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　　［摘要］　目的　观察蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）后抑制血小板源性生长因子
受体（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＤＧＦＲ）活化及活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）对早期
脑损伤（Ｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＥＢＩ）的作用，探讨它们影响 ＳＡＨ后早期脑损伤的可能机制。方法　将成年
雄性ＳＤ大鼠随机分为假手术组、ＳＡＨ组、ＰＤＧＦ受体抑制组和ＲＯＳ抑制组，每组１２只。通过血管内穿
刺法建立大鼠ＳＡＨ模型，１ｈ后，治疗组动物通过腹腔注射相应的药物。在术后２４、４８ｈ，统计动物死亡
率、体质量变化、神经行为学评分评估大脑功能障碍，测定脑含水量评估血脑屏障通透性。采用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＤＧＦＲ及其磷酸化产物变化情况以及 ＳＡＨ后磷酸化 ＪＮＫ、ＭＭＰ９的表达。分别检
测脂质和蛋白的氧化产物 ＭＤＡ含量和 ＲＯＳ水平。结果　抑制 ＰＤＧＦＲ的激活、清除 ＲＯＳ都能使
ＳＡＨ后脑含水量降低（Ｐ＜０．０５），减少 ＭＭＰ９表达（Ｐ＜０．０５），改善神经功能评分（Ｐ＜０．０５），减少
ＲＯＳ及 ＭＤＡ产生 （Ｐ＜０．０５），减少 ＪＮＫ和 ｃＪｕｎ的磷酸化 ＪＮＫ和 ｃＪｕｎ的磷酸化。抑制 ＲＯＳ的生成
能在一定程度上减少 ＰＤＧＦＲ的激活，抑制 ＰＤＧＦＲ的激活也能在一定程度上减少 ＲＯＳ的产生（Ｐ＜
０．０５）。结论　大鼠蛛网膜下腔出血后，ＲＯＳ参与了ＰＤＧＦＲ的激活，ＰＤＧＦＲ激活能进一步加重自由基
损伤。ＪＮＫＭＭＰ９途径是早期脑损伤中引起血脑屏障破坏的重要途径。
　　［关键词］　蛛网膜下腔出血；早期脑损伤；血小板源生长因子；活性氧
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　　蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）
是出血性中风的一种类型，幸存者通常会留下永久性

残疾、认知缺陷（尤其是执行功能和短期记忆）和心理

健康症状（例如抑郁，焦虑），导致与健康相关的生活

质量显著下降［１－２］。ＳＡＨ后早期脑损伤（ｅａｒｌｙｂｒａｉｎ
ｉｎｊｕｒｙ，ＥＢＩ）是指各种原因引起的 ＳＡＨ发生后的７２ｈ
内全脑的急性损伤，可能是发生脑血管痉挛以及神经

后遗症的重要原因。已经有研究表明：血小板源性生

长因子受体（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＰＤＧＦＲ）信号传导在原肠胚形成以及颅神经、心脏神
经、性腺、肺脏、肠道、皮肤、骨骼等发育中具有重要作

用［３］，在血管形成和早期造血中也已经明确了ＰＤＧＦＲ
信号转导的作用［１］。ＰＤＧＦ信号传导与多种疾病有
关。在脑出血的实验小鼠模型中，纤溶酶激活 ＰＤＧＦ
ＤＤ有助于炎症和巨噬细胞浸润［４］。在前期实验中，

我们发现ＰＤＧＦＲ通路和氧化应激通路均能介导早期
脑损伤，并提出两者可能在一定程度上相互影响［５－６］。

本研究通过建立大鼠ＳＡＨ模型，设立２４、４８ｈ两个时
间节点，研究 ＳＡＨ后抑制 ＰＤＧＦＲ活化及活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）对早期脑损伤的作用，
探讨它们影响ＳＡＨ后早期脑损伤的可能机制，以期为
临床治疗提供新的思路和靶点。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　４８只成年雄性健康ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠购自重庆
医科大学实验动物中心，体质量（２９０±２０）ｇ，分为假手
术组（ｓｈａｍ）、ＳＡＨ组、ＰＤＧＦ受体抑制组（Ｉｍａｔｉｎｉｂ）和
ＲＯＳ抑制组（Ｎ乙酸半胱氨酸，ＮａｃｅｔｙｌＬｃｙｓｔｅｉｎｅ，
ＮＡＣ），每组１２只。参考文献［６］报道的血管内穿刺
方法建立ＳＡＨ模型：采用５％水合氯醛（０．６ｍＬ／１００ｇ）＋
２％戊巴比妥钠（０．２ｍＬ／１００ｇ）麻醉大鼠，行颈部正中
纵行切口，结扎左侧颈外动脉后，经残端插入尼龙线，

至颈内动脉到大脑中动脉和大脑前动脉分叉处刺破血

管壁。手术完成后，置大鼠于加温垫上，直至自主呼吸

恢复。假手术组（ｓｈａｍ组）同样进行手术步骤，但尼龙
线不插破血管。ｓｈａｍ组、ＳＡＨ组术后１ｈ按体质量给
予１．２ｍＬ／ｋｇ生理盐水，Ｉｍａｔｉｎｉｂ组与 ＮＡＣ组分别于
术后 １ｈ给予 Ｉｍａｔｉｎｉｂ（１２０ｍｇ／ｋｇ）［５－６］和 ＮＡＣ
（２００ｍｇ／ｋｇ）［７］腹腔注射。分别于术后 ２４、４８ｈ收集
标本。

　　根据文献［８］报道的方法，将脑底面及脑桥腹侧
面分为６个部分，每部分按出血量多少进行评分（０～
３分），共 １８分，分值越大，出血越严重。≤８分及
≥１６分均不纳入［９］。若动物死亡，则随机补充以保证

样本量。本实验中共死亡８只大鼠，总死亡率为１４．２９％。
本研究的动物实验方案经重庆医科大学实验动物伦理

委员会核准。

１．２　试剂
　　ＰｈｏｓｐｈｏＰＤＧＦＲｅｃｅｐｔｏｒβ小鼠抗大鼠单克隆抗
体、ＰＤＧＦＲｅｃｅｐｔｏｒβ小鼠抗大鼠单克隆抗体、β
ｔｕｂｕｌｉｎ兔抗大鼠单克隆抗体、ＰｈｏｓｐｈｏＳＡＰＫ／ＪＮＫ小
鼠抗大鼠单克隆抗体、ＳＡＰＫ／ＪＮＫ小鼠抗大鼠单克隆
抗体、ｃＪｕｎ兔抗大鼠单克隆抗体、ＰｈｏｓｐｈｏｃＪｕｎ兔抗
大鼠单克隆抗体均为美国ＣＳＴ公司产品；ＮＡＣＨＲＰ标
记山羊抗兔 ＩｇＧ、ＨＲＰ标记山羊抗鼠 ＩｇＧ为 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ
（中国）公司产品。

１．３　大鼠神经行为学评分
　　ＳＡＨ后２４、４８ｈ，按改良的Ｇａｒｃｉａ法进行评定。从
四肢活动度、自主性活动、前肢伸展、体侧本体感觉、爬

坡和触须反应６个方面对大鼠行为进行评价，每项３分，
总分１８分，得分越低说明大鼠神经功能缺失越明显。
１．４　脑含水量测定
　　大鼠麻醉后，快速断头取脑。脑组织切为４个部
分，称湿质量后放入 ５５℃烘箱中烘烤 ７２ｈ，再称干质
量，脑含水量＝（湿质量－干质量）／湿质量×１００％。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　动物以５％水合氯醛（０．６ｍＬ／１００ｇ）＋２％戊巴比
妥钠（０．２ｍＬ／１００ｇ）麻醉，剖开胸腔，暴露心脏，以
４℃预冷的ＰＢＳ溶液作左心室灌注（１ｍＬ／ｋｇ），剪开

４４２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：大鼠术后２４ｈ大脑出血情况；Ｂ：各组ＳＡＨ评分（ｎ＝１２）　１：ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组；３：Ｉｍａｔｉｎｉｂ组；４：ＮＡＣ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与
ｓｈａｍ组比较

图１　各组大鼠术后２４ｈ大脑出血情况与ＳＡＨ评分

右心耳，灌注至右心耳流出液变清亮后断头取脑，分作

２份（即双侧大脑半球）。样本先以液氮冷冻后于
－８０℃保存。经过蛋白质提取、蛋白浓度测定后配制
成２μｇ／μＬ的待测液，行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜，孵育，
发光显色后使用Ｉｍａｇｅｌａｂ对目标条带进行定量分析。
１．６　ＭＤＡ含量和ＲＯＳ水平的测定
　　取大鼠新鲜脑组织研磨匀浆，用ＭＤＡ检测试剂盒
（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，中国）和ＲＯＳ检测试剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，中国）
测定。

１．７　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件，计量资料用 珋ｘ±ｓ表示。
两组间差异比较采用独立样本 ｔ检验，多组间比较采
用单因素分析，事后检验采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ检验比较对
照组和实验组间的差异。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　抑制ＰＤＧＦＲ活化和ＲＯＳ可以改善 ＳＡＨ后早期
脑损伤

２．１．１　ＳＡＨ评分比较　　与ＳＡＨ组相比，Ｉｍａｔｉｎｉｂ组
及ＮＡＣ组的ＳＡＨ评分无明显差异（图 １），表明手术
对大鼠整体产生的应激相似。

２．１．２　脑含水量变化　　术后２４、４８ｈ，ＳＡＨ组的脑含
水量均明显高于其他组（Ｐ＜０．０５，图 ２），表明使用
Ｉｍａｔｉｎｉｂ和ＲＯＳ抑制剂明显缓解了大鼠ＳＡＨ后脑水肿。
２．１．３　ＭＭＰ９表达变化　　术后２４ｈ，ＳＡＨ组ＭＭＰ９
表达较 ｓｈａｍ组明显升高，Ｉｍａｔｉｎｉｂ组和 ＮＡＣ组的
ＭＭＰ９表达较ＳＡＨ组降低（Ｐ＜０．０５，图３），表明Ｉｍａｔｉｎｉｂ
和ＲＯＳ抑制剂的使用使 ＳＡＨ引起的大鼠早期脑损伤
导致的血脑屏障破坏得到了缓解。

２．１．４　神经功能评分比较　　术后２４、４８ｈ，ＳＡＨ组
神经功能评分较ｓｈａｍ组明显降低（Ｐ＜０．０５），Ｉｍａｔｉｎｉｂ
组与ＮＡＣ组较ＳＡＨ组明显升高（Ｐ＜０．０５，图４），表明

使用 ＲＯＳ抑制剂或 Ｉｍａｔｉｎｉｂ抑制 ＰＤＧＦＲ均能改善
ＳＡＨ后的早期脑损伤。
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图２　各组大鼠术后２４、４８ｈ脑含水量　（ｎ＝１２）
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１：ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组；３：Ｉｍａｔｉｎｉｂ组；４：ＮＡＣ组；ａ：Ｐ＜
０．０５，与ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＳＡＨ组比较

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠术后 ２４ｈ脑组织中
ＭＭＰ９表达　（ｎ＝６）

２．２　氧化损伤参与ＰＤＧＦＲ激活
２．２．１　ＭＤＡ含量与ＲＯＳ水平的变化　术后２４、４８ｈ，
Ｉｍａｔｉｎｉｂ组与ＮＡＣ组脑组织中ＭＤＡ含量和ＲＯＳ水平

５４２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１２）



较ＳＡＨ组均下降；与 Ｓｈａｍ组比较，ＳＡＨ组 ＲＯＳ水平
明显上升（Ｐ＜０．０５，图５），提示抑制ＲＯＳ后，ＳＡＨ后的
早期脑损伤得到缓解，ＲＯＳ参与了早期脑损伤。
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图４　各组大鼠神经行为学评分　（ｎ＝６）

２．２．２　ＰＤＧＦＲβ与 ｐＰＤＧＦＲβ的表达　　术后 ２４、
４８ｈ，与ＳＡＨ组相比，Ｉｍａｔｉｎｉｂ组和ＮＡＣ组大鼠脑组织

中ＰＤＧＦＲβ与ｐＰＤＧＦＲβ的表达明显降低（Ｐ＜０．０５，
图６），表明ＮＡＣ和ｉｍａｔｉｎｉｂ不仅抑制了ＰＤＧＦＲβ的表
达，还抑制了 ｐＰＤＧＦＲβ的表达，即抑制 ＰＤＧＦＲβ的
活性。

２．３　ＰＤＧＦＲ活化可能通过 ＪＮＫ与 ｃＪｕｎ通路参与早
期脑损伤

　　术后２４ｈ，与 ＳＡＨ组相比，ＮＡＣ组和 Ｉｍａｔｉｎｉｂ组
脑组织中ｐＪＮＫ、ｐｃＪｕｎ表达均下降（Ｐ＜０．０５，图７）。
表明ＳＡＨ后，ＪＮＫ通路活性上升，而ＰＤＧＦＲ抑制剂抑
制了ＪＮＫ和ｃＪｕｎ的磷酸化，ＪＮＫ途径可能是 ＰＤＧＦＲ
发挥作用的途径。

３　讨论

　　以往对ＳＡＨ的研究主要集中在脑血管痉挛和迟
发性脑缺血［１０］。临床试验表明：脑血管痉挛并不是

ＳＡＨ患者预后不良的唯一原因。越来越多的证据表
明：ＳＡＨ发病后７２ｈ内的早期脑损伤是导致患者死亡
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图５　各组大鼠术后２４、４８ｈ脑组织中ＭＤＡ含量（Ａ）与ＲＯＳ（Ｂ）水平的变化　（ｎ＝６）
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１：ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组；３：Ｉｍａｔｉｎｉｂ组；４：ＮＡＣ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＳＡＨ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ、Ｃ：分别为ＰＤＧＦＲβ、ｐＰＤＧＦＲβ表达半定分析

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠术后２４、４８ｈ脑组织中ＰＤＧＦＲβ、ｐＰＤＧＦＲβ的表达　（ｎ＝６）
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１：ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组；３：Ｉｍａｔｉｎｉｂ组；４：ＮＡＣ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＳＡＨ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ、Ｃ：分别为ｐＪＮＫ、ｐｃＪｕｎ表达半定量分析

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠术后２４ｈ脑组织中ＪＮＫ与ｃｊｕｎ的表达　（ｎ＝６）

率高、致残率高的主要原因。早期脑损伤的主要病理机

制包括颅内压升高、脑血流量减少、氧化应激、神经炎

症、血脑屏障破坏、脑水肿和神经元细胞凋亡等［１１－１２］。

神经炎症和脑水肿在ＳＡＨ后早期胞损伤中起着重要作
用［１３－１４］。神经炎症反应对中枢神经系统稳态至关重

要［１５］。然而，过度的神经炎症反应还可能破坏血脑屏

障的连接复合体，导致血脑屏障功能障碍，引起多种炎

症性中枢神经系统疾病［１６］。有研究表明：ＳＡＨ后ＭＭＰ
９和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的过表达促进 ＢＢＢ通
透性的增加，与神经炎症和脑水肿有关［１７］。

　　本课题组在之前的研究中发现：大鼠发生ＳＡＨ后
数小时内的抗氧化应激干预可有效减轻早期脑损伤，

大鼠发生ＳＡＨ后２４ｈ内出现脑组织氧化应激状态的
增强［５］，也发生 ＰＤＧＦＲ的活化［６］。在缺血后的大脑

中，氧化应激会触发小胶质细胞和星形胶质细胞的激

活，导致炎症介质（如细胞因子、趋化因子和基质金属

蛋白酶）水平显著升高［１８］，并导致大脑内皮细胞完整

性丧失。ＰＤＧＦＲβ直接参与 ＳＡＨ后的血管事件，有
研究表明：ＰＤＧＦＲβ在 ＳＡＨ后升高，到７２ｈ时，其表
达回到基线水平［１９］。而对于 ＳＡＨ后发生早期脑损伤
时ＰＤＧＦＲ及ＲＯＳ的关系则鲜有研究。
　　本研究建立大鼠 ＳＡＨ模型，模拟临床实施治疗，
在出血后 １ｈ分别应用 ＰＤＧＦＲ抑制剂 Ｉｍａｔｉｎｉｂ及
ＲＯＳ抑制剂ＮＡＣ腹腔注射处理，检测 ＰＤＧＦＲ和脂质
氧化产物水平，并统计动物死亡率、体质量变化，评估

神经行为学障碍、血脑屏障通透性，测定脑含水量。证

实了ＰＤＧＦＲ以及氧化应激损伤在大鼠ＳＡＨ后的早期
脑损伤中起着重要作用。抑制 ＰＤＧＦＲ表达后，动物
的脑水肿、血脑屏障、行为学评分都得到改善，而且氧

化应激产物水平也有一定下降；同时，在使用了 ＲＯＳ
清除剂后，ＰＤＧＦＲ的激活也受到抑制。因此，我们推

测：在早期脑损伤中，ＲＯＳ参与了 ＰＤＧＦＲ的激活，同
时，ＰＤＧＦＲ激活能进一步加重自由基损伤。本研究观
察到大鼠 ＳＡＨ后应用 ＰＤＧＦＲ抑制剂，ＭＭＰ９表达下
降，脑水肿程度降低，ＪＮＫ通路的激活也被抑制，这与上
述结果相符，表明ＭＡＰＫ通路中的ＪＮＫ通路是ＳＡＨ后
早期脑损伤中ＰＤＧＦＲ活化发挥效应的重要途径。有研
究也证实：除了直接被ＰＤＧＦ激活之外，ＰＤＧＦＲ还能够
以配体非依赖性途径活化，如氧化应激可以在不依赖配

体存在的条件下直接激活ＰＤＧＦＲ［８，２０－２２］。这些研究中
还提到：在没有 ＰＤＧＦ的情况下，ＲＯＳ可能通过 Ｓｒｃ家
族激酶的活化而间接地使 ＰＤＧＦＲ磷酸化。此外，
ＰＤＧＦＲ介导的 ｍＴＯＲ激活的下游信号传导抑制了自
噬，并伴随着线粒体ＲＯＳ的积累。
　　本研究结果显示：抑制 ＰＤＧＦＲ表达后，ＳＡＨ大鼠
的脑水肿、血脑屏障、行为学评分都得到改善，且氧化应

激产物水平也有一定下降；同时，在使用了ＲＯＳ的抑制
剂之后，ＰＤＧＦＲ的激活也受到抑制。表明ＲＯＳ参与了
ＰＤＧＦＲ的激活，ＰＤＧＦＲ激活能进一步加重自由基损
伤。ＪＮＫＭＭＰ９途径是早期脑损伤中引起血脑屏障破
坏的重要途径。本研究为临床上减少早期脑损伤、防止

血脑屏障破坏以及改善早期脑损伤时的脑水肿提供了

参考数据。本研究还发现抑制ＰＤＧＦＲ表达或抑制氧化
应激产生都不能完全改善早期脑损伤后被破坏的血脑

屏障，这是因为早期脑损伤不仅只引起ＳＡＨ后的脑水
肿，还引起神经炎症［２３－２４］。如何在早期给予干预，减少

这一过程对疾病后续发展的影响，需要进一步研究。
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