tab.3.The level of plasma norepineprine and acetylcholine with hemorrhage group and control group
	
	入院后第2天
	入院后第10天
	对照组

	NE
	1.71±0.251)  
	1.53±0.262)   
	0.54±0.133)  

	Ach
	76.88±12.384)
	71.75±12.735)
	105.61±14.276)


注：NE: 1)与3) ,2)与3)比较，P=0.006,P=0.003，1) vs 2) P=0.054；Ach：4)与6) ,5)与6)比较，P=0.005,P=0.008，4) vs 5) P=0.342
Note：norepineprine 1)vs3) ,2)vs3) P=0.006,P=0.003，，1) vs 2) P=0.054；acetylcholine 4)vs6) ,5)vs6) P=0.005,P=0.008，4) vs 5) P=0.342
3 讨论
自主神经系统有两个基本组成部分：交感神经和副交感神经系统，交感神经节后纤维释放的神经递质是去甲肾上腺素，而副交感神经节后纤维释放的神经递质是乙酰胆碱。Pierzchala等研究证实脑卒中后患者存在交感、副交感神经系统功能紊乱[3]，这些归因于中枢自主神经网络的损伤，最常见的临床问题包括心率、血压调节异常，反射性心血管自主神经功能紊乱，非对称性的瘫痪侧肢体发凉、出汗，反射性催汗、血管舒缩调节系统变化，膀胱、肠道功能紊乱和性无能[4]。我们对脑出血患者急性期自主神经功能障碍的临床表现及发生率作了分析，其中多汗、吞咽困难、睡眠障碍及便秘的发生率均较高。卒中患者自主神经功能紊乱使他们的健康状态恶化，并能诱导威胁生命的并发症[3]。 

典型脑出血患者交感神经系统活性增强，副交感神经系统活性减弱导致短暂性高血压，我们研究表明：脑出血患者急性期血浆去甲肾上腺素水平比对照组明显升高，提示交感神经活性增强。Marthol H等研究致死性脑出血或卒中患者发现：患者在脑死亡前数小时内表现出交感神经过度兴奋，这可能导致终末器官功能衰竭，同时儿茶酚胺可引起组织损伤[5]。Siu等报道一例急性右侧基底节区出血患者，住院期间连续三天出现呼吸急促、出汗、高血压、高热和心动过速，这位患者被诊断为交感风暴，源于比较少见的原因：扭结的气囊导管[6]。
卒中患者自主神经功能失调与较高的猝死发生率有关[7]。心血管自主神经功能在发病后不久即被损害，在老年卒中幸存者中，受损的自主神经功能可能增加全因死亡率和心血管疾病死亡率的风险[8]。自主神经功能障碍包括交感神经活性增加和压力反射减弱，我们研究表明：脑出血患者急性期血浆乙酰胆碱水平较对照组明显降低，表明副交感神经活性减弱，目前有关压力反射受损与颈动脉粥样硬化的关系，尚存在争议，Nasr等研究认为：双侧颈动脉粥样硬化与压力反射敏感性受损和自主神经平衡的改变相关[9]，而Sykora等研究证实急性脑卒中患者压力反射受损与颈动脉粥样硬化无关，而与卒中累及岛叶相关，而且两侧岛叶似乎都参与处理压力感受器信息，其中左侧岛叶占主导地位[10]，目前我们的研究尚未涉及自主神经功能障碍与岛叶的相关性研究，而且对脑出血患者恢复期血浆NE、ACH水平也未作观察、研究。
我们的研究表明：经过10天治疗患者临床症状改善，NIHSS平分降低，而NE，Ach水平并没有明显改变，这可能与临床症状变化快于血浆NE、Ach变化有关。我们应用ASP对脑出血组及对照组进行自主神经功能评估，脑出血组ASP评分明显高于对照组，脑出血组ASP与血浆Ach、NE水平相互间存在统计学相关性，表明脑出血患者自主神经功能障碍与血浆NE，Ach有关联。而且第2天与第10天ASP评分无明显差异，这与脑出血组第2天与第10天的血浆NE，Ach差异是一致的。本研究只观察了脑出血后2-10天，以后需要延长随访周期（2-4周），更加动态观察急性期后相关递质和自主神经功能的关系。Micieli等提出假说：自主神经功能障碍与脑卒中相互联系，并证实这两者之间可能的联系[11]，提出了完全不同的诊断和治疗方法。Sykora等建议对急性缺血性和出血性卒中患者，改变自主神经功能可能有重要的治疗意义[12]。自主神经功能障碍是脑血管病患者经常提及的问题，重视自主神经功能障碍，尤其是心血管自主神经功能障碍，并根据其发病机制进行对因和对症治疗，最大程度缓解患者临床症状。
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