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Ｓｅｎｐ１介导蛛网膜下腔出血后神经元焦亡的作用

马寅瑞，何朝晖　　４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院神经外科

　　［摘要］　目的　探究 ＳＵＭＯ特异性蛋白酶１（ＳＵＭＯｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ１，Ｓｅｎｐ１）在蛛网膜下腔出血
（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）中参与神经元焦亡的机制。方法　９５只６～８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠
采用随机数字表法分为假手术（ｓｈａｍ）组（ｎ＝１５）、ＳＡＨ（６、１２、２４、４８、７２ｈ）组（ｎ＝８、７、１７、６、６）、ＳＡＨ＋
ＡＡＶ９ＮＣ组（ｎ＝１９）、ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１组（ｎ＝１７），左侧颈内动脉血管内穿刺建立 ＳＡＨ动物模型，
神经行为学评分评价神经功能，ＨＥ染色、ＦＪＣ染色观察脑皮质神经元损伤情况，ＲＴＰＣＲ检测敲低
Ｓｅｎｐ１的ｍＲＮＡ水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 Ｓｅｎｐ１、ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）、焦孔素Ｄ（ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ，ＧＳＤＭＤ）、含ＰＹＤ和
ＣＡＲＤ域蛋白（ＰＹＤａｎｄＣＡＲＤｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ，ＡＳＣ）及半胱氨酸蛋白酶１（Ｃａｓｐａｓｅ１）的表达，免疫荧
光观察Ｓｅｎｐ１和ＮＬＲＰ３的定位表达。结果　ＳＡＨ后Ｓｅｎｐ１表达升高，于２４ｈ达到峰值，并表达于脑皮
质神经元。与 ｓｈａｍ组相比，ＳＡＨ组 Ｓｅｎｐ１、ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、ＡＳＣ和 Ｃａｓｐａｓｅ１的表达明显升高（Ｐ＜
０．０１），神经损伤加重，并且有神经功能障碍；与 ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ＮＣ组相比，给予 ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１后神经损
伤及功能明显改善，Ｓｅｎｐ１及上述焦亡蛋白ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１表达明显降低（Ｐ＜０．０１），抑
制了ＮＬＲＰ３介导的神经元焦亡。结论　Ｓｅｎｐ１在ＳＡＨ后促进细胞焦亡的发生，介导神经元损伤。
　　［关键词］　 Ｓｅｎｐ１；蛛网膜下腔出血；细胞焦亡；神经炎症
　　［中图法分类号］Ｒ３４５；Ｒ３６３．２１；Ｒ７４３．３５　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１８７０９２７）；重庆市自然科学基金面上项目（ＣＳＴＢ２０２３ＮＳＣＱＭＳＸ０１１２）
［通信作者］　何朝晖，Ｅｍａｉｌ：ｇｅｎｏ＿ｈｅ＠１６３．ｃｏｍ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２４，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｓｅｎｐ１ｍｅｄｉａｔｅｓｎｅｕｒｏｎａｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓａｆｔｅｒｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｉｎｍｉｃｅ
ＭＡＹｉｎｒｕｉ，ＨＥＺｈａｏｈｕｉ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＳＵＭＯｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ１（Ｓｅｎｐ１）ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ
ｎｅｕｒｏｎａｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ（ＳＡＨ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｔｏｔａｌｏｆ９５ｍａｌｅＣ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅ（６～８
ｗｅｅｋｓｏｌｄ）ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｓｈａｍｇｒｏｕｐ（ｎ＝１５），ＳＡＨｇｒｏｕｐｓ（ｆｏｒ６，１２，２４，４８ａｎｄ７２ｈ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｎ＝８，７，１７，６ａｎｄ６），ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ＮＣｇｒｏｕｐ（ｎ＝１９），ａｎｄＳＡＨ＋ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１ｇｒｏｕｐ（ｎ＝
１７）．ＭｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆＳＡＨｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｉｎｔｒａｖａｓｃｕｌａｒｐｕｎｃｔｕｒｅｉｎｔｈｅｌｅｆｔｉｎｔｅｒｎａｌｃａｒｏｔｉｄａｒｔｅｒｙ．
Ｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌｓｃｏｒｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＦＪＣｓｔａｉｎｉｎｇｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄ
ｔｏｏｂｓｅｒｖｅｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＲＴＰＣＲｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＳｅｎｐ１，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓａｐｐｌｉｅｄ
ｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｅｎｐ１，ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３（ＮＬＲＰ３），
ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ（ＧＳＤＭＤ），ＰＹＤａｎｄＣＡＲＤｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ（ＡＳＣ）ａｎｄＣａｓｐａｓｅ１，ａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ａｓｓａｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｓｏｆＳｅｎｐ１ａｎｄＮＬＲＰ３．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＳＡＨｃａｕｓｅｄｔｈｅｅｌｅｖａｔｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｅｎｐ１，ｗｈｉｃｈｒｅａｃｈｅｄａｐｅａｋｉｎ２４ｈａｎｄｌｏｃａｔｅｄｉｎｔｈｅｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｅｎｐ１，ＮＬＲＰ３，ＧＳＤＭＤ，ＡＳＣａｎｄＣａｓｐａｓｅ１ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｉｎｔｈｅＳＡＨ
ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１），ｗｉｔｈａｇｇｒａｖａｔｉｏｎｏｆｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙａｎｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓ．ＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１
ｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｄｎｅｒｖｅｉｎｊｕｒｙａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｂｏｖｅｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｐ＜０．０１），
ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄｎｅｕｒｏｎｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＳＡＨ＋ＡＡＶ９ＮＣｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｓｅｎｐ１ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｍｅｄｉａｔｅｓｎｅｕｒｏｎａｌｉｎｊｕｒｙａｆｔｅｒＳＡＨ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｓｅｎｐ１；ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ；ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１８７０９２７）ａｎｄｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ
（ＣＳＴＢ２０２３ＮＳＣＱＭＳＸ０１１２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨＥＺｈａｏｈｕｉ，Ｅｍａｉｌ：ｇｅｎｏ＿ｈｅ＠１６３．ｃｏｍ

６７９１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



　　蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）
是中风的一种严重亚型，通常发生在 ４０～６０岁的人群
中，８５％患者发病的主要原因是颅内动脉瘤破裂，并且
致死率达到３５％［１－２］。早期脑损伤（ｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，
ＥＢＩ）在ＳＡＨ后的病理生理和预后中起到至关重要的
作用，其导致神经元死亡和内皮细胞损伤，进而导致血

脑屏障破坏和氧化应激、线粒体功能障碍、能量代谢紊

乱，从而加重ＳＡＨ的损伤和预后［３］。

　　焦亡是一种由焦孔素（ｇａｓｄｅｒｍｉｎｓ，ＧＳＤＭｓ）介导的
炎症性程序性死亡过程。研究表明ＮＯＤ样受体热蛋白
结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）介导含 ＰＹＤ和
ＣＡＲＤ域蛋白（ＰＹＤａｎｄＣＡＲＤｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ，
ＡＣＳ）和半胱氨酸蛋白酶１（Ｃａｓｐａｓｅ１）募集，激活焦孔
素Ｄ（ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ，ＧＳＤＭＤ）、ＩＬ１β和 ＩＬ１８，促进焦亡
发生［４－６］。ＸＵ等［７－８］研究报道，ＳＡＨ后，与焦亡相关的
ＮＬＲＰ３和ＧＳＤＭＤ及下游炎症因子明显升高，加重了
ＳＡＨ后早期脑损伤过程中的炎症损伤。抑制ＮＬＲＰ３的
表达还可以促进Ｍ１型小胶质细胞向Ｍ２型转化［９］。由

此可见，ＮＬＲＰ３等炎性小体介导的焦亡在ＳＡＨ后的神
经炎症和早期脑损伤中起着至关重要的作用，但 ＳＡＨ
后焦亡的激活及调控机制尚未完全阐明。

　　ＳＵＭＯ特异性蛋白酶１（ＳＵＭＯｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ１，
Ｓｅｎｐ１）是ＳＵＭＯ特异性蛋白酶家族成员之一，是一种
翻译后修饰的调控蛋白，可以去除与靶蛋白质相互结

合的 ＳＵＭＯ分子，起到去 ＳＵＭＯ化修饰的作用［１０］。

ＳＵＭＯ化修饰和去 ＳＵＭＯ化修饰调控蛋白质的稳定、
定位及功能，从而参与转录、增殖、衰老等病理生理过

程［１１］。Ｓｅｎｐ１通过Ｓｉｒｔ３以及ＨＩＦ１α信号通路调节神
经元损伤 ［１２－１３］。ＳＵＭＯ化修饰ＮＬＲＰ３炎症小体后抑
制焦亡发生，反之去ＳＵＭＯ化修饰激活ＮＬＲＰ３的表达
促进焦亡的发生［１４］。但 ＳＡＨ后 Ｓｅｎｐ１是否可以调控
焦亡发生尚不清楚。

　　结合上述文献分析，我们推测 Ｓｅｎｐ１可能通过调
控ＮＬＲＰ３活性介导焦亡的发生，并且在ＳＡＨ后Ｓｅｎｐ１
可能具有相同的作用。本实验将探究 Ｓｅｎｐ１在 ＳＡＨ
中介导焦亡发生的机制，为进一步研究 Ｓｅｎｐ１在 ＳＡＨ
后的作用机制奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　９５只６～８周健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体质量２０～
２５ｇ，购于重庆医科大学实验动物中心，许可证号：ＳＣＫ
（渝）２０２２００１０。按随机数字表法分为假手术（ｓｈａｍ）
组（ｎ＝１５）、ＳＡＨ（６、１２、２４、４８、７２ｈ）组（ｎ＝８、７、１７、６、
６）、ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ＮＣ组（ｎ＝１９）、ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１
组（ｎ＝１７）。其中神经学评分及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ每组

６只，免疫荧光、ＨＥ染色、ＦＪＣ染色和透射电镜每组
３只。所有小鼠脑组织标本参照 ＭＯ等［１５］方法评价

ＳＡＨ严重程度，排除８分以下及术中术后非预期死亡
小鼠１１只（ＳＡＨ组５只、ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ＮＣ组 ４只、ＳＡＨ＋
ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１组２只）。本实验中所用动物相关操
作经重庆医科大学实验动物管理和使用委员会批准

（ＩＡＣＵＣＣＱＭＵ２０２３０２３５）。
１．２　ＳＡＨ动物模型建立
　　ＳＡＨ模型建立按本课题组之前的方法［１６］，戊巴比

妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉小鼠，仰卧位置于手术
台，沿颈正中切开，分离暴露左侧颈总动脉、颈内和颈

外动脉。结扎并剪开颈外动脉，随后用 ５０单丝经左
颈外动脉残端，穿入颈内动脉至颅内段，行至大脑前动

脉和中动脉分叉处感到阻力后继续插入穿孔，感到落

空感后１０ｓ拔出，结扎颈外动脉残端，恢复颈内动脉
血流，缝合伤口后消毒。假手术组操作相同，但不穿破

血管。术后将小鼠置于恒温电热毯上苏醒。

１．３　腺相关病毒体内侧脑室注射
　　对照腺相关病毒（ＡＡＶ９ＮＣ）和敲低 Ｓｅｎｐ１腺相
关病毒（ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１）购于北京擎科生物科技有限
公司，腺相关病毒序列，ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１：５′ＣＡＧ
ＡＵＵＡＵＣＡＣＵＣＡＧＡＵＡＡ３′。在ＳＡＨ造模前１４ｄ腹腔
注射戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉小鼠，并固定于脑立
体定位装置（Ｓｔｅｅｌｉｎｇ，美国）。正中线切开头皮，按前
囟后０．４ｍｍ、左侧１．０ｍｍ处钻孔，随后将１０μＬ微量
注射器（ＨａｍｉｌｔｏｎＣｏ．，美国）从该孔深入硬膜层下方
３．０ｍｍ处，以０．５μＬ／ｍｉｎ的速度分别缓慢注射６μＬ
ＡＡＶ９ＮＣ（１．００×１０１３ｖｇ／ｍＬ）和 ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１（１．８１×
１０１３ｖｇ／ｍＬ）至左侧脑室。注射结束等待５ｍｉｎ后，缓
慢推出微量注射器，骨蜡封闭钻孔后缝合头皮［７］。

１．４　神经行为学评分
　　改良Ｇａｒｃｉａ评分和平衡木测试用于评价 ＳＡＨ后
２４ｈ神经损伤水平［１６］。其中改良 Ｇａｒｃｉａ评分包含自
主活动（０～３）、四肢运动对称性（０～３）、前爪伸展（０～
３）、攀爬（１～３）、身体本体感觉（１～３）和触须触摸反应
（１～３），总分１８分，评分越高表明神经功能越好。将
小鼠放在长１ｍ、宽６ｍｍ的横梁上，根据１ｍｉｎ步行
距离（０～５）评价小鼠运动平衡与协调能力。
１．５　脑水肿测量
　　脑水肿测量方式按本课题组之前的方法［１６］：将每

组小鼠ＳＡＨ造模后２４ｈ处死，解剖并取出完整大脑，
剥离表面脑膜和血凝块，然后立即称质量（湿质量）并

在１０５℃烘箱中保存７２ｈ（干质量）。含水率按下式计
算：含水率＝（湿质量－干质量）／湿质量×１００％。
１．６　ＲＮＡ提取及定量ＲＴＰＣＲ
　　于ＳＡＨ后 ２４ｈ取各组小鼠左脑皮质，用 ＴＲＩｚｏｌ
（ＴａＫａＲａ，９１０８，日本）提取总 ＲＮＡ，随后用 ＲＴＭａｓｔｅｒ

７７９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１７）



ＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲⅡ（ＭＣＥ，ＨＹＫ０５１０Ａ，中国）在 Ｔ１００ＴＭ

热循环仪上将 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ（ＢｉｏＲａｄ，美国），
然后使用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＭＣＥ，ＨＹ
Ｋ０５２３，中国）在 ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ实时系统（ＢｉｏＲａｄ，美
国）上运行 ＲＴＰＣＲ。最后采用２－△△ Ｃｔ法测定基因表
达水平，并与选定的内参基因βａｃｔｉｎ进行比较。所有
引物购自ＴａＫａＲａ公司，小鼠 Ｓｅｎｐ１引物为正义链：５′
ＧＡＧＧＣＧＡＣＡＴＴＴＣＡＧＣＡＣＡＧ３′，反义链：５′ＴＴＧＧＡＡ
ＣＴＡＡＧＡＣＡＣＣＧＡＧＡＣＡＧ３′；小鼠 βａｃｔｉｎ引物为正义
链：５′ＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＴＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡＧＣ３′，反义链：５′
ＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴ３′。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　按文献［１６－１７］方法进行。ＳＡＨ后第６、１２、２４、４８、
７２小时取小鼠左大脑半球并在液氮中快速冷冻，储存
在－８０℃。将蛋白质样品在 ＲＩＰＡ裂解缓冲液中均质
化，并在 ４℃下以 １２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ。然后等量的
蛋白质（５０μｇ）在１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶上分离，并转移
到ＰＶＤＦ膜。５％脱脂牛奶室温封闭２ｈ，随后在一抗
中４℃下过夜温育，各一抗如下：抗 Ｓｅｎｐ１（１∶１０００，
Ａｂｃａｍ，ａｂ２３６０９４，美国），抗 ＮＬＲＰ３（１∶１０００，Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＰＡ５７９７４０，美 国），抗 ＧＳＤＭＤ
（１∶１０００，Ａｂｃａｍ，ａｂ２１９８００，美国），抗 ＡＳＣ（１∶５００，
ＳＡＮＴＡＣＲＵＺＢＩＯＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ，ｓｃ５１４４１４，美国），
抗Ｃａｓｐａｓｅ１（１∶１０００，ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，２２９１５１ＡＰ，中国），
抗βａｃｔｉｎ（１∶１０００，ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，６６００９１Ｉｇ，中国）。然
后加入相应的二抗（１∶５０００，ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，ＳＡ００００１２／
ＳＡ００００１１），常温孵育１ｈ，最后使用化学发光试剂盒
（ＺＥＮＢＩＯＳＣＩＥＮＣＥ，１７０４７，中国）进行蛋白质检测。
选择非饱和条带使用 Ｆｕｓｉｏｎ成像系统（Ｆｕｓｉｏｎｆｘ７
Ｓｐｅｃｔｒａ，法国）进行光密度定量，结果以相对于 βａｃｔｉｎ
水平的百分比形式呈现。

１．８　ＨＥ染色
　　按文献［１６－１７］方法进行。于 ＳＡＨ后２４ｈ采用
戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉小鼠，生理盐水和 ４％多
聚甲醛心脏灌注后取出完整脑组织，固定脱水，石蜡包

埋，随后将样品切成 ５μｍ厚的石蜡切片。ＨＥ染色：
首先对脑切片进行脱蜡和水合；用苏木精（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，
Ｃ０１０５ｓ１，中国）染色 ５ｍｉｎ并转移到水中洗涤，将切
片短暂浸入 １％ ＨＣｌ／乙醇（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，Ｃ０１６５Ｓ，中国）
３０ｓ，用蒸馏水短暂洗涤 ５ｓ；随后用曙红（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，
Ｃ０１０５Ｓ２，中国）染色３ｍｉｎ，再次用蒸馏水洗涤３０ｓ；
最后将脑切片梯度酒精脱水、二甲苯透明，密封。Ｃａｒｌ
ＺｅｉｓｓＡｘｉｏＣａｍＨＲｃ相机（Ｚｅｉｓｓ，德国）采集图像。
１．９　ＦＪＣ染色
　　按照说明书操作。石蜡切片二甲苯脱蜡后浸泡于
含有８０％乙醇的１０％氢氧化钠溶液５ｍｉｎ，随后浸泡
于７０％乙醇溶液２ｍｉｎ，蒸馏水浸泡２ｍｉｎ。继而１０％

高锰酸钾溶液浸泡１０ｍｉｎ，降低背景噪影，蒸馏水浸泡
２ｍｉｎ。１０％ＦｌｕｒｏＪａｄｅ染色液加 ＤＡＰＩ室温孵育
１０ｍｉｎ，蒸馏水漂洗 ２ｍｉｎ。６０℃烤干后二甲苯浸泡
５ｍｉｎ，中性树脂封片。共聚焦激光扫描显微镜（Ｚｅｉｓｓ，
ＬＳＭ７８０）观察神经元退行性改变。
１．１０　免疫荧光染色
　　按文献［１６－１７］方法进行。切片制作方法同组织
学染色。石蜡切片脱蜡水合后 ０．５％Ｔｒｉｔｏｎ溶液
（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，ＳＴ７９７，中国）中透化细胞膜 ３０ｍｉｎ，并用
ＰＢＳ洗涤 １５ｍｉｎ，然后置于 １０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液
（ｐＨ＝６．０）（Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ，Ｇ１２０１，中国）中抗原修复
１００℃ ５ｍｉｎ，３５℃ １５ｍｉｎ，随后冷却至室温并再次用
ＰＢＳ洗涤。在 １０％山羊血清（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，Ｃ０２６５，中国）
中于３７℃封闭 １ｈ，最终将切片与一抗一起孵育，在
４℃过夜。将切片与二抗在３７℃下孵育 １ｈ。最后用
ＤＡＰＩ（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，Ｐ０１３１，中国）通过抗淬灭封片剂密封
切片。使用共聚焦激光扫描显微镜（Ｚｅｉｓｓ，ＬＳＭ７８０）捕
获图像并通过ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。使用的抗体是：
小鼠抗 Ｓｅｎｐ１（１∶２００，Ａｂｃａｍ，ａｂ２３６０９４，美国）、兔抗
ＮｅｕＮ（１∶２００，Ａｂｃａｍ，ａｂ１７７４８７，美国）、兔抗 ＧＦＡＰ
（１∶２００，ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，６０１９０１Ｉｇ，中国）、兔抗 Ｉｂａ１
（１∶２００，ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，６６８２７１Ｉｇ，中国）、山羊抗小鼠
Ｃｙ３（１∶１００，ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，ＳＡ００００９２，中国）和山羊抗
兔ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８（１∶１００，Ａｂｃａｍ，ａｂ１５０１１３，美国）。
１．１１　透射电镜观察
　　按文献［１６－１７］方法进行。２．５％戊二醛＋４％多
聚甲醛灌注小鼠，取出脑组织，将左侧脑皮质切成１～
２ｍｍ３大小的方块并固定于２．５％戊二醛＋４％多聚甲
醛溶液中固定，４℃避光保存；取出组织方块ＰＢＳ洗涤
１５ｍｉｎ，１％锇酸固定 ２ｈ；将组织块依次浸入 ５０％、
７０％、９０％、９０％乙醇∶９０％、９０％、１００％丙酮溶液中梯
度脱水后包埋切片；３％醋酸铀枸橼酸铅染色，透射电
子显微镜（Ｈｉｔａｃｈｉ，日本）观察神经元胞膜表面焦亡小
孔的形成。

１．１２　ＥＬＩＳＡ检测
　　参考说明书操作。洗涤缓冲液每孔３５０μＬ，静置
４０ｓ后甩干，重复３次；每孔分别加入１００μＬ样本稀
释液或样品，３７℃孵育２ｈ；生物素化抗体工作液每孔
１００μＬ，３７℃孵育１ｈ；链霉亲和素ＨＲＰ工作液每孔
１００μＬ，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ；ＴＭＢ底物每孔 １００μＬ，
３７℃避光孵育 ２０ｍｉｎ；终止液每孔 ５０μＬ，分别测量
４５０ｎｍ和５７０ｎｍ处的吸光度相减后计算得到 ＩＬ１β
（ａｂｃｌｏｎａｌ，ＲＫ０４８７８，中 国）和 ＩＬ１８（ａｂｃｌｏｎａｌ，
ＲＫ００１０４，中国）含量。
１．１３　统计学分析
　　所有数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ１０．０．３

８７９１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



（ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ，美国）进行统计分析。Ｓｈａｐｉｒｏ
Ｗｉｌｋ检验对数据进行正态性检验，ＢｒｏｗｎＦｏｒｓｙｔｈｅ检
验对数据进行方差同质性检验。Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验分析
２组之间的差异。采用单因素方差分析（Ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）比较多组之间的平均值差异。Ｐ＜０．０５表示
差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＡＨ后Ｓｅｎｐ１表达升高
　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｓｈａｍ组和 ＳＡＨ组（６、１２、
２４、４８、７２ｈ）Ｓｅｎｐ１的表达。结果表明，与 ｓｈａｍ组比
较，ＳＡＨ后Ｓｅｎｐ１表达随着时间呈现先升高后降低的
趋势，在 ２４ｈ时表达最高（Ｐ＜０．０５），随后开始下降
（图１Ａ、Ｂ）。基于以上结果，选择２４ｈ这一时间点进
行后续实验。

２．２　ＳＡＨ后Ｓｅｎｐ１主要定位于脑皮质神经元中
　　为了探究 Ｓｅｎｐ１主要表达位置，采用免疫荧光染
色分别检测 Ｓｅｎｐ１与神经元（ＮｅｕＮ）、小胶质细胞
（Ｉｂａ１）和星型胶质细胞（ＧＦＡＰ）的共定位情况。结果
显示，在ＳＡＨ后２４ｈ，Ｓｅｎｐ１表达明显升高，并且主要
定位于脑皮质神经元中，小胶质细胞和星型胶质细胞

中未见明显表达（图１Ｃ、Ｄ）。
２．３　腺相关病毒敲低后Ｓｅｎｐ１的表达变化
　　基于ＳＡＨ后Ｓｅｎｐ１表达升高，本实验通过侧脑室
注射腺相关病毒转导对 Ｓｅｎｐ１基因进行下调处理，
ＳＡＨ评分表明各实验组小鼠之间出血程度无明显差
异（图 ２Ａ）。ＲＴＰＣＲ检测结果表明，相比于 ＳＡＨ＋
ＡＡＶ９ＮＣ组，给予 ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１后，Ｓｅｎｐ１的 ｍＲＮＡ
水平明显降低（Ｐ＜０．０１，图 ２Ｂ），表明给予 ＡＡＶ９ｓｈ
Ｓｅｎｐ１有效敲低了Ｓｅｎｐ１的基因表达。
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图１　Ｓｅｎｐ１在ＳＡＨ后早期脑损伤期间的时间表达和定位
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１：ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组；３：ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ＮＣ组；４：ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与
ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ＮＣ组比较
Ａ：各组小鼠ＳＡＨ严重程度评分；Ｂ：ＲＴＰＣＲ检测ＳＡＨ后Ｓｅｎｐ１的ｍＲＮＡ表达；Ｃ：小鼠的神经行为学评分；Ｄ：小
鼠平衡木实验评分；Ｅ：小鼠的脑水含量检测；Ｆ：ＨＥ染色检测ＳＡＨ后神经元损伤情况；Ｇ：ＦＪＣ染色检测ＳＡＨ后神
经元退行性改变

图２　Ｓｅｎｐ１在ＳＡＨ后早期脑损伤和神经功能障碍中的作用
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２．４　ＳＡＨ后Ｓｅｎｐ１对神经功能及脑含水量的影响
　　ＳＡＨ会导致小鼠的神经功能损伤和脑水肿的发
生。因此本实验在敲低Ｓｅｎｐ１后检测神经功能和脑水
肿的变化。与ｓｈａｍ组相比，ＳＡＨ组小鼠在改良Ｇａｒｃｉａ
评分和平衡木测试中表现出明显的神经功能损伤（Ｐ＜
０．０１），小鼠脑含水量明显增加。与 ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ＮＣ
组相比，给予 ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１后可减轻小鼠神经功能
障碍，脑水肿明显改善（Ｐ＜０．０１，图２Ｃ～Ｅ）。
２．５　敲低Ｓｅｎｐ１后改善神经元损伤
　　前期实验发现 Ｓｅｎｐ１主要表达于神经元中，于是
在敲低Ｓｅｎｐ１后采用ＨＥ染色和ＦＪＣ染色观察脑皮质
神经元损伤情况。脑皮质 ＨＥ染色发现 ＳＡＨ后脑皮
质神经元受损，在给予 ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１后神经元损伤
程度有所改善（图２Ｆ）。ＦＪＣ染色表明，ＳＡＨ后神经元
发生退行性改变，敲低 Ｓｅｎｐ１后神经元的退行性改变
有所减轻（图 ２Ｇ）。上述结果表明，Ｓｅｎｐ１在 ＳＡＨ后
介导神经元损伤。

２．６　Ｓｅｎｐ１参与ＳＡＨ后神经元焦亡的发生
　　既往研究表明ＳＡＨ后神经元会发生焦亡，因此本
实验在敲低 Ｓｅｎｐ１后评估 Ｓｅｎｐ１对神经元焦亡的影
响。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测焦亡蛋白表达，结果显示，
与ｓｈａｍ组相比，ＳＡＨ后焦亡被激活，ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１等焦亡蛋白表达明显升高（Ｐ＜０．０１）。

在给予ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１后，相较于ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ＮＣ组，
Ｓｅｎｐ１蛋白表达明显被抑制，并且 ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、
ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１的表达也明显降低（Ｐ＜０．０５，图 ３Ａ～
Ｆ）。ＥＬＩＳＡ检测各组 ＩＬ１β和 ＩＬ１８的水平，与 ｓｈａｍ
组相比，ＳＡＨ组小鼠 ＩＬ１β和 ＩＬ１８的水平显著升高
（Ｐ＜０．０１），敲低 Ｓｅｎｐ１后 ＩＬ１β和 ＩＬ１８水平明显降
低（Ｐ＜０．０５，图３Ｇ、Ｈ）。随后用免疫荧光检测焦亡调
控蛋白ＮＬＲＰ３的表达，结果显示 ＳＡＨ后 ＮＬＲＰ３表达
明显升高并聚集于神经元胞质中，相比于ＳＡＨ＋ＡＡＶ９
ＮＣ组，ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１明显抑制了ＮＬＲＰ３的表
达（Ｐ＜０．０５，图４Ａ、Ｂ）。透射电镜观察结果显示，敲低
Ｓｅｎｐ１表达后神经元胞膜焦亡小孔有所减少（图４Ｃ）。
以上结果表明，ＳＡＨ后 Ｓｅｎｐ１表达的升高可能促进了
神经元焦亡发生，并加重了早期脑损伤。

３　讨论

　　ＳＡＨ作为神经外科常见的危急重症，近年来针对
其病理生理机制的研究重点逐渐聚焦于 ７２ｈ内的早
期脑损伤［１８］。研究发现早期脑损伤期间会发生神经

元死亡、神经炎症、氧化级连反应、脑水肿、血脑屏障破

坏以及微循环功能障碍等复杂的病理生理过程，并且

认为是ＳＡＨ后患者神经功能障碍以及预后不良的重
要原因［１９］。因此，早期脑损伤受到越来越多研究者的
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１：ｓｈａｍ组；２：ＳＡＨ组；３：ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ＮＣ组；４：ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ｓｈＳｅｎｐ１组；ａ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与
ＳＡＨ＋ＡＡＶ９ＮＣ组比较
Ａ～Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测敲低 Ｓｅｎｐ１后 Ｓｅｎｐ１、ＮＬＲＰ３、ＧＳＤＭＤ、Ｃａｓｐａｓｅ１和 ＡＳＣ蛋白的表达及半定量分析；
Ｇ、Ｈ：ＥＬＩＳＡ检测敲低Ｓｅｎｐ１后ＩＬ１β和ＩＬ１８的水平

图３　Ｓｅｎｐ１下调后对神经元焦亡的影响
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　红色箭头：示焦亡小孔

图４　敲低Ｓｅｎｐ１后ＮＬＲＰ３在神经元中的表达及细胞形态

关注，成为目前的研究热点。早期脑损伤的病理机制

中神经元死亡的发生被认为是主要原因，神经元死亡

受到多种信号通路的调控，包括凋亡、铁死亡、自噬以

及焦亡等［２０］。ＹＵＡＮ等［２１］研究表明，抑制炎性小体

ＡＩＭ２的活性可以明显改善 ＳＡＨ后 ＧＳＤＭＤ介导的焦
亡发生，从而改善早期脑损伤。上述研究结果表明焦

亡在ＳＡＨ后的早期脑损伤中具有至关重要的作用，但
目前ＳＡＨ后焦亡的调控机制并未完全阐明。
　　焦亡是一种程序性的细胞死亡方式，与凋亡不同，
焦亡表现为一种坏死性、炎症性和溶解性的死亡，特征

是在细胞膜表面形成孔道，促进炎性介质的释放［２２］。

既往研究表明，ＮＬＲＰ３是中枢神经系统中最主要的炎
性小体，并且主要位于小胶质细胞中［２３］，近期在神经

元和星型胶质细胞中也发现了焦亡的激活［２４］。ＳＡＨ
后２４ｈ可见焦亡明显激活，并且促进神经元死亡，加
重早期脑损伤［２１］。为进一步探究焦亡的激活途径以

及对早期脑损伤的影响，本研究构建 ＳＡＨ小鼠模型，
给予腺相关病毒干预并观察焦亡的发生。

　　Ｓｅｎｐ１作为一种蛋白翻译后修饰的调控分子，在中
枢神经系统疾病的病理生理中有重要作用。ＺＨＡＮＧ
等［２５］研究发现，特异性敲除 Ｓｅｎｐ１后明显加重了脑缺
血再灌注引起的脑损伤和神经功能缺损。剥夺神经元

的氧和葡萄糖后 Ｓｅｎｐ１的表达明显升高，并且 Ｓｅｎｐ１
介导的去ＳＵＭＯ化修饰促使神经元的死亡［２６］。表明

神经元的ＳＵＭＯ化修饰具有神经保护作用。但 Ｓｅｎｐ１
是否在ＳＡＨ后也参与神经元的损伤尚未研究。本研

２８９１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



究发现ＳＡＨ后Ｓｅｎｐ１逐渐升高，在２４ｈ时达到峰值，
随后开始下降，主要表达于神经元中，在小胶质细胞和

星型胶质细胞中未见表达。敲低 Ｓｅｎｐ１可以看到
ＮＬＲＰ３介导的焦亡被抑制，同时还发现小鼠的神经行
为学评分和神经元损伤明显改善。研究表明 ＮＬＲＰ３
蛋白中有６个可以和 ＳＵＭＯ蛋白结合的序列，ＳＵＭＯ１
作为调节 ＳＵＭＯ化的主要蛋白，在 ＳＵＭＯ化结合酶
ＵＢＣ９的作用下将 ＳＵＭＯ１与 ＮＬＲＰ３相互作用，进而
影响 ＮＬＲＰ３与 ＡＳＣ的组装，Ｓｅｎｐ６和 Ｓｅｎｐ７去除
ＮＬＲＰ３中的 ＳＵＭＯ分子使 ＮＬＲＰ３激活，并促进焦亡
的发生［１４，２７］。由此可见，去ＳＵＭＯ化修饰可以明显促
进ＮＬＲＰ３的活性表达和组装，但Ｓｅｎｐ１是否也可以直
接调控ＮＬＲＰ３的去ＳＵＭＯ化修饰尚未有研究证实，需
进一步深入研究。以上结果表明，Ｓｅｎｐ１在 ＳＡＨ后神
经元焦亡的发生中具有至关重要的作用。

　　综上所述，本研究证实Ｓｅｎｐ１参与ＳＡＨ后ＮＬＲＰ３
介导的焦亡激活，并且行为学实验结果也表明 Ｓｅｎｐ１
可以改善 ＳＡＨ后的神经功能和早期脑损伤，阐明了
Ｓｅｎｐ１参与ＳＡＨ后焦亡发生的可能机制。本研究缺乏
神经元的体外细胞实验验证 Ｓｅｎｐ１对 ＳＡＨ后焦亡的
影响，并且尚未对 Ｓｅｎｐ１介导焦亡活化的具体通路进
行深入研究。因此，本课题组后期将进一步探究

Ｓｅｎｐ１是如何调控 ＮＬＲＰ３去 ＳＵＭＯ化修饰，进而参与
ＳＡＨ后焦亡激活，并为临床工作提供新的治疗方案。
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