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载脂蛋白Ｅ与蛛网膜下腔出血后脑组织中内皮型一氧化氮合成酶表达的关系
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　　［摘要］　目的　探讨载脂蛋白Ｅ（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ，ａｐｏＥ）与蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）后脑组织
中内皮型一氧化氮合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）表达的关系。方法 　采用枕大池注血法构建小鼠蛛网膜下
腔出血模型。将３０只ａｐｏＥ基因敲除（ａｐｏＥｋｎｏｃｋｏｕｔ，ａｐｏＥＫＯ）鼠和３０只ａｐｏＥ基因野生（ａｐｏＥｗｉｌｄｔｙｐｅ，ａｐｏＥＷＴ）鼠均
随机抽签分为对照组、蛛血组、干预组，每组１０只；对照组为枕大池注射４０μＬ的生理盐水，蛛血组为枕大池注射４０μＬ自
体尾动脉血，干预组在枕大池注血前６周，每天胃内灌注促进ａｐｏＥ蛋白表达的肝Ｘ受体激动剂Ｔ０９０１３１７１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）；
ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测术后１２ｈ各组脑组织中ｅＮＯＳ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达情况。结果　 对照组ａｐｏＥＫＯ鼠
及ａｐｏＥＷＴ鼠ｅＮＯＳｍＲＮＡ［（０．８２３±０．０１５）ｖｓ（０．８１１±０．０２１）］和蛋白［（０．９０２±０．０３８）ｖｓ（０．８７５±０．０４１）］之间的
表达无明显差异（Ｐ＞０．０５）；与对照组相比，蛛血组 ｅＮＯＳｍＲＮＡ和蛋白表达明显降低，且蛛血组内 ａｐｏＥＫＯ鼠 ｅＮＯＳ
ｍＲＮＡ［（０．４１１±０．０２２）ｖｓ（０．６１３±０．０３６）］和蛋白［（０．５７８±０．０６１）ｖｓ（０．６９４±０．０２６）］表达较 ａｐｏＥＷＴ鼠更降低
（Ｐ＜０．０５）；与ａｐｏＥＷＴ蛛血组相比，ａｐｏＥＷＴ干预组ｅＮＯＳ的ｍＲＮＡ（０．７９６±０．０５２）和蛋白（０．７７５±０．０６２）表达明显增
加（Ｐ＜０．０５），但ａｐｏＥＫＯ干预组ｅＮＯＳ的表达与ａｐｏＥＫＯ蛛血组相比无明显差异（Ｐ＞０．０５）。结论　 ａｐｏＥ与ＳＡＨ后脑
组织中ｅＮＯＳ的表达有关；增加脑组织中ａｐｏＥ的表达能明显促进ｅＮＯＳ的表达增加。
　　［关键词］　 载脂蛋白Ｅ；内皮型一氧化氮合成酶；蛛网膜下腔出血
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅＮＯＳｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｏｆａｐｏＥＫＯａｎｄＷＴｍｉｃｅ（ｍＲＮＡ：
０．８２３±０．０１５ｖｓ０．８１１±０．０２１；ｐｒｏｔｅｉｎ：０．９０２±０．０３８ｖｓ０．８７５±０．０４１，Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅＮＯＳａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｉｎＳＡＨｇｒｏｕｐｓｎｏｒ
ｍａｔｔｅｒｏｆＫＯｏｒＷＴｍｉｃｅ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｍｏｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｒｅｄｕｃｅｗａｓｆｏｕｎｄｉｎａｐｏＥＫＯｍｉｃｅ（ｍＲＮＡ：
０４１１±００２２ｖｓ０．６１３±０．０３６，ｐｒｏｔｅｉｎ：０．５７８±０．０６１ｖｓ０．６９４±０．０２６，Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｅＮＯＳａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎａｐｏＥＷＴｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｔｈａｎａｐｏＥＷＴＳＡＨ
ｇｒｏｕｐ（ｍＲＮＡ：０．７９６±０．０５２ｖｓ０．６１３±０．０３６，ｐｒｏｔｅｉｎ：０．７７５±０．０６２ｖｓ０．６９４±０．０２６，Ｐ＜０．０５），ｂｕｔ
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０９７３０８７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳｕｎＸｉａｏｃｈｕａｎ，Ｔｅｌ：８６２３８９０１１１５１，Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎｘ
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　　脑血管痉挛（ｃｅｒｅｂｒａｌｖａｓｏｓｐａｓｍ，ＣＶＳ）是蛛网膜
下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）严重的并发
症之一，但至今对 ＳＡＨ后 ＣＶＳ的分子机制仍未完全
阐明。目前大多研究认为 ＳＡＨ后内皮型一氧化氮合
酶（ｅｎｄｏｔｈｃｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）及 ｅＮＯＳ源
ＮＯ分泌减少，是 ＳＡＨ后 ＣＶＳ发生的重要因素之
一［１］。近年来个体遗传背景，如载脂蛋白 Ｅ（ａｐｏｌｉ
ｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ，ａｐｏＥ）基因与 ＳＡＨ患者预后的相关性研
究及其在ＣＶＳ发生发展中的作用，受到了国内外学者
的广泛关注［２－３］。本研究通过构建小鼠蛛网膜下腔出

血模型，探讨 ａｐｏＥ与脑组织中 ｅＮＯＳ表达的关系，旨
在为临床防治ＳＡＨ后ＣＶＳ提供新的治疗思路。

１　材料与方法

１．１　动物及分组
　　ａｐｏＥ基因敲除鼠（ａｐｏＥｋｎｏｃｋｏｕｔ，ａｐｏＥＫＯ，重庆医科大学
实验动物中心提供）３０只和 ａｐｏＥ基因野生鼠（ａｐｏＥｗｉｌｄｔｙｐｅ，
ａｐｏＥＷＴ，Ｃ５７鼠，重庆医科大学实验动物中心提供）３０只，体
质量４５～５０ｇ，均随机抽签分为对照组、蛛血组、干预组，每组
１０只。若实验时程内有动物死亡，即另补充。实验操作均通过
重庆医科大学实验动物伦理委员会批准。

１．２　主要试剂
　　Ｔ０９０１３１７购自 Ｃａｙｍａｎ公司，一抗兔抗鼠 ｅＮＯＳ多克隆抗
体购自 Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司，辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂盒购自碧云天公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒购自
ＴａＫａＲａ公司。

１．３　小鼠ＳＡＨ模型制作
　　参照文献［４］的方法，经改良后制作小鼠 ＳＡＨ模型，主要
步骤为：１０％的水合氯醛腹腔注射麻醉后，小鼠取俯卧位，颈枕
交界区备皮、消毒后，注射器取尾动脉６０μＬ经肝素抗凝的自
体血，于颈枕交界区三角形凹陷处穿刺，回抽见脑脊液后，缓慢

（约３ｍｉｎ）注射动脉血 ４０μＬ，按压注血部位并保持头低位
３０ｍｉｎ，以使血液广泛分布于蛛网膜池中。对照组仅向枕大池
中注射４０μＬ生理盐水；干预组在注血前６周，参照文献［５］每
天胃内灌注促进 ａｐｏＥ蛋白表达的肝 Ｘ受体激动剂 Ｔ０９０１３１７
１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），余步骤同蛛血组。

１．４　标本采集
　　１２ｈ后再次麻醉迅速断头，手术切取枕大池周围１ｃｍ脑
组织，用４℃ ＰＢＳ缓冲液１００ｍＬ冲洗３次，将标本装入冻存
管，编号后置于－８０℃冰箱保存，用于 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测ｅＮＯＳｍＲＮＡ的表达
　　按照ＴａＫａＲａ公司总 ＲＮＡ提取试剂盒说明书提取脑组织
ｍＲＮＡ，逆转录反应采用 ＲｅｖｅｒＴｒａＤａｓｈＴＭＲＴＰＣＲＫｉｔ。ｅＮＯＳ引
物序列上游：５′ＡＧＣＴＧＧＡＴＧＡＡＧＣＣＧＧＴＧＡＣ３′，下游：５′
ＣＣＴＣＧＴＧＧＴＡＧＣＧＴＴＧＣＴＧＡ３′，产物长度为８４７ｂｐ；βａｃｔｉｎ引
物序列上游：５′ＧＧＴＣＣＡＣＡＣＣＣＧＣＣＡＣＣＡＧＴＴＣ３′，下游：５′
ＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣ３′，产物长度为２４５ｂｐ。反应
产物于１％琼脂糖凝胶电泳，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统采集图片，
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析计算电泳条带光密度值。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｅＮＯＳ蛋白表达
　　将各组标本依次进行蛋白质提取，定量，取２０μｇ上样进
行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转移至ＰＶＤＦ膜。５％脱脂牛奶 ＴＢＳＴ缓冲
液３７℃封闭１ｈ，一抗兔抗小鼠ｅＮＯＳ多克隆抗体（１∶３００）４℃
过夜，二抗辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２０００）３７℃
孵育１ｈ，加入ＥＣＬ试剂显色，βａｃｔｉｎ表达水平作为内参照。
１．７　统计学处理
　　计量资料以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件行ｔ检验。

２　结果

２．１　各组脑组织中ｅＮＯＳｍＲＮＡ的表达
　　对照组ａｐｏＥＫＯ鼠及ａｐｏＥＷＴ鼠ｅＮＯＳｍＲＮＡ之间的表达
无明显差异（Ｐ＞０．０５）；与对照组相比，蛛血组 ｅＮＯＳｍＲＮＡ表
达明显降低（Ｐ＜０．０５），且蛛血组内 ａｐｏＥＫＯ鼠 ｅＮＯＳｍＲＮＡ
表达较ａｐｏＥＷＴ鼠降低（Ｐ＜０．０５）；与 ａｐｏＥＷＴ蛛血组相比，
ａｐｏＥＷＴ干预组 ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达明显增加（Ｐ＜０．０５），但
ａｐｏＥＫＯ干预组ｅＮＯＳ的表达与ａｐｏＥＫＯ蛛血组相比无明显差
异（Ｐ＞０．０５）。见表１，图１。

表１　各组小鼠脑组织中ｅＮＯＳｍＲＮＡ的表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

小鼠类型 对照组 蛛血组 干预组

ａｐｏＥＫＯ ０．８２３±０．０１５ ０．４１１±０．０２２ａｂ ０．４３２±０．０７７
ａｐｏＥＷＴ ０．８１１±０．０２１ ０．６１３±０．０３６ａ ０．７９６±０．０５２ｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ａｐｏＥＷＴ比较；ｃ：Ｐ＜
０．０５，与蛛血组比较
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１：对照组；２：蛛血组；３：干预组
图１　ＲＴＰＣＲ检测各组小鼠脑组织中ｅＮＯＳｍＲＮＡ的表达

２．２　各组脑组织中ｅＮＯＳ蛋白的表达
　　对照组ａｐｏＥＫＯ鼠及 ａｐｏＥＷＴ鼠 ｅＮＯＳ的蛋白之间的表
达无明显差异（Ｐ＞０．０５）；与对照组相比，蛛血组ｅＮＯＳ的蛋白
表达明显降低（Ｐ＜０．０５），且蛛血组内 ａｐｏＥＫＯ鼠 ｅＮＯＳ的蛋
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白表达较ａｐｏＥＷＴ鼠降低（Ｐ＜０．０５）；与 ａｐｏＥＷＴ蛛血组相
比，ａｐｏＥＷＴ干预组ｅＮＯＳ的蛋白表达明显增加（Ｐ＜０．０５），但
ａｐｏＥＫＯ干预组ｅＮＯＳ的表达与ａｐｏＥＫＯ蛛血组相比无明显差
异（Ｐ＞０．０５）。见表２、图２。

表２　各组小鼠脑组织中ｅＮＯＳ蛋白的表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

小鼠类型 对照组 蛛血组 干预组

ａｐｏＥＫＯ ０．９０２±０．０３８ ０．５７８±０．０６１ａｂ ０．５４１±０．０７９
ａｐｏＥＷＴ ０．８７５±０．０４１ ０．６９４±０．０２６ａ ０．７７５±０．０６２ｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ａｐｏＥＷＴ比较；ｃ：Ｐ＜
０．０５，与蛛血组比较
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１：对照组；２：蛛血组；３：干预组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠脑组织中ｅＮＯＳ蛋白的表达

３　讨论

　　在中枢神经系统内，ｅＮＯＳ主要分布于神经细胞，
血管内皮细胞和血小板，其催化产生的 ＮＯ可使血管
平滑肌处于舒张状态。生理情况下，ｅＮＯＳ和其催化产
生的ＮＯ，对于维持血管中等度舒张，抑制血小板聚集
等具有重要的作用。一系列国内外研究发现，ＳＡＨ后
脑内ｅＮＯＳ表达异常与 ＣＶＳ的发生密切相关。Ｊｕｎｇ
等［６］通过猕猴ＳＡＨ模型发现，脑脊液中二甲基精氨酸
的水平与ＣＶＳ严重程度呈正相关，而二甲基精氨酸是
ｅＮＯＳ的抑制剂；研究者认为ＳＡＨ后，二甲基精氨酸导
致脑组织中ｅＮＯＳ合成减少，是 ＣＶＳ发生的重要机制
之一。本研究发现，小鼠 ＳＡＨ蛛血组脑内 ｅＮＯＳ的表
达较对照组明显降低。Ｋｈｕｒａｎａ等［７］向犬ＳＡＨ模型脑
池中注入编码 ｅＮＯＳ基因的腺病毒载体后发现，与对
照组相比，脑组织中 ｅＮＯＳ表达增加，ＣＶＳ程度减轻。
以上研究均表明，ｅＮＯＳ表达降低是 ＳＡＨ后 ＣＶＳ发生
的重要机制之一。

　　载脂蛋白 Ｅ是中枢神经系统内最重要的载脂蛋
白，主要负责脑内脂质的转运。编码人类ａｐｏＥ的基因
具有３个等位基因，分别是 ε２、ε３及 ε４，其多态性导
致人群中存在６种不同的遗传表型。新近研究发现，
ａｐｏＥ在神经系统的生长发育及损伤后的修复过程中
发挥了重要作用［８］。不仅如此，研究者们发现ａｐｏＥ基
因多态性与ＳＡＨ患者预后相关［９－１１］。本课题组的前

期研究［１２］发现，ａｐｏＥ４等位基因携带者，ＳＡＨ后 ＣＶＳ
更严重，且预后较非 ａｐｏＥ４等基因携带者差。但是出
现这种差异的原因目前仍不甚清楚。

　　本研究选用ａｐｏＥ基因敲除鼠和含有ａｐｏＥ基因的
野生鼠构建小鼠ＳＡＨ模型，从ａｐｏＥ与ｅＮＯＳ表达的相
关性来探讨ＣＶＳ发生的可能机制。实验结果显示，小

鼠发生ＳＡＨ后１２ｈ，ａｐｏＥ基因敲除鼠脑组织内表达
的ｅＮＯＳ明显低于野生鼠，提示 ａｐｏＥ与 ｅＮＯＳ的表达
密切相关。为了进一步说明 ａｐｏＥ与 ｅＮＯＳ的表达的
相关性，我们采用能促进 ａｐｏＥ表达增加的肝 Ｘ受体
激动剂 Ｔ０９０１３１７进行提前干预。结果显示，预处理
后，ａｐｏＥ野生鼠ＳＡＨ后脑组织内表达的 ｅＮＯＳ较蛛血
组明显增加，但是Ｔ０９０１３１７对ＳＡＨ后ａｐｏＥ敲除鼠脑
内ｅＮＯＳ的表达无明显效应，进一步证实脑内 ａｐｏＥ含
量能影响ｅＮＯＳ表达。以上结果进一步提示，促进脑
内ａｐｏＥ的表达能明显增加 ＳＡＨ后脑组织内 ｅＮＯＳ的
表达，这为通过增加脑内 ａｐｏＥ表达来防治 ＣＶＳ的发
生、发展提供了实验依据。

　　新近研究发现，在阿尔茨海默病患者脑组织内，
ａｐｏＥ的表达与同一部位 ｅＮＯＳ的表达呈正相关，研究
者认为这可能是机体的一种保护机制［１３］，但是这两种

蛋白之间的相互调节机制，目前仍不清楚。Ｙａｎｇ
等［１４］研究发现，缺血再灌注导致 ｅＮＯＳ合成受阻与
ＥＲＫ信号通路受抑制密切关联；我们前期研究发现，
神经细胞 ａｐｏＥ蛋白的合成与 ＥＲＫ信号通路密切相
关［１５－１６］。ａｐｏＥ与ｅＮＯＳ之间的相互作用及调控机制
是否与 ＥＲＫ信号通路有关，以及这两者在 ＳＡＨ后脑
组织中的动态表达规律，需要进一步研究证实。
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１　临床资料

　　２０１２年３－４月本科治疗了３例肾脏留置单Ｊ管体内缠结
患者。病例１：男性，２５岁，身高１６５ｃｍ。５年前行左肾切开取
石术。２０１２年３月因“左腰痛发现左肾结石复发”收住我院。
行经皮肾镜取石术，碎石顺利。术后单Ｊ管同肾盂引流管同时
留置于左肾内，放置深度约２１ｃｍ。见单 Ｊ管及肾盂引流管引
出清亮尿液后，用丝线固定。术后２周患者入院复查发现固定
丝线脱落；肾造瘘管引流通畅，单Ｊ管引流欠佳；肾造瘘管顺利
拔出，单Ｊ管拔出时阻力较大。故急诊行腹部Ｘ线片。尝试插
入导丝拔除失败，用力拔除阻力较大患者诉剧烈疼痛，给予局

麻，切开约０．５ｃｍ切口，食指探查，钝性拔除双Ｊ管。
　　病例２：男性，７２岁，身高１６２ｃｍ。２００７年因膀胱癌于我院
行腹腔镜下全膀胱根治性切除加输尿管皮肤造瘘术，２０１２年
４月于我院门诊更换双侧单 Ｊ管，其中左侧置入双 Ｊ管深度约
３０ｃｍ，双侧单Ｊ管引出清亮尿液。半日后患者因左侧腰区胀
痛入院，考虑单Ｊ管置入深度过长引起。给予调整左侧单 Ｊ管
长度，拔出约８ｃｍ，随即发现左单Ｊ管尿液引出较前缓慢，试探
性牵拉感阻力。行透视见单Ｊ管缠结。用导丝导入单 Ｊ管，导
入２５ｃｍ后遇到阻力，反复推送尝试后，导丝顺利进入５ｃｍ，延
导丝调整单Ｊ管置入长度，约２０ｃｍ。拔出导丝，单Ｊ管引流通
畅，透视见单Ｊ管置入满意。半小时后患者腰区胀痛感消失。

　　病例３：男性，６５岁，身高１５８ｃｍ，２０１２年４月因膀胱癌行
腹腔镜下全膀胱根治性切除加输尿管皮肤造瘘术，术后送 ＩＣＵ
留观，１２ｈ后发现右侧单 Ｊ管引流量明显低于左侧，体检发现
右侧单Ｊ管固定线撕脱，行床边 Ｂ超发现：右侧单 Ｊ管于肾盂
内缠结，尝试导丝导入失败，遂入手术室，切开输尿管皮肤吻合

口，用输尿管镜探查见单 Ｊ管缠结于肾盂开口处。在可视下，
利用取石钳解开缠结，调整适当导入长度后，左右两侧尿流量

正常。

２　讨论

　　输尿管支架管缠结是较为罕见的并发症，目前报道较少，
国外可查到的文献显示仅有１３例报道［１］。国内史济洲［２］报道

了１例双Ｊ管缠。国外报道的缠结位置多分布在上段（１１例），
其次为中段（１例）和下段（１例）；国内报道的缠结位置在上
端。国外报道中８例是使用了一种两端设计有多重卷曲可用
于身高范围较大患者的输尿管支架管，在肾盂内过长的多重卷

曲容易出现缠绕而造成缠结；另外３例，可能的原因是双 Ｊ管
相对过长导致其在肾盂内打卷从而形成缠结或在拔管的运动

过程中形成缠结。史济洲［２］报道的１例认为是因为放置过长
在拔出的过程中缠绕。本组３例患者缠结都发生在输尿管上
端，拔出后测量实际放置的长度分别为２１、３６、２８ｃｍ。若按照常
用的双Ｊ管长度计算公式：长度＝０．１２５×身高（ｃｍ）＋０．５ｃｍ［３］

计算，本组 ３例患者理想的双 Ｊ管长度应该分别为 ２１．１２５、
２０７５、２０．２５ｃｍ。但本组３例患者均为单Ｊ管置入，其放置的
长度应根据出口位置与输尿管全程的关系作进一步地调整，

我们根据患者Ｘ线片的比例换算出患者肾盂与皮肤出口间的
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