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大鼠蛛网膜下腔出血后早期ＡＤＡＭＴＳ４的表达与

血脑屏障通透性的相关性研究
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　　摘　要：目的　通过建立大鼠蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）的动物模型，对ＡＤＡＭＴＳ４在ＳＡＨ后早期

脑损伤中的作用进行初步研究。方法　成年雄性ＳＤ大鼠７２只，分对照组和ＳＡＨ组，通过检测大鼠海马 ＡＤＡＭＴＳ４的表达及

脑内伊文氏蓝（ＥｖａｎｓＢｌｕｅ，ＥＢ）的浓度，并通过股静脉注射 ＡＤＡＭＴＳ４抑制剂α２巨球蛋白进行干预等，探讨 ＡＤＡＭＴＳ４的表

达与ＢＢＢ通透性的相关性。结果　ＳＡＨ后２４ｈＡＤＡＭＴＳ４ｍＲＮＡ及蛋白表达明显升高，脑内ＥＢ浓度于出血后１２ｈ明显升

高，ＡＤＡＭＴＳ４蛋白表达与脑内ＥＢ浓度成正相关（狉＝０．９１７，犘＜０．０５）。经α２巨球蛋白干预后，ＳＡＨ后４８ｈＡＤＡＭＴＳ４蛋白

表达较非干预组明显降低（犘＜０．０５），且干预组脑内ＥＢ浓度较非干预组亦有显著减少（犘＜０．０５）。结论　ＡＤＡＭＴＳ４可能参与

了ＳＡＨ后早期脑损伤的病理过程。
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　　动脉瘤性蛛网膜下腔出血是一种具有较高病死率与病残

率的神经外科急症，近年来大量的基础及临床研究表明早期脑

损伤（ｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＥＢＩ）可能在蛛网膜下腔出血（ｓｕｂ

ａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）后的病理进程中起着重要的作

用，这使得近年来人们的注意力开始转向ＳＡＨ 后的ＥＢＩ
［１］。

ＥＢＩ包含众多病理机制，其中血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，

ＢＢＢ）的破坏是ＥＢＩ的重要病理机制之一，而导致ＢＢＢ破坏的

诸多因素中细胞外基质的损伤非常重要［２３］。ＡＤＡＭＴＳ４

（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｋｅａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ

ｔｙｐｅｌｍｏｔｉｆｓ４）是ＡＤＡＭＴＳｓ家族中一员，是一种新发现的金

属蛋白酶，ＡＤＡＭＴＳ４可通过降解细胞外基质参与多种病理

生理过程［４］，本研究旨在对 ＡＤＡＭＴＳ４在ＳＡＨ 后早期脑损

伤中的作用进行初步探讨。

１　材料与方法

１．１　材料　健康成年雄性ＳＤ大鼠７２只，体质量２５０～３００

ｇ。大鼠随机分为对照组和ＳＡＨ组，其中对照组共１２只，６只

用于检测ＡＤＡＭＴＳ４ｍＲＮＡ及蛋白表达水平，６只用于血脑

屏障通透性检测，且均于术后７２ｈ处死。ＳＡＨ 组（６０只），按

处死时间６、１２、２４、４８、７２ｈ分为５个亚组。

１．２　方法

１．２．１　ＳＡＨ 模型的制作　采用改良的Ｓｈｅｆｆｉｅｌｄ大鼠ＳＡＨ

模型［５］，向颈内动脉插入长约５ｃｍ前端锐化的３０尼龙线，

ＳＡＨ组在插入２．０～２．５ｃｍ时多感到明显阻力，克服阻力再

插入２ｍｍ后，迅速退出尼龙线，恢复颈内动脉血流并结扎颈

外动脉残端，缝合颈部切口，对照组插入尼龙线约１．５～２．０

ｃｍ后不再继续插入。

１．２．２ 　大鼠海马组织 ＡＤＡＭＴＳ１的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分

析　提取含３０μｇ蛋白的样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶电泳。加入 ＡｎｔｉＡＤＡＭＴＳ４

（１∶１０００，Ａｂｃａｍ，美国）并４℃孵育过夜，羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ

（１∶２０００，中杉金桥，中国）室温孵育２ｈ，显色后由ｑｕａｎｔｉｔｙ

ｏｎｅ软件系统计算 ＡＤＡＭＴＳ４和βａｃｔｉｎ的光密度值，二者比

值作为该样品ＡＤＡＭＴＳ１蛋白的表达量。

１．２．３　ＡＤＡＭＴＳ４的ｍＲＮＡ的检测　按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明

提取海马组织总ＲＮＡ。根据ＲＮＡ浓度（μｇ／ｍＬ）＝ＯＤ２０６×

４０μｇ／ｍＬ×稀释倍数，计算ＲＮＡ浓度。采用两步法逆转录
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ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）试剂盒配置反应体系。ＡＤＡＭＴＳ４上游引物：

５′ＧＴＧＡＡＴＡＣＡＣＧＣＴＧＡＴＧＣＣ３′下游引物：５′ＡＧＣ

ＣＧＧＧＡＣ ＡＧＴ ＧＡＧ ＧＴＴ３′扩增片断为 ３１２ｂｐ。内参

ＧＡＰＤＨ上游引物：５′ＧＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ

ＣＴ３′，下游引物：５′ＧＴＧＧＡＡＧＡＡＴＧＧＧＡＧＴＴＧＣＴＧ

Ｔ３′扩增片段６１０ｂｐ。ＲＴＰＣＲ产物在２％ 琼脂糖凝胶上电

泳，采用ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ图像处理系统分析比较电泳条带相对光

密度值。

１．２．４　脑伊文氏蓝（Ｅｖａｎｓｂｌｕｅ，ＥＢ）浓度的检测　经股静脉

注向已麻醉大鼠注射２％ＥＢ（５ｍＬ／ｋｇ），１ｈ后经左心室注入

３７℃生理盐水，待流出液清亮后迅速断头取脑，置３７℃恒温

水浴箱中，４８ｈ后离心取上清液，紫外分光光度计波长６３２ｎｍ

比色测定吸光度（ＯＤ）值，根据标准曲线计算脑组织ＥＢ浓度

（ｍｇ／ｇ脑湿重）。

１．２．５　α２巨球蛋白抑制ＡＤＡＭＴＳ４表达在ＥＢＩ病理过程中

的作用　此部分研究共分为３个组，分别为：假手术组、药物干

预组和非干预组，每组各６只ＳＤ大鼠，模型制作方法同上，药

物干预组为：术后股静脉注射ＡＤＡＭＴＳ４抑制剂α２巨球蛋白

每次１２０ｍｇ，每１２小时１次。各组大鼠均于术后４８ｈ后处

死，分别进行蛋白提取测定及ＥＢ浓度检测，方法同上。比较３

组的蛋白表达及ＥＢ浓度，进一步检测ＡＤＡＭＴＳ４在ＳＡＨ后

的ＥＢＩ过程中对血脑屏障的作用。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据分析，

计量资料用狓±狊表示，多组间均数的比较采用单因素方差分

析，用ＬＳＤｔ检验比较两组间的差异，变量之间采用ｐｅａｒｓｏｎ

相关分析，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　大鼠海马组织ＡＤＡＭＴＳ４蛋白表达水平变化　ＳＡＨ后

６、１２ｈ组与对照组相比差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＳＡＨ

后２４ｈＡＤＡＭＴＳ４蛋白与对照组相比表达显著增高（犘＜

０．０５）；ＳＡＨ 后７２ｈＡＤＡＭＴＳ４蛋白活性仍然维持在较高水

平，与对照组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见图１、

表１。

　　１：对照组；２～６：ＳＡＨ后６、１２、２４、４８、７２ｈ组。

图１　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组ＡＤＡＭＴＳ４

及βＡｃｔｉｎ的表达

２．２　大鼠海马组织 ＡＤＡＭＴＳ４ｍＲＮＡ表达变化　ＳＡＨ 后

６、１２ｈ组大鼠海马组织 ＡＤＡＭＴＳ４ｍＲＮＡ表达与对照组相

比差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＳＡＨ 后２４ｈＡＤＡＭＴＳ４

ｍＲＮＡ表达开始增高，与对照组相比差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；ＳＡＨ 后４８ｈＡＤＡＭＴＳ４ｍＲＮＡ表达达到高峰；７２ｈ

ＡＤＡＭＴＳ４ｍＲＮＡ表达较４８ｈ开始下降，与对照组相比差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。见图２、表１。

２．３　ＳＡＨ后大鼠血脑屏障通透性改变　ＳＡＨ后１２ｈＥＢ浓

度较对照组开始显著增加（犘＜０．０５）；ＳＡＨ后４８ｈＥＢ浓度最

高，７２ｈＥＢ浓度较４８ｈ有所降低但仍维持在较高水平，与对

照组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

２．４　大鼠海马 ＡＤＡＭＴＳ４蛋白表达与脑内ＥＢ浓度的相关

性　ＳＡＨ后ＡＤＡＭＴＳ４蛋白表达与脑内ＥＢ浓度整体呈正

相关（狉＝０．９１７，犘＜０．０５）。

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：对照组；２～６：ＳＡＨ后６、１２、２４、４８、７２ｈ组。

图２　　ＲＴＰＣＲ检测每组ＡＤＡＭＴＳ４及

ＧＡＰＤＨ 的ｍＲＮＡ的表达

表１　　ＡＤＡＭＴＳ４ｍＲＮＡ和蛋白的表达变化及

　　大鼠脑内ＥＢ浓度的变化（狓±狊）

组别 狀 ｍＲＮＡ 蛋白浓度 ＥＢ浓度

对照组 ６ ０．１９７±０．０４９ ０．１８９±０．０４１ ８．０９１±０．１９８

ＳＡＨ组

　６ｈ ６ ０．２２８±０．０４０ａ ０．２１６±０．０４６ａ ７．８１５±０．１５３ａ

　１２ｈ ６ ０．２４９±０．０３５ａ ０．２０２±０．０４３ａ １８．３３６±０．３１６ｂ

　２４ｈ ６ ０．７１２±０．０９４ｂ ０．６３４±０．０６９ｂ ２３．１２２±０．５８４ｂ

　４８ｈ ６ ０．８３３±０．０６８ｂ ０．８２４±０．０７４ｂ ２９．７５３±０．２４９ｂ

　７２ｈ ６ ０．５５６±０．０５９ｂ ０．７５５±０．０４７ｂ １７．４６２±０．６３１ｂ

　　ａ：犘＜０．０５：与ＳＡＨ后２４ｈ相比；ｂ：犘＜０．０５，与对照组相比。

２．５　α２巨球蛋白干预后ＡＤＡＭＴＳ４的蛋白表达及ＥＢ浓度

的变化　经α２巨球蛋白干预后，ＳＡＨ后４８ｈＡＤＡＭＴＳ４蛋

白表达较非干预组明显降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

且干预组脑内ＥＢ浓度较非干预组亦有显著减少（犘＜０．０５）。

见图３、表２。

　　１：假手术组；２：药物干预组；３：非干预组。

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组ＡＤＡＭＴＳ４及

βＡｃｔｉｎ的表达

表２　　ＡＤＡＭＴＳ４蛋白的表达变化及大鼠

　　　　脑内ＥＢ浓度的变化

组别 蛋白浓度 ＥＢ浓度

假手术组 ０．１９１±０．０５６ａ ７．７２６±０．４１５ａ

药物干预组 ０．４３７±０．０４２ａ １８．３２９±０．２７４ａ

非干预组 ０．８１６±０．０４１ ２９．６２７±０．３８２

　　ａ：犘＜０．０５，与非干预组相比。

３　讨　　论

自发性ＳＡＨ是一种严重的神经外科急症，颅内动脉瘤破

裂是自发性ＳＡＨ的最主要原因
［６］。近年来ＳＡＨ后ＥＢＩ越来

越引起人们的重视，并认为其在ＳＡＨ后的病理进程中起着重

要的作用，ＥＢＩ指的是ＳＡＨ后７２ｈ以内脑内所发生的病理改

变，其包含众多复杂病理机制，如包括颅内压升高、脑灌注压降

低、血脑屏障破坏、血管收缩、细胞死亡途径的激活、坏死、凋亡

及自噬性死亡离子稳态的失衡、ＮＯ／ＮＯＳ途径的活化、氧化应

激、炎症因子释放等［７９］，其中ＢＢＢ的破坏是ＥＢＩ的重要组成

部分，其早期功能障碍促进了脑水肿的发生，而细胞外基质的
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降解是导致ＢＢＢ破坏的重要原因
［１０］。ＡＤＡＭＴＳ意为含Ｉ型

血小板结合蛋白基序（ＴＳＰ）的解聚蛋白样金属蛋白酶，是继基

质金属蛋白酶 ＭＭＰｓ后新发现的一类Ｚｎ２＋依赖的分泌型金

属蛋白酶，ＡＤＡＭＴＳ４的功能是 ＡＤＡＭＴＳｓ中研究较为透彻

的成员之一，可以特异性降解ａｇｇｒｅｃａｎ，ｂｒｉｖｅｃａｎ和 ｖｅｒｓｉ

ｃａｎ
［１１１３］。目前已知的ＡＤＡＭＴＳ酶系的调节机制是它可以被

金属蛋白酶抑制剂调节，其中金属蛋白酶抑制剂（ＴＩＭＰ）是内

源性的，且金属蛋白酶抑制剂ＴＩＭＰ３及α２巨球蛋白是 ＡＤ

ＡＭＴＳ４和５的重要的抑制剂
［１７］。有研究显示在恶性胶质瘤

中，ＡＤＡＭＴＳ４的表达水平明显升高，通过降解ｂｒｉｖｅｃａｎ，介

导了神经胶质瘤的侵袭与转移［１４１５］。Ｃｒｏｓｓ等
［１６］研究显示早

期脑梗死时ＡＤＡＭＴＳ４表达上调，并参与破坏了ＢＢＢ的完整

性。但有关ＳＡＨ后ＥＢＩ中ＡＤＡＭＴＳ４与ＢＢＢ的关系尚未见

报道。

本研究采用改良的血管内穿刺法建立大鼠ＳＡＨ 的动物

模型，定量检测了ＡＤＡＭＴＳ４在ＳＡＨ后７２ｈ内多个时间点

的表达，同时与之对应的检测了大鼠脑内ＥＢ浓度以衡量其

ＢＢＢ的变化。结果显示 ＡＤＡＭＴＳ４的 ｍＲＮＡ和蛋白表达高

峰均出现在出血后４８ｈ，且此时ＥＢ浓度亦达到最大值。统计

分析证实：ＳＡＨ后早期大鼠脑内ＥＢ浓度与 ＡＤＡＭＴＳ４蛋白

活性呈正相关，提示ＳＡＨ后大鼠ＢＢＢ损害可能与ＡＤＡＭＴＳ

４降解细胞外基质，导致ＢＢＢ结构破坏有关。随后通过应用

ＡＤＡＭＴＳ４抑制剂α２巨球蛋白进行干预，并检测干预后ＡＤ

ＡＭＴＳ４的蛋白表达与脑内 ＥＢ浓度变化，进一步证实 ＡＤ

ＡＭＴＳ４可能参与了ＳＡＨ后ＢＢＢ的损害这一病理过程。

ＡＤＡＭＴＳｓ底物谱相对基质金属蛋白酶 ＭＭＰｓ选择性较

高、特异性较强，所以进一步深入研究ＡＤＡＭＴＳ４在ＳＡＨ后

ＥＢＩ及整个病理过程中的相关机制，可能为ＳＡＨ的治疗提供

新的方向。
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（ＡＤＡＭＴＳ４ａｎｄＡＤＡＭＴＳ５）ａｎｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ

ｔｅｉｎａｓｅｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｕｓｅｏｆｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌｌｙｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄｐｅｐ

ｔｉｄｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍＢｉｏｌＤｒｕｇＤｅｓ，２００９，７４（５）：４７３

４８２．

［１６］ＣｒｏｓｓＡＫ，ＨａｄｄｏｃｋＧ，ＳｔｏｃｋＣＪ，ｅｔａｌ．ＡＤＡＭＴＳ１ａｎｄ

４ａｒｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｒａｎｓｉｅｎｔｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒ

ｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎｉｎｔｈｅｒａｔａｎｄｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｓｍｏｄｕｌａｔｅｄ

ｂｙＴＮＦｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓ，２００６，１０８８

（１）：１９３０．

［１７］ＧｌａｓｓｏｎＳＳ，ＡｓｋｅｗＲ，ＳｈｅｐｐａｒｄＢ，ｅｔａｌ．Ｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｖｅ

ＡＤＡＭＴＳ５ｐｒｅｖｅｎｔｓｃａｒｔｉｌａｇｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｉｎａｍｕｒｉｎｅ

ｍｏｄｅｌｏｆｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００５，４３４（７０３３）：６４４

６４８．

（收稿日期：２０１３０５１３　修回日期：２０１３０６２１）

０２５３ 重庆医学２０１３年１０月第４２卷第２９期




