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高盐诱导自发性高血压大鼠脑出血及脑微血管构筑改变
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　　［摘要］　目的　探讨自发性高血压大鼠（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ，ＳＨＲ）和正常血压大鼠
（ＷｉｓｔａｒＫｙｏｔｏｒａｔ，ＷＫＹ）饲喂高盐饮食后脑出血特点及脑微血管结构改变。方法　６周龄雄性 ＳＨＲ和
ＷＫＹ大鼠各６０只分别通过随机数字表分为两组，一组饲喂高盐饮食，一组饲喂常规饮食，每周测１次
尾动脉收缩压，观察大鼠行为学改变、存活情况、神经功能缺损并评分，ＨＥ染色观察脑出血后血肿特
点，干湿质量比法测定脑含水量，伊文氏蓝（Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ，ＥＢ）检测血脑屏障通透性，免疫荧光染色观察脑
微血管改变，透射电镜观察脑微血管超微结构和紧密连接改变。结果　与两组常规饮食大鼠相比，两组
高盐饮食大鼠均出现血压升高、神经功能缺损症状，脑含水量和血脑屏障通透性增加，ＨＥ染色可见血
管周围出现圆形渗出性出血，免疫荧光染色显示脑血管呈断续性改变，透射电镜可见脑血管与周围组织

间隙增宽，紧密连接消失，管壁厚薄不均，出现空泡样改变。ＳＨＲ所有改变较 ＷＫＹ显著（Ｐ＜０．０１）。
高盐饮食ＳＨＲ１８周龄时全部死亡，高盐饮食 ＷＫＹ１９周龄时全部死亡，常规饮食大鼠均正常存活。
结论　高盐可单独引起大鼠血压升高、脑微血管结构改变，高血压可加重大鼠脑微血管损伤，两者可共
同促进大鼠脑出血发生。
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　　脑出血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）是一种常
见的、病死率和致残率极高的重症疾病。目前有研究

证实高盐摄入与高血压发病密切相关［１］，而高血压是

脑出血的一个重要病因和诱因［２］，因此推测高盐摄入

导致脑出血原因可能为高盐摄入首先导致血压升高，

继而发生脑出血。但有临床研究报道高盐除了可直接

引起血压增高，还可单独诱发脑出血并对脑出血预后

产生重要影响［３］。高血压可导致全身中小动脉平滑

肌细胞增殖、血管壁增厚等改变［４］，而高血压与高盐

相互作用对脑血管的影响则可表现为使脑血管出现渗

透性改变。Ｌｅｅ等［５］采用卒中易感型自发性高血压大

鼠（ｓｔｒｏｋｅｐｒｏｎｅｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ，ＳＨＲｓｐ）
饲喂高盐饮食的方法诱导 ＳＨＲｓｐ出现自发性脑出血，
并用磁共振研究的方法观察了脑出血特点及血管渗透

性增加。本研究以饲喂高盐饮食诱导不同血压大鼠脑

出血的方法，观察大鼠脑出血特点，并从组织学和超微

结构上观察大鼠脑微血管结构的改变，以期探索高盐

摄入与脑出血发生发展过程之间的关系。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　ＳＰＦ级６周龄雄性自发性高血压大鼠（ｓｐｏｎｔａｎｅ
ｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｒａｔｓ，ＳＨＲ）和日本京都大鼠（Ｗｉｓｔａｒ
Ｋｙｏｔｏｒａｔｓ，ＷＫＹ）各６０只，均购于北京维通利华实验
动物技术有限公司。按随机数字表法将实验动物分为

４组，即ＳＨＲ＋常规饮食组（ＳＨＲＮ）、ＳＨＲ＋高盐饮食
组（ＳＨＲＳ）、ＷＫＹ＋常规饮食组（ＷＫＹＮ）、ＷＫＹ＋高盐
饮食组（ＷＫＹＳ），每组３０只。每组取２０只用于观察
监测其血压改变、行为学表现、存活分析、脑组织 ＨＥ
染色、脑微血管透射电镜检查，取５只用于脑组织含水
量检测，取５只用于脑血管壁通透性检查。

１．２　高盐饮食饲喂方法及血压测量
　　ＳＨＲＳ和ＷＫＹＳ饲喂４％高盐饮食（饮水中加入食

盐），ＳＨＲＮ和ＷＫＹＮ饲喂常规饮食，从开始饲喂高盐饮
食后每日观察大鼠行为学表现及神经功能症状，采用

美国ＩＩＴＣＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ公司生产的无创血压测试仪测
量大鼠尾动脉收缩压，每周１次，至２０只死亡至５只。
动物室温度（２２±５）℃，相对湿度（４５±１０）％。
１．３　行为学观察和神经功能缺损评分
　　每日观察大鼠行为学表现，参照 Ｌｏｎｇａ等［６］的

５分制方法进行神经功能缺损评分。０分：无神经功能
缺损症状；１分：轻度神经功能缺损（前爪不能完全伸
直）；２分：中度神经功能缺损（行走时转圈）；３分：重
度神经功能缺损（行走时倾倒）；４分：不能自发行走，
意识丧失。大鼠开始出现上述行为学表现后开始评

分，记录死亡前最高分。

１．４　灌注取脑
　　１０％水合氯醛５ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉，仰卧位固
定大鼠，打开胸腔，暴露心脏，迅速将输液针经左心室

插入升主动脉内固定，剪开右心耳，０．９％ 温生理盐水
２５０ｍＬ（含０．５ｍＬ注射用肝素钠）灌注至右心耳流出
清亮液体，４％多聚甲醛（ｐＨ７．４）３００ｍＬ先快后慢灌
注约３０ｍｉｎ，至鼠尾完全变硬后，开颅取脑，并用上述
灌注液密闭固定１周。
１．５　ＨＥ染色观察
　　饲喂８周高盐饮食后，ＳＨＲＳ组和 ＷＫＹＳ组各取出

现神经功能缺损大鼠５只，ＳＨＲＮ组和 ＷＫＹＮ组随机取
５只作为对照，灌注取脑并固定后，将固定好的脑组
织，以０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ冲洗，常规梯度乙醇溶液脱水，
二甲苯透明，经石蜡包埋，用组织切片机制备厚度为

６μｍ的组织切片，常规ＨＥ染色，显微镜观察。
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１．６　脑含水量测定
　　参照１．５中 ＨＥ染色的方法每组取大鼠５只，麻
醉后迅速取出脑组织，立即称湿质量。然后将组织块

切细后放入电热烘箱中，１００℃烘烤 ２４ｈ，称取干质
量，按公式计算脑水肿含量。

　　组织含水量＝（湿质量－干质量）／湿质量×１００％
１．７　伊文氏蓝（Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ，ＥＢ）检测血脑屏障（ｂｌｏｏｄ

ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）通透性
　　根据文献［７］报道的方法，取死亡高峰时间段内出
现神经功能缺损大鼠５只，按３０ｍｇ／ｋｇ给予２ｍｇ／ｍＬ
ＥＢ（Ｓｉｇｍａ公司）经股静脉注射２ｈ后，经心脏灌注生
理盐水，迅速断头取脑，取出血周围约１６０ｍｇ脑组织，
称质量后放入３ｍＬ甲酰胺中，避光，３７℃恒温水浴箱
中７２ｈ后，用分光光度计测其光密度，依据 ＥＢ／甲酰
胺标准品求出每个标本所含ＥＢ含量。
１．８　脑血管免疫荧光染色
　　将石蜡组织标本切片，常规脱蜡至水，置于 Ｔｒｉｓ
ＥＤＴＡ缓冲液（ｐＨ８．５）中微波加热２０ｍｉｎ进行抗原
修复，５％驴血清室温封闭３０ｍｉｎ，去血清后分别滴加
兔抗鼠多克隆抗体 ｖＷＦ、兔抗鼠多克隆抗体 ｃｌａｕｄｉｎ５
抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ），４℃孵育过夜，ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×
３次，滴加荧光二抗，室温孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤后荧光封
片剂封片，荧光显微镜（德国 ＣａｒｌＺｅｉｓｓ）下观察并拍
照，检测微血管内皮细胞 ｖＷＦ和 ｃｌａｕｄｉｎ５的表达情
况，免疫荧光强度结果根据文献［８］方法观察分析。
１．９　透射电镜观察
　　将大鼠用１０％水合氯醛５ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉
后暴露脑组织，活体迅速取基底节区及皮质区组织，迅

速放入２．５％戊二醛中，并将组织修成１ｍｍ３的组织
块，放入２．５％戊二醛（电镜级）中充分固定。经１％
锇酸后固定，丙酮梯度脱水，环氧树脂６１８包埋，超薄
切片，铀染，铅染后日本电子公司 ＪＥＭ１４００ＰＬＵＳ透射
电镜观察血管超微结构。

１．１０　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，
采用多因素方差分析，方差齐性检验如齐性用 ＬＳＤ
法，不齐则用校正ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验，以Ｐ＜０．０１表示差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠血压变化
　　ＷＫＹＮ血压值较稳定，未见血压值有显著改变

（Ｐ＞０．０５），ＳＨＲＮ大鼠血压值随年龄增长而增加（Ｐ＜
００１），ＷＫＹＳ出现血压增高（Ｐ＜０．０１），但仍较 ＳＨＲＮ

血压值低（Ｐ＜０．０１），ＳＨＲＳ血压明显增高（Ｐ＜０．０１），
最高可达２５６ｍｍＨｇ（图１）。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＷＫＹＮ比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＨＲＮ比较
图１　各组大鼠随年龄增长血压变化

２．２　行为学表现及评分
　　ＷＫＹＮ和 ＳＨＲＮ均未见明显神经功能缺损表现，

ＷＫＹＳ、ＳＨＲＳ均出现神经功能缺损症状，最明显表现为
握前爪和转圈，ＳＨＲＳ更为为明显，出现走路不稳、不能
自发行走等严重神经功能缺损症状，Ｌｏｎｇａ评分ＷＫＹＳ
（１．３５±０．９３）分，ＳＨＲＳ（２．０５±１．１５）分，两者差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．３　高盐饮食饲喂后大鼠死亡情况
　　ＳＨＲＮ和ＷＫＹＮ正常存活；ＳＨＲＳ和ＷＫＹＳ均从１１周

龄开始死亡，ＳＨＲＳ于１３～１４周龄达高峰，１８周龄时全
部死亡，ＷＫＹＳ于１４～１５周龄达死亡高峰，１９周龄时
全部死亡（图２）。
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图２　各组大鼠存活率曲线

２．４　脑含水量及ＥＢ含量
　　ＷＫＹＮ与ＳＨＲＮ脑含水量差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０１），ＷＫＹＳ和ＳＨＲＳ脑含水量较 ＷＫＹＮ和 ＳＨＲＮ明显
增加（Ｐ＜０．０１），ＳＨＲＳ脑含水量较 ＷＫＹＳ明显增加
（Ｐ＜０．０１）。ＥＢ含量与脑含水量变化一致，ＷＫＹＮ与
ＳＨＲＮＥＢ含量差异无统计学意义（Ｐ＞０．０１），ＷＫＹＳ与
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ＳＨＲＳＥＢ含量较ＷＫＹＮ与ＳＨＲＮ明显增加（Ｐ＜０．０１），
且ＳＨＲＳＥＢ含量较ＷＫＹＳ明显增加（Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　各组大鼠脑含水量及ＥＢ含量比较（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 含水量（％） ＥＢ含量（μｇ／ｇ）
ＷＫＹＮ ７７．１６±０．０６ａ ３．９８±０．０６ａ

ＳＨＲＮ ７７．４１±０．０７ａｂ ４．１１±０．１２ａｂ

ＷＫＹＳ ７９．５５±０．５９ ９．７８±０．６３
ＳＨＲＳ ８１．９３±１．２８ １３．４７±１．７６

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＷＫＹＳ比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＨＲＳ比较

２．５　脑出血大鼠脑组织ＨＥ染色观察
　　ＳＨＲＳ、ＷＫＹＳ两组均出现脑出血，但与 ＷＫＹＳ组比
较，ＳＨＲＳ出血较明显，出血点数量较多、出血量较大。
ＳＨＲＳ组ＨＥ染色的１０只大鼠均观察到圆形出血点，数
量均在５个以上，最多１只可见２０余个大小不等的出
血点，最大直径可达８００μｍ；ＷＫＹｓ组染色的１０只大
鼠中有４只可见出血点，出血点最少１只仅有１个微小
出血点，最多１只可见７个出血点，最大直径约５００μｍ。
两者均为圆形渗出性出血，未见完整的红细胞，出血部

位脑组织 ＨＥ染色处均有碎裂，出血点紧邻血管
（图３）。ＳＨＲＮ和ＷＫＹＮ两组均未观察到类似出血。
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图３　ＨＥ染色观察各组大鼠脑组织改变特点及出血情况

２．６　大鼠脑血管免疫荧光染色
　　以ｖＷＦ标记的脑血管中，ＷＫＹＮ及 ＳＨＲＮ组中血
管平滑，呈连续条带状分布，强阳性表达（图４Ａ、Ｃ）。
ＷＫＹｓ及ＳＨＲＳ组可见血管断续性改变，血管粗细不均
匀，ＷＫＹｓ呈阳性表达（图 ４Ｂ），ＳＨＲＳ呈弱阳性表达
（图４Ｄ）。在血管ｃｌａｕｄｉｎ５免疫荧光染色中，ＷＫＹＮ和
ＳＨＲＮ呈强阳性表达（图５Ａ、Ｃ），ＷＫＹｓ和ＳＨＲＳ荧光信
号减弱，ＷＫＹｓ呈阳性表达（图５Ｂ），ＳＨＲＳ呈弱阳性表
达（图５Ｄ）。
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图４　免疫荧光染色观察各组大鼠脑微血管内皮细胞

ｖＷＦ的表达　（×１００）
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图５　免疫荧光染色观察各组大鼠脑微血管内皮细胞

ｃｌａｕｄｉｎ５的表达　（×１００）

２．７　大鼠脑血管透射电镜检查
　　透射电镜结果可见ＷＫＹＮ和ＳＨＲＮ组管壁平滑，与
血管周围组织联系紧密，紧密连接成连续带状，细胞间

未见间隙（图６Ａ、Ｃ）；ＷＫＹｓ、ＳＨＲＳ血管与周围组织间
隙增宽，管壁厚薄不均，出现空泡样改变，内皮细胞间

紧密连接消失，细胞间出现明显裂隙（图６Ｂ、Ｄ）。
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图６　透射电镜观察各组大鼠脑微血管结构改变

３　讨论

　　脑出血又称出血性脑卒中，是脑卒中的一个亚型。
高血压病是脑出血最常见的病因，同时严重影响脑出

血患者的预后［９］。一项统计研究［１０］显示：血压是出血

性脑卒中及缺血性脑卒中的重要危险因素，当血压高

于１４０／９０ｍｍＨｇ时，７７％的患者出现了首次脑卒中。
高盐摄入与原发性高血压病（ｅｓｓｅｎｔｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，
ＥＨ）关系密切。大量临床研究报道高血压发生率与平
均每日的钠摄入量呈正相关，即钠摄入量越多，血压越

高；也有动物模型研究显示，饲喂高盐饮食的大鼠血压

较饲喂正常饮食的大鼠血压升高［１４－１６］。因此，脑出血

是继发于高盐引起血压增高以后还是高盐可直接作用

于脑血管引起脑出血还需要通过实验研究证实。

　　新近研究显示，高盐摄入可直接影响脑出血的发
生及预后且不依赖于血压升高，这可能是由于高盐可

直接损伤靶器官的结构。日本一项对１２个区域进行
的调查研究［１７］显示，盐摄入与平均动脉压及脑卒中病

死率呈正相关，但是平均动脉压与病死率并不相关，多

因素分析显示盐摄入是脑卒中一个独立的死亡因素，

与高血压无关。美国一项以人群为基础的队列研

究［１８］显示，当人每日盐摄入量超过４ｇ时，每增加０．５ｇ
盐摄入，脑中风概率增加 １７％。英国一项研究［１９］显

示，在１９～６４岁的人口中减少１５％的盐摄入量，血压
降低，脑卒中及缺血性心脏病病死率降低。但是这些

研究主要集中于临床研究，有关盐摄入与脑出血直接

关系的实验性研究还不多。

　　除Ｌｅｅ等［５］的报道研究外，Ｂａｉｌｅｙ等［２０］报道ＳＨＲｓｐ
内皮细胞紧密连接的早期改变增加了血脑屏障功能障

碍和脑出血概率。高盐可加重对紧密连接的改变，这

些改变包括 ｃｌａｕｄｉｎ５、ＭＭＰ９、胶质纤维酸性蛋白等。
此外，高盐也损伤了正常血压的 ＷＫＹ大鼠的神经血
管单元。ＳＨＲｓｐ是ＳＨＲ的一个亚型，其卒中发生率较
ＳＨＲ高。ＳＨＲ的遗传性高血压与临床上人的原发性
高血压相似，是最常用的高血压动物模型。１９６３年，
京都医学院 Ｏｋａｍｏｔｏ利用有显著高血压症状的远交
ＷｉｓｔａｒＫｙｏｔｏ雄性鼠与带有轻微高血压症状的雌性鼠
交配，自此开始兄妹交配并连续选择具有自发高血压

性状的大鼠，从而培育成 ＳＨＲ。该大鼠自发性高血
压、心血管疾病发病率高，对降压药物有反应。以

ＳＨＲ为模型饲喂高盐饮食可更好地研究高盐和血压
与脑卒中的关系。

　　本研究结果中 ＷＫＹｓ与 ＳＨＲＳ血压、行为学表现、
血脑屏障、脑血管构筑等改变均提示高盐可升高大鼠

血压，对大鼠脑血管造成损伤。ＳＨＲＳ的损伤较 ＷＫＹｓ
明显，提示高盐可作为一个独立危险因素对大鼠血压

及脑血管造成影响，高血压可加重有基础病变的脑血

管损害，增加脑出血风险。高盐和高血压是大鼠脑出

血的两个独立危险因素，但两者可共同增加脑出血发

生概率，其原因之一为高盐可增加大鼠脑血管管壁损

伤，降低脑血管应力承受力，而高血压可增加脑血管的

应力，最终导致ＳＨＲＳ比ＷＫＹＳ更易出现脑出血。
　　有关ＳＨＲ饲喂高盐饮食后脑血管构筑改变及脑
出血尚少见报道。本研究中 ＳＨＲ饲喂高盐饮食后脑
出血的特点与以往学者提出的“环状出血（ｒｉｎｇｈｅｍｏｒ
ｒｈａｇｅ）”或“点状出血”较相似，这是一种广泛存在于脑
出血之中的病理改变［２１］。高盐诱导 ＳＨＲ脑出血可能
会是一种新的自发性高血压脑出血动物模型，可用于

自发性高血压脑出血发生机制的研究，包括血流动力

学、高盐与血脑屏障相关机制等研究。但是ＳＨＲ饲喂
高盐饮食诱导脑出血的研究还需进一步探讨。包括目

前文献报道饲喂的盐浓度有１％、４％、６％、８％，最高
８．９％，高盐形式有日本饮食、盐水、高盐低脂饲料及常
规大鼠饲料加高盐等［５，１４－１６，２０，２２－２３］，哪种形式的饲料

和盐浓度最易诱发 ＳＨＲ出现脑出血？采用该方法出
现脑出血后具体发生位置及发生率？ＳＨＲ与 ＳＨＲｓｐ
饲喂高盐饮食后出血量、出血部位、脑出血发生率是否

有差异等。
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