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脑出血后氧化应激对神经细胞凋亡
及 ｃｍｙｃ蛋白表达的影响
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摘要：目的　观察脑出血后氧化应激与神经细胞凋亡的相关性及对凋亡相关蛋白 ｃｍｙｃ表达的影响。方法　选
择ＳＤ雄性大鼠８４只，随机分为假手术组、模型组、ＭＰＥＧＳＯＤ组，每组２８只，自体血注入法建立脑出血模型，
ＭＰＥＧＳＯＤ组建模前腹腔注射ＭＰＥＧＳＯＤ；术后１２ｈ、１ｄ、３ｄ、７ｄ不同时间点行神经功能缺陷评分（ＮＤＳ），取脑
组织测定脑组织含水量，分光光度法测定丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ），免疫组化法测定核因子 κＢ
（ＮＦκＢ）ｐ６５阳性细胞表达，ＴＵＮＥＬ测定神经细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定 ｃｍｙｃ蛋白表达水平。结果　与假手
术组比较，模型组各时点 ＮＤＳ评分、ＳＯＤ活性明显降低，脑组织含水量、ＭＤＡ含量、ｃｍｙｃ蛋白、ＮＦκＢｐ６５、
ＴＵＮＥＬ阳性细胞表达明显升高（Ｐ＜０．０５），术后３ｄ达峰值，与模型组同时点比较，ＭＰＥＧＳＯＤ组ＮＤＳ评分、ＳＯＤ
活性明显升高，脑组织含水量、ＭＤＡ含量、ｃｍｙｃ蛋白、ＮＦκＢｐ６５、ＴＵＮＥＬ阳性细胞表达明显降低（Ｐ＜０．０５），ｃ
ｍｙｃ蛋白表达与ＴＵＮＥＬ阳性细胞数呈正相关（模型组ｒ＝０．８３，ＭＰＥＧＳＯＤ组ｒ＝０．９１，Ｐ＜０．０５）。结论　脑出血
后氧化应激诱导神经细胞凋亡可能与启动凋亡相关基因ｃｍｙｃ有关。
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　　脑血管病的发病率、致残率、死亡率呈现逐年升高
趋势，随着人口老龄化，脑血管病患者进一步增加，其

中血栓闭塞性脑梗死发病率最常见，占４４％，短暂性
脑缺血发作（ＴＩＡ）占２１％，脑栓塞占２１％，脑出血占
１２％［１］，脑出血患者在发病后病死率较高，ＧＢＤ２０１０
显示２０１０年中国卒中死亡率（１２６．９／１０万）高于世界
水平（８８．４／１０万）［２］，目前对于脑出血后脑损伤机制
尚未完全阐明，尚缺乏显著改善患者预后的治疗方

法［３４］。ｃｍｙｃ（癌基因）有促进细胞增殖与凋亡双

通信作者：汪立松，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｌｉｓｏｎｇｙｉ＠１６３．ｃｏｍ

重作用，氧化应激状态下活性氧激活ＮＦκＢ（核转录因
子κＢ），ＮＦκＢ活化凋亡相关基因 ｃｍｙｃ，ｃｍｙｃ结合
Ｍａｘ形成二聚体后再结合ＤＮＡ核心序列，诱导神经细
胞凋亡［５６］。本研究通过建立大鼠脑出血模型，观察脑

出血后氧化应激与神经细胞凋亡相关性及对凋亡相关

基因ｃｍｙｃ蛋白表达的影响。

１　材料与方法
１．１　实验动物及分组　选择８４只健康雄性７周龄
ＳＤ大鼠，体重２２０～２４０ｇ，由中国医学科学院动物实
验中心提供（许可证号：ＳＹＸＫ２０１３００２５）。按照随机
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数字表法将大鼠分为假手术组、模型组、ＭＰＥＧＳＯＤ
组，每组２８只，自体血注入法建立大鼠脑出血模型，
ＭＰＥＧＳＯＤ组建模前腹腔注射ＭＰＥＧＳＯＤ，假手术组、
模型组给予等量生理盐水。

１．２　试验药物与试剂　丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧
化酶（ＳＯＤ）试剂盒（购自于南京建成生物工程研究
所），水合氯醛、多聚甲醛（购自于天津市科密欧化学

试剂有限公司），辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗（购

自于美国 ＣＳＴ公司），ｃｍｙｃ抗体（购自于美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司），兔抗ＮＦκＢ抗体（购自于武汉博士德生物
工程有限公司），ＮＦκＢｐ６５（兔核因子κＢ亚基ｐ６５亲
和肽）免疫组化试剂盒、ＤＡＢ染色试剂盒（购自于中杉
金桥生物科技有限公司），ＴＵＮＥＬ试剂盒（购自于美国
Ｒｏｃｈｅ公司）。
１．３　实验方法
１．３．１　动物模型制备　模型组、ＭＰＥＧＳＯＤ组大鼠造
模前１ｈ进行神经功能缺陷评分（ＮＤＳ），原发性神经
功能缺陷大鼠排除，建立大鼠脑出血模型［７］，术前大鼠

禁食不禁水８ｈ，采用１０％水合氯醛腹腔麻醉，仰位固
定，头部固定于脑立体定位仪，苍白球定位参考《大鼠

脑立体定位图谱》［６］，微量进样器缓慢注射自体尾动

脉采集动脉血５０μｌ（２５μｌ／ｍｉｎ），留置１０ｍｉｎ，缓慢出
针，骨蜡封闭颅骨钻孔，结扎尾动脉，缝合切口，常规消

毒，假手术组采用相同定位方法注入等量生理盐水。

１．３．２　给药方式　ＭＰＥＧＳＯＤ组大鼠于模型建立前
２０ｍｉｎ腹腔注射ＭＰＥＧＳＯＤ１００Ｕ，观察时间长者（术
后１、３、７ｄ）６ｈ／次，假手术组、模型组给予等量生理
盐水。

１．４　观察指标　按照 Ｇａｒｃｉａ评分方法［８］进行大鼠神

经功能障碍评分，最低分３分，最高分 １８分，分数越
低，神经功能障碍越重。大鼠处死取脑，制备１０％皮
层匀浆，离心１０ｍｉｎ取上清液，测定 ＭＤＡ、ＳＯＤ水平。
取血肿侧穿刺点前后各１ｍｍ３脑组织检测含水量 ＝
（湿重－干重）／湿重 ×１００％。用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定脑
组织ｃｍｙｃ蛋白表达。ＴＵＮＥＬ法测定脑组织神经细
胞凋亡。免疫组化法测定核因子κＢ（ＮＦκＢ）ｐ６５蛋白
表达。

１．５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分
析，计量资料用 ｘ±ｓ表示，３组比较用方差分析，两两
比较用ＳＮＫｑ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果
２．１　大鼠一般情况及ＮＤＳ评分　假手术组大鼠术后
无明显行为学改变，模型组、ＭＰＥＧＳＯＤ组大鼠术后出
现神经功能缺陷，术后第３天神经功能障碍最重，模型
组、ＭＰＥＧＳＯＤ组与假手术组比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），术后１２ｈ、１ｄ、３ｄ、７ｄ各时点ＭＰＥＧＳＯＤ
组神经功能评分与模型组、假手术组比较差异均有统

计学意义（Ｐ＜０．０５），见表１。
２．２　大鼠术后血肿周围脑组织水肿情况　假手术组
脑组织无明显水肿，模型组术后出现脑水肿，术后３ｄ
达高峰，之后逐渐下降，模型组、ＭＰＧＳＯＤ组与假手术
组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＭＰＥＧＳＯＤ
组各时点脑组织含水量明显低于模型组（Ｐ＜０．０５），
见表２。
表１　各组大鼠术后不同时点神经功能障碍评分（ｘ±ｓ）

组别 例数 术后１２ｈ 术后１ｄ 术后３ｄ 术后７ｄ

假手术组 ２８ １７．６３±２．３１ １７．６４±２．４２ １７．６２±２．３５ １７．６３±２．３３
模型组 ２８ １２．２４±２．１１ａ ８．６３±１．２７ａ ６．４６±１．１７ａ ９．７６±１．５６ａ

ＭＰＥＧＳＯＤ组 ２８ １４．８２±２．５４ａｂ１２．８７±２．４８ａｂ１０．４５±２．３３ａｂ１４．９４±２．４７ａｂ

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５。

表２　各组大鼠术后血肿周围脑组织水肿情况（ｘ±ｓ，％）

组别 例数 术后１２ｈ 术后１ｄ 术后３ｄ 术后７ｄ

假手术组 ２８ ７４．０７±８．６５ ７４．０９±７．９６ ７４．１２±７．７８ ７４．０６±８．０９
模型组 ２８ ８３．３６±７．６６ａ ８６．０１±６．９７ａ ８８．８２±６．６７ａ ８７．２２±７．１８ａ

ＭＰＥＧＳＯＤ组 ２８ ８０．２４±７．３９ａｂ８２．１３±６．９２ａｂ８４．３３±７．２６ａｂ８３．１１±６．９３ａｂ

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５。

２．３　脑组织 ＭＤＡ、ＳＯＤ水平　模型组、ＭＰＧＳＯＤ组
与假手术组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），与假
手术组比较，模型组各时点 ＭＤＡ含量明显升高，ＳＯＤ
水平明显降低（Ｐ＜０．０５），与模型组比较，ＭＰＥＧＳＯＤ
组各时点 ＭＤＡ含量明显降低，ＳＯＤ水平明显升高
（Ｐ＜０．０５），见图１。
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　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５。

图１　大鼠术后不同时点脑组织ＭＤＡ、ＳＯＤ水平
２．４　脑组织神经细胞凋亡情况　模型组、ＭＰＧＳＯＤ
组与假手术组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），假
手术组ＴＵＮＥＬ阳性细胞表达较低，模型组 ＴＵＮＥＬ阳
性细胞表达明显高于假手术组，术后３ｄ达高峰，随之

·９０６·中华全科医学　２０１７年４月第１５卷第４期　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＰｒａｃｔｉｃｅ，Ａｐｒｉｌ２０１７，Ｖｏｌ１５，Ｎｏ４



降低，ＭＰＥＧＳＯＤ组ＴＵＮＥＬ阳性细胞表达明显低于同
时点模型组，见表３。
表３　各组大鼠脑组织ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞数比较（ｘ±ｓ，％）

组别 例数 术后１２ｈ 术后１ｄ 术后３ｄ 术后７ｄ

假手术组 ２８ ２．７６±０．６７ ２．７９±０．６６ ２．３１±０．７２ ２．７７±０．６９
模型组 ２８ ４４．２３±４．４４ａ ７８．１２±４．６８ａ ９４．５５±５．３９ａ ８８．２２±５．６９ａ

ＭＰＥＧＳＯＤ组 ２８ ２４．５５±２．７７ａｂ４３．１１±３．５６ａｂ７２．１４±４．１２ａｂ６２．３３±３．７８ａｂ

Ｆ值 ２１．７４９ ３９．４６１ ４７．８５２ ４４．７０５
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　注：与假手术组比较，ａＰ＜０．０５；与模型组比较，ｂＰ＜０．０５。

２．５　脑组织ｃｍｙｃ蛋白表达情况　模型组、ＭＰＧＳＯＤ
组与假手术组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），各
时点模型大鼠脑组织 ｃｍｙｃ蛋白表达高于假手术组，
模型组ｃｍｙｃ蛋白表达术后３ｄ达峰值，ＭＰＥＧＳＯＤ组
大鼠脑组织 ｃｍｙｃ蛋白表达低于同时点模型组，见
图２。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定脑组织ｃｍｙｃ蛋白表达

２．６　ＮＦκＢｐ６５蛋白表达情况　ＮＦκＢｐ６５蛋白阳性
表达位于细胞的胞核和胞浆，呈棕色，假手术组大鼠脑

组织ＮＦκＢｐ６５阳性表达较少，模型组术后３ｄＮＦκＢ
ｐ６５阳性表达增加，ＭＰＥＧＳＯＤ组 ＮＦκＢｐ６５阳性表
达低于模型组，见图３。

３　讨　论
　　脑出血损伤为临床常见病理变化，出血性脑损伤
严重影响患者生存质量，减轻脑出血损伤对于降低患

者病死率具有重要作用，脑出血后占位效应导致原发

性损伤，血肿导致继发性损伤，细胞凋亡、氧化应激、自

由基损伤等参与了脑出血后继发性损伤［９１０］。脑出血

后１～２ｈ即可发生脑水肿，２～３ｄ达峰值，随后逐渐
减轻，有研究结果显示临床脑出血后死亡高峰期与脑

水肿形成期一致［１１１２］。本研究结果中模型组术后１２ｈ
出现脑水肿及神经功能障碍，随时间延长，神经损伤加

重，术后３ｄ达高峰，之后逐渐改善，术后３ｄ病理损伤
最严重，ＭＰＥＧＳＯＤ组各时点脑组织含水量明显低于
模型组，脑组织损伤较同时间模型组有所减轻，提示减

轻出血后继发性脑水肿有助于减轻出血后脑组织损

伤，改善神经功能障碍。有研究显示脑出血后４８ｈ血
肿周围脑组织损伤最重，炎性细胞浸润显著［１０］，提示

脑出血后脑组织损伤２～３ｄ达峰值。

　　注：图３Ａ为假手术组，图３Ｂ为模型组，图３Ｃ为ＭＰＥＧＳＯＤ组。

图３　各组大鼠ＮＦκＢｐ６５蛋白表达情况

　　有研究显示脑出血后脑组织 ＭＤＡ含量升高，Ｍｎ
ＳＯＤ活性降低［１３１５］，与本研究结果中模型组不同时点

大鼠脑组织内ＭＤＡ水平升高，ＳＯＤ水平降低相一致，
与模型组比较，ＭＰＥＧＳＯＤ组各时点 ＭＤＡ水平降低，
ＳＯＤ水平升高，提示ＳＯＤ可通过抑制机体氧化应激水
平，提高抗氧化酶活性，减轻大鼠脑出血损伤，其作用

机制可能与线粒体 ＡＴＰ敏感性钾通道及线粒体膜稳
定相关。

本研究还发现模型组术后ＮＦκＢｐ６５阳性表达增
加，ＭＰＥＧＳＯＤ组ＮＦκＢｐ６５阳性表达低于模型组，提
示脑出血后血肿周围组织由于缺血缺氧，炎症细胞、神

经元细胞等被激活，促进 ＮＦκＢ活化，加重损伤，导致
继发性脑组织损伤。而且，本组中大鼠脑出血后模型

组ＴＵＮＥＬ阳性细胞表达明显升高，术后３ｄ达高峰，
随之降低，脑组织 ｃｍｙｃ蛋白表达变化趋势与 ＴＵＮＥＬ
阳性细胞数基本一致，ＭＰＥＧＳＯＤ组ＴＵＮＥＬ阳性细胞
及ｃｍｙｃ蛋白表达明显低于同时点模型组。

综上所述，脑出血后氧化应激诱导神经细胞凋亡

可能与激活 ＮＦκＢ活性，启动凋亡相关基因 ｃｍｙｃ
有关。
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