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基于磷脂酰肌醇-3激酶 /蛋白激酶 B /核因子 κB
通路探讨高原缺氧对大鼠蛛网膜
下腔出血后血脑屏障的作用

魏艳娜　 王锋存　 马香莲　 索田莎　 陈胜　 王兰桂　 孙娟∗　 赵秀丽∗

(青海大学附属医院神经内科,西宁　 810001)

　 　 [摘要] 　 目的　 探讨高原缺氧对大鼠蛛网膜下腔出血(SAH)后血脑屏障的作用及其机制。 方法　 SPF 级健

康成年雄性 SD 大鼠(n= 78),随机分为 4 组:假手术组(sham)、蛛网膜下腔出血模型组(SAH)、高原缺氧假手术组

(Hp sham)和高原缺氧蛛网膜下腔出血模型组(Hp SAH)。 通过低压模拟舱(海拔 5000 m)饲养 4 d 建立高原缺氧

大鼠动物模型,采用颈内动脉刺破法建立 SAH 大鼠动物模型。 SAH 后 24 h,各组大鼠进行神经功能学评分和出血

严重程度评估,Nissl 染色和 TUNEL 染色分别观察大鼠海马组织 CA1 区神经元形态变化和神经细胞凋亡,Western
blotting 检测大鼠海马组织磷酸化 PI3K(p-PI3K)、PI3K、磷酸化 Akt(p-Akt)、Akt 、磷酸化核因子 κB (p-NF-κB)、
NF-κB 及基质金属蛋白酶 9(MMP-9)、闭锁蛋白(occludin)、紧密连接蛋白-5(claudin-5)的表达,免疫荧光染色观察

大鼠海马组织 CA1 区 occludin、claudin-5 蛋白表达。 结果　 SAH 后 24 h,SAH 组与 Sham 组、Hp SAH 组与 Hp Sham
组比较,大鼠神经功能评分明显下降,颅底出血量明显增加(P<0. 05),Hp SAH 组与 SAH 组比较,神经功能评分明

显下降(P<0. 05);SAH 组与 sham 组比较,大鼠海马组织 CA1 区神经元形态萎缩变形,神经元细胞排列紊乱,神经

元数量明显下降,神经细胞凋亡明显增加(P<0. 05),高原缺氧后上述神经元形态损伤和神经细胞凋亡进一步加

重;SAH 组与 sham 组、Hp SAH 组与 Hp sham 组比较,p-PI3K / PI3K、p-Akt / Akt、occludin 及 claudin-5 蛋白的表达明

显下降,p-NF-κB / NF-κB 和 MMP-9 蛋白表达明显升高(P<0. 05),Hp SAH 组与 SAH 组比较,p-PI3K / PI3K 和 MMP-9
蛋白表达明显升高,Hp sham 组与 sham 组比较,claudin-5 蛋白表达明显升高,差异均具有统计学意义(P<0. 05);免
疫荧光染色发现,SAH 组大鼠海马组织 CA1 区 occludin、claudin-5 蛋白的表达下降,高原缺氧后 occludin、claudin-5
蛋白的表达进一步降低。 结论　 高原缺氧通过抑制 PI3K / Akt / NF-κB 通路加重蛛网膜下腔出血大鼠模型后血脑屏

障破坏。
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Effect of altitude hypoxia on blood-brain barrier after subarachnoid
hemorrhage based on phosphatidylinositol 3-kinase /
protein kinase B / nuclear factor κB pathway in rats

WEI Yan-na, WANG Feng-cun, MA Xiang-lian, SUO Tian-sha, CHEN Sheng,

WANG Lan-gui, SUN Juan∗, ZHAO Xiu-li∗

(Department of Neurology,Qinghai University Affiliated Hospital, Xining 810001, China)

[Abstract]　 Objective　 To investigate the effect of plateau hypoxia on the blood-brain barrier after subarachnoid
hemorrhage (SAH) in rats. Methods 　 Adult male SD rats (n = 78) were randomly divided into 4 groups: sham group
(sham), SAH model group (SAH), plateau hypoxia sham group (Hp sham) and plateau hypoxia SAH model group (Hp
SAH). The rat model of plateau hypoxia was established through low-pressure simulation chamber (altitude 5000 m), and
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the SAH model was established by endovascular perforation method. At 24 hours after SAH, neurobehavior score and SAH
grade were assessed. The morphological changes of neurons and apoptosis of nerve cells in the CA1 region of hippocampal
were observed by the staining of Nissl and TUNEL. The expression of phosphorylated PI3K ( p-PI3K ), PI3K,
phosphorylated Akt ( p-Akt), Akt, phosphorylated nuclear factor κB ( p-NF-κB), NF-κB, matrix metalloproteinase-9
(MMP-9), occludin and claudin-5 in hippocampal were detected by the method of Western blotting. The expression of
occludin and claudin-5 proteins in the CA1 region of hippocampal were observed by immunofluorescent staining. Results　
At 24 hours after SAH, the neurobehavior score decreased significantly and SAH grade increased significantly in the SAH
and Hp SAH group (P< 0. 05). Neurobehavior score decreased significantly in the Hp SAH group compared with the SAH
group (P< 0. 05). In the SAH group, neurons in the CA1 region of hippocampus were atrophied and deformed, the
arrangement were disordered, the number of neurons decreased significantly, and the apoptosis of nerve cells increased
significantly(P< 0. 05). Plateau hypoxia could aggravate the morphological damage of neurons and apoptosis of nerve cells.
The expression of p-PI3K / PI3K, p-Akt / Akt, occludin and claudin-5 proteins decreased significantly, while the expression
of p-NF-κB / NF-κB and MMP-9 proteins increased significantly in the SAH and Hp SAH group (P< 0. 05). The expression
of p-PI3K / PI3K and MMP-9 proteins increased significantly in Hp SAH group compared with the SAH group. The
expression of claudin-5 protein increased significantly in Hp sham group compared with the sham group ( P < 0. 05).
Immunofluorescent staining showed that the expression of occludin and claudin-5 proteins in the CA1 region of hippocampus
decreased in the SAH group. Plateau hypoxia could further decreased the expression of occludin and claudin-5 proteins.
Conclusion　 Plateau hypoxia aggravates blood-brain barrier disruption after subarachnoid hemorrhage in rats through
inhibiting PI3K / Akt / NF-κB pathway.

[Key words]　 Plateau hypoxia;Subarachnoid hemorrhage;Blood-brain barrier;Phosphatidylinositol 3-kinase / protein
kinase B / nuclear factor κB pathway;Western blotting;Immunofluorescence;Rat

　 　 蛛网膜下腔出血 ( subarachnoid hemorrhage,
SAH)是指颅底或脑表面病变的血管破裂,血液流入

蛛网膜下腔引起的一种综合征[1],SAH 的发病率仅

占卒中的 5%~7%,但其死亡率和致残率极高,预后

极差[2],严重威胁着人类的健康和生命。 早期脑损

伤(early brain injury, EBI)是影响 SAH 预后的主要

因素,EBI 的病理生理机制包括脑缺血、血脑屏障

(blood brain barrier, BBB)破坏、脑水肿、氧化应激、
炎症反应和细胞凋亡等,导致内皮细胞收缩、紧密连

接解体和血管通透性增加,进而破坏 BBB 的完整性

和功能[3]。
BBB 是神经血管单位的一个重要组成部分,调

节外周血和中枢神经系统之间的物质交流,BBB 的

组成主要包括微血管内皮细胞、内皮细胞间的连接、
星形胶质细胞和周细胞[4]。 内皮细胞间的连接是

BBB 最关键的结构,而内皮细胞间的连接包括紧密

连接(tight junctions, TJs)、黏附连接和缝隙链接,其
中 TJs 是 BBB 的结构和基础。 紧密连接蛋白包括:
闭锁 蛋 白 ( occludin )、 闭 合 小 环 蛋 白 1 ( zonula
occludens-1, ZO-1)和紧密连接蛋白-5( claudin-5)。
有研究报道[5],脑卒中后激活 PI3K / Akt /核因子 κB
(nuclear factor κB, NF-κB)通路,增加紧密连接蛋白

的表达进而稳定 BBB 的完整性。 基质金属蛋白酶 9
(matrix metalloproteinases-9, MMP-9)是一种由活性

氧及促炎症细胞因子诱导产生的蛋白酶[6],通过与

NF-κB 的启动子结合发生转录,降解内皮细胞间的

紧密连接蛋白和基底膜蛋白。 有文献报道[7],SAH

后 NF-κB 被激活并转移到细胞核内上调 MMP-9 的

表达,进而降解紧密连接蛋白-5(claudin-5)的表达,
导致 BBB 的破坏。

青藏高原环境具有低气压、低氧、强紫外线、干
燥和寒冷的特点,机体在这种高海拔的环境中会产

生一系列生理或病理反应,其中低氧是最重要的影

响因素之一。 研究显示,高原世居人群与平原人相

比,人体组织结构及生理功能都发生了不同程度的

变化,尤其中枢神经系统改变最为明显[8]。 SAH 后

颅内压增高,脑组织处于严重的缺血、缺氧状态,且
蛛网膜下腔内血液的代谢产物作为致痉挛物质作用

于血管,引起内皮细胞功能紊乱,激活细胞凋亡和炎

症反应,最终形成脑水肿及 BBB 破坏[9]。 高原缺氧

导致脑血管病的发生率增加,然而,低氧环境对

SAH 后 BBB 的影响鲜见报道。 PI3K / Akt / NF-κB 通

路在调节脑水肿、炎症、神经元凋亡和血脑屏障破坏

等过程中发挥着重要作用,有文献报道, SAH 后

PI3K / Akt / NF-κB 通路的激活通过增加紧密连接蛋

白的表达来稳定 BBB 的完整性[10]。 综上,本工作

研究高原缺氧对大鼠蛛网膜下腔出血后 BBB 的影

响,并探讨其机制是否通过 PI3K / Akt / NF-κB 通路。

材料和方法

1. 实验动物及分组

　 　 78 只 SPF 级健康成年雄性 SD 大鼠,体重 280~
300 g,由北京华阜康生物科技股份有限公司提供,
SPF 级,动物许可证号:SCXK(京)2019-0008。
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SD 大鼠随机分为 4 组:假手术组 ( sham, n =
16)、蛛网膜下腔出血 ( subarachnoid hemorrhage,
SAH)模型组(SAH,n = 23,死亡7 只)、 高原缺氧假

手术组(Hp sham,n = 16)和高原缺氧蛛网膜下腔出

血(subarachnoid hemorrhge, SAH)模型组(Hp SAH,
n= 23,死亡 7 只)。 对照组于西宁(海拔 2261 m)饲
养 4 d,高原缺氧组大鼠利用低压氧舱模拟高原低压

低氧环境,持续暴露 4 d 建立高原缺氧大鼠动物模

型[11],低压氧舱海拔设置:舱内海拔 5000 m、氧分压

78 mmHg、 氧 浓 度 19. 6%、 温 度 23. 3 ℃、 湿 度

31. 8%、二氧化碳 300 ppm。
2. 实验方法

2. 1　 SAH 动物模型的建立:根据 Bederson 等[12] 的

方法,应用颈内动脉刺破法建立大鼠 SAH 模型。 SD
大鼠经气体麻醉机(瑞沃德-R520IE 小动物麻醉机-
移动式,麻醉剂成分:2%异氟烷)吸入麻醉后,将大

鼠仰卧位固定于操作台上,颈部正中切口,钝性分离

并暴露右侧颈总动脉,分离颈外动脉和颈内动脉,颈
外动脉近头侧端结扎并离断,使颈外动脉近心端成

一个残端,用外科缝合线在其起始部松散打个活结,
动脉夹夹闭颈总动脉和颈内动脉,眼科剪在颈外动

脉近心端剪一个“V”型切口,将线栓从“V”型切口

导入,并将颈外动脉残端上的外科缝合线拉紧,去掉

颈内动脉上的动脉夹,线栓顺着颈内动脉插入直至

感觉到有阻力(18 ~ 20 mm),继续插入刺破大脑前

动脉和大脑中动脉的分叉处,将线栓抽出并结扎颈

外动脉,松开颈总动脉上的动脉夹,缝合伤口后,转
移到笼中饲养。 假手术组大鼠的线拴插入颈内动脉

但不刺破血管,其余步骤与模型组相同。
2. 2　 神经功能学评分:SAH 后 24 h 分别取 5 只大

鼠,参照 Garcia 等[13]大鼠神经功能评分标准进行评

分。 包括 6 项观测指标:(1)自主运动(将大鼠放入

鼠笼中观察 5 min):0 分:无自主运动;1 分:很少运

动;2 分:运动并触及至少 1 侧笼壁;3 分:运动并触

及至少 3 侧笼壁;(2)四肢运动的对称性(提起鼠尾

使之悬空观察四肢状态):0 分:患侧无运动;1 分:
患侧轻微运动;2 分:患侧运动较迟缓;3 分:双侧体

态对称;(3)前爪伸展运动(悬尾使后肢悬空,前肢

移向桌子,使之仅靠前肢行走,观察前肢伸展运

动):0 分:左前肢无伸展动作;1 分:左前肢轻微伸

展;2 分:左前肢有伸展运动但不及右侧;3 分:双侧

伸展对称;(4)网屏实验:1 分:不能爬上;2 分:左侧

劣势;3 分:正常攀爬;(5)两侧身体触觉反射实验:
1 分: 左侧无反应;2 分:左侧反应弱于右侧;3 分:反
应相同;(6)两侧胡须触觉反射实验:1 分:左侧无反

应;2 分:左侧反应弱于右侧;3 分:反应相同。 总分

3~18 分,分数越低表示脑损伤程度越严重。

2. 3　 出血严重程度评分:SAH 后 24 h,SD 大鼠经上

述方法麻醉后固定,打开大鼠胸腔,经主动脉快速灌

注生理盐水后再灌注 4%多聚甲醛 PBS,取出整脑,
参照 Sugawara 等[14]方法评估 SAH 模型后的严重程

度。 基底池分为 6 段,每段根据血管上的血块覆盖

情况评分 0 ~ 3 分,血管包括:基底动脉、大脑前动

脉、颈内动脉、后交通动脉及大脑后动脉;评分标准:
0 分:无蛛网膜下腔出血;1 分:少量蛛网膜下腔出

血;2 分:动脉周围有中等出血量;3 分:血凝块覆盖

所有动脉。
2. 4　 Nissl 染色:SAH 后 24 h,每组分别取 5 只大

鼠,各组大鼠经上述方法麻醉后,经主动脉灌注 4%
多聚甲醛 PBS(0. 1 mol / L,pH 7. 2),取出大鼠脑组

织固定 12 h,30%蔗糖溶液(溶于 0. 1 mol / L PBS)脱
水,将大鼠脑组织以视交叉和乳头体中部为切面行

冠状切片, OCT 包埋后, 冷冻切片机 ( Leica CM
1950)制作含海马组织断面的脑切片(厚 20 μm),将
冷冻切片置于蒸馏水中洗 5 min;Nissl 染色液(北京

索莱宝科技有限公司, G1430 ) 37 ℃ 温箱孵育

30 min; 梯度乙醇脱水,二甲苯透明,中性树胶封

片,Olympus X71 显微照相系统观察并摄片。
2. 5　 TUNEL 染色:含海马组织冷冻切片行 TUNEL
染色,冷冻切片置于蒸馏水中 5 min,4%多聚甲醛固

定 30 min,0. 01 mol / L PBS 室温 5 min × 2 次;蛋白

酶 K 37 ℃反应 20 min,0. 01 mol / L PBS 漂洗 5 min×
3 次, 平衡液室温平衡 20 min;TdT 酶反应液 37 ℃
温箱避光 60 min,0. 01 mol / L PBS 洗 5 min × 5 次,
用含抗荧光淬灭剂的封片剂封片,Olympus X71 荧

光显微镜下观察并摄片。
2. 6　 Western blotting 检测:SAH 后 24 h,每组分别

取 6 只大鼠,经上述方法麻醉后,动物断头后快速于

冰上取出海马组织,置于低温冰箱( -80 ℃)保存。
BCA 法测定蛋白浓度并根据分子量选择合适的分

离胶浓度,制胶后 4 ℃冰箱过夜;各组蛋白上样,连
接电泳仪电泳:恒压 80 V、30 min 后,待蛋白条带跑

至分离胶和浓缩胶的交界处,重新设置电压:恒压

120V、1 h,电泳完成后,转移到 PVDF 膜上,转膜条

件设置:200 mA、120 min;用 5%脱脂奶粉室温摇床

封闭 50 min;孵育一抗: 兔抗大鼠磷酸化 PI3K
(phosphor PI3K, p-PI3K)单克隆抗体(1 ∶2000, Cell
Signaling Technology 公司,#4228),兔抗大鼠 PI3K
单克隆抗体(1 ∶2000,Cell Signaling Technology 公司,
# 4257),兔抗大鼠磷酸化 Akt(phosphor Akt, p-Akt)
单克隆抗体(1 ∶1000,Cell Signaling Technology 公司,
#4060),兔抗大鼠 Akt 单克隆抗体 ( 1 ∶ 1000,Cell
Signaling Technology 公司,#4691),兔抗大鼠磷酸化

NF-κB ( phosphor NF-κB, p-NF-κB ) 单 克 隆 抗 体
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(1 ∶2000, Cell Signaling Technology 公司,#3033),兔
抗大鼠 NF-κB 单克隆抗体(1 ∶ 2000,Cell Signaling
Technology 公司,#8242),兔抗大鼠 MMP-9 单克隆

抗体(1 ∶ 1000,Abcam 公司, ab228402),兔抗大鼠

occludin 单 克 隆 抗 体 (1 ∶1000, Abcam 公 司,
ab216327 ), 兔 抗 大 鼠 claudin-5 单 克 隆 抗 体

(1 ∶1000, Abcam 公司,ab131259),兔抗大鼠 β-actin
多克隆抗体(1 ∶5000,武汉伊莱瑞特生物科技股份

有限公司,E-AB-40338),4 ℃ 过夜;次日复温 1 h
后,加入相应二抗,山羊抗兔 IgG-HRP(1 ∶5000,北京

索莱宝科技有限公司,SE134),室温下 50 min,1×
TBST 洗膜,10 min×3 次;按照 1 ∶1的比例配置 ECL
发光液;自动曝光,以 TIF 格式保存图像,并计算目

的蛋白灰度值。

图 1　 神经功能学评分和出血严重程度评分

A. 神经功能学评分; B. 出血严重程度评分; SAH 组与 sham 组比较,# P < 0. 05; Hp SAH 组与 Hp sham 组比

较,∗P < 0. 05; Hp sham 组与 sham 组比较及 Hp SAH 组与 SAH 组比较,▲P < 0. 05
Fig.1　 The score of neurobehavior and SAH grade
A, Neurobehavior score; B, SAH grade; SAH group vs sham group, #P < 0. 05; Hp SAH group vs Hp sham group,
∗P < 0. 05; Hp sham group vs sham group, Hp SAH group vs SAH group,▲P < 0. 05

2. 7　 免疫荧光染色:对含海马组织冷冻切片进行

免疫荧光染色。 冷冻切片置于 0. 01 mol / L PBS 溶

液 5 min ,0. 1% Triton X-100 37 ℃ 温箱 30 min,
0. 01 mol / L PBS 洗 5 min×3 次,5%正常羊血清室温

封闭 1 h 后,滴加一抗,兔抗大鼠 occludin 单克隆抗

体 (1 ∶100, Abcam 公 司, ab216327 ), 兔 抗 大 鼠

claudin-5 单 克 隆 抗 体 (1 ∶100, Abcam 公 司,
ab131259),将切片放入湿盒 4 ℃ 过夜,次日复温

1 h 后,滴加山羊抗兔荧光二抗(1 ∶200, SA00003-2,
Proteintech 公司)室温避光孵育 1 h,0. 01 mol / L PBS
洗 5 min × 3 次,用含抗荧光淬灭剂的封片剂封片,
Olympus X71 荧光显微镜下摄片。
3. 数据分析

　 　 采用 Sigma Plot 10. 0 统计学软件进行分析,出
血严重程度评分采用中位数与四分位数间距表示,
并采用秩和检验,其余实验数据用均值 ±标准差

(􀭰x±s)表示,采用单因素方差分析(ANOVA)进行组

间比较,P 值< 0. 05 表示差异具有统计学意义。

结　 　 果

1. 神经功能学评分

　 　 SAH 后 24 h,各组大鼠 Garcia 神经功能学评分

结果见图 1A。 结果显示,SAH 组与 sham 组比较,
Hp SAH 组与 Hp sham 组比较,神经功能学评分均

明显下降,差异具有统计学意义 (P < 0. 05);Hp
SAH 与 SAH 组比较,神经功能学评分明显下降,差
异具有统计学意义(P< 0. 05)。 结果表明,SAH 后

大鼠神经功能评分明显下降,高原缺氧可以进一步

降低大鼠 SAH 模型后神经功能评分。
2. 出血严重程度评分

　 　 SAH 后 24 h,各组大鼠出血严重程度结果见

图 1B、 2A。 结果显示,蛛网膜下腔血凝块分布在

Willis 环和腹侧脑干周围;SAH 组与 sham 组比较,
Hp SAH 组与 Hp sham 组比较,出血量明显升高,差
异具有统计学意义(P< 0. 05);而 Hp SAH 与 SAH
组比较,出血严重程度差异无明显性(P > 0. 05),提
示 SAH 组及 Hp SAH 组模型制作成功。
3. Nissl 染色

　 　 SAH 后 24 h,各组大鼠 Nissl 染色结果见图 2B1~
2C4,神经元统计结果见图 3A。 结果显示,sham 组

大鼠海马组织 CA1 区神经元排列整齐,细胞大而

圆,胞质内尼氏体染色清晰,SAH 组大鼠海马组织

CA1 区神经元萎缩变形,排列紊乱,并出现大量神经

元缺失(P<0. 05);Hp sham 组与 sham 组比较,大鼠

海马组织 CA1 区神经元形态萎缩变形,神经元数量

明显下降,差异具有统计学意义(P<0. 05);而 Hp
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图 2　 颅底标本观察　 Nissl 染色、TUNEL 染色和免疫荧光染色

A. 大体观察,sham 组(A1)和 Hp sham 组(A3)中未观察到血凝块,SAH 组(A2)和 Hp SAH 组(A4)观察到血凝块; B1 ~ C4.
Nissl 染色;B1~B4. 标尺示 80 μm; C1~C4. 标尺示 20 μm; D1~D4. TUNEL 染色,标尺示 20 μm,箭头所指为凋亡细胞; Sham
组海马组织 CA1 区神经元排列整齐,细胞大而圆,偶见神经细胞凋亡,SAH 组神经元萎缩变形,排列紊乱,出现大量神经元缺

失及神经细胞凋亡,Hp sham 及 Hp SAH 组神经元形态萎缩变形,神经元细胞排列紊乱,神经元数量明显下降,神经细胞凋亡明

显增加;E1~F4.免疫荧光染色,标尺示 20 μm,箭头所指为阳性细胞; E1~E4. Occludin 蛋白的表达; F1~ F4. Claudin-5 蛋白的

表达; Sham 组大鼠海马组织 CA1 区有大量 occludin、claudin-5 蛋白表达,SAH、Hp sham 及Hp SAH 组与 sham 组比较,海马组织

CA1 区 occludin、claudin-5 蛋白表达明显下降

Fig.2　 Skull base observation, Nissl staining, TUNEL staining and immunofluorescent staining
A, General observation; There were no blood clots in the Sham group (A1) and Hp sham group (A3), meanwhile the blood clots were
observed in the SAH group (A2) and Hp SAH group (A4); B1-C4, Nissl staining; B1-B4, Bar= 80 μm; C1-C4, Bar= 20 μm; D1-
D4, TUNEL staining, Bar= 20 μm, the arrows indicate apoptotic cells; In the sham group, neurons in the CA1 region of the
hippocampus were neatly arranged, with large and round cells and occasional neuronal apoptosis; While in the SAH group, neurons
were atrophied and deformed, with disorganized arrangement and numbers of neuronal deletions and nerve cells apoptosis; In the Hp
sham and Hp SAH groups, neuronal morphology was atrophied and deformed, the arrangement was disordered, the number of neurons
were significantly decreased and the apoptosis of nerve cells was significantly increased; E1-F4, Immunofluorescent staining, Bar =

20 μm, the arrow indicates positive cell;E1-E4, Expression of occludin protein; F1-F4, Expression of claudin protein; In the sham
group, a large number of occludin and claudin-5 proteins expressed in the CA1 region of hippocampal tissue; While the expression of
occludin and claudin-5 proteins in the CA1 region of hippocampal tissue decreased significantly in the SAH group, Hp sham group and
Hp SAH group compared with the sham group

SAH 组与 SAH 组比较,神经元细胞排列更紊乱,神
经元数量进一步下降。
4. TUNEL 染色

　 　 SAH 后 24 h,各组大鼠 TUNEL 染色结果见图

2D1~2D4,神经细胞凋亡数统计结果见 3B。 结果显

示,sham 组大鼠海马组织 CA1 区偶见神经细胞凋

亡,而 SAH 组神经细胞凋亡明显升高(P< 0. 05),
Hp sham 组大鼠海马组织 CA1 区神经细胞凋亡较
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sham 组升高,但差异无统计学意义,而 Hp SAH 组

与 Hp sham 及 SAH 组比较,海马组织 CA1 区神经细

胞凋亡明显升高,差异具有统计学意义(P< 0. 05)。
结果说明,SAH 后 24 h,大鼠海马组织 CAI 区出现

神经细胞凋亡,而高原缺氧能够加重大鼠海马组织

CA1 区神经细胞凋亡。

图 3　 神经元计数和神经细胞凋亡数

A. 神经元计数; B. 神经细胞凋亡数; SAH 组与 sham 组比较,# P < 0. 05; Hp SAH 组与 Hp sham 组比较,
∗P<0. 05; Hp sham 组与 sham 组比较及 Hp SAH 组与 SAH 组比较,▲P < 0. 05
Fig.3　 Number of neurons and nerve apoptosis
A,Number of neurons; B, Number of nerve apoptosis; SAH group vs sham group,#P < 0. 05; Hp SAH group vs Hp
sham group,∗P < 0. 05; Hp sham group vs sham group, Hp SAH group vs SAH group, ▲P < 0. 05

5. Western blotting
　 　 SAH 后 24 h,Western blotting 检测各组大鼠海

马组织 p-PI3K / PI3K、 p-Akt / Akt、 p-NF-κB / NF-κB、
MMP-9、occludin、claudin-5 蛋白的表达,结果见图 4。
结果显示,SAH 组与 sham 组比较及 Hp SAH 组与

Hp sham 组比较,p-PI3K / PI3K、p-Akt / Akt、occludin
及 claudin-5 蛋白的表达明显下降,p-NF-κB / NF-κB
和 MMP-9 蛋白的表达明显升高,差异具有统计学意

义(P< 0. 05);Hp sham 组与 sham 组比较,p-Akt /
Akt 的表达明显降低,claudin-5 蛋白的表达明显升

高,差异具有统计学意义(P<0. 05);Hp SAH 组与

SAH 组比较,p-PI3K / PI3K、MMP-9 蛋白的表达明显

升高,差异具有统计学意义(P< 0. 05)。
6. 免疫荧光染色

　 　 SAH 后 24 h, 各组大鼠海马组织 CA1 区

occludin 和 claudin-5 蛋白免疫荧光染色结果见

图 2E1~2F4, 阳性细胞数结果见图 5A、5B。 结果显

示,sham 组大鼠海马组织 CA1 区有大量 occludin、
claudin-5 蛋白表达,Hp sham 组与 sham 组比较,大
鼠海马组织 CA1 区 occludin、claudin-5 蛋白表达明

显下降 (P < 0. 05), SAH 组与 sham 组比较及 Hp
SAH 组 与 Hp sham 组 比 较, 海 马 组 织 CA1 区

occludin、claudin-5 蛋白表达明显下降(P<0. 05),Hp
SAH 组与 SAH 组比较,海马组织 CA1 区 occludin 蛋

白表达降低,但差异无统计学意义,claudin-5 蛋白表

达明显降低(P<0. 05),差异具有统计学意义。 结果

表明,SAH 后 24 h,大鼠海马组织 CA1 区 occludin、
claudin-5 蛋白的表达降低,高原缺氧可进一步降低

海马组织 CA1 区 occludin 和 claudin-5 蛋白的表达。

讨　 　 论

蛛网膜下腔出血( SAH)是一种严重威胁生命

的急性脑血管疾病,具有较高的死亡率和致残率,已
成为全世界脑血管疾病相关死亡的主要原因之一。
早期脑损伤(EBI)是指 SAH 后 72 h 内对脑的直接

损伤[15],被认为是蛛网膜下腔出血后高发病率和死

亡率的主要原因。 SAH 后颅内压升高,脑血流量减

少,全脑缺血,脑水肿,血液成分外渗和分解产物积

聚等,共同导致 EBI 的发生,这些病理变化可以导致

内皮细胞收缩,紧密连接解体和血管通透性增加,进
而破坏 BBB 的完整性和功能。

高原环境以低氧、低压、干燥和寒冷为主要特

征,其独特的环境使人类面临巨大的挑战,进入高原

后,随着海拔升高,空气中氧含量逐步下降,当海拔

升高到 5000 m 时,空气中氧含量只有海平面的

60%。 当机体处于缺氧状态,脑组织通过血流量迅

速增加进行自我调节以维持氧供[16]。 高原缺氧还

会导致内皮细胞损伤和血小板功能障碍,这些功能

障碍与微血管病变的形成有关[17],在极端情况下,
高原缺氧可能会导致高原肺水肿中的血管渗漏或

BBB 破坏,从而导致脑微出血。 此外,机体通过激

活 Toll 样受体、髓样细胞-1 信号通路中表达的

NF-κB 触发受体等多种炎症途径,产生全身性炎症

反应。 全身性炎症反应可使毒素和炎症介质透过中
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图 4　 Western blotting 结果

A. PI3K 蛋白的表达; B. Akt 蛋白的表达; C. NF-κB 蛋白的表达; D. MMP-9 蛋白的表达; E. Occludin 蛋白的表达; F. Claudin-5 蛋白

的表达; 1.蛋白表达图; 2.统计图; SAH 组与 sham 组比较,#P< 0. 05; Hp SAH 组与 Hp sham 组比较,∗P<0. 05; Hp sham 组与 sham
组比较及 Hp SAH 组与 SAH 组比较,▲P<0. 05
Fig.4　 Results of Western Blotting
A,The expression of PI3K protein; B, The expression of Akt protein; C, The expression of NF-κB protein; D, The expression of MMP-9
protein; E, The expression of occludin protein; F, The expression of claudin-5 protein; 1, Protein expression map;2, Statistical chart;SAH
group va sham group, #P<0. 05; Hp SAH group vs Hp sham group, ∗P<0. 05; Hp sham group vs sham group, Hp SAH group vs SAH group,
▲P<0. 05

枢神经系统屏障,进而从体循环外渗到蛛网膜下腔,
进一步激活神经炎症级联反应,从而增加 SAH 的发

生[18]。 SAH 是高原出血性脑卒中的常见类型,因其

具有极高的致死率和致残率,已经成为严重威胁高
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图 5　 Occludin 和 claudin-5 蛋白阳性细胞数

A. Occludin 蛋白阳性细胞数; B. Claudin-5 蛋白阳性细胞数; SAH 组与 sham 组比较,# P < 0. 05; Hp SAH 组与

Hp sham 组比较,∗P < 0. 05; Hp sham 组与 sham 组比较,Hp SAH 组与 SAH 组比较,▲P < 0. 05
Fig.5　 Occludin and claudin-5 positive cells
A, Occludin positive cells; B, Claudin-5 positive cells; SAH group vs sham group, #P < 0. 05; Hp SAH group vs Hp
sham group, ∗P < 0. 05; Hp sham group vs sham group, Hp SAH group vs SAH group, ▲P < 0. 05

原人群生命健康的主要原因之一。 有研究表明,外
源性 G 补缀和叉头蛋白结构域血管生成因子 1
( angiogenic factor with G patch and forkhead
associated domains 1, Aggf1) 治疗可以通过 PI3K /
Akt / NF-κB 通路减轻大鼠 SAH 后的神经炎症和

BBB 的破坏,进而改善了神经功能缺损[10]。
本实验结果表明,SAH 后大鼠神经功能评分明

显下降,而高原缺氧可以进一步降低大鼠 SAH 模型

后的神经功能评分。 海马组织 CA1 区是已知的大

脑结构中对缺氧最敏感的区域,因此,我们采用

Nissl 染色和 TUNEL 染色观察大鼠海马组织 CA1 区

神经元的形态变化和神经细胞凋亡。 SAH 后 24 h,
海马组织 CA1 区神经元萎缩变形,排列紊乱,并出

现大量神经元缺失和神经细胞凋亡,而高原缺氧进

一步加重了海马组织 CA1 区神经元上述形态学损

伤和神经细胞凋亡。
NF-κB 信号通路参与脑缺血疾病的炎症反应和

BBB 完整性的调节[9]。 大多数细胞静息状态下

NF-κB 与细胞质抑制因子核因子 κb 抑制蛋白-α
(inhibitor of NF-κB-α,IκBα)结合,IκBα 被磷酸化后

迅速降解并释放 NF-κB,NF-κB 被磷酸化并转运到

细胞核,进而启动一系列炎症级联反应。 PI3K / Akt
信号通路是 NF-κB 信号通路的主要上游元件,通过

诱导 IκB 激酶( IκB kinase, IKK)磷酸化参与 IκBα
的调控,进而通过增强 p65 亚基的转录活性激活

NF-κB[19]。 本实验通过 Western blotting 检测了大鼠

海马组织 p-PI3K / PI3K、p-Akt / Akt、p-NF-κB / NF-κB
蛋白的表达,结果提示, SAH 组与 sham 组及 Hp
SAH 组与 Hp sham 组比较,p-PI3K / PI3K、p-Akt / Akt

的表达显著下降,p-NF-κB / NF-κB 的表达明显升高,
而 Hp sham 组与 sham 组比较,p-Akt / Akt 的表达显

著下降,表明 SAH 可通过 PI3K / Akt / NF-κB 通路导

致 EBI 的发生,而高原低氧可能通过该通路进一步

加重 EBI 的发生,与 Zhu 等[10]的报道一致。
有文献报道,NF-κB / MMP-9 通路参与了 SAH

后血脑屏障破坏的发生,BBB 的关键结构是紧密连

接,主要包括紧密连接蛋白,如 occludin、claudin-5
和 ZO-1[20]。 有 研 究 表 明, 基 质 金 属 蛋 白 酶 9
(MMP-9) 在 SAH 后血脑屏障的破坏中发挥着重要

作用[21],MMP-9 通过降解微血管基底层的细胞外

基质(如胶原蛋白Ⅳ、层黏连蛋白、纤连蛋白)以及

内皮细胞间紧密连接蛋白,使得紧密连接蛋白中断,
进而导致 SAH 后 BBB 破坏和全脑水肿。 亦有文献

报道,SAH 后通过 MMP-9 的上调和紧密连接蛋白

的下调, 诱 导 了 BBB 的 破 坏[22]。 本 研 究 通 过

Western blotting 检测了 MMP-9、 occludin、 claudin-5
蛋白的表达,通过免疫荧光染色检测了 occludin、
claudin-5 蛋白的表达,结果提示,SAH 组与 sham 组

比较及 Hp SAH 组与 Hp sham 组比较,MMP-9 蛋白

的表达明显升高,occludin 及 claudin-5 蛋白的表达

明显下降;Hp SAH 组与 SAH 组比较,MMP-9 蛋白

的表达明显升高,提示高原缺氧可以增加 MMP-9 蛋

白的表达,降解紧密连接蛋白 occludin、claudin-5 的

表达,导致 SAH 后 BBB 通透性破坏,参与 SAH 后

EBI 的发生。 然而,我们亦发现,Hp sham 组与 sham
组比较,claudin-5 蛋白的表达明显升高,提示高原缺

氧预处理可以提高紧密连接蛋白的表达进而发挥脑

保护作用,其可能原因考虑是缺氧对脑组织的预保
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护作用。 Halder[23] 和 Boroujerdi[24] 等报道,低氧预

处理刺激广泛的血管重塑反应,从而增加脑血管供

应,促进 BBB 紧密连接蛋白的表达,进而发挥脑保

护作用。
综上所述,高原缺氧通过抑制 PI3K / Akt / NF-κB

通路,增加大鼠海马组织内 MMP-9 蛋白的表达,降
低紧密连接蛋白( occludin、claudin-5)的表达,进而

增加大鼠 SAH 模型后的 BBB 破坏。 但高原缺氧可

能通过增加 Sham 组大鼠海马组织中 claudin-5 蛋白

的表达发挥脑保护作用。
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