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Ｒａｓｄ１促进少突胶质细胞铁死亡加重大鼠蛛网膜下腔出血后白质损伤
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　　［摘要］　目的　探索 Ｒａｓｄ１（ｒａｓｒｅｌａｔｅｄｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄ１）在 ＳＤ大鼠蛛网膜下腔出血
（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）后通过神经元少突胶质细胞间通讯参与白质损伤（ｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｉｎｊｕｒｙ，
ＷＭＩ）的机制。方法　将９０只雄性ＳＤ大鼠（体质量１８０～２５０ｇ）采用随机抽签的方法分为假手术组、
ＳＡＨ组、ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组、ＳＡＨ＋ＬＶＲａｓｄ１组和ＳＡＨ＋ｓｈＲａｓｄ１组，最终每组１２只。利用血管内穿刺法构
建大鼠在体ＳＡＨ模型，侧脑室注射 Ｒａｓｄ１基因过表达／敲低慢病毒，神经行为学评分检测神经功能变
化，透射电镜检测胼胝体区域髓鞘脱失情况和少突胶质细胞铁死亡的发生情况，普鲁士蓝染色检测铁沉

积，试剂盒检测丙二醛（ｍａｌｏｎｉｃｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）和谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ），ＰＣＲ检测Ｒａｓｄ１ｍＲＮＡ
的表达情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测核受体辅激活蛋白４（ｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ４，ＮＣＯＡ４）、谷胱甘肽过
氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）、２’，３’环腺苷酸３’磷酸二酯酶（２’，３’ｃｙｃｌｉｃｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
３’ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ，ＣＮＰａｓｅ）和铁蛋白（Ｆｅｒｒｉｔｉｎ）的表达。结果　ＳＡＨ后，Ｒａｓｄ１升高（Ｐ＜０．０１）并主要
表达于皮层神经元中，出现髓鞘脱失，少突胶质细胞铁死亡；过表达Ｒａｓｄ１后，大鼠神经行为学评分显著
降低，髓鞘脱失、少突胶质细胞铁死亡和铁沉积明显加重，ＭＤＡ升高（Ｐ＜０．０１）、ＧＳＨ下降（Ｐ＜０．０１）、
ＮＣＯＡ４升高（Ｐ＜０．０１）、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ和 ＧＰＸ４下降（Ｐ＜０．０１）；敲低 Ｒａｓｄ１后，大鼠神经行为学评分明显升
高，髓鞘脱失、少突胶质细胞铁死亡和铁沉积显著减轻，ＭＤＡ下降（Ｐ＜０．０１）、ＧＳＨ升高（Ｐ＜０．０１）、
ＮＣＯＡ４下降（Ｐ＜０．０１）、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ和ＧＰＸ４升高（Ｐ＜０．０１）。结论　Ｒａｓｄ１在蛛网膜下腔出血后通过铁自
噬促进少突胶质细胞铁死亡，从而参与蛛网膜下腔出血后白质损伤。
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ｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄＲａｓｄ１，ｗｈｉｃｈｗａｓｍａｉｎｌｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｔｈｅｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓ（Ｐ＜０．０１），
ｍｙｅｌｉｎ ｌｏｓｓ， ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓ． Ｒａｓｄ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ
ｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌｓｃｏｒｅｓ，ｂｕｔｉｎｃｒｅａｓｅｄｍｙｅｌｉｎｌｏｓｓ，ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｉｒｏｎｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓ，
ｅｌｅｖａｔｅｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔ（Ｐ＜０．０１）ｂｕｔｄｅｃｒｅａｓｅｄＧＳＨｃｏｎｔｅｎｔ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＮＣＯＡ４
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｆｅｒｒｉｔｉｎａｎｄＧＰＸ４（Ｐ＜０．０１）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，Ｒａｓｄ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
ｒｅｖｅｒｓｅｄａｌｌａｂｏｖｅｃｈａｎｇｅｓｗｉｔｈｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｓ（ａｌｌＰ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｒａｓｄ１ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｓｔｈｒｏｕｇｈｆｅｒｒｉｔｉｎｏｐｈａｇｙ，ａｎｄｔｈｅｎｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｉｎｊｕｒｙａｆｔｅｒＳＡＨ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；Ｒａｓｄ１；ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ；ｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｉｎｊｕｒｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１８７０９２７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨＥＺｈａｏｈｕｉ，Ｅｍａｉｌ：ｈｅｚｈａｏｈｕｉ＠

ｈｏｓｐｉｔａｌ．ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　动脉瘤性蛛网膜下腔出血（ａｎｅｕｒｙｓｍａｌｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ
ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ａＳＡＨ）短时间内死亡率高，存活者长期致
残，并伴有身心健康障碍。以往的研究主要集中在血

管痉挛、迟发性脑缺血、脑积水等方面，而白质损伤

（ｗｈｉｔｅｍａｔｔｅｒｉｎｊｕｒｙ，ＷＭＩ）往往得不到足够的重视［１］。

近年来，有研究报道蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ
ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）患者存在广泛的白质异常，与认知障
碍相关。在 ＳＡＨ的啮齿动物模型中，早期就观察到
ＷＭＩ，其特征为髓鞘损失和白质水肿。因此，制定一系
列针对ＷＭＩ的治疗策略可能有助于改善 ＳＡＨ后不良
预后［２］。

　　铁死亡是一种由铁超载引起的脂质过氧化驱动的
程序性细胞死亡，近年来已被广泛研究［３］。与疾病相

关的多种细胞事件，如氧化应激和细胞代谢异常，铁死

亡的调控在治疗耐药性肿瘤、创伤性损伤、炎症和神经

退行性疾病方面具有很大的潜力［４］。尽管已经证明

铁死亡参与 ＳＡＨ后早期脑损伤，但 ＳＡＨ后少突胶质
细胞铁死亡的发生机制仍然未知。

　　Ｒａｓｄ１是Ｒａｓ家族小 Ｇ蛋白的一员，主要定位于
大脑［５］。Ｒａｓｄ１在脂肪代谢、生物节律、焦虑障碍和神
经毒性中起着重要作用［６－７］。已有研究报道，下调

Ｒａｓｄ１与大鼠缺血性卒中后损伤的缓解密切相关［８］，

同时，Ｒａｓｄ１参与抑制脑 ｃＡＭＰＰＫＡＣＲＥＢ通路，此
外，少突胶质细胞被认为主要通过细胞内铁蛋白获取

铁，而不是通过Ｔｆ／ＴｆＲ１／ＤＭＴ１通路摄取铁［９］。

　　本研究探索Ｒａｓｄ１通过铁自噬促进少突胶质细胞
铁死亡进而参与白质损伤的机制，为进一步探讨蛛网

膜下腔出血后的治疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　９０只成年健康雄性ＳＤ大鼠，体质量１８０～２５０ｇ，
购于重庆医科大学动物实验中心。将 ＳＤ大鼠进行随
机编号抽签，分为假手术（ｓｈａｍ）组、蛛网膜下腔出血
（ＳＡＨ）组、ＳＡＨ时间点组（６、１２、２４、４８、７２ｈ）、蛛网膜
下腔出血＋空载病毒（ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ）组、蛛网膜下腔出
血＋Ｒａｓｄ１过表达慢病毒（ＳＡＨ＋ＬＶＲａｓｄ１）组、蛛网膜
下腔出血＋Ｒａｓｄ１敲低慢病毒（ＳＡＨ＋ｓｈＲａｓｄ１）组，每
组１２只。在获取 ＳＤ大鼠脑组织标本时参照 ＭＯ
等［１０］的方法进行蛛网膜下腔出血严重程度评分，评分

低于 ８分及在术中或术后非预期死亡的 １５只大鼠
（ＳＡＨ组 ３只、ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组 ３只、ＳＡＨ＋ＬＶＲａｓｄ１
组７只、ＳＡＨ＋ｓｈＲａｓｄ１组２只）不纳入实验分组。
１．２　药品与试剂
　　Ｒａｓｄ１过表达／敲低慢病毒和对照慢病毒购于上
海吉玛制药有限公司。主要试剂：Ｒａｓｄ１抗体（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，ｓｃ３９８９８８，美国），ＮｅｕＮ抗体（Ａｂｃａｍ公司，
ａｂ１７７４８７，英国），Ｉｂａ１抗体（Ａｂｃａｍ公司，ａｂ１７８８４６，
英国），ＧＦＡＰ抗体（Ａｂｃａｍ公司，ａｂ７２６０，英国），
ＣＮＰａｓｅ抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，１３４２７１
ＡＰ，中国），ＣＣ１抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＯＰ８０，美国），
ＮＣＯＡ４抗体（Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司，ＤＦ４２５５，美国），ＡＲＡ７０抗
体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ｓｃ３７３７３９，美国），Ｆｅｒｒｉｔｉｎ抗体
（Ａｂｃａｍ公司，ａｂ７５９７３，英国），ＧＰＸ４抗体（Ａｂｃａｍ公
司，ａｂ１２５０６６，英国），βａｃｔｉｎ抗体（武汉三鹰生物技术有
限公司，６６００９１１ｇ，中国），Ｃｙ３荧光二抗（武汉三鹰生
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物技术有限公司，ＳＡ００００９２，中国），ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８荧
光二抗（Ａｂｃａｍ公司，ａｂ１５０１１３，英国），ＨＲＰ二抗（Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，＃７０７４／＃７０７６，美国），荧光定
量ＰＣＲ相关试剂（ＭＣＥ公司，中国），ＭＤＡ和ＧＳＨ试剂
盒（南京建成生物试剂公司，中国），普鲁士蓝染色试剂

盒（雷根生物技术有限公司，中国）。

１．３　ＳＤ大鼠ＳＡＨ模型构建
　　根据ＸＵ等［１１］的方法构建在体ＳＡＨ模型，经腹腔
注射戊巴比妥（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉大鼠，取仰卧位固定，
于颈部正中切口，分离并暴露颈总动脉、颈外动脉及颈

内动脉，夹闭颈内动脉和颈总动脉，结扎颈外动脉并切

断，用４０尼龙线插入颈外动脉残端，同时将颈外动脉
残端拉下使得尼龙线顺利进入颈内动脉至颅内，有阻

力感后继续插入２ｍｍ，穿刺成功有落空感，１０ｓ后将
尼龙线拔出，结扎颈外动脉残端并恢复颈总动脉、颈内

动脉血流，缝合颈部正中接口并消毒，将大鼠置于电热

毯上复苏苏醒。假手术组操作方法相同但不刺破血管。

１．４　慢病毒侧脑室注射
　　本实验选用 Ｒａｓｄ１过表达／敲低慢病毒，根据
ＧＥＲＡＥＲＴＳ的方法，在术前７ｄ通过大鼠侧脑室注射
慢病毒 ＬＶＲａｓｄ１、ｓｈＲａｓｄ１或 ＬＶＮＣ。大鼠经腹腔注
射戊巴比妥（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉后固定在脑立体定位装
置（Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ，美国），于前囟左侧旁开 １．３ｍｍ，向后
１．５ｍｍ处予以微型电钻钻一小骨孔，将１０μＬ微量注
射器（Ｈａｍｉｌｔｏｎ，美国）插入到硬脑膜下３．８ｍｍ至侧脑
室，将８μＬＲａｓｄ１过表达病毒ＬＶＲａｓｄ１（１０９ＴＵ／ｍＬ）、
８μＬＲａｓｄ１敲低病毒 ｓｈＲａｓｄ１（１０９ＴＵ／ｍＬ）或 ８μＬ
空载病毒ＬＶＮＣ（１０９ＴＵ／ｍＬ）以 ０．５μＬ／ｍｉｎ的速度
缓慢注入侧脑室，注射完毕后停留 ３ｍｉｎ以防止病毒
回流，然后缓慢退出微量注射器并予以骨蜡封闭骨孔，

最后缝合头皮并消毒。

１．５　神经行为学评分
　　根据 ＸＩＡ等［１２］的方法，在 ＳＡＨ后 ２４ｈ使用
ＭｏｄｉｆｉｅｄＧａｒｃｉａＳｃａｌｅ评估神经功能缺损情况，测试指
标包括自主活动、四肢自主运动、前肢伸展性、攀爬运

动、触须反应和肢体本体感觉，每项 ０～３分，总分
１８分，得分越低提示神经功能缺损情况越严重。
１．６　脑组织含水量测定
　　根据ＸＩＡ等［１２］的方法，在 ＳＡＨ后２４ｈ处死大鼠
并取出完整大脑组织，去除脑表面血块后称量，得到湿

质量，放进烤箱（１０５℃）２４ｈ后取出称量得到干质量，
脑组织含水量＝（湿质量－干质量）／湿质量×１００％。
１．７　透射电镜观察
　　根据ＰＥＮＧ等［１３］的方法，在 ＳＡＨ后２４ｈ将大鼠

深麻醉并用０．９％生理盐水经心脏进行灌注至肝脏变
白，然后用２．５％戊二醛继续灌注至大鼠四肢僵硬，取
出脑组织，将胼胝体切成 １～２ｍｍ３大小并固定于
２．５％戊二醛，室温避光２ｈ后移至４℃保存。将组织
置于ＰＢＳ清洗１５ｍｉｎ后经１％锇酸固定２～３ｈ，随后
经５０％、７０％、９０％乙醇，９０％乙醇：９０％丙酮（１∶１），
９０％、１００％丙酮梯度脱水，包埋切片，３％醋酸铀枸橼
酸铅染色，最后，通过透射电子显微镜（Ｈｉｔａｃｈｉ，日本）
观察胼胝体区域髓鞘和少突胶质细胞。

１．８　普鲁士蓝染色
　　根据ＬＩＡＮＧ等［１４］的方法，在ＳＡＨ后２４ｈ将大鼠
深麻醉并先后用０．９％生理盐水和４％多聚甲醛灌注，
取出脑组织固定于 ４％多聚甲醛 ４８ｈ，然后经梯度脱
水、透明、透蜡、包埋，最后制作成厚度为４μｍ的石蜡
切片。参照说明书，石蜡切片经脱蜡、水化，泡入Ｐｅｒｌ’ｓ
染色液３０ｍｉｎ，蒸馏水漂洗３次后置入伊红染液３０ｓ，
然后常规脱水透明并用中性树脂封片，最后用显微镜

（Ｚｅｉｓｓ，德国）观察胼胝体区域铁离子沉积。
１．９　ＭＤＡ、ＧＳＨ含量测定
　　参照南京建成试剂盒说明书，提取 ＳＡＨ后 ２４ｈ
大鼠脑皮层和胼胝体，制备 １０％组织匀浆，通过比色
法测定ＭＤＡ、ＧＳＨ含量。
１．１０　免疫荧光检测
　　参照ＴＡＯ等［１５］的方法，在ＳＡＨ后２４ｈ将大鼠深
麻醉并先后用０．９％生理盐水和４％多聚甲醛灌注，取
出脑组织固定于４％多聚甲醛４８ｈ，然后经蔗糖脱水、
ＯＣＴ包埋、液氮速冻，最后用冷冻切片机制作成８μｍ
厚的切片。冰冻切片室温放置３０ｍｉｎ后经ＰＢＳ漂洗，
泡入３７℃、０．５％Ｔｒｉｔｏｎ破膜３０ｍｉｎ，经１０％山羊血清
３７℃封闭１ｈ，最后置于４℃孵育一抗。１２ｈ后，将切
片置于３７℃复温３０ｍｉｎ，经ＰＢＳ漂洗１５ｍｉｎ，３７℃孵
育荧光二抗１ｈ，最后用含ＤＡＰＩ的抗荧光淬灭剂封片。
通过激光共聚焦显微镜（Ｚｅｉｓｓ，德国）获得荧光图像。
１．１１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测
　　根据 ＣＡＯ等［１６］的方法，提取大鼠大脑皮层和胼

胝体的ＲＮＡ，引物购于ＴａＫａＲａ公司，大鼠Ｒａｓｄ１引物
正义链：５′ＣＡＴＣＴＧＧＣＡＡＴＣＡＴＣＣＧＴＴＴＣ３′，反义链：
５′ＴＧＴＴＣＴＴＧＡＧＡＣＡＧＧＡＣＴＴＧＧＴＧ３′，扩增长度为
１５６ｂｐ，管家基因 βａｃｔｉｎ引物正义链：５′ＡＣＧＧＴＣ
ＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧ３′，反义链：５′ＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧ
ＴＣＴＴＴＡＣＧＧＡＴＧ３′，扩增长度为１５５ｂｐ。逆转录程序
按照ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲⅡ（ＭＣＥ），ＤＮＡ扩增程
序按照 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＭＣＥ），预变性
９５℃ ５ｍｉｎ，ＰＣＲ反应９５℃ １５ｓ、６０℃ ６０ｓ，共４０个
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循环。最后使用 ＢｉｏＲａｄＣＦＸＭａｎａｇｅｒ软件进行结果
分析。

１．１２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　ＳＡＨ后２４ｈ取出大鼠脑皮层和胼胝体，称取１００ｍｇ
组织，加入２００μＬＲＩＰＡ和２μＬＰＭＳＦ，匀浆后置于冰
上裂解３０ｍｉｎ，然后４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１２ｍｉｎ，取
蛋白上清液，ＢＣＡ法测浓度并调整为统一标准。将蛋
白加至凝胶加样孔内，电泳后将凝胶上的蛋白湿转至

ＰＶＤＦ膜上，然后５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ，最后置于
４℃孵育一抗。１２ｈ后，ＰＶＤＦ膜经ＴＢＳＴ漂洗３０ｍｉｎ，
置于室温孵育二抗 １ｈ，然后经 ＴＢＳＴ漂洗 ３０ｍｉｎ，最
后滴加ＥＣＬ化学发光液显影。条带灰度值用 Ｆｕｓｉｏｎ
软件分析得到。

１．１３　统计学分析
　　运用ＧｒａｐｈＰａｄ９．３进行统计分析，计数资料用 珋ｘ±ｓ
表示。正态性检验采用 ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ检验，方差齐性
检验采用 ＢｒｏｗｎＦｏｒｓｙｔｈｅ检验，两组间的差异比较采

用ｔ检验，多组间的差异比较采用单因素方差分析。
检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　蛛网膜下腔出血后 Ｒａｓｄ１、ＮＣＯＡ４显著升高，
Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＣＮＰａｓｅ显著降低

　　与ｓｈａｍ组相比，ＳＡＨ后６、１２、２４、４８、７２ｈＲａｓｄ１、
ＮＣＯＡ４的表达量先升高后下降（Ｐ＜０．０１，图 １），于
ＳＡＨ后２４ｈ达到峰值；而Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＣＮＰａｓｅ的表达量逐
渐下降（Ｐ＜０．０１，图１）。
２．２　蛛网膜下腔出血后，Ｒａｓｄ１主要定位于皮层神

经元

　　通过免疫荧光对Ｒａｓｄ１与神经元（ＮｅｎＮ）、星型胶
质细胞（ＧＦＡＰ）、小胶质细胞（Ｉｂａ１）、少突胶质细胞
（ＣＮＰａｓｅ）进行共定位分析，结果显示，Ｒａｓｄ１在 ＳＡＨ
后表达增加且主要定位于皮层神经元（图２）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＡＨ后不同时间点各蛋白的表达变化；Ｂ～Ｅ：半定量分析；Ｆ：各组ＳＤ大鼠ＳＡＨ评分

图１　ＳＡＨ后Ｒａｓｄ１、ＮＣＯＡ４、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＣＮＰａｓｅ蛋白在不同时间点的表达情况以及ＳＡＨ等级评分
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Ａ：Ｒａｓｄ１与神经元共定位；Ｂ：Ｒａｓｄ１与星型胶质细胞共定位；Ｃ：Ｒａｓｄ１与小胶质细胞共定位；Ｄ：Ｒａｓｄ１与少突胶质

细胞共定位

图２　Ｒａｓｄ１与神经元、星型胶质细胞、小胶质细胞、少突胶质细胞共定位分析

２．３　侧脑室注射慢病毒后，Ｒａｓｄ１基因的变化
　　通过侧脑室注射慢病毒对 Ｒａｓｄ１基因进行调节，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ结果显示，与 ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组相
比，ＳＡＨ＋ＬＶＲａｓｄ１组大鼠 Ｒａｓｄ１ｍＲＮＡ和蛋白水平
显著上调；ＳＡＨ＋ｓｈＲａｓｄ１组大鼠Ｒａｓｄ１ｍＲＮＡ和蛋白
水平显著下调（Ｐ＜０．０１，图３Ａ～Ｃ）。说明慢病毒有效
地对ＳＡＨ后Ｒａｓｄ１基因进行了过表达／敲低。
２．４　抑制Ｒａｓｄ１表达可改善ＳＡＨ后神经功能障碍
　　ＳＡＨ后，大鼠出现神经功能障碍和脑水肿。通过
对Ｒａｓｄ１进行过表达／敲低，评估 ＳＡＨ后大鼠神经功
能和检测脑组织含水量。结果表明，与 ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ
组相比，ＳＡＨ＋ＬＶＲａｓｄ１组大鼠神经功能评分明显降
低，脑水肿显著加重；ＳＡＨ＋ｓｈＲａｓｄ１组大鼠神经功能
明显好转，脑水肿显著减轻（Ｐ＜０．０１，图３Ｄ～Ｆ）。
２．５　抑制Ｒａｓｄ１表达可减轻ＳＡＨ后白质损伤
　　ＳＡＨ后，大鼠出现髓鞘肿胀、破裂等髓鞘脱失现
象。通过对Ｒａｓｄ１进行过表达／敲低，评估 ＳＡＨ后大
鼠髓鞘变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和透射电镜结果显示，与
ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组相比，ＳＡＨ＋ＬＶＲａｓｄ１组大鼠 ＣＮＰａｓｅ
蛋白水平明显下降，髓鞘密度更加稀疏，髓鞘微观结构

损伤程度加重；ＳＡＨ＋ｓｈＲａｓｄ１组大鼠 ＣＮＰａｓｅ蛋白水

平显著上调，髓鞘密度增加，髓鞘微观结构损伤程度明

显减轻（Ｐ＜０．０１，图３Ｇ）。
２．６　抑制Ｒａｓｄ１可减少ＳＡＨ后少突胶质细胞铁死亡
　　ＳＡＨ后，大鼠胼胝体区域少突胶质细胞发生铁死
亡。通过对Ｒａｓｄ１进行过表达／敲低，评估少突胶质细
胞铁死亡发生情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、透射电镜、普鲁士蓝
染色结果显示，与 ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组相比，ＳＡＨ＋ＬＶ
Ｒａｓｄ１组大鼠 ＮＣＯＡ４蛋白水平明显升高，Ｆｅｒｒｉｔｉｎ和
ＧＰＸ４蛋白水平明显下降，少突胶质细胞内线粒体嵴
减少甚至消失、体积缩小，胼胝体区域铁沉积加重；

ＳＡＨ＋ｓｈＲａｓｄ１组大鼠 ＮＣＯＡ４蛋白水平显著下降，
Ｆｅｒｒｉｔｉｎ和ＧＰＸ４蛋白水平显著上升，少突胶质细胞内
线粒体铁死亡样的改变明显缓解，胼胝体区域铁沉积

缓解（Ｐ＜０．０１，图４）。
２．７　抑制Ｒａｓｄ１可降低ＳＡＨ后氧化应激水平
　　ＳＡＨ后，大鼠脑内氧化应激水平升高。通过对
Ｒａｓｄ１进行过表达／敲低，测量氧化应激生化指标结果
显示，与ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组相比，ＳＡＨ＋ＬＶＲａｓｄ１组大鼠
脑组织ＭＤＡ含量增加、ＧＳＨ含量减少，ＳＡＨ＋ｓｈＲａｓｄ１
组大鼠脑组织氧化应激水平明显下降（Ｐ＜０．０１，图
５Ａ、Ｂ）。

３２８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）
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ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组比较

Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测侧脑室注射慢病毒后Ｒａｓｄ１的表达变化及半定量分析；Ｃ：ＲＴＰＣＲ检测侧脑室注射慢病毒

后Ｒａｓｄ１ｍＲＮＡ的变化；Ｄ：格拉斯哥评分；Ｅ：平衡木实验评分；Ｆ：脑组织含水量检测；Ｇ：透射电镜检测脑室注射

慢病毒后大鼠脑胼胝体区域髓鞘变化情况

图３　Ｒａｓｄ１在ＳＡＨ后神经功能、白质损伤中的作用
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组；３：ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组；４：ＳＡＨ＋ＬＶＲａｓｄ１组；５：ＳＡＨ＋ｓｈＲａｓｄ１组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈａｍ组比较；

ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组比较

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测侧脑室注射慢病毒后 ＮＣＯＡ４、Ｆｅｒｒｉｔｉｎ、ＧＰＸ４和 ＣＮＰａｓｅ的表达变化；Ｂ～Ｅ：及半定量分析；

Ｆ：普鲁士蓝染色检测胼胝体区域铁沉积（Ｓｃａｌｅｂａｒ＝５μｍ）；Ｇ：透射电镜检测慢病毒注射后大鼠脑胼胝体区域髓

鞘细胞内线粒体变化

图４　Ｒａｓｄ１在ＳＡＨ后少突胶质细胞铁死亡中的作用
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１：Ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组；３：ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组；４：ＳＡＨ＋ＬＶＲａｓｄ１组；５：ＳＡＨ＋ｓｈＲａｓｄ１组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈａｍ组比较；

ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＳＡＨ＋ＬＶＮＣ组比较

Ａ：侧脑室注射慢病毒后ＭＤＡ的含量变化；Ｂ：侧脑室注射慢病毒后ＧＳＨ的含量变化

图５　Ｒａｓｄ１对ＳＡＨ后氧化应激水平的影响

３　讨论

　　本研究结果显示，ＳＡＨ后 ２４ｈ，Ｒａｓｄ１达到峰值
且主要位于皮层神经元，少突胶质细胞 ＮＣＯＡ４增加，
ＧＰＸ４和Ｆｅｒｒｉｔｉｎ减少。Ｒａｓｄ１过表达增加了神经功能
缺损、神经炎症和氧化应激，最终加重了白质损伤和铁

自噬介导的少突胶质细胞铁死亡。但Ｒａｓｄ１的敲低逆
转了上述效应。总的来说，本研究结果表明，在 ＳＡＨ
大鼠模型中，Ｒａｓｄ１通过促进少突胶质细胞铁自噬引
发铁死亡，进而参与白质损伤。

　　据报道，白质损伤包括轴突损伤、髓鞘丢失和少突
胶质细胞祖细胞分化障碍，导致认知、精神、知觉和运

动缺陷［１７－１８］。目前的研究多集中在少突胶质细胞前

体细胞成熟或死亡，极化的小胶质细胞或星形胶质细

胞介导少突胶质细胞丢失，免疫缺陷影响少突胶质细

胞发育，创伤直接减少少突胶质细胞数量［１９］。尽管在

ＳＣＩ、ＴＢＩ和ＩＣＨ中有一些研究关注了 ＯＬｓ的死亡机
制，但尚未有研究关注ＳＡＨ后少突胶质细胞的内在死
亡机制。

　　铁死亡是一种铁依赖性的程序性细胞死亡，已被
报道在神经疾病中参与多种发病机制。铁的异常积累

可通过 Ｆｅｎｔｏｎ反应催化氧自由基，引起氧化应激损
伤，最终发展为不可逆的神经损伤［２０］。铁离子来源于

膜受体运输的胞外铁和铁蛋白降解的胞内铁。本课题

组发现ＤＭＴ１介导的铁转运和铁自噬介导的 Ｆｅｒｒｉｔｉｎ
降解可导致神经元铁死亡［２１］。

　　Ｒａｓｄ１主要存在于大脑中，在昼夜节律控制、代谢
性疾病、神经毒性和焦虑症中起着至关重要的作

用［２２］。研究表明，Ｒａｓｄ１主要定位于神经元，位于
ｎＮＯＳＣＡＰＯＮ的下游，并参与 ＥＲＫ通路抑制和铁稳
态。Ｒａｓｄ１分别抑制 ＥＲＫＣＲＥＢＢＤＮＦ通路和 ＰＡＰ７
ＤＭＴ１通路［２３］。所以，我们猜测，Ｒａｓｄ１通过抑制
ＰＫＡＣＲＥＢＵＣＰ２通路使得神经元产生过量的 ＲＯＳ，
ＲＯＳ促进少突胶质细胞铁自噬，进而介导铁死亡。
　　综上所述，基于ＳＡＨ后铁死亡和白质损伤之间的
关系，本研究揭示了Ｒａｓｄ１可能通过神经元少突胶质
细胞间通讯介导 ＳＡＨ后少突胶质细胞铁死亡从而加
剧ＳＡＨ后白质损伤的作用机制。但本研究还存在一
定的局限性，尚需要通过体外实验验证神经元与少突

胶质细胞的相互作用机制和ＳＡＨ后铁死亡的机制，以
进一步阐明ＳＡＨ后病理生理机制。
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