
一

700 一  重庆医科大学学报 2008年第33卷第6期 (Joumal of Chongqing Medical University 2008．Vo1．33 No．6) 

论 著 文章编号：0253—3626(2008)06—0700—04 

铁离子致脑出血后血肿周围组织损伤研究 

刘圣山，李长清 

(重庆医科大学附属第二医院神经内科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：研究脑出血后血红蛋白的代谢产物铁离子在血肿周围组织损伤中的作用及去铁胺的干预影响。方法：将sD大 

鼠随机分为假手术组、脑出血组和去铁胺干预组，以自体血大鼠尾状核注射为模型，观察各组大鼠建模术后不同时间点神经功 

能评分、脑组织含水量和血脑屏障通透性变化 、血清 S100B蛋白和神经元特异性烯醇化酶(Neuron—specific—enolas，NSE)水平及 

去铁胺干预的影响。结果：与对照组比较，脑出血模型大鼠在建模术后 1～7d存在明显神经功能障碍，血肿周围脑组织水份含 

量明显增加，血脑屏障通透性明显增高，血清 S100B蛋白和 NSE水平明显升高。去铁胺干预组模型大鼠各观察指标与脑出血模 

型大鼠呈现相同变化趋势，但神经功能评分明显低于脑出血组 ，血肿周围脑组织水份含量明显低于脑出血组 ，血脑屏障通透性 

明显低于脑出血组，血清 S100B蛋白和 NSE水平明显低于脑出血组。结论 ：脑出血后铁离子异常积聚参与了脑出血后血肿周围 

组织的损伤，去铁胺对这种损伤有保护作用。 
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Study on injury in brain parenchyma surrounding intracebral hemorrhage 

induced by iron ions 

LIU Sheng-shan．et al 

(Department of Neurology，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the role of iron ions released by metabolism products of haemoglobin after intracerebral 

hemorrhage(ICH)in the injury of surrounding brain parenchyma and the influence of intervention by deferoxamine(DFO)． 

Methods：Sprague-Dawley rats were randomly divided into the sham operation groups、intracebral hemorrhage(ICH)groups 

and deferoxam ine groups，and received infusion of autologous blood．Evaluation on neurological function，brain water content，the 

permability of blood brain barrier，SIOOB proteins，neuron-specific-enolas(NSE) and the influence of intervention by deferoxamine 

were detected at different time points after operation．Resu／ts：Compared with the sham operation groups，the rats of ICH 

groups had significan tly neurological disorder an d the increase of brain water content surrounding brain parenchyma，the 

permeability of blood brain barrier，S100B protein and NSE of blood serum．The rats of DFO groups had the same trend with 

the rats of ICH groups in all kinds of observed items but neurological function scores test，brain water content surrounding 

brain parenchyma，the perm eab ility blood brain barrier，S100B protein and NSE of blood serum were lower than those of ICH 

groups．Conclusion：The abnormal accumulation of iron ions participates the injury of brain tissue surrounding brain 

parenchyma after ICH and deferoxamine has the protective role for the injury． 

【Key words】Iron；Intracerebral hemorrhage；Deferoxamine 

脑出血约占全部卒中的 20％ ～30％，是威胁中 

老年人健康的常见疾病之一。脑出血后脑损伤与多 

种因素有关，血肿溶解后血红蛋白降解产物铁离子 

可能在其中起着重要作用。我们以自体血大鼠尾状 

核注射为模型，探讨铁离子在脑出血后脑损伤中的 
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研究方向 ：脑 出血。 
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作用及铁螯合剂(去铁胺)在脑出血后脑保护中的 

潜在I临床应用价值。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物与试剂 

本实验使用的实验动物为成年健康sD雄性大鼠，体重 

约为200—300g，由重庆医科大学实验动物中心提供，符合国 
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家二级实验动物标准。NSE和 SIOOB ELISA检测试剂盒购 

自美国 Rapidbio公司，去铁胺由北京诺华制药公司提供。 

1．2 动物模 型制备与分组 

将符合要求的 SD大鼠随机分为假手术组(SH组 )、脑出 

血组(ICH组)、去铁胺组(DFO组 )。其中 SH组 25只：ICH组 

44只，按造模术后 ld、3d、5d、7d不同时间点分为 4组，每组 

11只；DFO组 33只，按造模术后 3d、5d、7d不同时间点分为 

3组 ，每组 11只。ICH组和DFO组每个时间点 5只大鼠用于 

脑组织含水量测定 ，5只用于血脑屏障通透性测定，在处死 

大 鼠前各选取其 中 4只经心脏抽取静脉血用 于 NSE和 

SIOOB检测。SH组 20只用于脑组织含水量、NSE和 SIOOB 

检测，另 5只用于测血脑屏障通透性。 

ICH组大鼠和 DFO大鼠以相同方法建立 自体血尾状核 

注射的脑 出血大鼠模型 ，建模方法 为大 鼠经质量分数为 

3．5％的水合氯醛(1m1]lO0g)腹腔注射麻醉后，按包新民等的 

方法将大鼠俯卧位固定于定向仪上，剪掉头部毛发，常规消 

毒 ，剪开头颅皮肤 ，消毒，沿头皮正中作 10mm长矢状切口， 

用 30％双氧水腐蚀颅骨上腱膜及颅骨外膜，暴露颅骨标志。 

在冠状缝右侧旁开 3．0mm，前囟前 0．5mm处作为进针点。此 

点垂直向下 5．5mm处即为大鼠右侧尾状核处。用 5号针钻孔 

在进针点钻一直径约为 1．5mm的圆孔，深达硬膜表面而不穿 

破硬膜。调整立体定位仪 ，使微量注射器的针头穿破硬膜并 

垂直进针约 5．5mm，注射采自尾静脉的自体血 50 l，速度均 

为 10IJ,1／min，注射完毕即退针，用无菌骨蜡封闭圆孔，消毒、 

缝合头皮，动物置于单独的笼中，保持25~C室温。SH组对照 

组大鼠按上述操作步骤，用微量注射器穿刺进针，但不注射， 

余同。实验中出现动物死亡或因其它原因不能完成实验导致 

各实验动物数不足预定数额者通过随机抽样原则补齐动物 

并重新造模。 

DFO组大鼠给与去铁胺 ，方法为建模术后 24h腹腔注 

射，lO0mg／kg，2次 ／d，3d组、5d组和 7d组分别注射 3d、5d和 

7d。 

1．3 观察指标及其方法 

1I3．1 鼠神经功能评分 各组大鼠于造模成功后 1d、3d、5d 

和 7d采用 Rosenberg评分：(1)自发的同侧转圈：0分(不转 

圈)～4分(持续转圈)；(2)对侧后肢在被动侧移位 2～3cm后 

复位情况：0分(立即复位)～4分(不复位)；(3)走过长70cm 

宽2．4cm木条的能力：0分(容易走过)～4分(不能走过)；(4) 

双侧前肢抓握直径约 2mm铁丝的能力：0分(能紧紧抓握)～ 

4分(不能抓握)。 

1．3．2 脑组织含水量测定 用干湿法测脑组织含水量。模型 

建立成功后不同时期迅速取脑组织，清除表面脑膜及血块， 

放在带滤纸的培养皿中吸干脑表面的水份，纵切分成左右两 

半球 ，分别放在 2个 已称重的箔纸上，称湿重(Wet tissue 

weight)，然后迅速放入烤箱内，IO0~C烤 24h，取出称干重(Dry 

tissue weight)。取脑组织到称重的整个过程在 5min内完成。 

按以下公式计算脑水含量 ：脑水含量 =(湿质量一干质量 )／ 

湿质量 X 100％。 

1．3．3 血脑屏障通透性测定 经股静脉注射 2％伊纹思蓝 ， 

2h后生理盐水心脏灌流，断头取出血侧半球称重后置于4ml 

甲酰胺中，37℃水浴 48h，3 000r／min离心 ，取上清液于 632 

nm处比色，从伊纹思蓝标准曲线上查得伊纹思蓝含量。 

1．3．4 NSE和SIOOB检测 分别在各时间点采静脉血，用酶 

联免疫分析法测定血清 NSE和 SIOOB浓度。具体做法是：用 

抗体包被微孔板 ，制成固相抗体 ，用辣根过氧化物酶标记抗 

体制成酶标抗体 ，特异形成“抗体 一抗原 一酶标抗体”复合 

物，显色后用酶标仪在 450mm波长下测定吸光度 ，计算样品 

浓度。 

1．4 统计分析 

所有数据以均数 ±标准差表示 ，用 SPSSIO．0统计软件 

做单因素方差分析(one—wayANOVA)，并对样本均数作两两 

比较(SNK方法)。 

2 结 果 

2．1 大鼠神经功能评分 

与假手术组相比，脑出血组大鼠神经功能评分 

造模术后 1d明显升高(P<0．01)，以后逐渐下降。去 

铁胺组造模术后各时间点神经功能评分与脑出血 

组呈现相同趋势，但升高程度明显低于脑出血组 

(见表 1)，提示去铁胺去除铁离子可减轻神经功能 

障碍。 

2．2 脑组织水含量变化 

脑出血组大鼠造模术后血肿侧脑组织含水量 

较对侧明显升高，术后 3d最明显(p<0．01)，以后逐 

表 l 各组大鼠神经功能评分比较 

注 ：与假手术组比较，．P<0．0l；与脑出血组比较， 0．05。 
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渐下降。去铁胺组造模术后各n,-Jl司点脑组织含水量 

变化与脑出血组呈现相同趋势，但升高程度明显低 

于脑出血组(P<0．05)(见表 2)，提示铁离子参与了 

脑出血后脑水肿形成，去铁胺去除铁离子可减轻脑 

水肿。 

2．3 血脑屏障通透性变化 

与假手术组相比，脑出血组大鼠造模术后各时 

间点脑组织伊纹思蓝含量明显增高(P<0．01)，以造 

模术后第 ld最明显。去铁胺组造模术后各时间点 

脑组织伊纹思蓝含量与脑出血组呈现相同趋势 ，但 

增高程度明显低于脑出血组(见表 3)，提示去铁胺 

去除铁离子可改善脑出血后血肿周围组织血脑屏 

障通透性。 

2．4 血清NSE水平变化 

与假手术组相比，脑出血组大鼠血清 NSE水平 

造模术后 ld就有明显升高，术后 3d最明显(P<0．01)， 

以后逐渐下降。去铁胺组大鼠造模术后各时间点血 

清 NSE水平变化与脑出血组呈现相同趋势，但升高 

程度明显低于脑出血组(见表 4)，提示去铁胺去除 

铁离子可减轻脑组织神经元的损害程度。 

2．5 血清 S100B水平 变化 

与假手术组相比，脑出血组大鼠血清 S100B水 

平造模术后 ld就有明显升高，术后 3d最明显，以 

后逐渐下降。去铁胺组大鼠造模术后各时间点 

S100B血清水平变化与脑出血组呈现相同趋势 ，但 

升高程度明显低于脑出血组(见表 5)，提示去铁胺 

去除铁离子可减轻脑组织胶质细胞的损害程度。但 

去铁胺组血清S100B下降程度没有 NSE显著。 

3 讨 论 

S100B蛋白是神经胶质细胞的标志蛋白，NSE 

是神经元的标志酶【lI。当中枢神经系统细胞受损时， 

S100B蛋白和 NSE可释放至脑脊液中，并可经受损 

的血脑屏障进入血液循环，因此检测血清 S100B蛋 

白和 NSE水平可反映中枢神经系统损害程度。本实 

表 2 脑组织水含量变化(％)(王±s) 

注：与假手术组比较 ，．P<0．01；与脑出血组比较， P<0．05。 
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注：与假手术组比较，．P<0．01；与脑出血组比较 ， ．0．05<P<O．1。 

验观察显示，脑出血模型大鼠血清 NSE和S100B水 

平显著高于假手术对照组，提示脑出血大鼠存在明 

显的神经细胞和胶质细胞破坏。本实验观察还发现 

脑出血大鼠血清 S100B蛋白水平上调的比率明显 

高于 NSE，给予去铁胺干预后血清 NSE和 S100B浓 

度均有下降，但 SIOOB没有 NSE下降明显，提示神 

经元和神经胶质细胞对铁离子异常的反应存在差 

异，这与Gaasch等研究发现一致[21。 

红细胞是血液中含量最多的血细胞，其主要成 

分是血红蛋白(Haemoglobin，HB)。脑出血时大量的 

HB从裂解的红细胞中释放，铁和胆红素均是 HB分 

解产物。去铁胺为铁螯合剂，对离子铁具有极高的 

特异性和亲和力，能与离子铁快速结合形成去铁敏 

一 铁复合物排出体外，不断减少局部铁离子的浓度； 

而且铁离子被去铁敏络合后通常不再具有活性或 

活性很弱『3]。本实验观察发现，给予去铁胺干预，能 

明显改善脑出血模型大鼠造模术后各时间点的脑 

水肿程度、血脑屏障通透性 ，降低血清 S100B蛋白 

和 NSE水平，提示铁离子异常增多在脑出血后血肿 

周围组织神经元 、神经胶质细胞和血脑屏障的破 

坏 、脑组织水肿中起着重要作用，使用去铁胺可对 

抗铁离子的这些脑损害作用 ，从而促进缺损神经功 

能的康复。 

文献报道局部铁离子急剧增多可通过多种途 

径致脑组织损伤。(1)Fe 可通过 Fenton反应产生 

过多氧自由基引发氧化应激反应，体内正常代谢和 

非正常代谢产生的超氧阴离子(02-)是反应性低的 

物质 ，但是在铁离子的参与下通过 Fenton反应，可 

转化成反应性强得多的羟自由基(OH·)。氧自由基 

可造成生物分子(核酸 、蛋白质、脂质)的氧化损伤， 

继而引起细胞结构破坏和功能代谢障碍。Avqult4]发 

现出血性卒中患者血浆抗氧化剂超氧化物歧化酶 

(Superoxide dismutase，SOD)和总超氧化物清除力 

(Total superoxide scavenger activities，TSSA)明显降 

低，而氧化剂 NO水平显著升高，提示 自由基在脑出 

血后脑损伤起一定作用。(2)脑出血后铁离子引发 

的氧化应激可能通过影响水通道蛋白一4(Aquapor— 

in，AQ—P4)表达而加重脑水肿。王改青l5等的研究发 

现应用去铁胺可使 ICH大鼠 AQP4mRNA表达降 

低，AQP4蛋白表达与 AQP4 mRNA表达呈正相关。 

(3)完整转铁蛋白和凝血酶(Thrombase)相互作用可 

引起脑损伤。Nakamura Dr6]通过分别给大鼠基底节 

注人完整转铁蛋白、不带铁的转铁蛋白、凝血酶以 

及转铁蛋白和凝血酶混合物，发现只有后者能引起 

基底节脑水肿，DNA损伤和细胞内铁积聚。这提示 

凝血酶诱导的转铁蛋白受体增加可导致细胞内铁 

摄取和细胞毒性的增加。 
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