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铁离子致大鼠实验性脑室出血后急性脑损伤的初步研究
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　　［摘要］　目的　观察大鼠脑室内注入铁离子后早期脑损伤的基本病理特点，探讨铁离子在大鼠脑
室出血后急性期脑损伤中的作用。方法　 通过立体定向侧脑室注射法建立脑室出血后铁损伤模型，侧
脑室注射二氯化铁或生理盐水，采用干湿质量法测定损伤后２４ｈ脑组织含水量变化，伊文思蓝染色法
观察血脑屏障损伤，ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅＣ（ＦＪＣ）、ＴＵＮＥＬ染色及透射电镜观察海马神经元变性、凋亡情况，采用
透射电镜观察脑室壁纤毛损伤，并于损伤后７ｄ采用整体脑室剥离法观察大体标本脑室壁含铁血黄素
沉积。结果　 铁损伤组在２４ｈ时大脑半球含水量较对照组明显升高（Ｐ＜０．０５）、血脑屏障破坏、海马
神经元大量变性、凋亡，脑室室管膜纤毛及微绒毛大量脱落；７ｄ时侧脑室壁大量含铁血黄素沉积。
结论　 铁离子脑室内沉积可导致脑水肿、血脑屏障损伤、脑室壁损伤等急性脑损伤效应，可能在脑室出
血后急性期脑损伤中起重要作用。
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　　脑出血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）是常见的
脑血管疾病，具有高发病率、高致残率和高致死率的特

点，脑出血合并脑室出血（Ｉｎｔｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，
ＩＶＨ）较单独的脑出血具有更高的致残、致死率，且给
家庭和社会带来巨大的经济负担及其他问题。目前，

脑室出血损伤机制研究逐步受到关注，但详细机制仍

不清楚，亦缺乏针对性治疗措施。既往大量研究证实

ＩＣＨ后存在铁超载［１－３］，且 ＩＣＨ后脑组织内与铁相关
蛋白表达增多［４－５］，铁螯合剂如去铁敏等药物治疗

ＩＣＨ有效［６－７］，以上研究结果证实铁在 ＩＣＨ后脑损伤
中发挥重要作用。我们前期研究发现脑室出血后同样

存在脑室内铁蓄积［８］，且铁与ＩＶＨ慢性脑积水发生关
系密切［９］，但铁在 ＩＶＨ后急性脑损伤的作用不清楚。
我们近期研究发现 ＩＶＨ后急性期脑损伤存在弥漫性
脑水肿、血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）损伤等基
本病理特点［１０］，故推测ＩＶＨ后血液降解产物铁离子可
能在ＩＶＨ后急性期脑损伤中也发挥重要作用，本研究
拟通过建立大鼠ＩＶＨ后铁损伤模型，对铁离子在 ＩＶＨ
后大鼠急性期脑损伤的作用进行了初步研究。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　健康成年雄性ＳＤ（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌ）大鼠５５只，体质
量２５０～３００ｇ，由第三军医大学大坪医院野战外科研
究所实验动物中心［许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００５］
和第三军医大学西南医院实验动物中心［许可证号：

ＳＹＸＫ（渝）２０１２００１２］提供。先将大鼠在实验室适应
性喂养３ｄ，自由进食、进水，按随机数字表法分为对照
组（生理盐水组，ｎ＝２１）和铁损伤组（二氯化铁组，ｎ＝
２１），术后２４ｈ采用干湿质量法测定脑组织含水量（对
照组，ｎ＝５；铁损伤组，ｎ＝５）；采用伊文思蓝染色法
（对照组，ｎ＝５；铁损伤组，ｎ＝５）和透射电镜（对照
组，ｎ＝３；铁损伤组，ｎ＝３）观察血脑屏障损伤情况，采
用末端标记法观察大鼠海马神经元变性凋亡情况（对

照组，ｎ＝５；铁损伤组，ｎ＝５），术后７ｄ仍存活的大鼠
剥离脑室观察含铁血黄素的沉积（对照组，ｎ＝３；铁损
伤组，ｎ＝３）。若大鼠造模后死亡，补充至实验设计数
量（ｎ＝１３）。
１．２　试剂与器材
　　主要试剂：二氯化铁（４２９３６８１Ｇ，美国 Ｓｉｇｍａ公
司），伊文思蓝（Ｅ２１２９１０Ｇ，美国 Ｓｉｇｍａ公司），ＴＵＮＥＬ

试剂盒（１１６８４８１７９１０５０Ｔ，美国罗氏公司），２．５％戊二
醛（第三军医大学生物医学分析测试中心提供），组织

包埋剂（ＯＣＴＣｏｍｐｏｕｎｄ４５８３，日本樱花公司）。仪器：
脑立体定位仪（ＺＨ蓝星Ｂ型，淮北正华生物仪器设备
公司），透射电子显微镜（ＴＥＣＮＡＩ１０型，荷兰飞利浦公
司），冰冻切片机（ＣＭ１８５０，德国徕卡公司），手术显微
镜（Ｐｉｃｏ，德国卡尔蔡司公司），荧光显微镜（Ｘｃｉｔｅ
Ｓｅｒｉｓ１２０Ｑ，德国徕卡公司），舒锐无菌胰岛素注射器
（２９Ｇ，美国ＢＤ公司），电子天平（赛多利斯仪器系统
有限责任公司），动物颅骨钻（瑞沃德生命科技有限公

司）等。

１．３　大鼠模型制作
　　按本研究组既往方法建立大鼠脑室出血模
型［８，１０］，简述如下：以水合氯醛（５％，７ｍＬ／ｋｇ）麻醉大
鼠后将其固定在脑立体定位仪上，保持颅顶位置水平，

沿颅顶中线用手术刀切开约０．５ｃｍ皮肤，用镊子钝性
分离暴露前囟，以前囟点为基准，向右１．６ｍｍ、向后
０．６ｍｍ处颅骨钻钻孔。将２９Ｇ胰岛素注射器夹持在
脑立体定位仪上抽取铁损伤组溶液１００μＬ，沿颅骨钻
孔位置，从颅骨表面垂直缓慢进针，深度约４．５ｍｍ；根
据实验分组分别将１００μＬ二氯化铁溶液（铁损伤组）
或１００μＬ生理盐水（对照组）匀速缓慢注入右侧脑室
（２０μＬ／ｍｉｎ），注射完毕后留针５ｍｉｎ再缓慢退针，用
医用骨腊封骨孔后缝合切口。术后将大鼠放置在饲养

笼中恢复。

１．４　脑组织含水量测定
　　脑组织含水量的测定采用干湿质量法。模型制作
２４ｈ后，水合氯醛（５％，７ｍＬ／ｋｇ）再次麻醉２组大鼠，
断头取脑，将取得脑组织迅速分为左右两侧大脑半球

及小脑三部分，分别称取湿质量，然后放入电热恒温干

燥箱（１００℃）中烘烤，２４ｈ后称取脑组织干质量。脑
组织含水量计算公式：脑组织含水量 ＝（湿质量 －干
质量）／湿质量×１００％。
１．５　伊文思蓝检测
　　模型制作后２３ｈ，水合氯醛（５％，７ｍＬ／ｋｇ）麻醉
２组大鼠，采用尾静脉注射法注射ＥＢ（２％，４ｍＬ／ｋｇ），
体循环１ｈ，然后以生理盐水２５０ｍＬ心内灌注排净血
液；断头取脑，生理盐水冲净表面血液，滤纸沾干；大体

标本直接置于显微镜绿色激发光（λ＝５４０ｎｍ）下观察
拍照；随后将脑组织在冰冻切片机上制成１０μｍ厚冰
冻切片，并在荧光显微镜绿色激发光下观察。当 ＢＢＢ
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被破坏时，与血液中小分子物质白蛋白结合的伊文思

蓝会通过破坏的ＢＢＢ渗出到脑组织中，绿色激发光下
在显微镜下呈现斑片状红色荧光。

１．６　透射电镜观察
　　模型制作后２４ｈ，水合氯醛（５％，７ｍＬ／ｋｇ）再次
麻醉２组大鼠，生理盐水约２５０ｍＬ心内灌注排净血
液，换用２．５％戊二醛加４％多聚甲醛２５０ｍＬ体内循
环固定，断头取脑，切取海马及脑室壁组织（约 １ｍｍ×
１ｍｍ×１５ｍｍ大小）置于２．５％戊二醛固定，按透射
电镜标本制样步骤制成超薄切片、铀染、铅染色，透射

电镜下观察、拍照。

１．７　ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅＣ（ＦＪＣ）染色
　　为了解侧脑室注射二氯化铁溶液对海马神经元的
影响，实验者使用ＦＪＣ方法检测海马神经元变性情况。
模型制作后２４ｈ，水合氯醛（５％，７ｍＬ／ｋｇ）再次麻醉
２组大鼠，生理盐水约２５０ｍＬ心内灌注排净血液，换
用预冷的４％多聚甲醛２５０ｍＬ体内循环固定，取脑置
于４％多聚甲醛中后固定２４ｈ，梯度蔗糖脱水，沉底后
将脑组织取出使用包埋剂（ＯＣＴ∶３０％ＰＢＳ蔗糖＝１∶１）
在干冰上包埋，后置于冰冻切片机制取２０μｍ厚的切
片行ＦＪＣ染色。ＦＪＣ染色步骤：①冰冻切片５０℃烤箱
烤片 １ｈ，后取出室温冷却 ２０ｍｉｎ；②蒸馏水浸洗
２ｍｉｎ，含１％ ＮａＯＨ的 ８０％酒精溶液中透明 ５ｍｉｎ；
③７０％酒精中浸泡２ｍｉｎ，蒸馏水中洗涤２ｍｉｎ；④置入
０．０６％高锰酸钾溶液中１０ｍｉｎ；⑤蒸馏水冲洗２ｍｉｎ后
入ＦＪＣ工作液１５ｍｉｎ；⑥蒸馏水冲洗２次，每次１ｍｉｎ；
⑦将玻片置于５０℃烤箱内，烤干；⑧切片入二甲苯中
５ｍｉｎ，后用中性树脂封片；⑨荧光显微镜观察、拍照。
１．８　ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测
　　模型制作后２４ｈ，水合氯醛（５％，７ｍＬ／ｋｇ）再次
麻醉２组大鼠，生理盐水约２５０ｍＬ心内灌注排净血
液，换用预冷的４％多聚甲醛２５０ｍＬ体内循环固定，
然后取脑置于４％多聚甲醛中２４ｈ，后转入梯度蔗糖
脱水，沉底后行将组织制成石蜡组织块，石蜡切片机上

制取厚度为１０μｍ的切片。ＴＵＮＥＬ染色严格按照罗
氏ＴＵＮＥＬ说明书上步骤进行。ＴＵＮＥＬ染色完毕后，
显微镜下拍照，观察海马区神经元的变化。

１．９　含铁血黄素沉积观察
　　７ｄ时仍存活的大鼠，水合氯醛（５％，７ｍＬ／ｋｇ）再
次麻醉２组大鼠，将大鼠头部置于冰水混合物中片刻，
取脑，勿损伤脑组织，然后按照 Ｍｉｒｚａｄｅｈ等［１１］的方法

剥离暴露右侧脑室，观察含铁血黄素在脑室壁上的沉

积，佳能相机微距拍取４倍照片。
１．１０　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件对数
据进行正态分布和方差齐性检查，数据比较采用两独

立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　动物术后情况死亡率及体质量变化
　　对照组未见动物死亡，铁损伤组动物２４ｈ死亡率
２９．１７％（７／２４），７ｄ时死亡率５７．１４％（４／７）。对照组
动物术后 ２４ｈ体质量较术前体质量减轻（２．０５±
０８５）％，铁损伤组减轻（１４．３９±４．０３）％，铁损伤组动物
体质量较对照组减轻更明显（ｔ＝－１３．０５２，Ｐ＜０．０１）。
２．２　脑组织含水量测定
　　２４ｈ时，铁损伤组双侧大脑半球脑组织含水量均
较对照组明显升高（左侧Ｐ＜０．０５，右侧Ｐ＜０．０５），显
示侧脑室注射后铁离子超载可导致双侧大脑半球急性

脑水肿（图１）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图１　脑室注射后脑组织含水量测定结果

２．３　伊文思蓝染色
　　２４ｈ时，对照组大体脑组织及冠状切片显微镜红
色荧光（λ＝５４０ｎｍ）下未观察到脑组织伊文思蓝染液
渗出，铁损伤组大体脑组织及冠状切片可见大量伊文

思蓝红色斑片样荧光表达，显示铁离子侧脑室注射可

导致ＢＢＢ损伤（图２）。
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图２　侧脑室注射二氯化铁溶液后伊文思蓝脑组织染色
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２．４　透射电镜观察
　　２４ｈ时，对照组脑室壁室管膜细胞排列整齐，纤
毛和微绒毛及纤毛横断面微管的９＋２结构清晰可见；
铁损伤组脑室壁结构紊乱，室管膜与室管膜下区分离，

组织水肿，纤毛及微绒毛大量脱落。对照组中海马神

经元染色质均匀分布、无损伤；铁损伤组海马区可见铁

离子渗透到神经元间隙中，神经元内染色质浓聚，结构

消失，显示铁损伤组存在室管膜组织水肿、纤毛及微绒

毛的脱落、神经元变性（图３）。
２．５　ＦｌｕｏｒｏＪａｄｅＣ（ＦＪＣ）染色
　　２４ｈ时，对照组海马区未见 ＦＪＣ染色阳性神经
元，铁损伤组海马 ＣＡ１、ＣＡ３及齿状回区域可见大量

ＦＪＣ神经元阳性表达，且ＣＡ３区域组织呈现空泡化，齿
状回区域组织断裂，显示铁离子侧脑室注射可导致海

马区神经元损伤（图４）。
２．６　ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测
　　２４ｈ时，对照组海马神经元分布密集，未见
ＴＵＮＥＬ阳性染色，铁损伤组可见海马大量 ＴＵＮＥＬ染
色阳性神经元表达（Ｐ＜０．０１），显示铁离子侧脑室注
射可导致海马区神经元损伤（图５）。
２．７　含铁血黄素沉积观察
　　７ｄ时，对照组脑室剥离暴露后，未见含铁血黄素
在脑室表面的沉着，铁损伤组可见大量黄褐色含铁血

黄素的沉积物（图６）。
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图３　侧脑室注射二氯化铁溶液后脑室壁及海马透射电镜观察
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图４　侧脑室注射二氯化铁溶液后海马神经元ＦＪＣ染色阳性（绿色）神经元
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Ａ：ＴＵＮＥＬ染色结果　蓝色：正常神经元；褐色：凋亡神经
元；Ｂ：ＴＵＮＥＬ染色定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０１，与同区对
照组比较

图５　侧脑室注射二氯化铁溶液后海马神经元凋亡

! "

Ａ：对照组；Ｂ：铁损伤组

图６　侧脑室注射后含铁血黄素沉积

３　讨论

　　本研究通过大鼠侧脑室注射二氯化铁溶液建立

了 ＩＶＨ铁损伤模型，并对急性期脑损伤特征进行了
初步观察，研究结果显示脑室内铁蓄积可导致早期

脑水肿，血脑屏障损伤，海马神经元变性、凋亡及脑

室壁损伤等效应。上述研究结果与我们前期研究发

现的 ＩＶＨ后急性期脑损伤的特点［８］有相同或相似之

处，进一步证实了铁在 ＩＶＨ后可导致急性期脑损伤，
我们推测铁离子可能是潜在的治疗 ＩＶＨ急性期脑损
伤的干预或治疗靶点。

　　既往对ＩＶＨ研究相对ＩＣＨ研究来说匮乏，我们及
其他研究机构对 ＩＶＨ的研究主要关注 ＩＶＨ脑积水的
方面，对ＩＶＨ急性期研究重视不够。本课题组的前期
对脑积水形成的机制及防治策略进行研究［８－１０，１２］，该

研究发现其未能显著改善早期脑水肿及血脑屏障损

伤。同时，临床试验结果亦显示早期纤溶及引流能快

速清除脑室内积血并降低脑积水的发生率，但不能显

著降低总体病死率及提高预后［１３］，提示ＩＶＨ后除脑积
水外，尚有影响预后的其他因素。我们近期研究发现

ＩＶＨ后存在弥漫性脑水肿、血脑屏障损伤等基本病理
特点［１０］，但具体致伤机制不明。ＩＣＨ后存在铁超
载［１－３］，且 ＩＣＨ后脑组织内与铁相关蛋白表达增
多［４］。ＩＣＨ后脑脊液及血清中铁的含量明显升高，铁
通过过氧化作用攻击脂肪形成自由基，自由基攻击

ＤＮＡ引起脑氧化损伤［１４］，此外，铁离子产生的自由基

也破坏了细胞内钙离子的稳态，导致细胞凋亡。ＩＣＨ
后与铁相关的转铁蛋白及促进血红素降解的血红素加

氧酶（ＨＯ１）表达增加，并且这些产物表达增加与脑组
织水肿高峰３ｄ相一致［１５］。以上均说明铁离子超载

在ＩＣＨ脑损伤中发挥重要作用。我们前期的研究发
现ＩＶＨ同ＩＣＨ一样也存在铁超载［８］。本研究证实铁

离子侧脑室注射可以导致双侧大脑半球的脑水肿，

ＢＢＢ损伤，海马神经元的变性、凋亡，也首次通过剥离
脑室的方法观察到脑室壁大量含铁血黄素的沉积。

我们既往研究证实铁离子与 ＩＶＨ后脑积水关系密
切［８－９］，从而推测铁离子不但在 ＩＣＨ后脑损伤中发
挥重要作用，而且在 ＩＶＨ后急性期脑损伤中发挥重
要作用。

　　纤毛是维持脑脊液运动及正常功能的重要结构，
纤毛结构异常或缺失可导致脑脊液循环障碍［１６－１８］。

本研究中，我们观察到铁离子侧脑室注射后急性期可

导致脑室壁纤毛及微绒毛的剥脱、脱落及室管膜组织

的水肿。我们推测脑室壁纤毛损伤，可能在早期导致

脑脊液正常循环发生障碍，继而参与了 ＩＶＨ后继发性
脑积水的形成。既往研究发现，ＩＶＨ后继发脑积水与
海马区神经元损伤可导致学习记忆功能障碍，本研究

发现铁离子侧脑室注射后急性期，大鼠海马区神经元

变性、凋亡，侧脑室扩张，我们推测这些病理改变和远
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期学习功能障碍密切相关。

　　综上所述，侧脑室注射二氯化铁溶液后产生的铁
离子蓄积、超载可导致ＩＶＨ后急性期脑损伤。铁离子
可能是ＩＶＨ后脑损伤潜在的治疗靶点，针对铁离子超
载相关干预和策略研究可能产生治疗 ＩＶＨ脑损伤的
新方法。本研究虽证实铁离子在 ＩＶＨ后可导致急性
期脑损伤，但具体机制不明，需进一步研究其机制及作

用通路。
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