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摘　要：目的　研究虾青素对小鼠蛛网膜下腔出血（ＳＡＨ）早期脑损伤的保护机制。方法　ＩＣＲ雄性小鼠采用随机数字
法随机分为四组：蛛网膜下腔出血组、假手术组、蛛网膜下腔出血 ＋溶剂组（ＤＭＳＯ）、蛛网膜下腔出血 ＋虾青素组。通过

建立小鼠视交叉注血方法建立蛛网膜下腔出血模型，于手术后２４ｈ记录神经功能评分，并应用末端脱氧核苷酸转移酶介

导的生物素脱氧尿嘧啶核苷酸缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）、ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测脑组织中的 ＮＯＸ２蛋白含量、ＥＬＩＳＡ法检测

ＴＮＦａ／ＩＬ１β水平，干湿法检测脑组织中含水量。结果　与对照组相比，ＳＡＨ后小鼠神经功能损伤评分加重，脑水肿加

重，脑组织中的 ＮＯＸ２蛋白及脑组织中凋亡阳性细胞数也显著增多，ＴＮＦａ／ＩＬ１β值明显升高；应用虾青素干预以后，小

鼠神经功能改善，脑组织凋亡阳性细胞明显减少。同时，虾青素能够降低 ＳＡＨ后小鼠脑组织中 ＮＯＸ２蛋白，ＴＮＦａ／ＩＬ１β

水平值也明显降低。结论　虾青素对 ｓＡＨ后早期脑损伤（ＥＢＩ）具有保护作用，其作用机制可能与其抗氧化性有关。
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　　目前国际卒中学术界已经逐渐接受了早期脑
损伤（Ｅａｒｌｙｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＥＢＩ）是蛛网膜下腔出血
（Ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）致死致残的主要原
因［１，２］。ＳＡＨ后早期脑损伤是一个包含炎性反应、
细胞凋亡、血脑屏障破坏、脑缺血和氧自由基损害

等众多机制的复杂病理、生理过程，其中氧化应激

ＥＢＩ发展过程中起到关键作用。在基础研究中，大
量证据表明应用抗氧化剂如氢气、褪黑素、人重组

红细胞生成素等都能够显著减轻 ＳＡＨ后 ＥＢＩ，并改
善功能预后［３，４］。

近年来研究发现，虾青素（Ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ，ＡＴＸ）是
一种具有巨大潜力的保护药物，甚至被认为是迄今

为止最强的抗氧化剂，ＡＴＸ是一种酮式类胡萝卜
素，其广泛存在于海洋生物、藻类、真菌及少数植

物中，动物与人类自身无法合成。有研究结果显示

虾青素能够减轻心脑血管疾病的氧化损伤，缩小梗

死范围，改善灌注，且无明显不良反应［５，６］。但虾

青素在蛛网膜下腔出血后的抗氧化应激作用方面

的研究报道较少，我们通过建立小鼠的蛛网膜下腔

出血模型，早期给予虾青素干预治疗，探讨其在

ＳＡＨ的 ＥＢＩ的神经保护作用及其抗氧化应激机制。
１　材料与方法
１．１　实验动物及分组

本实验研究包括手术和实验动物的使用均符

合江苏大学实验动物管理条件，并取得江苏大学附

属人民医院动物实验伦理委员会批准。健康成年

的 ＳＰＦ级 ＩＣＲ雄性小鼠，体重在 ２８～３２ｇ，采购于
江苏大学动物研究中心。小鼠采用随机数字法随

机分为四组：蛛网膜下腔出血组（ＳＡＨ）、假手术组
（Ｓｈａｍ）、蛛网膜下腔出血组 ＋溶剂组（ＳＡＨ＋Ｖｅｈｉ
ｃｌｅ）、蛛 网 膜 下 腔 出 血 组 ＋虾 青 素 组 （ＳＡＨ ＋
ＡＴＸ）。其中虾青素（ＡＴＸ）购自 ｓｉｇｍａ公司（Ｓｉｇｍａ
ＡｌｄｒｉｃｈＣｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ），ＡＴＸ（５０ｍｇ／ｋｇ，稀释
溶于 ＤＭＳＯ）于蛛血造模前 ３０分钟开始腹腔注
射［７］。

１．２　方法
１．２．１　蛛网膜下出血模型制备及获取标本　采
用 Ｓａｂｒｉ及李桃等的小鼠视交叉注血方法建立蛛网
膜下腔出血模型［８，９］，术后 １、２４小时，小鼠经水合
氯醛 ５ｍｌ／ｋｇ腹腔注射麻醉，固定于木板上，开胸
并迅速向左心室置入输液针，剪开右心耳，用输液

器灌注生理盐水，待右心房流出液为清亮及肝脏、

肺脏颜色发白后停止灌注。后迅速断头取脑，小心

剥离出脑组织，选取大脑半球为标本并迅速置于液

氮中保存备用。

１．２．２　ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　在盐水灌注后迅速取出
大鼠的脑样品，并在 ０．９％生理盐水（４℃）中冲洗
以洗去血液和血液凝块。然后将组织在液氮中冷

冻用于分子生物学实验。实验时将冷冻样品在

２０ｍＭＴｒｉｓ（ｐＨ７．６）中匀浆，提取总蛋白，蛋白定
量，转膜，脱脂，加入兔抗鼠 ＮＯＸ２一抗（ａｂｃｏｍ公
司，英国，ａｂ８０５０８，１∶５００），在 ４℃ 过 夜，次 日
ＴＢＳＴ洗脱，加 入 羊 抗 兔 二 抗 ＩｇＧ（ａｂｃｏｍ，英 国，
ａｂ２０５７１８，１∶５０００），孵育 １ｈ后，ＴＢＳＴ洗脱，化
学发光法显色，凝胶成像系统（ＢｉｏＲａｄ公司，美
国）进行图像分析，应用 β肌动蛋白（βＡｃｔｉｎ）作
为内参。

１．２．３　ＴＵＮＥＬ检测　根据制造商的说明，使用原
位 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 （Ｒｏｃｈｅ，瑞 士，

１１６８４８０９９１０）通过 ＴＵＮＥＬ染色检测神经细胞的凋
亡。将脑组织切片，脱蜡，水合并用柠檬酸 －柠檬酸
钠溶液修复 １０分钟。制备 ＴＵＮＥＬ反应溶液（酶溶
液：标记溶液 ＝１∶９）用于 ＴＵＮＥＬ检测。将每个切片
与 ５０μｌＴＵＮＥＬ反应溶液在 ３７℃温育 ６０分钟，并在
室温下用山羊血清封闭３０分钟。将切片在４℃下与
针对神经元细胞核抗原（ＮｅｕＮ）的一抗孵育过夜。
接着，加入二抗在室温下孵育切片１小时，在加入荧
光猝灭剂之前对核复染剂进行 ＤＡＰＩ染色，最后在高
倍放大光学显微镜下观察细胞凋亡。

１．２．４　脑水肿检测　在神经评分试验后，通过腹
膜内注射戊巴比妥钠（２００ｍｇ／ｋｇ）处死各组大鼠
取出脑组织，滤纸吸尽表面血渍，并置于早已烤干

并称量的锡纸上，电子天平称取重量（湿重）。然

后置标本于 ８０℃烘箱中烘干 ７２小时并再次称重
（干重）。脑水含量通过使用下式表示为百分比：

［（湿重 －干重）／湿重］×１００％。
１．２．５　神经功能严重程度评分　参照 Ｇａｒｃｉａ、陈
平帆等［１０，１１］评分方法，总分最高 １８分，最低 ３分，
包括自发运动、运动对称性、提尾时双前肢对称

性、攀爬能力、触须反应、惊吓反应等六方面。每

个测试项目依据小鼠能力予以不同的分数（０～３
分）。具体标准如下：
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表１　神经功能评分

项目 表现 评分

自主活动 正常 ３
轻度影响 ２
重度影响 １
无活动 ０

提住鼠尾悬空时四肢活动对称性情况 对称 ３
不对称 ２
偏瘫 １

提住鼠尾放置桌面边缘观察前爪伸展 对称 ３
轻度不对称 ２
显著不对称 １
偏瘫 ０

攀爬和抓持铁笼的能力 攀爬容易、抓持有力 ３
一侧损害表现 ２

不能攀爬或只能转圈 １
身体感觉反应 对侧对称 ３

一侧反应迟钝 ２
一侧无反应 １

１．２．６　ＥＬＩＳＡ法检测 ＴＮＦａ／ＩＬ１β水平　采用相
应炎症因子 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（南京建成，Ｈ０５２／
Ｈ００２），按试剂盒说明书检测炎症因子释放量。
１．２．７　统计学分析　实验数据采用均数 ±标准
差表示，用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０进行数据统计，组间
比较采用单因素方差分析和 ＬＳＤ检验，检验数据
方差不齐则采用近似 Ｆ检验 Ｗｅｌｃｈ法进行比较。
以 Ｐ＜０．０５为具有统计学意义。
２　结果
２．１　虾青素抑制蛛网膜下腔出血后 ＮＯＸ２的表达

既往文献已证实在急性脑损伤后小鼠脑组织

中 ＮＯＸ２表达呈双峰型［１２］，在 ＳＡＨ后１小时、２４小
时最高。故本实验利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＡＴＸ对
蛛血后 ＮＯＸ２高峰期的作用来说明 ＡＴＸ对机体伤
后氧化应激的影响。小鼠造模前腹腔注射 ＡＴＸ
（５０ｍｇ／ｋｇ），取 ＳＡＨ后 １小时和 ２４小时大脑皮层
提取 蛋 白 标 本 行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检 查。结 果 显 示
ＮＯＸ２在 ＳＡＨ后 １小时及 ２４小时后均显著上升
（Ｐ＜０．０１），注射 ＡＴＸ后，小鼠大脑皮层的 ＮＯＸ２
明显下降（Ｐ＜０．０５）（图 １）。
２．２　虾青素改善蛛网膜下腔出血后的脑水肿

在正常状态下，脑组织中含水量在正常范围

内，提示无明显脑水肿。而各组小鼠处理后 ２４ｈ，
ＳＡＨ组脑组织含水量较假手术组明显增加（Ｐ＜
０．０５），溶剂组与 ＳＡＨ组之间无统计学差异，但虾
青素给药组较 ＳＡＨ组脑组织含水量明显下降（Ｐ＜
０．０５）（图 ２）。
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（ｎ＝５，Ｐ＜０．０１蛛血 １ｈ与 ２４ｈ未给药组
对比假手术组；＃Ｐ＜０．０５、＃＃Ｐ＜０．０１蛛血 １ｈ与
２４ｈ给药组对比各自时间点未给药组）

图 １　ＡＴＸ对小鼠 ＳＡＨ后 ＮＯＸ２表达的影响
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（ｎ＝５，Ｐ＜０．０５蛛血组对比假手术组；＃Ｐ＜
０．０５蛛血 ＋虾青素组对比蛛血 ＋溶剂组）

图 ２　ＡＸＴ对小鼠 ＳＡＨ后脑含水量的影响

２．３　虾青素提高小鼠蛛网膜下腔出血后神经功
能评分

应用 ＳＡＨ后２４小时的神经功能评分的改变来
评估 ＡＴＸ对小鼠神经功能的保护。结果示小鼠处
理后 ２４ｈ，ＳＡＨ组小鼠活动评分较假手术组显著
降低（Ｐ＜０．０１），溶剂组与 ＳＡＨ组之间无统计学
差异，而虾青素给药组较 ＳＡＨ组的神经功能评分
则明显提高（Ｐ＜０．０５）（图 ３）。
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（ｎ＝５，Ｐ＜０．０１蛛血组对比假手术组；＃Ｐ＜
０．０１蛛血 ＋虾青素组对比蛛血 ＋溶剂组）
图 ３　ＡＴＸ对小鼠 ＳＡＨ后神经功能评分的影响
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２．４　虾青素减少小鼠蛛网膜下腔出血后 ＴＮＦａ／
ＩＬ１β水平

小鼠 ＳＡＨ后 ２４ｈ，ＳＡＨ组 ＴＮＦα和 ＩＬ１β的表
达较假手术组均明显增加（Ｐ＜０．０１），溶剂组与
假手术组之间无统计学差异（Ｐ＞０．０５），而虾青
素给药组 ＴＮＦα和 ＩＬ１β的表达较 ＳＡＨ组明显下
降（Ｐ＜０．０１）（图 ４）。
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（ｎ＝５， Ｐ＜０．０１，蛛血组对比假手术组；＃Ｐ＜
０．０１，蛛血 ＋虾青素组对比蛛血 ＋溶剂组），Ａ：
ＡＴＸ对小鼠 ＳＡＨ后 ＴＮＦα表达的影响；Ｂ：ＡＴＸ对
小鼠 ＳＡＨ后 ＩＬ１β表达的影响

图 ４　

２．５　虾青素减少小鼠蛛网膜下腔出血后的细胞
凋亡

小鼠 ＳＡＨ后 ２４ｈ，ＴＵＮＥＬ染色示 ＳＡＨ组阳性
细胞较假手术组明显增加，溶剂组与 ＳＡＨ组差别
不大，ＡＴＸ给药组则凋亡细胞明显减少，提示 ＡＴＸ
能减少蛛血后引起的神经元细胞大量凋亡（图 ５）。
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图 ５　ＡＴＸ对小鼠 ＳＡＨ后神经细胞凋亡的影响

３　讨论
本实验结果显示，蛛网膜下腔出血后 ＮＯＸ２表

达明显增加，出血后小鼠的脑水肿加剧，神经功能

缺失、炎症因子 ＴＮＦ／ＩＬ１水平升高，同时半球的细
胞凋亡细胞明显增多。而伤前 ３０分钟腹腔注射虾
青素后能够明显抑制机体的氧化应激、表现为

ＮＯＸ２蛋白表达量明显下降，同时改善机体的脑水
肿和神经功能，结果提示 ＮＯＸ２是伤后氧化应激的
主要调节因素，虾青素能够抑制氧化应激来发挥神

经保护作用。

动脉瘤性蛛网膜下腔出血是一个严重的脑血

管疾病，其死亡率高达 ５０％，同时在幸存者中约
３０％患者遗有不同程度的残疾。大量的研究表
明，氧化应激在蛛网膜下腔出血后早期脑损伤中起

着极其重要的作用，蛛网膜下腔出血后的自由基来

源于线粒体的呼吸障碍及外源性的血红蛋白，还存

在自由基产生酶的上调，例如诱导型一氧化氮合酶

（ｉＮＯＳ），黄嘌呤氧化酶，ＮＡＤＰＨ氧化酶（ＮＯＸ），以
及参与花生四烯酸代谢的酶等。越来越多的证据

表明 ＮＡＤＰＨ氧化酶（ＮＯＸ）是中枢神经系统活性氧
簇（ＲＯＳ）的主要来源［１３，１４］。有实验证实蛛网膜下

腔出血后 ＮＯＸ２ｍＲＮＡ和 ＮＯＸ２蛋白含量明显增
加，而当 ＮＯＸ２表达受抑制时，可明显减少大鼠的
死亡率及提高大鼠的神经功能［１５］。Ｚｈａｎｇ团队在
大鼠的蛛血标本中发现出血后 １２小时 ＮＯＸ２蛋白
即达到高峰，同时发现在发生蛛网膜下腔出血患者

的脑组织标本中神经元细胞及星形细胞中同样有

大量的 ＮＯＸ２染色，而运用 ＮＯＸ２蛋白的抑制剂则
能明显减 少 细 胞 的 凋 亡 及 提 高 大 鼠 的 功 能 评

分［１６］。我们的研究进一步证实了 ＮＯＸ２的活化是蛛
网膜下腔出血早期脑损伤的关键因素，而抑制 ＮＯＸ２
的活化可以抑制蛛网膜下腔出血的神经功能缺失。

本实验中我们发现蛛网膜下腔出血后，ＮＯＸ２
蛋白明显升高，神经功能受损，同时伴有神经细胞

凋亡数 明 显 增 加。而 应 用 虾 青 素 能 明 显 减 轻

ＮＯＸ２蛋白表达，减轻脑水肿及改善神经功能，这
也与国外的类似的研究相一致。Ｗａｎｇ等在大鼠的
蛛网下腔出血模型中，在出血后 ３小时鼻饲虾青素
（７５ｍｇ／ｋｇ），出血 ２４小时后观察至虾青素可减轻
ＳＡＨ诱导的脑血管痉挛并减少神经细胞凋亡，同时
虾青素能抑制前额叶皮质中线粒体相关的神经元

凋亡，增加线粒体的跨膜电位，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比率降
低，细胞质中细胞色素 Ｃ释放受抑制，ｃａｓｐａｓｅ３酶
活性受到抑制［１７］。而在另一项在对大鼠的蛛网膜

下腔出血的研究时，发现伤口大鼠皮层神经元细胞

中 Ｎｒｆ２及 ＨＯ１增加，而伤后 ３０分钟后侧脑室注

·４１４·
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射虾青素后大鼠皮层神经元细胞中 Ｎｒｆ２及 ＨＯ１
进一步明显增加，同时伴有脑水肿的改善及神经功

能评分的增加［１８］。在 ＭＰＰ＋损伤 Ｐ１２细胞的帕金
森病的模型中，有关研究观察到 ＭＰＰ＋损伤后细胞
后，细胞内 ＮＯＸ２及 ＨＯ１ｍＲＮＡ及蛋白明显增加，
而虾青素 ＋ＭＰＰ＋组与对照组及 ＭＰＰ＋组相比，
ＨＯ１明显升高，而 ＮＯＸ２值降低，研究者推测虾青
素可能通过 ＨＯ１／ＮＯＸ２轴发挥其抗氧化应激作
用［１９］。

本组的研究尚有些不足之处，有待于后期的实

验加以改进。首先，我们的研究中每组的实验动物

数目偏少（ｎ＝５），这个可能会影响统计学结果，尤
其在蛛网膜下腔出血模型的异质性明显时。其次

我们的研究比较粗糙，只是仅仅反映了一个虾青素

与 ＮＯＸ２两个指标现象的联系，而不是真正揭示了
两者的因果关系，未来可能使用 ＮＯＸ２敲基因小鼠
或 ＮＯＸ２蛋白直接的抑制剂来揭示这种因果关系，
如虾青素在野生型小鼠有神经保护作用，而在

ＮＯＸ２敲基因小鼠丧失了这种保护作用。这些缺
陷也指引了我们未来进一步的研究方向。
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