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犘犇犜犆抑制犖犉κ犅表达对兔蛛网膜下隙出血后脑血管重构的影响
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　　［摘要］　目的　观察兔蛛网膜下隙出血模型基底动脉核因子κＢ（ＮＦκＢ）的表达及其对脑血管重构的影响。方法　１６只

雄性新西兰大白兔随机分为ＳＡＨ组和吡咯烷二硫代氨基甲酸盐（ＰＤＴＣ）组，各８只。ＳＡＨ组枕大池二次穿刺并注入自体动

脉血造模，ＰＤＴＣ组在ＳＡＨ后应用ＰＤＴＣ注入枕大池进行干预。模型制作完成后７ｄ处死动物，取其基底动脉测量平滑肌厚

度。免疫组化法及蛋白质印迹法检测基底动脉中 ＮＦκＢ、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）蛋白的表达。结果　与ＳＡＨ组相比，

ＰＤＴＣ干预后，基底动脉中 ＮＦκＢ与ＰＣＮＡ蛋白表达减少，平滑肌厚度变薄，与ＳＡＨ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

结论　ＰＤＴＣ可通过抑制ＮＦκＢ的激活减轻ＳＡＨ后脑血管壁平滑肌增殖性改变。

　　［关键词］　蛛网膜下隙出血；血管平滑肌；ＮＦκＢ；吡咯烷二硫代氨基甲酸盐
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　　蛛网膜下隙出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，

ＳＡＨ）后迟发性脑血管痉挛（ｄｅｌａｙｅｄｃｅｒｅｂｒａｌｖａｓｏ

ｓｐａｓｍ，ＤＣＶＳ）可导致死残率增加，是导致患者预后

不佳的重要原因［１］，确切机制仍不清楚［２］。近年来

研究发现，ＳＡＨ后血管平滑肌细胞增殖在ＤＣＶＳ的

发生中起了重要作用［３４］，我们前期研究发现ＳＡＨ
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后基底动脉中ＮＦκＢ的表达变化与增殖细胞核抗原

（ＰＣＮＡ）的表达具有一致性，可能参与了血管平滑

肌细胞的增殖［５］。吡咯烷二硫代氨基甲酸盐（ａｍ

ｍｏｎｉｕｍｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅｄｉｔｈｉｏｃｏｒｂａｍａｔｅ，ＰＤＴＣ）作为

ＮＦκＢ的特异性抑制剂，能够抑制 ＮＦκＢ的活化，

本研究采用ＰＤＴＣ干预枕大池２次注血模型，观察

基底动脉ＰＣＮＡ表达变化并结合血管平滑肌厚度的

变化，探讨 ＮＦκＢ在ＳＡＨ 后脑血管平滑肌增殖中

的可能作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及实验动物　鼠抗ＰＣＮＡ单克隆抗

体（美国 Ａｂｃａｍ 公司），兔抗 ＮＦκＢｐ６５多克隆抗

体、羊抗兔二抗（北京博奥森生物技术有限公司），

ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒（武汉博士德生物公司），蛋

白质印迹试剂盒（碧云天生物技术公司）。雄性新西

兰大白兔１６只，购于第三军医大学实验动物中心，

体质量２．０～２．４ｋｇ。实验动物分组采用完全随机

法，ＳＡＨ组８只，ＰＤＴＣ组８只。

１．２　模型制备及基底动脉取材　将兔经耳缘静脉

按照１ｍＬ／ｋｇ注入３％戊巴比妥钠麻醉，用２３号无

菌穿刺针刺入枕大池，释放约１．５ｍＬ脑脊液；抽取

等量耳动脉血，非肝素化，１～３ｍｉｎ内缓慢注入枕大

池。术后保持头低３０°俯卧位３０ｍｉｎ。４８ｈ后同法

进行２次注血。ＰＤＴＣ组动物自首次注入动脉血

后，按照６ｍｇ／ｋｇ注入ＰＤＴＣ，每日１次，直至２次

注血后第６天。第７天取兔基底动脉标本。麻醉后

自剑突下Ｕ形剪开胸壁，剪开心包，自左心室穿入８

号穿刺针至升主动脉内，同时剪开右心耳，快速灌注

４℃生理盐水，至从右心耳流出液清亮后为止。自枕

部咬开颅骨，完整剥离脑组织并避免损伤基底动脉，

把整条基底动脉平均分为３段，所有动物均取基底动

脉中部１／３，带背部脑干组织作为支撑，置于４％多聚

甲醛中浸泡固定，石蜡包埋切片；剥离其余基底动脉

放入冻存管，液氮保存，用于蛋白定量分析。

１．３　基底动脉 ＨＥ染色　基底动脉用４％多聚甲

醛固定３ｄ后行石蜡包埋并切片，ＨＥ染色，显微镜

取图后行血管平滑肌厚度测量（ＬｅｉｃａＡｐｐｌｉａｔｉｏｎＳｕｉｔｅ

软件）。方法为每个血管断面分别以管腔中点为中心

取垂直的４个象限，从血管内弹力膜外侧至平滑肌层

的最外侧测量取值，然后再以这４个象限测量结果的

平均值作为每个标本基底动脉平滑肌厚度。

１．４　免疫组化检测　免疫组化染色按照ＳＡＢＣ试

剂盒说明进行。切片脱蜡、热修复后分别加入鼠抗

ＰＣＮＡ单克隆抗体（１∶１００）和抗 ＮＦκＢｐ６５多抗

（１∶１００），４℃冰箱中过夜。ＰＢＳ摇洗后滴加生物素

化二抗。３７℃孵箱中孵育１ｈ，加入ＳＡＢＣ三抗，

ＤＡＢ显色，苏木精染核，中性树胶封片。每只兔的

基底动脉切片断面选取３张，计算每张切片上所有

血管平滑肌细胞总数和阳性细胞数，计算阳性细胞

数占所有平滑肌细胞数的比例。

１．５　蛋白质印迹检测　用剪刀剪取约５０ｍｇ组织，

加入１ｍＬＲＩＰＡ进行匀浆，然后冰上静置２０ｍｉｎ，

将匀 浆 液 吸 出 放 到 １．５ ｍＬ 离 心 管 中，４℃、

１２０００×犵离心１０ｍｉｎ，吸取上清液进行蛋白印迹分

析。组织总蛋白经凝胶电泳后转移至硝酸纤维素膜

上，脱脂奶粉封闭１ｈ，加入稀释的ＮＦκＢｐ６５抗体

（１∶２００）、ＰＣＮＡ 抗体 （１∶２００）和βａｃｔｉｎ抗体

（１∶２０００）３７℃孵育１ｈ，加二抗ＩｇＧ，３７℃孵育１ｈ

后加入发光剂，测其积分光密度（ＩＯＤ）值。ＮＦκＢ

ｐ６５、ＰＣＮＡ蛋白表达以其与βａｃｔｉｎ的相对ＩＯＤ比

值表示。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件，计量

资料用珚狓±狊表示，组间比较采用方差分析。检验水

准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　基底动脉平滑肌厚度测量　基底动脉血管横

切面常规ＨＥ染色（图１）显示：ＳＡＨ组血管平滑肌

层厚度为（３７．１±６．７）μｍ；ＰＤＴＣ干预后，血管平滑

肌层厚度（２４．４±４．２）μｍ，平滑肌增厚改善，与

ＳＡＨ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

图１　犛犃犎组（犃）和犘犇犜犆组（犅）基底动脉平滑肌厚度比较

犉犻犵１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犫犪狊犻犾犪狉犪狉狋犲狉狔狊犿狅狅狋犺犿狌狊犮犾犲狋犺犻犮犽狀犲狊狊

犫犲狋狑犲犲狀犛犃犎（犃）犪狀犱犘犇犜犆（犅）犵狉狅狌狆狊（犎犈狊狋犪犻狀犻狀犵）

ＳＡＨ：Ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；ＰＤＴＣ：Ａｍｍｏｎｉｕｍｐｙｒｒｏ

ｌｉｄｉｎｅｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　基底动脉壁ＮＦκＢｐ６５、ＰＣＮＡ的表达　免疫

组化结果（图２）显示，ＳＡＨ 组兔基底动脉 ＮＦκＢ

ｐ６５表达强烈，主要存在于内皮细胞、平滑肌细胞的



第５期．张建忠，等．ＰＤＴＣ抑制ＮＦκＢ表达对兔蛛网膜下隙出血后脑血管重构的影响 ·５０７　　 ·

胞质和胞核，镜下观察为条状或点片状黄褐色。

ＰＣＮＡ表达为细胞核呈棕黄色染色。ＰＤＴＣ干预后，

ＮＦκＢｐ６５在兔基动脉平滑肌中表达减弱，ＰＣＮＡ

阳性细胞计数亦相应减少，ＮＦκＢｐ６５、ＰＣＮＡ阳性

率明显低于ＳＡＨ 组，２组比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。

图２　犛犃犎组和犘犇犜犆组兔基底动脉犘犆犖犃、犖犉κ犅狆６５的表达

犉犻犵２　犖犉κ犅狆６５犪狀犱犘犆犖犃狆狅狊犻狋犻狏犲犮犲犾犾狊犻狀犛犃犎犪狀犱犘犇犜犆犵狉狅狌狆狊犫狔犻犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔狊狋犪犻狀犻狀犵

Ａ，Ｂ：ＰＣＮＡｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇｉｎＳＡＨ（Ａ）ａｎｄＰＤＴＣ（Ｂ）ｇｒｏｕｐｓ．Ｃ，Ｄ：ＮＦκＢｐ６５ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ

ｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇｉｎＳＡＨ（Ｃ）ａｎｄＰＤＴＣ（Ｄ）ｇｒｏｕｐｓ．ＳＡＨ：Ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；ＰＤＴＣ：Ａｍｍｏｎｉｕｍ

ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ；ＰＣＮＡ：ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．

　　蛋白质印迹结果（图３）显示：ＰＤＴＣ抑制 ＮＦ

κＢｐ６５活化后，基底动脉的ＮＦκＢ蛋白表达显著降

低，ＰＣＮＡ蛋白表达亦相应减少，与ＳＡＨ组比较差

异具有统计学意义（犘＜０．０５）。

图３　基底动脉犖犉κ犅狆６５、犘犆犖犃蛋白表达

犉犻犵３　犅犪狊犻犾犪狉犪狉狋犲狉狔犖犉κ犅狆６５犪狀犱犘犆犖犃狆狉狅狋犲犻狀

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

ＳＡＨ：Ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；ＰＤＴＣ：Ａｍｍｏｎｉｕｍｐｙｒｒｏ

ｌｉｄｉｎｅｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ；ＰＣＮＡ： Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ

ａｎｔｉｇｅｎ

３　讨　论

ＳＡＨ后ＤＣＶＳ发生机制尚不清楚，临床上应用

各种药物预防和治疗ＤＣＶＳ均不可能使痉挛的血管

完全舒张，ＤＣＶＳ的发生不仅是痉挛动脉的持续收

缩，也伴随血管壁的结构性改变［６］，但引起血管壁重

构的具体机制仍未阐明。近期研究发现，ＤＣＶＳ的

发生与血管壁细胞的增殖关系密切，细胞的增殖性

改变可能是导致血管腔狭窄的重要原因［７］。２００３

年Ｂｏｒｅｌ等
［８］发现血凝块所在部位的脑血管有平滑

肌细胞和成纤维细胞的增殖，并用血清刺激体外培

养的人软脑膜血管７ｄ，发现血管外膜及平滑肌出现

明显增殖性改变，并认为是细胞的增殖和管壁增厚

导致了ＤＣＶＳ。我们前期的实验中发现 ＮＦκＢ在

ＳＡＨ 后对平滑肌细胞的异常增殖起着关键性作

用［５］。本研究进一步发现：应用 ＮＦκＢ 抑制剂

ＰＤＴＣ能抑制ＳＡＨ后基底动脉平滑肌细胞增殖，使

血管壁平滑肌增厚减轻，管腔狭窄改善。

我们实验结果发现，应用抑制剂ＰＤＴＣ后，基底

动脉ＮＦκＢ蛋白表达受到抑制，同时 ＨＥ染色发

现，动脉壁痉挛程度减轻，内皮细胞相对完整，内弹

力膜皱褶程度轻，中层平滑肌增厚改善。我们同时

用ＰＣＮＡ表达量的变化来评价细胞增殖状态，实验

结果提示，ＰＤＴＣ在抑制基底动脉 ＮＦκＢ激活的同

时，显著下调基底动脉平滑肌细胞ＰＣＮＡ 蛋白表

达，与ＳＡＨ组相比差异有统计学意义。因此我们认

为，ＰＤＴＣ对ＳＡＨ后脑血管平滑肌细胞增殖性改变

起到一定的防治作用，同时也说明，ＮＦκＢ的表达增

强在ＳＡＨ后脑血管平滑肌细胞增殖中起到非常重

要的作用，通过抑制ＮＦκＢ表达能够达到抑制血管

平滑肌细胞增殖的目的。

ＰＤＴＣ是一种低分子质量的硫醇螯合物，具有
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很强的重金属螯合功能和抗氧化功能［９］。近年来，

有文献报道应用ＰＤＴＣ来治疗肺损伤等疾病的实验

研究［１０］，也有实验研究证实ＰＤＴＣ能够阻断ＮＦκＢ

激活的信号通路，通过抑制ＮＦκＢ活化和炎性细胞

因子的表达来治疗神经系统疾病［１１］。目前认为

ＰＤＴＣ的作用机制主要是：（１）通过直接清除活性氧

中间产物，螯合金属离子发挥作用；（２）通过阻止

ＮＦκＢ的抑制性亚单位ＩκＢ的降解发挥作用
［１２］；

（３）通过阻碍 ＮＦκＢ的ｐ６５、ｐ５０亚基向细胞核转

移，从而发挥其抑制作用［１３］。

本实验结果表明应用ＰＤＴＣ干预后，基底动脉

平滑肌细胞 ＮＦκＢ阳性细胞数及蛋白表达明显减

少，ＰＣＮＡ表达也相应下调，由此推测，ＰＤＴＣ通过

抑制ＮＦκＢ的活化从而减轻脑血管平滑肌增殖反

应而改善ＳＡＨ 后脑血管重构，进而减轻ＤＣＶＳ的

发生，为ＳＡＨ后ＤＣＶＳ的防治奠定了基础。
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