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大鼠脑出血后蛋白酶激活受体１与细胞凋亡关系的实验研究


张德绸，白　雪△，杨云芳，罗　钢

（泸州医学院附属中医院心脑病科，四川泸州６４６０００）

　　摘　要：目的　研究大鼠脑出血（ＩＣＨ）后血肿周围蛋白酶激活受体１（ＰＡＲ１）、神经细胞凋亡等的表达。方法　将６０只ＳＤ

大鼠分为假手术组和ＩＣＨ组，采用立体定位仪定位注射自体不凝血制造大鼠ＩＣＨ模型，分别于术后６ｈ、１ｄ、２ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ处

死，免疫组织化学法检测血肿周围ＰＡＲ１、ＴＵＮＥＬ阳性细胞（凋亡细胞）数及小胶质细胞的表达。结果　假手术组ＰＡＲ１少量

表达，偶见凋亡细胞；ＩＣＨ组自６ｈ起ＰＡＲ１、凋亡细胞及小胶质细胞数量大量增加，３ｄ达高峰，ＰＡＲ１在７ｄ基本降至假手术组

水平，但凋亡细胞、小胶质细胞仍处于较高水平，与假手术组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＩＣＨ后血肿周围存在大

量ＰＡＲ１表达上调、神经细胞凋亡、小胶质细胞增加。
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　　脑出血（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＩＣＨ）是最常见的急性

脑血管性疾病，发病率０．８６％～７．３２％，病死率５０．０％～

６７．７％，存活患者约３／４不同程度地丧失劳动能力，严重者丧

失自理能力，给家庭及社会带来沉重的经济负担等［１２］。近年

研究表明，ＩＣＨ后血肿周围组织存在大量蛋白酶激活受体１

（ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＰＡＲ１）可引起细胞凋亡，但

ＩＣＨ后ＰＡＲ１、小胶质细胞与神经凋亡细胞关系未见研究报

道。本实验主要采用ＩＣＨ 大鼠模型，探讨ＩＣＨ 后ＰＡＲ１、血

肿周围神经细胞凋亡、小胶质细胞之间关系及ＰＡＲ１在ＩＣＨ

后脑损伤可能存在的病理、生理机制，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　健康雄性ＳＤ大鼠６０只２８０～３２０ｇ（由泸州医学

院实验动物中心提供），ＰＡＲ１抗体（Ｓｉｇｍａ公司），ＴＵＮＥＩ试

剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司），ＯＸ４２（ＣＤ１１ｂ）单抗（Ｓｉｇｍａ公司）。

１．２　方法

１．２．１　实验分组及动物模型建立　实验动物分为假手术组、

ＩＣＨ组，每组３０只，每组再随机分为６个亚组。本实验采用自

体不凝血注入大鼠ＩＣＨ模型，参照Ｘｕｅ等
［３］方法制备脑出血

模型。２％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉（３０ｍｇ／ｋｇ）后固定于大

鼠脑立体定位仪上，正中切开头皮，暴露前囟、冠状缝，选择前

囟后０．５ｍｍ、右３．０ｍｍ、深度５．５ｍｍ为自体凝血注射部位；

同时剪断鼠尾，含抗凝剂ＥＰ管收集鼠尾滴下血，微量注射器

抽不凝血５０μＬ缓慢匀速５μＬ／ｍｉｎ注入壳尾核，骨蜡填塞针

孔，缝合头皮。假手术组以０．９％生理盐水５０μＬ代替自体

血。术后给予同等环境及饲料喂养。术后不同时间点：６ｈ、１

ｄ、２ｄ、３ｄ、５ｄ、７ｄ断头处死大鼠。

１．２．２　观察指标

１．２．２．１　ＰＡＲ１阳性细胞数　将各组各时间点大鼠断头取

脑，４％甲醛溶液固定，石蜡包埋，取出脑组织在血肿区做冠状

切片，常规脱水、浸蜡、包埋，将脑组织切成厚４ｍｍ切片，采用

免疫组织化学染色（ＳＰ）法观察ＰＡＲ１阳性细胞数，将ＳＰ法

染色切片在４００倍光学显微镜下观察，主要分布在血肿周围组

织，胞膜、胞质呈棕黄色，可清楚的分辨出细胞核形态的为

ＰＡＲ１阳性细胞。随机选取５个视野，取其平均值。

１．２．２．２　凋亡神经细胞计数　脑组织石蜡载片用ＴＵＮＥＬ原

位染色（按说明书进行），４００倍光学显微镜下观察，细胞核中
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有紫红色颗粒者为ＴＵＮＥＬ染色阳性凋亡神经细胞。凋亡细

胞计数方法同ＰＡＲ１ＳＰ法。

１．２．２．３　小胶质细胞计数　使用ＯＸ４２标记小胶质细胞方

法［４］。ＯＸ４２阳性细胞：主要是小胶质细胞（核呈棕黄色）。

ＩＣＨ组在６ｈ时ＯＸ４２染色较浅，数量少，细胞形态欠清楚，尚

可见长的突起，２４ｈ时数量明显增多，形态改变呈圆形、椭圆

型或梭型，２ｄ时数量和体积达高峰，以后逐渐减少，７ｄ仍可

观察到其数量较少、形态变化不大。在假手术组未见有ＯＸ４２

阳性细胞。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示。ＩＣＨ组内各时间点及与假手术组比较采用

单因素方差分析，确定有差异后采用最小有意义差异法比较，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

ＩＣＨ组不同时点血肿周围ＰＡＲ１阳性细胞、凋亡细胞、小

胶质细胞与假手术组比较明显增加，ＰＡＲ１阳性细胞、凋亡细

胞３ｄ达高峰，之后ＰＡＲ１逐渐下降至正常，但凋亡细胞下降

缓慢仍维持较高水平，小胶质细胞２ｄ达高峰，之后逐渐下降，

与ＰＡＲ１阳性细胞、凋亡细胞比较三者呈正相关（犘＜０．０５），

见表１～３。光镜下血肿周围组织，胞浆或胞核中染有棕黄色

颗粒者为ＰＡＲ１阳性细胞；染色质浓集于核周、呈新月形、环

形、长条形、块状小体甚至形成核碎片状为凋亡细胞；小胶质细

胞为ＯＸ４２标记的阳性细胞，核呈棕黄色，有突起，见图１～６。

表１　　两组ＰＡＲ１阳性细胞数（狓±狊）

组别 ６ｈ １ｄ ２ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ

假手术组 １６．００±５．１３ １６．００±３．２８ ３１．５０±５．９３ ３１．８０±３．７６ ３１．３０±４．５３ ３１．３０±４．５３

ＩＣＨ组 ６９．４０±６．８７△ １６８．００±６．２７△ ２４５．００±４．７２△ ２９８．００±８．０５ ９７．７０±５．５７△ ３０．６０±５．５７△

　　：犘＜０．０５，与假手术组比较；△：犘＜０．０５，与ＩＣＨ组３ｄ比较。

表２　　两组ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞数（狓±狊）

组别 ６ｈ １ｄ ２ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ

假手术组 ３．６０±１．２４ ３．４０±２．０１ ３．５０±２．５９ ３．５０±１．９６ ３．３０±１．６５ ３．４０±１．６１

ＩＣＨ组 ６５．００±２．６９△ ９１．８０±８．２９△ １０６．００±５．３１ １７１．００±６．７６ １１２．３０±７．６７△ ９８．２０±８．３３△

　　：犘＜０．０５，与假手术组比较；△：犘＜０．０５，与ＩＣＨ组３ｄ比较。

表３　　两组小胶质细胞数比较（狓±狊）

组别 ６ｈ １ｄ ２ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ

假手术组 ０ ０ ０ ０ ０ ０

ＩＣＨ组 ２８．３０±３．６８△ ６２．８０±５．７８△ ９６．８０±９．５７ ７９．６０±７．８９△ ５０．３０±８．１２△ １６．９０±６．３２△

　　：犘＜０．０５，与假手术组比较；△：犘＜０．０５，与ＩＣＨ组２ｄ比较。

　图１　假手术组ＰＡＲ１阳性细胞（×４００）；图２　ＩＣＨ组３ｄＰＡＲ１阳性细胞（×４００）；图３　假手术组ＴＵＮＥＬ阳性细胞（×４００）

　图４　ＩＣＨ组３ｄＴＵＮＥＬ阳性细胞（×４００）；图５　假手术组ＯＸ４２阳性细胞（×４００）；图６　ＩＣＨ组２ｄＯＸ４２阳性细胞（×４００）
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３　讨　　论

ＩＣＨ最主要的病理改变为血肿对周围脑组织的压迫和血

肿的介质释放所诱发的继发性损伤。血肿压迫周围脑组织可

引起血肿周围脑组织机械性损伤，同时占位效应导致血肿周围

微循环障碍、血管痉挛、再灌注损伤等，进一步引起脑组织缺

血、缺氧，发生脑神经细胞的缺血坏死［５］。另外，血肿压迫周围

脑组织血液循环障碍，继发性酸中毒、血管麻痹、血液分解产物

释放生物活性物质等加重对脑组织的损害；血管内皮细胞损伤

产生的内皮素可导致细胞内钙离子超载激惹神经毒性氨基酸，

促进神经细胞的缺血坏死和凋亡。

ＩＣＨ后血肿降解释放出凝血酶、血红蛋白、血浆蛋白和Ｃ

反应蛋白等活性物质，在对ＩＣＨ 后脑组织继发性损伤中凝血

酶占据重要角色［６７］。凝血酶由无活性的凝血酶原产生，是凝

血级联反应过程的关键酶，也是重要的细胞外信号因子之

一［８９］。凝血酶的生物活性主要由ＰＡＲ１介导，ＰＡＲ１在脑内

海马、丘脑、下丘脑、纹状体等部位广泛分布。正常生理状态

下，体内有ＰＡＲ１少量表达，激活后介导跨膜信号转导：细胞

内Ｃａ２＋的移动和蛋白磷酸化，产生一系列生理效应
［１０］；病理

状态下，组织损伤后，ＰＡＲ１表达明显上调，可能介导凝血酶

的系列反应，引起神经细胞毒性损伤，导致死亡［１１１３］。

本实验结果显示，ＩＣＨ后血肿周围ＰＡＲ１阳性细胞、凋亡

细胞、小胶质细胞明显增加，ＰＡＲ１阳性细胞、凋亡细胞３ｄ达

到高峰，小胶质细胞２ｄ达到高峰，高峰之后逐渐下降，说明

ＩＣＨ后ＰＡＲ１阳性细胞与神经凋亡细胞、小胶质细胞的表达

基本一致，ＩＣＨ后ＰＡＲ１表达上调可能通过以下途径引起细

胞凋亡：（１）血肿压迫周围脑组织导致机械性损伤致脑神经细

胞的凋亡。局部脑组织受挤压发生缺血改变，脑血管通透性的

增加致脑水肿及脑内高压加重脑组织缺血、缺氧，进而可能介

导ＰＡＲ１释放增加，凝血酶原大量激活导致一系列级联反应，

神经细胞凋亡明显增加，和李恒等［１４］实验研究ＰＡＲ１与凝血

酶在ＩＣＨ后的表达趋势基本一致；（２）血肿本身的血细胞破

坏、炎性介质释放，大量凝血酶原激活可能通过ＰＡＲｌ介导而

增加血脑屏障通透性，造成血管源性脑水肿，另外，凝血酶也可

能通过ＰＡＲ１介导而影响水通道蛋白４的机能
［１５］，加剧ＩＣＨ

后脑组织水肿。（３）除作为ＩＣＨ 启动脑水肿形成的“扳机点”

外，凝血酶可以通过ＰＡＲ１介导引起小胶质细胞的激活，然后

可能通过２条途径发挥细胞毒性效应。一是通过释放一系列

潜在的神经毒性物质、炎性因子和酶等导致继发性脑损害，介

导神经细胞凋亡；二是通过与神经细胞直接接触，发挥脑内吞

噬细胞的毒性作用［１６１７］，进而可能加重ＩＣＨ后的继发性损伤。

本研究表明，ＩＣＨ 后凝血酶可能通过不断激活ＰＡＲ１，

ＰＡＲ１再次激活神经小胶质细胞大量产生尽而进一步损害脑

神经细胞和对细胞毒性损害作用，造成脑细胞毒性水肿、炎性

介质反应等多种损伤机制导致神经细胞凋亡。ＩＣＨ脑出血损

伤的病理生理机制极其复杂，通过对ＰＡＲ１介导的脑神经细

胞的凋亡的深入研究可能对今后临床治疗ＩＣＨ提供一定的科

学依据。
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